< MINISTERIO DA EDUCACAO
* UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
INSTITUTO DE BIOLOGIA

DETECCAO DE GENES E EXPRESSAO ENZIMATICA EM CULTIVARES DE
ARROZ (Oryza sativa L.) CRESCIDAS SOB ESTRESSE SALINO

MARIA DA GRACA DE SOUZA LIMA

Tese apresentada a Universidade
Federal de Pelotas, sob orientacdo do
Prof. Nei Fernandes Lopes, como parte
das exigéncias do Programa de Péds-
Graduacao em Fisiologia Vegetal, para
obtencdo do titulo de Doutora em
Ciéncias (D. Sc).

PELOTAS
Rio Grande do Sul - Brasil
Julho de 2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Dados de catalogacao na fonte:
( Marlene Cravo Castillo — CRB-10/744 )

L 732d Lima, Maria da Graca de Souza
Deteccao de genes e expressao enzimatica em cultiva-
res de arroz (Oryza sativa L. ) crescidas sob estresse salino
/ Maria da Graca de Souza Lima. - Pelotas, 2008.
93f.+ XVI :il.

Tese (Doutorado) —Programa de Pés-Graduacao em Fi-
siologia Vegetal. Instituto de Biologia. Universidade Federal
de Pelotas. - Pelotas, 2008, Nei Fernandes Lopes, Orienta-
dor.

1. Arroz 2. CK1 3. Isoenzimas 4. Padroes eletroforé-
ticos 5. Salinidade 6. SOS1 I. Lopes, Nei Fernandes (ori-
entador) |l Titulo.

CDD 633.18




MARIA DA GRACA DE SOUZA LIMA

DETECCAO DE GENES E EXPRESSAO ENZIMATICA EM CULTIVARES DE
ARROZ (Oryza sativa L.) CRESCIDAS SOB ESTRESSE SALINO

Tese apresentada a Universidade
Federal de Pelotas, sob orientacdo do
Prof. Nei Fernandes Lopes, como parte
das exigéncias do Programa de Pés-
Graduacao em Fisiologia Vegetal, para
obtencdo do titulo de Doutora em
Ciéncias (D. Sc.).

APROVADA: 18 de julho de 2008.

Prof2. Dr2. Claudete Miranda Abreu Prof. Dr. Luciano do Amarante
Prof. Dr. Dario Munt de Moraes Prof. Dr. Paulo Dejalma Zimmer
(Co-orientador) (Co-orientador)

Prof. Dr. Nei Fernandes Lopes
(Orientador)



“Ha que se cuidar do broto para que a vida nos dé flor e frutos.”

Milton Nascimento

As minhas razées de viver
Deus
Meu filho Pedro Junior
Meu esposo Pedro
Meus pais lara e Vitorino

Meus irmaos

Dedico



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Pelotas, pela oportunidade do Doutoramento.

Ao Instituto de Biologia, Departamento de Boténica e ao Programa de Pés
Graduacao em Fisiologia Vegetal que me acolheram em seu corpo discente,
contribuindo em minha formacao académica.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Ensino Superior
(CAPES) pela concessao de bolsa de estudo.

Ao Prof. Nei Fernandes Lopes pela orientacdo, mas principalmente pela
confianga, amizade e apoio dados desde a graduacgédo, influenciando em minha
formagéao profissional e principalmente pessoal, mostrando-me que vale a pena ir
atras dos sonhos.

Ao Prof. Dario Munt de Moraes pelo apoio, amizade e incansavel
colaboragéo no transcorrer do curso, incentivando-me a sempre ir em frente.

Ao Prof. Marcos Antonio Bacarin pelo apoio desde a graduagéo,
oportunizando-me conhecer a area de pesquisa.

Ao Prof. Paulo Dejalma Zimmer pela co-orientacao e colaboracao.

Ao meu esposo Pedro e meu filho Pedro Junior pela presenca em todos
0sS momentos e incansaveis apoio e incentivo, impelindo-me na concretizacao
deste sonho, e principalmente, por demonstrarem seu amor diariamente apesar
de minha auséncia no lar e momentos de dificuldade. Pela contribuicdo na
execucao das tarefas domésticas e académicas.

Aos meus pais lara e Vitorino e irmaos Jorge, Zilda, Lourdes, Rita, Jo&do e



Luciane pelo apoio, incentivo e imprescindivel auxilio e acompanhamento nos
momentos agradaveis e dificeis.

Ao meu irmao Joao Vitor e minha avé Zilda in memorium pela valiosa e
disposta colaboracdo e principalmente grande licdo de vida de que somos
capazes mesmo diante das maiores adversidades.

Aos meus afilhados(as), sobrinhos(as), cunhados(as), sogro(a) e demais
familiares pelo incentivo e credibilidade.

As amigas e irmas de coragdo Cristina Rodrigues Mendes e Claudete
Miranda Abreu pela ajuda durante o transcorrer do trabalho e incalculavel
amizade e companheirismo em todos 0s momentos e por assegurarem suas
presengas mesmo distantes.

Aos amigos Antelmo, Ariadne, Caroline, Clauber, Cristina Larré, Fabiana,
Luisa, Patricia, Rafael e Suzi pelos fraternos momentos de convivéncia e
presenca em todos as situacdes agradaveis e de dificuldade.

Aos amigos e funcionarios do Instituto de Biologia Rudinei, Honério e Ari
pelo apoio e agradavel convivéncia.

Aos colegas e funciondrios do laboratério de BioSementes, do
Departamento de Fitotecnia Alice Castro, Cibele Ferrari e Géri Meneghello pela
amizade e valiosa colaboracao na execucao do experimento.

Ao Laboratério de BioSementes por permitir o uso de suas instalacoes.

Aos membros da Banca Examinadora por aceitarem o convite de
participacdo na Defesa de Tese.

Aos demais professores e funcionarios do IB e colegas do Programa de
Pés-Graduagao que contribuiram direta ou indiretamente para a realizagdo deste
trabalho.

Muito obrigado.



Lista de Figuras
CAPITULO 1

FIGURA 1 - Zimograma da enzima peroxidase em folhas de cultivares de arroz
Bojuru (B), Formosa (F), GoyaKuman (G), Atalanta (A), Queréncia
(Q) e Taim (T), aos 14, 28 e 42 dias ap6s a transferéncia para
solucdes de zero (1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e 100 (5) mM de NaCl.
.................................................................................................... 17
FIGURA 2 - Zimograma da enzima peroxidase em raizes de cultivares de arroz
Bojuru (B), Formosa (F), GoyaKuman (G), Atalanta (A), Queréncia
(Q) e Taim (T), aos 14, 28 e 42 dias ap6s a transferéncia para
solucoes de zero (1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e 100 (5) mM de NaCl.
.................................................................................................... 18
FIGURA 3 - Zimograma da enzima superdéxido dismutase em folhas de
cultivares de arroz Atalanta (A), Bojurd (B), Formosa (F) e
GoyaKuman (G) aos 14 e 28 dias ap6s a transferéncia para
solucdes de zero (1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e 100 (5) mM de NaCl.
.................................................................................................... 19
FIGURA 4 - Zimograma da enzima catalase em folhas de cultivares de arroz
Bojuru (B), Formosa (F), GoyaKuman (G), Atalanta (A); Queréncia
(Q) e Taim (T) aos 14 dias apds a transferéncia para solugcbes de
zero (1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e 100 (5) mM de NaCl.................. 21

CAPITULO 2

FIGURA 1 - Padrdes eletroforéticos obtidos com a enzima esterase em folhas
de arroz nas cultivares Bojuru (B), Formosa (F), GoyaKuman (G),
Atalanta (A), Queréncia (Q) e Taim (T), aos 14, 28 e 42 dias apés
a transferéncia para solugdes de zero (1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e
100 (5) MM de NaCH ....eiiiiieieeeeee e 29
FIGURA 2 - Padrdes eletroforéticos da enzima esterase em raizes de cultivares
de arroz Bojuru (B), Formosa (F), GoyaKuman (G), Atalanta (A),
Queréncia (Q) e Taim (T) aos 14, 28 e 42 dias apods a
transferéncia para solugdes de zero (1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e
100 (5) MM de NaCH ... 30
FIGURA 3 - Padroes eletroforéticos da enzima desidrogenase alcodlica em
folhas de cultivares de arroz Bojuru (B), Formosa (F), GoyaKuman
(G), Atalanta (A), Queréncia (Q) e Taim (T), aos 14 dias apés a
transferéncia para solu¢des de zero (1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e
100 (B) MM de NaCH ....eiiiiieieeeeee e 32



FIGURA 4 - Padrdes eletroforéticos da enzima a-amilase em folhas de
cultivares de arroz Atalanta (A) e Bojuru (B); aos 14 dias ap6s a
transferéncia para solucdes de zero (1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e
100 (5) MM de NaCH ... 34

FIGURA 5 - Padrdes eletroforéticos da enzima o-amilase em raizes de
cultivares de arroz Atalanta (A) e Bojuru (B); aos 14 dias ap6s a
transferéncia para solu¢des de zero (1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e
100 (5) MM de NaCH ....eeiiiieie e 34

FIGURA 6 - Padrdes eletroforéticos da enzima malica em folhas de cultivares
de arroz Bojuru (B), Formosa (F), GoyaKuman (G), Atalanta (A),
Queréncia (Q) e Taim (T), aos 14, 28 e 42 dias ap6s a
transferéncia para solucdes de zero (1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e
100 (5) MM de NaCH ... 35

FIGURA 7 - Padr6es eletroforéticos da enzima malica em raizes de cultivares
de arroz Bojuru (B), Formosa (F), GoyaKuman (G), Atalanta (A),
Queréncia (Q) e Taim (T), aos 14 dias apos a transferéncia para
solucdes de zero (1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e 100 (5) mM de NaCl.
.................................................................................................... 37

FIGURA 8 - Padrbes eletroforéticos da enzima glutamato desidrogenase em
folhas de cultivares de arroz Bojuru (B), Formosa (F), GoyaKuman
(G), Atalanta (A), Queréncia (Q) e Taim (T), aos 14, 28 e 42 dias
apos a transferéncia para solugbes de zero (1), 25 (2), 50 (3), 75
(4) € 100 (5) MM de NaCl. ..o 39

FIGURA 9 - Padrbes eletroforéticos da enzima glutamato desidrogenase em
raizes de cultivares de arroz Bojuru (B), Formosa (F), GoyaKuman
(G), Atalanta (A), Queréncia (Q) e Taim (T), aos 14, 28 e 42 dias
apos a transferéncia para solugdes de zero (1), 25 (2), 50 (3), 75
(4) € 100 (5) MM de NaCl. ... 40

FIGURA 10 - PadrGes eletroforéticos da enzima malato desidrogenase em
folhas de cultivares de arroz Bojuru (B), Formosa (F), GoyaKuman
(G), Atalanta (A), Queréncia (Q) e Taim (T), aos 14, 28 e 42 dias
apos atransferéncia para solugdes de zero (1), 25 (2), 50 (3), 75
(4) € 100 (5) MM de NaCI. ... 42

FIGURA 11 - Padrbes eletroforéticos da enzima malato desidrogenase em
raizes de cultivares de arroz Bojuru (B), Formosa (F), GoyaKuman
(G), Atalanta (A), Queréncia (Q) e Taim (T), aos 14, 28 e 42 dias
apos a transferéncia para solugdes de zero (1), 25 (2), 50 (3), 75
(4) € 100 (5) MM de NaCl. ..o 44

FIGURA 12 - Padrdes eletroforéticos da enzima fosfoglico isomerase em folhas
de cultivares de arroz Bojuru (B), Formosa (F), GoyaKuman (G),
Atalanta (A), Queréncia (Q) e Taim (T), aos 14, 28 e 42 dias apos
a transferéncia para solugdes de zero (1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e
100 (5) MM de NaCH ... 46

FIGURA 13 - Padrées eletroforéticos da enzima glicose 6 fosfato
desidrogenase em folhas de cultivares de arroz Bojuru (B),
Formosa (F), GoyaKuman (G), Atalanta (A), Queréncia (Q) e Taim
(T), aos 14, 28 e 42 dias apds a transferéncia para solucbes de
zero (1), 25 (2), 50 (8), 75 (4) e 100 (5) mM de NaCl.................. 47



CAPITULO 3

FIGURA 1 - Gel de eletroforese para deteccao do gene SOS1 em plantas de
cultivares de arroz Taim (T); Atalanta (A); Formosa (F); Bojuru (B);
Queréncia (Q) e GoyaKuman (G), utilizando-se os primers SOS1-
1; SOS1-2 e SOS1-3. Marcador de peso molecular Ladder 100pb
(M) e controle sem DNA com 2 puL HoO (C). cevvvvvivieeeeeieiiie, 58
FIGURA 2 - Gel de eletroforese para deteccdo do gene CK1 em plantas de
cultivares de arroz Taim (T); Formosa (F); Atalanta (A); Bojuru (B);
Queréncia (Q) e GoyaKuman (G), utilizando-se os primers CK1-1;
CK1-2 e CK1-3. Marcador de peso molecular Ladder 100pb (M) e
controle sem DNA com 2 pl HoO (C)..eieiiiiiiiiieeeeeeeiieeeeee 60



Lista de Tabela

Tabela 1 - Relacao de sequéncias dos primers utilizados na reacédo de PCR,
para amplificacdo dos genes SOS1 e CK1, com orientacdo
forward (Left — L) e reverse (Right — R) e temperatura de
anelamento (TM).. ..o 57



INDICE

RESUMO ... s Xiii
ADSTFACT.....cc e —————————— XV
INTRODUGAO GERAL .....coerucriecrcnscnsscssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssassssans 1
(031 1 1] X0 T 10

PADROES ELETROFORETICOS DE ISOENZIMAS ANTIOXIDANTES EM
PLANTAS DE ARROZ CRESCIDAS EM SALINIDADE

1 2T ] 0100 Yo 2 10
MATERIAL E METODOS .....cucotiuiecucimssscsesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseaes 14
RESULTADOS E DISCUSSAOQ. .......cccormreeeenrnsscsesssssssesssssssasssssssssasssssssssassenes 16
CONCLUSOES ......cocoiereereceierssssesessssssssssessssssssssssssssssssssssssssasssssessssssssnssssssassenes 22
(oY= | L1 I 12 23

EXPRESSAO DE SISTEMAS ENZIMATICOS EM CULTIVARES DE ARROZ
CRESCIDAS EM ESTRESSE SALINO

INTRODUGAOD ......ccoeeeeererereresesssssssssssasssasasasssssasasasassssssssessssssssssssnsnsnssnssssssnes 23
MATERIAL E METODOS .....cucotiuiecucimssscsesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseaes 26
RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......coemmrecemmsnsscessssssssssssssssssssssssssssssssssssssseaes 28
CONCLUSOES ......cocoiereereceierssssesessssssssssessssssssssssssssssssssssssssasssssessssssssnssssssassenes 49
(0 Y 1 < O 50

DETECCAO DE GENES QUE CONFEREM TOLERANCIA A SALINIDADE EM
PLANTAS DE ARROZ (Oryza sativa L.)

INTRODUGAOD ......cceeeeeererersseresssssssssasssasasasssssasasasassssssssesssssesenssnsnsnsnssssssnes 50
MATERIAL E METODOS .....eceeeeeeeeeeeeeeeesseemsessssmsessssmsssssssssassssssnssssssnssssssnsesnen 55
RESULTADOS E DISCUSSAO .....ocoeeeeeeeeeeeeseeeseneessssmsesssssesssssssssessssnssssssnsesnen 57

CONCLUSOES ... eereeececereceeeeee e e e e seeseesesesesesssssssssssasssasasasasasasssssasassesens 61



CONCLUSOES GERAIS .....cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeesseesssasessasessasesssesssesssessnsessnnens
(2 T2 (=) =) Lo = T

ANEXOS



Resumo

LIMA, MARIA DA GRACA DE SOUZA, D. Sc. Universidade Federal de Pelotas,
junho de 2008. Deteccao de genes e expressao enzimatica em cultivares de
arroz (Oryza sativa L.) crescidas sob estresse salino. Prof. Orientador: Nei
Fernandes Lopes. Co-orientadores: Professores Dario Munt de Moraes e Paulo
Dejalma Zimmer.

No Rio Grande do Sul, o principal sistema de irrigacdo da cultura do arroz é por
inundacao, podendo conduzir a salinizagcdo os solos com drenagem inadequada,
especialmente as lavouras da regido litordnea que utilizam a 4gua da Laguna dos
Patos, que esta sujeita a salinizacdo pela entrada do mar quando é baixo o nivel
da referida Laguna, tornando-se uma das maiores limitagcbes ambientais na
producdo de arroz. Esta pesquisa teve como objetivos analisar a expressao
enzimatica de cultivares de Oryza sativa L. ssp. indica S. Kato e Oryza sativa L.
ssp. japonica S. Kato, crescidas em diferentes niveis de salinidade e detectar
genes envolvidos com a tolerancia a salinidade, com base na hipétese de que as
cultivares da Segunda subespécie apresentam maior tolerancia a salinidade. No
experimento foram utilizadas as cultivares BRS Bojuru, IAS 12-9 Formosa e
Goyakuman pertencentes a O. sativa ssp. japonica e as cultivares de O. sativa
ssp. indica BRS-7 Taim, BRS Queréncia e BRS Atalanta. As plantulas de arroz
com 10 dias ap6s a emergéncia (DAE) foram transferidas para casa de vegetacao
com temperatura e umidade controlada e crescidas em bacias de 15 L, contendo
solucao nutritiva de Hoagland meia forca acrescida de 0, 25, 50, 75 e 100 mM de
NaCl. As plantulas foram coletadas aos 14, 28, 42 e 56 dias apds a transferéncia
(DAT) e imediatamente armazenadas em ultrafreezer a -70 °C para posterior ana-
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-lises. Os tecidos vegetais foram macerados e colocados em tubos eppendorf
com solucdo extratora de Scanddlios. A eletroforese foi realizada em géis de
poliacrilamida 7% colocados em cubas eletroforéticas verticais. As bandas
foram reveladas para os sistemas enzimaticos superéxido dismutase,
peroxidase, catalase, esterase, glutamato desidrogenase, élcool
desidrogenase, fosfoglucose isomerase, malato desidrogenase, enzima malica,
alfa amilase e glucose-6-fosfato desidrogenase. Por intermédio de pesquisa in
silico, realizada junto ao National Center for Biotechnology Information foram
identificados os genes AY785147 — SOS e AF319481 - CK1, envolvidos na
tolerancia a salinidade. A deteccao dos genes consistiu da extracdo de DNA
gendmico segundo o método CTAB 2%, seguido de reagdbes de PCR
realizadas em termociclador mediante a utilizacdo dos primers desenhados
também in silico. Os produtos da amplificacdo foram detectados por
eletroforese em gel de agarose 1,5%. A visualizagdo do DNA corado com
brometo de etidio foi feita sobre iluminacdo ultravioleta e as imagens
digitalizadas. A expressdo das enzimas envolvidas nos mecanismos de
tolerancia ao estresse salino é maior em O. sativa ssp. japonica. Fragmento do
gene SOS1 foi encontrado em todas cultivares, com exce¢do da BRS Atalanta
e o0 gene CK1 esta presente em todas as cultivares avaliadas. Conclui-se que
0s sistemas enzimaticos sdo mais expressos nas cultivares de O. sativa ssp.
japonica, nas folhas e aos 14 DAT, apresentando bandas mais intensas
conforme o aumento da salinidade. A expressdo das enzimas envolvidas nos
mecanismos de tolerdncia ao estresse salino € maior em O. sativa ssp.

japonica e os genes estudados estdo presentes nas duas subespécies.
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Abstract

LIMA, MARIA DA GRAGA DE SOUZA, D. Sc. Universidade Federal de Pelotas,
junho de 2008. Detection of gene and enzyme expression in rice cultivars
(Oryza sativa L.) grown in salt stress. Advisor: Nei Fernandes Lopes. Comitte:
Dario Munt de Moraes e Paulo Dejalma Zimmer.

In Rio Grande do Sul State, the main system for irrigation of rice cultivation is by
flooding, can lead to the salinization of soils with inadequate drainage, especially at
the coastal region where crops using water from the Laguna dos Patos, which is
subject to the salinization by sea water. This is a major environmental problem in the
rice production. This survey aimed to examine the expression of enzyme in Oryza
sativa L. ssp. indica S. Kato e Oryza sativa L. ssp. japonica S. Kato, grown in
different levels of salinity, in order to identify genes involved in tolerance to salinity,
based on the assumption that the second subspecies show greater tolerance to
salinity. In the experiment were used Oryza sativa L. ssp. japonica S. Kato (BRS
Bojuru, IAS 12-9 Formosa and Goyakuman) and Oryza sativa L. ssp. indica S. Kato
(BRS-7 Taim, BRS Queréncia and BRS Atalanta). The seedling was done in plastic
trays, containing sand washed as substrate. The seedlings were transferred to
greenhouse with 10 days of emergency under temperature 25 °C and humidity 85 %
controlled and placed in basins of 15 L containing nutrient solution of Hoagland half
strength increased of 0, 25, 50, 75 and 100 mM NaCl. Seedlings were collected at
14, 28, 42 and 56 days after the transfer and immediately stored in ultrafreezer to -70
°C to subsequent analyses. The plant tissues were macerated and placed in tubes
eppendorf with extractor solution of Scandalios. The electrophoresis was performed
in 7% of polyacrylamide gels placed in vertical vats. The bands were revealed for

several enzymes systems: superoxide dismutase, peroxidase, catalase, esterase,
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glutamate dehydrogenase, alcohol dehydrogenase, fosfoglucose isomerase, malate
dehydrogenase, malica enzyme, alpha amylase and glucose-6-phosphate
dehydrogenase. Through the search in silico, conducted with the National Center for
Biotechnology Information identified the genes AY785147 - SOS and AF319481 -
CK1 involved in the salinity tolerance. The detection of the gene was the extraction of
DNA using the method CTAB 2%, followed by reactions of PCR thermocycler held on
through the use of primers also drawn in silico. The products of amplification were
detected by agarose gel electrophoresis of 1.5%. The view of the DNA stained with
bromide etidio was made on ultraviolet light and scanned images. The expression of
enzymes involved in the mechanisms of tolerance to salt stress is greater in O. sativa
ssp. japonica. Fragment of SOS1 gene was found in all cultivars, except for BRS
Atalanta. CK1 gene is present in all cultivars evaluated. It allows to conclude that
enzyme systems were more expressed in cultivars O. sativa ssp. japonica, in the
leaves and the 14 DAT, featuring bands more intense as the increase of salinity. The
expression of enzymes involved in the mechanisms of tolerance to salt stress is
greater in O. sativa ssp. japonica and the genes studied are present in both

subspecies.
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INTRODUCAO GERAL

O arroz € a principal fonte de alimentacdo para cerca de dois tercos da
populacdo mundial, com importante influéncia no desenvolvimento sécio-econémico.
Ao todo, sdo 15 mil produtores que empregam diretamente 232 mil pessoas no
cultivo de 2,97 milhdes de hectares de arroz no Brasil (INTERARROZ, 2008; IRGA,
2008). Estima-se para esta safra (2007/2008) uma producao de 12,0 milhdes de
toneladas, superior a safra anterior. Desse total, 0os dois estados produtores de arroz
na regiao Sul do Brasil (RS e SC) produzirao 69,8%, da safra do cereal no Pais.
Com destaque para o Rio Grande do Sul, que participa com 86,0% da producao
regional (CONAB, 2008). As projec6es atuais indicam que o0 consumo de arroz neste
ano atingira 620 milhdes de toneladas para uma producdo de 618 milhdes de
toneladas. O Brasil tem um consumo previsto para 2008 de 13,2 milhdes de
toneladas e a safra esta projetada em 12 milhdes, confirmando a necessidade de
importacao (AGROBRASIL, 2008). Os estoques mundiais devem cair mais uma vez,
devido as perspectivas de pequeno aumento da producdo, enquanto 0 consumo
global deve crescer 1,1% neste ano (Villar, 2008).

A lavoura arrozeira, na regiao Sul do Pais, utiliza a inundagado como principal
sistema de irrigacao da cultura, o que pode ocasionar a salinidade dos solos. Cerca
de um terco das areas irrigadas do mundo é afetada pela salinidade, que representa
um dos mais importantes estresses ambientais, por limitar a producédo das culturas,
indo de encontro com a crescente demanda por alimento (Flowers e Yeo, 1997).
Constitui um estresse ambiental distribuido por todo o mundo, devido a ciclos
sucessivos de encharcamento e evaporacao (Félix e Duarte, 2005), especialmente

em areas tropicais, irrigadas e com drenagem inadequada (Souza



Filho et al., 2003). Ocorre naturalmente em regides costeiras (Souza-Filho et al.,
2003), aridas e semi-aridas (Kusnetsov e Shevyacova, 1997; Costa et al., 2003),
afetando milhdes de hectares, devido ao uso intenso para a agricultura e a irrigacao
excessiva (Silva Junior et al., 2002; Menezes-Benavente et al., 2004). A alta
concentracdo de sodio (Na*) de um solo pode ndo apenas prejudicar diretamente as
plantas, mas também degradar a estrutura do mesmo, diminuindo a porosidade e a
permeabilidade a agua (Taiz e Zeiger, 2004). Mesmo sendo uma agua considerada
de excelente qualidade, a pratica da irrigacdo pode ser um importante fator de
salinizacao do solo, se nao for manejada corretamente, principalmente se o sistema
nao contemplar drenagem, sendo um dos principais impactos negativos da
agricultura irrigada (Brito, 2008).

No Brasil, a area afetada pelo estresse salino corresponde a 2% da area
total (Menezes-Benavente et al., 2004), sendo grande obstaculo a produtividade das
lavouras (Perozzi, 2005). No Rio Grande do Sul, o principal sistema de irrigacdo da
cultura do arroz é por inundacao, podendo conduzir, com o tempo, a salinizacao os
solos que possuem drenagem inadequada, impedindo a remocdo do sal por
lixiviacao (Marschner, 1995; Toenissen, 1995). Principalmente as lavouras da regidao
litorAnea que utilizam a 4gua da Laguna dos Patos (Marschner, 1995; Toenissen,
1995; Macedo et al., 2007; SOSBAI, 2007), que estdo sujeitas a salinizacao pela
entrada da agua do mar quando é baixo o nivel desta Laguna, especialmente em
janeiro e fevereiro, quando ocorre baixa precipitacdo e elevada evapotranspiragao,
coincidindo com a fase reprodutiva da cultura (SOSBAI, 2007). Embora nao seja um
problema que ocorra em todos os anos, isso acontece com certa freqiiéncia nas
lavouras, quando os sais atingem teores elevados (Macedo et al., 2007), sendo uma
das maiores limitagdes ambientais na producdo de arroz. Trabalhos realizados
concluiram que as cultivares de arroz com alto potencial produtivo cultivadas no RS
e SC nao toleram irrigacdo com agua cujo teor de NaCl seja igual ou superior a
0,25% (SOSBAI, 2007).

As plantas podem ser divididas em dois grupos amplos, com base na sua
resposta as altas concentracées de sais. As haléfitas que sdo nativas de solos
salinos e completam o seu ciclo de vida naqueles ambientes e as glicofitas, que néo
possuem resisténcia ao sal no mesmo grau que as haléfitas. Geralmente, existe um
limiar de concentracao de sal acima do qual as glicéfitas comegcam a mostrar sinais

de inibicdo do crescimento, descoloracédo foliar e perda de massa seca (Larcher,



2000; Lima e Lopes, 2002). A tolerancia salina varia com a espécie, sendo o arroz
classificado como moderadamente suscetivel (Loomis e Connor, 1992), e
evidentemente deve ocorrer, também, variacoes de tolerancia salina entre genétipos
da mesma espécie. As cultivares de Oryza sativa L. ssp. japonica S. Kato sao
consideradas como moderadamente tolerantes, enquanto as de Oryza sativa L. ssp.
indica S. Kato como sensiveis a salinidade (Machado e Terres, 1997).

O estudo da tolerancia a salinidade em plantas é de especial importancia,
pois o0 sal se constitui em fator limitante para a producao agricola, causando dois
tipos distintos de estresse. Nos estagios iniciais de desenvolvimento da planta, o
estresse salino, causa estresse osmatico, pois o decréscimo do potencial hidrico na
rizosfera ocasiona dificuldade de absorcdo d’agua (Souza Filho et al., 2003),
tornando a agua menos disponivel para a planta, induzindo a diminuicdo do
potencial osmético (Prisco, 1980), que provoca a ativacdo de rotas de sinalizacao
relacionadas ao défice hidrico e ao acumulo de proteinas envolvidas na aclimatacao
a salinidade (Taiz e Zeiger, 2004). Porém com o passar do tempo, produz
adicionalmente fitotoxicidade ibnica especifica (Niu et al., 1995), devido ao excesso
de absorcdo de Na* ou CI, ocasionando desbalanco i6nico (pelo distlrbio de
concentracao intracelular de ions) e diminuicAo na absorcdo de nutrientes e no
crescimento (Alshammary et al., 2004), interferindo no mecanismo estomatico,
provocando disturbios nas atividades metabdlicas em geral (Mansour e Salama,
2004), incluindo a fotossintese (Levitt, 1972, Greenway e Munns, 1980; Brungoli e
Lauteri, 1991; Bohnert et al., 1995) e a atividade enzimatica (Souza Filho et al.,
2003; Menezes-Benavente, 2004; Taiz e Zeiger, 2004).

As plantas ndo cultivadas que toleram o sal e crescem em ambientes
salinos, possuem altos niveis de sal intracelular. A utilizacdo de ions inorganicos
para o ajustamento osmético pode sugerir que plantas tolerantes ao sal sdo aptas a
suportar altos niveis de sais dentro de suas células. No entanto, enzimas extraidas
dessas plantas mostraram alta sensibilidade ao sal, sugerindo que estdao aptas a
manter os ions Na® excluidos do citosol (Blumwald, 2001). Algumas plantas
resistentes ao sal, tais como Tamarix sp. e Atriplex sp., ndo eliminam ions pelas
raizes, mas, em vez disso, tem glandulas de sal na superficie das folhas. Os ions
sao transportados para essas glandulas, onde o sal cristaliza, ndo sendo prejudicial
(Larcher, 2000).



As plantas podem usar trés estratégias para manter a concentracéo
citosolica de sédio baixa, por meio da exclusdo de sédio, compartimentacao e
secrecdo. Em plantas sensiveis ao sal a resisténcia, a niveis moderados de
salinidade no solo, depende em parte da capacidade das raizes de impedir que ions
potencialmente prejudiciais alcancem a parte aérea. Os ions de sédio penetram nas
raizes passivamente, via apoplasto, ou sao transportados ativamente pela rota
simplastica, usando energia metabdlica (ATP) para carregar ou expelir o sédio de
volta para a solugdo externa (Marenco e Lopes, 2007). As plantas necessitam
realizar ajustes osmoticos para obter agua do ambiente externo com baixo potencial
hidrico. As células vegetais ajustam seu potencial hidrico em resposta ao estresse
osmdtico, pelo abaixamento do seu potencial de soluto (Ws). Dois processos
intracelulares contribuem para o decréscimo do potencial de soluto: o acumulo de
ions no vacuolo e a sintese de solutos compativeis no citosol, como glicina-betaina,
sorbitol, manitol, pinitol, sacarose (Prisco, 1980; Rodriguez et al., 1997) e prolina (Liu
e Zhu, 1997b), que possuem também a funcdo de protecdo da membrana
plasmatica (Mansour e Salama, 2004) e das enzimas do citosol (Greenway e Munns,
1980). A quantidade de carbono empregada para a sintese desses solutos organicos
€ grande e esse desvio de carbono para ajustar o potencial hidrico, reduz o
crescimento, a biomassa total e a produtividade das colheitas. Sob condi¢cdes nao
salinas, o citosol de células de plantas superiores contém de 100 a 200 mM de K* e
de 1 a 10 mM de Na*, sendo ambiente i6nico onde muitas enzimas alcangam o seu
6timo. Uma razao Na'/K" anormalmente alta e/ou concentragdes altas de sais totais
inativam as enzimas e inibem a sintese protéica (Cramer et al.,1985).

A salinidade induz a producédo de enzimas antioxidantes para minimizar os
danos causados pelas espécies reativas de oxigénio (ROS) (Jebara et al., 2005). O
oxigénio, apesar de ser requerido pelas plantas para processos indispensaveis a sua
sobrevivéncia, é potencialmente danoso, podendo ser reduzido a espécies reativas
de oxigénio (ROS), na forma de oxigénio “singlet” ('Os), radical superéxido (O),
peréxido de hidrogénio (H2O,) e radical hidroxila (OH*) que sédo produtos gerados
também pelo metabolismo dos organismos aerdbicos (Angelova et al., 2000) e
provocam “estresse oxidativo” devido a sua acdo tdoxica e mutagénica sobre as
células (Angelova et al., 2000; Mallick e Mohn, 2000). Portanto, a producao
acentuada de ROS durante o estresse pode representar uma ameaca as células.
Apesar disso, as ROS também podem agir como sinalizadores na ativacdo de



resposta ao estresse e como vias de defesa. Muitos efeitos dos estresses
ambientais no metabolismo das plantas sdo mediados pelo aumento na producao
das ROS (Vaidyanathan et al.,, 2003). Para protecdo das organelas e das
membranas celulares dos efeitos danosos de concentracdes téxicas de ROS, as
plantas desenvolveram um complexo mecanismo de defesa (Foyer et al., 1994;
Mehdy et al., 1996), incluindo um sistema enzimatico, que mantem baixo 0s niveis
de enzimas, que compreendem a superoxido dismutase, ascorbato peroxidase,
guaiacol peroxidase, catalase, glutationa redutase e tioredoxina redutase, € um
sistema n&o-enzimatico, composto por moléculas antioxidantes, como &cido
ascorbico, glutationa, carotendides e tocoferol (Mittler, 2002).

As plantas submetidas ao estresse salino podem reduzir a area foliar ou
perder as folhas por abscisdo, durante estresse osmatico. Além disso, as mudancas
na expressao @énica associadas ao estresse osmoético estdo similarmente
associadas ao estresse salino. No entanto, é necessario ter em mente que, além da
aclimatacado ao meio com baixo potencial hidrico, as plantas sob estresse salino
precisam fazer frente a toxicidade de concentracdes ibnicas elevadas presentes
nestes ambientes.

A salinidade do solo cria estresse iGnico e osmético nas plantas. O aspecto
idnico do estresse salino é distinto de outros estresses abi6ticos como a seca e 0
frio, havendo uma via de sinalizacao dedicada especificamente ao excesso de sodio
associado a deficiéncia de potassio (Zhu, 2001b), que altera a homeostase i6nica do
citoplasma (Hasegawa et al., 2000). A fungédo de varios transportadores idnicos é
limitar a entrada e saida de sédio nas células, para regular a compartimentacao de
sédio no vacuolo e importar seletivamente potassio sobre sédio (Blumwald et al.,
2000). Quando as plantas séo sujeitas a salinidade, alguns transportadores i6nicos
precisam ser ativados ou terem sua atividade aumentada, enquanto outros
necessitam ter sua atividade suprimida. Visto que o NaCl é o sal mais abundante
encontrado pelas plantas sob estresse salino, os sistemas de transportadores que
facilitam a compartimentacdo de sodio para o vacuolo sao criticos (Binzel et al.,
1988). Sob concentracbes elevadas de sodio, é inibida a absor¢cao de potassio por
meio de um transportador com afinidade alta a K*-Na* (HKT1), e o transportador
opera como um sistema de absorcao de sodio. O calcio, por outro lado, aumenta a
seletividade K*/Na* e, assim procedendo, aumenta a tolerancia ao sal (Liu e Zhu,
1997a). A atividade das bombas de protons € necessaria para o transporte



secundario do excesso de ions associado as respostas das plantas ao estresse
salino, mostrando que a atividade dessas bombas é aumentada pela salinidade, e
parte dessa super-regulacdo pode ser atribuida a expressdo génica induzida. Um
mecanismo para o transporte de sdédio para fora da célula é a operacdo dos
transportadores Na*/H* do tipo antiporte, localizados na membrana plasmatica,
confirmados pela caracterizacdo do SOS1 (Salt Overly Sensitive 1 =
demasiadamente sensivel ao sal), da membrana plasmatica de Arabidopsis thaliana
(Shi et al., 2000). A eficiente compartimentacao de sédio € igualmente acompanhada
pela operacdo de transportadores Na*/H* vacuolares, do tipo antiporte, que removem
os ions potencialmente prejudiciais para os vacuolos (Apse et al., 1999), tal como a
Arabidopsis AtNHX1, individuos transgénicos de Arabidopsis e de tomateiro, por
superexpressao do gene que codifica AtNHX1, exibem acentuada tolerancia ao sal
(Apse et al., 1999; Quintero et al., 2000). Estes ions agem dentro do vacuolo para
manter o fluxo hidrico para a célula (Glenn et al., 1999). Os transportadores usam a
forca gerada por enzimas vacuolares do tipo H*-translocadoras, H*-adenosina
trifosfatase (ATPase) e H'-pirofosfatase inorganica (PPiase). Alguns dos
determinantes moleculares da exclusdo de sédio e da compartimentacdo vacuolar
tém sido determinados, estabelecendo uma rota de sinalizacdo, a rota SOS, que
regula a expressao desses genes envolvidos na homeostase idnica.

Metodologias de selecdo sdo freqientemente usadas no desenvolvimento
de gendtipos tolerantes aos estresses abidticos, em diferentes partes do mundo
(Flowers e Yeo, 1997). A descoberta de novos genes, a determinacdo de seus
padroes de expressao em resposta ao estresse abidtico e melhor entendimento de
seu papel na adaptacao ao estresse, fornecerdo a base de novas estratégias para
incrementar a tolerancia das culturas ao estresse (Cushman e Bohnert, 2000).

A adaptacéo ao estresse salino € acompanhada por alteragdes nos niveis de
proteinas, MRNAs e numerosos metabolitos. Varios genes os quais a expressao é
ativada em resposta a salinidade, foram identificados (Kawasaki et al., 2001).
Enquanto alguns desses genes codificam para proteinas de protecao tais como a
osmotina, proteinas LEA (Late Embryiogenesis Abundant) e transportadores i6nicos,
outros codificam para enzimas que participam no processo metabdlico
especificamente acionado pelo estresse salino (Gong et al., 2001). Embora, os
estresses por frio, seca e sal tenham natureza fisica diferentes e as plantas

respondam de maneira especifica a cada um, ativando reagdes comuns na planta,



pela inducdo de alguns genes (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 1997), como RD
(Responsive to dessication), COR (Cold-regulated), KIN (Cold-inducible) e LTI (Low-
temperature-induced), podem ser o sinal indutivo derivado de danos comuns
causados por estes estresses.

Tais descobertas moleculares constituem outro exemplo da riqueza de
novas informacées que emergem de estudos sobre plantas transgénicas,
seqlenciamento génico e caracterizagdo de proteinas. A performance e a
diversidade genética de duas variedades tradicionais de arroz (Pokkali e Nona-
Bokra) com suficiente nivel de tolerancia salina foram investigadas e apresentaram
quatro fragmentos especificos amplificados, os quais devem estar potencialmente
envolvidos nos genes de tolerancia a salinidade (Xie et al., 2000). Plantas
transgénicas de canola (Brassica napus L.) na presenca de 200 mM de NaCl
crescem, florescem e produzem sementes, enquanto que as ndo modificadas sao
severamente afetadas (Blumwald et al., 2000).

A analise dos mutantes de Arabidopsis SOS revelou uma nova proteina
cinase regulada pelo Ca?* em resposta ao aspecto idnico do estresse salino. A via
de sinalizacao para a regulacdo da homeostase ibnica e da tolerancia a salinidade
tem surgido da clonagem e da caracterizagdo bioquimica de diversos genes SOS e
seus produtos em Arabidopsis (Zhu, 2001a).

O gene SOS1 codifica um transportador do tipo antiporte Na*/H* localizado
na membrana plasméatica, que é controlado em nivel transcricional e poés-
transcricional pela rota SOS. Assim, a funcao fisiol6gica e bioquimica do SOS1 é
remover Na* do citoplasma e exporta-lo para o espaco extracelular das raizes. O
SOS1 tem papel indireto na aquisicdo de K* , bem como de elevar a concentracao
deste elemento através de co-transportadores do tipo H™-K*. O transcrito SOS1 esta
presente em plantas de Arabidopsis mesmo sem estresse salino, mas os seus niveis
sao aumentados por tratamento com NaCl (Shi et al., 2000). O aumento do nivel de
transcritos de SOS1, como resultado do estresse salino, esta parcialmente sob o
controle dos genes SOS2 e SOS3.

O estresse salino ativa um canal de calcio, que produz aumento do calcio
citosélico, ativando a cascata SOS por meio de SOS3 (Taiz e Zeiger, 2004). O gene
SOS2 codifica uma proteina cinase serina-treonina que € similar a proteina cinase
em levedura e em mamiferos (Liu et al., 2000). Embora, todas as rotas de sinais
SOS sejam completamente definidas, evidéncias genéticas e bioquimicas indicam



que o efeito principal regulado pela via € o sistema de transporte envolvido na
homeostase ibnica (Taiz e Zeiger, 2004). O gene SOS2 possui um dominio
regulatério e um catalitico, havendo interacao regulatéria-catalitica dentro do SOS2
(Guo et al., 2001). Esta interacdo intramolecular parece manter o SOS2 num estado
inativo. De fato a dele¢cdo do dominio regulatério resulta em uma proteina cinase
constitutivamente ativa. O gene SOS3 codifica uma proteina ligada ao calcio (Nelson
et al., 2002). O SOS3 interage fisicamente e ativa o SOS2 (Halfter et al., 2000),
sendo o célcio o segundo mensageiro para que haja a ativacao, em resposta ao
estresse salino.

Em resumo, a salinidade ativa varias rotas de proteinas cinases. O excesso
de sddio no meio de crescimento ativa um sinalizador de célcio citoplasmatico que é
percebido pela proteina Ca®*-dependente SOS3 (Ishitani et al., 2000). O SOS3
interage e ativa 0 SOS2, uma proteina cinase. A rota SOS3-S0OS2 regula a atividade
do transportador de ions SOS1, mantendo baixa a concentracao téxica de sédio no
citoplasma (Halfter et al., 2000; Shi et al., 2000). A homeostase ibnica definida por
SOS3/S0OS2/SOS1 parece ser Unica nas plantas.

Resultados dos primeiros estudos com plantas transgénicas demonstraram
que, apds a transferéncia de genes, as plantas mostram tolerancia a estresses
(Tarczynski et al., 1993). O gene transferido codifica a enzima manitol
desidrogenase e sua expressao induz acumulo de manitol. A transferéncia de outros
genes geram plantas transgénicas que acumulam outros solutos como trealose
(Holmstrén et al., 1996), prolina (Kishor et al., 1995) e frutana (Pilon-Smits et al.,
1995)

O germoplasma do arroz possui variabilidade genética para tolerancia salina,
mas o nivel de tolerdncia ndo é muito alto (Xie et al., 2000). H& vérios genes
identificados, 0s quais a expressado é ativada em resposta ao estresse salino. O
estresse ambiental desempenha papel importante na determinagcdo de como o solo
e o clima limitam a distribuicdo de espécies vegetais, sendo de grande importancia
para a agricultura e para o0 meio ambiente, compreender os processos fisioldgicos e
0s mecanismos de adaptacdo e aclimatacdo de plantas aos estresses ambientais
que resultam de eventos anatémicos, morfolégicos, celulares, bioquimicos e
moleculares, conferindo tolerancia e assegurando a sua sobrevivéncia (Shinozaki e
Dennis, 2003).



Os eventos moleculares, ligando a percepg¢do de um sinal de estresse as
respostas gendmicas que levam a tolerancia, sao investigados exaustivamente nos
ultimos anos (Larcher, 2000) e a transferéncia de genes que supostamente medeiam
a tolerancia ao estresse da planta, onde sdo superexpressos ou alterados de alguma
maneira, tem fornecido novas e importantes ferramentas cientificas no estudo de
genes envolvidos na tolerancia ao estresse (Tarczynski et al., 1993). Estes estudos
ilustram o uso combinado de pesquisas genéticas, fisiolégicas e bioquimicas para a
elucidacdo dos determinantes moleculares da homeostase ibnica e seu sinal de
regulacdo nas plantas, contribuindo para o desenvolvimento de genétipos tolerantes
a salinidade (Mansour e Salama, 2004). Além do mais, a utilizagdo de cultivares
tolerantes a salinidade é alternativa viavel para o reaproveitamento de areas
degradadas e para o uso da agua de baixa qualidade (Willadino et al., 1999).

Diante do exposto, os objetivos desta pesquisa foram analisar a expressao
enzimatica de cultivares de O. sativa ssp. japonica e O. sativa ssp. indica, crescidas
em diferentes niveis de salinidade e detectar genes envolvidos com a tolerancia a
salinidade, com base na hipétese de que as cultivares da primeira subespécie

apresentam maior tolerancia.
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CAPITULO 1

PADROES ELETROFORETICOS DE ISOENZIMAS ANTIOXIDANTES EM
PLANTAS DE ARROZ CRESCIDAS EM SALINIDADE

INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é um dos cereais mais cultivados no mundo, com
grande importancia do ponto de vista econémico e social (Bonow et al., 2001). O Rio
Grande do Sul destaca-se como principal produtor, participando com um porcentual
de aproximadamente 60% da producdo nacional (IRGA, 2008). Destacam-se as
regides sul do Estado e a litoranea como grandes produtores. Nesses locais a
irrigacdo constante por inundacdo pode conduzir os solos com drenagem
inadequada a salinizacao. Na cultura do arroz, as cultivares de Oryza sativa L. ssp.
japonica S. Kato sao consideradas tolerantes enquanto as de Oryza sativa L. ssp.
indica S. Kato, sensiveis ao estresse salino (Machado e Terres, 1997).



11

O estudo da tolerancia a salinidade em plantas é de especial importancia,
pois o sal constitui num fator limitante para a producao agricola, causando dois tipos
distintos de estresse, primeiro o decréscimo do potencial hidrico na rizosfera; e
segundo, a toxicidade ibnica, devido ao excesso de absor¢cdo de Na® ou CI,
ocasionando desbalanco ibnico, provocando disturbios nas atividades metabdlicas
em geral (Mansour e Salama, 2004), incluindo a atividade enziméatica (Souza Filho et
al., 2003; Menezes-Benavente, 2004; Taiz e Zeiger, 2004).

A andlise por isoenzimas é utilizada na caracterizacao de cultivares de arroz
(Bonow et al., 2001), constituindo numa das técnicas de marcadores bioquimicos
mais utilizados desde a década de 60. A premissa basica adotada ao utilizar dados
isoenzimaticos € que, diferencas na mobilidade de isoenzimas num campo elétrico
sao resultantes de diferencas ao nivel de seqiéncias de DNA que codificam tais
enzimas. Desse modo, quando os padroes de bandas de dois individuos diferem, é
assumido que estas diferencas possuam base genética (Murphy et al., 1990).
Resguardadas as diferencas decorrentes da expressdo génica que podem ser
moduladas pelo ambiente. Marcadores isoenzimaticos, além do baixo custo e
acessibilidade da técnica, geralmente, fornecem ampla informacao genética para
diversas aplicacoes (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

A salinidade induz a producédo de enzimas antioxidantes para minimizar os
danos causados pelas ROS (Jebara et al., 2005), como os radicais superéxido (Oy),
radicais hidroxila (OH*), peréxido de hidrogénio (H»O.) e oxigénio "singlet" ('O.) que
provocam “estresse oxidativo” devido a acao toxica e mutagénica sobre as células
(Angelova et al., 2000; Mallick e Mohn, 2000). Estas ROS s&o extremamente
citotéxicas e podem causar sérios danos no metabolismo por meio da oxidacdo nos
lipidios (Alscher et al., 2002; Foyer e Noctor, 2000, 2003), acidos nucléicos (Alscher
et al., 2002) e proteinas (Herbette et al., 2002). Ainda que, o aumento da producao
de ROS possa ser um perigo potencial para a célula, também € provavel que estas
espécies atuem como sinais para a ativacdo de defesa dos estresses em plantas
(Mittler, 2002; Neill et al., 2002). Muitos efeitos dos estresses ambientais no
metabolismo das plantas sdo mediados pelo aumento na producdo das ROS
(Vaidyanathan et al., 2003). Deste modo, as ROS podem ser vistas como
Indicadores de estresse e como mensageiro secundario envolvido na transducao de
sinais em resposta ao estresse (Mittler, 2002; Mittler et al., 2004). As plantas tém

desenvolvido sistemas de defesa contra as ROS, envolvendo tanto a remocéao
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quanto a limitacdo na formagao (Alscher et al., 2002), para evitar os efeitos danosos
de concentracoes toxicas de ROS. As plantas desenvolveram complexo mecanismo
de defesas enzimaticas, incluindo enzimas antioxidantes como as fenol peroxidase,
ascorbato peroxidase, glutationa peroxidase, superdxido dismutase e catalase, as
quais, juntas com outras enzimas do ciclo da ascorbatoglutationa, promovem a
retirada das ROS (Hernandéz et al., 2000). Os efeitos do estresse salino (NaCl) em
respostas antioxidantes tém sido estudados em um numero significante de espécies
de plantas. Estas pesquisas Indicam que as respostas antioxidativas estdo muito
correlacionadas com a sensibilidade e tolerancia das cultivares ao estresse salino
(Bandeoglu et al., 2004), sendo importantes nas respostas de defesa e aclimatacao
das plantas as condicdes de estresse (Cavalcanti et al., 2004).

A superéxido dismutase (SOD - EC 1.15.1.1) caracteriza um grupo de
metaloenzimas encontradas no citoplasma celular e matriz mitocondrial que
catalisam a reacdo de dismutacao de radicais superéxidos livres (O2), produzidos
em diferentes locais na célula, para oxigénio molecular (O,) e perdxido de hidrogénio
(H202), consumindo-os e livrando as células do risco de oxidacao por esses radicais.
A SOD ¢ a primeira enzima de defesa contra danos provocados por ROS nas células
(Alscher et al., 1997). Estas metaloenzimas tém trés classes conhecidas
dependendo do metal co-fator do sitio ativo Mn, Fe ou CuZn (Scandalios, 1993;
Niyogi, 1999; Mallick e Mohn, 2000), sendo que a Cu/Zn-SODs s&o consideradas as
mais abundantes em vegetais (Wingsle et al., 1991), cada uma tem papel chave na
protecdo contra o estresse oxidativo (Santos et al.,, 2000). De maneira geral, as
Cu/Zn-SODs s&o encontradas no citosol e no estroma dos cloroplastos (Hayakawa
et al., 1984) e sdo sensiveis a concentragbes de CN™ (radical cianeto) (Mallick e
Mohn, 2000). As Mn-SODs e Fe-SOD nao sao sensiveis ao CN™ , sendo
encontradas geralmente na matriz mitocondrial de células eucariéticas e em células
procariéticas, embora exista Mn-SOD associada a membrana dos cloroplastos de
algumas plantas. A Fe-SOD foi determinada em algumas familias de plantas e esta
associada principalmente com os cloroplastos (Mallick e Mohn, 2000). Em outros
compartimentos subcelulares, o peréxido de hidrogénio € removido pelas
peroxidases (POX - EC 1.11.1.7), que estdo associadas a processos bioquimicos e
fisiolégicos como crescimento, formagao celular, desenvolvimento de frutos,
biossintese do etileno, bem como resposta a varios estresses (Matamoros et al.,
2003). As POX utilizam o peroxido de hidrogénio para oxidar uma grande variedade
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de substancias doadoras de hidrogénio como fendis, grupos com anéis aromaticos,
diaminas, acido ascoérbico, aminoacidos e alguns ions inorganicos. Também estao
relacionadas a peroxidagdo de lipidios. As catalases (CAT — EC 1.11.1.6) estédo
relacionadas com a decomposicado de perdxido de hidrogénio nas células (Muniz et
al., 2007).

O entendimento dos efeitos da salinidade nas células é fundamental para a
elucidacédo dos mecanismos de tolerancia do tecido e da planta inteira. Quando uma
caracteristica tiver um papel na tolerancia a salinidade e for definida em nivel celular
€ essencial que o impacto desta caracteristica seja determinado em toda a planta.
Entdo, tal caracteristica pode contribuir para o desenvolvimento de gendtipos
tolerantes a salinidade (Mansour e Salama, 2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar padroes eletroforéticos de isoenzimas
antioxidantes em plantulas de arroz, das cultivares O. sativa ssp. japonica e O.
sativa ssp. Indica, submetidas a diferentes niveis de salinidade.
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MATERIAL E METODOS

No experimento foram utilizadas subespécies de O. sativa ssp. japonica
consideradas tolerantes a salinidade e de O. sativa ssp. indica sensiveis ao estresse
salino (Machado e Terres, 1997; Lima et al., 2004 e 2005). As cultivares de Oryza
sativa L. ssp. japonica S. Kato foram BRS Bojuru, IAS 12-9 Formosa e Goyakuman e
as de Oryza sativa L. ssp. indica S. Kato BRS-7 Taim, BRS Queréncia e BRS Atalanta,
de uso comum na orizicultura gaucha.

Inicialmente, foi realizada a semeadura em bandejas plasticas, contendo como
substrato areia lavada. Aos 10 dias apds a emergéncia as plantulas foram transferidas
para casa de vegetacdo com temperatura e umidade controladas. As plantulas
colocadas em bacias com capacidade para 15 L, contendo solucdo nutritiva de
Hoagland (Hoagland e Arnon, 1950) meia forca e acrescida de 0, 25, 50, 75 e 100 mM
de NaCl. As solugbes foram trocadas a cada 4 dias. Placas de isopor foram utilizadas
como suporte para 30 plantulas fixadas com algodao, permanecendo nas bacias pelo
periodo de 3 coletas realizadas a intervalos de 14 dias. As plantulas foram coletadas
aos 14, 28 e 42 dias apods a transferéncia e imediatamente armazenadas em ultra
freezer a -70 °C para posterior analises.

As analises foram realizadas no Laboratério de BioSementes, do Departamento
de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de
Pelotas. Os tecidos vegetais (as trés ultimas folhas, da base para o apice, e raizes)
foram macerados em gral de porcelana sobre gelo. Uma aliquota de 200 a 300 mg do
extrato vegetal foi colocada em tubo eppendorf com solucdo extratora, contendo

tampao do gel (Tris 0,051 M, acido citrico 0,0076 M e agua gsp 1 L), tampao
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do eletrodo (Hidréxido de litio 0,38 M, &cido bérico 0,192 M e aguaqgsp 1 L) e 0,15%
de 2-mercaptoetanol na proporcao 9:1:2 (p/v) (Scandalios, 1969). As amostras foram
armazenadas em geladeira por 24 h para extracdo das enzimas, sendo depois
centrifugadas a 16100 g por 5 min. a 4 °C.

A eletroforese foi realizada em géis de poliacrilamida 7%, colocando 20 uL
de cada amostra, em orificios feitos com o auxilio de um pente de acrilico. Os
padroes enzimaticos foram analisados pelo sistema de tampdes (Scandalios, 1969).
Os géis foram colocados em cubas eletroforéticas verticais mantidas em camara fria
com temperatura entre 4 e 6 °C.

As migracoes eletroforéticas foram realizadas com uma diferenca de potencial
de 1,0 Vmm™, até que a linha de frente formada pelo azul de bromofenol atingisse
90 mm do ponto de aplicacdo. As bandas foram reveladas, para os sistemas
enzimaticos superdxido dismutase (SOD) de acordo com Alfenas (1998), peroxidase
(PO) por Payne (1985) e catalase (CAT) por Brewer e Sing (1970).

Os géis de eletroforese foram fixados em solugao de agua destilada: metanol:
acido acético na proporcao de 5:5:1 (v/v).

A interpretagdo dos resultados foi baseada na analise visual dos géis de
eletroforese, levando em consideracao a presencga/auséncia e a intensidade de cada
banda eletroforética. Os géis, obtidos de extratos das plantas coletadas em
diferentes épocas, que nao tiveram atividade enzimatica ndo foram apresentados

nos resultados.



16

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando os padrbes eletroforéticos da enzima peroxidase na primeira
coleta, aos 14 dias apés a transferéncia (DAT), foi constatado que as cultivares de
Oryza sativa L. ssp. japonica S. Kato apresentaram maior atividade da enzima
quando comparadas as de Oryza sativa L. ssp. indica S. Kato, com excecao das
cultivares BRS-7 Taim nas folhas (Figura 1) e BRS Queréncia nas raizes (Figura 2).

Na segunda coleta, aos 28 DAT, as folhas e raizes, revelaram bandas mais
intensas, demonstrando tendéncia de aumento em funcado do tempo de exposicao
ao estresse, revelando maior atividade enzimatica neste periodo (Figuras 1 e 2).
Entretanto, ndo houve alteracdo em relacédo a intensidade das mesmas tanto entre
os diferentes tratamentos como nas diferentes cultivares utilizadas. Segundo Siegel
(1998), em condigcdes de estresse, as plantas apresentam alta atividade das
peroxidases e, freqlentemente, estas sdo as primeiras enzimas a alterarem a
atividade depois da estimulagdo. No entanto, o efeito do estresse salino pode
provocar estimulo ou inibicdo de enzimas envolvidas nos processos metabdlicos
como a peroxidase (Lima et al.,, 1999). Na terceira coleta, aos 42 DAT, a enzima
praticamente ndo apresentou atividade em todas as concentracées e cultivares
analisadas, tanto nas folhas quanto nas raizes (Dados nao apresentados).

Nos sistemas isoenzimaticos da superéxido dismutase de folhas de plantas
de arroz na primeira coleta (14 DAT) apenas as cultivares BRS Atalanta e BRS
Bojuru apresentaram atividade. Aos 28 DAT as cultivares BRS Queréncia e BRS-7
Taim ndo mostraram atividade. Na terceira coleta (42 DAT) todas as cultivares e

tratamentos utilizados n&o revelaram bandas (Figura 3).



17

Concentracao de NaCl

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Cultivares

14 28 42
Dias ap6s a transferéncia

FIGURA 1 - Zimograma da enzima peroxidase em folhas de cultivares de arroz
Bojurd (B), Formosa (F), GoyaKuman (G), Atalanta (A), Queréncia
(Q) e Taim (T), aos 14, 28 e 42 dias apds a transferéncia para
solucdes de zero (1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e 100 (5) mM de NaCl.
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FIGURA 2 - Zimograma da enzima peroxidase em raizes de cultivares de arroz
Bojuru (B), Formosa (F), GoyaKuman (G), Atalanta (A), Queréncia
(Q) e Taim (T), aos 14, 28 e 42 dias apds a transferéncia para
solucdes de zero (1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e 100 (5) mM de NaCl.
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FIGURA 3 - Zimograma da enzima superéxido dismutase em folhas de cultivares
de arroz Atalanta (A), Bojuru (B), Formosa (F) e GoyaKuman (G) aos

14 e 28 dias apos a transferéncia para solugdes de zero (1), 25 (2),
50 (3), 75 (4) e 100 (5) mM de NaCl.

Na primeira coleta a cv. BRS Atalanta apresentou bandas mais intensas nas
concentracdes menores, ou seja, no tratamento testemunha e 25 mM de NaCl. A cv.

BRS Bojuru apresentou intensidade maior em todos os tratamentos com excec¢ao do
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tratamento 100 mM de NaCl. Contudo na segunda coleta observa-se atividade da
enzima superdxido dismutase em todos as cultivares apresentadas, porém a cultivar
de O. sativa ssp. japonica BRS Bojuri mostrou bandas mais intensas, quando
comparada as demais, sugerindo que esta cultivar tenha maior atividade enziméatica
da SOD, devido a exposicao ao estresse salino, provavelmente como estratégia de
detoxificagcdo, considerando que esta enzima desempenha importante papel na
resposta ao estresse oxidativo nas plantas (Taiz e Zeiger, 2004). Possivelmente esta
diminuicdo na intensidade das bandas das demais cultivares corresponda a perda
de atividade, considerando que esteja relacionada a sensibilidade ao estresse
salino. Pois em espécies sensiveis a salinidade como Vigna mungo L. ocorre
diminuicao na atividade das enzimas, prejudicando o ajustamento osmoético (Dash e
Panda, 2001). Os zimogramas da superéxido dismutase das raizes de cultivares de
arroz da primeira, segunda e terceira coleta (14, 28 e 42 DAT) néo revelaram
atividade enzimatica para todos os tratamentos e cultivares testados (Dados néo
apresentados).

O sistema catalase apresentou atividade em todas as amostras de folhas das
cultivares de arroz analisadas (Figura 4), 0 mesmo nao ocorreu com as amostras
das raizes, nas quais néo se registrou presenca de bandas.

As cultivares O. sativa ssp. indica BRS Atalanta e BRS Queréncia
apresentaram maior intensidade nos tratamentos iniciais (0 e 25 mM de NaCl),
demonstrando que as mesmas quando submetidas a salinidade em concentracdes
maiores apresentam queda na atividade da enzima catalase, o que implica em maior
sensibilidade a este tipo de estresse. Enquanto, na cultivar BRS Bojuru foi
observado aumento da intensidade das bandas conforme o incremento na
concentragao salina, Indicando novamente maior tolerancia a este tipo de estresse,
guando comparadas com as demais. A presenca ou auséncia de bandas, bem como
modificagbes na intensidade das mesmas, auxiliam de forma significativa na
diferenciacao isoenzimatica de plantas (Jarret e Litz, 1986).

A enzima catalase demonstrou ser mais eficiente na diferenciacdo das
cultivares quanto a salinidade. Em sementes de milho a aquisicdo de tolerancia a
secagem sob alta temperatura é associada a atividade da enzima catalase e pouco
associada a atividade das enzimas superéxido dismutase e peroxidase (Rosa et al.,
2005). Em quatro variedades de Stylosanthes guianensis L., as enzimas analisadas

apresentam atividade diferenciada quando submetidas ao estresse salino (Gonela et
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al., 2004). No entanto, ha fortes indicios de que a CAT seja crucial na remocéo do

peréxido de hidrogénio fotorrespiratorio (Cavalcanti et al., 2004).
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FIGURA 4 - Zimograma da enzima catalase em folhas de cultivares de arroz
Bojurd (B), Formosa (F), GoyaKuman (G), Atalanta (A); Queréncia
(Q) e Taim (T) aos 14 dias ap6s a transferéncia para solucdes de

zero (1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e 100 (5) mM de NaCl.........ocvvemn.....
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CONCLUSOES

O sistema enziméatico catalase permite detectar diferencas relacionadas a

tolerancia a salinidade entre as cultivares;

As cultivares de O. sativa ssp. japonica apresentam os perfis
eletroforéticos das enzimas antioxidantes sob estresse salino, salientando os do
gendtipo BRS Bojuru.
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CAPITULO 2

EXPRESSAO DE SISTEMAS ENZIMATICOS EM CULTIVARES DE ARROZ
CRESCIDAS EM ESTRESSE SALINO

INTRODUCAO

No Brasil a area afetada pelo estresse salino corresponde a 2% da area
total (Menezes-Benavente et al., 2004), sendo grande obstaculo a produtividade
das lavouras, especialmente no Rio Grande do Sul, onde o principal sistema de
irrigacdo da cultura do arroz € por inundacdo e a agua usada para irrigacao
provém de rios abastecidos por lagoas costeiras (Perozzi, 2005), podendo
conduzir a salinizacao os solos que possuem drenagem inadequada, impedindo a
remocao do sal por lixiviagdo. Especialmente as lavouras da regido litoral que
utilizam a 4gua salgada da Laguna dos Patos e rios litoraneos, que estdo sujeitas
a salinizacao pela entrada da agua do mar quando é baixo o nivel da laguna,
sendo uma das maiores limitacbes do meio na producado de arroz (Marschner,
1995; Toenissen, 1995), principalmente nos meses de verdo, quando ocorre baixa
precipitacdo pluvial e elevada evapotranspiracdo, coincidindo com a fase

reprodutiva da cultura. Embora n&o seja um problema que ocorra em todos 0s
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anos, isso acontece com certa freqiiéncia nas lavouras, quando os sais atingem
teores elevados (SOSBAI, 2007). Na orizicultura gadcha, os problemas estdo
mais relacionados as altas concentragdes de sédio e cloro (NaCl), especialmente
na fase reprodutiva (Macedo et al., 2007). O arroz € considerado moderadamente
tolerante a salinidade, porém Lima et al. (2004) concluiram que as cultivares de
Oryza sativa L. ssp. japonica S. Kato possuem maior tolerancia ao estresse
salino, quando comparadas com as Oryza sativa L. ssp. indica S. Kato. A planta
necessita fazer ajustes osméticos para adaptar-se ao estresse, envolvendo maior
gasto de energia devido a sintese de solutos organicos (Rodriguez et al., 1997),
0s quais atuam como protetores enzimaticos (Greenway e Munns, 1980; Solomon
et al., 1994; Liu e Zhu, 1997D).

A andlise de isoenzimas é utilizada na caracterizacdo de cultivares de
arroz (Bonow et al.,, 2001), constituindo numa das técnicas de marcadores
bioquimicos mais utilizados na caracterizacdo de cultivares desde a década de
60. Diferencas na mobilidade de isoenzimas em um campo elétrico séo
resultantes de diferencas em nivel de seqiéncias de DNA que codificam tais
enzimas. Assim, quando os padrdes de bandas de dois individuos diferem é
assumido que estas diferencas possuam base genética (Murphy et al., 1990). A
presenga ou auséncia de bandas, bem como modificagées na intensidade das
mesmas, auxiliam de forma significativa na diferenciacéao isoenzimatica de plantas
(Jarret e Litz, 1986), sendo o ambiente fator importante na modulagdo da
expressao génica. O monitoramento dessas mudancas pode ser feito com a ajuda
de marcadores moleculares, pois, além de fornecerem dados Uteis sobre a
estrutura e diversidade genética das populagdes de plantas, possibilitam a
visualizagdo da atividade das enzimas nos diferentes estadios da planta (Alfenas
et al.,, 1991). As modificacbes na atividade de determinadas isoenzimas s&o
comuns e refletem diferencas na estabilidade das isoenzimas sob determinadas
condicdes fisioldgicas celulares (Alfenas et al., 1991), podendo estar relacionado
com a idade da planta utilizada nas amostras para extracdo das isoenzimas, uma
vez que, em estadios diferentes de desenvolvimento da planta, ocorre diferencas
na atividade enzimatica (Ferreira e Grattapaglia, 1998)

A falta de conhecimento sobre mecanismos de tolerancia dificulta o
desenvolvimento de cultivares tolerantes (Félix e Duarte, 2005). Entretanto, a
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utilizagdo de cultivares tolerantes a salinidade ¢é alternativa viavel para o
reaproveitamento de areas degradadas no uso da agua para irrigacdo de baixa
qualidade (Willadino et al., 1999).

Diante do exposto, o objetivo deste experimento foi identificar perfis de
expressao enzimatica relacionados ao estresse salino em cultivares de O. sativa

ssp. japonica e O. sativa ssp. indica.
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MATERIAL E METODOS

No experimento foram utilizadas subespécies de O. sativa ssp. japonica
consideradas tolerantes a salinidade e de O. sativa ssp. indica sensiveis ao
estresse salino (Machado e Terres, 1997; Lima et al., 2004 e 2005). As cultivares
de Oryza sativa L. ssp. japonica S. Kato foram BRS Bojuru, IAS 12-9 Formosa e
Goyakuman e as de Oryza sativa L. ssp. indica S. Kato BRS-7 Taim, BRS
Queréncia e BRS Atalanta, de uso comum na orizicultura gadcha.

Inicialmente, foi realizada a semeadura em bandejas plasticas, contendo
como substrato areia lavada. As plantulas foram transferidas aos 10 dias apés a
emergéncia (DAE), para casa de vegetacdo com temperatura e umidade
controladas e colocadas em bacias com capacidade para 15 L, contendo solugéo
nutritiva de Hoagland (Hoagland e Arnon, 1950) meia forca acrescida de NaCl nas
concentragdes de 0, 25, 50, 75 e 100 mM, trocadas de 4 em 4 dias. Placas de
isopor foram utilizadas como suporte para 30 plantulas fixadas com algodao,
permanecendo nas bacias por 42 dias apds a transferéncia (DAT). Durante esse
periodo foram realizadas 3 coletas em intervalos de 14 dias. As plantulas foram
coletadas aos 14, 28 e 42 DAT e imediatamente armazenadas em ultrafreezer a -
70 °C para analises posteriores.

As andlises foram realizadas no Laboratério de BioSementes, do
Departamento de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel,
Universidade Federal de Pelotas. Os tecidos vegetais (as trés ultimas folhas, da
base para o apice, e as raizes) foram macerados em gral de porcelana sobre
gelo. Aliguota de 200 a 300 mg do extrato vegetal foi colocada em tubo eppendorf
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com solucao extratora, contendo tampéao do gel (Tris 0,051 M, acido citrico 0,0076
M e agua gsp 1 L), tampéao do eletrodo (Hidréxido de litio 0,38 M, acido bérico
0,192 M e agua gsp 1 L) e 0,15% de 2-mercaptoetanol na proporcao 9:1:2 (p/v)
(Scandélios, 1969) e armazenadas em geladeira por 24 h para extracdo das
enzimas, sendo apos centrifugadas a 16100 g por 5 min. a 4 °C.

A eletroforese foi realizada em géis de poliacrilamida 7%, colocando 20
ML de cada amostra, em orificios feitos com o auxilio de um pente de acrilico. Os
padrées enzimaticos foram analisados pelo sistema de tampdes (Scandalios,
1969). Os géis foram colocados em cubas eletroforéticas verticais mantidas em
camara fria com temperatura entre 4 e 6 °C.

As migracbes eletroforéticas foram realizadas com uma diferenca de
potencial de 1,0 V mm™, até que a linha de frente formada pelo azul de
bromofenol atingisse 90 mm do ponto de aplicagéo.

As bandas foram reveladas, para os sistemas enzimaticos esterase (EST)
de acordo com Scandalios (1969), glutamato desidrogenase (GDH), alcool
desidrogenase (ADH), fosfoglucose isomerase (PGl), malato desidrogenase
(MDH) e enzima malica (EM) descritos por Alfenas (1991), alfa amilase (a-AMY) e
glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) de conformidade com Alfenas (1998).

Os géis de eletroforese foram fixados em solucdo, de agua
destilada:metanol:acido acético na proporgao de 5:5:1 (v/v).

A interpretacdo dos resultados foi baseada na analise visual dos géis de
eletroforese, levando em consideracao a presenca/auséncia e a intensidade de
cada banda eletroforética. Os géis obtidos de extratos das plantas coletadas em
diferentes épocas, que nao expressaram atividade enzimatica nado foram

apresentados nos resultados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os padrdes eletroforéticos da esterase (EST — E.C. 3.1.1.1) nas folhas,
demonstraram a presenca da enzima nos trés periodos de coleta (14, 28 e 42
DAT), porém a maior intensidade das bandas foi observada aos 28 DAT. Na
primeira coleta as cultivares de Oryza sativa L. ssp. japonica S. Kato (Bojuru -
B; Formosa — F e GoyaKuman - G) e a cv. de Oryza sativa L. ssp. indica S.
Kato BRS-7 Taim apresentaram maior expressdo da esterase. Ainda, aos 14
DAT na cv. IAS 12-9 Formosa a intensidade das bandas aumentou conforme o
acréscimo na salinidade, sugerindo maior atividade da enzima nesta cultivar
guando submetida a estresse salino. O mesmo padrao foi obtido para todas as
cultivares de O. sativa ssp. japonica testadas aos 28 DAT. Nao ocorreu grande
variacdo na intensidade de resposta para as diferentes concentra¢des de sal,
porém expressao diferencial entre genodtipos. Na terceira coleta a intensidade
das bandas diminuiu em todas as cultivares em relacdo aos periodos
anteriores. Porem na BRS Queréncia e BRS-7 Taim as bandas foram mais
intensas até o tratamento 50 mM de NaCl. A cultivar IAS 12-9 Formosa
apresentou banda mais intensa no tratamento com maior concentragdo salina
(100 mM de NaCl), o que pode indicar o envolvimento da esterase numa
possivel tolerancia desta cultivar ao estresse salino (Figura 1).

A enzima esterase nas raizes mostrou atividade nos trés periodos de
coleta, resposta também verificada em folhas. Todavia a atividade diminuiu em
relagdo ao primeiro periodo de analise (14 DAT), mostrando intensidade

diferenciada entre gendtipos, periodos de coleta e concentracdo salina. A
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FIGURA 1 - Padrdes eletroforéticos obtidos com a enzima esterase em
folnas de arroz nas cultivares Bojuru (B), Formosa (F),
GoyaKuman (G), Atalanta (A), Queréncia (Q) e Taim (T), aos
14, 28 e 42 dias apds a transferéncia para solugbes de zero
(1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e 100 (5) mM de NaCl.
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FIGURA 2 - Padrbes eletroforéticos da enzima esterase em raizes de
cultivares de arroz Bojuru (B), Formosa (F), GoyaKuman (G),
Atalanta (A), Queréncia (Q) e Taim (T) aos 14, 28 e 42 dias
apos a transferéncia para solugdées de zero (1), 25 (2), 50 (3),
75 (4) e 100 (5) mM de NaCl.
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intensidade de resposta foi mantida aos 28 DAT para BRS Atalanta e IAS 12-9
Formosa. Maior intensidade das bandas nas concentracdes mais elevadas de
NaCl foram registrados aos 42 DAT nos demais genoétipos (Figura 2). Lima et
al. (2004), ao estudarem o efeito do estresse salino em plantulas de arroz,
verificaram que as cultivares de O. sativa ssp. japonica possuem maior
tolerancia a salinidade. Possivelmente a alteracdo na expressao da enzima
conforme o nivel de salinidade esteja relacionada a algum mecanismo de
defesa da planta, pois a enzima esterase esta envolvida no catabolismo de
lipidios. Esta degradacdo pode servir de fonte de carbono para a sintese de
novas moléculas (Bewley e Black, 1994), o que justificaria o padrao
diferenciado na cultivar IAS 12-9 Formosa. Fatores ambientais afetam o
metabolismo das plantas, influenciando a atividade das isoenzimas,
especialmente das esterases, peroxidases, fosfatases e fenolases, causando o
aparecimento de padrdes ou atividades diferentes (Pinto et al., 1995).

A enzima desidrogenase alcodlica (ADH — E.C. 1.1.1.1) apresentou
atividade somente nas folhas da primeira coleta aos 14 DAT (Figura 3) nas
cultivares O. sativa ssp. japonica e na cultivar de O. sativa ssp. indica BRS-7
Taim. Na cv. BRS Bojuru é notavel a presenca de bandas de atividade mais
destacadas em relacdo as dos demais genétipos, ocorrendo aumento na
intensidade das mesmas de acordo com o incremento na concentracao de
NaCl. A ADH é uma enzima que atua no processo respiratério, removendo
substancias toxicas, como acetaldeido e etanol, que sdo produzidos quando as
células passam a respirar anaerobicamente (Faria et al., 2003). Assim, quando
a rota aerdbica esta comprometida, a via anaerdbica da respiracao € ativada e
produtos toxicos as células como acetaldeido e etanol. No metabolismo
anaerdbico, na fermentagéo alcodlica, o piruvato, primariamente produzido na
glicolise, é convertido a acetaldeido pela acdo da enzima piruvato
descarboxilase, sendo o0 acetaldeido reduzido a etanol pela alcool
desidrogenase.

Plantas com maior resisténcia a salinidade possuem a caracteristica de
compartimentalizar o sal para diminuir seus efeitos danosos (Larcher, 2000).
Provavelmente, esta compartimentalizacao tenha ocorrido no citosol e ndo nos

vacuolos das folhas das cultivares mais resistentes, uma vez que a atividade
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FIGURA 3 - Padrdes eletroforéticos da enzima desidrogenase alcodlica em
folnas de cultivares de arroz Bojuru (B), Formosa (F),
GoyaKuman (G), Atalanta (A), Queréncia (Q) e Taim (T), aos
14 dias ap6s a transferéncia para solugcbes de zero (1), 25 (2),
50 (3), 75 (4) e 100 (5) mM de NaCl.

da enzima nao foi detectada nas raizes. Este fato possivelmente desencadeou
o processo fermentativo e como recurso para minimizar os danos do sal a

célula e os efeitos danosos do acumulo de acetaldeido, houve ativacdo da
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desidrogenase alcodlica para formagdo de etanol. O etanol e, sobretudo, o
lactato sao considerados produtos toxicos para o metabolismo celular, porém o
efeito deletério do acido lactico ocorre devido a sua capacidade de reduzir o pH
do citosol, prejudicando o metabolismo celular (Marenco e Lopes, 2007). No
entanto, ha forte duvida sobre o verdadeiro efeito toxico do acumulo de etanol
durante a fermentacao, existindo evidéncias de que o acumulo do acetaldeido
pode ser mais prejudicial ao metabolismo celular (Drew, 1997). Além disso, os
lipidios sdo soluveis em etanol, o que torna possivel a sua difusdo para o meio
externo através da membrana, onde seria diluido ou metabolizado por
microrganismos. Os efeitos negativos da hipoxia e da anoxia estdo mais
relacionados a acidificagéo do citosol e a falta de energia para o funcionamento
normal do maquinario celular do que ao acumulo de etanol por si s6 (Kennedy
et al., 1992).

A atividade da enzima a-amilase (o - AMY — E.C. 3.2.1.1) foi detectada
apenas nas cultivares BRS Atalanta e BRS Bojuru e na primeira coleta, tanto
nas folhas quanto nas raizes (Figuras 4 e 5). A auséncia de atividade nas
demais coletas (24 e 48 DAT) e cultivares, provavelmente esteja relacionada a
atuacao da enzima responsavel pela hidrélise do amido durante o processo de
germinacdo e crescimento inicial. E possivel que as demais cultivares tenham
demonstrado atividade da enzima em periodo anterior aos da primeira coleta
(14 DAT), o que justificaria a ndo formacao de bandas. No entanto, nas folhas a
o-amilase participa da mobilizagcdo do amido armazenado no cloroplasto, mas
plantulas jovens ndo acumulam amido, sendo desnecessario a sintese de o-
amilase. Nas sementes, a atividade da enzima a-amilase € maxima cerca de
dez dias apds a germinacao (Bewley e Black, 1994). Também na fase inicial, o
crescimento € lento e a demanda por fotoassimilados € grande para o
crescimento das raizes e de folhas novas ndo ocorrendo acumulo de amido

que propicie a sintese da a-amilase.
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FIGURA 4 - Padrbes eletroforéticos da enzima a-amilase em folhas de
cultivares de arroz Atalanta (A) e Bojuru (B); aos 14 dias apds a
transferéncia para solugdes de zero (1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e
100 (5) mM de NaCl.

FIGURA 5 - Padrbes eletroforéticos da enzima a-amilase em raizes de
cultivares de arroz Atalanta (A) e Bojuru (B); aos 14 dias apés a
transferéncia para solugdes de zero (1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e
100 (5) mM de NaCl.

Os zimogramas da enzima malica (EM — E.C. 1.1.1.40) em folhas
indicam que a mesma apresentou atividade nos trés periodos de coleta 14, 28
e 42 DAT (Figura 6). Na primeira coleta as bandas de atividade enzimatica
foram maiores na cultivar O. sativa ssp. indica BRS-7 Taim e nas cultivares
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FIGURA 6 - Padrbes eletroforéticos da enzima malica em folhas de
cultivares de arroz Bojuru (B), Formosa (F), GoyaKuman (G),
Atalanta (A), Queréncia (Q) e Taim (T), aos 14, 28 e 42 dias
apos a transferéncia para solugdes de zero (1), 25 (2), 50 (3),
75 (4) e 100 (5) mM de NaCl.
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O. sativa ssp. japonica Goyakuman e IAS 12-9 Formosa, esta Ultima com
bandas mais intensas conforme o incremento da salinidade. Na segunda coleta
as bandas apresentaram maior intensidade nas cultivares O. sativa ssp.
japonica BRS Bojuru e Goyakuman nas concentracdes de 50, 75 e 100 mM de
NaCl. A IAS 12-9 Formosa, de maneira geral, teve atividade similar nos
diferentes tratamentos. Das cultivares de O. sativa ssp. indica, a BRS Atalanta
exibiu bandas nas concentracées mais elevadas, porém as demais mostraram
atividade no controle e em 25 mM de NaCl. Na terceira coleta apenas as cvs.
BRS Bojuru, IAS 12-9 Formosa e Goyakuman expressaram atividade, sendo
que em IAS 12-9 Formosa as bandas tiveram uniformidade na intensidade,
tanto no controle como nos demais tratamentos. Na BRS Atalanta foi detectado
a presenga de uma banda no tratamento sob maior concentragdo de sal
embora com menor intensidade do que o obtido aos 28 DAT e em Goyakuman
houve diminuicdo da expressado da enzima com aumento da salinidade. A EM
descarboxila malato a piruvato, permitindo aos mitocdndrios vegetais operarem
rotas alternativas para o metabolismo do fosfoenolpiruvato (PEP) derivado da
glicolise, conferindo as plantas flexibilidade metabdlica (Taiz e Zeiger, 2004).
Esse mecanismo leva a sugestdao de que as plantas submetidas a salinizacéo,
convertem piruvato a etanol, em condi¢coes de anaerobiose, como mencionado
anteriormente (Figura 3) e na auséncia ou deficiéncia do mesmo, as plantas
oxidam malato ou citrato, em rotas alternativas, sem o envolvimento do piruvato
originario da glicolise, possibilitando as plantas submetidas a estresse salino tal
flexibilidade como meio de resposta a este tipo de ambiente.

Nas raizes foram constatadas bandas expressivas de atividade de EM
somente na primeira coleta e nas cultivares O. sativa ssp. japonica IAS 12-9
Formosa e Goyakuman, sendo que na ultima as bandas foram de maior
intensidade nos tratamentos de concentracbes mais elevadas de sal,
demonstrando capacidade desta cultivar em manter a atividade da enzima
mesmo quando as raizes estdo sob salinidade elevada (Figura 7).
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FIGURA 7 - Padrdes eletroforéticos da enzima malica em raizes de
cultivares de arroz Bojuru (B), Formosa (F), GoyaKuman (G),
Atalanta (A), Queréncia (Q) e Taim (T), aos 14 dias apds a
transferéncia para solugdes de zero (1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e
100 (5) mM de NaCl.

As bandas de atividade da glutamato desidrogenase (GDH — E.C.
1.4.1.3) em folhas foram pouco expressivas em funcado do tempo de tratamento
e concentracdo salina na maioria das cultivares (Figura 8). No entanto, foi
observada forte expressdo da enzima nas cultivares |IAS 12-9 Formosa e
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Goyakuman aos 28 DAT para todas as concentracoes salinas, diminuindo
drasticamente aos 42 DAT. Parece haver um metabolismo diferenciado nessas
cultivares em relacdo aos demais genotipos.

A expressdo de GDH nas raizes foi nitidamente maior que a observada
nas folhas (Figuras 8 e 9), sugerindo que esta enzima possui maior atividade
no sistema radical, possibilitando as plantas submetidas ao estresse salino a
assimilacao do amonio por meio de uma rota alternativa, pois a GDH catalisa a
reacao reversivel que sintetiza ou desamina o glutamato (Taiz e Zeiger, 2004).
Aos 14 DAT foram detectadas bandas de atividade de GDH nas cultivares BRS
Atalanta, BRS Bojuru, IAS 12-9 Formosa e Goyakuman, superiores aos demais
gendtipos. A expressao da enzima foi diferenciada aos 28 DAT, mostrando
maior intensidade na concentragédo de 50 mM na BRS Bojuru; 75 e 100 mM na
IAS 12-9 Formosa. Na cv. Goyakuman, houve diminuicdo da intensidade da
banda na concentragdo mais elevada de sal, ndo sendo visivel diferencas na
intensidade de resposta entre os demais tratamentos. Em relagédo as cultivares
de O. sativa ssp. indica BRS Queréncia e BRS-7 Taim, a atividade diminuiu
com o aumento da concentragcdo salina. A intensidade das bandas aos 42 DAT
foi pouco expressiva ou ndo detectada, sugerindo que a adaptacdo metabdlica
da planta ao estresse salino possivelmente foi obtida por mecanismo
independente de GDH. A expressdo de GDH nas cultivares testadas sugere
sua participacdo no ajuste metabdlico diferenciado entre gendtipos frente ao
estresse salino, o que parece ser dependente da dose e tempo de exposicao
ao sal. A GDH além de atuar no catabolismo de proteinas de reserva,
fornecendo energia para as células e/ou na reducéo de a-cetoglutarato para a
sintese de aminoacidos (Brandao-Junior et al.,1999), também fornece
glutamato para a biossintese de prolina sob condicbes de alta salinidade
(Wang et al., 2007). No entanto, sob concentracdo de 300 mM de NaCl a
atividade da NADH-GDH aumenta enquanto a da glutamina sintetase (GS)
diminui (Wang et al., 2007).
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FIGURA 8 - Padrées eletroforéticos da enzima glutamato desidrogenase em
folnas de cultivares de arroz Bojuru (B), Formosa (F),
GoyaKuman (G), Atalanta (A), Queréncia (Q) e Taim (T), aos
14, 28 e 42 dias apds a transferéncia para solugbes de zero
(1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e 100 (5) mM de NaCl.
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FIGURA 9 - Padrées eletroforéticos da enzima glutamato desidrogenase em
raizes de cultivares de arroz Bojuru (B), Formosa (F),
GoyaKuman (G), Atalanta (A), Queréncia (Q) e Taim (T), aos
14, 28 e 42 dias apds a transferéncia para solugbes de zero
(1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e 100 (5) mM de NaCl.
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Acumulo significativo de prolina foi detectado apenas sob exposi¢do a
alta salinidade, enquanto que o glutamato, precursor da prolina, aumentou
drasticamente sob baixa e alta salinidade, sugerindo que a GS deve ser a
principal via de sintese de glutamato em baixa salinidade. Porém a 300 mM de
NaCl, o glutamato parece ser preferencialmente sintetizado por meio do
processo catalisado pela NADH-GDH. O aumento do aménio em plantulas de
trigo estressadas pela salinidade é resultado da elevacao da fotorrespiracao,
responsavel pela maior atividade da NADH-GDH (Wang et al., 2007). Em
cultivares de arroz, a enzima GDH aumenta a atividade conforme o incremento
da salinidade nas cultivares tolerantes, enquanto nas suscetiveis a atividade
diminui com o incremento do sal (Kumar et al., 2000). Para Lehninger et al.
(1995), esta enzima tem apenas um papel secundario na assimilacao da
amdnia (NHs), sendo importante na assimilacdo de NH3z apenas em situacoes
de emergéncia, caracterizadas por elevadas concentracées de NH3 nos tecidos
vegetais superiores. Provavelmente, a GDH tenha um papel duplo: a NADH-
GDH (aminativa) atua na presenca de altas concentracées de NH," de origem
endégena e exdgena, enquanto que a NAD'*-GDH (desaminagéo oxidativa)
fornece energia e esqueletos de carbono.

Os zimogramas da malato desidrogenase (MDH — E.C. 1.1.1.37) nas
folhas (Figura 10), mostrou atividade da enzima nos trés periodos de coleta,
porém a maior intensidade da MDH foi na primeira coleta (14 DAT) em todas as
cultivares. Dentre as cultivares de O. sativa ssp. japonica (Figura 10 B, F e G),
a BRS Bojuru teve bandas mais intensas nas trés coletas e nos tratamentos
mais salinos. As cultivares IAS 12-9 Formosa e Goyakuman apresentaram
padrdo enzimatico similar na primeira e segunda coletas, porém na cv.
Goyakuman as bandas foram mais intensas conforme o aumento da
concentragdao de NaCl, sugerindo maior atividade da enzima nestas cultivares
quando a salinidade do ambiente é incrementada. Cultivares de arroz
consideradas tolerantes apresentam aumento na atividade da MDH conforme o
incremento na salinidade (Kumar et al., 2000), corroborando com os dados
desse trabalho. As cultivares de O. sativa ssp. indica (Figura 10 A, Q e T)
apresentaram padrao de expressdao semelhante entre si nas trés coletas,
porém a cv. BRS Atalanta teve bandas mais intensas nas trés doses mais bai-
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FIGURA 10 - Padrdes eletroforéticos da enzima malato desidrogenase em
folnas de cultivares de arroz Bojuru (B), Formosa (F),
GoyaKuman (G), Atalanta (A), Queréncia (Q) e Taim (T), aos
14, 28 e 42 dias apds atransferéncia para solugdes de zero (1),
25 (2), 50 (8), 75 (4) e 100 (5) mM de NacCl.
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-xas, na primeira coleta e praticamente ndo demonstrou atividade na terceira
coleta.

Os perfis isoenzimaticos da malato desidrogenase nas raizes (Figura
11) foram analogos ao das folhas, em relagdo a maior intensidade das bandas
na primeira coleta. Com excegéo das cultivares IAS 12-9 Formosa e BRS-7
Taim, as demais exibiram bandas mais intensas nas doses maiores de NaCl.
Esta tendéncia foi expressa na segunda e terceira coletas para as variedades
BRS Bojuru, Goyakuman, BRS Queréncia e BRS-7 Taim. A enzima MDH
catalisa a conversao de malato a oxalacetato, tendo importante fungcéo dentro
do ciclo de Krebs (Manchenko, 2000), além de participar do movimento de
malato através da membrana mitocondrial e da fixacao de CO. nas plantas,
possui ainda funcdo metabdlica na produgcdo de NADPH, participa da
fotorrespiracao, regulacéo ibnica e ajuste osmotico (Taiz e Zeiger, 2004). Para
Greenway e Munns (1980), as plantas necessitam realizar ajustes osmaticos a
fim de obter agua do ambiente externo com baixo potencial hidrico, ajustando-o
em resposta ao estresse osmotico, pelo abaixamento do potencial de soluto
(Ws), por intermédio de dois processos intracelulares, o acumulo de ions no
vacuolo e a sintese de solutos compativeis no citosol, como glicina-betaina,
sorbitol, manitol, pinitol, sacarose (Prisco, 1980; Rodriguez et al., 1997) e
prolina (Liu e Zhu, 1997b), que possuem também a fungcdo de protecdao da
membrana plasmatica (Mansour e Salama, 2004) e das enzimas do citosol.

A quantidade de carbono empregada para a sintese desses solutos
organicos é grande e esse desvio de carbono para ajustar o potencial hidrico,
reduz o crescimento, a biomassa total e a produtividade das colheitas. A MDH
ocorre tanto na matriz mitocondrial como no citoplasma das células. Nos
mitocéndrios atua nas duas reacdes finais do ciclo do acido citrico, o fumarato
€ hidratado para produzir malato, que é subseglientemente oxidado pela MDH,
para regenerar oxaloacetato (OAA) e produzir outra molécula de NADH. A
producdo de OAA sera capaz de reagir com outro acetil-CoA e continuar o
ciclo, o NADH produzido sera oxidado na cadeia respiratéria mitocondrial para
producdo de ATP por fosforilagdo oxidativa (Taiz e Zeiger, 2004). No
citoplasma, a MDH catalisa a reacdo de reducao de OAA, proveniente da

carboxilagdo do fosfoenolpiruvato, para malato produzindo NAD* que é
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FIGURA 11 - Padrdes eletroforéticos da enzima malato desidrogenase em
raizes de cultivares de arroz Bojuru (B), Formosa (F),
GoyaKuman (G), Atalanta (A), Queréncia (Q) e Taim (T), aos
14, 28 e 42 dias apds a transferéncia para solugbes de zero
(1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e 100 (5) mM de NaCl.
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necessario para a glicélise. A MDH também atua no ciclo do glioxilato na
oxidacao do malato a OAA que se combina com outra acetil-CoA para continuar
o ciclo, dentro do glioxissomo e no citosol, quando oxida o malato transportado
do mitocéndrio em OAA que convertido a fosfoenolpiruvato sera metabolizado
para produzir sacarose pela rota gliconeogénica (Taiz e Zeiger, 2004).

A fosfoglico isomerase (PGl — E.C. 5.3.1.9) mostrou atividade somente
nas folhas (Figura 12). A cultivar BRS Atalanta apresentou bandas apenas na
primeira coleta nos tratamentos 0, 25 e 50 mM de NaCl. Enquanto, a BRS
Bojuru na primeira coleta exibiu bandas com padroes de intensidade
semelhantes para todos os tratamentos utilizados. Na IAS 12-9 Formosa as
bandas foram detectadas na primeira coleta nas concentracdes de 50, 75 e 100
mM de NaCl, enquanto na segunda coleta nas concentragdes de 0, 25 e 50
mM. Na cultivar Goyakuman as bandas foram mais intensas na segunda coleta
e nos niveis de salinidade de 25 e 100 mM. A enzima PGI atua na glicélise,
catalisando a isomerizacao reversivel de G6P a F6P (Manchenko, 2000; Taiz e
Zeiger, 2008).

A enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH — E.C. 1.1.1.49)
que atua na primeira reagcdo da via das pentoses fosfato, por meio da
desidrogenacao enzimatica da glicose-6-fosfato, apresentou atividade somente
nas folhas da primeira coleta (14 DAT). Assim a cv. BRS Atalanta teve apenas
uma banda no tratamento 25 mM de NaCl. Por outro lado, as cultivares O.
sativa ssp. japonica (Figura 13 B, F e G) exibiram bandas mais intensas nos
tratamentos com maior concentracdo salina. A enzima teve atividade aos 28
DAT apenas na cv. Goyakuman nos tratamentos com maior concentragao de
NaCl. A enzima G6PDH das cultivares O. sativa ssp. japonica demonstrou ser
um bom indicador da tolerancia no arroz a este tipo de estresse, uma vez que
faz parte da rota alternativa de oxidacdo de acucares em células vegetais.
Apesar da glicélise ser a rota de degradacao dominante, a rota das pentoses
fosfato (RPF) contribui com o fluxo de carbono, pois de acordo com Taiz e
Zeiger (2004) parte desta forca redutora gerada pela RPF pode contribuir para
o metabolismo energético celular; isto &, elétrons do NADPH podem terminar
reduzindo O, e gerando ATP, o que tornaria a rota uma via alternativa de pro-
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FIGURA 12 - Padrdes eletroforéticos da enzima fosfoglico isomerase em
folnas de cultivares de arroz Bojuru (B), Formosa (F),
GoyaKuman (G), Atalanta (A), Queréncia (Q) e Taim (T), aos
14, 28 e 42 dias ap06s a transferéncia para solu¢des de zero

(1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e 100 (5) mM de NaCl.
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FIGURA 13 - Padrbées eletroforéticos da enzima glicose 6 fosfato
desidrogenase em folhas de cultivares de arroz Bojuru (B),
Formosa (F), GoyaKuman (G), Atalanta (A), Queréncia (Q) e
Taim (T), aos 14, 28 e 42 dias ap6s a transferéncia para
solucbes de zero (1), 25 (2), 50 (3), 75 (4) e 100 (5) mM de
NaCl.
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-cao de ATP em caso de estresse. A rota é importante pois fornece compostos
intermediarios para a biossintese de aminoacidos, os quais tém a concentracao
aumentada em plantas submetidas a estresse salino (Greenway e Munns,
1980; Larcher, 2000; Taiz e Zeiger, 2004, 2008). Além disso, a enzima glicose-
6-fosfato desidrogenase € eficiente em acompanhar a melhoria na performance
das sementes de pimentdo submetidas a condicionamento osmotico (José et
al., 1999).

De maneira geral, os sistemas enzimaticos foram mais expressos nas
cultivares Oryza sativa L. ssp. japonica S. Kato, nas folhas e aos 14 DAT,
apresentando bandas mais intensas conforme o aumento da salinidade. A
expressao das enzimas envolvidas nos mecanismos de tolerancia ao estresse
salino foi maior em O. sativa ssp. japonica, indicando que estas plantas
recorreram a tais mecanismos como forma de tolerar o estresse, utilizando-os
como rota alternativa para o metabolismo, como fonte de carbono e energia
para sintese de novas moléculas, na remocao de substancias toxicas como

acetaldeido e etanol, na regulacao ibnica e/ou ajuste osmotico.
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CONCLUSOES

Nas condicbes em que o experimento foi realizado e diante dos
resultados obtidos, de maneira geral, conclui-se que:

- Ha maior expressédo nas folhas de cultivares O. sativa ssp. japonica nos
sistemas enzimaticos ADH, EM, MDH e PGl aos 14 DAT e EST e EM aos 28
DAT;

- 0s sistemas enzimaticos EST, EM, MDH s&o expressos com maior
intensidade nas raizes das cultivares O. sativa ssp. japonica aos 14 DAT e o
GTDH aos 14 e 28 DAT;

- as cultivares O. sativa ssp. japonica demonstram maior intensidade das
bandas nas enzimas EST, EM, MDH, ADH, GTDH e G6PDH conforme aumenta a

salinidade.
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CAPITULO 3

DETECCAO DE GENES QUE CONFEREM TOLERANCIA A SALINIDADE EM
PLANTAS DE ARROZ (Oryza sativa L.)

INTRODUCAO

A tolerancia salina varia com a espécie, sendo o arroz classificado como
moderadamente sensivel (Loomis e Connor, 1992), e evidentemente deve
ocorrer, também, variacoes de tolerancia salina dentre genoétipos da mesma
espécie. As cultivares de O. sativa ssp. japonica sao consideradas como
moderadamente tolerantes, enquanto as de O. sativa ssp. indica como sensiveis
a salinidade (Machado e Terres, 1997; Lima et al., 2004).

Em condigbes normais as plantas mantém altas concentracdoes de
potassio (K*) e baixa de sédio (Na*) no citosol (Binzel et al., 1988). A limitacdo da
entrada de Na* na célula é provavelmente o mecanismo mais importante para
manter baixa a concentracdao deste ion no citosol. Contudo, sob concentracdes
elevadas de sédio, a absorcdo de potassio € inibida por meio do transportador
com alta afinidade a K*-Na™ (HKT1), que opera como um sistema de absorcao de
sédio (Binzel et al., 1988). Uma vez o sbdio dentro da célula, as plantas adotam

mecanismos para manter baixos os niveis de sal no citoplasma, com a finalidade
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de evitar os efeitos adversos do estresse salino no crescimento e
desenvolvimento (Schachtman e Liu, 1999; Hasegawa et al., 2000). Sob
prolongada exposicdo ao NaCl, o Na* é translocado das raizes para as folhas
onde pode aumentar em niveis toxicos. O acumulo de Na* nos vacuolos é uma
eficiente maneira de proteger as células das folhas de injurias provocadas por
este sal. A capacidade de acumulacao resulta em aumento na tolerancia salina
(Apse et al., 1999; Zhang e Blumwald, 2001).

A remocéao do sodio do citosol envolve mecanismos de transporte do sal
para o vacuolo ou para fora da célula de modo a retira-lo do meio de crescimento,
(Blumwald et al., 2000). A fung&o de varios transportadores ibnicos € limitar a
entrada e saida de sédio nas células, para regular a compartimentacdo de Na* no
vacuolo e importar seletivamente potassio em detrimento do sédio (Blumwald et
al., 2000). A compartimentacdo vacuolar é uma estratégia eficaz de evitar os
efeitos deletérios do sédio no citosol, pois 0s ions armazenados contribuem para o
ajuste osmotico (Greenway e Munns, 1980; Flores, 1990; Marenco e Lopes,
2007). Assim, a sobrevivéncia e o crescimento sdo dependentes das adaptacdes
que restabelecem a homeostase i6nica, minimizando com isso a duracdo da
exposicao celular ao desequilibrio i6bnico (Zhang e Blumwald, 2001; Shi et al.,
2002a). O transporte dos ions é realizado por transportadores Na‘/H*, do tipo
antiporte, localizados no tonoplasto ou na membrana plasmatica (Blumwald et al.,
2000; Hasegawa et al., 2000). A atividade dos transportadores é dirigida pelo
gradiente eletroquimico, gerado pelas bombas de H* (prétons), criado por H*-
ATPases e H'-pirofosfatase inorganica (PPiase) (Shi et al., 2002b; Qiu et al.,
2004).

Determinantes moleculares da exclusdo de sédio e da compartimentacao
vacuolar sao intensamente estudados, estabelecendo uma rota de sinalizacao, a
rota SOS, que regula a expressado dos genes envolvidos na homeostase ibnica.
Em Arabidopsis foi identificado um transportador de membrana Na*/H*, do tipo
antiporte, codificado pelo gene SOS1, cuja expressao é aumentada em plantas
submetidas a 25 mM de NaCl (Shi et al., 2000). A extrusdo de Na* do citoplasma
pelo SOS1 garante a permeabilidade da membrana ao K*, e em particular,
protege o canal HKT1 da inibicdo por Na* (Qi e Spalding, 2004). O gene SOS1
codifica um transportador do tipo antiporte Na’/H* localizado na membrana
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plasmatica, que € controlado a nivel transcricional e pos-transcricional pela rota
SOS. Assim, a fungdo do SOS1 é restringir a absor¢cdo de Na* na raiz, atuando na
remocdo de Na® do citosol e na exportacdo para o espago extracelular
(apoplasto), com a finalidade de limitar e prevenir rapido acimulo de Na* na parte
aérea. O SOS1 tem papel indireto na aquisicido de K*, bem como de elevar a
concentracdo deste elemento através de co-transportadores do tipo H™-K* (Shi et
al., 2002b). Também, o SOS1 reduz o fluxo de Na" das células meristematicas
das raizes que contém vacuolos de tamanho insuficiente para compartimentalizar
Na* de forma eficaz e restringir o acimulo de sédio na parte aérea, pelo controle
do carregamento do xilema na raiz (Shi et al., 2002b; Rus et al., 2004). Ainda, o
SOS1 aumenta a tolerancia ao NaCl associada a reducado no acumulo de sédio,
presumivelmente, porque o transportador recupera o cation téxico do xilema para
envolver as células do parénquima, reduzindo o sal transportado para a parte
aérea (Shi et al., 2003). O aumento do nivel de transcritos de SOS1, como
resultado do estresse salino, esta parcialmente sob o controle dos genes SOS2 e
SOS3. A rota SOS3-SOS2 regula a atividade do transportador de ions SOSH1,
mantendo baixa a concentracdo tdxica de sodio no citoplasma (Halfter et al.,
2000; Shi et al., 2000). Entretanto, o0 SOS1 possui papel principal na tolerancia a
salinidade, quando comparado com SOS2 e SOS3. O acionamento da via SOS é
realizado por um sinal de Ca?* citoplasmatico (Zhu, 2002). O SOS3 associado ao
Ca?* ativa a proteina cinase SOS2 dirige-se a membrana plasmatica, ativando o
SOS1 (Quintero et al., 2002), conforme figura 1 do anexo.

A andlise dos mutantes de Arabidopsis SOS revelou uma nova proteina
cinase regulada pelo Ca?* em resposta ao aspecto idnico do estresse salino. A via
de sinalizacao para a regulacédo da homeostase i6nica e da tolerancia a salinidade
tem surgido da clonagem e da caracterizacao bioquimica de diversos genes SOS
e seus produtos em Arabidopsis (Zhu, 2001a).

Recentemente uma unica familia de proteinas sensoras de calcio foi
identificada em Arabidopsis (Liu e Zhu, 1998), mostrando que hé interagdo entre
0s sensores e que estes possuem varias fungdes no processo de sinalizacdo
(Guo et al., 2001). As propriedades bioquimicas e estruturais da proteina OsCK1
sdo muito similares as da cascata SOS presente em Arabidopsis (Kim et al.,
2003).
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A presenca de ions na solugdo externa, principalmente Na*, influencia a
absorcdo de Ca®', cujas fungdes estdo associadas & manutengéo da estabilidade
da membrana e da parede celular (Marschner, 1995). O Ca®" desempenha
também papel de mensageiro secundario, acoplando os sinais ambientais ao
crescimento e desenvolvimento da planta (Marenco e Lopes, 2007). Os
receptores dos mensageiros secundarios normalmente sdo cinases e/ ou
fosfatases (Silva, 2008). A proteina cinase regulada pelo Ca?* mais abundante é a
proteina cinase dependente de Ca®** (CDPK ou CPK), a qual participa na
transducdo de sinais de estresse (Harper et al., 1991). As CDPKs representam
uma classe de proteinas cinases ativadas pelo calcio, mas insensiveis a
calmodulina (Harmon et al., 1987). As proteinas sao caracterizadas por dois
dominios: um catalitico e outro semelhante a calmodulina. A presenca da
calmodulina no dominio explica porque a enzima nao requer calmodulina para a
atividade (Taiz e Zieger, 2008). As CDPKs sdo amplamente encontradas em
plantas, sendo isoladas de Nicotiana tabacum L. (Lee e Rudd, 2002; Zhang et al.,
2005), Oryza sativa L. (Yang et al., 2003) e Cucumis sativus L. (Kumar et al.,
2004). Possuem papel essencial na resposta a estimulos ambientais (Harmon et
al., 1987, Harper et al., 1991; Lee e Rudd, 2002; Kumar et al., 2004; Zhang et al.,
2005), recebendo informacbes dos receptores que percebem as condi¢coes
ambientais, fitormbnios e outros fatores externos e convertendo-os em respostas
apropriadas como mudanca no metabolismo, na expressao génica, na divisdo e
crescimento celular (Hardie, 1999). Em arroz o gene CK1 dependente de calcio e
independente de calmodulina esta envolvido na percepcao de sinal em resposta
ao estresse ambiental. Um gene CDPK, desenhado como OsCDPK13, clonado de
plantulas de arroz mostrou alto nivel de similaridade com outros genes CDPK
(Yang et al., 2003).

As mudancas na expressao génica associadas ao estresse osmético estao
similarmente associadas ao estresse pela salinidade. No entanto, € necessario ter
em mente que, além da aclimatacdo ao meio com baixo potencial hidrico, as
plantas sob estresse salino precisam fazer frente a toxicidade de concentracées
ibnicas elevadas presente neste ambiente. A identificacdo dos genes induzidos
em resposta ao estresse salino tem grande relevancia nesse sentido, pois os

genes que conferem tolerancia podem ser identificados e manipulados para se
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estabelecer qual a crucial importancia das proteinas por eles codificadas (Félix e
Duarte, 2005). Em estudos que envolvem sequenciamento o gene de interesse
pode ser encontrado em banco de dados por meio da pesquisa in silico.

Portanto é de grande importadncia para a agricultura e para o meio
ambiente, compreender os processos fisioldgicos e os mecanismos pelos quais
as plantas percebem os sinais ambientais e transmitem a maquinaria celular
(Xiong et al., 2002) para ativar resposta de adaptacédo e aclimatacao de plantas
aos estresses ambientais que conferem tolerancia e asseguram a sobrevivéncia
das plantas (Xiong et al.,, 2002; Shinozaki e Dennis, 2003). Os eventos
moleculares, ligando a percepcdo de um sinal de estresse as respostas
gendmicas que levam a tolerancia, tém sido investigados exaustivamente nos
ultimos anos (Larcher, 2000). A descoberta de novos genes, a determinacao de
seus padroes de expressdo em resposta ao estresse abidtico e o melhor
entendimento de seu papel na adaptagcdo ao estresse, fornecerdo a base de
novas estratégias para melhorar a tolerancia das culturas ao estresse (Cushman
e Bohnert, 2000). O conhecimento sobre a transducao dos sinais € também vital
para o0 desenvolvimento continuado de selecdo racional e estratégias
transgénicas para melhorar a tolerancia nas culturas (Xiong et al., 2002).

Diante do exposto, o objetivo desta pesquisa foi verificar a presenca de
genes SOS1 e CK1, envolvidos na tolerancia salina, em cultivares de arroz O.
sativa ssp. japonica e O. sativa ssp. indica.
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MATERIAL E METODOS

No experimento foram utilizadas subespécies de O. sativa ssp. japonica
consideradas tolerantes a salinidade e de O. sativa ssp. indica sensiveis ao
estresse salino (Machado e Terres, 1997, Lima et al., 2004 e 2005). As cultivares
de Oryza sativa L. ssp. japonica S. Kato foram BRS Bojuru, IAS 12-9 Formosa e
Goyakuman e as de Oryza sativa L. ssp. indica S. Kato BRS-7 Taim, BRS
Queréncia e BRS Atalanta, de uso comum na orizicultura gaucha.

Inicialmente, a semeadura foi realizada bandejas plasticas, contendo como
substrato, areia lavada. Aos 10 dias apds a emergéncia as plantulas foram
transferidas para casa de vegetacdo com temperatura e umidade controladas. As
plantulas foram colocadas em bacias com capacidade para 15 L, contendo
solucdo nutritiva de Hoagland (Hoagland e Arnon, 1950) meia forga acrescida de
doses de zero, 25, 50, 75 e 100 mM de NaCl. As plantas dos tratamentos controle
foram coletadas aos 56 dias apds a transferéncia (DAT) e imediatamente
armazenadas em ultrafreezer. Uma planta de cada cultivar foi triturada com gelo
seco e acondicionada em sacos plasticos, identificados e imediatamente levadas
ao freezer para posterior extracdo do DNA..

O DNA genbémico de plantas de cada cultivar foi extraido segundo o
método CTAB 2% (Saghai-Maroof et al., 1984), utilizando-se 200 mg de material
vegetal. A quantificacdo e andlise de integridade do DNA foi realizada aplicando 4
uL de DNA e 4 uL de tampao de corrida em gel de agarose 1%, em tampéo TBE
1X, corado com brometo de etidio 0,2 pgmL" (Sambrook et al., 1989). As
condigdes de corrida foram 100 V durante 50 minutos. Apos a eletroforese, os

géis foram analisados em transiluminador sob luz ultravioleta (254 nm) e as
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imagens digitalizadas. O marcador A Hind Ill (Invitrogen) foi usado como
referéncia de massa molecular.

A deteccdo do gene consistiu da extracdo de DNA genbémico, seguido de
reacdes de PCR utilizando primers desenhados para amplificarem fragmentos de
genes envolvidos na tolerdncia a salinidade. Por intermédio de analise de
pesquisas in silico, realizada junto ao NCBI (National Center for Biotechnology
Information) foram identificados genes envolvidos na tolerdncia a salinidade,
sendo identificados os genes AY785147 — SOS1 com 3660pb e AF319481 - CK1
com 4206pb. Foram desenhados trés (3) pares de primers para cada gene, sendo
um a cada 1200pb para o SOS1 e 1400pb para o CK1 com o objetivo de
amplificar diferentes regides dentro do gene, utilizando o programa Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/ Primer3/).

Cada 20 pL de reagao continha 2 pL de DNA; 1,0 unidade de Tag DNA
polimerase (Invitrogen), e as seguintes concentrac¢des finais: 0,5 uM de primer
forward e reverse, 0,2 mM de dNTPs, tampao PCR 1X e 2,5 mM de MgCl..

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador PTC-100
MJ Research, empregando o seguinte programa de amplificacdo: desnaturacao
inicial a 95 °C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturagéo a 95 °C por 30
segundos, anelamento a 58 °C por 30 segundos, extensdao a 72°C por 30
segundos; sendo a extensao final de 10 minutos a 72°C.

Também, foram adicionados 4 uL de tampao de corrida ao DNA
amplificado. Os produtos da amplificacao foram detectados por eletroforese em
gel de agarose 1,5%, em tampao TBE 1X. As condi¢des de corrida foram 120 V
durante 60 min. A visualizagdo do DNA corado com brometo de etidio foi feita
sobre iluminacdo ultravioleta (254 nm) e as imagens digitalizadas. Os resultados
foram avaliados por intermédio da comparacao visual do padrao das bandas ap6s
amplificacdo em PCR.

O marcador de massa molecular Ladder 100pb (Invitrogen) foi utilizado

como padrao para a estimativa da massa molecular.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os primers desenhados mediante a utilizagdo de pesquisa in silico estao
relacionados na tabela 1.

Tabela 1 - Relacao de seqliéncias dos primers utilizados na reacédo de PCR,
para amplificagéo dos genes SOS1 e CK1, com orientacao forward
(Left — L) e reverse (Right — R) e temperatura de anelamento (TM)

Gene Primer Orientacao Sequéncia ™ °C
L GAAGAACTTTCGATGCAGGA
SOS1-1 58
R ATTTCCCAGAAATGATGCAA
L TGGACAGATTAGCAGCAACA
AY785147 SOS1-2 58
R TTGGGTAGGAACAAGATCCA
L GCTCTAATAAAGCGCACAGC
SOS1-3 58
R CCAACAATTACTTGGGTTGC
CK11 L GGTTTTTCCAACCAACTCCT cq
R GGGCTTCAGAAACTGACAGA
L GAGAACTTCCTGCTGCTGAG
AF319481 CK1-2 58
R ATCTTCCTGACGAGGTCCTT
L TACAGCATTCCAAGTGCTCA
CK1-3 58
R TGCTCAATTTCGTTGTCTGA

A cultivar BRS Atalanta nao apresentou amplificagdo do gene SOS em
nenhum dos primers desenhados, o que permite inferir que a mesma nao

possui 0 gene que confere tolerdncia a salinidade. Nas demais cultivares
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ocorreu amplificacdo somente no primer SOS1-3, com bandas de 600pb,
sugerindo que as cultivares avaliadas apresentam o gene SOS1 (Figura 1).
Como os primers foram desenhados a partir de um Unico gene e somente a
regiao do primer SOS1-3 apresentou amplificagcdo, é possivel que esta regidao
do gene foi conservada ao longo do processo evolutivo, possivelmente o gene
sofreu alguma alteracdo na regido coberta pelos outros dois primers. O
resultado sugere, a presenca do gene nas cultivares BRS-7 Taim, IAS 12-9
Formosa, BRS Queréncia, Goyakuman e BRS Bojuru a qual mostrou banda
menos intensa. O transcrito SOS1 esta presente em plantas de Arabidopsis
mesmo sem estresse salino, mas os seus niveis sdo aumentados por
tratamento com NaCl (Shi et al., 2000). Plantas transgénicas de canola
(Brassica napus L.), nas quais o gene SOS1 de Arabidopsis foi inserido,
cresceram, floresceram e produziram sementes na presenga de 200 mM de
NaCl, enquanto que as ndo transgénicas foram severamente afetadas
(Blumwald et al., 2001; Zhang et al., 2001). Resultado semelhante foi obtido
com plantas de Licopersicum esculentum L. (Borsani et al., 2001). A andlise
dos mutantes de Arabidopsis SOS revelou uma via de sinalizagdo para a
regulacdao da homeostase ibnica e da tolerancia a salinidade

600pb

FIGURA 1 - Gel de eletroforese para detecgao do gene SOS1 em plantas de
cultivares de arroz Taim (T); Atalanta (A); Formosa (F); Bojuru
(B); Queréncia (Q) e GoyaKuman (G), utilizando-se os primers
SOS1-1; SOS1-2 e SOS1-3. Marcador de peso molecular
Ladder 100pb (M) e controle sem DNA com 2 uL H,O (C).
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(Zhu, 2001a). E possivel que o SOS1 opere como transportador do tipo
antiporte e como canal ibnico no carregamento do xilema ou transportador Na*/
H*, do tipo simporte, no descarregamento do xilema (Shi et al., 2002b). Em
Arabidopsis foi identificado um transportador de membrana Na*/H* do tipo
antiporte codificado pelo gene SOS1, cuja a expressdo € aumentada em
plantas submetidas a 25 mM de NaCl (Shi et al., 2000). A identificacao e
comparacdo de genes induzidos pelo estresse salino em arroz e em
Arabidopsis indica que existem mecanismos moleculares semelhantes de
resposta ao estresse entre ambas espécies (Rabbani et al., 2003).

Em relacdo ao gene CK1 todas as cultivares de arroz testadas
amplificaram os trés primers utilizados (Figura 2), porém no primer CK1-1, as
cultivares BRS-7 Taim e BRS Atalanta apresentaram bandas com menor
intensidade. No primer CK1-2 as bandas tiveram padrdo de intensidade similar,
com excecao da cv. IAS 12-9 Formosa em que a banda foi mais intensa que as
demais. Os dois primeiros primers apresentaram 600pb. No primer CK1-3 as
bandas, com 400pb, tiveram padrao de intensidade menor quando comparado
aos demais primers, sendo que as cvs. BRS-7 Taim, BRS Queréncia e
Goyakuman nao foram amplificadas. Pode-se inferir que as cultivares tanto O.
sativa ssp. japonica quanto as O. sativa ssp. indica apresentaram o gene CKi1
que esta envolvido na percepgao de sinal em resposta ao estresse ambiental.

O mecanismo de sinalizacdo do Ca?* originalmente encontrado em
Arabidopsis também esta presente no arroz e o gene OsCK1 desempenha
papel importante na resposta aos diferentes tipos de estresse (Kim et al.,
2003). Ha cerca de 34 genes CDPK no genoma de Arabidopsis que estao
envolvidos em resposta ao estresse ambiental e sinalizagdo hormonal (Taiz e
Zieger, 2008). A sobrevivéncia e o crescimento sdo dependentes do
restabelecimento da homeostase ibnica (Zhang e Blumwald, 2001) que é
realizado por transportadores. A importancia dos transportadores Na*/H* na
tolerancia a salinidade é comprovada pela deteccao da superexpressdo de um
deles, o AtNHX1, que aumenta a tolerancia ao estresse salino (Apse et al.,
1999).
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CK1-1 CK1-2 CK1-3

TFA B QG| T FABQG|T F ABQG

FIGURA 2 - Gel de eletroforese para deteccdo do gene CK1 em plantas de
cultivares de arroz Taim (T); Formosa (F); Atalanta (A); Bojuru
(B); Queréncia (Q) e GoyaKuman (G), utilizando-se os primers
CK1-1; CK1-2 e CK1-3. Marcador de peso molecular Ladder
100pb (M) e controle sem DNA com 2 uL H.O (C).

Testes futuros devem ser realizados para averiguar a expressdo do
referido gene nas diferentes subespécies sob concentracbes diferentes de
salinidade. Individuos transgénicos de Arabidopsis e de tomate (Licopersicum
esculentum L.), por superexpressao do gene que codifica AtNHX1, exibem
acentuada tolerancia ao sal (Apse et al., 1999; Quintero et al., 2000). Esses
ions agem dentro do vacuolo para manter o fluxo hidrico para a célula (Glenn et
al., 1999). Os transportadores Na*/H* do tipo antiporte excluem Na* do citosol e
estdo localizados nas membranas plasmatica e vacuolar. A atividade dos
transportadores no tonoplasto de plantas consideradas tolerantes a salinidade
aumenta drasticamente em resposta ao estresse salino.

400pb
600pb
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CONCLUSOES

- O gene SOS1 foi encontrado em todas as cultivares, com excecao da
BRS Atalanta.

- O gene CK1 esta presente em todas as cultivares avaliadas.
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CONCLUSOES GERAIS

- A expressao das enzimas envolvidas nos mecanismos de tolerancia ao

estresse salino € maior na subespécie O. sativa ssp. japonica.

- Os genes SOS1 e CK1 estédo presentes nas cultivares estudadas de O.
sativa L. ssp. japonica S. Kato e O. sativa L. ssp. indica S. Kato.
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Figura 1 — Modelo da rota SOS - A salinidade aumenta o Ca" citoplasmatico, que é
percebido pela proteina SOS3, juntos ativardo o SOS2. Esta cascata ativa
o SOS1, um transportador do tipo antiporte, localizado na membrana
plasmatica, tendo por funcdo regular a homeostase ibnica durante o
estresse salino.
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