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1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € um cereal de elevado valor socioecondémico,
sendo alimento basico para mais da metade da populacdo do mundo (HADIARTO
E TRAN, 2011). Considerado uma cultura moderadamente sensivel a salinidade,
regides costeiras do Rio Grande do Sul e Santa Catarina que utilizam agua para
irrigacéo de fontes conectadas ao Oceano Atlantico sofrem sua influéncia. Em
condicOes de estresse elevado, o sal leva a morte da planta. Mas, em condi¢cbes
de moderadas a baixa, 0 estresse salino afeta o crescimento e, assim, 0sS
sintomas estdo associados a alteracdes bioquimicas, fisiologicas e morfologicas
(IRRI, 2015).

A alta concentracdo de NaCl prejudica o transporte de elétrons e provoca
uma maior formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que incluem o
anion superoxido (Oe-), perdxido de hidrogénio (H.O-), radical hidroxilico (*OH) e
oxigénio singleto (*O,) (FOYER E NOCTOR 2000; BEZRUKOVA ET AL. 2008;
WANG et al. 2010). Para amenizar 0 estresse oxidativo, as plantas
desenvolveram um sistema de defesa constituido de enzimas que catalisam as
reacoes de neutralizacdo das espécies reativas de oxigénio. Dentre as principais
enzimas removedoras de EROs (scavenging) pode-se citar a superéxido
dismutase (SOD - EC 1.15.1.1), que participa da primeira linha de defesa contra
a producao de espécies reativas de oxigénio. A SOD é uma metaloenzima, capaz
de converter o radical superéxido (O,-) em O, e H,O, que € menos reativo e
pode ser degradado por outras enzimas, como por exemplo, a catalase
(SALVADOR E HENRIQUES, 2004). Os genes que codificam as SODs participam
da rota metabdlica para remocédo do radical superdxido, juntamente com outros
genes que codificam enzimas capazes de eliminar o produto toxico das SODs
(H20-), como, por exemplo, as catalases e ascorbato peroxidase (DEUS, 2014).

Assim, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar a expressao diferencial dos
genes da superoxido dismutase (SOD) em folhas de dois genoétipos de arroz
contrastantes (tolerante/sensivel), submetidas ao estresse salino.

2. METODOLOGIA

Sementes dos dois genotipos foram colocadas para germinar em
incubadora BOD com temperatura de 28°C e fotoperiodo de 14 horas,
permanecendo nestas condi¢cdes por 14 dias. ApOs este periodo, as plantulas
foram transferidas para casa de vegetacdo em sistema de cultivo hidrop6énico tipo
floating em bandejas com capacidade de 20 litros. Em cada bandeja foi utilizada
uma lamina de isopor com 150 células. Foram semeadas 75 plantas de cada
genotipo; sendo utilizadas 3 bandejas para cada tratamento. Foi utilizada a
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solucéo nutritiva de YOSHIDA et al. (1976) até as plantas atingirem o estadio de
quatro folhas. ApGs este periodo foi adicionada solucao nutritiva normal nas
bandejas controle e solucdo nutritiva + 150 mM de NaCl nas bandejas de
salinidade. A coleta do material para as andlises (folhas) realizada da seguinte
forma: 0 hora: C1 (coleta 1) = plantas ndo expostas ao sal; C2 = 6 horas de sal;
C3 =24 horas de sal; C4 = 48 horas de sal e C5 = 72 horas de sal.

O RNA total foi extraido a partir de 100 mg de tecido foliar vegetal,
utiizando o kit PureLink Plant RNA Reagent (Invitrogen®), de acordo com
protocolo fornecido pelo fabricante. As amostras foram tratadas com DNase e a
quantidade de RNA total foi mensurada através de andlises de absorbéancia
(NanoDrop, ND-1000) a 260 e 280 nandmetros, cuja relacdo fornece uma
estimativa da pureza do RNA. A qualidade e integridade do &cido nucléico foi
avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1%.

Os cDNAs fita simples foram sintetizados por transcricédo reversa a partir de
2 ug RNA total em um volume final de 20 pL utilizando a enzima SuperScript First-
Strand Synthesis System for RT-PCR kit (Invitrogen®).

A gquantificacao relativa da expressdo génica foi realizada utilizando o kit de
deteccdo SYBR® Green (Applied Biosystems®, California, USA). As reacdes
foram realizadas em termociclador BIORAD® modelo Termociclador C1000™
Thermal Cycler com volume final de 12 yL. Para todas as reac¢des foram utilizadas
trés repeticbes experimentais e o0s resultados da quantificacdo relativa da
expressdo foram calculados utilizando o método 2!, conforme descrito por
Livak e Schmittgen (2001) e Schefeet et al. (2006). Utilizou-se como normalizador
interno da reac&o o gene UBQ10 (AK101547).

Foram desenhados primers para a regido codificadora dos genes de arroz:
OsSOD-Cu/Zn, 0OsSODB-Fe, 0OsSOD-Fe, 0OsSODA1-Mn, 0OsSODs-Cu/Zn,
0OsSOD3-Cu/Zn, OsSOD,-Cu/Zn, OsSODCc1-Cu/Zn cujos numeros de acesso e
sequéncias gendmicas foram buscados no RAP-DB (http://rapdb.dna.affrc.qo.jp/).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando o mesmo genétipo submetido ao estresse salino nos
diferentes tempos (0, 6h, 24h, 48h e 72h), os niveis de transcritos das varias
isoformas da SOD foram diferenciados (Figura 1). Entre os diferentes tempos de
exposicao ao sal, a expressdo dos oito genes da SOD foi significativamente
aumentada em plantas submetidas a 72h de estresse, para o genoétipo tolerante
(BRS Bojuru), quando comparado ao tratamento controle (sem exposi¢cdo ao sal),
com excecao dos genes OsSOD,-Cu/Zn (QR=1,63) e OsSODB-Fe (QR=1,26).
Para o gendtipo sensivel (BRS Pampa), aumentos significativos de expresséo
foram observadas para os genes OsSODB-Fe (24 h de estresse), OsSOD-Fe (6 h
e 72 h de estresse), OsSODA1-Mn (6 h de estresse), OsSOD4-Cu/Zn (48he 72 h
de estresse) e OsSODCcl1-Cu/Zn (24 h e 48 h de estresse), enquanto para o
gene 0OsSOD,-Cu/Zn, observou-se uma redugdo da expressdo génica na
presenca do estresse salino. Quanto ao gene OsSOD3-Cu/Zn observou-se uma
resposta similar quanto ao padrdo de expressdo nos diferentes tempos de
estresse (Figura 1). A maior diferenca entre as isoformas da SOD esta nas
sequéncias reguladoras dos genes que codificam estas proteinas e cada proteina
responde de modo diferenciado ao estresse oxidativo, em diferentes niveis (Fink e
Scandalios, 2002). A regulacéo positiva das SODs esta envolvida na luta contra o
estresse oxidativo e tem um papel critico na sobrevivéncia das plantas sob
estresses ambientais (Gill e Tuteja, 2010).


http://rapdb.dna.affrc.go.jp/
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Figura 1: Quantificacdo relativa (QR) da expressao diferencial dos genes de SOD
determinada por RT- gPCR, submetidos a diferentes tempos de estresse salino.
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4. CONCLUSOES

Quanto as oito isoformas de SOD avaliadas nesse estudo, conclui-se que
h& variacdo no padrdo de expressdo para um mesmo genotipo quando imposto
ao estresse salino. No genotipo tolerante os maiores indices de expressao
ocorrem as 72 horas. No gendtipo sensivel a resposta é varidvel em funcédo do
gene e tempo de exposicao ao estresse.
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