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1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais mais importantes, porém seu rendimento
€ muito sensivel a salinidade (ZENG, 2005). A alta concentracdo de NaCl prejudica o
transporte de elétrons e provoca uma maior formacédo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), que incluem o anion superoxido (O2+-) e peréxido de hidrogénio (H202) (WANG
et al., 2010). Para amenizar o estresse oxidativo, as plantas desenvolveram um sistema
de defesa constituido de enzimas que catalisam as reacdes de neutralizacdo das
espécies reativas de oxigénio. Dentre as principais enzimas removedoras de EROs
(scavenging) pode-se citar a catalase (CAT), que é um potente antioxidante, cuja
expressdo varia com a intensidade do estresse. A CAT é encontrada em todos os
organismos aerobios e catalisa a conversdo de duas moléculas de H202 em agua e Oz
pela transferéncia de dois elétrons, principalmente nos peroxissomos e glioxissomos
(ZENG et al., 2010). O H202 formado nestas organelas pode ser originado a partir de
eventos de (B-oxidacao de acidos graxos, fotorrespiracéo e catabolismo de purinas (GILL;
TUTEJA, 2010).

Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar, em dois gendtipos de arroz
submetidos ao estresse salino, o padrdo de expressdo dos genes codificadores da
enzima Catalase e sua correlacdo com a atividade enziméatica e niveis de Peroxido de
Hidrogénio e Peroxidardo Lipidica.

2. METODOLOGIA

O experimento foi conduzido com dois gendtipos de arroz, que apresentam
respostas contrastante ao estresse salino, BRS Pampa (sensivel) e BRS Bojuru
(tolerante). Sementes foram germinadas em rolo de papel germitest em camara de
germinacao climatizada e posteriormente, as plantulas foram transferidas para casa de
vegetacdo em sistema de cultivo hidropbnico do tipo floating, constituido de bandejas
contendo solucdo nutritiva de Yoshida et al. (1976). As plantas foram cultivadas nestas
condi¢cOes até apresentarem quatro folhas (estadio V4). Apés este periodo, para simular o
estresse salino, adicionou-se 150 mM de NaCl a solucédo nutritiva. A coleta do material
para as analises (folhas) foi realizada a O h (tratamento controle); 6 h ;24 h ;48 h e 72 h
de estresse. O delineamento experimental foi completamente casualizado (DIC) em
esquema fatorial 2 x 5 (2 genétipos x 5 tempos de exposicdo ao estresse), com trés
repeticdes por tratamento.

Para a determinacédo de Perdxido de Hidrogénio (H202) e Peroxidacéo Lipidica a
concentragdo do H202 foi determinada de acordo com Velikova (2000). A determinacao
da atividade da Catalase foi realizada conforme descrito por Azevedo et al. (1998).
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O RNA total foi extraido a partir de 0,1 g de folhas utilizando-se o reagente
PureLink® Kit (Invitrogen™). Para a sintese do cDNA foi utilizado o kit SuperScriptFirst-
Strand System for RT-PCR (Invitrogen™). A quantificacéo relativa da expressao génica foi
realizada utilizando o kit de deteccdo SYBR® Green (Applied Biosystems®, California,
USA). As reagOes foram realizadas em termociclador BIORAD® modelo Termociclador
C1000™ Thermal Cycler. Utilizou-se como normalizador interno da reacao o gene UBQ10
(AK101547).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O conteudo de H202, no gendtipo BRS Bojuru aumentou 2,0 vezes as 72 horas em
relacdo ao controle. Para o gendtipo BRS Pampa ocorreu decréscimo no conteudo de
H202, o qual diferiu apenas do tempo de 24 h. Observou-se diferenca entre os genotipos,
somente no tratamento controle (Tabela 1).

Para a variavel peroxidacéo lipidica, o gendtipo BRS Bojuru apresentou diminui¢ao
significativa nos niveis de MDA em todos os tempos de estresse. Entretanto, para o
gendtipo BRS Pampa, ocorreu aumento a partir de 24 h de estresse, chegando a 2,08
vezes mais MDA as 72 h. O gendtipo tolerante apresentou niveis de peroxidacgao lipidica
inferiores aos do genoétipo sensivel, independente do tempo de exposicdo a salinidade
(Tabela 1)

A atividade da enzima Catalase manteve-se estavel ao longo do tempo de
avaliacdo nos dois gendtipos avaliados, sendo que o0s mesmos diferiram
significativamente entre si nos tempos de 6 e 48 h com valores superiores no genotipo
BRS Pampa (Tabela 1).

De acordo com Miller et al. (2009), embora seja atribuido um papel deletério a
grande parte das EROs, alguns autores defendem o seu papel como sinalizador
molecular das condi¢cdes ambientais, em particular ao peréxido de hidrogénio, portanto o
H202 formado né&o foi direcionado para a peroxidacao lipidica.

Tabela 1. Contetddo de peroxido de hidrogénio,peroxidacdo lipidica e atividade da
catalase em folhas de dois gendétipos de arroz submetidos a condi¢cdes de salinidade (150
mM de NaCl)

Peréxido de hidrogénio (H202)

Tempos de estresses (horas) a salinidade
Gendtipo 0 6 24 48 72
BRS Bojuru 0,30 Bb® 0,37 Ba 0,38 Ba 0,56 Aa 0,60 Aa
BRS Pampa 0,57 Aa 0,47 Aa 0,37 Ba 0,53 Aa 0,52 Aa
Peroxidacao lipidica (MDA)
BRS Bojuru 34,41 Aa®) 22,02Ba 23,24Bb  21,58Bb 16,91 Cb
BRS Pampa 38,64Ca 27,93Da 41,77 Ca 72,33Ba 80,60 Aa
Atividade da catalase

BRS Bojuru 0,16 Aa* 0,14 Ab 0,15 Aa 0,13 Ab 0,18 Aa
BRS Pampa 0,17 Aa 0,19 Aa 0,15 Aa 0,17 Aa 0,15 Aa

(*) Letras mailsculas comparam o tempo de estresse para cada genotipo e letras mindsculas os genétipos
dentro de cada tempo de estresse pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os dados de expresséo relativa indicam que os genes OsCATA e OsCATB séo os
mais responsivos a salinidade no genétipo tolerante (Figura 1A). No gendtipo sensivel, o
gene OsCATA apresentou maior expressao as 24 h de exposicdo ao sal. Contrariamente,
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0 gene OsCATC apresentou valores de expressao superiores ao controle no genotipo
sensivel em todos os tempos, evidenciando a resposta contrastante entre os genétipos na
resposta deste gene (Figura 1B). Foram encontrados resultados semelhantes por Turan;
Tripathy (2013), os quais também observaram aumento nos niveis de transcritos do gene
homdélogo OsCATA para genétipos de arroz tolerantes e sensiveis a salinidade, porém
este correlacionou-se de maneira positiva com a atividade da enzima.
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Figura 1. Quantificacdo Relativa (QR) da expressdo dos genes codificadores da Catalase
(CAT) em folhas dos gendtipos de arroz submetidos a salinidade (150 mM de NacCl). A -
BRS Bojuru e B - BRS Pampa.

A amplitude de variacdo dos valores de correlacdo foi de -0.79 a 0.85, entre as
variaveis analisadas para BRS Bojuru e de -0.88 a 0.92 para BRS Pampa (Figura 2A e
2B). No gendtipo tolerante, considerando a correlacdo existente entre a atividade da
enzima Catalase e as demais variaveis, observou-se correlacdo negativa entre as
mesmas, exceto entre atividade CAT/H202, cuja correlagdo foi positiva, porém de baixa
magnitude (0.17).
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Figura 2. Correlagédo de Pearson entre todas as variaveis analisadas experimentalmente
nos gendtipos de arroz BRS Bojuru (A) e BRS Pampa (B) em condi¢cdes de salinidade
(150 mM de NaCl). Peroxido de hidrogénio (H2032); Peroxidacéo lipidica (MDA).

As correlagdes entre atividade da CAT e expressao dos genes que codificam esta
proteina foram negativas. Porém, entre os genes OsSCATA/OsCATB foi observada
correlacdo positiva (0.85), ou seja, em condigbes de salinidade ocorre aumento da
expressdo de OsCATA paralelamente ao aumento da expressao de OsCATB. Por outro
lado, estes dois genes apresentaram correlacdo negativa com OsSCATC (Figura 2A).
Respostas contrastantes foram evidenciadas no gendétipo sensivel, para o qual foram
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encontradas estimativas de correlacdo positiva entre atividade CAT/H20:2 (0.36) e
atividade CAT/OsCATB (0.33). Dentre os genes, a maior correlacdo foi entre
OsCATA/OsCATB (0.92) e a menor entre OsSCATB/OsCATC (-0.05) (Figura 2B).

4. CONCLUSOES

Conclui-se que o genotipo sensivel mantém melhor equilibrio entre contetddo de
peréxido de hidrogénio, peroxidagdo lipidica e atividade da Catalase. No gendtipo
tolerante, OSCATA e OsCATC sao os mais responsivos ao estresse salino. O gene
OsCATC é o mais indicado para diferenciar genotipos com resposta contrastante ao
estresse por salinidade. Entretanto ha correlagdo positiva entre atividade da
Catalase/OsCATB para o gendtipo tolerante em estresse salino.
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