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1. INTRODUCAO

Tem sido reportado que um terco das terras cultivaveis do mundo séo
afetadas pela salinidade. Dentre as causas da salinizagdo do solo estdo as
praticas inadequadas de irrigacdo e a inundacdo do solo com agua contendo
elevados niveis de sais nas regides costeiras. No Brasil, a salinidade abrange
cerca de 2% da area de cultivo de arroz (Oryza sativa L.). O arroz é sensivel a
salinidade, principalmente nos estadios de plantula e reprodutivo, 0 que resulta
em uma drastica reducdo da produtividade (SOUZA-LEMES et al. 2016;
TABASSUM et al. 2021).

A alta concentracdo de NaCl inibe a captacdo de agua pelas plantas, e o
acumulo de Na* e CI no citosol leva a toxidade i6nica. Como resultado a taxa
fotossintética € reduzida, levando a perda de energia e acumulo excessivo de
espécies reativas de oxigénio. Para lidar com os estresses osmoticos e idnicos,
as plantas fecham os estdmatos para minimizar a perda de agua, reduzem o
crescimento, e limitam a concentracdo intracelular de Na* através da
compartimentalizacdo no vacuolo. Além disso, o Na* é realocado para folhas
velhas, e as plantas podem entrar em uma fase de recuperagdo do crescimento a
uma taxa constante e reduzida. Adicionalmente, foi revelado que osmolitos como
glicinabetaina, alcoois de acucar, poliaminas e prolina estdo associados com a
tolerancia a salinidade (LUO et al. 2017). Ainda, foi demonstrado que o
mecanismo de autofagia também esta envolvido na tolerancia ao estresse salino
(SU et al. 2020).

A autofagia € um mecanismo de degradacao e reciclagem de organelas e
proteinas, altamente conservado, e que atua durante crescimento,
desenvolvimento e resposta a estresses. Esse processo pode ocorrer por meio de
vesiculas que englobam componentes citoplasmaticos prejudiciais ou
indesejados, transportando-os para o vacuolo para degradacdo e reciclagem.
Além disso, o vacuolo pode englobar diretamente esses componentes, sem 0
intermédio de vesiculas. InUmeros genes associados a autofagia (ATG) estao
envolvidos nesse processo, atuando de forma coordenada (SU et al. 2020).

Entender os mecanismos moleculares por tras da tolerancia a salinidade é
fundamental para melhorar a produtividade de arroz sob essa condicdo. A
tolerancia ao estresse salino é uma caracteristica quantitativa, controlada por
multiplos genes. Nos Ultimos anos, varios genes que conferem tolerancia ao
estresse salino em plantas foram identificados, os quais estdo envolvidos na
transducgéo de sinais, regulacdo da transcricdo e no transporte de ions (KUMAR et
al. 2013). Porém, ha poucos estudos que elucidam o envolvimento dos genes
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relacionados a autofagia (ATG) com a tolerancia a salinidade em arroz. Dessa
forma, o objetivo desse estudo foi avaliar o perfil de expressao do gene OsATG3a
em plantas de arroz submetidas ao estresse salino durante o estadio reprodutivo.

2. METODOLOGIA

A expressao dos gene OsATG3a foi analisada em folhas de arroz da cultivar
BRS Pampeira submetida a salinidade no estadio reprodutivo. As plantas foram
cultivadas em baldes, e mantidas em casa de vegetagao.

Quando as plantas atingiram o estadio R2, formacdo do colar da folha
bandeira/emborrachamento (COUNCE et al. 2000), foram submetidas ao estresse
salino. Para isso, a lamina d’agua foi substituida por solucdo de NaCl 150mM
(LEKKLAR et al. 2019). Plantas da condigdo controle permaneceram com lamina
d’agua. Foram coletadas folhas 0, 3 e 6 dias ap6s R2, tanto de plantas mantidas
com lamina d’agua (controle), quanto de plantas sumetidas a salinidade. Os tratos
culturais e o manejo fitossanitario foram feitos de acordo com as recomendacdes
técnicas para a cultura (SOSBAI, 2018). Utilizou-se delineamento de blocos ao
acaso, com trés repeticdes, sendo cada repeticao formada por um balde com trés
plantas.

Para obtencdo de RNA foi utilizado o reagente PureLink™ Plant RNA
Reagent (Invitrogen™), de acordo com as recomendacfes do fabricante. A
guantidade e a pureza do RNA foi analisada em espectrofotometro (NanoVue™
Plus Spectrophotometer) e a integridade em eletroforese em gel de agarose.
Porteriormente, 1 ug de cada amostras de RNA foi submetida a digestdo de DNAs
contaminantes com o kit DNase I, Amplification Grade (Invitrogen™). Em seguida
a sintese de cDNA foi feita usando o kit SuperScript™ Il First-Strand Synthesis
System (Invitrogen™).

Foi acessado o banco de dados RAP-BD (Rice Annotation Project Database
- https://rapdb.dna.affrc.go.jp/) para obter a sequéncia da regido codificadora do
gene OsATG3a (0s01g0200000). Para o desenho dos iniciares (F:
CCCTTGTACGCTTCGTCTTC e R: ACCTTCTGCTTCACCTGCAT) foi utilizado o
programa Primer3Plus (https://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi) (UNTERGASSER et al. 2007). Os genes
AK059783 e 0Os06g0215200, previamente testados em estudos anteriores (JAIN
et al. 2006; NARSAI et al. 2010), foram selecionados como normalizadores. Para
determinar a eficiéncia e a especificidade dos iniciadores, foi utilizado um fator de
diluicdo 1:5, com quatro pontos, a partir de um pool de cDNAs. A andlise de
expressdo foi feita usando o kit SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems™), em equipamento de PCR em tempo real (Applied Biosystems™,
modelo 7500 Fast). Para cada repeticdo biologica foram feitas trés repeticbes
técnicas. O método 2724CT (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001) foi utilizado para os
célculos de quantificacdo relativa da expressdo. Os resultados foram
apresentados em graficos de barra.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O gene OsATG3a codifica uma das proteinas chave envolvida no processo
de autofagia (LUO et al. 2017). Para determinar se alteracdes da expressao do
gene OsATG3a eram decorrentes do estresse salino ou da idade da planta, foram
feitas coletas em ambas condi¢cbes, controle e estresse. De fato, foi possivel
observar que na condi¢do controle houve alteragdo na expressao do gene de
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acordo com o avanco do estédio reprodutivo (Figura 1). A autofagia atua de modo
basal e pode ser rapidamente induzida pela privacdo de nutrientes, estadio de
desenvolvimento e condi¢des estressantes (LUO et al. 2017; SU et al. 2020).
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Figura 1. Expresséao do gene OsATG3a em arroz da cultivar BRS Pampeira
submetida a salinidade (NaCl 150mM) no estadio R2. QR: quantificacao relativa,;
0d: R2 (imediatamente antes da inducéo do estresse salino); 3d C: 3 dias apds R2
no controle; 3d S: 3 dias apds R2 na salinidade; 6d C: 6 dias ap0s R2 no controle;
6d S: 6 dias apos R2 na salinidade. Os intervalos representam o erro padrao.

Quando a condicdo de salinidade é considerada, verifica-se maior acumulo
de transcritos do gene OsATG3a apos trés dias de estresse. Aos seis dias sob
salinidade, a expressao € similar a condi¢do controle nesse periodo (Figura 1). Ao
gue parece, esse gene € regulado na fase inicial do estresse. A associacao de
diferentes genes ATG com a resposta e tolerancia a salinidade ja foi demonstrada
em arroz, Arabidopsis, trigo, tabaco, pimenta e outras espécies modelo (LUO et
al. 2017). Nesse estudo fica evidente o envolvimento de OsATG3a na resposta ao
estresse salino em arroz.

A salinidade quando ocorre no estadio reprodutivo ocasiona a esterilidade de
espiguetas (SINGH et al. 2021), reduzindo a produtividade do arroz. A
manipulacdo de genes OsATG, especialmente OsATG3a, parece uma boa
estratégia para auxiliar o desenvolvimento de genotipos tolerantes. Isso porque,
além da autofagia estar envolvida na resposta e tolerancia a estresses (SU et al.
2020), também é necessaria para regulacdo metabodlica e fornecimento de
nutrientes nas anteras, além da degradacao dentro das células do tapete para o
desenvolvimento das anteras apds a meiose (YANG et al. 2021).

4. CONCLUSOES

O gene OsATG3a tem sua expressao aumentada em folhas de plantas de
arroz submetidas a salinidade no estadio reprodutivo. Aparentemente, OsATG3a
esta envolvido na resposta ao estresse salino, podendo ser alvo do melhoramento
de plantas.
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