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RESUMO

BENITEZ, Leticia Carvalho. Fisiologia do estresse salino em arroz:
Caracterizagdo da resposta bioquimica e molecular. 2012. 111f. Tese
(Doutorado) — Programa de Poés-Graduagdo em Fisiologia Vegetal.
Universidade Federal de Pelotas.

Nos sistemas agricolas, a produgdo €& severamente influenciada por condigdes
ambientais adversas, dentre as quais se destaca a salinidade. O objetivo deste
estudo foi avaliar respostas morfoldgicas, bioquimicas e moleculares
desencadeadas pela salinidade em plantas de arroz. Para atingir este objetivo foram
realizados quatro experimentos. No primeiro trabalho foi feita a caracterizagao
morfoldgica, para a tolerancia a salinidade, e os resultados submetidos a analises
multivariadas. No segundo experimento, foram quantificados os teores de prolina,
pigmentos fotossintéticos, proteinas totais, H,O,, MDA e a atividade de enzimas
antioxidantes. A analise da expressao génica diferencial de quatro genes envolvidos
na desintoxicagao/defesa celular e de transducéo de sinais, que compds o terceiro
experimento, foi avaliada em gendtipos com tolerancia contrastante ao sal. No ultimo
estudo, foram realizados alinhamentos entre a sequéncia de genes responsivos ao
sal e elementos de transposi¢ao (TEs) para verificar a distribuigcdo de tais elementos
na regiao génica, downstream e upstream destes genes e compara-la com o0s
demais genes do genoma. A partir dos resultados da anotagédo de TEs foi realizada
a andlise de distancia genética entre 30 gendtipos. Dentre os principais resultados
obtidos, os métodos agrupamento de Tocher e dispersao grafica das variaveis
candnicas separaram 0s genotipos em seis grupos distintos. Sob estresse salino, as
plantas de arroz, cultivar BRS Ligeirinho, mantiveram a sintese de pigmentos e

proteinas totais. Também foi observado aumento na sintese de prolina, H,O, e MDA,



além de queda na atividade das enzimas antioxidantes. Nas analises de expressao
diferencial foi observado aumento na expressao do gene SalT-Os01g034890 na
cultivar sensivel a salinidade. Comprovou-se, também, que existem mais copias de
TEs associadas a genes responsivos ao sal e que o sistema de marcadores utilizado
permitiu agrupar os 30 genoétipos em cinco grupos. Os resultados obtidos permitem
concluir que, sob estresse salino, as plantas de arroz apresentam respostas
diferenciais a nivel morfolégico, bioquimico e molecular, sendo estas respostas
dependentes do tempo, intensidade do estresse e composicdo genética das

cultivares.

Palavras-chave: Oryza sativa L. Salinidade. Anadlise multivariada. Enzimas
antioxidantes. Pigmentos fotossintéticos. Prolina. Expresséo diferencial. Elementos
de transposigao



ABSTRACT

BENITEZ, Leticia Carvalho. Physiology of salt stress in rice: characterization of
biochemical and molecular response. 2012. 111f. Thesis (PhD) — Graduation
Program in Vegetal Physiology at Federal University of Pelotas

In agricultural systems, production is hardly influenced by adverse environmental
conditions, including salinity. The objective of this study was to evaluate responses
morphological, biochemical and molecular triggered by salinity in rice plants. To
achieve this goal four experiments were conducted. In the first study was carried a
morphological characterization for salinity tolerance, and the results were analyzed
with multivariate analyzes. In the second experiment, we quantified the levels of
proline, photosynthetic pigments, protein, H,O,, MDA and antioxidant enzymes. The
differential expression of four genes involved in detoxification/cellular defense and
signal transduction, was evaluated in the third experiment, using genotypes with
contrast to salt tolerance. In the latter study, we performed alignments between the
sequence of salt responsive genes and transposable elements (TES) to investigate
the distribution of TEs in the transcript, downstream and upstream region of these
genes and compare it with all genes from genome. The results of annotating TEs
analysis was performed genetic distance among 30 genotypes. Among the main
results obtained, the methods Tocher grouping and graphic dispersion of the
canonical variables separated the genotypes into six distinct groups. Under salt
stress, rice plants, BRS Ligeirinho, maintained the synthesis of pigments and
proteins. We also observed increased synthesis of proline, H,O, and MDA, and
decrease in antioxidant enzyme activity. In the analysis of differential expression was
observed an increased expression of Os01g034890-Salt in salt sensitive cultivar. We

found more copies of TEs associated with the salt responsive genes and the



molecular marker system used allowed the separation of 30 genotypes in five
groups. The results indicate that under salt stress, rice plants have differential
responses at morphological, biochemical and molecular. These responses were

dependent of time and intensity of stress and genetic background of cultivars.

Key words: Oryza sativa L. Salinity. Multivariate analysis. Antioxidant enzymes.

Photosynthetic pigments. Proline. Differential expression. Transposable elements
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1. INTRODUGAO GERAL

Atualmente, a agricultura tem grandes e novos desafios, que serdo cada vez
maiores no decorrer dos proximos anos. Isso se deve ao fato de que a populagéo
mundial continuara crescendo até aproximadamente 2050, ano em que, segundo
previsbes da ONU, se estabilizara, atingindo o impressionante numero de 9,3
bilhbes de pessoas. Desta forma, os desafios a serem superados nas proximas
décadas, em razéo do crescimento populacional, sao varios e fortemente debatidos.
Um destes desafios sera a producdo de alimentos para atender a demanda
populacional. Para tanto, além de dedicacao, sera necessario muito conhecimento
cientifico que contribua para solucionar o principal desafio da humanidade: a
seguranga alimentar.

O Brasil figura entre os dez paises onde mais se produz arroz, sendo China e
india os maiores produtores. Responsavel por 2% da producdo mundial, o Brasil
ocupa a oitava posi¢cao e destaca-se por ser o Unico pais nao asiatico entre os
maiores produtores (FAO, 2009). A regido Sul do pais é responsavel por 72,54% da

produgao nacional de arroz e, o Estado do Rio Grande do Sul contribui com 63,95%
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desta producdo (CONAB, 2011). Diante destes dados, pesquisas cientificas com
este cereal sao justificadas tanto pelo impacto social quanto econémico da cultura.

A produtividade € o objetivo principal dos programas de melhoramento de
plantas, entretanto, caracteres como qualidade industrial e tolerancia/ resisténcia a
estresses biodticos e abidticos sdo fundamentais para o ganho genético na espécie.
As plantas, sob condi¢cdes naturais, estdo expostas a varios estresses ambientais
que afetam seu metabolismo desencadeando mudangas bioquimicas, celulares e
fisiolégicas com a finalidade de evita-los ou tolera-los. Seca, salinidade, baixas e
altas temperaturas, inundagao, poluentes e radiagcdo sao alguns dos fatores de
estresse mais importantes que limitam a produtividade das culturas. Dentre o0s
fatores abiodticos, a salinidade dos solos tem se constituido em um dos mais sérios
problemas para a agricultura irrigada em diversas partes do mundo. Segundo dados
da Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO, 2008),
aproximadamente 20% das terras cultivadas no mundo vém enfrentando problemas
de salinizacdo, enquanto no Brasil, a area afetada pela salinidade corresponde a 2%
da area total. No Estado do Rio Grande do Sul, maior produtor de arroz no Brasil,
aproximadamente 25% dos solos apresentam teores de salinidade limitantes ao
cultivo de arroz irrigado.

Na regido Sul e nas Planicies Costeiras do Rio Grande do Sul, a fonte mais
utilizada para irrigagcao € a Laguna dos Patos que, por ter ligagdo com o Oceano
Atlantico, sofre a sua influéncia, principalmente em épocas de baixa precipitagcao
pluvial e elevada demanda, tanto atmosférica quanto das préprias lavouras de arroz
do seu entorno. Os meses de novembro, dezembro, janeiro e fevereiro sdo os mais
guentes do ano e coincidem com o ciclo de irrigacdo dos arrozais (CARMONA,

2011)
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A tolerdncia do arroz a salinidade varia conforme o estadio de
desenvolvimento da cultura, sendo os periodos de plantula e reprodutivo os mais
criticos a salinidade da agua de irrigacao, enquanto que o maior nivel de tolerancia
se da durante a germinagéo, periodo em que o nivel critico de algumas variedades
pode chegar a até 24 dS m™ (DJARAGUIRAM et al., 2003). Quando em niveis acima
do toleravel, a salinidade ocasiona diminuicdo do perfilhamento e aumento da
esterilidade das espiguetas. Varios estudos, com diferentes genoétipos e em
diferentes ambientes e locais, demonstram uma relagao linear entre 0 aumento nos
niveis de salinidade e a diminuicdo do numero de perfilhos, além do aumento do
namero de perfilhos nao produtivos (CASTILHO et al., 2007). Outras consequéncias
do estresse por sal sao: alteragdo na disponibilidade hidrica, desequilibrio i6nico,
disturbios na integridade das membranas, alteragdes nos niveis de reguladores de
crescimento, bem como alteragdes nas atividades metabdlicas, incluindo a
fotossintese e o aumento da produgao de espécies reativas de oxigénio (ZHU 2001;
PANDA; KHAN 2009). Em plantas cultivadas sob estresse salino, também sao
observadas, mudancas na concentracao de carboidratos solUveis totais, fenois
totais, glicinabeitaina, prolina, clorofila e proteinas

O controle genético da tolerancia a salinidade é quantitativo, envolvendo uma
rede génica de varios locos distribuidos em diferentes regides do genoma do arroz,
0S quais, uma vez ativados, podem mitigar o efeito do estresse, levando a um
ajustamento celular e tolerancia da planta. Em estudos com arroz, muitos grupos de
pesquisa tém utilizado estratégias que possibilitam identificar um grande niumero de
genes expressos em resposta a diferentes condigdes de tratamento e/ou condigbes
de estresse, 0s quais estao depositados em bancos de dados publicos. Entretanto,

os resultados obtidos por sequenciamento e/ou microarranjos sao bastante amplos,
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sendo necessario que, dentro destes experimentos, alguns genes sejam

selecionados como “candidatos”, os quais devem ser validados em analises mais
pontuais para quantificar sua expresséo em resposta ao estresse.

Uma das grandes descobertas na area da genbémica estrutural de plantas &
gue o genoma dos vegetais € composto também por elementos transponiveis (TEs)
(FESCHOTTE et al.,, 2002) e que, em algumas espécies, como o trigo, estes
constituem mais de 70% do genoma nuclear (DEVOS et al., 2005). Em arroz, ja
foram encontradas a maioria das formas de TEs identificadas em plantas, como os
retrotransposon LTR (HIROCHIKA et al., 1996), LINE (KOMATSU et al., 2003) e
SINE (TSUCHIMOTO et al., 2008), transposons do tipo dTOK (MONN et al., 2006),
nDART (TSUGANE et al, 2006), mPing/Pong (JIANG et al., 2003), CACTA
(KANG;KANG, 2008) e hAT (MORENO et al., 2005), além de Tourist e Stowaway,
caracterizados por terem um tamanho menor e elevado numero de copias (OKI et
al., 2008). Apesar da contribuicdo consideravel dos TEs para a estrutura do
genoma, o0 seu papel na expressao de genes adjacentes ndo esta totalmente
compreendido, porém, sao apontados como possiveis elementos controladores do
silenciamento ou ativagao de genes vizinhos (Kashkush et al., 2003).

Diante da importancia social e econémica da cultura do arroz a nivel mundial
e para o Brasil, e sabendo-se que, muitas vezes as safras da cultura sao
prejudicadas pelo excesso de sal existente no solo e na agua de irrigacdo, bem
como pela falta de gendtipos tolerantes a esta condicdo ambiental, o objetivo deste
trabalho foi estudar respostas morfolégicas, bioquimcas e moleculares
desencadeadas pelo estresse salino, buscando informagdes que possam ser
utlizadas no auxilio a programas de melhoramento genético para a tolerancia a

salinidade.
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Analise multivariada da divergéncia genética de genétipos de
arroz sob estresse salino durante a fase vegetativa'

Multivariate analysis of genetic divergence of genotypes of rice
under salt stress during the vegetative phase

Leticia Carvalho Benitezz*, Isabel Corréa da Silva Rodriguesz, Luis Willian Pacheco Argez,
Marcia Vaz Ribeiro’ e Eugenia Jacira Bolacel Braga
Resumo - A salinidade, dos solos e da agua de irrigacdo, constitui fator limitante para o cultivo do arroz,
principalmente nos estagios iniciais do desenvolvimento e no periodo de floragédo. A utilizagdo de fontes de agua de
ma qualidade para irrigagao resulta no acumulo de sais no solo, causando toxicidade importante na cultura. Uma
solugdo para o problema seria a introdugao de variedades com tolerancia a salinidade elevada. Assim, objetivou-se
com este trabalho avaliar a divergéncia genética entre genétipos de arroz visando a sele¢ao de genoétipos tolerantes
a salinidade durante a fase vegetativa. Sementes de 10 genétipos de arroz foram cultivadas in vitro, em meio MS
acrescido de 0 e 136 mM de NaCl. Apdés 21 dias, foram avaliados seis caracteres morfolégicos e os resultados
submetidos a analises multivariadas. Os métodos de otimizagao de Tocher, baseado na distancia de Mahalanobis, e
a dispersao grafica das variaveis canonicas seguiram a mesma tendéncia de agrupamento dos genétipos, formando
seis grupos distintos. A caracteristica massa fresca da parte aérea foi a que mais contribuiu para a dissimilaridade
genética entre os genétipos, pelo método de Singh, enquanto as duas primeiras variaveis candnicas foram
suficientes para explicar 91,27% da variacdo observada. Nas condi¢gées experimentais testadas, os genétipos
apresentaram graus distintos de tolerancia a salinidade, sendo BRS Colosso, BRS Bojuru e BR IRGA 410,
pertencentes aos grupos trés e quatro, os que se mostraram mais tolerantes ao estresse salino e o genétipo Moti,

pertencente ao grupo dois, o que se mostrou mais sensivel.

Palavras-chave - Variaveis candnicas. Métodos de agrupamento. Oryza sativa L. Salinidade.

Abstract - Soil salinity is a limiting factor for rice cultivation, especially in the early stages of development and the
flowering period. The use of sources of poor quality water for irrigation results in the accumulation of salts in the
soil, causing major toxicity in culture. A solution to the problem would be the introduction of varieties with tolerance
to high salinity. Hus the aim of this work is to evaluate genetic divergence among rice genotypes, aiming at the
selection of genotypes tolerant to salinity during the vegetative phase. Seeds of 10 rice genotypes were grown in
vitro on MS medium supplemented with 0 and 136 mM NaCl. After 21 days, six morphological characters were
evaluated and the results subjected to multivariate analysis. The methods of Tocher, based on Mahalanobis
distance, and graphic dispersion of canonic variables followed the same pattern of clustering structure, forming six
groups. The characteristic of shoot fresh weight was the largest contributor to the genetic dissimilarity between
genotypes by the method of Singh, while the other two canonic variables were sufficient to account for 91.27% of
observed variation. Under the experimental conditions tested, the genotypes showed different degrees of salinity
tolerance, while Colossus BRS, BRS Bojuru and BR IRGA 410, belonging to the groups three and four, were those
who were more tolerant genotype and Moti, belonging to two what was more sensitive to salt stress.

Key words - Canonical variables. Cluster analysis. Oryza sativa L. Salinity.
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Introducgao

O arroz (Oryza sativa L.) é uma planta da familia
Poaceae, monocotiledonea da ordem Poales, cuja duragao
do ciclo da planta, de semente a semente, varia de 80 a 280
dias, dependendo da variedade (MARCONDES; GARCIA,
2009). Este cereal apresenta consideravel valor econémico,
sendo a principal fonte de alimentacao para dois tergos da
populagao
desenvolvimento sécio-econdmico. Os maiores produtores

mundial, com grande influéncia no
mundiais de arroz sdo China, india e Indonésia. No Brasil,
os maiores produtores nacionais sao o Rio Grande do Sul e
Santa Catarina, os quais produziram 69,8% da safra do

cereal no Pais em 2008 (CONAB, 2008).

No Rio Grande do Sul, o principal sistema de
irrigagdo da cultura do arroz é por inundagao, podendo
conduzir, com o tempo, a salinizagdo dos solos que
possuem drenagem inadequada, impedindo a remogao
do sal por lixiviagdo (MACEDO et al., 2010).

A salinidade dos solos e da agua de irrigagao é
considerada um dos principais fatores abidticos
responsavel pelo estresse nas plantas, causando danos
no metabolismo vegetal, reduzindo a produtividade
agricola e provocando efeitos deletérios em muitos
processos fisiolégicos (MUNNS, 2002).

O excesso de sais pode alterar tanto as
fungoes fisiolégicas quanto bioquimicas das plantas,
causando estresse osmoético, o que resulta em
disturbios das relagées hidricas, alteragbes na
absorgao e utilizagdo de nutrientes essenciais, além
do acumulo de ions toxicos (AMORIN et al., 2010).

No Brasil, cerca de quatro milhdes de hectares de
terras sao afetadas por sais, as quais proporcionam
baixa produtividade (SZABOLCS, 1989). No Rio Grande
do Sul, a ocorréncia solos salinos se restringe as areas
de influéncia de sedimentos marinhos e/ou de contato
com aguas salinas, sendo mais frequentes em areas
planas e na Planicie Costeira, além da regido da Laguna
dos Patos, Taim, Mangueira e Bojuru, situadas na regiao
Sul do Estado (BISSANI et al., 2008). Esta situagao faz
com que o uso de genétipos tolerantes a salinidade seja
fator importante a viabilidade de produgao de alimentos.

Na busca por cultivares superiores, a utilizagao
da variabilidade genética nos cruzamentos de grupos
geneticamente divergentes representa uma importante
estratégia para obter ganhos de selegdo. A importancia
da diversidade genética para o melhoramento reside no
fato de fornecer parametros para a identificacdo de
genotipos superiores, uma vez que a escolha de
genitores para formacao de populagdes segregantes é
uma das principais decisées que o melhorista precisa
tomar (BERTAN et al., 2006).

22

Neste contexto, a utilizagdo de técnicas
multivariadas é uma opgéao viavel para esta finalidade,
uma vez que permite miultiplas combinagcoes de
informagodes dentro da unidade experimental (MOREIRA
et al., 2009). Varios métodos multivariados podem ser
usados na predicdo da diversidade genética. Entre
essas técnicas, as mais empregadas sdo: a analise por
componentes principais, a analise por variaveis
candnicas e os métodos de agrupamento, cuja aplicagdao
depende da utilizagdo de uma medida de dissimilaridade
previamente estimada (OLIVEIRA et al., 2003). A escolha
baseia-se na precisdao desejada pelo pesquisador, bem
como na facilidade da analise e na forma como os dados
foram obtidos (BEZERRA NETO et al., 2010).

Varios trabalhos que avaliam a diversidade e a
divergéncia genética utilizando-se caracteres
morfoagronémicos e marcadores moleculares foram
realizados nos ultimos anos (BERTINI et al., 2010). Por
exemplo, Sudré et al. (2006) avaliaram a divergéncia
genética entre acessos de Capsicum spp. e verificaram a
eficiéncia da utilizagdao de variaveis multicategéricas na
discriminagdo de genodtipos. Coimbra et al. (2010),
trabalhando com analises multivariadas, realizaram a
caracterizagao e divergéncia genética de populagdes de
milho do Sudeste de Minas Gerais e, Bertini et al. (2010)
estudaram a divergéncia genética entre genétipos de
coentro.

Diante da importancia econdmica que a cultura
do arroz assume em ambito regional e nacional, a
avaliagdo da diversidade genética de populacées, para o
carater tolerancia a salinidade, permitira o conhecimento
das melhores combinagdes hibridas, viabilizando a
obtencdo de genétipos superiores nas geragoes
segregantes. Neste trabalho objetivou-se avaliar a
divergéncia genética, quanto a tolerancia ao sal, entre
genotipos de arroz, através de técnicas multivariadas.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de
Cultura de Tecidos pertencente ao Departamento de
Botanica, Instituto de Biologia da Universidade Federal de
Pelotas (UFPEL), localizado no municipio de Pelotas-RS.

Foram utilizados 10 genétipos de arroz (Oryza
sativa L.), sendo cinco pertencentes ao grupo indica
(BR IRGA416, BR IRGA 418, BR IRGA 417, BR IRGA
410, BR IRGA 409) e cinco, ao grupo japdnica (BRS
Colosso, Moti, Oro, BRS Bojuru e Talento).

Em camara de fluxo laminar, as sementes
foram colocadas para germinar em tubos de ensaio
contendo 5 mL de meio MS (MURASHIGE; SKOOG,
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1962), com metade da concentragao das fontes de sais,
suplementado com 20 g L" de sacarose, 100 mg L" de
mio-inositol e solidificado com a adigao de 6 g L'1 de
agar. As plantulas permaneceram em sala de
crescimento durante 21 dias, com um fotoperiodo de 16

. . 2 1
horas e densidade de fluxo luminoso de 25 2Zmolm “s .

Os tratamentos foram constituidos por duas
concentragées de NaCl acrescidos ao meio de cultura.
As concentragées utilizadas foram 0 (testemunha) e 136
mM (8 g L'1) de NaCl. Apos o preparo de cada meio o pH
destes foi ajustado para 5,8. Em seguida, os meios
foram distribuidos nos tubos de ensaio, os quais foram
fechados com algodao e aluminio e autoclavados a 121
°C, durante 20 minutos.

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado com cinco repeticbes por
tratamento, sendo cada uma delas representada por
cinco tubos, contendo uma semente cada. Apés 21 dias,
as plantulas foram avaliadas quanto as caracteristicas
morfolégicas: altura da parte aérea (cm), nimero de
folhas, comprimento da raiz (cm), niumero de raizes e
massa fresca da parte aérea e do sistema radicular
(g). Para esses caracteres foram realizados calculos
percentuais de desempenho relativo (aumento ou
redugao), considerando-se 100% o valor absoluto do
tratamento controle (0 mM de NaCl), com a finalidade
de observar o comportamento diferencial dos
genotipos frente ao estresse.

As medidas de dissimilaridade foram
determinadas segundo o modelo de analise
multivariada, permitindo a obtencao das matrizes de
dissimilaridade, de covariancia residual e das médias
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dos genotipos. Posteriormente, foram determinadas as
variaveis candénicas, conforme relatado por Rao (1952),
com o propésito de identificar genétipos similares em
grafico de disperséao bi ou tridimensional. Foi aplicado o
método de agrupamento de otimizagdo de Tocher
(CRUZ; CARNEIRO, 2003), utilizando a distancia
generalizada de Mahalanobis (Dz) como medida de
dissimilaridade. Utilizou-se, também, o critério de Singh
(1981) para quantificar a contribuigdo relativa dessas
caracteristicas para a divergéncia genética. As andlises
foram realizadas utilizando o programa computacional
Genes, versao 2007 (CRUZ, 2007).

Resultados e discussao

As medidas de dissimilaridade genética (TAB. 1),
estimadas a partir da distdncia de Mahalanobis (Dz),
apresentaram uma magnitude de 3,90 a 351,90, indicando a
presenca de ampla variabilidade genética para tolerancia
a salinidade entre os genétipos estudados.

A combinagado entre BRS Colosso e Moti foi a
mais divergente (D2 = 351,90), seguida pela combinagao
entre BRS Colosso e Talento (D2 = 309,84),
enquanto a menor distancia foi obtida entre os
genétipos BR IRGA 418 e Oro (D2 = 3,90), seguida
pelo par Moti e Talento (D2 =16,42). E interessante
salientar que entre as maiores distancias
encontradas, o genétipo Moti esteve presente em
praticamente todas as combinagdes, mostrando-
se um genétipo bastante divergente dos demais.

Tabela 1 - Matriz de dissimilaridade com base na distancia de Mahalanobis (Dz) entre 10 genétipos de arroz,

submetidos a concentragido de 136 mM NaCl

*Genotipos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 0
2 42,13 0
3 351,90 167,37 0
4 77,02 20,85 114,70 0
5 165,29 49,94 37,11 26,81 0
6 18,31 35,08 318,16 72,89 138,86 0
7 86,91 34,18 111,18 3,90 29,41 84,98 0
8 38,16 23,65 241,83 52,19 98,13 41,62 71,08 0
9 42,53 19,55 202,81 27,27 67,86 19,08 36,95 30,63 0
10 309,84 141,15 16,42 89,98 26,96 261,09 92,08 192,58 149,87 0

*(1) BRS Colosso, (2) BR IRGA 416, (3) Moti, (4) BR IRGA 418, (5) BR IRGA 417, (6) BR IRGA 410, (7) Oro, (8) BR IRGA 409, (9)

BRS Bojuru, (10) BRS Talento
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A técnica multivariada de quantificacdo da distancia
de Mahalanobis (Dz) permite quantificar a importancia
relativa de caracteres para a diversidade genética por meio
da avaliagao da contribuigdo destes para os valores de D2
Neste experimento, ao verificar a contribuicdo relativa de
cada variavel no tocante a dissimilaridade genética, foi
identificada variabilidade entre os caracteres analisados.

O parametro morfolégico que apresentou a maior
variagdo, por conseguinte, aquele que apresentou maior
contribuicdo para a divergéncia entre os genétipos foi
massa fresca da parte aérea, o qual contribuiu com 50,8%
para divergéncia total, enquanto que a varidvel massa
fresca do sistema radicular e numero de raizes contribuiram
juntas com 32,3% (TAB. 2). Estes resultados reforcam os
obtidos por Benitez et al. (2010), os quais, ao investigar a
contribuigao relativa de cada variavel para a dissimilaridade
genética entre gendtipos de arroz cultivados in vitro,
observaram que as variaveis massa fresca da parte aérea e
de raiz foram os caracteres morfolégicos que mais
contribuiram para a divergéncia entre os genétipos.

Assim, entre as caracteristicas estudadas,
estas sdao as mais eficientes para explicar a
dissimilaridade entre os genétipos, devendo ser
priorizadas em estudos de dissimilaridade cujo
objetivo seja verificar a tolerancia de genétipos de
arroz submetidos a salinidade em cultivo in vitro.

Tabela 2 - Contribuigdo relativa dos caracteres
morfolégicos para a dissimilaridade genética de 10
genotipos de arroz cultivados in vitro, em meio MS
acrescido de 136 mM NaCl, pelo método proposto por
SINGH (1981), em ordem crescente de importancia

A analise de agrupamento pelo método de
Tocher, baseada na matriz de Mahalanobis, separou
os 10 genétipos em seis grupos distintos (TAB. 3). A
formacao desses grupos representa uma valiosa
informagdo na escolha de genitores dentro de um
programa de melhoramento, pois, segundo Bertan et
al. (2006), as novas combinagoes hibridas a serem
estabelecidas devem ser embasadas na magnitude
de suas dissimilaridades.

Tabela 3 - Agrupamento baseado em caracteres
morfolégicos, pelo método de Tocher, de 10
genotipos de arroz cultivados in vitro, durante 21
dias, em meio MS, acrescido de 136 mM de NaCl

Grupos Genoétipos
BR IRGA 418; Oro
Moti; BRS Talento
BRS Colosso; BR IRGA 410
BR IRGA 416, BRS Bojuru
BR IRGA 409

BR IRGA 417

O A~ WODN -

Caracteres - Contribuicéao
)
Morfoldgicos Relativa (%)
Massa fresca
da parte aérea 2175,141809 50,8112
(9)
Massa fresca
do sistema 692,92746 16,1868
radicular (g)
Numero de 690,206907 16,1232
raiz
Comprimento
da raiz 336,401794 7,8583
principal (cm)
Numero de 230,182139 5,377
folhas
Altura (cm) 155,968502 3,6434

1a; I ” ea
Sj: contribuigédo da variavel x para o valor da distancia de
Mahalanobis entre os cultivares i e i’

O grupo 1 abrangeu 2 genétipos, BR IRGA 418 e
Oro, os quais apresentaram a menor dissimilaridade
encontrada na matriz de Mahalanobis, D2 = 3,90. Estes
genotipos apresentaram comportamento semelhante
para as variaveis massa fresca da parte aérea e do
sistema radicular. Para a primeira variavel foram
observadas reducées de 38% e 41%, para BR IRGA 418 e
Oro, respectivamente. No que diz respeito a massa
fresca do sistema radicular, BR IRGA 418 apresentou
reducdo de 46%, enquanto Oro apresentou a segunda
maior percentagem de redugdo, 54%, ficando atras
somente de Moti, com 59% (TAB. 4).

Os genoétipos Moti e BRS Talento formaram o
segundo grupo e apresentaram dissimilaridade
média de D” = 16,42. Ambos pertencem ao grupo
japonica e apresentaram comportamento semelhante
para os caracteres numero de raizes, massa fresca
da parte aérea e do sistema radicular, sendo
observados, no genétipo Moti, os maiores valores
percentuais de redugao para a maioria das variaveis.

O percentual de desempenho relativo observado
nos gendétipos IRGA 418, Oro e Moti, pertencentes aos
grupos 1 e 2, indicam sensibilidade destes genotipos ao
estresse salino e que os possiveis cruzamentos com
essas cultivares diminuem a possibilidade de obtengao
de genoétipos superiores.
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Tabela 4 - Percentual de desempenho relativo de 10 genétipos de arroz cultivados in vitro, durante 21 dias, em
meio MS, acrescido de 136 mM de NaCl quando comparados ao tratamento-controle (0 mM)

Desempenho Relativo (%)

s Altura----- ---N° Folhas--- -- Comp. Raiz-- ---- N° Raiz---- ----- MFPA----- - MFSR-----
Genétipos™*
0* 136 0* 136 0* 136 0* 136  0* 136 0* 136
1 780 -13 3,33 -5 451 +43 433 -13 0109 -21 0,051 -38
2 710 -39 540 -24 528 +29 5,67 -46 006 -31 0,049 -32
3 7,81 -34 456 -25 8,20 +20 578 -73 0129 -53 0,061 -59
4 10,23 -31 4,56 -24 503 +18 8,06 -17 0105 -38 0,048 -46
5 8,96 -30 4,67 15 519 +15 10,50 -51 0,087 -44 0,046 -46
6 7,32 13 422 +3 648 +9 472 -15 0,093 -29 0,041 -18
7 10,66 -12 4,22 -18 6,53 +32 5,11 -8 0150 -41 0,109 -54
8 833 -49 333 +15 5,70 -1 517 -41 0,097 -22 0,051 -43
9 9,86 -16 3,89 -11 7,14 -6 522 -14 0,084 -33 0,063 -27
10 814 -42 344 12 6,79 -21 578 -53 0,085 -52 0,047 -56

*Valor absoluto encontrado no tratamento controle. (+) Aumento e (-) reducao relativa, tomando como referencial o valor
absoluto do tratamento-controle (100%). **BRS Colosso (1), BR IRGA 416 (2), Moti (3), BR IRGA 418 (4), BR IRGA 417 (5), BR
IRGA 410 (6), Oro (7), BR IRGA 409 (8), BRS Bojuru (9), BRS Talento (10)

De acordo com Cruz e Regazzi (2004), deve-se evitar
a escolha de individuos de mesmo padrio de
dissimilaridade nos cruzamentos, de modo a néo restringir
a variabilidade genética e, assim, evitar reflexos negativos
nos ganhos a serem obtidos pela sele¢do. Desta forma, o
cruzamento entre os genoétipos Moti e Talento seria o menos
indicado para obtencdo de genétipos
salinidade, pois sabe-se que, as melhores combinagées
hibridas a
melhoramento devem envolver parentais tanto divergentes
como de elevada performance média.

tolerantes a

serem testadas em um programa de

No grupo trés foram inseridos os genoétipos BRS
Colosso e BR IRGA 410 que apresentam dissimilaridade
média de D? = 18,31. Nestes genétipos sdo observadas
algumas das melhores repostas para o desempenho relativo
referente aos caracteres altura, (13% de reducdo), numero
de folhas, nimero de raizes e massa fresca da parte aérea e
massa fresca do sistema radicular, indicando serem os mais
tolerantes a salinidade.

De acordo com o desempenho relativo frente ao
estresse, os genoétipos BRS Colosso, BRS Bojuru e BR
IRGA 410 apresentaram os melhores resultados, sendo,
portanto, os mais tolerantes a salinidade na concentragao
de 136 mM e, desta forma, os mais indicados para obtengao
de éxitos em cruzamentos que visem esse carater. Por outro
lado, Moti redugdes para os
caracteres numero de raiz e massa fresca da parte aérea e
do sistema radicular, mostrando-se um genétipo sensivel a
salinidade. para
combinagées hibridas, uma vez que a escolha dos

apresentou as maiores

Assim, seria o menos indicado

genétipos para novos cruzamentos devem ser
baseadas também no seu potencial agronémico.

No quarto grupo estdao BRS Bojuru e BR IRGA
416, com dissimilaridade média de D2 = 19,55. Os
genotipos BR IRGA 417 e BR IRGA 409 ficaram em
grupos separados e independentes, formando o
quinto e sexto grupo, respectivamente.

Como se pode observar, o método de
agrupamento de Tocher, aqui utilizado, foi eficiente em
discriminar as cultivares quanto a diversidade para
tolerancia ao sal, de forma que a cultivar mais tolerante
(BRS Colosso) e a mais sensivel (Moti) foram as mais
divergentes pela distiancia de Mahalanobis e agruparam-
se separadamente, enquanto as mais similares, BR IRGA
418 e Oro, permaneceram no mesmo grupo.

A importancia relativa das variaveis canénicas foi
medida pela percentagem de seus autovalores
(variancias) em relagao ao total dos autovalores, ou seja,
é a porcentagem da variancia total que elas explicam. Os
valores da analise de variaveis candnicas, obtidos da
matriz de correlagdo dos caracteres avaliados,
revelaram que as duas primeiras variaveis canénicas
foram suficientes para explicar 91,27% da variagao
observada. A primeira variavel canénica absorveu
84,58% da variagao obtida, tendo sido as caracteristicas
com maior contribuicdo as massas frescas da parte
aérea e do sistema radicular, e as variaveis que menos
contribuiram, a altura da parte aérea e comprimento de
raiz. A segunda variavel candénica absorveu 6,69% da
variagao entre os genétipos e os caracteres de maior
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peso foram comprimento de raiz e numero de
raizes (TAB. 5).

As importancias relativas dos caracteres
morfolégicos nas variaveis candnicas podem ser
conferidas na Tabela 6. Quanto maior o valor, maior
peso tem a caracteristica naquela variavel canoénica.

Conforme Cruz et al. (2004), para uma interpretacao
satisfatéria da variabilidade encontrada entre os genétipos
é necessario que as duas primeiras variaveis candnicas
permitam estimativas minimas de 80% da variagdo total
contida no conjunto de caracteres. Devido ao fato das duas
primeiras variaveis canénicas terem explicado mais de 80%
da variancia total de caracteres analisados (91,27% da
variancia total acumulada) é possivel explicar de maneira
satisfatéria a variabilidade manifestada entre os genétipos
considerados nesta avaliagao, permitindo representa-las em
um grafico de dispersao bidimensional.

A Figura 1 representa a dispersao grafica no espago
bidimensional dos 10 genoétipos em estudo, utilizando-se a
primeira e a segunda variaveis canonicas.

Os grupos formados por meio da dispersao grafica
dos escores (FIG. 1) seguem a mesma tendéncia dos grupos
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Figura 1 - Grafico de dispersio de 10 genédtipos de arroz
cultivados in vitro em relagao aos escores das duas primeiras
variaveis canodnicas (VC1 e VC2). BRS Colosso (1), BR IRGA 416
(2), Moti (3), BR IRGA 418 (4), BR IRGA 417 (5), BR IRGA 410 (6),
Oro (7), BR IRGA 409 (8), BRS Bojuru (9), BRS Talento (10).

obtidos pelo método de otimizagdo de Tocher (TAB. 3),
fortalecendo, desta forma, os dados obtidos pela técnica de
agrupamento e pela matriz de dissimilaridade.

Tabela 5 - Variancias, variancias percentuais e acumulada das variaveis canénicas obtidas de 10 genétipos de
arroz cultivados in vitro, em meio MS, acrescido de 136 mM de NaCl

Variaveis Candnicas Variancia
Autovalores Percentual Percentual Acumulado
1 40,230859 84,581226 84,581226
2 3,184731 6,695567 91,276793
3 2,375844 4,994967 96,27176
4 1,388153 2,918449 99,190209
5 0,285823 0,600913 99,791121
6 0,099353 0,208879 100,0
Tabela 6 - Importancia relativa dos caracteres morfolégicos em cada variavel candnica
Variavel Canénica (VC) Caracteres Morfolégicos*
AP NF CR NR MFPA MFR
VC1 0,2823 0,6526 0,4727 0,6458 1,0375 0,7612
VC 2 0,0750 -0,2896 0,6708 0,6297 -0,2798 -0,0928
VC3 0,5926 0,0772 -0,3971 0,0971 -0,3066 0,6144
VC 4 0,2548 0,1577 0,6491 -0,5631 -0,1659 0,6690
VC5 0,8451 0,4074 -0,1741 -0,3539 0,1102 -0,3344
VC 6 -0,2536 0,8405 0,3106 0,2176 -0,2595 0,1084

* AP (altura da parte aérea), NF (nimero de folhas), CR (comprimento de raiz), NR (numero de raiz), MFPA (massa fresca da

parte aérea), MFR (massa fresca de raiz)
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Assim como neste trabalho, iniimeros outros, com
diferentes espécies, ttm comprovado que a analise da
divergéncia  genética procedimentos
multivariados, como a generalizada de
Mahalanobis, o método de agrupamento de otimizacdo de
Tocher e a dispersdo grafica das variaveis candnicas,

através de
distancia

concordantes entre si, é eficiente na discriminagdo de
genoétipos. Ao avaliar a divergéncia genética entre acessos
de Capsicum spp., Sudré et al. (2006) confirmaram a
eficiéncia de analises
variabilidade genética entre os diferentes acessos; Coimbra
et al. (2010) realizaram a caracterizagcdo e divergéncia
genética de populagdes de milho do Sudeste de Minas
Gerais e Bertini et al. (2010), estudando a divergéncia

multivariadas na analise da

genética entre genétipos de coentro, também obtiveram
multicategoéricas na
discriminagao de genétipos, bem como Campos et al. (2010)
ao quantificar a divergéncia genética entre acessos de
mandioca. Estas evidéncias experimentais comprovam que
as analises multivariadas sao eficientes para discriminar os
individuos, geneticamente, permitindo agrupa-los de tal

sucesso ao utilizar variaveis

forma que exista homogeneidade dentro do grupo e
heterogeneidade entre grupos.

Conclusao

Os métodos de otimizagcdao de Tocher e dispersao
grafica das variaveis candnicas sdo concordantes entre si,
seguindo a mesma tendéncia de agrupamento dos
genoétipos. As caracteristicas massa fresca da parte aérea,
massa fresca de raiz e nimero de raizes sdo as que mais
contribuem para genética,
variabilidade para tolerancia a salinidade entre os 10
genoétipos de arroz testados. Os genétipos BRS Colosso,
BRS Bojuru e BR IRGA 410 sdo os mais promissores para

dissimilaridade existindo

cruzamentos e obtencdo de progénies superiores quanto a
tolerancia ao sal, enquanto o genoétipo Moti é o menos
indicado por apresentar sensibilidade ao excesso de sal.
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Alteragoes bioquimicas e no mecanismo antioxidante de plantas de arroz sob

estresse salino

Resumo

Nos sistemas agricolas, a producao pode ser severamente influenciada por condi¢oes
ambientais adversas, levando a perdas na produtividade. A salinidade é um dos
principais fatores ambientais limitantes ao crescimento e produtividade das culturas. O
objetivo do presente estudo foi investigar possiveis alteragbes no metabolismo de
plantas de arroz (Oryza sativa L.) quando expostas a altas concentra¢des salinas.
Sementes da cultivar BRS Ligeirinho foram semeadas e as plantas cultivadas em casa
de vegetagdo. A partir dos 14 dias, apos a semeadura, as plantas foram irrigadas,
alternadamente, com solugao nutritiva e agua contendo zero, 150 e 300 mM de NaCl.
Apos 30 dias, foram coletadas folhas e raizes para as analises do teor de prolina,
pigmentos fotossintéticos, proteinas totais, perdxido de hidrogénio, peroxidagéo
lipidica e atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e ascorbato peroxidase (APX). Os resultados obtidos mostraram que os efeitos
da salinidade foram mais expressivos nas folhas em relacdo as raizes. Houve
aumento gradual no teor de prolina, proteinas, peréxido de hidrogénio e peroxidagéo
lipidica com o aumento da concentragao salina na agua de irrigagcdo. Os pigmentos
fotossintéticos tiveram aumento em sua sintese até a concentracdo de 150 mM de
NaCl, enquanto que as enzimas antioxidantes apresentaram queda na sua atividade.
Os resultados sugerem que a prolina pode ter atuado como mecanismo de protecéo
contra a degradacao de proteinas e os carotenoides protetores de clorofilas. Por outro
lado, frente a baixa atividade das enzimas antioxidantes, a maior parte do H,O,

produzido foi preferencialmente direcionada a peroxidacao lipidica.

Palavras-chave: Oryza sativa L., salinidade, estresse oxidativo, espécies reativas de

oxigénio, peroxidacao lipidica
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Introducgao

O arroz (Oryza sativa L.) é considerado um dos cereais mais produzidos e
consumidos no mundo. Servindo de alimento basico para cerca de 3 bilhdes de
pessoas destaca-se por seu excelente balanceamento nutricional, fornecendo 20% da
energia e 15% da proteina necessaria a dieta humana.

Nos sistemas agricolas, a producao é severamente influenciada por condi¢cdes
ambientais adversas, que causam grandes perdas na produtividade. Este cenario
encontra-se agravado pelo aumento na erosao e degradagéo dos solos, associado a
crescente demanda alimentar causada pelo aumento da populagdo mundial (Menezes-
Benavente et al. 2004). Dentre os fatores ambientais, a salinidade, seca e baixa
temperatura, sdao os maiores limitantes para a produgdo de arroz. Tais estresses
abidticos provocam uma série de mudangas morfologicas, fisioldgicas, bioquimicas e
moleculares, que reagem com seu potencial genético, limitando seu crescimento,
reproducéo e produtividade (Mahajan e Tuteja 2006).

O estresse salino, causado, principalmente, pelo acumulo de cloreto de sodio
(NaCl) é um problema para a agricultura em todo o mundo, sendo mais severo nas
regides aridas e semiaridas, onde as elevadas taxas evapotranspiratérias e as baixas
precipitagdes pluviométricas, associadas ao manejo inadequado do solo e da agua,
tém contribuido para o surgimento de solos salinizados (Zhu 2001). Segundo dados da
Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO 2008),
aproximadamente 20% das terras cultivadas no mundo vém enfrentando problemas de
salinizagdo, enquanto no Brasil, a area afetada pela salinidade corresponde a 2% da
area total. No Estado do Rio Grande do Sul, maior produtor de arroz no Brasil,
aproximadamente 25% dos solos apresenta teores de salinidade limitantes ao cultivo
de arroz irrigado.

Altas concentragbes de sal promovem a reducdo no crescimento e
desenvolvimento das plantas, decorrente de seus efeitos osmoticos, toxicos e
nutricionais (Munns 2002). A salinidade altera a disponibilidade hidrica, ja que os sais
soluveis presentes em excesso no solo aumentam a retengdo de solutos na agua do
solo, reduzindo, desta forma, a agua disponivel para a planta. O desequilibrio ibnico,
causado pelo acimulo de ions toxicos como Na” e CI" e a deplegdo de ions como K* e
Ca®*, também ¢é um efeito direto da salinidade (Sumithra et al. 2006). Outras
consequéncias do estresse por sal sdo: disturbios na integridade das membranas,
alteragdes nos niveis de reguladores de crescimento, bem como alteragbes nas
atividades metabdlicas, incluindo a fotossintese e o aumento da produgao de espécies
reativas de oxigénio (Zhu 2001; Panda e Khan 2009). Outras alteragbes bioquimicas

também sdo observadas em plantas cultivadas sob estresse salino, como por
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exemplo, mudangas na concentracao de carboidratos sollveis totais, fendis totais,
glicinabeitaina, prolina (Lacerda et al. 2001; Ashraf e Foolad 2007), clorofila (Netono et
al. 2004) e proteinas totais (Lunde et al. 2007).

Em situacbes de estresse abidtico, principalmente hidrico e salino, podem
ocorrer alteragdes nos teores de prolina nas plantas. Estas alteragbes variam de
espécie para espécie e podem apresentar valores 100 vezes maiores em plantas
estressadas (Verbruggen e Hermans 2008). Sob estresse osmotico, a prolina atua
como um osmorregulador e osmoprotetor, auxiliando no equilibrio redox dentro da
célula, além de ser uma excelente fonte de carbono e nitrogénio. Tem sido proposto
gue a prolina pode contribuir, também, para a estabilizacdo da estrutura de proteinas,
controle das espécies reativas de oxigénio (ERO) e como sinalizador para respostas
adaptativas (Maggio et al. 2002).

Em plantas superiores, 0s principais pigmentos fotossintéticos séo as clorofilas
e o0s carotenoides. Os carotenoides estdo presentes nos cloroplastos sempre
acompanhando as clorofilas e atuando no combate aos radicais livres. Dependendo da
espécie em estudo, cultivar, tempo de exposicdo e concentracdo de sal existente, a
salinidade pode afetar a atividade fotossintética, através da diminuicdo da sintese ou
degradagao de clorofila (Santos 2004). Além disso, o acumulo de cloreto de sodio
(NaCl) nos tecidos promove reducao nos processos de sintese de ATP acoplada a
fase fotoquimica da fotossintese, além de promover alteragbes no processo
respiratorio, assimilagcao do nitrogénio e metabolismo de proteinas (Munns 2002).

Nos ultimos anos, tem-se dado especial atengcédo aos danos celulares causados
pelo acumulo de ERO sob condigoes de estresse (Blokhina et al. 2003). Estes
radicais, quando produzidos em excesso, podem ser destrutivos para a célula ao
reagir com os acidos graxos insaturados dos fosfolipideos de membranas, alterando a
sua funcionalidade e promovendo a peroxidagao de lipidios. Algumas das enzimas
antioxidantes envolvidas na eliminagcdo das ERO em plantas sdo a Superoxido
Dismutase (SOD), Ascorbato Peroxidase (APX), Glutationa Peroxidase (GPX),
Catalase (CAT), Monodesidroascorbato Redutase (MDHAR), Desidroascorbato
Redutase (DHAR) e a Glutationa Redutase (GR) (Scandalios 2005). Ao lado de outros
mecanismos fisiolégicos, a eficiéncia do sistema antioxidante aumenta a capacidade
de tolerdncia da planta, devido a diminuicdo dos efeitos causados pelas ERO
(Giannakoula et al. 2010).

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi investigar a resposta de plantas
de arroz (O. sativa subespécie indica) expostas a altas concentragdes de NaCl, tendo
em vista as alteragdes no teor de prolina, proteinas totais, pigmentos fotossintéticos e

Nno mecanismo antioxidante.
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Material e Métodos
Material vegetal e condi¢des de cultivo

Sementes de arroz (Oryza sativa L), da cultivar BRS Ligeirinho (subespécie
indica), foram semeadas em vasos plasticos com capacidade de 2 litros, perfurados na
base para garantir a perfeita percolagdo da agua. Como substrato, foi utilizado areia
previamente lavada com agua e acido cloridrico 1%.

As plantas foram cultivadas em casa de vegetagcdo com umidade relativa do ar
de 70%, temperatura de 25+2°C e irrigagdo diaria, alternada com agua e solugao
nutritiva de Hoagland e Arnon (1938). Aos 14 dias apds a semeadura a irrigacao
passou a ser realizada, alternadamente, com solugao nutritiva e agua contendo NacCl
nas concentragoes de: zero, 150 e 300 mM, sendo aplicados 100 mL de solugao salina
em cada vaso. Apos 30 dias de imposicao dos tratamentos, foram coletadas folhas e

raizes para as analises.

Delineamento experimental

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente ao acaso, com cinco
repeticdes/tratamento para analises de pigmentos e prolina e trés repeticbes para as
demais analises. Cada repeticao foi representada por 1 vaso contendo 10 plantas. Os
dados foram submetidos a analise da variancia, para testar as fontes de variacao
(tecido x concentragdo de NaCl) e suas possiveis interagbes. Foram considerados
significativos os resultados onde P < 0,05, sendo os valores médios comparados pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para as analises foi utilizado o software

estatistico WinStat (Machado e Conceigao 2002).

Quantificagao do teor de prolina, pigmentos fotossintéticos, H,O, e peroxidagao
lipidica

Para a determinagéo do teor de prolina foi utilizada a metodologia descrita por
Bates et al. (1973), com algumas modificagbes. Aproximadamente 1,5 g de tecido
foliar foram homogeneizados em almofariz de porcelana com 10 mL de solugao
aquosa de acido sulfossalicilico 3% (p/v) e, em seguida, centrifugados a 4000 rpm por
20 minutos. Em tubos de ensaio, adicionou-se 1 mL do sobrenadante e 1 mL de
ninhidrina acida, os quais foram mantidos em banho-maria fervente por 60 minutos.
Apds o resfriamento em banho de gelo, foram adicionados 4 mL de tolueno e as
amostras agitadas vigorosamente. Ao atingir a temperatura ambiente, as leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro a 520 nm, sendo utilizado tolueno como branco. As
absorbéancias obtidas foram comparadas com a curva padrdao de prolina e os

resultados expressos em umol prolina g* MF (massa fresca).
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Os pigmentos fotossintetizantes foram extraidos de 200 mg de folhas
maceradas até homogeneizacdo completa em acetona 80% e quantificados em
espectrofotdbmetro, de acordo com a metodologia de Lichtenthaler (1987). Os teores de
clorofila a (chla), clorofila b (chlb), clorofila total (chlf) e carotenoides totais foram
expressos em ug mg™* MF. A partir dos valores obtidos para clorofilas a e b, calculou-
se a razao clorofila a/b.

O conteudo de peroxido de hidrogénio (H,O,) foi mensurado de acordo com a
metodologia proposta por Sinha et al. (2005). Foram utilizados 200 mg de tecido foliar
e radicular, macerados, separadamente, em solu¢do de 0,1% (p/v) de acido
tricloroacético (TCA), sendo o homogeneizado centrifugado a 12.000 g durante 15
minutos a 4°C. Posteriormente, foram coletados 0,5 mL do sobrenadante, aos quais se
adicionaram 0,5 mL de tampao, composto por fosfato de potassio 10 mM (pH 7,0) e 1
mL de iodeto de potassio (KI) 1 M. As leituras de absorbancia foram realizadas em
espectrofotbmetro a 390 nm e o conteudo de H,O, foi calculado comparando as
leituras obtidas com a curva padréo de H,0O,, expressos em pumol H,O, g'l MF.

A peroxidagao lipidica foi determinada por meio da quantificagdo de espécies
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), conforme descrito por Buege e Aust (1978).
Cerca de 200 mg de tecido vegetal (folha e raiz) foram macerados em N, liquido
acrescido de 20% de polivinilpolipirrolidona (PVPP) e homogeneizados em acido
tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v). As amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 10
minutos. Uma aliquota de 250 pL do sobrenadante foi adicionada a 1 mL do meio de
reacao: 0,5% (p/v) de TBA e 10% (p/v) de TCA. A mistura foi incubada a 95°C durante
30 minutos. Posteriormente, a reacgao foi interrompida por resfriamento em gelo e as
leituras determinadas em espectrofotbmetro a 535 nm e 600 nm. O TBA forma
complexos com o malondialdeido (MDA), produto secundario do processo de
peroxidagao. A concentracdo do complexo MDA/TBA foi calculada e a peroxidagao

expressa em nmol MDA g™* MF.

Analises enzimaticas

Amostras de folhas e raizes (200 mg) foram maceradas em N, liquido
acrescido de 50% de polivinilpolipirrolidona (PVPP) e homogeneizadas em 1,5 mL do
tampéao de extracao: fosfato de potassio 100 mM (pH 7,8), acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) 0,1 mM e acido ascorbico 10 mM. O homogeneizado foi centrifugado a
13.000 g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante coletado para a determinagado da
atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato

peroxidase (APX). As proteinas totais foram eluidas com o mesmo tampédo e sua
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quantificagdo determinada pelo método de Bradford (1976). Os valores referentes ao
teor de proteinas totais foram expressos em mg proteina g* MF.

A atividade da superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi avaliada pela
capacidade da enzima em inibir a fotorredugdo do azul de nitrotetrazdlio (NBT) em um
meio de reagdo contendo: fosfato de potassio 100 mM (pH 7,8), metionina 14 mM,
EDTA 0,1 uyM, NBT 75 pM e riboflavina 2 uyM (Giannopolitis e Reis 1977). Os tubos
com o meio de reacdo e as amostras foram iluminados por 7 minutos com lampada
fluorescente de 20 W. Como controle, 0 mesmo meio de reagao, sem a amostra, foi
iluminado nas mesmas condi¢des, enquanto o branco foi mantido no escuro. As
leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 560 nm, onde uma unidade de SOD
foi considerada a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorredugéo do
NBT nas condigbes experimentais. A atividade da SOD foi expressa em U mg™
proteina.

Para determinacdo da atividade da enzima catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi
utilizada a metodologia descrita por Azevedo et al. (1998), com algumas modifica¢des.
Sua atividade foi monitorada, em espectrofotdmetro, pela degradacao do H,O, a 240
nm por 2 minutos, em um meio de reagdo contendo tampéo fosfato de potassio 100
mM (pH 7,0), 12,5 mM de H,0, e 50 pL de extrato vegetal, incubado a 28°C. Como
branco foi utilizado o mesmo meio de reagéao livre de extrato vegetal. A atividade da
enzima CAT foi expressa em pmol H,0, min™ mg™ proteina.

A atividade da ascorbato peroxidase (APX, EC 1.1.11.1) foi determinada
segundo Nakano e Asada (1981), monitorando-se a taxa de oxidagc&o do ascorbato a
290 nm. O meio de reagao foi incubado a 28°C sendo composto de tampéo fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,0), acido ascoérbico 0,5 mM e H,O, 0,1 mM. O decréscimo na
absorbancia foi monitorado por 2 minutos, a partir do inicio da reacéo e a atividade da

APX expressa em mmol ASA min™ mg™ proteina.

Resultados
Alteragoes nos teores de pigmentos fotossintéticos, prolina, proteinas totais,
H,0,e MDA

A analise de variancia, para os pigmentos fotossintéticos, constatou que os
teores médios de clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotenoides totais diferiram
significativamente (P < 0,05) entre as concentra¢des de NaCl testadas, enquanto que,
a razéao clorofila a/b nao variou em fungdo da presencga de sal na agua de irrigagao.

Na concentracdo de 150 mM de sal, a sintese de clorofila a, b e total,
aumentou em 1,5; 1,6 e 1,5 vezes, respectivamente, em relagdo ao controle. Na

concentracdo de 300 mM, a sintese de clorofilas foi inferior a observada na
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concentracao de 150 mM, porém, os valores médios ainda foram superiores aos
encontrados no tratamento controle, embora n&o diferindo significativamente (Fig. 1a,
b, c). Estes resultados permitem inferir que as plantas de arroz conservaram sua
capacidade de sintese de clorofilas sob estresse salino, as quais sdo constantemente
degradadas e sintetizadas ao longo do ciclo das plantas. Como observado, os teores
de clorofila a e b seguiram a mesma tendéncia de resposta, a qual, possivelmente
tenha contribuido para que ndo houvesse diferenca na razéo clorofila a/b (dados nao
apresentados). O teor de carotenoides totais, em funcao da concentracao de NaCl,
apresentou tendéncia similar ao das clorofilas, com a maior sintese sendo expressa no
tratamento com 150 mM de NaCl, cujo aumento foi de 1,3 vezes em relagdo ao
controle. Na concentragédo de 300 mM o teor de carotenoides totais diminuiu, porém
sendo superior ao do tratamento controle (Fig. 1d).

Os efeitos da salinidade, em termos gerais, foram mais expressivos para 0s
teores de prolina, onde houve diferenga significativa (P < 0,05) entre todos os
tratamentos. As plantas irrigadas com &agua na presenga de NaCl tiveram maior
acumulo de prolina em suas folhas que as plantas controle, sendo observados
acréscimos graduais na ordem de 4,3 e 12,3 vezes superior para os tratamentos com
150 e 300 mM de NacCl, respectivamente, em relagédo as plantas ndo estressadas (Fig.
2a). No que se refere as proteinas totais, houve aumento gradual de proteinas com o
aumento do estresse salino, tanto nas folhas quanto nas raizes. Para esta variavel-
resposta houve interagéo significativa (P < 0,05) entre as fontes de variagao (tecidos x
concentragdes de NaCl). Nas folhas, o aumento no teor de proteinas foi significativo,
havendo diferenca entre as concentragcoes de 150 mM e 300 mM de NaCl em relagéo
ao controle, porém, ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos para as
raizes. Na concentragao de 300 mM se observaram os maiores teores de proteinas,
13,75 e 2,55 mg proteina g'l MF, na folha e na raiz, correspondendo a um aumento de
54% e 33%, respectivamente, em relagdo as plantas controle (Fig. 2b).

A analise de variancia detectou efeito significativo na interagéo testada entre os
fatores para a quantificacdo de H,O,. Embora os resultados tenham mostrado que,
tanto nas folhas quanto nas raizes houve maior produgcéo de H,O, em condi¢des de
estresse salino, estas variagdes foram significativas somente nas folhas. Neste tecido,
0 conteudo de H,O, aumentou paralelamente ao acréscimo de sal na agua de
irrigacdo, sendo 1,2 e 1,3 vezes maior nas concentragdes de 150 e 300 mM de NaCl,
respectivamente, quando comparado ao tratamento controle, apés 30 dias de
exposicao ao estresse (Fig. 2c).

O acumulo de espécies reativas de oxigénio (ERO), aqui representadas pelos

niveis de H,O,, pode causar danos as membranas celulares, prejudicando sua fungao
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e integridade, muitas vezes com danos irreversiveis para o funcionamento celular.
Neste trabalho, os danos causados pela salinidade as membranas celulares foram
evidentes, devido ao aumento no conteudo celular de malondialdeido (MDA), produto
secundario do processo de peroxidagdo. Houve efeito significativo da interagdo entre
os fatores testados. As folhas das plantas tratadas com 150 e 300 mM apresentaram,
respectivamente, aumento significativo de 1,5 e 1,7 vezes no conteiudo de MDA em
relacdo as plantas controle. Nas raizes, assim como observado para o contetudo de
H,O,, os valores de peroxidacdo n&o variaram, indicando que, para a cultivar
estudada, o efeito na peroxidacgéo lipidica foi mais severo nas folhas (Fig. 2d).
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Fig.1 Teores de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total (C) e carotenodides totais (D), em
plantas de arroz, cultivar BRS Ligeirinho, submetidas a diferentes concentracdes de NaCl
durante 30 dias. Tratamentos com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey a 5%. Barras verticais indicam o erro padréo (EP) médio de cinco repeticdes
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Fig.2 Conteudo de prolina (A), proteinas totais (B), conteudo de peréxido de hidrogénio (H,O,)
(C) e malondialdeido (MDA) (D) em plantas de arroz, cultivar BRS Ligeirinho, submetidas a
diferentes concentragdes de NaCl durante 30 dias. Letras iguais n&do diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey a 5%, sendo que letras minusculas comparam os diferentes
tecidos dentro de cada concentragcdo e letras mailsculas comparam tecidos iguais nas
diferentes concentragdes de NaCl. Barras verticais indicam o erro padrdo (EP) médio de cinco
repeticoes para prolina e trés repeticbes para as demais variaveis.

Atividade das enzimas SOD, CAT e APX

Para a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD), houve interagdo
significativa (P < 0,05) entre as fontes de variagdo testadas. Para esta enzima, foi
observada redugdo em sua atividade com o aumento da concentragdo de NaCl. Nas
folhas, esta diminuigdo foi de 36% com diferenga significativa entre as concentrages
de 0 e 300 mM. Nas raizes, foi observada redugdo de 24%, porém, seus valores
médios nao diferiram significativamente entre si (Fig 4a).

A atividade das enzimas catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) nas
folhas e raizes das plantas de arroz seguiu a mesma tendéncia de reducao observada
na SOD, havendo efeito significativo da interacdo entre os fatores testados. Nas
folhas, a CAT apresentou diminuicdo em sua atividade de 22% e 33% nas
concentragdes de 150 e 300 mM, respectivamente, em relagdo ao tratamento controle,

sendo essa variacao significativa entre as concentragdes testadas. Por outro lado, no
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sistema radicular, esta mesma enzima apresentou uma pequena queda, de
aproximadamente 6% em sua atividade nas plantas tratadas com 150 mM de NaCl,
guando comparadas ao controle, voltando a apresentar incremento para a
concentracao maxima testada (300 mM), onde seu valor médio de atividade igualou-se
ao controle (Fig 4b).

Para a APX, também foi observada diminuicdo na atividade enzimatica nas
folhas, porém esta foi menos acentuada em relagdo a atividade da CAT. As plantas
submetidas a salinidade nas concentragdes de 150 e 300 mM de NaCl apresentaram
respectivas diminuicdes de 2% e 15% na atividade da APX, quando comparadas as
plantas controle (0 mM), onde os tratamentos com 0 e 150 mM de NaCl, diferiram
significativamente do tratamento com 300 mM. No sistema radicular, foi observada
ligeira tendéncia de diminuicdo na atividade da APX, no entanto, estas diferengas nao

foram significativas (Fig 4c).
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Fig.4 Atividade especifica das enzimas SOD (A), CAT (B) e APX (C), em plantas de arroz,
cultivar BRS Ligeirinho, submetidas a diferentes concentra¢des de NaCl durante 30 dias. Letras
iguais nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5%, sendo que letras
minusculas comparam os diferentes tecidos dentro de cada concentragéo e letras maiusculas
comparam tecidos iguais nas diferentes concentra¢des de NaCl. Barras verticais indicam o erro
padrao (EP) médio de trés repeticdes
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Discusséo

Biologicamente, o estresse é considerado em desvio significativo das
condicbes ideais em que as plantas sdo cultivadas, impedindo-as de expressar
plenamente o seu potencial genético de crescimento, desenvolvimento e reproducéo
(Shafi-ur-Rehman et al. 2005).

Por serem de natureza seéssil, ao longo da evolucao, as plantas desenvolveram
sofisticados mecanismos que permitem perceber as condicbes adversas.
Primeiramente, o sinal é percebido na membrana plasmatica por receptores e,
posteriormente, transmitido para o interior da célula, resultando na ativagdo de varios
mecanismos para a tolerancia ao estresse (Vashisht e Tuteja 2006). A resposta das
plantas sob condigbes de salinidade € um fenémeno extremamente complexo,
envolvendo alteragdes morfoldgicas e de crescimento, além de processos fisioldgicos
e bioquimicos, dentre as quais se destaca a capacidade fotossintética.

As clorofilas s&o os pigmentos naturais mais abundantes nas plantas, comuns
em todas as células fotossintéticas. Os pigmentos envolvidos na fotossintese sao as
clorofilas a e b e os carotenoides. No presente trabalho, as plantas conservaram sua
capacidade de sintese de clorofilas sob estresse salino, sendo observados aumentos
de clorofila a, clorofila b e clorofila total. Considerando que, na concentragao
intermediaria de NaCl testada (150 mM) foram encontrados os maiores valores médios
para sintese destes pigmentos, esta resposta pode ser, em parte, explicada pelas
observagdes realizadas por Santos et al (2004), os quais comentam que a enzima
clorofilase pode ser estimulada a sintetizar clorofila sob estresse moderado,
entretanto, podendo tal atividade ser inibida por altas concentragdes salinas.

O estresse salino tem sido fortemente relacionado a menor capacidade de
sintese ou maior degradagédo de clorofilas em varios tipos de plantas, dentre elas,
aquaticas (Spirodela polyrhiza) (Chang et al. 2011); leguminosas (Medicago sativa),
cereais (Avena sativa) e gramineas (Lolium multiflorum) (Hernandez-Pinero et al.
2002). No entanto, os resultados do presente estudo indicam que o papel dos
pigmentos frente ao estresse salino ainda é divirgente e varia conforme a espécie.

De acordo com Parida e Das (2005), alguns autores registram redugao no teor
de clorofilas, enquanto outros observaram incrementos em resposta ao estresse
salino. O incremento no conteudo de clorofila, em fungdo do estresse salino e hidrico
foi registrado em células de Bouteloua gracilis, uma graminea tolerante ao déficit
hidrico (Garcia-Valenzuela 2005). Segundo este autor, o comportamento observado
pode ser resultado do desenvolvimento do cloroplasto (aumento no numero de
tilacoides) ou aumento no numero dos mesmos, atuando na ativagdo de um

mecanismo de protecao ao aparato fotossintético.
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Por outro lado, no presente estudo, foi observada a manutencéo na sintese de
carotenoides totais, em combinacdo com o maior teor de clorofilas. Possivelmente,
essa resposta esta relacionada ao importante papel dos carotenoides como
fotoprotetores para as membranas dos cloroplastos, como sugerido por Bartley e
Scolnik (1995). De acordo com Sharma e Hall (1991), os carotenoides sao pigmentos
acessorios na absorgao e transferéncia de energia radiante e protetores da clorofila no
tocante a fotoxidagdo. Assim, possivelmente, a manutencdo da sintese de
carotenoides implicou na protegcao das clorofilas, indicando que, sob estresse, as
plantas de arroz parecem se utilizar da rota dos carotenoides para evitar problemas de
fotoinibicao e fotoxidagao.

O aumento na produgdo de osmdlitos, tais como a prolina, € uma das
alteracdes bioquimicas ocasionadas pelo estresse salino (Sripinyowanich et al. 2010).
A prolina € um aminoéacido sintetizado a partir do glutamato e da arginina sob
condigbes fisiolégicas normais, sendo o glutamato o caminho preferencial sob
condicdes de estresse (Chen e Kao 1993).

Durante muito tempo, a prolina foi considerada apenas como um osmdalito que
protege estruturas subcelulares e macromoléculas sob estresse osmoético (Banu et al.
2009). No entanto, o acumulo de prolina pode influenciar na protecdo contra o
estresse de varias maneiras. Tem sido demonstrado que a prolina pode atuar como
chaperona molecular, capaz de proteger a integridade das proteinas e a atividade de
diferentes enzimas (Szabados e Sauvoré 2009). Segundo Lehninger (1993), a prolina
pode atuar, também, na protegdo contra espécies reativas de oxigénio, uma vez que,
em sua sintese, a partir do glutamato, ocorrem duas reagdes de redugéo a custa de
NADPH, primeiro na formagao do glutamato semi-aldeido e posteriormente na redugao
da P5C (pirrolina 5-carboxilato) a prolina. Portanto, a sintese de prolina fornece NADP
gue sera receptor de elétrons no fotossistema I, evitando que esses elétrons reduzam
0 O,, levando a geragao de O," e H,0,, processo conhecido como Reagdo de Mehler.

Os acréscimos graduais no teor de prolina livre (Pro), encontrados nas plantas
de arroz deste trabalho, indicam a existéncia de um efeito pronunciado da salinidade
sobre o teor de prolina em busca de um rapido ajuste osmético, indicando ser este um
mecanismo de protecdo ao estresse salino nas plantas de arroz da cultivar em
guestdo. Estes resultados estdo de acordo com os encontrados em pesquisas com
outros cereais, como, por exemplo, o trigo, onde, Goudarzi e Pakniyat (2009)
observaram aumento de 2,6 vezes no teor de prolina em plantas irrigadas com agua
salina durante quatro semanas.

As proteinas sao encontradas em todas as partes das células, sendo

fundamentais sob todos os aspectos de estrutura e fungao celular. Alguns autores



41

relatam que, sob estresse salino, normalmente ha redugcédo no conteudo de proteinas
nas células estressadas, causada tanto pela redugédo da sintese protéica como pelo
aumento da protedlise (Parida e Das 2005). Porém, de acordo com Tester e Davenport
(2003), também pode ocorrer um aumento na sintese de uma ampla variedade de
proteinas em resposta ao estresse salino, as quais atuam, principalmente, na
estabilizagdo das membranas celulares.

Neste estudo, observou-se uma tendéncia de aumento nos teores de proteinas
em fungdo do incremento da concentragdo salina na agua de irrigagdo. Estes
resultados concordam com o0s obtidos por Goudarzi e Pakniyat (2009), os quais
observaram aumento no teor de proteinas totais em cultivares de trigo tolerante e
sensivel a salinidade. Em plantas de arroz, expostas a 200 mM de NacCl, Hien et al.
(2003) relatam que o nivel de proteinas se manteve estavel, tanto na folha quanto na
raiz de plantas tolerantes e sensiveis ao sal. Ainda em arroz, Chen et al. (2001),
encontraram aumento na sintese de prolina e diminuigdo no teor de clorofilas e
proteinas totais em plantas tratadas com 10 mM de CuSO,, dados que, a0 serem
comparados com o0s obtidos neste trabalho levam a inferir que as respostas dos
processos biolégicos variam, dentre de uma mesma espécie, em fungédo do estresse
causado.

A exposicdo das plantas a determinados estresses ambientais pode levar a
formacado de ERO, incluindo o radical superéxido (O,™), peréxido de hidrogénio (H,05),
radical hidroxilico (HO) e oxigénio singleto (*O;). O acumulo de ERO induz ao
estresse oxidativo, o qual ocorre quando ha um desequilibrio entre a produgédo de
ERO e os sistemas de defesa antioxidantes (Wang et al. 2005). Lee et al. (2001),
demonstraram que o tratamento com NacCl resultou em maior acumulo de H,O, nas
folhas, porém ndo nas raizes de plantas de arroz. Estes resultados estdo de acordo
com os observados no presente estudo realizado com a cultivar de arroz BRS
Ligeirinho, onde houve aumento significativo no teor de H,O, nas folhas tratadas com
NaCl em relagdo as plantas controle, enquanto que nas raizes nao foi verificada
alteragao expressiva.

Cho e Seo (2005) observaram acumulo de H,O, em folhas de Arabidopsis
thaliana proporcional ao aumento das concentragbes de cadmio quando submetidas
ao estresse por esse metal toxico durante 21 dias. Os autores admitem que isto
ocorreu em razdo da menor atividade de enzimas envolvidas diretamente na
eliminagdo de H,0,, tais como peroxidase (POX), ascorbato peroxidase (APX) e
glutationa redutase (GR). Por outro lado, Lin e Kao (2000), observaram diminui¢ao no

teor de H,O, em folhas de arroz submetidas a estresse por sal, indicando que esta
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resposta deve-se ao aumento da atividade de enzimas responsaveis pela eliminagao
de H,0..

Segundo Scandalios (1993), a indugao de peroxidagao lipidica € um dos efeitos
mais danosos das ERO e um indicativo de sua produgdo. Nossos resultados
mostraram que a salinidade induziu o estresse oxidativo, ao nivel de peroxidacao
lipidica observada nas folhas das plantas de arroz, sendo este efeito altamente
expressivo na concentragcdo de 300 mM de NaCl. Este fato foi constatado pelo
aumento na formagéo de malondialdeido (MDA) paralelo ao aumento nos niveis de
H,0,. O MDA ¢é um produto da peroxidacao lipidica, podendo ser utilizado como
indicador do grau de peroxidacao dos lipidios (Tartoura e Youssef 2011).

De acordo com Hernandez e Almansa (2002), o teor de MDA ¢&, geralmente,
utilizado como um indicador de danos oxidativos induzidos pelo estresse salino, visto
gue, evitar danos oxidativos e manter a integridade das membranas celulares é
considerado um dos mecanismos de tolerancia a salinidade (Stevens et al. 2006).
Vaérios trabalhos relatam o aumento da peroxidagao lipidica sob diversos tipos de
estresse: altas doses de chumbo, em Oryza sativa L. (Verma e Dubey 2003), estresse
por frio, em Glycine max (L). Merr. (Posmyk et al. 2005), excesso de cadmio, em
Nicotiana tabacum (Islam et al. 2009) e estresse salino, em Vigna unguiculata L.
(Deuner et al. 2011).

Para eliminar as ERO, as plantas apresentam um sistema de defesa
antioxidante bem desenvolvido, incluindo processos enzimaticos e ndo-enzimaticos.

A enzima superéxido dismutase (SOD), considerada a primeira linha de defesa
no sistema antixodante enzimatico, cataliza a dismutacdo do O,” em H,0, e O,
através da reducgdo do O,” a H,0, ou da oxidagdo do O," a O,, no citosol, apoplasto,
cloroplastos, peroxissomos e mitocéndria (Sigaud-Kutner et al. 2002). O H,0, formado
deve ser removido pela agdo das enzimas catalase (CAT) e ascorbato peroxidase
(APX). A CAT é uma proteina tetramérica que catalisa a conversao do H,0O, a H,O e
O,, nos peroxissomos, glioxissomos e mitocéndria, enquanto que a APX converte o
H,O, a H,O, nos cloroplastos, mitocondria, peroxissomos, citosol e apoplasto
(Shigeoka et al. 2002).

No presente estudo, as enzimas SOD, CAT e APX apresentaram redugdo em
sua atividade nas folhas das plantas de arroz em funcéo da salinidade, contudo, nas
raizes, embora a atividade também tenha sido menor, esta reducdo foi menos
acentuada. A diminuicdo na atividade das enzimas antioxidantes, apos longos
periodos de exposi¢cdo ao estresse tem sido relatada por outros autores. Lee et al.
(2001) ao quantificar a atividade das enzimas SOD, CAT, APX e GR, em plantas de
arroz cultivadas com 150 mM de NaCl, observaram aumento na atividade da SOD e
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APX até o 3° dia de exposi¢cao ao sal e diminuicdo apds este periodo. Deuner et al.
(2011) estudando o efeito do NaCl no desenvolvimento de plantulas de quatro
gendtipos de Vigna unguiculata L., observaram que a SOD apresentou aumento em
sua atividade até a concentracdo de 150 mM, e as enzimas APX e CAT somente até a
concentragcao de 100 mM. Porém, a atividade destas enzimas, sob 200 mM de NaCl,
reduziu a valores inferiores aos observados no tratamento controle. Neste mesmo
sentido, Hu et al. (2012), constataram queda na atividade das enzimas SOD, CAT e
APX, em plantas de Lolium perenne aos 12 dias de exposi¢do ao estresse por sal.
Estes resultados evidenciam que a atividade das enzimas antioxidantes € modulada
pelo nivel de estresse, onde sob condi¢cdes severas sua capacidade em eliminar as
ERO se torna limitada.

De acordo com Carmak e Horst (1991), a reducédo na atividade de algumas
enzimas, como a catalase, indica que, em algumas plantas mantidas sob condicdes de
estresse, 0 H,O, produzido pode ser mais consumido em processos oxidativos, como
na peroxidagédo de lipidios, do que eliminado do metabolismo pela a¢do de enzimas
antioxidantes. Esta afirmacdo pode justificar a baixa atividade enzimatica e alta
peroxidacgao lipidica observada neste trabalho. Por outro lado, com a baixa atividade
da SOD, CAT e APX, ha mais O," e H,O, disponivel na célula. Estas duas moléculas
sao os substratos para a reagdo de Haber-Weiss, a partir da qual havera a formacgao

do radical hidroxilico (HO"), altamente toéxico para a célula.

Conclusodes

Sob estresse salino, as plantas de arroz, cultivar BRS Ligeirinho, mantém a
sintese de clorofilas e proteinas a niveis proximos ou superiores aos encontrados nas
plantas cultivadas sem NaCl, possivelmente esta resposta esta relacionada ao
aumento nos niveis de prolina. Por outro lado, estas plantas de arroz, apés 30 dias de
exposicao ao sal, apresentam queda na atividade das enzimas antioxidantes, sendo a
maior parte do H,O, produzido preferencialmente direcionado a peroxidacao lipidica.

Por fim, as alteragdes causadas pela salinidade sdo mais acentuadas nas folhas.
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Expressao de genes de defesa celular e transducéo de sinais em arroz sob

estresse salino

Resumo — A salinidade ¢ um dos principais estresses ambientais que reduzem a
produtividade de arroz irrigado. Porém, a analise de genes envolvidos nesta resposta
pode contribuir na elucidagdo de mecanismos de tolerdncia ao excesso de sal. O
objetivo deste estudo foi avaliar atranscri¢ao e a regiao promotora de genes responsivos
a salinidade em gendtipos de arroz. Foram utilizadas as cultivares BRS Bojuru
(tolerante) e BRS Agrisul (sensivel) submetidas a zero; 12; 24; 36 e 48 horas de
exposicao ao sal. Para a analise de gRT-PCR foram selecionados dois genes de
desintoxicagdo/defesa celular e dois de transducio de sinais. Para a identificagdo de cis-
elementos foram analisados 1000 pb na regido upstrem dos genes candidatos. Para o
gene Os01g0348900-SalT, foi observado o maior aumento na quantificagio relativa da
expressio, havendo aumento de 2.078 vezes na cultivar BRS Agrisul, e de 62,7 vezes na
cultivar BRS Bojuru. O gene Os03g0251000-LTP apresentou aumento contrastante da
expressio entre a cultivar sensivel (QR = 11,02) e tolerante (QR = 1,53). Foram
observadas diferencas nas regides promotoras dos genes analisados, sendo identificados
38 cis-elementos. Com base nos resultados conclui-se que estes genes ndo mantém
relacdo direta com a tolerdncia a salinidade, mas com mecanismos adaptativos a esta
condi¢do.

Termos para indexacio: Oryza sativa L., QRT-PCR, estresse salino, cis-elementos
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Expression of cell defense and signal transduction genes in rice under salt stress

Abstract — Salinity is one of the major stresses affecting irrigated rice. The
analysis of genes involved in stress response can help to elucidate tolerance
mechanisms in plants. The objective of this work was to evaluate the transcription and
promoter regions of salt responsive genes in rice genotypes. Leaves from 14-day-old
plants from the rice cultivars BRS Bojuru (tolerant) and BRS Agrisul (sensitive)
subjected to zero; 12; 24; 36 and 48 hs of exposure to salt. For the gRT-PCR, two genes
from each of the following pathways. desintoxication/cell defense and signa
transduction were analysed. For the cis-acting element analysis, 1,000 pb from the
upstream region of candidate genes were studied. For the gene Os01g0348900-SalT,a
higher increase in the expression was observed, ca. 2,078 fold in the cultivar BRS
Agrisul, and 62.7 fold in the cultivar BRS Bojuru. The gene Os03g0251000-LTP
presented a contrasting increase between the sensitive (RQ = 11.02) and the tolerant
(RQ = 1.53). Differences in the promoter regions of the analised genes were observed
and atotal of 38 cis-elements were detected. These results suggest that these genes do
not keep a direct relationship to salinity tolerance, but to the adaptation mechanisms
related to this condition.

Index terms: Oryza sativa L., QRT-PCR, salt stress, cis-elements
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Introducio

Dentre os estresses abioticos estudados e que estdo em consonancia com as
alteragdes ambientais, a salinidade ¢ um dos principais fatores que reduzem a
produtividade agricola no mundo. Na América do Sul, a area afetada pela salinizagdo
dos solos ¢ de aproximadamente 85 milhdes de hectares. No Brasil, os solos
comprometidos pela salinidade ocupam cerca de 160.000 Km? ou 2% do territorio
nacional, sendo a Regido Nordeste, o Estado do Rio Grande do Sul e o Pantanal Mato-
grossense as areas mais atingidas pelo excesso de sais (Ribeiro et al., 2009). A
salinizagdo na area irrigada é determinada pela qualidade da agua de irrigagao, pelo
método de irrigagdo, tipo de drenagem, grau de permeabilidade do solo e nivel do lengol
freatico (Fageria et al., 2011).

Embora, nos ultimos 100 anos, a produgdo agricola e a produtividade de
espécies cultivadas tenham atingido grandes avangos tecnologicos no sentido da
sistematizagdo de métodos de selegdo e melhoramento genético, €SSes avangos nao sao
capazes de garantir plenamente a demanda alimentar. Nesse contexto, a incorporagiao
das areas comprometidas por sais no processo produtivo de alimentos tem papel
fundamental do ponto de vista socioeconomico (Fageria et al., 2010). Para atingir esse
objetivo, Sio necessarias pesquisas sobre os mecanismos fisiologicos, bioquimicos e
genéticos da tolerdncia das plantas ao estresse salino e, com isso, identificar padroes
genéticos ¢ fisiologicos que possibilitem sistematizar cruzamentoS que resultem numa
progressiva piramidagio genética, até a obteng@o de variedades tolerantes a salinidade.

Na ultima década, muitos avancos no estudo sobre estresse abidtico, entre eles a
salinidade, foram obtidos, entretanto, existem informagdes que sdo iguais e outras que
Sdo especificas para as diferentes espécies, 0 que torna necessaria a adogao de espécies

modelo para o estudo deste problema. Entre os cereais, 0 arroz cultivado, Oryza sativa
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L., foi eleito como organismo modelo, ndo somente de cereais, mas de todas as
monocotiledoneas. Essa escolha se deve ao vasto conhecimento ja existente de sua
biologia celular, fisiologia e bioquimica; por ter um genoma pequeno, com 389 milhdes
de pares de bases (Mb), cerca de um sexto do tamanho do genoma do milho e 40 vezes
menor que o do trigo e por ter seu genoma mapeado por mapas genéticos saturados
(Jung et al., 2008). Além disso, ¢ um organismo para o qual ja existem protocolos bem
estabel ecidos para transformagio genética, o que possibilita a analise funcional de genes
através da expressdo modificada (superexpressdo ou silenciamento) dos mesmos
(Upadhyaya, 2006).

O arroz é uma planta glicofita, sendo sua exposigdo as altas concentragdes de sal
extremamente prejudicial ao seu potencial de crescimento e desenvolvimento. Em nivel
bioquimico e fisiologico, a salinidade altera o funcionamento da cadeia transportadora
de eétrons da mitocondria e dos cloroplastos, causando aumento na formagdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO), como o oxigénio singleto ¢ o radical hidroxil.
Estes radicais, quando produzidos em excesso, acarretam a danificacdo das membranas
(peroxidagao de lipideos), oxidagdo de proteinas, fragmentagdo do DNA, ativacao de
fosfolipases e alteragdes nos niveis de acido abscisico (ABA), etileno ¢ acido jasménico
(Mishra et al., 2011). Nestas condi¢des, para a manutengdo do metabolismo celular, as
plantas necessitam, principalmente, modular a expressio do sistema de detoxificagdo
(scavenged) para a eliminagdo das ERO e recuperar a condi¢ao celular ideal (Wang et
al., 2010; Mishraet al., 2011). Também sob estresse, as plantas ativam um sistema para
manutencao da homeostase osmética, através do acumulo de pequenas proteinas, tais
como as Chaperonas LEA (“late embryogenesis abundant”) e HSPs (“heat shock
proteins”), aém do aminoacido prolina e varios agucares, como manitol, trealose,

galactinol e rafinose (Y amaguchi-Shinozak & Shinozaki, 2006).
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Em nivel molecular, a primeira resposta celular ¢ a ativacdo do sistema de
transdugdo de sinais, modulados por proteinas sinalizadoras, como a Fosfolipase C,
DAG (“Diacil Glicerol”), IP3 (“Inositol 1,4,5-tris phosphate”), MAPK (“mitogen-
activated protein kinase”), CDPK (“Ca*"-dependent protein kinases’) e Ca™ (“SOS-Salt
Overly Senditive pathway”), as quais, em um Segundo momento, regulam a expressio
de familias de fatores de transcrigdo, tais como MYB, MYC, NAC, AREB/ABF(bZIP),
HD-ZIP e AP3/ERF (Chinnusamy et al., 2003; Yamaguchi-Shinozak & Shinozaki,
2006). Finalmente, em umaterceira fase, estes fatores de transcri¢ao fazem um feedback
aumentando/reduzindo a expressio de genes com funcionalidades especificas para atuar
natolerancia da planta frente ao estresse.

Em estudos com arroz, muitos grupos de pesquisa tém utilizado estratégias que
possibilitam identificar um grande nimero de genes expressos em resposta a diferentes
condi¢oes de tratamento e/ou condigdes de estresse, os quais estdo depositados em
bancos de dados publicos. Entretanto, os resultados obtidos através de técnicas de
sequenciamento e/ou microarranjos sio bastante amplos, sendo necessario que, dentro
destes experimentos, alguns genes sejam selecionados como candidatos, os quais devem
ser validados em analises mais pontuais para quantificar sua expressao em resposta ao
estresse.

Uma das técnicas de biologia molecular amplamente utilizada para a validagao
dos dados de expressio génica, pois apresenta sensibilidade e especificidade na analise
de transcritos, ¢ a técnica de qRT-PCR (real time quantitative RT-PCR). Este método
tem como base 0 processo de transcri¢ao reversa (RT) seguida da reacdo em cadeia da
DNA-polimerase (PCR) com a incorporagdo de moléculas fluorescentes covalentemente
ligadas nucleotideos, as quais podem ser quantificadas durante a cinética da reagdo (em

tempo real) (Gachon et al., 2004).
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Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi identificar, através da
quantificagao relativa da expressdo (qRT-PCR), genes candidatos responsivos a
salinidade em gendtipos de arroz com tolerancia contrastante a salinidade, bem como,
analisar de forma descritiva, a regido promotora destes genes, a fim de identificar
possiveis cis-€lementos que possam influenciar em suas respostas transcricionais.

Material e Métodos

A selegdo dos genes candidatos responsivos a salinidade foi feita a partir de
dados publicados do transcriptoma comparativo das cultivares de arroz Pokkali
(tolerante) e IR64 (sensivel ao estresse salino) (Kumari et al., 2009).

Para uma representagdo de diferentes pontos do metabolismo do estresse, foram
selecionados transcritos anotados com ontologias referentes a desintoxicacdo/defesa

celular (cell rescue defense) e transdugao de sinais (calcio e fosforo Kinases), conforme

os IDs. EF575947, EF576356, EF576188 e EF576186 (Kumari et al., 2009).
Posteriormente, para cada transcrito, foi encontrado seu respectivo gene no NCBI Gene

Bank  (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) e RAP-DB (http://rapdb.dna.affrc.go.jp/). AsS

sequéncias de regides transcritas, para cada gene, foram coletadas na anotacdo
atualizada do genoma do arroz (RAP-DB v.5) e utilizadas para o desenho de primers,
no programa Primer Express 3.0 (Applied Biosystems®). Como normalizador da reagdo
foi escolhido o gene OsActina. Algumas configuragdes foram utilizadas para favorecer a
funcionalidade dos primers, dentre elas, o tamanho do amplicom entre 50 e 150pb, TM
entre 58 e 64°C e contetido GC entre 40-60% (Tabela 1).

Como material vegetal foram utilizadas sementes de arroz (Oryza sativa L.) dos
genotipos BRS Bojuru (subespécie japonica — tolerante a salinidade) e BRS Agrisul

(subespécie indica — sensivel a salinidade), procedentes da Embrapa Clima Temperado.
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O experimento foi conduzido em casa de vegetagao com umidade relativa do ar de 70%
e temperatura de 25+2°C, nos meses de novembro e dezembro de 2010.

As sementes foram germinadas em recipientes de plastico com capacidade de 2
L, contendo areia lavada como substrato e irrigadas com solugdo nutritiva de Hoagland
& Arnon (1938). Aos 14 dias apos a data da semeadura, as plantas passaram a ser
irrigadas, diariamente e de forma aternada, com solugio salina contendo 300 mM de
NaCl e agua. Apos zero; 12; 24; 36 e 48 horas de exposi¢ao ao estresse salino, as folhas,
de ambos os gendtipos, foram coletadas, embaladas em papel aluminio, imersas em
nitrogénio liquido e armazenadas em ulltrafreezer a -80°C, para posterior extracdo de
RNA.

O experimento seguiu delineamento experimental inteiramente a0 acaso, em
esguema fatorial 2 X 5 (2 gendtipos x 5 tempos de exposi¢do a salinidade ) com trés
repeticoes, totalizando 30 vasos. No momento da coleta foi feito um bulk com as folhas
dastrés repetigdes de cada tratamento com o intuito de diminuir o erro experimental.

O RNA total foi extraido a partir de 0,1 g de tecido foliar, obtido das plantas
expostas aos diferentes tratamentos com NaCl, utilizando Trizol Reagent
(Invitrogen™), conforme o protocolo indicado pelo fabricante. A quantidade de RNA
total foi mensurada em espectrofotometro a 260 e¢ 280 nm, cuja relagdo fornece uma
estimativa da pureza do RNA. A qualidade e integridade do acido nucléico foram
avaliadas por eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Posteriormente, as amostras foram
tratadas com DNAse | (Invitrogen™), para a remogdo de possiveis residuos de DNA
gendmico, seguindo as recomendagdes do fabricante. A sintese de cDNA fita simples,
para cada amostra, foi feita a partir do mRNA, utilizando primer oligo(dT) e demais

reagentes do kit SuperScript FirstStrand System for RT-PCR (Invitrogen ™),
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Finalmente, a qualidade do cDNA fita simples foi confirmada através de amplificacdo
de transcritos de OsActina através de PCR e eletroforese em gel de agarose a 1,5%.

As analises de qRT-PCR foram realizadas em equipamento 7500 Rea-Time
PCR System (Applied Biosystems®) utilizando o sistema de fluoréforo SYBR® Green
(Invitrogen™), Inicialmente, cada conjunto de primer foi avaliado através da curva de
dissociagdo, sendo mantidos neste estudo somente aqueles primers com amplicons
especificos (com um unico pico de dissociagdo das fitas dos produtos da PCR) e com
eficiéncia proxima a 100%, de acordo com a formula E = [10/9%9].

As reagoes de PCR foram realizadas em triplicata, a partir da mesma amostra,
contendo, cada uma delas, um volume total de 20 uL. As condig¢des de ciclagem foram:
renaturagdo das amostras por 2 min a 50°C e ativacdo da enzima Tag Polymerase por 10
min a 95°C. Posteriormente, foram feitos 40 ciclos contendo trés etapas (95°C por 30s,
60°C por 1 min e 72°C por 1 min) e finalmente umatiltima etapa a 72°C por 5 minutos.

A quantificagdo relativa da expressdo diferencial foi feita utilizando o “método
de comparagdo de Ct” (comparative threshold cycle method) (Livack & Schmittgen,
2001), utilizando-se a equacio QR = 2*“T. Para cada um dos tratamentos foi
identificado o valor de Cy, tanto para o gene candidato quanto para o gene normalizador
(OsActina). Do vaor de Cy do gene candidato foi subtraido o valor de Cr do
normalizador, ambos na condigdo controle, resultando no valor de ACt do controle.
Posteriormente, dos valores de ACt do gene candidato, nas condigoes de estresse, foram
subtraidos o valor de AC+ do tratamento controle (zero hora de exposi¢ao ao sal), sendo
encontrado, entdo, o valor de AACy para cadatratamento (Livack & Schmittgen, 2001).

A identificagdo de possiveis cis-elementos foi feita através de alinhamentos na

base de dados para Oryza sativa depositada em www.microsatellite.org. Para isso, foram

analisados 1000 pb a montante do suposto sitio de inicio da transcri¢do, utilizando,


http://www.microsatellite.org
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como referéncia, as sequéncias depositadas para a cultivar Nipponbare no The MSU
Rice Genome Annotation Project Database and Resource

(http://rice.plantbiology.msu.edu/). Foram considerados significativos cis-elementos com

valor de P <5 pelo teste de Z-score.

Resultados e Discussio

Como resultado da selegdo de genes com ontologia génica para
desintoxicagao/defesa celular (cell rescue defense), foram selecionados os transcritos
EF575947 e EF576356, referentes aos gene Os01g0348900-SalT induced protein e
0s03g0251000-LTP-Plant lipid transfer protein, respectivamente. Para a fungdo de
transdugdo de sinais, foram selecionados os transcritos EF576188 e EF576186,
referentes aos genes Os03g0688300-CDPK-Putative Calcium-dependent protein kinase
e Os02g0820000-PP1-Putative Serine/threonine protein phosphatase, respectivamente.

Para o gene SalT, foi observado 0 maior aumento na quantificagio relativa (QR)
da expressio em ambos os gendtipos. Na cultivar BRS Agrisul, o aumento da expressdo
foi proporcional a0 aumento do tempo de exposi¢ao ao estresse. Apds 48 horas de
indugdo, houve um incremento estimado em 2.078,3 vezes, na expressio deste gene em
comparagdo ao tratamento controle (0 h). Na cultivar tolerante, houve aumento de 62,7
vezes na expressio do gene SalT, nas plantas submetidas a 24 horas de estresse, seguido
por uma queda na expressio génica nos demais tempos de indugdo, porém, os valores
de QR observados ainda foram maiores aos encontrados no tratamento controle (Figura
1).

Ao contrario da hipdtese inicial, de que este gene seria mais expresso no
genotipo tolerante, os resultados obtidos indicam que o gene SalT, aparentemente, nio

mantém relagdo direta com a tolerancia, mas possivelmente estd associado a adaptagdo
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aos danos decorrentes do estresse. Resultados semelhantes ao encontrados neste
trabalho sio relatados por Garcia et al. (1998), os quais observaram aumento da
expressio do gene SalT em cultivar de arroz da subespécie indica, as quals,
normalmente, se caracterizam por serem sensiveis a salinidade. Este mesmo grupo de
pesquisa isolou e caracterizou o gene SalT incluindo sua regidao promotora, na qual
encontraram segquéncias correspondentes a elementos moveis do tipo Castaway e
Stowaway. Os autores ndo excluiram a possibilidade de que a presenca de tais inser¢des
esteja relacionada com a expressao do gene.

O gene SalT codifica para um grupo de proteinas que se ligam a carboidratos e
sdo comumente descritas como lectinas. Tais proteinas sdo classificadas de acordo com
o tipo de carboidratos a que sao capazes de se complexar (Van Damme et a., 2004). Em
arroz, um tipo de lectina foi inicialmente identificada como responsiva a0 estresse
salino e nomeada como SalT (“Salt-induced protein”), sendo caracterizada como fungao
de “Mannose-binding rice lectin” (Claes et al., 1990).

A funcdo das lectinas ¢ amplamente conhecida no sistema imunolégico de
animais e, em vegetais, tem sido associada com a resposta ao ataque de pragas e
patogenos. Além desta fungdo, alguns autores indicam que a conjugacao entre lectinas e
aglicares tem importante papel na sinalizacdo em resposta a estresses abidticos,
modulando sinais nas membranas e no citoplasma (Ridiger & Gabius, 2001; Van
Damme et a., 2004). Em Arabidopsis um grupo de lectinas, descritas como “lectin
receptor kinases” (LecRK), sdo aderidas a membrana plasmatica e atuam na recepgao e
transdugdo de sinais (Gouget et al., 2006). Segundo Claes et al. (1990), ndo ¢ possivel
indicar uma fungdo especifica para a proteina SalT, mas, possivelmente sua fungio seja
de osmoprotetor, assim como proling, pequenos agucares e alguns acidos organicos.

Este fato concorda com o grande nimero de resultados atuais que mostram aumento de
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prolina em plantas estressadas, podendo ser este um mecanismo de adaptagio,
produzido em maior quantidade em genotipos sensiveis (Maggaio et al., 2004).

O gene Os03g0251000-LTP teve aumento na expressiao apods as plantas serem
submetidas a 12 horas de estresse, tanto na cultivar sensivel quanto na tolerante, porém,
esse aumento foi mais marcante na cultivar sensivel, da mesma forma que o gene SalT,
no entanto, com menor intensidade, 11,0 vezes em relagdo as plantas controle, enquanto
gue na cultivar tolerante o aumento observado foi de 1,5 vezes no mesmo periodo de
exposi¢ao ao estresse (Figura 2). Assim, estes resultados ndo indicam este loco do gene
como um importante marcador genético de tolerancia ao estresse salino, visto que ele
foi mais expresso na cultivar sensivel, entretanto, existem outros oito locos LTPS no
genoma do arroz, os quais podem ter diferentes respostas frente ao sal.

As proteinas LTPs (“Lipid Transfer Proteins”) compdem uma familia também
descrita como “Alpha-Amylase Inhibitors” (AAI), “Lipid Transfer” (LT) e “Seed
Storage” (SS). Inicialmente, genes desta familia tiveram sua fung@o descrita como
“Protease amylase inhibitor” em arroz, cevada e milheto (Bernhard et al. 1991).
Atualmente, a fungdo das LTPs tem sido associada a movimentagdo de lipideos pelas
membranas, respostas ao ataque de varios patogenos (Chae et al., 2010), resposta ao
frio, acido abscisico (ABA), seca e salinidade. Em tomate, um gene LTP-like se
expressa, especificamente em caules, quando as plantas sio tratadas com NaCl e ABA.
Em LTPs isoladas de trigo, cevada, petinia e arroz foram encontrados sitios de
fosforilagdo de proteinas Kinases dependentes de Calcio (CDPK), indicando as LTPs
como substratos de CDPKs durante a trandugio de sinais mediados por Ca*™, 0 que
pode explicar aassociagdo destas em resposta ao estresse (Kader, 1996).

Os dados obtidos na analise da expressio do gene Os03g0688300-CDPK

indicam que, aparentemente, este loco ndo tem relagdo com o estresse salino, visto que,
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na maioria dos tratamentos, os valores de QR sio inferiores aos observados no
tratamento controle em ambos o0s gendtipos avaliados. Na cultivar tolerante, apés 24
horas de estresse, houve ligeiro aumento da expressio, QR = 1,3, no entanto, 0 mesmo
comportamento foi observado na cultivar sensivel apos 12 horas de exposi¢do ao sal
(Figura 3).

Por outro lado, Asano et al. (2011), observaram, em arroz, que a SUperexpressio
do loco Os04t0584600 (OsCDPKI12) aumentou a tolerancia das plantas ao estresse
salino e reduziu o acumulo de peroxido de hidrogénio (H205), juntamente com aumento
da expressio das enzimas OsAPx2 e OsAPxS8, sugerindo que este gene promove a
tolerancia ao sal através da redugdo no acimulo de espécies reativas de oxigénio. Ainda
em arroz, a super-expressio do loco Os03t0128700 (OsCDPK?7) mostrou aumento de
tolerancia ao estresse por frio, sal e desidratacao (Saijo et al., 2000). Estes resultados
associados aos obtidos no presente experimento indicam que, possivelmente, embora
exista um grande nimero de copias destes genes no genoma do arroz, nem todas as
Copias tem importancia para o estresse salino.

O calcio ¢ um mensageiro secundario envolvido na resposta de muitos estimulos
e participa como efetor num grande grupo de proteinas descritas como "calcium
sensors’. Dentre estas proteinas se incluem a “Calmodulin”, “Calcium-dependent
protein kinases” (CDPK) e “Calcium-regulated phosphatases”’, as quais atuam
fosforilando outras proteinas e interligando redes de transdugdo de sinais (Abo-El-Saad
& Wu, 1995). Estas proteinas pertencem a uma grande familia multigénica,
identificadas em muitos vegetais e em alguns protozoarios, entretanto, ndo estdo
presentes em animais. Em Arabidopsis thaliana Sio descritas 34 copias destes genes e

29 em arroz (Asano et al., 2005; Asano et a., 2011).
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Assim como observado para o gene Os03g0688300-CDPK, nao foi encontrada
relagdo do gene Os02g0820000-PP1 com a tolerancia ou mecanismos adaptativos a
salinidade. Para ambas as cultivares, ocorreu reducdo na expressdo deste gene, exceto
em 24 horas, onde a cultivar BRS Bojuru manteve valores proximos aos encontrados
em 0 hora de indugdo ao estresse (Figura 3). Entre os diferentes grupos de proteinas
“Phosphokinase”, o subgrupo descrito como “Phospho protein phosphatases” (PPPs)
compde algumas familias protéicas encontradas em todos os eucariotos e subdivididas
em “Ser/Thr Phosphatases” e “Tyr Phosphatases”’, de acordo com a especificidade de
seus substratos. O subgrupo Ser/Thr ¢ composto por proteinas PP1, PP2A, PP2B ¢
PP2C, de acordo com suas estruturas, substrato e cations inibidores (Cohen et al., 1990).

Estudos recentes mostram que proteinas PPPS tém importante papel na regulagido
do metabolismo, divisio e desenvolvimento celular, além de participarem na sinalizagido
e ativagdo de genes em resposta a luz, hormdnios e estresse (Xu et al., 2007). Em arroz,
aligagdo de uma proteina chamada RSS1 (“Rice Salt Sensitive 1) ao sitio catalitico de
proteinas PP1 ativa/desativa a divisio e progressdo celular de tecidos sob estresse
salino, tornando possivel o crescimento celular em contato com o sal. Plantas mutantes
rss1, foram classificadas como hipersensiveis ao sal, possivelmente em decorréncia da
nao ativagdo das proteinas PP1 e a paralisacdo no crescimento celular em contato com o
sal (Ogawa et al., 2011). Os resultados obtidos no presente estudo mostraram redugio
na expressao de Os02g0820000-PP1, indicando que, possivelmente, para as cultivares
analisadas, este gene nao apresenta relagdo com a tolerancia ao estresse salino, contudo,
nao se descarta a possibilidade de que essa relagdo seja observada em outros genoétipos,
orgdos ou periodos de exposi¢do ao sal.

A analise de cis-elementos permitiu identificar diferencas nas sequéncias

promotoras dos genes Os01g0348900-SalT, Os03g0251000-LT, Os03g0688300-CDPK
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e Os02g0820000-PP1. Foi identificado um total de 38 cis-elementos, distribuidos de
acordo com Diagrama de Venn (Figura 4).

Todos os cis-elementos encontrados neste trabalho estao listados na Tabela 2.
Do total de cis-elementos identificados, seis deles (AACACOREOSGLUBLI,
ACGTABOX; AGCBOXNPGLB; CRTDREHVCBF2; REBETALGLHCB21 e
WBOXATNPR1) foram encontrados apenas na regido promotora do gene
0s01g0348900-SalT, 0 qual, segundo analise da quantificagdo relativa da expressdo
apresentou os maiores valores de QR = 2.078,3 e 62,7, apos exposi¢do ao sal, nas
cultivares sensivel e tolerante, respectivamente. De acordo com Lee et a. (2002), a
interacdo de cis-elementos com fatores de transcrigdo leva a ativagdo ou a repressao da
expressio génica em resposta a fatores ambientais ou de desenvolvimento. Assim,
possivelmente, a presenca destes cis-elementos module, de forma positiva, a expressio
do gene Os01g0348900-SalT em resposta ao estresse salino.

Para 0 gene Os03g0251000-LTP, foram encontradas sequéncias correspondentes
aos seguintes cis-elementos: GCN4AOSGLUB1;  INRNTPSADB; SEF3MOTIFGM;
POLASIG1 e RYREPEATLEGUMINBOX, os quais niao foram identificados nos
demais genes em estudo. O gene Os03g0251000-LTP, apresentou valores de QR = 11
para a cultivar BRS Bojuru e QR = 1,53 para a cultivar BRS Agrisul, apos 24 horas de
indugdo ao estresse por sal.

Como sio desconhecidas possiveis alteragdes nas sequéncias do promotor deste
gene, nas cultivares BRS Bojuru e BRS Agrisul, ndo se pode descartar a possibilidade
de que a auséncia de algum destes cis-elementos, na cultivar tolerante, BRS Bojuru,
possa ser a causa da menor indugio deste gene. No entanto, devem-se estender estudos
de sequenciamento da regido promotora destas cultivares para a confirmagdo desta

hipotese. Os genes Os03g0688300-CDPK e Os02g0820000-PP1, os quais foram menos
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induzidos pelo estresse salino, apresentam dois cis-elementos (NODCON2GM e

OSE2ROOTNODULE) presentes em comum nas suas regides promotoras.

Conclusoes
1. Osgenes Os01g0348900-SalT e Os03g0251000-LTP nao mantém relacdo direta
com a tolerancia a salinidade, visto que foram mais induzidos na cultivar
sensivel, mas possivelmente estejam associados a mecanismos adaptativos aos
danos em resposta ao estresse. Entretanto, o gene Os01g0348900-SalT, pode ser
utilizado como marcador na selegdo de gendtipos sensiveis a salinidade.
2. Os genes gene Os02g0820000-PP1 e Os03g0688300-CDPK, aparentemente,
nao estdo relacionados com a tolerancia ou mecanismos adaptativos a salinidade.
3. A presenca dos cis-elementos AACACOREOSGLUB1; ACGTABOX;
AGCBOXNPGLB; CRTDREHVCBF2; REBETALGLHCB21 e
WBOXATNPR1 provavelmente esta relacionada a expressao do gene
Os01g0348900-SalT em resposta ao estresse salino.
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Tabela 1. Lista de primers utilizados nas reagdes de qRT-PCR e tamanho do amplicon

em pares de bases (pb)

Gene/Transcrito Seqiiéncia Amplicon
SalT F: 5TCTGGAACGCTTATCGACGC 3’
0s01g0348900/AK 062520 R: TGGGAATCAAGGGTGGACG 3’ 50
LTP F: TATATATCCGCCAGCAGCATGC 3’
0s03g0251000/AK 104253 R: CCTCCATGAAGCACGGCAC ¥ 50
CDPK F: AGGATGGGCGGATCAGCTAC 3’
0s03g0688300/AK 105102 R: TCCCGGATTTCATCATCGC 3’ 50
Ser/thr PP1 F: 5’ ATCTGCTGGCGCATGTCTTC 3’
0s02g0820000/4K 120439 R: GCGAAAATGCCGGTTAGTCG 3’ 50
Actina 1 F: 5CAGCCACACTGTCCCCATCTA 3
0s03g0718100/AK 100267 R: 5 AGCAAGGTCGAGACGAAGGA 3 66

*Todos 0s primers funcionaram em temperatura de anelamento de 60°C.
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Figura 1. Quantificagdo relativa (QR) da expressdo diferencial do gene Os01g0348900-
SalT, em cinco periodos de exposi¢do a 300 mM de NaCl, nas cultivares BRS Bojuru
(tolerante) e BRS Agrisul (sensivel). Os valores representam as médias + desvio padrao

damédia de trés repetigdes, cada uma com trés replicatas.
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Figura 2. Quantificagio relativa (QR) da expressao diferencial do gene Os03g0251000-
LTP, em cinco periodos de exposi¢ao a 300 mM de NaCl, nas cultivares BRS Bojuru
(tolerante) e BRS Agrisul (sensivel). Os valores representam as médias + desvio padrdo

damédia de trés repetigdes, cada uma com trés replicatas.
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Figura 3. Quantificagdo relativa (QR) da expressdo diferencial dos genes
Os03g0688300-CDPK e Os02g0820000-PP1, em cinco periodos de exposi¢do a 300
mM de NaCl, nas cultivares BRS Bojuru (tolerante) e BRS Agrisul (sensivel). Os
valores representam as médias + desvio padrao da média de trés repeti¢des, cada uma
com trés replicatas.
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Figura 4. Diagrama de Venn ilustrando a distribuigiao de cis-elementos na regiao
promotora (1000 pb) dos genes Os01g0348900-SalT, Os03g0251000-LTP,
Os03g0688300-CDPK e Os02g0820000-PP1.
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Tabela 2. Lista de cis-elementos encontrados na regidao promotora (1000 pb) dos genes
Os01g0348900-SalT, Os03g0251000-LTP, Os03g0688300-CDPK e Os02g0820000-

PP]

Cis-elemento

SalT

LTP

CDPK

PPI

AACACOREOSGLUB1

1(L9)*

ACGTABOX

1(3.8)

AGCBOXNPGLB

1(0.1)

CRTDREHVCBF2

1(19)

REBETALGLHCB21

1(L1)

WBOXATNPR1

3(2.7)

AMYBOX2

1(0.1)

1(0.1)

MYB2AT

1(2.8)

1(2.8)

TATCCAYMOTIFOSRAMY 3
D

1(13)

1(13)

RYREPEATBNNAPA

2(2.0)

2(2.0)

2(2.0)

RYREPEATGMGY2

1(3.8)

2(0.0)

1(38)

RYREPEATVFLEB4

1(0.1)

1(0.1)

1(0.2)

NODCON2GM

5(0.1)

4(12)

OSE2ROOTNODULE

5(0.1)

4(12)

TATABOX3

1(4.8)

1(4.8)

GCN40SGLUB1

1(0.0)

INRNTPSADB

3(1.0)

POLASIG1

4(05)

RYREPEATLEGUMINBOX

2(0.1)

SEF3MOTIFGM

2(0.1)

ARFAT

1(38)

CAREOSREP1

2(0.1)

CBFHV

3(0.6)

DOFCOREZM

11 (4.2)

DRE2COREZMRAB17

1(15)

LTRECOREATCOR15

7(2.2)

TATAPVTRNALEU

1(0.6)

BP50SWX

1(0.0)

CACTFTPPCAL

13(3.6)

CURECORECR

6(5.2)

GTGANTGI10

9(0.4)

MRNASTA2CRPSBD

1(0.1)

P1BS

1(7.8)

QARBNEXTA

1(0.0)

RAVIAAT

6 (0.0)

SEFAMOTIFGM7S

3(2.5)

T/GBOXATPIN2

1(2.0)

TRANSINITDICOTS

1(0.9)

*Vaores fora dos parénteses indicam o niimero de vezes em que o cis-€lementos foi
encontrado na regido promotora e valores entre parénteses indicam o valor de P pelo

teste de Z-score.
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Distancia genética entre genétipos de Oryza Sativa L. baseada em genes responsivos ao

sal associados a elementos de transposicio

Resumo: O objetivo deste trabalho foi verificar, a partir daintegragdo de analises moleculares
com predicdo in silico, adistribuicdo de elementos de transposi¢ao (TES) em regides de genes
associados a salinidade, bem como caracterizar a distdncia genética entre gendtipos de arroz.
Para este fim, foram selecionadas 14 sequéncias génicas responsivas a0 estresse salino e
genes nao relacionados ao estresse. Através de alinhamentos, em banco de dados de TEs foi
verificada a ocorréncia e distribuigdo de TES nas regides génica, downstream € upstream
destes genes. A partir dos resultados da anotagdo foi realizada a analise de distancia genética
entre 30 gendtipos, baseada na amplificagao de locos contendo genes responsivos a salinidade
associados a elementos de transposi¢cdo. Comprovou-se que existem mais copias de TEs nas
regides downstream € upstream de genes responsivo a0 sal em relagdo aos genes nao
relacionados a salinidade. Foi obtido um dendrograma, a partir da matriz de distancia genética
de Rogers-W, que agrupou os 30 genotipos em cinco grupos. Com base nos resultados
conclui-se que 0s TEs Tourist € Stowaway estdo presentes em maior nimero de copias e que o
sistema de marcadores moleculares utilizado ¢é eficiente para agrupar os genotipos em relagio
as subespécies, porém ¢ indicada a utilizagdo de mais marcadores para agrupa-los em relagiao

ao nivel de resposta a salinidade.

Palavras-chave: Arroz, salinidade, transposons, retrotransposons, estresse abiotico
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Introduciao

O arroz cultivado, Oryza sativa L., pertence a familia Poaceae, ¢ uma planta anual
semi-aquatica e geralmente cresce até 1,2 m de altura. Seu fruto, chamado grdo ou cariopse,
serve de alimento basico para mais da metade da populagdo mundial, principalmente em
paises em desenvolvimento (Sasaki e Burr, 2000). Além de sua importancia econdmica na
alimentagdo, o arroz destaca-Se por sua importancia cientifica, a qual provém do fato desta
espécie ter o menor genoma haploide dentre as gramineas (440 Mb distribuidas em 12
Cromossomos) e este estar sequenciado, o que eleva o conteado informativo disponivel para
estudos de genética classica e reversa, tornando o arroz uma espécie modelo para estudos de
fisiologiae genética em monocotiledoneas (Krishnan et al., 2009).

A produtividade é o objetivo principal dos programas de melhoramento, entretanto,
caracteres como qualidade industrial e tolerancia/resisténcia a estresses bidticos e abidticos
sio fundamentais para o ganho genético. Dentre os fatores abiéticos, a salinidade dos solos e
da agua de irrigagdo ¢ um dos principais fatores que afeta a produtividade de inumeras
culturas, dentre elas 0 arroz. A redugdo na produtividade destas espécies cultivadas em solos
salinizados suscita Sérias preocupagdes para a producdo futura de alimentos, Visto que se
espera um aumento na populagdo mundial para 9,3 bilhdes até 2050 (Cheng-Jiang et al.,
2010).

O controle genético da tolerancia a salinidade é quantitativo, envolvendo uma rede
génica de varios locos distribuidos em diferentes regides do genoma do arroz, os quais, uma
vez ativados, podem mitigar o efeito do estresse, levando a um gustamento celular e
tolerancia da planta. Assim, a identificagdo de genes envolvidos na tolerancia a salinidade ¢
fundamental para o conhecimento do controle genético desta caracteristica ¢ para o

desenvolvimento de linhagens capazes de tolerar diferentes niveis de estresse salino.
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Os avangos na area de biologia molecular, gendmica e protedmica impulsionaram a
criagdo de um grande volume de dados, tornando dificil o armazenamento, analise e
interpretagdo destes dados sem o uso de modernas e potentes ferramentas de bioinformatica
(Binneck, 2004). A quantidade de informagdes disponiveis para cada espécie depende
basicamente da complexidade do genoma e da importancia econémica ou cientifica que essa
espécie possui. Para o arroz (Oryza sativa L. subsp. japonica cv. Nipponbare), as
informagdes existentes sdo bastante grandes, incluindo bancos de dados de sequéncias
gendmicas, genes expressos (ESTs e/ou fI-cCDNA), ontologia com as fungdes dos genes, além
de bancos de dados de informagdes de elementos de transposi¢do (TEs). Desta forma, a
prospeccio de informacdes moleculares nestes bancos de dados ¢ uma metodologia eficiente
para identificar genes e TEs potencialmente envolvidos na resposta ao estresse salino em
arroz.

Uma das grandes descobertas na area da gendmica estrutural de plantas ¢ que o genoma
dos vegetais ¢ composto também por elementos transponiveis (Feschotte et al., 2002) e que,
em algumas espécies, como o trigo, estes constituem mais de 70% do genoma nuclear (Devos
et al., 2005). Finnegan (1989) propos o primeiro sistema de classificagdo de TEs, separando-
0s em duas classes, de acordo com 0 seu intermediario de transposi¢ao. Os TEs pertencentes a
Classe | ou Retrotransposons, apresentam um mecanismo de transposi¢do através de um
intermediario de RNA que ¢é codificado para DNA por uma transcriptase reversa, enquanto
gue os TEs da Classe |1 ou Transposons se movem via DNA. O mecanismo de transposi¢ao
da Classe | ¢ comumente conhecido como “copia e cola” e o da classe II “recorta ¢ cola”. No
entanto, a descoberta de TEs com mecanismo “copia ¢ cola”, porém sem intermediario de
RNA e presentes em um grande nimero de copias, os chamados MITEs (miniatura de
elementos transponiveis com repeti¢des invertidas), tem alterado esse sistema de classificagao

com duas classes. No entanto, neste trabalho foi adotado o sistema de classificagao
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hierarquico proposto por Wicker e al. (2007), o qual inclui niveis de classes, subclasses,
ordens, superfamilias, familias ¢ subfamilias.

Apesar da contribuigao consideravel dos TEs para a estrutura do genoma, 0 seu papel
na expressio de genes adjacentes ndo esta totalmente compreendido, porém, sdo apontados
como possiveis elementos controladores do silenciamento ou ativagdo de genes vizinhos
(Kashkush et al., 2003). De acordo com Feschotte (2008) os TEs podem influenciar a
expressio de genes de varias formas, tanto em nivel transcricional quanto pos-transcricional.

Em nivel transcricional, os TES podem se inserir na regido promotora de um gene,
sendo essa inser¢io entre ou dentro de cis-elementos, formando um novo Sitio de inicio de
transcri¢do ou silenciamento. Nesse caso, ainser¢ao do TE pode regular a expressio de forma
positiva ou negativa. Em outro caso, ao se transpor, o TE pode levar consigo um trecho de
DNA correspondente a regido promotora de outro gene contendo um cis-elemento. Nesse
caso a resposta do gene podera ser alterada em resposta ao novo cis-elemento presente. Os
Tes podem, ainda, seinserir dentro de introns, podendo resultar no silenciamento génico.

Em nivel poés-trancricional, os TEs podem interferir na formagdo de proteinas de
intmeras formas. Algumas delas sio: 1) pela inser¢do de um sitio alternativo de
poliadenilagdo, 2) pela inser¢do de sequéncias reconhecidas por miRNA, 3) por aterar os
padrdes normais de splicing do pré-mRNA (hRNA) dando origem a varias formas de splicing
aternativo e, 4) pela insercdo de stop codon, formando, no momento da tradugdo, uma
isoforma da proteina original (Feschotte, 2008).

Assim, diante daimportancia social e econdmica da cultura do arroz a nivel mundial e
para o Brasil, e sabendo-se que, muitas vezes as safras da cultura sio prejudicadas pelo
excesso de sal existente no solo e na agua de irrigagdo, torna-se necessaria a realizagdo de
pesquisas que visem a obten¢do de informagdes sobre os mecanismos fisiologicos ¢

moleculares de tolerancia a salinidade. Para este fim, a integragao de analises moleculares
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com predigdo in silico de regides gendmicas contendo genes candidatos e elementos de
transposi¢ao, envolvidos na tolerancia a salinidade, possibilitara identificar alguns genes e/ou
regioes do genoma do arroz que serdo informativos na selecdo genética assistida por
marcadores moleculares para esse tipo de estresse.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi verificar a distribui¢io de elementos de
transposicao em regides de genes associados a salinidade, bem como, caracterizar a distancia
genética entre 30 genotipos de arroz baseada em genes responsivos ao sal associados a

elementos de transposi¢ao.

Material e Métodos

Identificacio de genes responsivos ao sal e elementos de transposicio (TEs) no

genoma de arroz

A partir de dados obtidos do transcriptoma comparativo entre as cultivares de arroz
Pokkali (tolerante a salinidade) e IR64 (sensivel a salinidade) (Kumari et al., 2009) foram
selecionadas 14 sequéncias Qénicas responsivas a0 estresse salino e chamados “genes
candidatos”. O critério para a selecdo das sequéncias foi a confirmagdo de que estes genes
tiveram aumento na expressio em resposta ao estresse. Para este fim, foram utilizadas
informagdes de dados experimentais de microarranjo envolvendo as cultivares FL478
(tolerante ao sal) e IR29 (sensivel ao sal) (Walia et al., 2005) contidas no banco de dados do

NCBI-GeoProfiles (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geoprofiles). Posteriormente, utilizando a

anotagdo do genoma da cultivar Nipponbare (subespécie japonica), disponivel no banco de
dados The MSU Rice Genome Annotation Project Database and Resource release 6

(http://rice.plantbiology.msu.edu/), foi coletado, para cada gene candidato, informagdes sobre

sua fungdo, posicdo no genoma, regiao génica e as sequéncias de 5000 pb upstream e
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downstream. Na Tabela 1 estio listados os genes candidatos, respectivas fungdes e posi¢do no
genoma.

Para a identificagdo dos elementos de transposicdo foram realizados alinhamentos
com as sequéncias dos genes candidatos na base de dados GIRI REPBASE

(http://www.girinst.org/), através da ferramenta RepeatMasking, sendo considerados

significativos os alinhamentos com valor de score =>600. A ferramenta de informatica base
utilizada para realizar as anotagdes foi ARTEMIS DNA sequence viewer and annotation tool

(http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemi ).

Uma vez identificados os elementos de transposi¢ao (TES) inseridos na regido génica,
downstream € upstream dos “genes candidatos”, foi avaliada a distribuicdo destes mesmos
transposons na regiao génica, downstream € upstream de 14 genes escolhidos de forma
aleatoria e ndo responsivos ao sal Para estes genes, também foram obtidas informagdes
referentes a fungdo e posi¢do no genoma (Tabela 1).

Paralelamente, foi feita uma estimativa da distribuigao dos TES nas regides génica,
downstream € upstream de 953 genes relacionados a salinidade, descritos por Kumari et al.
(2009). Estes resultados foram entdo comparados com a distribuicdo de TEs nas regides
Oénica, downstream € upstream de 55818 genes distribuidos no genoma do arroz. Foram
levados em consideragdo os TES presentes a uma distancia de, no maximo, 5000 pb da UTR
5’ ¢ UTR 3’ dos genes. Para estas analises, foi construido um PIPELINE em linguagem Pearl,
através do qual foram realizados alinhamentos locais (BLASTN) entre as sequéncias dos
elementos de transposigdao identificados ¢ as regides Qénica, downstream € upstream
anteriormente citadas, sendo considerados penas os alinhamentos com e-value < 10° e, no

minimo, 50 pb de sobreposi¢ao.



Tabela 1- Genes candidatos e aleatorios selecionados: posi¢ao e fung¢do de acordo com banco de dados MSU.

80

Gene candidato

Posicio

Funcao

Gene aleatorio

Posicao

Funciao

LOC_0S01g41880
LOC_0S03g14654
LOC_0S07g39630
LOC_0S08g20544
LOC_0S11g06720
LOC_0S07g07050
LOC_0S02g57450
LOC_0S03g44500
LOC_0S01g43870
LOC_0S06¢48950
LOC_0S08g10020
LOC_0S02g41590
LOC_0S09g38700
LOC_0S04g38270

Chr1: 23740813..23744995
Chr3: 7965164..7966101
Chr7: 23753108..23760707
Chr8: 12331526..12342183
Chr11: 3278435..3279425
Chr7: 3471789...3476921
Chr2: 35207612..35211426
Chr3: 25042315..25051072
Chrl: 25132885..25138147
Chr6: 29656969..29665195
Chr8: 5806458..5808458
Chr2: 24940446..24946648
Chr9: 22243893..22249302
Chr4: 22773468..22778458

hyaluronan/mRNA binding family domain
LTPL108 - Protease inhibitor/seed storage
calcium-binding protein

expressed protein

abscisic stress-ripening

aldehyde oxidase

Ser/Thr protein phosphatase
serine/threonine protein phosphatase

NLI interacting factor-like phosphatase
auxin response factor 19

photosystem Il 10 kDa polypeptide
kinase, pfkB family
STRUBBELIG-RECEPTOR FAMILY 5
expressed protein

LOC_0s01g12940
LOC_0s01g01470

LOC_0S02g07800
LOC_0S03g42810
LOC_0S04g45280
LOC_0s06g35530
LOC_0s07g23710
LOC_0s07g33330
LOC_0s08g04800
LOC_0s08g14700
LOC_0s09g07920
LOC_0s09g27010
LOC_Os11g05800
LOC_Os11g31340

Chrl: 7185483..7188038
Chrl: 241641..243468
Chr2: 4083023..4086047
Chr3: 23849970..23852188
Chr4: 26752194..26757287
Chr6: 20717740..20724744
Chr7: 13382831..13383995
Chr7: 19920336..19924334
Chr8: 2406033..2407778
Chr8: 8837255..8839386
Chr9: 4042693..4045478
Chr9: 16422278..16425218
Chr11: 2682643..2687848
Chr11: 18294409..18296934

phosphorylase domain

no apical meristem protein
transcription factor

endonucl ease/exonucl ease/phosphatase
histidine triad family protein
Kinase

cytochrome P450

RNA recognition motif
riacylglycerol lipase like protein
glucan endo-1,3-beta-glucosidase
NOI protein, nitrate-induced
tyrosine protein kinase

HVA22

no apical meristem protein
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Material Vegetal

Para a caracterizagao molecular foram utilizados 30 genotipos de arroz (Oryza sativa
L.) fornecidos pela Estagao Experimental Terras Baixas (EMBRAPA - Clima Temperado), os
guais estio listados na Tabela S1. Os genoétipos foram divididos em trés grupos, de acordo
com agenealogia.
Caracterizacao Molecular

A partir dos dados colhidos na anotagdo de elementos de transposi¢do em torno aos
genes candidatos, foram desenhados primers especificos para cada loco de interesse,
buscando que os produtos de amplificacdo apresentassem, ao menos, um elemento
transponivel potencialmente ativo (baseado na integridade de sua sequéncia) ou, N0 Minimo,
900 pb na regiao upstream do gene. Assim, foram levadas em consideragdo cinco
possibilidades de amplificagdo, conforme a Figura 1.

Como norma geral, os primers foram ancorados em regides onde se pudesse observar
um alto grau de conservagio entre as subespécies indica e japonica, aim de que 0 mesmo par
de primers pudesse ser utilizado em ambas as subespécies. Para isso, foi realizada a busca de
sequéncias, na subespécie indica 9311, que sejam homologas a Nipponbare, através da
ferramenta BLAST no banco de dados BGI Rice Genome  Database

( http://rice.genomics.org.cn/rice/index2.jsp). Para o desenho dos primers foi utilizado o site

do NCBI - National Center for Biotechnoloy Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Na

Tabela S2 estao listados os primers utilizados neste estudo.


http://rice.genomics.org.cn/rice/index2.jsp
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Possibilidade 1: Primer forward ancorado no gene candidato e reverse ao lado do elemento transponivel (TE)
na regido downstream do gene candidato.

5’ Amplicon

45
-

Possibilidade 2: Primer forward ancorade ao lado do TE na regido upstream do gene e reverse no gene

candidato.
5 3
=3 ==
L S— R R R
Possibilidade 3: Primer forward e reverse ancorados no gene candidato com TE dentro do gene.

[ - _

Possibilidade 5: amplificacdo da regido upstream do gene candidato, ndo contendo TE.

) — = @ T

Figura 1 — Possibilidades de amplificacao.

A extragdo do DNA gendmico foi realizada pelo método CTAB, segundo a
metodol ogia descrita por Weising et al. (2005). A massa do material vegetal foi aferidae 100
mg de folhas frescas foram maceradas em nitrogénio liquido. A qualidade e quantidade do
DNA extraido das amostras foi verificado em gel de agarose 0,8%, utilizando o marcador de
peso molecular Lambda DNA/Hindl 1.

As reagcoes de PCR, para amplificacdo dos fragmentos, foram realizadas em volume
final de 20 pL contendo 5 pL (5 ng uL™) de DNA , 2 uL de tampdo 10x contendo MgCl, (20
mM), 0,4 uL de mix de dNTPs (10 mM), 0,7 uL de cada oligonucleotideo iniciador (10 uM)
e 0,35 puL de Tagq DNA polimerase (1 U pL™) (Biotools B&M Labs, SAA.), completando o
volume final com agua ultrapura. As condi¢des da PCR utilizadas foram: desnaturagido a 94°C
(4 min), seguido de 35 ciclos de 94°C (40 seg), Tm 65°C (40 seg), 72°C (2:30 min), e uma

etapa de extensio final de 72°C (7 min). Os produtos das amplificagoes foram separados por
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eletroforese em gel de agarose 1,5% durante 4 horas. Como marcador de peso molecular foi
utilizado DNA Ladder Mix (GeneRuler ™). Posteriormente, 0os géis foram corados em
brometo de etidio (0,5pg mL™) por 10 minutos, sendo as bandas visualizadas sob luz
ultravioleta

O dendrograma representativo da distancia genética entre os gendtipos foi construido a
partir da distancia obtida pelo coeficiente de Rogers (1972) modificado por Wright (1978)
(Rogers-W), levando em consideragdo a frequéncia alélica. Com base na matriz de
dissimilaridade genética gerada foi aplicada a analise de agrupamento utilizando a média das
distancias entre todos os pares de genétipos para a formagdo de cada grupo, denominado
método da distancia média (UPGMA). Para a estimativa do ajuste entre a matriz de
dissimilaridade e o dendrograma gerado foi calculado o coeficiente de correlagao cofenética
(r). Todas as analises foram realizadas utilizando o programa computacional NTSYS pc 2.1
(RohlIf 2000).
Sequenciamento de fragmentos de DNA polimérficos

Para o sequenciamento dos fragmentos polimorficos de DNA, foi feita a purificagao
direta dos produtos de PCR utilizando o kit comercial SPEEDTOOLS PCR CLEAN-UP KIT:
Designed for the direct purification of DNA from PCR produts (Biotools B&M Labs, S.A.),
seguindo as recomendagdes do fabricante. Uma vez purificado, as amostras de DNA foram
encaminhadas para sequenciamento na empresa SECUGEN (Sequencing and molecular
diagnostics), com sede em Madrid/Espanha. As reacdes de sequenciamento foram efetuadas
com a utilizagdo dos iniciadores no sentido senso e anti-senso separadamente. A analise das
sequéncias foi realizada com Sequencher 5.0 - DNA Sequence Analysis Software € 0

alinhamento com aferramenta MultAlin (http://multalin.toulouse.inrafr/multalin/).
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Resultados
Ocorréncia de elementos de transposicao (TEs) no genoma do arroz

A analise de alinhamento, na base de dados GIRI REPBASE, da regidao génica,
downstream € upstream dos 14 genes candidatos detectou a ocorréncia de 100 elementos de
transposi¢ao (TEs) com score > 600. Deste total, 16% foram encontrados na regido génica,
34% na regiao downstream e 50% na regidao upstream. Comparativamente, 0 nimero de TES
encontrado nos 14 genes aleatorios (ndo relatados como responsivos ao sal) foi inferior ao
encontrado nos genes candidatos, totalizando 45 TEs. No entanto, embora 0 nimero total de
TEs encontrado neste grupo tenha sido menor, eles seguiram a mesma tendéncia de
distribuigio, sendo encontrados 7% na regidao génica, 22% e 71% nas regides downstream €
upstream, respectivamente.

Os TEs apresentam uma grande diversidade em sua estrutura, fato que reflete no
grande nimero de familias de TES ja descritas. Utilizando o critério de classificagdo
hierarquica, proposto por Wicker et al. (2007), o qual inclui niveis de classe, subclasses,
ordem, superfamilia, familia e subfamilia, os resultados obtidos neste trabalho apontam um
maior nimero de copias de TES pertencentes a classe 11, tanto no grupos de genes candidatos
guanto de genes aleatorios, sendo os transposons ndo auténomos, do tipo MITES, os mais
frequentes (Tabela 1).

A analise das sequéncias dos genes candidatos permitiu identificar que, dentre os TES
da classe I, foram encontrados, em sua maioria, homélogos a retrotransposons sem LTR,
sendo 30% deles pertencentes a ordem LINE e 70% a ordem SINE. Entre os TEs da classe I,
0 maior nimero de copias identificadas, 98,8%, correspondem a TEs da subclasse 1, sendo,
dentro dos transposons autonomos, #AT, com 4% e Mutator com 7%, os mais frequentes,
enquanto que, dentre os ndo autonomos (MITEs), os elementos da familia Stowaway e

Tourist, aparecem com 46,4% e 35% das copias identificadas, respectivamente. Com relagio
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a distribuicdo de TEs nos genes aleatorios, 98% dos elementos foram classificados como
pertencentes a Classe I, dentre os quais 45% apresentavam caracteristicas de MITEs da
familia Tourist € 36% de Stowaway. Vale ressaltar que, nos dois grupos de genes, o TE da
subfamilia Stowaway 41 foi 0 encontrado em maior nimero de copias, enquanto que, dentre
os TEs dafamilia Tourist, 0s mais frequentes foram: Wanderer € Typem nos genes candidatos
e OLO24C nos genes aleatorios. A distribui¢ao de TEs encontrados, da Classe Il (transposons
autonomos e MITEs), esta representada na Figura 2, enquanto que a classificagio completa
dos TEs encontrados e 0 nimero de copias de cada um, em ambos os grupos de genes,

encontra-se nas Tabelas S3 e $4.

Tabela 1 — Numero de copias de TEs pertencentes as classes I e II encontrados em 14 genes

candidatos e aleatorios

Classes Numero de copias Numero de copias
Genes candidatos Genes aleatorios
Classe 1
LTR Retrotransposon 3
Non LTR Retrotransposon 10 1
Classe 11

Subclasse 1

Transposons 15 8

MITEs (ndo autdbnomos) 69 34
Subclasse 2

Helitron 1 2

Classe Nao identificada 2 -

Total de TEs encontrados 100 45
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: :lip:
o

BCACTA
EMUTATOR

u Tcl-Mariner

u MITEs Tourist

B MITE: Stowaway

Figura 2 - Distribuigdo de TEs encontrados, da Classe II (transposons autonomos ¢ MITEs),
no grupo de genes candidatos (A) e aeatorios (B), incluindo regido génica, downstream €

upstream.

O estudo comparativo do padrio de distribuicdo de TEs nas regides génica,
downstream upstream de 953 genes caracterizados como responsivos ao sal e 55818 genes do
genoma do arroz, apontou um padrio de distribui¢do semelhante ao encontrado na
comparagdo entre os 14 genes candidatos e os 14 genes aleatorios, havendo um maior nimero
de TEs dentro e no entorno de genes responsivos a0 sal. Na Tabela 2 esta descrita a
porcentagem de regides analisadas que apresentam copias homologas a TEs O maior nimero
de TEs foi encontrado na regido upstream, sendo que 95% e 78% destas regides analisadas
nos 953 genes responsivos ao sal e nos 55818 genes do genoma, respectivamente,

apresentaram, N0 minimo, uma cépia homologa a TES. A alta frequéncia de TEs na regido
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usptream de genes pode resultar em efeitos na resposta de genes tanto a nivel transcricional
quanto pos-transcricional.

Os alinhamentos correspondentes a regido génica detectaram que 5% destas regioes,
no grupo de genes responsivos ao sal e, 3,8% nos genes distribuidos no genoma, apresentam
sequéncias correspondentes a TEs, sendo, portanto, esta regido o Sitio de menor inser¢do de

TEs.

Tabela 2 — Porcentagem de regides analisadas que apresentaram, no minimo, uma sequéncia

homologa a TEs

Regides analisadas Genescandidatos Genesaleatorios Genesresponsivosaosal  Genoma

Regido upstream 86% 64% 95% 78%
Regido génica 57% 14% 5% 3,8%
Regido downstream 79% 29% 52% 39,2%

A Figura 3 mostra a porcentagem com que cada TE foi encontrado naregido upstream
de genes responsivos ao sal e outros genes do genoma. Pode-se observar que, com excecao de
Amy/LTP, Mermite 18B, Stowaway 34, Stowaway 43, LTR Truncator2 e SINE9, que aparecem
em maior nimero de copias nas regides upstream do genoma em geral, todos os demais tipos
de TEs encontrados, sio mais frequentes naregido upstream de genes envolvidos na resposta
a0 estresse salino.

Assim como observado na analise comparativa entre 14 genes candidatos e aleatorios,
os TEs pertencentes a subclasse 1 (Classe 1), foram os encontrados com maior nimero de
copias. Os TEs das familias Tourist € Stowaway Sio os mais frequentes, neste caso, com
destaque para OLO24C, o qual foi encontrado em, aproximadamente, 11% das regides

upstream dos genes responsivos ao sal, seguido de Gaijin, Wanderer, Stowaway? €
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Stowaway9. Por outro lado, o TE do tipo LTR Truncator 2 (Classe |), apresentou um nimero
de copias significativo, estando presente em cerca de 7,5% das regides upstream dos genes do
genoma, ficando atras apenas de OLO24C, o qual foi observado em 8% das regides
analisadas, indicando que, possivelmente, TEs deste tipo sio encontrados com frequéncia em
regides que flanqueiam tanto genes responsivos ao sal quanto outros tipos de genes.

Em relagao a porcentagem de TEs encontrados na regido génica, pode-se observar
que, assim como a regiao upstream, ha uma maior frequéncia de TEs em genes responsivos a
salinidade. Nesta regiao, foram encontradas em sua maioria, copias correspondentes a TEs da
Classe I, classificados como Tourist € Stowaway. NO entanto, observou-se uma inversio na
frequéncia de TEs Stowaway4l e Stowaway43, 0s quais foram detectados em maior
guantidade em genes responsivos ao sal e do genoma, respectivamente, na regiao upstream.
Na regidao génica, foram encontradas copias de Stowaway4lem 1,7% dos genes do genoma e
em 1,4% dos genes responsivos ao sal analisados. Por outro lado, em 1,65% dos genes
relatados como responsivos ao sal foram identificadas copias de Stowaway43, enquanto que
entre 0s genes do genoma apenas 0,8% apresentam este tipo de inser¢ao.

Para TEs do tipo Stowaway29 e Stowaway17, encontrados na regido génica de ambos
0S grupos, nao foram identificadas copias nas regides upstream € downstream, O que NOS
permite inferir que, possivelmente, este tipo de inser¢do exerca um papel modulador na
estrutura dos genes hospedeiros, como a formagdo de RNA fita dupla, silenciamento e a
inser¢do de novos sitios de poliadenilagao.

Vale ressaltar ainda, que foram encontradas, naregiao génica, Copias de um tnico tipo
de transposon auténomo, pertencente a superfamilia Mutator e dois tipos de retrotransposon

sem LTR: OSLINE1-5 e CASINE (Figura 4).
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Ao analisar aregido downstream dos genes, foi possivel observar, assim como para as
demais regides, uma quantidade superior de TEs proximos a genes responsivos ao sal quando
comparados a genes envolvidos em outras respostas no genoma. Foram encontradas copias
dos TEs Guaijin, Stowaway51 e Wanderer em, respectivamente, 7%, 6% 5% das regioes
downstream de genes para salinidade, sendo os TES mais frequentes nesta regido. Estes
mesmo TEs foram os mais identificados na regiao downstream dos demais genes do genoma,
no entanto, em concentragdes de, aproximadamente, 3,8% (Gaijin), 4,4% (Wanderer) e 3,6%
(Stowaway51).

Para os TEs das subfamilias TNR11, Stowaway41 e Stowawayl, foram encontradas
copias em 4,5%, 4,8% e 4,4% das regides downstream dos genes em resposta a salinidade,
sendo, os dois primeiros frequentes, também, na regido upstream e o ultimo presente apenas
na posicao downstream.

No que se refere a presengca de TEs do tipo Retrotransposons com LTR, as
superfamilias Copia e Gypsy, neste estudo, representadas por Copial8 e Gypsy-B, foram
identificadas apenas na regido downstream, diferindo, entretanto, em relagdo ao grupo de
genes nos quais foram mais fregiientes. Enquanto  Copial8 foi encontrado em maior
quantidade no grupo de genes responsivos ao sal, 0 nimero de copias de Gypsy-B foi superior
nos demais genes do genoma. Resposta semelhante a de Gypsy-B foi identificada parao TE
Truncator 2, 0 qual foi identificado apenas nas regides upstream, com maior frequéncia em
genes do genoma. Dentre os Retrotransposons sem LTR, SINE3, foi o mais frequente na
regiao downstream, assim como observado para upstream.

O TE Setarial, um tipo de transposon autonomo da superfamilia Mutator, foi
identificado, apenas, na regido downstream de genes do genoma nio caracterizados como

responsivos ao sal (Figurab).
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Caracterizacao Molecular

Foram testados no total 22 primers (Tabela S2), distribuidos em diferentes locos dos
14 genes candidatos, sendo que, destes, 55% desses locos foram polimorficos e revelaram 27
alelos, evidenciando diferencas entre os genotipos estudados. Foram encontrados dois aelos
para os locos. LOC_0S03g14654(4), LOC_0S08g10020(9), LOC_0S06g48950(12),
LOC_0S09g38700(15), LOC_0S09g38700(16), LOC_0S11g06720(19),
LOC_0S08g20544(20), LOC_0S04g38270(21) e LOC_0S07g39630(22), enquanto que para
os locos LOC 0OS03g14654(1), LOC 0S02g41590(3) e LOC 0S01g41880(6) foram
observados 3 alelos. Vale ressaltar que, dentre os locos monomorficos, o loco
LOC_0S08g10020 (10), permitiu aidentificagdo de todos os individuos como heterozigotos.

A partir da variagao alélica observada foi gerada a matriz de distancia genética entre
os individuos com 27 alelos, utilizando-se o coeficiente de distancia de Rogers-W. Esta
matriz permitiu a constru¢ao de um dendrograma de agrupamento pelo método UPGMA, o
gual apresentou indice de correlagido cofenética (r) de 0,87, mostrando que esse dendrograma
representa 87% da matriz de RogersW. Os gendtipos foram separados em cinco grupos
distintos, sendo que as medidas de distancia entre eles tiveram uma magnitude de 0,01 a 0,77,
com distancia média de 0,45 (Figura 6).

O primeiro grupo abrangeu quatro genotipos, sendo que BRS Colosso e BRSMG
Conal foram 0s mais proximos entre si, apresentando uma distancia igual a 0,01 e os
genotipos Cana Roxa e Lideranga 0s mais distantes geneticamente (0,32). De acordo com 0s
levantamentos de genealogia (Tabela S1), os genotipos BRS Colosso ¢ BRSMG Conai
possuem como ancestral comum 0 gendtipo Aimoré engquanto que BRS Colosso e BRS
Lideranga descendem de cruzamentos com o genotipo Kaybonnet. Por outro lado, para Cana
Roxa nao foi identificada sua genealogia, no entanto, sabe-se que, assim como as demais, teve

origem no Brasil e pertence ao grupo japonica/indica. BRS Colosso e BRSMG Conai niao
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diferiram em nenhum loco analisado. O gendtipo Cana Roxa apresentou heterozigosidade
para 0 loco LOC_0S02g41590 (3), 0 que ndo foi observado nos demais gendtipos deste
grupo, enquanto que em BRS Lideranga nao foi detectada presenga do loco

LOC_0S09g38700 (16).

£ BRS Colosso | . .
S | japonica
A BRSN onai il
. ] Grupo | * indica
L Cana Roxa 2 2 - 3
A japonica/indica
ABRS Lideranca Grupo 1] P
ABRS Firmeza
Carolina
A BRS Talento
® Mot
® BRS Bojuru |
Grupo 111
" Oro | ]
" Nipponbare !
® Diamante
® Tomoé Mochi
*IRGA 412
*IRGA 418
*IRGA 18
LBRS Queréncia
*IRGA 428
* IRGA 411 —
L1R-8
*IRGA 408 |
ABRS 7Taim |
*IRGA 410 Grupo IV
*BRS & Chui |
*BRS Agrisul |
*BRS Ligeirinha
* BRS Pelota
* IRGA 414 1
e
ABRS Atalanta Grupo V
* IRGA 413
| T T T T T T T T T T T T T T T |
1] 018 031 047

Coeficiente de R-W
Figura 6 — Dendrograma gerado pelo método UPGMA para a representagio das distancias
genéticas, entre 30 gendtipos de arroz, obtidas pelo coeficiente de RogersW para 12
marcadores baseados em genes de resposta a salinidade associados a elementos de
transposicao.

Os genotipos BRS Firmeza ¢ IRGA 413 ficaram em grupos isolados, formando os
grupos Il e V, respectivamente. Para IRGA 413 foram encontradas as maiores medidas de
distincia em todas as combinag¢des. Este gendtipo ndo apresentou amplificagdo nos locos
LOC_0S03g14654(4), LOC_0OS11g06720(19) e LOC_0S04g38270 (21), além de apresentar

um alelo de tamanho diferente aos demais genotipos no loco LOC_0S01g41880 (6), o que
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permite inferir que as maiores distancias genéticas observadas para este gen6otipo na matriz de
similaridade sgjam em virtude destas diferengas. Por outro lado, ndo foram observadas
amplificagdes no gendtipo BRS Firmeza para os seguintes locos. LOC_0S08920544(20),
LOC_0S07g39630(22), aém de ser heterozigoto para o loco LOC_0S02g41590(3), bem
como IRGA 11, do qua ¢ descendente. Por fim, este gendtipo apresentou um alelo de
tamanho menor ao esperado no loco LOC_0S01g41880(6), visto que este gendtipo ndo
apresenta toda sequéncia do transposon Tcl-Mariner TNR11, o qual foi localizado na regido
downstream do gene candidato e estava inserido dentro do amplicon esperado (Figura 7).

No grupo Ill foram inseridos sete gendtipos, dos quais cinco pertencem ao grupo
japonica. Vale sdlientar, que com excegdo de Tomoé Mochi, todos os demais gendtipos
pertencentes a0 grupo japonica foram inseridos neste mesmo grupo, indicando eficiéncia dos
marcadores utilizados para separar 0s genotipos de acordo com o grupo ao qual pertencem. O
par BRS Bojuru e ORO apresentaram a menor distancia genética (0,01) presente neste grupo
e mostraram o mesmo perfil de amplificagdo para todos os locos analisados, inclusive para o
loco LOC_0S02g41590(3), para o qual foram heterozigotos. A heterozigosidade para este
loco foi iguamente observada nos gendtipos BRS Talento, Moti e Diamante, também
pertencentes ao grupo I11. Provavelmente, a estreita distancia genética (0,28) observada entre
Oro e Diamante se deva ao fato de gue ambos sio de origem chilena. Ainda no terceiro grupo,
0s gendtipos Carolina ¢ BRS Talento diferiram entre si apenas noS locos
LOC_0S06g48950(12), 0 qual nido foi encontrado em BRS Talento e LOC_0S02g41590(3),

para o qual Carolinafoi identificado como homozigoto, assim como Nipponbare.
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Figura 7 — Alinhamento entre os gendtipos Nipponbare, BRS Bojuru, BRS Agrisul, Cana Roxa, BRS Firmeza ¢ Tomoé
LOC_0S01g41880(6).
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No grupo 1V, foi inserido o maior nimero de genotipos, sendo um deles pertencente
a0 grupo japonica, quatro ao japonical/indica e 12 ao grupo indica, ressaltando que todos os
gendtipos do grupo indica, utilizados neste trabalho, foram inseridos no presente grupo. Os
genotipos IRGA 412, IRGA 418, IRGA 416 e BRS Queréncia (subgrupo 1), juntamente com
o trio BRS 6 Chui, BRS Agrisul e BRS Ligeirinho (subgrupo I1) e o par BRS 7 Taim e IRGA
409 (subgrupo I11), apresentaram a menor distancia genética (0,01) observada na matriz
dentro do quarto grupo.

Quanto ao perfil de amplificacao apresentado, IRGA 412, IRGA 418, IRGA 416 e
BRS Queréncia foram idénticos em todos os locos analisados, sendo 0 mesmo observado
entre BRS 6 Chui, BRS Agrisul e BRS Ligeirinho, além de BRS 7 Taim e IRGA 409. Por
outro lado, IRGA 409 e BRS 7 Taim diferiram do subgrupo | por nao apresentarem
amplificagcdo nos locos LOC_0S03g14654(4) e LOC_0S04g38270(21) e do subgrupo Il por
serem homozigotos para o loco LOC_0S02g41590(3), enquanto que os gendtipos do
subgrupo 11, juntamente com BRS Atalanta e IRGA 428, sio heterozigotos, aém de
apresentarem o loco LOC_0S03g14654(4).

O genotipo BRS 6 Chui ¢ procedente de uma selecdo de uma planta lisa, de ciclo
precoce, feita na cultivar IRGA 410, a qual, neste trabalho também foi inserida dentro do
grupo IV. IRGA 410 e BRS 6 Chui apresentaram uma distancia de 0,14 ¢ diferiram apenas no
loco LOC_0S02g41590 (3), sendo a primeira homozigoto e a segunda heterozigota para este
loco.

A partir do trabalho feito com a anotacdo de TEs dentro ou proximos aos genes
candidatos, foi encontrado no loco LOC_0S09g38700(15), na regido génica do gene, um TE
classificado como Tourist FI1275. Dessa forma, foi desenhado um par de primers para

amplificar a regido génica do gene candidato. A amplificacdo deste fragmento mostrou
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polimorfismos quanto ao tamanho do amplicon, sendo, para os genotipos IRGA 411 e BRS
Atalanta, encontrados fragmentos de tamanho maior.

Para confirmar a origem do polimorfismo detectado, foram sequenciados os
fragmentos dos gendtipos IRGA 414 e BRS Atalanta (alelos maiores) e como controles foram
escolhidos Nipponbare, Cana Roxa e IRGA 411 (adelos menores), 0s quais apresentam
fragmentos iguais a todos os demais gendtipos. A analise Se sequenciamento mostrou a
presenca de um TE do tipo SINE Casine, que nao havia sido identificado nos alinhamentos
com o banco de dados GIRI REPBA SE para este |oco.

A Figura 8 mostra o resultado deste alinhamento, indicando a presenga de um TE
Casine apenas nos gendtipos que apresentaram alelos maiores, IRGA 414 e BRS Atalanta
Por outro lado, a Figura 9 mostra outra parte do alinhamento para este mesmo loco e mesmos
gendtipos confirmando a presenga, em todos os genoétipos, do TE Tourist F1275, que havia

sido identificado no processo de anotagio de TEs.
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Figura 8 — Alinhamento entre os genotipos Nipponbare, Cana Roxa, IRGA 411, IRGA 414 ¢ BRS Atalanta para o loco LOC_0S09g38700(15).
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Figura 9 — Alinhamento entre os gendtipos Nipponbare, Cana Roxa, IRGA 411, IRGA 414 e¢ BRS Atalanta para o loco
LOC_0S09g38700(15).
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Discussao

Os elementos transponiveis (TES) Sio caracterizados como segmentos de DNA que
possuem a capacidade de catalisar seu proprio movimento e inserir-se em novas regides do
genoma. Como conseguéncia de sua atividade os TEs podem gerar alteracdes funcionais nos
genes aos quais se associam. Quando inseridos dentro da regido codificante de um
determinado gene podem inativa-lo ou alterar seu produto. Quando inseridos dentro ou
proximo a regides promotoras podem alterar os padroes de expressdo do gene (Kashkush et
al., 2003). Em decorréncia dessa caracteristica os TEs podem ser considerados uma fonte de
variabilidade genética e, consequentemente, podem influenciar no funcionamento e evolugdo
dos genomeas.

De acordo com Grandbastien (2004) tem sido observada a ativagao dos TEs em
Situagdes de estresse, tanto de origem bidtica quanto abidtica. Se essa ativagdo dos TEs
implica no aumento das taxas de mutagdo no genoma hospedeiro, isto ¢ um indicio de que
podem atuar no processo de adaptacdo de seu organismo hospedeiro frente a pressdes
evolutivas. No presente estudo, foi avaliada a ocorréncia e distribuicdo de TEs na regido
Oénica, downstream € upstream de genes relacionados a salinidade e genes relacionados a
outras respostas no genoma do arroz. Os resultados mostraram uma maior ocorréncia de TEs
na regiao upstream, seguida de downstream € génica, bem como uma maior ocorréncia em
genes responsivos ao sal. Estes resultados levantam a hipotese de que estes TEs,
principalmente os inseridos naregido upstream e génica, possam estar envolvidos na resposta
de aguns destes genes frente a0 excesso de salinidade, conferindo maior ou menor
plasticidade adaptativa as plantas.

Hipotese semelhante foi avaliada por Singh ef al. (2010), os quais constataram que o
gene OsGT61-1, codificador de glicosiltransferase em arroz, ¢ responsivo a acido abscisico ¢

NaCl. Ao avaliarem a regido promotora deste gene encontraram dois TEs do tipo MITEs,
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denominados Gaijin (144 pb) e Wanderer (211 pb), porém, constataram que a presenca destes
TEs influencia de forma negativa a expressao do gene.

Por outro lado, a menor incidéncia de TEs observada na regido génica, tanto de genes
relacionados ao estresse quanto dos demais genes, pode ser explicada pela afirmagdo de Sakai
et al. (2007), os quais indicam que 30% do genoma do arroz esta composto por TEs e que é
de se esperar que regides génicas contenham menos TEs, de modo a evitar a ruptura do gene.
Estes mesmos autores, ao avaliarem a distribui¢cao de TEs no genoma do arroz, verificaram
que 10% dos 20507 genes avaliados portavam algum tipo de TES em sua regido génica. Estes
dados sio superiores aos encontrados no presente trabalho quando comparado ao grupo de
genes do genoma, dos quais 3,8% dos genes continham TES na regidao génica, porém,
concordam com 0s 14% de regides génicas que apresentaram TEs no grupo de genes
relacionados a salinidade.

No que se refere ao niimero de copias identificado em cada tipo de TE, de forma geral,
nossos dados indicam uma maior frequéncia de TEs da Classe II, Tourist € Stowaway,
classificados como MITEs. TEs deste tipo ndo apresentam a capacidade de codificar enzima
tranposase, necessarias para sua transposicdo. Desta forma, a existéncia de transposons que
potencialmente podem codificar transposases funcionais e que compartilham similaridade de
sequéncia com alguns MITEs, levou a hipotese de que estes MITEs podem ser sequéncias
remanescentes, derivadas de delegdes de transposons, que sdo mobilizadas em “trans” pelas
transposases codificadas pelos transposons (Feschotte et al. 2002). Segundo Zhang et al.
(2001), os MITEs do tipo Tourist Sdo derivados de transposons PIF/Harbinger €, 0s do tipo
Stowaway derivados de Tc1-Mariner. Os MITES se caracterizam por apresentarem sequéncias
curtas (menores que 600 pb), pelo alto nimero de copias e por estarem inseridos,
preferencialmente, em regides proximas a genes (Grzebelus et al., 2009). Esta tultima

caracteristica pode ser confirmada pelos resultados obtidos no presente trabalho, onde foi
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identificado um grande numero de copias de MITEs nas regides proximas tanto a genes
responsivos a0 sal quanto a genes aeatorios. Assim, devido o seu ato potencial de
duplicagdo, os eventos de transposicio dos MITEs podem ser uma importante fonte de
variabilidade alélica.

Por outro lado, nossos resultados indicam uma baixa incidéncia de copias de TEs da
Classe I. Estes dados corroboram a afirmagdo de Jiao e Deng (2007), de que uma pequena
fracdo de retrotransposons no genoma do arroz esta associada a genes e de que pouco se sabe
sobre a conservagido desses retrotransposons em diferentes cultivares de arroz, bem como,
sobre sua origem e evolugido (Xu e Ramakrishna, 2008).

Em relacao a caracterizagdo de genoétipos de arroz com a utilizagdo de marcadores
relacionados a genes responsivos ao sal e TEs, os dados apresentados neste estudo evidenciam
gue estes marcadores, 0s quais geraram apenas 27 alelos polimorficos, foram eficientes na
separagao dos gendtipos com base no grupo ao qual pertencem, no entanto, um niimero maior
de marcadores seria mais eficiente para separar 0s genotipos de acordo com a resposta a
salinidade. Em estudos anteriores, 0 gendtipo BRS Colosso, foi considerado como promissor
para cruzamentos em programas de melhoramento dirigidos a tolerancia a salinidade, pois
mostrou tolerancia a0 sal na fase vegetativa do desenvolvimento (dados nao apresentados).
Da mesma forma, o gendtipo BRS Bojuru ¢ considerado material de referéncia com relagdo a
tolerancia a salinidade pelo Programa de Melhoramento de Arroz Irrigado da EMBRAPA. No
entanto, estes dois gendtipos ndo foram agrupados juntos, pelo sistema de marcadores
utilizado neste experimento. Neste mesmo sentido, o genotipo ORO, caracterizado como
sensivel a salinidade, apresentou, em relagdo a BRS Bojuru, uma das menores distancias
genéticas observadas. O mesmo foi observado para o genoétipo BRS Pelota, caracterizado
como tolerante a salinidade na fase reprodutiva por Scivittaro et al. (2010), e que no

agrupamento gerado neste experimento apresentou-se distante geneticamente de BRS Bojuru.
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Por outro lado, o gendtipo BRS Queréncia, descrito como moderadamente sensivel a
salinidade (Scivittaro et al. 2009), foi inserido em um grupo separado de BRS Bojuru e BRS
Colosso (tolerantes) e no mesmo grupo que BRS 7 Taim, BRS Agrisul e BRS Ligeirinho
previamente descritas como sensiveis ao estresse salino (Lima et al., 2004). Ainda neste
sentido, Brondani et al. (2006), a0 caracterizar genotipos de arroz com marcadores SSR,
observou alta similaridade genética entre BRS Colosso e BRS Lideranga, o que também foi
observado em nossos resultados.

Um grande nimero de pesquisas tem sido redlizado para a caracterizagdo das
diferentes subespécies e cultivares de arroz baseada no polimorfismo originado pela insergdo
de TEs, como por exemplo, os marcadores RBIPs, baseados no polimorfismo pelainser¢do de
retrotransposons. Huang et al. (2008) obtiveram sucesso na caracterizagao das subespécies de
arroz japonica e indica baseada em marcadores de tipo RBIPs. Em nosso estudo foi proposta
uma metodologia baseada na predigdo in silico de regides gendmicas contendo genes
candidatos e elementos de transposi¢ao, envolvidos na tolerancia a salinidade e, na
amplificagdo destes locos especificos do genoma, diferente de sistemas do tipo RBIPs que
buscam identificar 0 maior nimero possivel de copias de determinado TE. No entanto,
embora ndo tenha sido o principal foco do trabalho, NOSSO Sisterna mostrou-se, assim como o
sistema RBIPs, eficiente na caracterizagao de subespécies de arroz e na identificagdo de
polimorfismos provenientes de inser¢des de TEs, conforme observado para as cultivares
IRGA 414 e BRS Ataanta, em relagio aos demais gendtipos analisados, no loco

LOC_0S09g38700(15) e em BRS Firmezano loco LOC_0S01g41880(6).
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Conclusdes

1. A partir do trabalho de anotagdo de genes responsivos a salinidade e elementos de
transposi¢ao nas regides destes genes, Se conclui que ha uma alta incidéncia de
TEs, principamente Tourist e Stowaway, associados a genes envolvidos na
resposta a salinidade, principamente nas regides upstream e downstream;

2. Aparentemente, ha maior nimero de coépias de TEs em regides de genes
relacionados a0 estresse, quando comparado com outros genes do genoma do
arroz;

3. O sistema de marcadores moleculares adotado ¢ eficiente para agrupar genotipos
de arroz em relagdo aos grupos de subespécies, porém, para agrupa-los em relagédo
ao nivel de tolerancia a salinidade, recomenda-se 0 uso de mais marcadores, que

possibilitem a detec¢ao de mais locos polimorficos.
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Tabela S1 - Lista de genotipos com respectivos grupo e genealogia

Genoétipo Grupo Genealogia

BRS Colosso Japonical/indica Kaybonnet/Aimoré (origem Brasil)

BRSMG Conai Japonicalindica Confianga/Aimoré (origem Brasil)

Cana Roxa Japonical/indica N.I.* (origem Brasil)

BRS Lideranca Japonicalindica Kaybonnet/CNA 7119 (origem Brasil)

BRS Queréncia Japonicalindica CL 246/Zho Fee N10 (origem Brasil)

BRS7 Taim Japonical/indica Contém genes da cultivar Tetep (origem Brasil)

BRS Atalanta Japonica/indica Dawn/Hayayuki//IRGA 410///Colombia 1 (origem Brasil)

BRS Talento Japonicalindica CT7244-9-1-5-3/CT6196-33-11-1-3//CT6946-2-5-4-4-2-M
(origem Brasil)

IR8 Japonicalindica Peta 5/Belle Patna (origem Filipinas)

Tomo¢é Mochi Japonica N.I. (origem Japao)

Moti Japonica N.l. (origem Brasil)

BRS Bojuru Japonica N.I. (origem Brasil)

Oro Japonica N.l. (origem Chile)

Nipponbare Japonica N.I. (origem Japao)

Diamante Japonica Blue Rose/RB2//Balillall/l Agostano/P6 (origem Chile)

BRS Firmeza Japonicallndica IRGA 411/Bluebelle (origem Brasil)

BRS 6 Chui Indica Selecdo IRGA 410 (origem Brasil)

BRS Ligeirinho Indica IR 930-53/IR 665-31-2-4 (origem Brasil)

BRS Agrisul Indica BRS Ligeirinho/IRGA 409 (origem Brasil)

BRS Pelota Indica Selecdo IRGA 410 (origem Brasil)

IRGA 412 Indica IR 930-2/IR 665-31-2-4 (origem Brasil)

IRGA 418 Indica IRGA 412/Cica 9//IRGA 409 (origem Brasil)

IRGA 410 Indica IR 930-53/IR 665-31-2-4 (origem Brasil)

IRGA 428 Indica IRGA 420/CL (origem Brasil)

IRGA 411 Indica Dawn/IRGA 407 (origem Brasil)

IRGA 409 Indica IR 930-2/IR 665-31-2-4 (origem Brasil)

IRGA 416 Indica IR 841-67-1/IRGA 409 (origem Brasil)

IRGA 414 Indica IR 930-2/IR 665-31-7-4 (origem Brasil)

IRGA 413 Indica IR 930-2/IR 665-31-2-4 (origem Brasil)

Carolina Arroz Americano N.I. (origem USA)

*N.I. Ndo identificado.
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Tabela S2 - Listade primers utlilizados

108

Gene Possibilidade de Sequéncia Amplicon
(loco) Amplicon

PF: CGTACCATCTGCACCCGCTCTGAA

LOC_0S03g14654(1) 4 (downstream) PR: AGTGGTGCAGCCGAACACACCT 989 pb
PF. CGTAACAAGGCCAGGGCCTCGAG

LOC_0S03g44500 (2) 3 PR: CCTCCACCTGGGGTTCGGTTGC 1987 pb
PF: TGTTAGCGGCAGCATGCTCAGC

LOC_0S02g41590 (3) 3 PR: TTACCCCTCCCGGCCTTACTGG 1899 pb
PF: GCCGGTGCTTGGCATGGGTT

LOC_0S03g14654 (4) 2 PR: CACCCAACCACCACCCCTCAATT 1352 pb
PF: ATTCGGCAGCAAAAGCGTGGGT

LOC_0S06g48950 (5) 4 (downstream) PR: GGCCCATGTTTTCCAGCCCTCGA 1162 pb
PF: CTCCGCTGTCGGCCATCATCC

LOC_0S01g41880 (6) 1 PR: AAGCGCAGTTTCCCGGCTTGG 1549 pb
PF: GGCAATATCCGAAGGCCCGCCA

LOC_0S07g39630(7) 4 (downstream) PR: AAGCTACCAGGGGCCAGGCAA 1490 pb
PF: TCTTGGCTGGTAAGCCAACCG

LOC_0S07g07050 (8) 5 PR: GCACGGGGTACCGACCGATC 1401 pb
PF: GAAGCCCGGTGGTTCCTGCAG

LOC_0S08g10020 (9) 3 PR: ATTGGAGGTGGCATGTCAGTCGA 1204 pb
PF: TCTTCCCACCGCTGCAGACGA

LOC_0S08g10020 (10) 2 PR: TGGGGATTTGGGGGTGGGGTACA 1318 pb
PF. GCAGTCGTCGCCATGGCTTGTA

LOC_0S01g43870 (11) 1 PR: GCCGTACAATGCGGCCCACTAA 2229 pb
PF: CGTTTTGCGCGTGAACCCCCA

LOC_0S06g48950 (12) 4 (upstream) PR: ATTGCCCCCTTGCCTAGCTGCC 2319 pb
PF: GAGGTTGGCAGCGAACGCACA

LOC_0S039g14654(13) 4 (upstream) PR: CAGCGTCCCCATACGTACGAGC 2461 pb
PF: GCTGGCTGATCTGCACGCATGT

LOC_0S02g57450(14) 4 (upstream) PR: CGTCTGGGGCACGGTGACTGA 2374 pb
PF. CCAAGCTGCGCCATACAAATATC

LOC_0S09g38700 (15) 3 PR: GCTGCAGTGATTGAGTGCACCCA 2206 pb
PF: GCACGCATTTGCATCTCCGCA

LOC_0S09g38700 (16) 2 PR: AACCACATTTGGTGGAAGCTGGT 1895 pb
PF: GCCTGAGCCGTTGTGCGGTA

LOC_0S01g41880(17) 4 (downstream) PR: GCAATGGACAAAACAGTCGGCCA 2266 pb
PF. CAAACCGAAGCAAGCTTCTCCGA

LOC_0S07g39630(18) 1 PR: CCACCAGATGAATTGGACGGGAA 2030 pb
PF: TGTACAGTAAAGCAGTGGCCTGT

LOC_0S11g06720(19) 4 (upstream) PR: GAGACCCACTGGCCAGGGAGA 2127 pb
PF: GGCTACTCACACCGGCTCATTGC

LOC_0S08g20544 (20) 1 PR: ATGTGATGGGCAAGGCTGACCCA 2025 pb
PF: TGCGTACGCTTGCTTGGTGCA

LOC_0S04g38270 (21) 3 PR: TCCCCACGAGCGGTGGAATGTA 1645 pb
PF: GCAGCTGCCCACACCATCTGATT

LOC_0S07g39630 (22) 2 PR: CAGCTCCGCTCGGATGGTACGT 1497 pb

*Todos os primers funcionaram a uma temperatura de anelamento de 65°C.

* Numero entre parénteses corresponde ao numero do primer.



Tabela S3 — Classificagao, segundo Wicker et al. (2007), dos TEs encontrados nos 14 genes candidatos e o0 nimero de copias detectado
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Classe Sub Classe Ordem Superfamilia Subfamilia Codigo Estrutura Copias
I N/E LTR retrotransposon COPIA COPIA18 RLC LTR Retrotransposon 1
I N/E LTR retrotransposon GYPSY GYPSY-B RLG LTR Retrotransposon 1
I N/E LTR retrotransposon TRUNCATOR TRUNCATOR2 NI LTR Retrotransposon 1
I N/E LINE retrotransposon N.I. OSLINE-05 RIX Non LTR Retrotransposon 1
I N/E LINE retrotransposon N.I. OSLINE1-2 ZM RIX Non LTR Retrotransposon 1
I N/E LINE retrotransposon N.I. OSLINE1-5 RIX Non LTR Retrotransposon 1
I N/E SINE retrotransposon N.I. P-SINE1 OS RSX Non LTR Retrotransposon 1
| N/E SINE retrotransposon N.I. CASINE RSX Non LTR Retrotransposon 1
| N/E SINE retrotransposon N.I. SINEO3 OS RSX Non LTR Retrotransposon 2
| N/E SINE retrotransposon N.I. SINE9 OS RSX Non LTR Retrotransposon 3
I 1 TIR hAT DS-RICE4N DTA Transposon 1
1 1 TIR hAT JOUZHENA DTA Transposon 1
1 1 TIR hAT TESS DTA Transposon 1
I 1 TIR CACTA CACTA-N DTC Transposon 1
I 1 TIR MUTATOR MERMITE-17 DTM Transposon 1
1 1 TIR MUTATOR MERMITE18B DTM Transposon 2
1 1 TIR MUTATOR MuDR CLOUD-6 DTM Transposon 1
I 1 TIR MUTATOR SETARIA1 DTM Transposon 1
I 1 TIR MUTATOR TELIA DTM Transposon 1
1 1 TIR Tc1l-MARINER TNR11 DTT Transposon 2
1 1 TIR N.I. OSTE7 N.I. Transposon 2
I 1 TIR N.I. TYPEU2 N.I Transposon 1
I 1 N.I. N.I. MICROPON-LIKE-1 N.I. N.I. 2
1 1 TIR MUTATOR MDM?2 DTM MITE 1
1 1 TIR HARBINGER TOURIST F1275 DTH MITE 1
I 1 TIR HARBINGER TOURIST F569 DTH MITE 1
i 1 TIR HARBINGER TOURIST OLO24 DTH MITE 3
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I 1 TIR MARINER STOWAWAY 47 OS DTT MITE 2

I 1 TIR MARINER STOWAWAY 48 0OS DTT MITE 1

I 1 TIR MARINER STOWAWAY51 0S DTT MITE 1

I 1 TIR MARINER STOWAWAY_TREP215  DTT MITE 3

Il 2 HELITRON HELITRON Helitron RPO OS DHH - 1
*Nio Identificado.

Tabela S4 — Classificagao, segundo Wicker et al. (2007), dos TEs encontrados nos 14 genes a eatorios e o numero de copias detectado
Classe Sub Classe Ordem Superfamilia Subfamilia Codigo Estrutura Copias
| N/E SINE retrotransposon N.I. SINE9 OS RSX Non LTR Retrotransposon 1
I 1 TIR CACTA CACTA-N DTC Transposon 1
I 1 TIR MUTATOR MERMITE18B DTM Transposon 4
I 1 TIR Tc1-MARINER TNR11 DTT Transposon 3
I 1 TIR HARBINGER TOURIST OLO24 DTH MITE 3
I 1 TIR HARBINGER TOURIST OLO24C DTH MITE 8
I 1 TIR HARBINGER TOURIST YOUREN DTH MITE 2
I 1 TIR HARBINGER TOURIST EXPLORER DTH MITE 2
I 1 TIR HARBINGER TOURIST GAIJIN DTH MITE 1
I 1 TIR HARBINGER TOURIST WANDERER DTH MITE 2
I 1 TIR HARBINGER TOURIST TOURIST-XV DTH MITE 1
I 1 TIR MARINER STOWAWAY2 0S DTT MITE 1
I 1 TIR MARINER STOWAWAY9 OS DTT MITE 1
I 1 TIR MARINER STOWAWAY 10 0S DTT MITE 1
I 1 TIR MARINER STOWAWAY 17 OS DTT MITE 2
I 1 TIR MARINER STOWAWAY 21 0S DTT MITE 1
I 1 TIR MARINER STOWAWAY 41 0S DTT MITE 4
I 1 TIR MARINER STOWAWAY51 0S DTT MITE 2
I 1 TIR MARINER STOWAWAY _TREP215 DTT MITE 3
Il 2 HELITRON HELITRON Helitron RPO OS DHH - 2
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