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INTRODUCAO

A melhoria na estabilidade de produgdo dos genoétipos em ambientes propensos ao déficit
hidrico é de grande importancia para a cultura do arroz de sequeiro e pode ser feita por meio
do melhoramento genético com a identificagéo de caracteristicas que possam contribuir para
a tolerancia a seca (BABU et al., 2003).

Atualmente, diversas pesquisas tém demonstrado que se as plantas passam por
momentos de exposi¢ao a estresses prévios, tendem a apresentar mecanismos de meméria
celular que permitem que as mesmas se tornem mais tolerantes a futuras exposigdes. Com
isso, memoria de estresse ou Imprint é definida como modificages estruturais, genéticas e
bioquimicas que ocorrem como consequéncia de um contato anterior ao fator de estresse,
tornando as plantas, em geral, mais resistentes para futuros eventos desfavoraveis de mesma
natureza (THELIER; LUTTGE, 2012).

As plantas em condigao de deficiéncia hidrica, exigem a ativagdo de um ajuste osmotico
para manter o potencial hidrico, turgor e homeostase celular. O ajuste osmético € um
mecanismo que se estabelece mediante o acumulo de solutos compativeis, como a prolina,
que contribuem para a manutencéo do equilibrio hidrico e preservacdo da integridade de
componentes em condi¢des de estresse (MARIJUAN; BOSCH, 2013).

A prolina pode ser sintetizada por duas rotas, a rota do glutamato e a da ornitina. Em
condigBes de estresse osmotico, a rota via glutamato é a responsavel pelo maior acimulo
deste aminoacido (HAYAT et al., 2012). A biossintese de prolina ocorre, geralmente, no
citosol de maneira constitutiva, sendo controlada pelo gene P5CS2 (pirrolina-5-carboxilato
sintetase 2). Por outro lado, em condi¢des de estresse, sua biossintese € aumentada nos
cloroplastos, sendo controlada, principalmente, pelo gene P5CS1 (pirrolina-5-carboxilato
sintetase 1) (SZEKELY et al., 2008).

Na rota alternativa de biossintese, via ornitina, a mesma é transaminada para P5C via
ornitina-6-aminotransferase (VERBRUGGEN; HERMANS, 2008). Sugere-se que em algumas
espécies, em condi¢Bes de estresse, 0 acimulo deste osmdlito se da por esta rota (XUE et
al., 2009).

O catabolismo de prolina ocorre nas mitocondrias pela agdo sequencial das enzimas
pirrolina desidrogenase (PDH) e P5C desidrogenase (P5CDH). PDH é codificada por dois
genes, enquanto que um Unico gene P5CDH foi identificado em Arabidopsis thaliana e
Nicotiana tabacum (RIBARITS et al., 2007).

Baseado nisso, 0 objetivo deste trabalho foi observar se o estresse hidrico em diferentes
condigBes (com e sem pré-tratamento) tem influéncia no acimulo de prolina assim como na
expressdo de genes do seu metabolismo, em genétipos melhorados geneticamente para
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cultivo em diferentes sistemas de irrigacdo: BRS Queréncia (varzea) e AN Cambara
(sequeiro).

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido com dois genotipos de arroz, BRS Queréncia (varzea) e AN
Cambara (sequeiro). As sementes foram germinadas e ap6s 10 dias, as plantulas foram
transferidas para vasos plasticos (10L), contendo solo.

No estéadio vegetativo V5, as plantas de cada genétipo foram divididas em dois grupos.
No primeiro, as plantas ndo foram submetidas a pré-tratamento e no segundo grupo as
plantas foram submetidas a déficit hidrico (monitorado com o equipamento TDR EC o qual
determina o Contetido Volumétrico de Agua no solo). Nas plantas pré-tratadas, a irrigacéo foi
suspensa até que a umidade do solo atingisse 10% (estresse hidrico moderado). Apés, os
vasos foram rehidratados e mantidos nessa condigdo até a reaplicagdo do estresse, no
estadio reprodutivo. Em (R1-R2), a irrigagdo foi suspensa novamente conforme descrito
anteriormente.

Em vista disso, foram designadas quatro condi¢cdes experimentais: C: controle
(capacidade de campo); PT,: Pré-tratamento no vegetativo e sem déficit hidrico no
reprodutivo; PTy+R: Pré-tratamento no vegetativo e subsequente déficit hidrico no
reprodutivo; NPT: sem pré-tratamento no vegetativo e com déficit hidrico no reprodutivo. As
coletas foram realizadas no estadio reprodutivo em todas as condigdes.

O delineamento experimental foi em DIC, em esquema fatorial 2 x 4 (dois genétipos e
quatro condi¢des estudadas) com trés repeticdes biolégicas por tratamento, sendo cada
unidade experimental representada por um vaso contendo seis plantas.

Para a determinacéo do contelido de prolina foi utilizada a metodologia descrita por Bates
et al. (1973), com algumas modificagbes e os resultados expressos em pmol prolina g* MF
(massa fresca).

O RNA total foi extraido de folhas utilizando-se o reagente PureLink® Kit (Invitrogen™).
A qualidade e integridade do RNA total foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose
1% e a quantidade e pureza em NanoDrop ND-1000. Cada amostra de mRNA foi
reversamente transcrita em cDNA usando o kit comercial SuperScript First-Strand System for
RT-PCR (Invitrogen™). Foram desenhados primers na regido transcrita dos genes de arroz
que codificam enzimas envolvidas no metabolismo de prolina (P5CS1, P5CS2, P5CR OAT,
P5CDH e PDH). Como normalizador interno das reagfes de RT-gPCR utilizou-se o gene
UBC-E2 (Ubiquitina conjugada a enzima E2), previamente testado para as condicdes
experimentais. A quantificagdo relativa da expressdao de cada gene foi obtida conforme
descrito por Livak; Schmittgen (2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o gendtipo BRS Queréncia, o0 maior acumulo de prolina ocorreu em PTy+R com
0,159 mM prolina g* MF, seguido dos valores 0,112 e 0,098 mM prolina g* MF nas condi¢Ges
NPT e PTy, respectivamente, todos sendo superiores ao teor de prolina na condigéo controle.
O conteudo deste aminoacido em AN Cambara foi inferior, ao genétipo de varzea, em todas
as condigbes estudadas, no entanto, ndo diferindo significativamente entre as condi¢cdes
hidricas (Figura 1). Muitas evidéncias tém demonstrado que o estresse osmotico induz o
acumulo de prolina que é parcialmente regulado pela via de sinalizagdo ABA-dependente
(STRIZHQV et al., 1997). Deste modo, o estresse hidrico pode ativar a via da biossintese de
prolina, que pode atuar como um antioxidante ndo enzimatico e, deste modo, influenciar no
equilibrio redox das plantas. Os resultados mostraram que, em BRS Queréncia, o acumulo
de prolina foi acentuado, principalmente em plantas pré-tratadas, evidenciando uma provavél
resposta de defesa incrementada pelo processo de memaria, diferentemente do que ocorreu
no AN Cambara (Figura 1).



I 8RS Queréncia ] AN Cambara
0.204

0.184

Aa
0.16
0.144
Ab
0124
0.10+4 Ab
008+
0064
Ac Ba
0.044 Ba Ba
0.02-4 Aa
0.00-
(- PT, NPT

PT,+R

mM Prolina g MF

Condigdes

Figura 1- Contetdo de prolina livre em folhas de arroz (BRS Queréncia e AN Cambard), ap6s submetidas
as diferentes combinacdes de déficit hidrico. Os valores sé@o representados pela média de cada condigédo
+ DP. Médias seguidas de letras mailsculas iguais ndo diferem estatisticamente nos genétipos e letras
mindsculas iguais ndo diferem entre as condigdes dentro do mesmo genétipo.

Nas plantas que estavam em déficit hidrico no momento da coleta, os valores de
expresséo de P5CS1 foram de 3,16 e 5,39, respectivamente. Na maioria dos casos, observa-
se expressdes menores que as do controle nos genes P5CDH e PDH, envolvidos no
catabolismo mitocondrial de prolina (Figura 2A e 2B).

Em AN Cambard, houve aumento de expresséao principalmente no gene OAT (QR=4,07)
em PTy+R, proveniente da rota alternativa de sintese, em comparacdo com os demais genes
de biossintese. Em relagdo aos envolvidos no catabolismo, nota-se aumento de expressao
nos tratamentos que receberam pré-tratamento, principalmente no gene PDH, com QR= 3,5
e QR= 2,59, respectivamente, demostrando maior catabolismo de prolina neste gendtipo,
corroborando os valores baixos de quantificacdo do mesmo (Figura 2C e 2D).
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Figura 2- Quantificagdo Relativa (QR) da expressdo de genes codificadores de enzimas envolvidas na
biossintese (P5CS1, P5CS2, P5CR e OAT) e catabolismo (P5CDH e PDH) de prolina nos genétipos de
arroz BRS Queréncia (A e B) e AN Cambaré (C e D) ap6s submetidas as diferentes combinagdes de déficit
hidrico ao longo do ciclo.



Os resultados sobre a expressdo dos genes do metabolismo de prolina em BRS
Queréncia evidenciaram uma alta expressdo do gene P5CS1, provavelmente induzido pelo
déficit hidrico, e baixa resposta dos genes do catabolismo, principalmente do PDH que, de
acordo com Satoh et al. (2002), tem sua expresséo reprimida em condi¢des de desidratagéo.
Esses resultados correspondem a maior quantidade de prolina detectada neste genétipo,
provavelmente auxiliando na busca da homeostase (Figura 1). Em contrapartida, em AN
Cambara observou-se incremento na expressdo do gene OAT. Por outro lado, também foi
observado aumento na expressédo dos genes do catabolismo nas plantas pré-tratadas (Figura
2D), o que poderia explicar a manutengdo dos niveis de prolina entre todos as condi¢c8es
testadas (Figura 1), indicando uma auto-regulacdo da homeostase do metabolismo em AN
Cambara.

CONCLUSAO

Os aumentos dos niveis de prolina em BRS Queréncia correspondem ao aumento da
expressdo nos genes de biossintese, enquanto a constancia dos niveis de prolina em AN
Cambara correspondem ao equilibrio na expressdo entre os genes envolvidos. O maior
incremento de prolina e aumento de expressao dos genes da biossintese em PTv+R no BRS
Queréncia, podem estar associados com uma resposta advinda de meméria do estresse
prévio.
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