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A salinidade é uma condicao ambiental adversa que afeta a germinacao de
sementes, o crescimento de plantas e a produtividade de graos em arroz (Oryza sativa
L.). Esta espécie € mais sensivel a salinidade nos estadios de plantula e reprodutivo. A
entrada da agua do mar em areas costeiras, o uso inadequado da irrigacao e dos
fertilizantes e as condicoes climaticas sao os principais fatores responsaveis pela
salinidade do solo de cultivo de arroz (SINGH et al. 2021, CHEN et al. 2022). Em
determinadas regides do Rio Grande do Sul, estado responsavel pela maior parte do
arroz produzido no Brasil, a Laguna dos Patos é utilizada como fonte de irrigacao. No
verao ocorre a salinizacao da Laguna devido a entrada da agua de Oceano Atlantico. A
utilizacao de agua com elevados teores de sais € prejudicial a cultura (FRAGA et al.
2010), que se encontra no estadio reprodutivo. Além disso, contribui com a deposicao
de sais no solo, o que vai afetar as safras futuras.

O desenvolvimento de cultivares de arroz tolerantes € uma das abordagens mais
economicas para lidar com o estresse salino (CHEN et al. 2022). Nos ultimos anos
diferentes abordagens de biotecnologia tem auxiliado o melhoramento convencional
no desenvolvimento de novas cultivares. Dentre essas estratégias esta a identificacao
de genes candidatos envolvidos no controle de caracteres de interesse agronomico,
como a tolerancia a salinidade.

As plantas desenvolveram mecanismos aprimorados para manter a homeostase
celular durante o desenvolvimento e sob condicoes ambientais adversas. A autofagia €
um dos principais mecanismos de regulacao da homeostase, sendo responsavel pela
degradacao e reciclagem de proteinas e organelas. A autofagia atua em condicoes
normais de modo basal, como sistema de limpeza e remobilizacao de nutrientes. Sob
condicoes adversas é responsavel pela reciclagem de componentes celulares
danificados ou indesejados. Foram caracterizados diferentes tipos de autofagia em
plantas, como microautofagia, macroautofagia e autofagia mediada por chaperonas.
Na macroautofagia, vesiculas (fagéforo) carregam componentes citoplasmaticos para o
vaclolo, e com o rompimento da membrana ocorre liberacao e hidrolise dessas
moléculas, que sao recicladas e retornam para o citoplasma (GOU et al. 2019). Os
diferentes genes relacionados a autofagia (ATG) foram descobertos em leveduras, e
posteriormente foram identificados em plantas e demais eucariotos (CHEN et atl.
2021).

Em arroz foram identificados 33 genes ATG (XIA et al. 2011)., pertencentes a
diferentes familias, que codificam proteinas que atuam na inducao do fagoforo,
transporte de lipideos para membrana, nucleacao de vesiculas, e expansao e
fechamento do fagéforo (SIGNORELLI et al. 2019). Dentre esses genes esta o ATG18,
um dos responsaveis pela formacao do autofagossomo e expansao do fagdforo via
transporte de lipideos, com seis homologos em arroz (OsATG18a-f). Em Arabidopsis o
gene AtATG18a esta envolvido na resposta aos estresses oxidativo, salino e seca
(QUEZADA-RODRIGUEZ et al. 2021).

Dentro desse contexto, o presente trabalho teve como objetivo analisar o perfil
transcricional do gene OsATG18a em arroz submetido a salinidade no estadio
reprodutivo.

MATERIAL E METODOS
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Nesse estudo foi utilizada a cultivar BRS Pampeira, cultivada em baldes, mantidos
em casa de vegetacao. As plantas foram conduzidas usando sistema irrigado por
inundacao, e o manejo foi realizado de acordo com as recomendacdes técnicas para a
cultura (SOSBAI, 2018). O estresse salino foi aplicado quando as plantas atingiram o
estadio R2 (formacao do colar da folha bandeira/emborrachamento) (COUNCE et al.
2000). Nesse momento, a lamina d’agua foi substituida por solucdao de NaCl 150mM
(LEKKLAR et al. 2019). Plantas controle permaneceram com lamina d’agua. A coleta de
folhas foi feita 0, 3 e 6 dias apos o inicio do estresse. O desenho experimental foi de
blocos ao acaso, com trés repeticoes, sendo cada repeticao formada por um balde com
trés plantas.

Os tecidos coletados foram imediatamente fixados em N liquido e armazenados
em ultrafreezer a -80 °C. A extracao de RNA foi feita usando reagente PureLink™ Plant
RNA Reagent (Invitrogen™), conforme recomendacdes do fabricante. Apos verificar
quantidade e pureza em espectrofotometro (NanoVue™ Plus Spectrophotometer) e
integridade em eletroforese em gel de agarose, 1 pug de cada amostras de RNA foi
submetida a digestao de DNAs contaminantes com o kit DNase |, Amplification Grade
(Invitrogen™). Posteriormente, foi feita a sintese de cDNA usando o kit SuperScript™ lll
First-Strand Synthesis System (Invitrogen™).

A sequéncia correspondente a regiao codificadora do gene OsATG18a
(0s02g0791800) foi obtida no banco de dados RAP-BD (Rice Annotation Project
Database - https://rapdb.dna.affrc.go.jp/). Os oligonucleotideos (F:
AGATGCTCACGAGTCTCCCT e R: CCAGAAGCTGTTGCCAGGTA) foram desenhados usando
programa Primer3Plus (https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/
primer3plus.cgi) (UNTERGASSER et al. 2007). Foram utilizados dois genes
normalizadores, AK059783 e 0s0690215200, previamente testados em estudos
anteriores por Jain et al. (2006) e Narsai et al. (2010). A validacao dos
oligonucleotideos, para determinar eficiéncia e especificidade, foi feita usando fator
de diluicao 1:5, com quatro pontos, a partir de um pool de cDNAs de todos os
tratamentos. A analise de expressao foi realizada em equipamento de PCR em tempo
real (Applied Biosystems™, modelo 7500 Fast), usando o kit SYBR™ Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems™). Para cada repeticao biologica foram feitas trés repeticoes
técnicas. A quantificacao da expressao foi calculada de acordo com a método 2-24CT
(LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). Os resultados obtidos foram apresentados em graficos de
barra.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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A analise de expressao do gene OsATG18a foi feita em diferentes periodos de
estresse salino e também em diferentes periodos na condicao controle, ja que é sabido
que a autofagia também esta envolvida no desenvolvimento das plantas (CHEN et atl.
2021). Em condicdes normais (controle), foi observado um aumento de expressao do
gene OsATG18a com o avanco do estadio reprodutivo (Figura 1). Quando se considera a
condicao de salinidade, se verifica maior acimulo de transcritos de OsATG18a em 3
dias apos inicio do estresse, e reducao da expressao desse gene aos 6 dias de estresse.
Esse comportamento sugere o envolvimento de OsATG78a na resposta inicial a
salinidade em arroz. Resultados similares foram obtidos em Arabidopsis, arroz, trigo,
tabaco, pimenta e outras espécies modelo, nas quais o tratamento com NaCl promoveu
a inducao da transcricao de genes ATG, especialmente AtATG8 e AtATG18 (LUO et al.
2017).

Em estudos anteriores, Liu et al. (2009) também verificaram aumento da
expressao de AtATG18a em plantas de Arabidopsis sob estresse salino. Os autores
também demonstraram que o silenciamento de AtATG178a leva a maior sensibilidade
das plantas, sugerindo que a autofagia esta envolvida na sobrevivéncia das plantas
durante a exposicao a salinidade. Além disso, os autores sugerem que o gene AtATG18a
pode ser utilizado como um marcador para predizer a atividade de autofagia.
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Figura 1. Perfil de expressao do gene OsATG18 em plantas de arroz submetidas a salinidade (NaCl
150mM) no estadio R2 (emborrachamento). QR: quantificacao relativa; 0d: plantas em R2; 3d C: plantas
3 dias ap6s R2 com manutencao de lamina d’agua; 3d S: plantas 3 dias apos R2 com estabelecimento de
lamina de solucao salina; 6d C: plantas 6 dias apds R2 com manutencao de lamina d’agua; 6d S: plantas
6 dias ap6s R2 com estabelecimento lamina de solucao salina. Os intervalos representam o erro padrao.

E conhecido que sob salinidade ocorre a inibicdo da absorcdo de agua pelas
plantas, e o acimulo de Na+ e Cl- no citosol causa toxidade ionica. Como consequéncia
tem-se a reducao da fotossintese e a elevacao de espécies reativas de oxigénio. Para
lidar com o estresse osmético e ionico as plantas fecham os estomatos e limitam a
concentracao de Na* nas células através da compartimentalizacao no vacuolo. Além
disso, ocorre a sintese de osmolitos como glicinabetaina, alcoois de acucar, poliaminas
e prolina. Embora esses mecanismos ja sejam bem compreendidos, ha pouca
informacao com relacao a forma de manutencao de energia e realocacao de recursos
sob salinidade. Foi demonstrado que a autofagia, além de atuar na reciclagem de
proteinas e organelas danificadas, fornecendo energia e macromoléculas para a
sobrevivéncia da planta, também é requerida para o sequestro de Na* no vaclolo de
células da raiz (LUO et al. 2017). Considerando que autofagia é induzida na condicao
de salinidade e esta envolvida nos mecanismos de adaptacao, sugere-se explorar essa
rota como uma estratégia de melhoramento para obtencao de cultivares de arroz
tolerantes a salinidade.
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CONCLUSAO

O gene OsATG18a foi induzido em plantas de arroz submetidas a salinidade no
estadio reprodutivo. Estudos com OsATG18a e outros genes envolvidos na rota da
autofagia pode ser uma estratégia potencial para o desenvolvimento de cultivares de
arroz tolerantes ao estresse ocasionado por salinidade.
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