EXPRESSAO GENICA E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA ENZIMA
SUPEROXIDO DISMUTASE EM PLANTAS DE ARROZ SUBMETIDAS
A DEFICIT HIDRICO

Alexandre Pereira Leivas®; Tatiana Rossatto?; Priscila Ariane Auler®; Marcelo Nogueira do Amaral?;
Cristini Milech?; Eugenia Jacira Bolacel Braga®

Palavras chaves: Oryza sativa L., estresse abidtico, memoria
INTRODUCAO

A restricdo hidrica € um dos varios estresses ambientais que causam mudangas
drasticas no crescimento, fisiologia e metabolismo das plantas afetando a produg&o mundial
de graos. Estas alteragdes acabam refletindo no balanco hidrico e nutricional, provocando
mudancas no metabolismo hormonal, nas trocas gasosas e na producdo de espécies
reativas de oxigénio (PRISCO; FILHO, 2010).

Sabe-se que em resposta a restricdo hidrica as plantas desencadeiam um complexo
sistema antioxidante, cuja funcdo é proteger as células dos danos ocasionados pelas
espécies reativas de oxigénio (EROs) (SILVEIRA et al., 2010). A enzima superéxido
dismutase (SOD) parece ser a primeira a atuar na linha de defesa na eliminagéo das EROs,
realizando a dismutacéo do radical superéxido em peréxido de hidrogénio). As isoformas da
SOD sao classificadas de acordo com seu cofator metalico e/ou sua localizagdo subcelular:
(Fe-SOD presente nos cloroplastos; (Mn-SOD) presente nas mitocondrias e peroxissomos e
a Cu/Zn-SODs presentes nos cloroplastos, peroxissomos, citosol e, possivelmente, no
espaco intercelular (ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002).

Em relagdo ao numero de exposicdes da planta a determinada situacdo adversa,
estudos demonstram a influéncia de pré-tratamentos na aquisicdo de memoria pelo vegetal.
Foi relatado que o priming (pré-exposi¢ao da planta a um evento de estresse moderado)
efetivamente confere resisténcia da planta a um episodio de estresse severo que ocorra
posteriormenete (PASTOR et al., 2012).

O objetivo desse trabalho foi avaliar no estadio reprodutivo a atividade da superéxido
dismutase e a expresséo génica de cada isoforma dessa enzima, em dois genotipos de
arroz, BRS Queréncia (varzea) e AN Cambara (sequeiro) apds serem submetidos ou nédo a
um pré-tratamento com restricao hidrica no estadio vegetativo.

MATERIAL E METODOS

Sementes dos dois gendtipos foram colocadas para germinar sobre papel Germitest, e
apos 10 dias as plantulas foram transferidas para vasos plasticos (10L), contendo solo.

No estadio vegetativo V5, as plantas de cada genétipo foram divididas em dois grupos.
No primeiro, as plantas ndo foram submetidas ao déficit hidrico (pré-tratamento) e no
segundo grupo as plantas foram submetidas aao pré-tratamento de déficit hidrico. Nas
plantas pré-tratadas, a irrigacéo foi suspensa quando a umidade do solo atingiu 10%. Apds
isso a irrigacdo volto no mesmo nivel dos vasos controle (capacidade de campo) e
permaneceram nessa condigdo até o estadio reprodutivo.

No estadio reprodutivo (R1-R2), a irrigagdo foi suspensa novamente em um grupo de
plantas, de cada gendtipo, até atingirem 10% de umidade do solo. Para isso foram
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designadas quatro condi¢cdes experimentais: C: Tratamento sem restricdo hidrica; 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.

A avaliagdo da atividade da SOD foi baseada na capacidade da enzima em inibir a
fotorreducéo do azul de nitrotetrazélio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977) e as leituras
foram realizadas a 560 nm.

Para analise da expresséo dos genes das isoformas da enzima SOD foram desenhados
primers na regido transcrita dos genes de arroz. O RNA total foi extraido utilizando-se o
reagente PureLink® Kit (Invitrogen™).e apds foi reversamente transcrito (MRNA) em cDNA
usando o kit comercial SuperScriptFirst-Strand System for RT-PCR (Invitrogen™).. Como
normalizador interno das reagbes de RT-qPCR utilizou-se o gene UBC-E2, previamente
testado para as condigBes experimentais. A quantificacéo relativa da expressdo de cada
gene foi obtida conforme descrito por Liviak; Schmittgen (2001).

O delineamento experimental foi completamente casualizado (DIC), em esquema
fatorial 2 x 4 (dois genotipos e quatro condi¢des estudadas) e trés repeticGes bioldgicas por
tratamento, sendo cada unidade experimental representada por um vaso contendo seis
plantas. Os dados foram submetidos a andlise de variancia (P<0,05) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade, utilizando o software estatistico
SAS v.9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para ambos os genétipos estudados observou-se diferenca significativas na atividade
da SOD em todas as condi¢cdes experimentais, com maiores variagdes em PTy+R PTy e
NPT sendo que para BRS Queréncia os valores foram de 167,32; 156,81 e 135,09 U mg™
proteina, respectivamente, enquanto que para AN Cambara 284,72; 302,40 e 248,96 U mg'1
proteina, respectivamente. De modo geral, é possivel perceber que os valores médios de
SOD, em todos os tratamentos, no genétipo BRS Queréncia, foram menores que o0s
observados no AN Cambaré (Figura 1).

Segundo Basus et al. (2009) o aumento ou mesmo a manutencéo da atividade da SOD
estd associado a tolerancia, enquanto a sensibilidade ao déficit hidrico esta associado a
reducéo da atividade desta enzima. De forma semelhante Lum et al. (2014), verificaram que
em Oryza sativa tolerante a seca (Pulot Wangi) exibiu maior atividade da enzima SOD, do
que o gendtipo sensivel a seca (Kusam). Assim, os autores destacam que a tolerancia a
seca desta variedade de arroz pode esta relacionada a atividade dessa enzima antioxidante
e de outras abordadas no estudo.
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Figura 1- Atividade da enzima SOD em folhas de arroz (BRS Queréncia e AN Cambard), depois de
submetidas as diferentes combinacdes de déficit hidrico ao longo do ciclo. Os valores séo representados
pela média de cada condigdo + DP. Médias seguidas de letras mailsculas iguais ndo diferem
significativamente nos gendétipos e letras mindsculas iguais nédo diferem entre as condi¢des dentro do
mesmo genétipo. C (sem restricdo hidrica), PTy+R (pré-tratamento e déficit hidrico no estadio
reprodutivo), PTy (pré-tratamento e nivel ideal de umidade no solo no estadio reprodutivo) e NPT (sem
pré-tratamento e déficit hidrico no estadio reprodutivo).

Com relagdo aos oito genes que codificam a enzima SOD, no gendtipo BRS Queréncia,
0s maiores valores de expressao foram observados nos tratamentos PTy+R e NPT, sendo
gque a isoforma OsSODB-Fe foi a mais responsiva com valores de QR 11,71 e 11,52,
respectivamente (Figura 2A). Para o genotipo de sequeiro, AN Cambara, os maiores valores
de atividade desta enzima podem ser associados aos maiores valores de expressao para
estes genes codificadores da SOD. A isoforma mais responsiva neste caso foi a OsSODA1-
Mn e com valores de QR superiores ao encontrado no outro genétipo estudado, com 40,71
no PTv+R, (Figura 2B).
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Figura 2- Expressao dos genes codificadores das oito isoformas da enzima superé6xido dismutase (SOD)
em folhas de arroz, ap6s submetidas as diferentes combinag6es de déficit hidrico ao longo do ciclo. BRS
Queréncia (A) e AN Cambara (B). C (sem restri¢cdo hidrica), PTy+R (pré-tratamento e déficit hidrico no
estadio reprodutivo), PTy (pré-tratamento e nivel ideal de umidade no solo no estadio reprodutivo) e NPT
(sem pré-tratamento e déficit hidrico no estadio reprodutivo).



Para os tratamentos que estavam em déficit hidrico em ambos os genétipos, os
genes que codificam para as isoformas da SOD tiveram aumento de expressao. Entretanto,
no gendtipo de sequeiro a expressdo do gene OsSODA1-Mn foi aproximadamente 40 vezes
superior aos das plantas controle, quando comparadas com as que foram pré-tratadas e
enfrentaram déficit hidrico subsequente no estadio reprodutivo (PTy+R). A alta expresséao
estd de acordo com a expressiva atividade da enzima nestas condi¢cdes. Semelhante ao
encontrado nesse estudo Uzilday et al. (2012), observaram aumentos significativos na
expressdo do gene SOD-Mn, em Cleomespinosa sob condi¢des de seca, indicando a
compartimentalizagdo mitocondrial do anion superoxido (O,*). Outros estudos tém relatado
uma correlagdo positiva entre a expressao aumentada do gene SOD-Mn e maior tolerancia
das plantas a estresses ambientais (QUE et al., 2012). No genétipo de varzea, o gene que
codifica a isoforma da SOD que teve maior expressdo nas condi¢cdes estudadas foi o
OsSODB-Fe, porém sem marcantes diferencas entre as plantas pré-tratadas e as expostas
a situacéo adversa somente no periodo reprodutivo.

CONCLUSAO

O gendtipo AN Cambara expressa atividade da enzima SOD significativamente
superior ao controle e ao gendtipo Queréncia nas condigdes PTy+R NPT e PTy. Para o
genotipo de sequeiro a isoforma OsSODA1-Mn apresenta maiores niveis de transcritos,
contribuindo para o aumento da atividade da enzima e possivel protegédo ao déficit hidrico.
J& para o gendtipo Queréncia, a isoforma OsSODB-Fe é a mais responsiva ao estresse
hidrico. Baseado nisso, infere-se que a maior capacidade de manutencéo do status hidrico
na AN Cambara pode ser induzida por um pré-tratamento de déficit hidrico decorrendo da
memoria dessas plantas.
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