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INTRODUÇÃO 
 

O Brasil é o nono maior produtor mundial de arroz (Oryza sativa L.), um dos cereais 
mais consumidos no mundo (FAO, 2016). A produção nacional em 2016 foi de 
aproximadamente 11 milhões de toneladas, sendo que o Rio Grande do Sul (RS) se 
destaca neste cenário, sendo responsável por mais de 71% desta produção (IBGE, 2017).  

Com relação às perdas nas lavouras, estima-se que cerca de 25% ocorra devido ao 
ataque de fitófagos em geral (Oerke, 2006). Uma das principais razões para as perdas na 
produtividade do arroz é a infestação de ácaros fitófagos (Blasi et al., 2014; Buffon et al., 
2015), que podem danificar as plantas de arroz durante todo o desenvolvimento, 
dependendo da espécie de ácaro e do nível de infestação. Uma prova disto é que o ácaro 
filófago Schizotetranychus oryzae Rossi de Simons entrou no ano de 2016 para a lista de 
pragas do arroz da Embrapa (EMBRAPA, 2016). 

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi elucidar as modificações fisiológicas e 
moleculares envolvidas na resposta de plantas de arroz a altos níveis de infestação de S. 
oryzae.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 
 

Este trabalho foi realizado na safra 2012/2013. As plantas de arroz da cultivar IRGA 
424 foram mantidas em casa de vegetação. Plantas controle foram colocadas isoladas 
para evitar a infestação de S. oryzae. Para todas as análises foram coletadas folhas de 
plantas controle (control) e de plantas altamente infestadas ou com infestação tardia (LI, 
late-infested), as quais continham aproximadamente 180 ácaros por folha. 

Para observar os danos fisiológicos causados pelos ácaros nas folhas de arroz, 
realizamos técnicas histoquímicas in situ, onde para verificar a formação de espécies 
reativas de oxigênio (O2

- e H2O2), fragmentos de folhas foram corados com nitro blue 
tetrazolium (NBT) e diaminobenzidine (DAB), respectivamente, conforme descrito por Shi 
et al. (2010). Para detectar perda de integridade da membrana plasmática ou morte celular, 
as folhas foram coradas com o reagente Evans blue, de acordo com Romero-Puertas et 
al. (2004). Realizamos ainda a quantificação dos níveis de clorofila total, a qual foi extraída 
com acetona 85%, seguindo o método de Ross (1974). 

 Para as análises de proteômica, amostras de folhas controle e altamente infestadas 
foram submetidas à extração de proteínas através do kit Total Plant Protein Extraction, 
Sigma. A quantificação das mesmas foi feita pelo método BCA (Thermo Scientific, 
Rockford, IL). A análise de MudPIT (Multidimensional Protein Identification Technology) foi 



 

 

realizada conforme Beys da Silva et al. (2014), e a proteínas foram identificadas com base 
no banco de dados do NCBI, Reference Sequence Database (RefSeq). 

Para validar os dados gerados pela proteômica, realizamos PCR em Tempo Real (RT-
qPCR) e ensaios enzimáticos. O RNA total das amostras de folhas de arroz foi extraído 
utilizando o kit NucleoSpin RNA Plant (Macherey-Nagel) e a síntese da primeira fita de 
cDNA foi realizada com o Kit SMART PCR cDNA Synthesis. Os níveis de expressão dos 
genes de interesse foram avaliados em relação ao gene controle Ubiquitina 5 (OsUBQ5) 
(JAIN et al., 2006) e os dados foram analisados através do método 2-ΔCT modificado 
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). Os ensaios enzimáticos 
foram realizados com kits específicos para cada enzima, de acordo com as instruções do 
fabricante. As leituras foram feitas em microplacas no aparelho Spectramax (Molecular 
Devices, USA). A análise estatística foi realizada através do teste t de Student (p ≤ 0,05, 
0,01 e 0,001) utilizando o software SPSS 21.0 para Windows (SPSS Inc., EUA). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Nossos dados mostraram que as folhas altamente infestadas pelo ácaro (Figura 1) 
apresentam altos níveis de espécies reativas de oxigênio (O2

- e H2O2) e também de morte 
celular, o que é indicativo de estresse oxidativo bem estabelecido, como mostrado nas 
Figuras 2 e 3. 

 

 
 
Figura 1. Características visuais de folhas de arroz controle (control) e altamente infestadas (LI, late-
infested) com o ácaro S. oryzae. 
 
 

 
Figura 2. Coloração histoquímica de O2

− (a) e H2O2 (b) por nitro blue tetrazolium (NBT) e 
diaminobenzidine (DAB) em folhas de arroz controle e altamente infestadas. 
 



 

 

 
 
Figura 3. Perda da integridade da membrana plasmática em folhas de arroz controle e altamente 
infestadas, detectada por coloração histoquímica utilizando o reagente Evans Blue. 
 

As folhas de arrroz altamente infestadas também mostraram redução na quantidade 
de clorofila, indicando um processo de senescência bem estabelecido, o que foi 
confirmado pela alta expressão do gene OsSGR (marcador de senescência) (Figura 4). 

 

 
 

Figura 4. Concentração total de clorofila (a) e expressão do gene OsSGR (b) em folhas de arroz controle 
e altamente infestadas (p≤0,05). 

 
 A análise por MudPIT levou à identificação de 184 proteínas diferencialmente 

expressas, sendo 83 exclusivas e 11 mais expressas nas folhas controle, além de 89 
exclusivas e 1 mais expressa nas folhas altamente infestadas (com aproximadamente 180 
ácaros por folha). Os dados de proteômica foram validados através de PCR em Tempo 
Real (RT-qPCR) e ensaios enzimáticos (dados não mostrados). 

  

CONCLUSÃO 
 

Este é o primeiro trabalho avaliando a resposta de plantas de arroz à alta infestação 
de ácaros fitófagos Schizotetranychus oryzae utilizando uma abordagem proteômica. Os 
processos mostrados e a identificação de proteínas diferencialmente expressas são úteis 
para revelar os mecanismos moleculares envolvidos na resposta do arroz a altos níveis de 
infestação de ácaros. Além disso, produzem um conjunto de alvos potenciais interessantes 
para futuros estudos com o objetivo de promover a resistência aos ácaros fitófagos nas 
plantas de arroz, ou, pelo menos, para evitar o aumento da população destes ácaros. 
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