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Resposta antioxidativa de acessos de mamona (Ricinus communis L.) ao déficit

hidrico causado por PEG

RESUMO

As principais regides produtoras de Ricinus communis L. no pais, estdo localizadas
no semi-arido brasileiro, sendo essa cultura bem adaptada a essa regido por ser capaz de
sobreviver sob pouca disponibilidade hidrica. No entanto, a seca é o principal fator
limitante da produtividade de culturas mundiais e as culturas que apresentam maior
resisténcia a este estresse sao ser cruciais para a manutencdo e produtividade em areas
onde as estacdes secas sdo comuns. A fim de analisar o comportamento enzimatico e a
expressao diferencial de genes potencialmente relacionados com a tolerancia de
mamona ao déficit hidrico, seis acessos dessa cultura (China Careca, IAC 2028, IAC
226, IAC Guarani, IAC 80 e PB 07), foram submetidos a um ensaio com solucdo de
polietilenoglicol (PEG 6000) para simulacdo de déficit hidrico e sem solucdo de PEG
6000 (controle negativo), em diferentes tempos de amostragem (2, 8 e 24 horas).
Anélises da atividade enzimética pertencente ao sistema de defesa antioxidante
(Catalase -CAT, Ascorbato Peroxidase - APX, Guaiacol Peroxidase -GPOX e
Superoxide Dismutase- SOD) revelaram que o0s seis acessos estudados possuem
diferentes mecanismos de resposta ao déficit hidrico. A expressao diferencial dos genes
CAT, APX, SOD-Cu/zZn, SOD-Fe e SOD-Mn ¢é aumentada pelo deficit hidrico causado
por PEG 6000 10g/L no periodo de 24 horas no acesso China Careca, esse mesmo
acesso se mostrou menos sensivel ao déficit hidrico no periodo de 24 horas por
apresentar um sistema de defesa antioxidante mais eficiente. Os presentes resultados
mostram que o acesso China Careca pode ser considerado de grande importancia para o
programa de melhoramento genético, uma vez que esse apresenta a caracteristica de

precocidade, um sistema de defesa antioxidante eficiente e resisténcia ao déficit hidrico.

Palavras-chave: Mamona, estresse oxidativo, enzimas antioxidantes, expressao génica,
PCR Quantitativo em Tempo Real (g-PCR).
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Antioxidative response in accessions of castor ( Ricinus communis L. ) Under water
deficit caused by PEG

ABSTRACT

The major producing regions of Ricinus communis L. in the country are located in the
Brazilian semi -arid, and this culture is well adapted to this region because it is able to
survive under low water availability. However, drought is the main factor limiting the
productivity of world crops and crops with greater resistance to this stress seem to be
crucial for the maintenance and income in areas where dry seasons are common. In
order to analyze the enzymatic behavior and differential expression of genes potentially
related to the tolerance of this crop to water deficit, six accessions of castor bean (China
Careca, IAC 2028, IAC 226 , IAC Guarani , IAC 80 and PB 07) , were submitted to a
trial with polyethylene glycol solution (PEG 6000) for simulating water deficit and
without PEG 6000 solution (negative control), at different sampling times (2, 8 and 24
hours). Analysis of the enzymatic activity belonging to the antioxidant defense
(Catalase - CAT, Ascorbate Peroxidase - APX, Guaiacol Peroxidase and Superoxide
Dismutase - GPOX Activity - SOD) showed that six accesses have different
mechanisms of response to water deficit. The differential expression of CAT, APX,
SOD-Cu/Zn, Fe - SOD and Mn - SOD genes is induced by water deficit caused by PEG
6000 10g/L within 24 hours in China Careca access, this same access has showed less
sensitivity to drought in 24 hours by presenting a more efficient system of antioxidant
defense. Our results show that China Careca access can be considered of great
importance for the breeding program, since this has the characteristic of precocity and
an efficient antioxidant defense.

Keywords: Castor bean, oxidative stress, antioxidant enzymes, gene expression,
Quantitative Real Time PCR (g-PCR).
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1 INTRODUCAO

A mamona (Ricinus communis L.) é uma planta oleaginosa pertencente a
familia das euforbidceas, também conhecida como ricino ou carrapateira, de origem
tropical e é cultivada comercialmente em mais de 15 paises, dentro dos quais 0s
principais produtores sdo india, China, Mocambique e Brasil (LARA, 2010; FAO,
2014). Até meados da década de oitenta o Brasil foi o principal produtor mundial desta
oleaginosa, no entanto, a producdo nacional declinou nas Ultimas décadas, essa perda
de competitividade brasileira no mercado internacional € justificada pelos baixos niveis
tecnoldgicos do pais no segmento da ricinocultura, gerando assim a necessidade de
importacdo de 6leo bruto proveniente da india e China (SANTOS et al, 2007).

Seus produtos e subprodutos possuem grande potencial econémico na &rea
industrial de transformacdo e como fonte energética sob a forma de biodiesel. A
versatilidade do 6leo de mamona deve-se a estrutura quimica do &cido ricinoléico
(SAVY FILHO et al., 1999b; SANTOS et al., 2007).

A cultura da mamona est4d sendo considerada como uma boa op¢do para
agricultores de diversas regides do pais em razdo, principalmente, do alto rendimento
energético, relativa rusticidade e tolerancia a seca, sendo adaptavel a condicGes
edafocliméticas muito variveis.

O carater social e a possibilidade do cultivo no semi-arido nordestino tém
destacado a mamona entre as demais espécies tolerantes ao déficit hidrico, sem
mencionar o fato de seu 6leo ser estritamente industrial, o que reduz a competi¢cdo com
o mercado alimentar, como ocorre com outras matérias-primas (BELTRAO et al.,
2005). A mamona é produtiva em termos de biomassa energética e ambientalmente
renovavel, uma vez que todas as partes da planta podem ser aproveitadas, desde a torta
até os restos culturais. Portanto, a mamona preenche satisfatoriamente todos 0s
requisitos-base para participar como matéria-prima na producéo de biodiesel brasileiro

Sabendo da caréncia de recursos hidricos da regido Nordeste, estudos a respeito

da tolerancia a seca de plantas, como a mamona, sdo necessarios para buscar o aumento
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na eficiéncia do uso de &gua pelas plantas, bem como ao maior entendimento dos
efeitos do estresse hidrico no crescimento.

A seca ¢ o principal fator limitante da produtividade de culturas agricolas e as
espécies vegetais que apresentam maior resisténcia a este estresse parecem ser
determinantes para a manutencdo de rendimentos satisfatorios em areas onde as
estacOes secas sdo comuns (AZEVEDO et al., 2001).

A identificacdo e a compreensdao dos mecanismos de tolerancia a seca, Sao
fundamentais para o desenvolvimento de novas cultivares comerciais mais tolerantes
ao estresse hidrico. A tolerancia das plantas a seca ndo é uma caracteristica simples,
mas sim uma caracteristica em que os mecanismos trabalham isoladamente ou em
conjunto para evitar ou tolerar periodos de estresse hidrico (STOLF-MOREIRA, et
al.;2011).

Muitos dos estresses abidticos conhecidos, como salinidade, temperatura,
aluminio e seca quebram o balango metabdlico das células, resultando no aumento de
producdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) (MITTLER, 2002; PRISCO &
FILHO, 2010; JAMBUNATHAN, 2010). As EROs, quando se acumulam nos tecidos,
podem levar a alteracdo da atividade das enzimas do complexo antioxidativo. Estas
enzimas desempenham um papel importante no combate a esses radicais e s&@o
requeridas quando o equilibrio entre producdo e remocdo das EROs é afetado por
fatores ambientais adversos, como o estresse por déficit hidrico (APEL & HIRT, 2004).

A enzima superoxide dismutase (SOD) por ser considerada a primeira linha de
defesa contra as EROs, desempenha um papel chave no sistema de defesa antioxidativo,
convertendo O, em H,0, e O, Ja as enzimas catalase (CAT), ascorbato peroxidase
(APX) e guaiacol peroxidase (GPOX) tém como principal funcdo a remocéo das EROs,
detoxificando o produto originado pela acdo da SOD (H,O;) em H,O e O,
(SCANDALIQS, 2005).

Conhecer as atividades das enzimas pertencentes ao complexo antioxidante é
fundamental para se entender os danos causados pelo estresse oxidativo presente nas
plantulas de mamoneira submetidas ao déficit hidrico.

Assim, esse trabalho teve como objetivo caracterizar acessos de mamona
pertencentes ao banco de germoplasma do Instituto Agronémico de Campinas - IAC
(Campinas, SP), quanto a resposta ao déficit hidrico causado por polietilenoglicol (PEG
6000), a fim de se compreender o0 comportamento das enzimas antioxidantes, por meio
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da atividade enzimaética e expressao génica, que ocorrem em plantulas submetidas a
esse tipo de estresse e que caracterizam a tolerdncia ou a sensibilidade ao déficit
hidrico. A compreensdo do comportamento dessas enzimas visa subsidiar o Programa
de Melhoramento de Mamona do IAC na obtencdo de novas cultivares com

caracteristicas de tolerancia ao déficit hidrico.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Generalidade sobre a cultura da mamoneira

A mamoneira pertence a familia Euphorbiaceae, ao género Ricinus e a espécie
Ricinus communis L. e é popularmente conhecida como mamona, carrapateira, palma-
de-cristo, enxerida e ricino (LARA, 2010).

Ricinus communis L (2n-20) é explorada comercialmente como uma cultura anual
que floresce de 90 a 120 dias ap6s plantio (BALDANZI et al., 2003), no entanto é
classificada pela botanica como uma planta perene que pode chegar até cinco anos de
idade (SAVY FILHO et al., 1999 a).

Considerada uma planta monoica, heliofita e xerdfila, a mamoneira possui habito
arbustivo, com diversas coloracfes de caule, folhas e racemos (cachos). Em geral, os
frutos possuem espinhos que, em alguns casos, sdo inermes e as sementes se
apresentam com diferentes tamanhos, formatos e grande variabilidade de coloragédo
(AZEVEDO et al., 2001).

Seu sistema reprodutivo é considerado do tipo misto, podendo ocorrer
autofecundacgéo e altas taxas alogamia, chegando a 40 % variando com o porte da
planta (BELTRAO et al., 2007b). Em geral o sistema radicular é vigoroso, do tipo
pivotante, profundo, com emisséo de radicelas, permitindo grande area de absorcao de
umidade e nutrientes do solo (SAVY FILHO, 1999).

Sua inflorescéncia é composta de raquis, em que a parte superior é feminina e a
inferior masculina, geralmente a relacéo das flores é de 30% a 50% femininas e de 70%
a 50% masculinas, por isso um dos objetivos dos trabalhos de melhoramento € alterar a

relagcdo, aumentando a porcentagem de flores femininas (SAVY FILHO, 1999). Porém,
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a expressdo do sexo é afetada por fatores ambientais, como deficiéncia hidrica e
temperatura muito alta, que induzem a formacao de flores masculinas.

A mamoneira apresenta protoginia, onde os pistilos das flores femininas atingem a
maturacdo de cinco a dez dias antes da maturacdo das anteras das flores masculinas
(GURGEL, 1945; BERTOZZO, 2009).

E uma espécie perene, cujas plantas apresentam variabilidade em suas
caracteristicas, como porte variado, desde 0,8 m a arvores com mais de cinco metros de
altura, ramificacdo caulinar do tipo simpodial, raizes fistulosas, vérios tipos de
expressao de sexualidade e elevadas taxas de respiracdo (AZEVEDO et al., 1997).

O numero e o tamanho de internddios que cada ramo possui é uma caracteristica
varietal, determinando a altura de insercdo do racemo primario. Sua quantidade nos
ramos laterais também determina a altura da planta e a emissdo das inflorescéncias
secundérias e terciarias (SAVY FILHO, 1999).

A mamoneira é uma espeécie tropical, mas ndo h& conhecimento ao certo sobre o
seu pais de origem, evidéncias sugerem que seja nativa da Africa, e que provavelmente,
originou-se na Etiépia (FIGUEIREDO NETO et al., 2004; ALLAN et al., 2008). Ha
relatos de que sua domesticacdo iniciou-se no Egito no ano 4000 a. C., tendo sido
introduzida na Africa com a chegada dos europeus (SAVY FILHO, 1999).

A mamoneira € cultivada em quase todo o mundo, principalmente em zonas
tropicais e subtropicais (FIGUEIREDO NETO et al., 2004; ALLAN et al., 2008). O
clima tropical, predominante no Brasil, facilitou sua disperséo, e atualmente pode ser
encontrada em quase todo o territério nacional como se fosse uma planta nativa
(SANTOS et al., 2007).

A mamoneira se desenvolve melhor em locais onde a temperatura do ar varia entre
20 e 30 °C, precipitagbes pluviais de pelo menos 500 mm, com elevada insolagé&o.
Prefere solos de textura média, ndo muito argilosos, planos ou de relevo suave
ondulado, sem perigo de encharcamento ou inundagdo, e ndo suporta solos muito
salinos (BELTRAO & CARDOSO, 2006; BELTRAO et al., 2007a). Temperaturas
abaixo de 16°C reduzem significativamente seu metabolismo, podendo até paralisar seu
crescimento (BELTRAO et al., 2007a).

A mamoneira apresenta baixa produtividade em solos muito pobres, porém,
quando cultivadas em solo extremamente férteis, ocorre 0 crescimento vegetativo
excessivo, prolongando o inicio do periodo reprodutivo no ciclo de vida da planta. O
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pH do solo 6timo para o desenvolvimento dessa cultura deve estar entre 5.5 e 6.5
(AZEVEDO et al. 1997).

2.2 Importéancia econdémica da mamona

A mamoneira € uma oleaginosa explorada devido ao teor de 6leo em suas
sementes, fornecendo produtos e subprodutos muito utilizados na inddstria e na
agricultura, além de apresentar perspectivas de uso como fonte energética sob a forma
de biodiesel (COSTA et al., 2006).

O 6leo da mamona é composto por 90 % de &cido graxo ricinoléico, sendo a
mamona a Unica fonte comercial quase pura desse acido, fato raro na natureza. O acido
ricinoléico confere ao 6leo da mamona suas singulares propriedades industriais (SAVY
Filho & BANZATTO, 1993; COSTA et al., 2004). O teor de 6leo nas sementes dessa
planta esta entre 35 & 55%, onde sua semente é constituida de aproximadamente 75%
de améndoa e 25% de casca (SAVY Filho et al., 1999b).

O alto valor do indice acetil e hidroxila difere o 6leo da mamona dos outros 6leos
vegetais. Pela sua viscosidade e peso especifico, ao contrario dos outros 6leos vegetais,
¢ miscivel em alcool, mas levemente solivel em éter de petréleo a temperatura
ambiente (NAUGHTON, 1974; SAVY Filho & BANZATTO, 1993).

O 4cido ricinoleico possui uma cadeia com 18 atomos de carbono, com presencga
de grupos hidroxilos, ligacdo olefinica e dupla ligacdo, que possibilita, através de
diversas reaces quimicas, a obtencdo de diferentes derivados de 6leo de mamona de
larga aplicacdo industrial (SAVY Filho & BANZATTO, 1993).

A mamoneira foi trazida para o Brasil pelos portugueses, com a finalidade de
utilizar seu 6leo para a iluminacgéo e a lubrificacdo de eixos de carrocas (SANTOS et
al., 2007). Atualmente serve como lubrificante na aeronautica, base na manufatura de
cosmeticos, drogas e farmacéuticos e em varios processos industriais, como fabricacao
de tintas e isolantes sendo um O&leo bastante estavel em variadas condigdes de
temperatura e pressdo (COSTA & ROSSI, 2000; CHEIRICE & CLARO NETO, 2007).
A haste fornece celulose para a fabricacdo de papel e serve de matéria-prima para a
producdo de tecidos grosseiros (AZEVEDO et al., 2001).
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A mamona também fornece a torta da mamona, um subproduto industrial utilizado
na agricultura que possui grande capacidade de restauracdo de terras esgotadas e é
considerado um importante adubo organico (COSTA et al., 2004; SAVY Filho et al.
1999a). E utilizada em grandes quantidades nas culturas de café, citros, cana-de-acucar,
hortalicas, frutiferas, entre outras e também é explorada em solos infestados por
nematdides, pois inibe sua expansdo (SAVY Filho et al., 1999a).

A busca mundial pela sustentabilidade ambiental, com base na substituicdo
progressiva dos combustiveis minerais derivados do petréleo, por combustiveis
renovaveis de origem vegetal, criou uma perspectiva real para a expansdo do seu
cultivo, em escala comercial no semi-arido brasileiro, principalmente na agricultura
familiar (BELTRAO et al., 2005).

A regido Nordeste brasileira dispde de mais de 45 milhGes de hectares de terras
com aptiddo para a exploragdo econdmica da cultura da mamoneira, em especial o
Estado da Bahia, onde pequenos e médios agricultores produzem mamona ha mais de
um século (BELTRAO et al., 2005; NOBREGA, 2008).

Por se tratar de uma planta com capacidade de produzir satisfatoriamente bem sob
condicdes de baixa precipitacdo pluvial apresenta-se como alternativa de grande
importancia para o semi-arido brasileiro. Nesta regido, a cultura mesmo tendo sua
produtividade afetada tem-se mostrado resistente ao clima adverso quando se verificam
perdas totais em outras culturas (AZEVEDO et al., 2001).

Os agricultores do semi-arido baiano mantém o cultivo de mamona como um
seguro para os anos de seca, uma vez que as lavouras tradicionais como milho e feijéo
tem perdas irreversiveis em periodos de veranicos superiores a 30 dias, enquanto a
mamona sofre menor perda (CARVALHO, 2005). A mamoneira € cultivada em quase
todos 0s municipios do semi-arido baiano, garantindo o sustento de milhares de
familias (NOBREGA, 2008). Nesta regifo, seu plantio é reconhecido como fator
fixador de mao-de-obra, gerador de emprego e matéria-prima indispensavel ao
desenvolvimento da regido e do pais (AZEVEDO et al., 2001), refletindo o alcance
social e econbmico gerados pelo desenvolvimento da cadeia produtiva desta
euforbiacea.

H& algum tempo a ricinocultura no Brasil vem sofrendo sérios problemas
econdmicos, uma vez que O prego pago aos produtores estd diretamente ligado ao
mercado internacional (VIEIRA & LIMA, 2014).
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O Brasil na década de 70 desenvolveu programas de pesquisa em biocombustiveis,
buscando uma menor dependéncia dos paises exportadores de petroleo, principalmente
do Oriente Médio (SCHLOSSER et al., 2004). Esse incentivo permitiu que o Brasil se
destacasse no ranking mundial como o principal o pais produtor de mamona.

Até a metade da década de 1980 o Brasil era o primeiro produtor mundial de
mamona. Devido a falta de tecnologia na agricultura ligada a ricinocultura (auséncia de
fertilizantes, sementes melhoradas, inexisténcia de praticas conservacionistas), ofertas
inconstantes (perdas devido a instabilidades nas principais regifes produtoras), baixos
precos recebidos pelos produtores e mercado com poucos compradores e muitos
pequenos produtores, reduzida oferta de crédito e assisténcia ao produtor, ocorreu uma
reducdo significativa na area plantada com a cultura, razdo pela qual o Brasil ocupa a
quarta posicdo no quadro dos principais produtores mundiais de mamona, atras da
india, China e Mogcambique (FAO, 2014;SANTOS, et al., 2007).

Na safra do ano de 1974 foram produzidas aproximadamente 573.000 toneladas de
mamona, porém em 1996 a producdo nacional foi apenas de 122.000 toneladas,
representando assim uma reducdo de 79 % na producdo nacional (SANTOS, et al.,
2007).

Atualmente a India é o principal pais produtor de mamona, contribuindo em 2012
com 1.600.000 toneladas, seguido pela China com 170.000 toneladas, a producdo
mocgambicana de 62.000 mil toneladas tirou o terceiro lugar da producédo brasileira que
até 2011 contribuia com aproximadamente 120.000 toneladas. A reducgdo na producéo
brasileira para 25.000 toneladas em 2012 ocorreu devido a seca que atingiu as principais
regides produtoras do pais. Contudo, o Brasil ocupa o quarto lugar, com perspectivas de
melhor posicdo desde que ocorram mais investimentos tecnoldgicos em insumos
agricolas, especialmente sementes e tratos culturais, visando ganho de produtividade
(CONAB, 2014;FAO, 2014).

A producdo mundial de mamona em bagas na safra de 2010, se comparada a safra
anterior, detectou aumento de 9% (Figura 1). Este fato foi motivado pelo aumento de
area cultivada pela india e Brasil. No ano de 2010 as importacdes brasileiras somaram
8,2 mil toneladas e as exportacdes 2,0 mil toneladas, resultando em um déficit de 6,2
mil toneladas ou US$ 8.562 (CONAB, 2014).

A severa seca que atingiu a regido produtora do nordeste, reduziu cerca de 79,16 %
da producdo nacional em 2012 (CONAB, 2014), mostrando assim que as mudangas

19



climéticas globais, podem causar um aumento da escassez hidrica, € 0 uso de genotipos

tolerantes ao déficit hidrico sdo importantes objetos de pesquisa no mundo (CHAVES
& OLIVEIRA, 2004).
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Brasil 0,095 0,098 0,120 0,091 0,095 0,120 0,025
China 1,900 1,700 1,900 1,700 1,500 2,000 1,700
india 0,762 1,053 1,117 1,009 1,350 2,339 1,630
Mocambique | 0,049 0,054 0,052 0,057 0,060 0,060 0,062
Mundo 1,159 1,440 1,609 1,139 1,720 2,783 1,958

Figura 1 - Producdo mundial de mamona em bagas de 2006 & 2012, em milhdes de

toneladas, com os principais produtres mundiais. Fonte: CONAB, 2014/FAO, 2014.

2.3 Recursos genéticos e melhoramento

Para alcancar produtividade economicamente viavel com a cultura da mamona €

preciso suprir adequadamente suas necessidades nutricionais e realizar melhorias no

sistema de produgdo, principalmente utilizando cultivares desenvolvidos através do
melhoramento genético (CARVALHO, 2005).

O melhoramento genético ja solucionou diversos problemas inerentes a cultura da

mamoneira: aumento de produtividade, aumento do teor de 6leo na semente,

diminuicdo do porte da planta para atender a colheita mecénica, diminuicdo do grau de
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deiscéncia do fruto a fim de diminuir o desperdicio em campo e proporcionar um
menor numero de colheita, além do aumento do nivel de resisténcia &s principais
doencas que atingem o pais (VIEIRA & LIMA, 2014).

No entanto, a falta de cultivares melhorados causa vérias dificuldades para a
cultura da mamoneira, assim, o melhoramento genético deve atender as necessidades
da industria, buscando maior produtividade, adequacdo do teor de 6leo das sementes,
precocidade e aumento na porcentagem de flores femininas (BERTOZZO, 2009).

A exploracdo da heterose € normalmente aplicada a espécies aldgamas, no entanto,
também pode ser aplicado no desenvolvimento de cultivares hibridas de mamona,
resultando assim em um modo eficaz de aumentar a produtividade da cultura (FREIRE
et al, 2007).

Na India, o melhoramento genético nas décadas de 70 & 90 resultou no
desenvolvimento de variedades de alto rendimento e de hibridos adaptados a condigdes
agroclimaéticas adversas (SUJATHA, 1998).

No Brasil, as principais instituicbes envolvidas no melhoramento genético da
mamoneira atualmente sdo o Instituto Agrondmico (IAC) e a EMBRAPA - Algodéo. A
EMBRAPA dispde de mais de 500 acessos em seu banco de germoplasma, que fazem
parte da colecdo base da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e representam
grande parte da variabilidade genética usada atualmente nos programas de
melhoramento genético de mamoneira (FREIRE, et al., 2007)

O Instituto Agrondémico de Campinas (IAC) iniciou seus projetos envolvendo a
cultura da mamona em 1936 e seu banco de germoplasma constitui-se de uma colecéo
de trabalho formada por aproximadamente 500 linhagens e progénies, obtidas através
de diversas hibridizacdes entre variedades locais e introduzidas, conservada em sua
pureza e variabilidade genética nos ultimos 70 anos (SAVY Filho, 2005).

Atualmente existem apenas seis cultivares comercializadas no Brasil,
desenvolvidas pelas seguintes instituicbes: EMBRAPA/EBDA cultivares BRS 149
Nordestina, BRS Paraguacu e BRS Energia, Coordenadoria de Assisténcia Técnica
Integral do Estado de Séo Paulo (CATI) com cultivar AL Guarany 2002 e Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC) com os cultivares IAC 80 e IAC 2028, que atendem
as necessidades dos produtores como: alto teor de 6leo, toleréncia a seca, de porte
médio a baixo (EMBRAPA, 2014).
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2.4 Disponibilidade hidrica versus cultura de mamoneira

O estresse hidrico por falta de agua é um dos fatores ambientais mais importantes
que podem regular o desenvolvimento e o crescimento, limitando a producéo e levando
& alteracdes nas caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas das plantas (ZOBAYED et
al., 2007).

Com o aumento do interesse pela mamoneira no semi-arido brasileiro, as
necessidades de informacBes basicas e técnicas estdo sendo ampliadas, criando
demanda para estudo e expans&o dessa cultura (BELTRAO & CARDOSO, 2006).

A agua disponivel para as plantas é o fator que mais limita o potencial de producéo
agricola. Por ser cultivada em regides do semi-arido nordestino a cultura da mamona
estd sujeita a condicdes climaticas menos favoraveis para a semeadura e emergéncia.
Portanto, estudos sobre o desenvolvimento de plantulas sob condic¢des induzidas de
estresse hidrico sdo de fundamental importancia pois permitem avaliar a resposta a
ambientes adversos e selecionar genotipos tolerantes a seca (STONE & MOREIRA
2002).

Diversas metodologias tém sido recomendadas para se identificar cultivares mais
adaptadas as condicOes de estresse causadas pela baixa disponibilidade de agua no solo
(HADAS, 1976; CAMPOS & ASSUNCAO, 1990). O polietilenoglicol 6000 (PEG
6000) € um dos agentes osmoticos indicados para esse fim, por simular
satisfatoriamente baixos potenciais de agua, sem ser absorvido pelas sementes
(VILLELA etal., 1991; MARTINELLI-SEMENE et al., 2000).

O PEG 6000 tem como caracteristicas o alto peso molecular, ndo penetra nas
células, ndo é degradado e ndo causa toxidez. Sua fungdo é controlar a disponibilidade
de &gua para a planta (MICHEL & KAUFMANN, 1973). Quanto mais concentrada é
uma solucdo de PEG 6000, menor a disponibilidades de &gua para a planta. A
utilizacdo de PEG 6000 para a simulacdo de déficit hidrico j& foi observado em
diversos trabalhos, como em girassol (CARNEIRO et al., 2011), milho e soja
(VASCONCELOS et al., 2009), paineira ( FANTI & PEREZ, 2004).

A identificacdo e a compreensdo dos mecanismos de tolerancia a seca, Sao
fundamentais para o desenvolvimento de novas cultivares comerciais mais tolerantes
ao estresse hidrico. A tolerancia das plantas a seca ndo é uma caracteristica simples,

mas sim uma caracteristica em que os mecanismos de defesa contra as EROs, sendo
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esses enzimaticos ou ndo-enzimaticos trabalham isoladamente ou em conjunto para
evitar ou tolerar periodos de estresse hidrico ( STOLF-MOREIRA et al., 2011).

2.5 Mecanismos de resisténcias das plantas ao déficit hidrico

As plantas desenvolvem mecanismos de resisténcia durante o processo evolutivo
para suportarem as diversas alteracbes ambientais as quais sdo submetidas. Os
mecanismos da resisténcia a seca podem ser agrupados em duas categorias: escape da
seca, que impede que a exposicao da planta ao estresse e tolerancia a seca, que permite
a planta suportar o estresse. Entretanto, as plantas usam mais de um mecanismo de
cada vez, para resistir a este tipo de estresse abiotico (BUCHANAN et al., 2000;
MITRA, 2001).

A capacidade das plantas em manter o potencial hidrico em seus tecidos proximos
aos niveis de plantas nao estressadas, ocorre atraves do balanco entre a captacéo e perda
de agua. Assim em curto prazo, as plantas fecham seus estdmatos, ou em longo prazo,
aumentam a razdo raiz/parte aérea, a capacidade de acumular dgua e a espessura da
cuticula (TAIZ & ZEIGER, 2004).

A seca induz um conjunto de respostas fisioldgicas, bioquimicas e moleculares nas
plantas, que desenvolvem habilidades para adaptacdo as circunstancias ambientais
limitantes, dependendo da intensidade e da duragdo do estresse, dos efeitos interativos
de outros tipos de estresse, do estadio de desenvolvimento e do gendtipo (MENESES et
al., 2006).

O déficit hidrico ocorre ndo somente durante a seca e sob condi¢cdes de altas
concentracdes de sal, mas também de frio, implicando, provavelmente, na diminuigéo
da pressdo de turgor em nivel celular. Uma mudanca no potencial osmotico através da
membrana plasmaética, causada pela diminuicdo da pressdo de turgor, pode ser o
iniciador principal da resposta ao estresse hidrico em nivel molecular (WURGLER-
MURPHY & SAITO, 1997).

Sob a seca, as plantas tentam manter o seu indice de &gua, acumulando varios
solutos compativeis ndo tdxicos e que ndo interferem com 0s processos da planta e que

sdo chamados consequentemente solutos compativeis (YANCEY et al., 1982). Estes

23



solutos de baixo peso molecular permitem a manutencgdo do turgor celular, responsavel
pela expansdo e crescimento celular, abertura dos estdmatos e fotossintese.

A medida que o déficit hidrico se torna mais severo, as plantas ndo conseguem
manter o equilibrio entre a captacdo e perda de agua. Assim a reducdo do potencial
hidrico nos tecidos ndo pode ser evitada, sendo necessarias novas estratégias para que
as plantas tolerem a seca, como ajuste osmético e 0 aumento da atividade do sistema de
defesa antioxidante (ASADA et al, 1999). De acordo com MITRA et al (2001),
tolerancia a seca é a habilidade das plantas em resistir & reducdo no potencial hidrico de
seus tecidos.

Muitas situagBes de estresse abiético, como seca, salinidade, temperatura e Al*?,
ocasionam a quebra do balan¢co metabolico das células, resultando no aumento de
producdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) (MITTLER, 2002). Um aumento na
oxidacdo de componentes pode funcionar como um dos iniciadores da resposta ao
estresse hidrico. Além da mudanca na tensdo fisica do citoesqueleto durante o estresse

hidrico, pode também funcionar como um dos iniciadores de respostas osmoticas.

2.6 Espécies reativas de oxigénio

O surgimento de organismos fotossintetizantes levou a um acumulo de oxigénio na
atmosfera, que passou a ser utilizado por individuos aerébios como aceptor final de
elétrons na obtencdo de energia dos alimentos, adicionando uma vantagem
evolucionéria a estes individuos (FOYER & NOCTOR, 2000).

Inconvenientes também surgiram como resultado dessa evolu¢do metabolica, como
por exemplo, o surgimento das espécies reativas de oxigénio (EROs). No estado
molecular o O, € pouco reativo, porém o metabolismo aerdbico produz inevitavelmente
EROs como o radical superoxido (O;"), dotado de baixa capacidade oxidativa,
perdxido de hidrogénio (H,O,), capaz de romper a membrana nuclear e causar danos ao
DNA, radical hidroxila ('OH), com baixa capacidade de difusdo, porém alta
reatividade, provocando lesbes em uma série de moléculas em meio celular e o
oxigénio “singlet” (*O,) (Figura 2) (SCANDALIOS, 2000; JAMBUNATHAN, 2010).
Em plantas as EROs podem ser produzidas em reag0es ocorridas nas mitocondrias,
cloroplastos e peroxissomos (FOYER & NOCTOR, 2000).
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Figura 2- Formagdo das EROs e atividade das enzimas do complexo antioxidativo
(SOD, CAT, APX e GPOX).

Em condi¢bes normais de desenvolvimento, a producdo de EROs na célula é
gerada por metabolismo de organismos aerobicos, através da respiracdo e fotossintese,
porém mantidos em niveis basais pelo sistema antioxidante de defesa. No entanto, em
condicBes adversas ha uma alteracdo da homeostase celular resultando no aumento
acentuado na producéo das EROS, podendo saltar de 240 pM s™ O, para 720 pM s
O, (MITTLER, 2002; GRATAO et al., 2005).

A producdo de EROS em plantas é favorecida por varios fatores ambientais de
estresse como a exposicao a niveis elevados de luminosidade, seca, presenga de metais
pesados, alta concentracdo de sais, alta temperatura, radiacédo ultravioleta, poluigédo do
ar, herbicidas, estresse fisico e mecanico e também como resposta a estresses bioticos
tais como o ataque de patégenos (MALLICK & RAI, 1999).

As EROs sdo formadas em etapas de redugdo univalente a partir do oxigénio
molecular. O primeiro passo na reducdo de O, produz radicais de vida relativamente
curta, os superéxidos (O,”) Esses radicais de oxigénio ndo conseguem atravessar
membranas biologicas, ficando confinados no compartimento onde foram gerados,
causando peroxidagdo lipidica no ambiente celular e nas membranas celulares.
Posteriormente, a reducdo do oxigénio gera perdxido de hidrogénio (H20,), que, apesar

de ndo ser um radical livre, atravessa as biomembranas e se distribui a partir do local de
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sua producdo. A ultima e mais reativa espécie a ser formada nessa reacdo é o radical
hidroxila (OH), que é formado pela reducdo do H,O, por fons metalicos (Fe** e Cu®")
na reacao de Fenton (BREUSEGEM et al., 2001).

As plantas protegem suas células e compartimentos sub-celulares dos efeitos
citotoxicos das EROs com o auxilio de enzimas antioxidantes, como superoxido
dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX), guaiacol peroxidase (GPOX) e catalase

(CAT) (MOREIRA, 2011).

2.7 Sistemas antioxidantes

Existe um equilibrio entre as espécies reativas de oxigénio e o sistema antioxidante.
O termo antioxidante descreve qualquer componente que possa neutralizar as espécies
ativas de oxigénio sem sua conversdo a radicais destrutivos. O estresse oxidativo ocorre
quando héa grande desequilibrio entre a producdo de espécies ativas de oxigénio e a sua
remocao pelo sistema antioxidante (FOYER & NOCTOR, 2000).

As espécies ativas de oxigénio inativam enzimas e causam grandes danos nos
componentes celulares, como por exemplo, a peroxidacdo lipidica dos acidos graxos,
que tem como consequéncia a formacdo de alguns produtos como o malondialdeido
(MDA) (HODGES et al, 1999). A peroxidacdo dos lipidios das membranas
compromete o funcionamento e a estrutura celular, causando a susceptibilidade ao
extravasamento de fons como o K* e outros, podendo, consequentemente, causar a
morte celular (CHAQUI et al., 1997). Para se defender, as células possuem mecanismos
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos 0s quais mantém a concentracdo destas
substancias em niveis basais ndo destrutivos. Quando os niveis das espécies ativas de
oxigénio ultrapassam a capacidade antioxidante da célula, desencadeia-se o estresse
oxidativo (ANGELOVA et al., 2005).

Ha dois sistemas antioxidantes que sdo denominados enzimaticos e 0s nao
enzimaticos. O sistema antioxidante ndo enzimatico tem como compostos mais
conhecidos o ascorbato e a glutationa (GSH), além dos alcaldides, flavondides,
compostos fendlicos entre outros (GRATAO et al., 2005). J4 0S mecanismos
enzimaticos sdo vias enzimaticas especificas que atuam de forma direta na remocao das
EROs, usando essas como substato. Dentro do complexo oxidativo, as enzimas mais

importantes sdo a Superoxido Dismutase (EC 1.15.1.1), Catalase (EC 1.11.1.6)
26



Ascorbato Peroxidase (EC 1.11.1.11) e Guaiacol Peroxidase (EC 1.11.1.7) (MOREIRA,
2011), as quais serdo discutidas em maiores detalhes nos proximos itens.

2.7.1 Superoxide Dismutase (SOD)

A Superdxido Dismutases (SOD) é considerada a primeira linha de defesa contra o
estresse oxidativo, desempenhando papel chave no sistema de defesa por converter a
dismutacdo de O, em H,0, e O, (FRIDOVICH, 1986). Sua reacdo pode ser observada

abaixo:

0,°+0,"+2H* %P 0,%H,0,

As SODs sdo metaloenzimas que ocorrem em trés isoformas, baseando-se no metal
co-fator utilizado pela enzima: Ferro SOD (SOD-Fe), localizada nos cloroplastos,
manganés SOD (SOD-Mn) em mitocondrias, e cobre-zinco SOD (SOD-Cu/Zn),
presente em cloroplastos, no citosol e possivelmente no espaco extracelular
(SCANDALIOS, 2005).

As isoformas SOD-Fe e SOD-Mn apresentam estrutura proteica semelhante, néo
estando relacionadas com a isoforma de SOD-Cu/Zn. A partir de analises filogenéticas
foi observado que SOD-Fe e SOD-Mn podem ter evoluido de um ancestral comum,
enguanto SOD-Cu/Zn evoluiu independentemente. Uma classe de SOD cujo metal co-
fator € o niquel (Ni) foi identificado na fracdo citosélica de uma bactéria do género
Streptomyces (CHEN & LIU, 1996; MATES, 2000).

O aumento da producédo de SOD relacionado ao déficit hidrico ja foi observado em
diversas espécies como tabaco (GUPTA et al., 1993), milho (JIANG & ZHANG,
2002), arroz (REDDY et al., 2004), trigo (SHAO et al., 2005), pinhd&o manso
(ARCOVERDE et al, 2011), entre outras.

2.7.2 Catalase (CAT)

A CAT é uma enzima tetramérica que contém grupos heme e € encontrada em

todos os organismos vivos. Dependendo da concentracdo de H,O,, a CAT pode atuar
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com acgdes peroxidativas e cataliticas. O Fe do grupo heme interage com o H,0O»,
formando peroxido de ferro, rico em O,, denominado de componente I. Em baixas
concentracdes de H,O, (< 1uM) a CAT atua com acles peroxidativas e 0 componente |
pode ser reduzido por doadores de hidrogénio, como o etanol e &cido ascorbico. Em
elevadas concentracdes atua rapidamente de forma catalitica, formando H,O e O,
(SCANDALIQOS, 2005). Essas rea¢des podem ser observadas abaixo:

RH2+ H202 2214 R + 2H20 (acdo peroxidativa)
CAT

2H202 —__, H20 + Oz (agdo catalitica)

Em plantas, as CATs assim como as SODs possuem diferentes isoformas, onde
essas sdo encontradas nos peroxissomos, glioxissomos, citosol e mitocéndrias (PERL-
TREVES & PERL, 2002).

S&o as principais enzimas de detoxificacdo do H,O, em plantas e podem dismutar
diretamente o H,O, ou oxidar substratos, tais como metanol, etanol, formaldeido e &cido
formico. As CATSs sdo classificadas em trés classes, onde as CATs da primeira classe
removem o0 H,O, produzido durante a fotorespiracdo em tecidos fotossintéticos; as
pertencentes a segunda classe sdo produzidas em tecidos vasculares e podem exercer
uma funcdo de lignificacdo. No entanto, sua exata funcdo bioldgica permanece
desconhecida, e na terceira classe essas enzimas estdo presentes abundantemente em
plantas jovens e sementes, onde a atividade esta relacionada a remocdo do H,0;
produzido durante a degradacdo dos acidos graxos no glioxissoma. Assim, essas
enzimas atuam como um canal de limpeza de H,O; celular (BREUSEGEM et al. 2001,
RESENDE et al., 2003).

A CAT apresenta uma baixa afinidade com o H,O, Assim para que ocorra a
limpeza celular é necessaria a ligacdo de duas moléculas dessas EROs, sendo assim a
CAT provavelmente a responsavel pela eliminacdo do excesso das EROs durante o
estresse (GRATAO et al., 2005).

A atividade da CAT em plantas submetidas ao déficit hidrico responde de varias
maneiras, podendo diminuir, aumentar ou manter sua atividade (ZHANG &
KIRKHAM, 1996; ZGALLAI et al, 2006). As diversas formas de resposta ao déficit
hidrico referente @ CAT ja foi observado em diversas espécies, como: milho e soja
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(VASCONCELOS et al, 2009), girassol (CARNEIRO et al, 2011), arroz (CARVEZAN,
2008) entre outras.

2.7.3 Ascorbato Peroxidase (APX)

Assim como as SODs e CATSs, as APXs também apresentam diferentes isoformas
que estdo presentes no citosol, em membranas dos peroxissomos e em cloroplastos, sendo
que nesse caso, uma isoforma estd presente no estroma e outra esta associada as membranas
dos tilacéides (MIYAKE & ASADA, 1992). A APX como a CAT converte 0 H,0O, em
H,O e O, no entanto, apresentam afinidades diferentes por essa EROs, onde APX
demonstra afinidade micromolar por o H,O,. JA CAT apresenta afinidade milimolar,
sendo a APX aparentemente a responsavel pela fina regulacdo da respostas as EROs,
sendo de extrema importancia na protecdo contra danos oxidativos em compartimentos
subcelulares onde ndo ha presenca da enzima CAT, como por exemplo nos cloroplastos
(ASSADA, 1999; MITTER, 2002).

O ascorbato € utilizado na reducdo das EROs a partir da APX como doador de
elétrons, onde um intermediario de dois elétrons oxidados pela APX é produzido. Esse
oxida o ascorbato e essa reacao resulta na formagéo de monodeidroascorbato (MDHA) e
HZO. (FOYER & HALLIWELL, 1976; ASADA, 1999).

Foram encontradas respostas do sistema antioxidante referente a APX em diversas
espécies, como em feijdo (JEBARA et al., 2005), café (SILVA, 2007), milho (JIANG &
ZHANG, 2002), entre outras.

2.7.4 Guaiacol Peroxidase (GPOX)

O mecanismo de acdo da GPOX é semelhante ao do APX, no entanto GPOX tem
afinidade por doadores de elétrons aromaticos como guaiacol e pirogalol Assim como
CAT e APX essa enzima converte o0 H,O, em H,O e O, No entanto, a principal fungéo
de GPOX nao é controlar as EROs, mas produzir compostos oxidativos com funcdes
fisiologicas. Assim como usam H,O, como substrato, podem ser consideradas como
antioxidantes e sdo localizadas apenas no citosol (ASADA, 1999; MOREIRA, 2011 ).
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Em condigdes de déficit hidrico pouco se conhece da atividade de GPOX, entretanto ha
estudos em trigo (NATHAWAT et al, 2007) e em arroz (BASU et al, 2010) onde se

pode observar o incremento de GPOX sobre condicGes de déficit hidrico.

2.8 Genética e Biologia Molecular do sistema antioxidante

As espécies vegetais respondem de maneira diferente quando cultivadas em
situacdes de déficit hidrico. A selecdo de plantas tolerantes é considerada a alternativa
mais adequada para aumentar a producdo em ambientes com esse tipo de estresse
abiotico, que causa disfuncdo de proteinas e enzimas, causando diferentes expressoes
génicas. Assim, 0 primeiro passo nesta abordagem € compreender a expressdo dos
mecanismos antioxidantes responsaveis pela percepcdo do déficit hidrico, para auxiliar
na escolha de acessos candidatos ao programa de melhoramento para se obter cultivares
tolerantes a seca.

Mudancas morfoldgicas, fisiologicas e de desenvolvimento de plantas apresentam
bases moleculares e genéticas. Portanto, a caracterizacdo de gendétipos tolerantes ou
sensiveis a seca é um pré-requisito para selecdo e manipulacdo genética (TURNER,
1997).

Considerando-se a tolerancia a seca como uma caracteristica poligénica e dificil de
ser trabalhada no melhoramento genético classico, poucos programas de melhoramento
conseguem lancar cultivares com essa caracteristica. Dessa maneira, a biologia
molecular assume papel fundamental na identificacdo pontual de genes envolvidos nas
respostas ao déficit hidrico, o que permitird futuramente a identificacdo e a
compreensdo de rotas metabodlicas envolvidas nas respostas fisioldgicas a seca
(BEEVER, 2000).

A expressdo fenotipica de plantas submetidas ao déficit hidrico esta diretamente
relacionada com a expressdo génica e sua interacdo com o ambiente. A perda de agua
pela célula inicia processos regulatorios, assim o metabolismo celular é ajustado a novas
condigdes celulares. Respostas como inibicdo de crescimento e alteracbes no
desenvolvimento, sdo decorrentes de mudancas adicionais na expresséo génica (BRAY,
1993).
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Muitos genes induzidos pelo déficit hidrico provavelmente promovem aumento da
tolerdncia celular a desidratacdo, aumento das funcdes de protecdo do citoplasma,
organelas e membranas celulares, alteracGes do potencial celular osmatico, aumento na
absorcdo de agua, aumento no controle e no acumulo de ions e maior regulacdo da
expressdo de outros genes (BRAY, 1993, BRAY 1997, BOHNERT, et al., 1995;
SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1997).Para a mamoneira pouco Sse
conhece sobre o controle genético dessa caracteristica, no entanto para outras culturas o
assunto é mais esclarecido.

Mecanismos de defesa envolvidos no processo de tolerancia a seca parecem ser
similares em todo reino vegetal, indicando a ocorréncia de etapas comuns nas rotas de
sinalizacdo molecular (KASUGA et al., 2004; LAN et al., 2005). Em espécies modelo
como Arabidopsis e tabaco vem sendo desenvolvidos estudos, em condicdes de déficit
hidrico ou em outras condic¢des de estresse, para auxiliar na identificacdo de genes com
funcgéo chave nos mecanismos de defesa em vérias espécies.

Técnicas moleculares de PCR quantitativo em tempo real (q-PCR), que permite a
quantificacdo dos niveis de RNA mensageiro (MRNA) de genes de interesse em
diferentes condig¢bes (BUSTIN, 2002), tém acelerado consideravelmente a compreenséo
dos mecanismos envolvidos e o desenvolvimento de estratégias moleculares para o
aumento da tolerancia a estresses (VOLKOQOV et al., 2003; KASUGA et al., 2004).

Em plantas ainda ndo sdo conhecidos 0s receptores responsaveis pela percep¢do do
potencial hidrico do solo (BARTELS & SUNKAR, 2005). Alguns estudos vém sendo
realizados com o objetivo de encontrar genes candidatos a receptores em Arabdopsis
thaliana (REISER et al.; 2003). De acordo com Bartels e Sunkar (2005), a transducéo
do sinal ocorre através de cascatas de sinalizacdo que ativam a expressao dos genes
envolvidos na resposta ao estresse oxidativo. As rotas de interagdo séo compostas por
uma rede de interages proteina-proteina, fosforilacdo e desfoforilagdo, por meio de
MAPK, fosfatases, Ca "> e EROs, que levam a ativacdo de genes induzidos pelo
estresse. Assim 0s produtos desses genes podem regular a expressdo génica e
transduc@o de sinais de respostas ou proteger a planta de alteragcdes causadas pelo
estresse (SHINOZAKI & SHINOZAKI, 2005).

Em mamona, estudos com sementes submetidas ao deficit hidrico induzido por
PEG, mostram que os genes MAPK (Mitogen activated protein kinases) e apresentam-
se responsivos ao estresse hidrico (SOUZA, 2012). Grande parte dos trabalhos com
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déficit hidrico em mamona séo realizados com fatores de transcricdo DREB
(Dehydration Responsive Element Binding Protein) (SOUZA, 2012). Porém, ndo ha

trabalhos na literatura com genes pertencentes ao sistema antioxidativo.

3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Diversidade Genética, Centro
Experimental Central do Instituto Agronémico - IAC, no Centro de Recursos Genéticos
Vegetais, na Fazenda Santa Elisa, em Campinas.

3.1 Material Vegetal

Para a analise das atividades enzimaticas do complexo oxidativo e de sua expressao
diferencial, visando identificar acessos tolerantes ao deficit hidrico, foi conduzido um
ensaio biologico com 12 acessos de Ricinus communis L, previamente selecionados a
partir de ensaios de campo visando produtividade, provenientes da Colecdo de
Germoplasma de Mamona do Instituto Agronémico de Campinas (IAC), sendo esses:
TS 39, TS 38, IAC 2028, IAC 80, Caturra MS, TS 25, IAC 226, IAC Guarani, PB 0274
(01-26), PB 07, China Careca e Iris.

3.2 Delineamento experimental para a avaliagdo da atividade enzimatica e

expressao génica do sistema antioxidante.

3.2.1 Germinagéo

Foram germinadas 80 sementes de doze acessos de Ricinus communis L. sendo
eles: TS 39, TS 38, IAC 2028, IAC 80 e Caturra MS, TS 25, IAC 226, IAC Guarani,
PB 0274 (01-26), PB 07, China Careca, Iris. Essas foram dispostas em papel de
germinacdo umidificado com &gua destilada e colocadas em cdmara de germinacgdo
B.0O.D., a uma temperatura de 25°C, durante 7 dias, com fotoperiodo de 12 luz e 12

horas escuro, até a ruptura das sementes.
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As sementes germinadas foram transferidas para caixas de vermiculita e deixadas

na casa de vegetacdo com irrigagdo controlada, durante um més (Figura 3).

Figura 3- Processo de germinacdo dos acessos selecionados em caixa plasticas

contendo vermiculita.

3.2.2 Determinacédo concentracdo de PEG 6000 e tempos de avaliagédo

Os acessos (China Careca, IAC Guarani, IAC 226, IAC 2028) foram
submetidos a um experimento inicial para determinagdo da concentragdo de PEG 6000
e os tempos de avaliacdo. As concentragfes selecionadas foram 0g/L, 5g¢/L, 10g/L,
15¢g/L, 20g/L e 25¢./L, e os tempos foram 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas e 144
horas.

Os resultados obtidos do efeito do PEG 6000 foram avaliados de acordo com
uma escala de notas estabelecida pelo grupo (Tabela 1).

Tabela 1- Notas e sintomatologia visuais utilizadas para analise das plantulas.

NOTAS SINTOMATOLOGIA VISUAL
0 Plantulas intactas
1 Plantulas com inicio de murchamento
2 Plantulas com murchamento
3 Plantulas com murchamento acentuado
4 Plantulas encarquilhadas
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3.2.3 Inducéo ao déficit hidrico

Foram selecionadas 36 plantulas com aproximadamente 15 cm de cada um dos seis
acessos, que foram divididas em controle (H,O destilada) e tratamento (PEG 6000
10g/L). As plantulas foram colocadas em tubos tipo falcon contendo 45 mL de H,O
destilada para o controle e 45 mL de PEG 6000 10g/L para o tratamento. Essa etapa do
experimento foi realizada em uma sala com temperatura controlada a 25°C e
fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro (Figura 4).

Seis plantulas de cada acesso foram coletadas nos tempos 2 horas, 8 horas, 24
horas e 48 horas, tanto para o controle quanto para o tratamento. A regido foliar das
48 pléantulas de cada acesso foram excisadas e congeladas a -80°C para anélise de
peroxidacdo lipidica, extragdo de enzimas, proteinas, RNA, sintese de cDNA e g-
PCR.

Foto: Moraes, P.F, 2013

Figura 4 — Plantulas de mamona submetidas ao déficit hidrico por PEG 6000 10 g/L .

3.2.4 Parametros avaliados

A cada tempo de avaliacdo (2 horas, 8 horas , 24 horas e 48 horas), as plantulas,
tanto de controle quanto do tratamento, foram submetidas a avaliacdo fendtipica e de
peroxidagdo lipidica. Para as avaliacBes de condutancia estomética o tempo de
avaliacdo foi de 2 horas, 8 horas e 24 horas, ap0s essa avaliagdo as folhas eram
excisadas e armazenadas a -80°C para extracdo de enzimas, proteinas, RNA, sintese de
cDNA e g-PCR.
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3.2.5 Caracteristica fenoétipica das plantulas

A caracteristica fendtipica das plantulas foi determinada a partir da escala de notas
ja mencionada anteriormente, sendo avaliadas as plantulas controles e as submetidas ao

tratamento em apenas em 24 horas.

3.2.6 Conduténcia estomatica (gs)

Para avaliagdo da (gs) foi utilizado um Porometro (Type AP4 — Delta T Devices)
(Figura 5), em estado de equilibrio dindmico. As leituras foram realizadas nas faces
adaxial das folhas nos tempos de 2 horas, 8 horas e 24 horas. Para a determinacdo da
condutancia estomatica foi realizada a leitura em cada plantula de cada parcela, e

posteriormente foi calculada a média.

Foto: Moraes, P.F, 2013

Figura 5- Medigdo da condutividade estoméatica em plantulas de mamona, com auxilio

de Pordmetro (Type AP4 — Delta T Devices) nos diferentes periodos de avaliacao.
3.3 Atividade enzimatica do sistema antioxidante

Foram usados os tempos de 2 horas, 8 horas e 24 horas para as analises a seguir.

3.3.1 Peroxidacéo lipidica

A peroxidacdo de lipidios foi avaliada através da producdo de metabdlitos reativos

ao acido 2-tiobarbiturico (TBA), principalmente o malondialdeido (MDA), seguindo o
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método de Heath & Packer (1968) com modificagdes. Assim 200 mg do material
vegetal foi macerado em 3 mL de &cido tricloroacético (TCA) e 0,1% 4&cido
tricloroacético (TCA) a 0,1%. Apbs a homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas
a 12000 g por 5 minutos. Ao sobrenadante (500 ul) foi adicionado 1,5 mL de TCA 20%
e TBA 0,5%. A mistura foi colocada em banho-maria por 30 min, a 95 °C e resfriada
em gelo na sequéncia. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas novamente por
10 min a 12.000 g, com o objetivo de separar residuos que podiam ter permanecido ou
terem sido formados durante o aquecimento das amostras. As leituras foram realizadas
em espectrofotdmetro (Thermo Spectronic — Genesys 10 uv), a 535 e 600 nm. A
quantidade de MDA foi expressa em mM de MDA g™ de tecido fresco, usando um

coeficiente de extincdo da reacdo de 155 mM cm-*.

3.3.2 Extracdo de Proteinas

Para a obtencdo do extrato das enzimas catalase, ascorbato peroxidase e guaiacol
peroxidase foi macerado em um almofariz resfriado, 200 mg do material vegetal
juntamente com 2,4 mL de Tampdo Fosfato de Potassio 100mM. O extrato foi
transferido para um tubo tipo eppendorf de 1,5 mL e centrifugado a 14000 rpm a 4° C
durante 10 minutos (AMAKO et al., 1994; COSTA et al., 2005). Para a obtencéo do
extrato da enzima superédxido dismutase, foi macerado 200 mg do material vegetal em
nitrogénio liquido com adicdo de Tampdo Fosfato de Potassio 50 mM,contendo 0.01
mM de EDTA e 1% de PVPP, e centrifugado a 15000 rpm a 4°C durante 10 minutos
(GUPTA et al., 1993).

O sobrenadante foi coletado, dividido em aliquotas e estocado em freezer -80 °C até
0 momento da determinacdo de proteinas totais e das analises enzimaticas, enquanto se

descartou o precipitado.

3.3.3 Determinacéo de proteina total solGvel

A concentragédo das proteinas totais nos extratos foi determinada segundo o método
de BRADFORD (1976), utilizando-se o BSA (“bovine serum albumin”) como padrao.
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Foi utilizado o espectrofotdbmetro (Thermo Spectronic — Genesys 10 uv), com leitura a
595 nm. Os valores foram determinados utilizando-se uma curva padréo de
concentragdes conhecidas de BSA através de regressao linear. O resultado da

quantificacéo foi expressa em mg mL™.

3.3.4 Catalase (CAT)

A atividade de CAT foi determinada por espectrofotometria, de acordo com o
método de Costa et al (2005), com algumas modificacdes. A atividade da CAT foi
determinada em solucdo contendo 100 ul de extrato enzimatico (11,47 mg/mL de
proteina), 2000 ul de tampao fosfato de potassio 100 mM e 1,5 ul de H,0, 30%, onde a
primeira leitura foi realizada sem a adicdo de H,O, (branco). Apds essa etapa, foi
adicionado H,0,, para a leitura da atividade da enzima, observando o decréscimo de
H.O, por 1 min em intervalos de 10 s, através das alteracdes na aborbancia a 240 nm.
Os resultados foram expressos em pmol min™ mg™ de proteina.

Foi considerado que o acréscimo de uma unidade de absorbancia é equivalente a
uma unidade de atividade (UA). As atividades do extrato foram determinadas pelo
calculo da quantidade de extrato que reduz a leitura de absorbancia em uma UA e
expressas em umol min™ mg™ de proteina, usando o coeficiente de extingdo de 39,4

mM cm™.

3.3.5 Ascorbato Peroxidase (APX)

A atividade de APX foi determinada por espectrofotometria, de acordo com o
método de AMAKO et al (1994), com algumas modificagdes. A presenca da APX no
extrato bruto diminui a concentragdo de perdxido de hidrogénio (H,O;) do meio, pela
reducdo do &cido ascorbico fornecido. A APX foi determinada em solugdo contendo
com a adicdo de 100 ul de extrato enzimatico (11,47 mg/mL de proteina), 2900 ul de
tampdo fosfato de potassio 100 mM, 30 ul de EDTA 10 mM, 50 ul H,O, 100mM e 30
ul de acido ascorbico 50 mM, onde a primeira leitura foi realizada sem a adicdo de

acido ascorbico, para a leitura do branco, apds essa etapa foi adicionado acido
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ascorbico para a leitura da atividade enzimética do ascorbato peroxidase, observando o
decréscimo de &cido ascérbico por 1 min em intervalos de 10 s, através das alteracdes

' mg? de

na absorbancia & 290nm. Os resultados foram expressos em pumol min
proteina.

Foi considerado que o decréscimo de uma unidade de absorbancia é equivalente a
uma unidade de atividade (UA). As atividades do extrato foram determinadas pelo
calculo da quantidade de extrato que reduz a leitura de absorbancia em uma UA e
expressas em umol min™ mg™ de proteina, usando o coeficiente de extingéo de 2,8 mM

em™.

3.3.6 Guaiacol Peroxidase (GPOX)

A atividade de GPOX foi determinada por espectrofotometria, de acordo com o
método de COSTA et al (2005), com algumas modificacdes. A GPOX foi determinada
em solucdo contendo 100 ul de extrato enzimatico (5,73 mg/mL de proteina), 2900 ul
de tampao fosfato de potéassio 100 mM, 15 ul de H,0, 2% e 15 ul de guaicol 0,05 %
(v/v), onde a primeira leitura foi realizada sem a adi¢do de guaicol, para a leitura do
branco, apos essa etapa foi adicionado guaicol para a leitura da atividade enzimética da
guaicol perdxidase, observando o acréscimo de guaicol por 1 min em intervalos de 10
s, através das alteracGes na absorbancia a 470nm. Os resultados foram expressos em
umol min™ mg™ de proteina.

Foi considerado que o decréscimo de uma unidade de absorbancia é equivalente a
uma unidade de atividade (UA). As atividades do extrato foram determinadas pelo
calculo da quantidade de extrato que reduz a leitura de absorbancia em uma UA e
expressas em umol min™ mg™ de proteina, usando o coeficiente de extincido de 26,6

mM cm™.

3.3.7 Superoxide Dismutase (SOD)

A atividade de SOD foi determinada por espectrofotometria, de acordo com o
método de GUPTA et al (1993), com algumas modificacdes. A SOD foi determinada

em solucéo contendo 20 ul de extrato enzimatico (1,43 mg/mL de proteina), 700 ul de
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tampéo fosfato de potassio 50 mM, 40 ul de metionina 500 mM, 30 ul de azul de
nitratetrazolio (NTB) 1mM, 50 ul triton X-100 [0,5%] e 176 ul riboflavina, onde uma
cubeta contendo os reagentes foi embrulhada em papel aluminio por 10 min para
leitura do branco, e a outra cubeta contendo a mistura reacional foi condicionada a 10
cm da luz flourescente por 10 minutos para a leitura da atividade enzimética da
superoxido dismutase, observando o acréscimo da atividade apds a presenca da luz
flourescente.

Nesse ensaio, 1U (unidade) de SOD ¢ igual a quantidade de enzima necessaria
para inibir em 50% a fotorreducdo de NBT e a atividade de SOD sera expressa em U de
SOD g de massa fresca.

3.4 Analise estatistica

A andlise de variancia (ANOVA) dos dados fisioldgicos e bioquimicos foi feita
usando o programa R (R Development Core Team, 2011) comparando as diferencas
entre os tratamentos e controles, e as diferencas dos valores do tratamento menos 0s
valores do controle (A= Tratamento-Controle). As diferencas entre as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p<0.05).

3.5 Isolamento de RNA e sintese de DNA complementar

3.5.1 Extragdo de RNA

O RNA total foi extraido a partir de 50 mg de folhas congeladas a -80 °C usando o
reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA ), de acordo com as instru¢bes do
fabricante. A concentragdo de RNA nas amostras foram avaliadas atraves de
espectrofotometro Nano-Drop (NanoVue™ Plus) (GE Healthcare). A contaminagdo por
fenol / hidratos de carbono e proteinas foi determinado com base nos indices de OD
A260/A230 e A260/A280, respectivamente. Para considerar as amostras livres de

contaminagdes esses valores devem estar entre 1,8 e 2,1 (PORTO et al., 2010). A fim de
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verificar a integridade do RNA, as amostras foram separadas por electroforese num gel
de agarose 1% corado com Gel Red (Biotium, Hayward, CA) e visualizadas com um
HP Alphalmager (Alpha Innotech Corporation, Santa Clara, CA).

Os RNA totais foram tratados com lul Deoxyribonuclase I, Amplification
Grade (DNase) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), segundo recomendagdes do
fabricante, para a degradagdo do DNA gendmico contaminante (volume final de cada

amostra= 10 uL).

3.5.2 Purificagéo do RNA

Para a purificagdo do RNA extraido, foi utilizado o GeneJET™ RNA
Purification Kit (Thermo Scientific) com protocolo especifico do fabricante para plantas
e adaptado pelo nosso laboratério de acordo com testes realizados. O RNA limpo foi

ressuspendido em 20 pL de dgua livre de nuclease.

3.5.3 Sintese de cDNA

A primeira fita de cDNA foi sintetizado a partir de 8 pg do RNA total tratado
utilizando a enzima transcriptase reversa RevertAid H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Scientific) for g-PCR (volume total da amostra= 20uL), segundo
recomendacdo do fabricante.

Os cDNAs nao foram quantificados, mas suas concentra¢fes foram baseadas na
quantidade inicial de RNA utilizada nas sinteses. Os cDNAs foram diluidos em solugéo

estoque de 5 ug/uL.

3.6 Mineracg0es de Dados e Desenho de Oligonucleotideos Iniciadores

3.6.1 Busca de sequéncias

Sequéncias de genes descritas na literatura relacionados ao sistema antioxidativo

foram buscadas na base de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) por
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palavras-chaves: Ricinus communis catalase, Ricinus communis superoxide dismutase,
Ricinus communis ascorbate peroxidase, Ricinus communis peroxidase, Ricinus

communis actin e Ricinus communis ubiquitin.

3.6.2 Desenho de oligonucleotidios iniciadores

As sequéncias dos contigs selecionados pela mineracdo de dados foram
utilizadas para o desenho de oligonucleotideos iniciadores especificos por meio do
software PRIMER EXPRESS v 3.0 (Applied Biosystems), de acordo com o tutorial do
fabricante.

Os oligonucleotideos iniciadores sintetizados foram selecionados e analisados
pela auséncia de formacdo de dimeros, cross-dimeros, harpins e penalidades descritas
pelo programa, temperatura de anelamento (59 & 60° C), tamanho de amplicon (entre 50
e 120) e regido de anelamento do oligonucleotideo iniciador.

3.6.3 Teste de eficiéncia dos oligonucleotideos iniciadores

Todos os oligonucleotideos iniciadores utilizados (inclusive os normalizadores)
foram validados, em triplicata, para confirmar sua eficiéncia. As curvas de calibracéo
para cada normalizador foram geradas utilizando diluicbes em série de cDNA (pool
contendo trés amostras aleatorias) em agua para 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625, 0,312, 0,156 ng

e a eficiéncia de amplificacdo calculada por E= (10 **'%"*_1) x 100.

3.6.4 Reac0es de g-PCR

O volume total das reacOes de g-PCR foi de 20 pL, sendo 10 uL de reagente
Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2x), ROX Solution provided (Thermo
Scientific), 1,0 pL de oligonucleotideo especifico direto (500 nM), 1 uL de
oligonucleotideo especifico inverso (500 nM), 7,96 uL de agua tratada com DEPC e 1
pL de cDNA. As reagdes foram preparadas em triplicata técnica e triplicatas bioldgicas,

adicionadas em placas opticas MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate with
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Barcode (0.1 mL) (Applied Biosystems) e realizadas em amplificador modelo 7500
Fast Systems (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

As condic¢des de amplificacdo foram de 50 °C durante 2 min, 95 °C durante 10 min,
40 ciclos a 95 °C durante 15 s, 60 °C durante 1 min. Para verificar a especificidade de
amplificacdo foi adicionado um estagio de curva de dissociacdo. Em cada placa, genes

normalizadores (actina e ubiquitina) e um controle negativo foram incluidos.

3.3.5 Andlise de expressado génica

A determinacdo dos niveis de expressdo dos genes alvos foi realizada pela
quantificacéo relativa (QR) utilizando a expressdo 2*“; (LIVAK & SCHMITTGEN,
2001). Para cada tratamento foi detectado o valor de Ct (“Cycle threshold”),
determinados utilizando o software SDS (Applied Biosystems, EUA), tanto para o gene
alvo quanto para os normalizadores. Este valor representa o ponto em que o sinal de
amplificacdo € detectado. O valor do Ct do gene alvo é subtraido do valor do Ct do
normalizador, para ajustar a reagdo. Obtem-se entdo o valor de ACt. O valor de ACt dos
tratamentos ¢ subtraido do valor do ACt da amostra controle (calibrador), tendo-se 0
valor de AACt. Este valor ¢ utilizado na férmula do nivel de expressdo, onde o numero
2 representa a somatoOria da eficiéncia do gene alvo e do controle enddgeno,
considerando que ambos 0s genes possuem 100% de eficiéncia.

Valores de expressdo diferencial foram plotadas em um Heat map construido
utilizando o programa JColorGrid (JOACHIMIAK et al., 2006). As diferencas nos
dados AACt foram testadas por Andlise de Varidncia Fatorial (ANOVA) utilizando
BDC e as diferencas de médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0.05) do
programa R (R Development Core Team, 2011).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Germinagao

Apbs 30 dias, apenas os acessos IAC 2028, IAC 80, IAC 226, IAC Guarani, PB 07

e China Careca, somaram o numero minimo de plantulas necessario com 15 cm de
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altura. Sendo assim estes acessos foram selecionados para a continuacgdo do trabalho
(Figura 6).

e S :
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Figura 6 — Germinacgdo dos acessos de mamona apos 30 dias em casa de vegetacdo com

irrigacao controlada.

4.2 Determinagdes da concentracéo de PEG 6000 e dos tempos de avaliagdo

A concentracdo de 10g/L de PEG 6000 foi selecionada para causar o déficit hidrico
nas plantulas, por restringir a disponibilidade de 4gua, mas ndo ao ponto de danificar os
tecidos vegetais, assim como o periodo de 24 horas que foi determinado como tempo
maximo, pois 0s demais tempos ja apresentavam degradacdo do material vegetal,
impossibilitando seu uso nas etapas seguintes do experimento (Figura 7).

Figura 7- Plantulas de mamona submetidas ao controle e tratamento (PEG 6000 10g/L),

durante 48 horas. A) 2 horas, B) 8 horas, C) 24 horas e D) 48 horas. (Acesso PB 07).
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4.3 Caracteristica fenotipica das plantulas

A avaliacao fendtipoca foi realizada nos quatros tempos 2 horas, 8 horas,24 horas e
48 horas, onde em todos os tempos de avaliacdo o acesso PB 07 se diferenciou
significativamente dos outros acessos, apresentando caracteristicas mais evidentes de

degradacéo foliar (Tabela 2).

Tabela 2 — Teste de médias referente & caracterizacdo fenotipica dos seis acessos de

mamona submetidas a PEG 10g/ L nos quatros tempos de avaliacao.

ACESSOS MEDIAS 5%
PB 07 1,75 a
IAC 226 1,083 ab
IAC 2028 0,9167 b
IAC Guarani 0,8333 b
IAC 80 0,6667 b
China Careca 0,5833 b

*TUKEY (p<0,05), médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si.

Foi observado que, entre os tempos houve diferenca significativa, onde as plantulas
em 48 horas apresentaram maiores médias, mostrando assim que durante esse tempo

estavam submetidas a um déficit hidrico mais intenso (Tabela 3).

Tabela 3 — Teste de média referente & caracterizacdo fenotipica entre os 4 tempos de

avaliacdo de plantulas de mamona submetidas a PEG 10g/L.

TEMPO MEDIAS 5%
48 horas 1,778 a
24 horas 1,167 b
8 horas 0,6111 bc
2 horas 0,3333 C

*TUKEY (p<0,05), médias seguidas por letras distintas diferem entre si.

O tempo méximo de avaliacdo (48 horas) apresentou intensa degradacdo dos
tecidos foliares (Figura 8), dificultando a extracdo de enzimas e RNA. Portanto foi

determinado o tempo de 24 horas como o0 tempo maximo nas posteriores avaliagdes.
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Figura 8 - Plantulas de Ricinus communis L, submetido ao tratamento (PEG 6000
10g/L), A) 24 horas, B) 48 horas.

No entanto, o tempo maximo de avaliacdo (24 horas), foi suficiente para observar
0S primeiros sinais enzimaticos e de expressdo génica nas plantulas submetidas ao
déficit hidrico. Ainda que o tempo de 24 horas estabelecido como tempo maximo de
avaliacdo no presente trabalho foi reconhecido por causar déficit hidrico leve, para a
conducdo dos experimentos propostos, foi importante que as folhas utilizadas para
extracdo de proteinas e RNA estivessem intactas, sem comprometimento de seus

tecidos.
4.4 Condutancia estomatica (gs)

No presente trabalno foram observadas diferencas significativas entre 0s
tratamentos e os controles nos trés tempos de avaliacdo, onde as plantulas tratamentos
apresentaram maior quantidade de estdmatos fechados, diferente das plantulas
controles, que apresentaram maior quantidade de estdmatos abertos (Figura 9).

A reducdo da condutancia estomatica afeta uma série de interacdes planta-
ambiente, uma vez que os estomatos sdo os pontos de controle de vapor d’agua e
balanco de energia entre o vegetal e 0 ambiente. Embora essa reducéo na taxa de perda
de agua possa representar uma vantagem imediata para prevenir a desidratacdo do
tecido, ela, no entanto, pode afetar diretamente o balanco de calor sensivel sobre o
vegetal e, ainda, a absorcdo de CO:2 e, consequentemente, a taxa fotossintética
(BRUNINI & CARDOSO, 1998).
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Figura 9 - Diferenca da condutancia estomatica entre as plantulas de mamona controles

e tratamentos. Tukey (p<0,05), médias seguidas por letras distintas diferem entre si.

Apenas no tempo de 24 horas foi observado diferencas significativas entre os
acessos avaliados (Tabela 4). O acesso PB 07 foi o Unico que apresentou maior
sensibilidade ao tratamento, se comparado aos outros acessos. Assim o0 acesso PB 07
quando submetido a défict hidrico, tende a apresentar maior quantidade de estomatos
fechados. De acordo com TAIZ & ZEIGER (2009) a eficiéncia da 4gua pode aumentar
a medida que os estdbmatos fecham durante os estadios iniciais do déficit hidrico, assim
o fechamento dos estbmatos diminui a perda de agua por evapotranspiracdo. Esse
resultado corrobora ainda com informagdes fornecidas por HECKENBERGER et al.
(1998) ao observarem que as plantulas de mamona submetidas a deficiéncia hidrica
sofreram redugdo nos valores de condutancia estomatica em decorréncia de uma
elevacdo na densidade de estdmatos naqueles tratamentos cultivados sob estresse
hidrico.

O acesso IAC Guarani, que apresentou maiores valores de condutancia estomatica
(Tabela 4), também apresentou altos valores de condutancia estomatica em estudos de
trocas gasosas em diferentes condi¢des de irrigacdo em campo realizado por FREITAS
et al (2011).
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Tabela 4 — Teste de média da diferenca de condutancia estomatica (A = tratamento —

controle) no tempo de 24 horas, nos 6 acessos de mamona estudados.

ACESSOS MEDIAS (mmol.m™“.s™) 5%
IAC Guarani 195,3 a
China Careca 189,4 a

IAC 226 187,2 a
IAC 2028 165,5 a
IAC 80 153,3 a
PB 07 4,0 b

*TUKEY (p<0,05), médias seguidas por letras distintas diferem entre si.

4.5 Peroxidacao lipidica

A peroxidacdo lipidica, expressa através da quantificacdo de malondialdeido
(MDA), demonstrou que nos tempos avaliados (2 horas, 8 horas, 24 horas e 48 horas),
ndo houve diferenga significativa entre 0s acessos, assim todos apresentavam
peroxidacdo lipidica das membranas, comprometendo as estruturas e funcionamento
celular dos acessos de forma semelhante. Diferencas de niveis de MDA foram
observadas em relacdo aos tempos de avaliacdo. O tempo de 48 horas apresentou maior
nivel de MDA (0,4052 mM MDA g massa fresca) enquanto que os outros tempos de
avaliacdo ndo se diferenciaram (tabela 5). No entanto, folhas de plantulas submetidas ao
tratamento com PEG 6000 10 g/L durante 48 horas, ndo foram utilizadas nas anélises de
atividade enzimatica, expressao génica, pois apresentavam estado de degradacdo
avancado, ficando inviavel sua utilizacdo. Diante disso, ndo foi possivel acompanhar o

estagio inicial de peroxidacao apresentada pelos acessos.

Tabela 5 — Médias dos tempos de avaliagdo (2, 8, 24 e 48 horas) expressas através da

quantificacdo de malondialdeido (MDA).

TEMPO MEDIAS 5%
(MDA g massa fresca)

48 horas 0,4052 a

24 horas 0,2111 b

8 horas 0,1459 b

2 horas 0,1144 b

*TUKEY (p<0,05), médias seguidas por letras distintas diferem entre si.
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De acordo com TURKAN et al (2004), quanto menores as concentraces de MDA,
melhor o funcionamento do sistema antioxidante contra as EROs. No presente trabalho
ndo foi possivel identificar qual dos acessos obteve menores niveis de MDA, visto que
em nenhum dos tempos de avaliacdo 0s acessos se diferenciaram entre si.

Resultados onde menores aumentos nos niveis de MDA relacionados com sistema
antioxidativo mais eficiente foram observados por TURKAN et al (2004) em dois
cultivares de feijdo, submetidos a déficit hidrico induzido por PEG, em variedades de
cana-de-acgucar, contidos a diferentes regimes de restricdo hidrica CIA (2010). Sob
estresse salino foi observada essa correlagdo, onde maiores aumentos nos niveis de
MDA correspondem a um sistema antioxidante mais eficiente em tomates
(Lycopersicum pennelliie) e beterraba selvagem (Beta maritima) SHALATA et al
(2001) e BOR et al (2003), evidenciaram que o aumento da eficiéncia do sistema

antioxidante pode ter contribuido para manter o potencial redox e evitar danos a célula.

4.6 Enzimas do sistema antioxidativo

Entre os seis acessos avaliados no presente trabalho, foi observado que as plantulas
submetidas ao tratamento apresentaram maior atividade enzimatica, quando comparadas
as plantulas controle, confirmando que as plantulas submetidas ao déficit hidrico
causado por PEG produziram mais enzimas do complexo antioxidante do que as plantas
controle (Tabela 6). Enzimas antioxidantes como CAT, GPOX, APX e SOD em
situacbes de estresse aumentam sua atividade (GUETA-DAHAN et al.,, 1997;
HERNANDEZ et al., 1995). Esse mesmo aumento da atividade vem sendo observado
em espécies tolerantes do que nas espécies sensiveis ao estresse oxidativo (SHALATA
et al., 2001; BOR et al., 2003).
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Tabela 6 — Médias da atividade enzimatica entre as plantulas de mamona controles e

tratamentos.
ENZIMAS TRATAMENTOS MEDIAS 5%

CAT PEG 0,001301 a

H.0 0,001155 b

GPOX PEG 0,039197 a

H.0 0,028665 b

APX PEG 0,338096 a

H.O 0,24283 b

*TUKEY (p<0,05), meédias seguidas por letras distintas diferem entre si.

Para as enzimas CAT e GPOX, foram observadas diferencas significativas da
atividade enzimatica durante os trés tempos de avaliagcdes (A = tratamento — controle),
onde o tempo de 24 horas foi que apresentou maior atividade em todos os acessos
avaliados. Ja para a enzima APX o tempo de 24 horas ndo apresentou maior atividade
enzimatica. Foi observada maior atividade no tempo de 8 horas, entretanto ndo houve
diferenga significativa entre a atividade da enzima APX no tempo de 2 horas e 8 horas.
Para SOD ndo houve diferenca significativa entre os tempos de avalia¢@es, indicando
que durante os trés tempos teve 0 mesmo perfil de producdo de SOD, nos seis acessos

avaliados (Tabela 7).

Tabela 7 — Teste de média da diferenca da atividade enzimatica média dos seis acessos

avaliados (A = tratamento — controle) nos tempos de 2 horas, 8 horas e 24 horas.

TEMPO ENZIMA MEDIAS 5%
2 HORAS CAT 0,00073 ab
8 HORAS CAT 0,000524 b
24 HORAS CAT 0,000869 a
2 HORAS GPX 0,019452 b
8 HORAS GPX 0,019644 b
24 HORAS GPX 0,036742 a
2HORAS APX 0,169274 ab
8 HORAS APX 0,213207 a
24 HORAS APX 0,135795 b
2 HORAS SOD 2,481576 a
8HORAS SOD 2,334083 a
24 HORAS SOD 2,467876 a

*TUKEY (p<0,05), médias seguidas por letras distintas diferem entre si.
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Apenas no tempo de avaliagéo de 24 horas as enzimas CAT e GPOX diferenciaram
0s acessos (Tabela 8), nos outros tempos de avaliacdo nao foi possivel observar
diferencas significativas entre 0s acessos. A enzima APX néo diferenciou os acessos em
nenhum dos trés tempos de avaliagdo. Assim, podemos concluir que 0 comportamento
da atividade de APX ocorre da mesma maneira nos seis acessos, independentemente do
tempo de avaliagdo. Podemos observar que, no que se refere as enzimas que convertem
H.O, em H,O, a APX diminui quando comparada a CAT e GPOX que teve um
aumento de sua atividade durante os tempos de avaliacdo (Tabela 7). Em trabalhos
realizados com feijdo, submetido a estresse salino, foi observado a diminuigdo de APX
e 0 aumento da atividade de outras enzimas pertencentes ao sistema antioxidante
(JEBARA et al., 2005).

A enzima SOD ndo mostrou diferenca entre os tempos de avaliacdo, no entanto, nos
trés tempos avaliados houve diferenciacdo entre 0s acessos, sugerindo que, a atividade
de SOD nos trés tempos avaliados foi intensa e constante devido o radical superoxido
produzido sob condigdes de estresse ser tdxico, havendo uma meia-vida de menos de
um segundo e, é geralmente dismutado de forma rapida pela SOD a H,0,, um produto
relativamente estavel que pode ser detoxificado por catalases e peroxidases. Estas
metaloenzimas constituem numa importante defesa priméria das células contra os
radicais superdxido gerados sob condicdes de estresse. Assim, 0 aumento na atividade
da SOD ¢ conhecido por conferir tolerancia ao estresse oxidativo (JALEEL et al., 2007).

A producéo de CAT em 24 horas de déficit hidrico foi maior em China Careca. J4 0
acesso PB 07 apresentou menor producdo em relacéo a esta enzima. Os outros cultivares
analisados ndo se diferenciaram significativamente de China Careca e PB 07 (Tabela 8).

Durante a avaliagdo de 24 horas, foi observado maior producdo de CAT para o
acesso China Careca, no entanto esse mesmo acesso teve menor producgdo de GPOX nas
mesmas condigdes. O acesso PB 07 e IAC 2028 mostraram maior producdo de GPOX,
o0s acessos IAC 80, IAC Guarani e China Careca apresentaram menor producdo desta
enzima durante 24 horas de déficit hidrico. A queda da atividade de uma ou mais
enzimas, acompanhada do acréscimo de outra, é esperado no mecanismo de resposta ao
estresse hidrico. AZEVEDO-NETO et al. (2010) relataram um consideravel aumento da
atividade de CAT em amendoim em condic¢Bes de déficit hidrico nos genétipos mais

sensiveis, enquanto a atividade de APX ndo variou.
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Portanto de acordo com WILLEKENS et al (1997), o aumento da CAT pode ser um
indicio de fotorrespiracdo, ja que a CAT estd localizada principalmente nos
peroxissomos. Em trigo, atividade de APX atingiu niveis elevados, enquanto as
atividades de CAT e SOD cairam (FAN et al., 2009). O equilibrio das atividades de
CAT, SOD e APX sdo essenciais para se determinar o nivel fixo de O, e H,0,
(BOWLER etal., 1991).

Tabela 8 — Teste de média das atividades enzimaticas de CAT, GPOX e SOD entre 0s

seis acessos avaliados (A = tratamento — controle) no tempo de 24 horas.

ENZIMA ACESSOS MEDIA 5%
China Careca 0,0013 a
IAC 80 0,0011 ab
CAT IAC 226 0,001 ab
IAC 2028 0,0008 ab
IAC Guarani 0,0006 ab
PB 07 0,0002 b
IAC 2028 0,0745 a
PB 07 0,0692 a
GPOX IAC 226 0,0297 ab
IAC 80 0,0196 b
IAC Guarani 0,0135 b
China Careca 0,0135 b
China Careca 6,314000 a
PB 07 4,356000 ab
SOD IAC 2028 4,306000 ab
IAC 226 3,960000 ab
IAC 80 3,359000 ab
IAC Guarani 1,498000 b

*TUKEY (p<0,05), médias seguidas por letras distintas diferem entre si.

Em 24 horas de déficit hidrico foi observado que o acesso China Careca apresentou
maior producdo das enzimas CAT e SOD, no entanto apresentou menor producgéo de
GPOX guando comparados com 0s outros acessos. Ja o acesso PB 07 apresentou menor
producdo de CAT e maior producdo de GPOX. O acesso IAC 2028 mostrou maior
producdo de GPOX, visto que para as outras enzimas 0s mesmos nao tiveram diferenca

significativa entre os acessos com maior e menor producéo de enzimas (Tabela 8).
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Houve uma maior producdo da atividade de CAT no acesso China Careca, se
comparado com o acesso PB 07, o qual apresentou menor producdo de atividade para
essa enzima. Ja os cultivares (IAC 226, IAC 2028, IAC Guarani e IAC 80) nédo se
diferenciaram dos dois grupos contrastantes. O mesmo foi observado para a producéo
da enzima GPOX, onde PB 07 mostrou maior producdo de GPOX e China Careca que
menor producdo dessa enzima, ja os cultivares ndo se diferenciaram dos dois grupos
contrastantes (Tabela 8) e (Figura 10). O decréscimo na atividade da CAT, promove
acumulo de H,0,, aumentando a peroxidacdo de lipidios e danos as membranas de
plantas sob estresse. Desta forma, 0 aumento na atividade das enzimas do sistema
antioxidante é importante para eliminar o acumulo de H,O, e assim reduzir a
peroxidacao de lipidios (VAIDYANATHAN et al., 2003; EYIDOGAN & OZ, 2007).

CAT APX GPOX SOD
' +

China
Careca

China
Careca

IAC 2028
PB 07

Figura 10 - Atividade das enzimas do sistema antioxidante nos acessos de mamona
induzidos ao déficit hidrico.

Os acessos IAC Guarani, IAC 226, IAC 2028 e IAC 80, por serem cultivares, ndo
apresentaram diferencas significativas, sendo que estes possuem um perfil genético
similar por terem sido selecionados para as mesmas caracteristicas. VENANCIO (2013)
observou essa similaridade genética através de estudos de diversidade genética de
acessos de mamona por meio de marcadores moleculares microssatelites, onde o0s
acessos IAC 2028 e IAC 80 apresentaram similaridade igual a 100%, IAC 2028 e IAC
80 comparados ao IAC 226 apresentaram similaridade igual a 65% e o0s acessos IAC
2028, IAC 80 e IAC 226 apresentaram similaridade igual a 57%, quando comparados
com 0 acesso IAC Guarani. O acesso PB 07 esta agrupado no grupo dos cultivares, o
qual apresenta apenas 42% de similaridade em relacéo aos cultivares. O acesso China
Careca foi agrupado geneticamente distante do grupo, o qual se encontram PB 07 e os

cultivares (Figura 11).
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Figura 11 - Dendrograma obtido pelo método aglomerativo UPGMA, coeficiente de
similaridade de Jaccard para os acessos de mamona (Ricinus communis L.) realizado a
partir de dados obtidos (VENANCIO, 2013).

4.7 Isolamentos de RNA e sintese de DNA complementar

O RNA total extraido a partir de folhas das amostras foi submetido a eletroforese
em gel de agarose [1%] para verificacdo da integridade e qualidade das mesmas. Onde
foi observado bandas correspondentes as subunidades 28S e 18S do RNA ribossémico
das amostras, tornando possivel comprovar a integridade ou baixo nivel de degradacao
do RNA extraido (Figura 12).

Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose [1%] para verificagdo da integridade das

amostras de RNA total extraido de folhas de mamona, observando as bandas 28S e 18S.

Os valores das razoes Axsol2s0 € Azeol Aszp das amostras analisadas estavam entre 1,8

e 2,0, como desejado, indicando que as amostras estavam livres de contaminagdo por
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proteinas e polissacarideos ou polifendis (LOGEMANN et al., 1987; MANNING,

1991).

4.8 Desenhos de oligonucleotideos iniciadores

Dentre as sequéncias pesquisadas e relacionadas com tolerancia ao déficit hidrico,

oito foram selecionadas para as reacbes de (-PCR, as quais foram usadas para o

desenho de oligonucleotideos iniciadores. Os oligonucleotideos iniciadores escolhidos

possuiam caracteristicas desejaveis, como: temperatura de anelamento (entre 59 e

60°C), ndo formacdo de hairpin e cross dimer, bem como o tamanho de amplicon

(Tabela 9).

Tabela 9 - Identificacdo, sequéncias direita (D) e reversa (R), tamanho, temperatura de

anelamento dos oligonucleotideos iniciadores desenhados para g-PCR, a partir das

sequéncias obtidas (NCBI).

Oligonucleotidios
iniciadores
ID*

CAT
(X59383.1)

APX
(T15225.1)

GPOX
(XM002523782.1)

SOD- Cu/Zn
(T15128.1)

SOD —Fe
(XM002520869.1)

SD-Mn
(XM002520810.1)

ACT
(AY360221.1)

UBQ
(XM002516651.1)

Sequéncia (5°-3)

D:CCCAGGAGCTGCGCACTAT
R:GCTAGCTTCTGACCCAGGGATT

D:AACTCAGGGTCTTCCAACAAAGC
R:AACTCAGGGTCTTCCAACAAAGC

D: TGCTCCCTCTTCCAAAACCA
R: TCAACTTGGAGGATCCCTTTCA

D: AAACCTGTCAAGCCAACCCATA
R: TGAACTGCTTCTCCAGGAATCC

D: AAACCCCTTTCCCGAATTCA
R: TGCATGGATTCCCAAAAGAAGT

D:GGGCGACTCTTCTTCTGTTGTTAA
R: TTGATATGACCTCCTCCGTTGAA

D: GCCGACGCCGAGGATATT
R: CCAGCCTTCACCATTCCAGTT

D:TTCTCATGTGAGGGACTATGGTGTT
R:CTGAAAGTCTGAGAACCAAATGCA

Tamanho

(b)
19
22

23
23

20
22

22
22

20
22

24
23

18
21

25
24

Ta

64
63

63
63

63
63

63
63

63
63

63
63

57,2
57,6

57,9
56,2

%

63
55

48
44

50
46

46
50

45
4

46
44

58
64

68
68

* Acesso da sequéncia presente no NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov)
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4.9 Anélise dos dados g-PCR

4.9.1 Teste de eficiéncia

Para a estimativa da eficiéncia de amplificacdo (E) foram utilizadas curvas de
diluicdes para cada um dos oligonucleotideos iniciadores, que foram geradas utilizando
diluicdes constituidas de pools de cDNA, contendo amostras escolhidas aleatoriamente
de China Careca, IAC 2028 e PB 07, as amostras foram diluidas em &gua para as
respectivas concentracfes: 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,312 e 0,156 ng. Em funcéo desses
resultados obtidos pela reacdo de g-PCR, foram obtidos os valores de Ct, relativos a

concentracdo de cDNA de cada uma das amostras (Figura 13).

DekaRn
Deta Rn

o
Delta R

1.00-003

8 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39

Cycle Number

Figura 13 - Curvas de amplificacdo das diluigOes seriadas com sete concentragcOes de
cDNA para analise de eficiéncia dos normalizadores ACT (A) e UBQ (B) e dos genes
alvos CAT (C), APX (D), GPOX (E), SOD Cu/zn (F), SOD Fe (G) e SOD Mn (H)
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Foi observado apenas para o gene candidato GPOX valores altos de Cts, onde
apenas 4 de 21 amostras amplificaram, sugerindo que para esse gene candidato havia
pouca concentracdo de mMRNA nas amostras (Figura 13 — E).

A partir das informacdes pela curva de amplificacdo do gene GPOX, entendemos
que o aparecimento de quatro picos na curva de dissociacdo pode ser devido a
inespecificidade dos oligonucleotideos iniciadores de GPOX (Figura 14 — E). A
possibilidade de contaminagdo da amostra é nula, uma vez que foi observado um pico
por amostra, bem como foi descartada a possibilidade de contaminacdo dos
componentes da reagdo de g-PCR, considerando que ndo houve a amplificacdo do
controle.

Os normalizadores utilizados foram Actina (ACT) e Ubiquitina (UBQ). Estes genes
normalizadores sdo utilizados frequentemente em mamona (DE MORAIS, 2010) e

também com outras oleaginosas como amendoim (MORGANTE et al, 2011).

Tion ¥ Seangars o e repon T Y Vi Vrepon v

Dervative:

Yroporn L

Figura 14 - Curvas de dissociacdo das dilui¢Oes seriadas com sete concentragdes de
cDNA para analise de eficiéncia para os genes alvos ACT (A) e UBQ (B) e genes alvos
CAT (C), APX (D),GPOX (E), SOD Cu/ Zn (F), SOD Fe (G) e SOD Mn (H).
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A eficiéncia de amplificacdo (E) para cada oligonucleotideo iniciador foi
calculada utilizando-se o valor referente ao coeficiente angular da reta (Slope) (Figura
15), conforme a E= (107*°°®_1) x 100 (PFAFFL, 2001).
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) =
=z 9]
P £
g :
: =
: B 15
‘;‘ y=-33255z+25403 | 15 2 ¥=-3,0784x+19,179
z E=0,9806 10 E E=0,%991 1
=] z
£ 5 £ 5
Z o 2
i 2 s b 05 0 25 2 15 1 05 0
Log da concentragiio de cDNA Log da concentraciio de cDNA
Catalase Ascorbato Peroxidase
AT LD
; -~
T
S -
~ =
z <
e 3
< y=342255+21116) 15 { &
e = 15
z E=09979 < y=-33362x+21,881
g 10 £ E=0,996 10
2 .| 8
Z, 5
ol o
2,5 2 15 1 0,5 0 s 2 15 1 05 0
Log da concentracio de cDNA Log da concentraciio de cDNA
Superoxide Dismutase (Fe) Superoxido Dismutase (Mn)

Superoxide Dismutase

= (Cu/Zn)
5 = =
2 C 9]
z z %
: Z :
.S ‘U ‘E
= y=-341922+219% | 15 k1 K
=] =
z E=0,587 10 e y=-3,236x+21,005 | 10 e y=-3,3417x + 20,507
g £ E=0,9937 ] R2=0,9972 10
= 5 = 5 £ 5
4 Zz 7z,
25 2 15 1 0,5 0 2,5 2 15 1 4,5 0 2,5 2 15 1 0,5 0
Log da concentraciio de cDNA Log da concentracio de cDNA Log da concentraciio de cDNA

Figura 15- Curva padrdo gerada para ilustrar o calculo de eficiéncia de amplificacao
dos genes ACT, UBQ, CAT, APX, SOD (Cu/zZn), SOD (Fe), SOD (Mn) a partir de

RNA extraido de folhas de mamona. Em destaque, o coeficiente angular da reta (slope)
eoR%

Apenas o0 gene alvo GPOX (Figura 14- E), ndo obteve resultado esperado na curva
de amplificagéo e curva de dissociagéo da diluigdo seriada com sete concentragdes de
cDNA. Diante disso, este gene foi retirado do trabalho, sendo que a sequéncia deste

oligonucleotideo iniciador selecionado para ser sintetizado foi a melhor opcao sugerida
pelo PRIMER EXPRESS 3.
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O célculo da eficiéncia de amplificacdo dos genes alvo e normalizadores resultou
em valores que variaram de 0,96 (CAT) a 1,11 (ACT) (Tabela 10). Estes valores,

quando proximos de 1, séo considerados ideais (PFAFFL et al., 2001).

Tabela 10 - Eficiéncia dos genes alvos potencialmente relacionados com a resposta
induzida por déficit hidrico em Ricinus Communis L. e normalizador calculado de

acordo com o coeficiente angular da reta (slope).

GENE SLOP EFICIENCIA
CAT -3,4225 0,96
APX -3,3362 0,99

SOD (Cu/zn) -3,3417 0,99
SOD (Fe) -3,4192 0,96
SOD (Mn) -3,2360 1,03

ACT -3,0784 1,11
UBQ -3,3255 0,99

4.9.2 Expressao diferencial dos genes alvos

Para a andlise da expressdo diferencial foram considerados como diferencialmente
expressos 0s genes em que os valores de QR fossem maiores que um e meio (QR > 1,5).
Estes valores indicam que estes acessos/genes foram induzidos pelo estresse abidtico
causado pelo déficit hidrico. QR = 1 significa que ndo ha diferenca entre a amostra
tratada quando comparada a amostra controle. Os acessos selecionados para o
experimento de expressdo foram aqueles que tiveram as maiores diferengas quanto a
producdo da atividade das enzimas do sistema antioxidante, através das analises de
atividade enzimatica (IAC 2028, PB 07 e China Careca).

As amostras utilizadas foram aquelas coletadas no tempo 24 horas, por ter sido o
unico tempo que apresentou diferenga significativa entre os acessos avaliados. Através
de g-PCR, foram geradas as curvas de amplificacdo para os gene CAT, APX, SOD-
Cu/Zn, SOD-Fe, SOD-Mn (Figura 16).
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Figura 16 - Curvas de amplificacdo para os genes (CAT, APX, SOD-Cu/Zn, SOD-Fe,
SOD-Mn) para os acessos IAC 2028 (A e B), PB 07 (B e C), China Careca (D e E) no
tempo de 24 horas, submetidos ao déficit hidrico por PEG 6000 10 g/L, geradas pelo
software 7500 Fast System SDS (Sequence Detection System) v1.3.1 (Applied

Biosystems).

O calculo de QR para os tratamentos (PEG 6000 10g/L) das moléculas-alvo nas
amostras dos acessos IAC 2028, PB 07 e China Careca no tempo de 24 horas, revelou
aumento de expressdo das enzimas do sistema antioxidativo quando comparadas com 0s
dois normalizadores utilizados no presente experimento (ACT e UBQ) apenas no acesso
China Careca (Figura 16). Para os dois normalizadores utilizados foi observado o
mesmo padrdo de expressdo génica, no entanto o gene SOD-Fe para o normalizador

(UBQ) nédo apresentou expressdo quando submetido ao déficit hidrico, tendo, neste
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caso, maior expressdo deste gene no controle negativo (sem PEG 6000 10g/L). Mesmo

0 acesso China Careca apresenta expressao em quase todos os genes, na maioria a QR

foi baixa (entre 1 e 2 vezes mais expressa no tratamento em relacéo ao controle). A QR

dos acessos PB 07 e IAC 2028 foram extremamente baixas, onde a expressao do

tratamento em relacdo ao controle ndo chegaram a serem 1 vez mais expresso, exceto no

acesso PB 07, onde houve a expressao do gene de CAT 1,6 vezes mais que no controle.

(Figura 17).

Ih 2028
FE 07

.China Careca

500 CufZn
SOD Fe
SOD Mn
CaT

Arx

500 CufZn
SOD Fe
SO0D Mn
CAT

1124

ACTIHA

UBIOUITIHA

3.00 - 4,

- 1.00

Figura 17 — Expressdo génica relativa dos genes pertencentes ao sistema antioxidativo
nos acessos IAC 2028, PB 07 e China Careca, submetidos ao déficit hidrico por PEG

6000 10g/L, gerada pelo software J Color Grid.
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Para andlise da expressdo diferencial, foi calculada a média de expresséo referente
aos dois normalizadores utilizados (tabela 11), sendo que ambos tiveram o mesmo

padrdo de expressao génica (Figura 17).

Tabela 11 — Valores médios de expressao diferencial (Actina e Ubiquitina) entre 0s

acessos de mamona para 0s genes estudados.

ACESSOS
GENES China Careca PB 07 IAC 2028
SOD-Cu/Zn 3,537 (x1,24) ~ 300% 0,676 (£0,02) 0,154 (£0,01)
SOD-Fe 1,055 (£0,49) ~ 10% 0,422 (£0,00) 0,160 (£0,00)
SOD-Mn 1,702 (x£0,09) ~70% 0,650 (£0,05) 0,311 (x0,02)
CAT 1,770 (£0,50) ~80% 1,614 (+0,00) ~70% 0,405 (+0,04)
APX 1,600 (0,49) ~70% 0,309 (+0,00) 0,306 (+0,02)

As plantas possuem sistemas enzimaticos de defesa para varios tipos de espécies
reativas de oxigénio, que envolvem as SOD, CAT, APX, entre outros. Foi bem
documentado que os genes codificantes destas enzimas sdo ativados em resposta ao
estresse oxidativo (BOWLER et al., 1991 ;LEE et al.,1999; SANKAR et al., 2007).

O gene SOD-Cu/Zn teve maior expressdo em situagdo de estresse, sendo em média,
até 3,537 vezes mais expresso que a condicdo controle, porém apenas no acesso China
Careca (Tabela 11). DALL’ASTA (2013) observou maior expressdo dos genes SOD-
Cu/zZn em pléntulas de milho em solucdo de &cido abscisico que induz situacdo de
estresse gerando EROs, no periodo de 3, 6 e 12 horas.

Estudos com superexpressdo do gene SOD-Mn foram realizados em plantas de
tabaco, por BOWLER et al. (1991) mostraram que a enzima SOD-Mn confere
tolerancia aos danos celulares causados por radical de oxigénio.. Resultados
semelhantes foram descritos por Carvalho (2009) onde plantulas de citrumelo
“Swingle” em exposi¢ao ao déficit hidrico por 24 horas apresentou um aumento na

expressao do gene SOD-Mn.
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A superexpressédo de SOD-Mn tem levado o aumento da tolerancia contra as EROs
em varias espécies de plantas (TANAKA et al., 1999; VAN BREUSEGEM et al,;
1999).

A superexpressdo de apenas uma das isoformas de SOD pode ser explicada, pois as
SODs sédo encontradas em diferentes compartimentos da célula, a isoforma SOD-Cu/Zn
é encontrada no cloroplasto, no citosol e possivelmente do espago extracelular,
(ALSCHER et al., 2002). O mesmo padrdo de expressdao observado em SOD- Fe e
SOD-Mn pode ser devido a essas duas isoformas de SOD serem as mais antigas e
possivelmente surgiram da mesma enzima ancestral, enquanto que SOD-Cu/Zn possui
similaridade com a sequéncia de SOD-Fe e SOD-Mn, mas provavelmente evoluiram
separadamente nos eucariotos (ALSCHER et al, 2002). Explicando o fato de o gene
SOD-Cu/Zn ser ~300% mais expresso no tratamento que no controle, quando
comparado com as outras isoformas que tiveram menor expresséo (Tabela 11).

Uma maior quantidade de SOD leva a uma superproducdo e ao acimulo de radicais
peréxidos de hidrogénio, os quais sdo citotoxicos e em excesso podem causar danos
celulares. Desse modo, um aumento na expressdao das enzimas APX e CAT (que
possuem grande afinidade com estes radicais) ajuda no processo de detoxificagdo
interna (BAZZO, 2012).

Neste trabalho, foi possivel observar um aumento da expressdo do gene CAT em
80% e APX em 70% para 0 acesso China Careca e 70% do gene CAT para ao acesso
PB 07, em situagBes de déficit hidrico em um periodo de 24 horas (Tabela 11).

Esse fato pode ser explicado pela enzima APX possuir uma alta afinidade para o
peroxido (taxas de uM), mais do que as CAT (intervalo de mM) e outras peroxidases e,
é capaz de detoxificar baixas concentracdes de H,O, (WANG et al., 1999). No entanto,
a CAT é uma enzima importante para a tolerancia ao estresse oxidativo, uma vez que
em plantas de tabaco transgénicas suprimidas com CAT tem niveis aumentados de
EROs em resposta a estresses bidticos e abidticos (CHAMNONGPOL et al., 1998).

Estudos com soja em condi¢des de déficit hidrico (LEE et al, 1999), mostraram que
0 pré-tratamento com H,0,, levou ao aumento significativo na expressdo de genes e
alteracdes de transcritos de APX, demonstrando assim que a expressao deste gene é
regulada em respostas aos niveis celulares de H,O,. CARVALHO (2009) constatou um
aumento na expressdo do gene APX em plantulas de citrumelo “Swingle” em exposi¢ao
ao déficit hidrico por 24 horas.
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Estudos realizados por SANKAR et al. (2007) com amendoim submetidos a 10 dias
de suspensdo hidrica, mostraram que os niveis de expressdo da CAT variam também
entre 0s acessos eretos, sendo, contudo, sempre maior nos mais precoces, corroborando
com os resultados obtidos no presente trabalho onde o acesso China Careca,
considerado um acesso precoce apresentou maior expressdo de CAT (80%), comparado
aos acessos IAC 2028 e PB 07 (tabela 10). Maiores expressdes do gene de CAT foram
observadas também em plantulas de milho em condicfes de estresse (DALL’ASTRA,
2013).

Para AKCAY et al (2010) e SANKAR et al (2007) a CAT é uma das enzimas mais
eficazes na defesa de processos oxidativos, uma vez que, na planta resistente possibilita
a integridade da célula mesmo quando o estresse encontra-se em um estagio mais
rigoroso.

Essa superexpressdo também pode ser observada em sementes, GALLARDO et al
(2001) em estudos com Arabidopsis Thaliana, notaram que essa alteragdo na expressao
de genes de enzimas pertencentes ao sistema antioxidante como CAT, SOD e APX,
foram extremamente importantes no processo de germinacao.

O acesso China Careca foi 0 Gnico que apresentou QR > 1,5 em todos 0s genes
exceto SOD-Fe, indicando que, em situacdo de déficit hidrico, os genes pertencentes ao
sistema antioxidativos se expressaram mais que em situa¢fes normais (Tabela 11).

O gene SOD-Cu/Zn em China Careca foi expresso ~300% no tratamento, se
comparado a condi¢do controle. Porém, 0s outros genes apresentaram expressdes bem
menores: SOD-Fe ~10%, SOD-Mn e CAT ~80% e APX ~70 % em condicGes dedéficit
hidrico (tabela 11). Resultados similares foram observados na analise da atividade
enzimética (tabela 8), onde o acesso China Careca tem uma maior producdo da enzima
CAT e SODs.

Em PB 07, o aumento da expressdo foi observado apenas para o gene CAT, o qual
em situacdo de déficit hidrico teve um aumento de ~70 % na expressao desse gene
(tabela 10). Para os demais genes ndo houve expressdo diferencial das plantulas
submetidas ao tratamento, os quais apresentaram valores abaixo de 1 (tabela 11).
Valores menores que 1 indicam maior expressdao do gene no controle negativo (sem
PEG 6000 10g/L) quando comparado ao tratamento. Como a CAT e APX fazem parte
da segunda linha de defesa do sistema antioxidante que tem como funcéo detoxificar
H,0, em H,0 e O, (SCANDALIOS, 2005), possivelmente por apenas a enzima CAT
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estar sendo mais expressa, este acesso apresentou maior sensibilidade ao déficit hidrico
quando comparado ao acesso China Careca, corroborando com os dados obtidos a partir
da avaliacdo fendtipoca das plantulas, onde o acesso PB 07 apresentou em todos 0s
tempos de avaliacdo (2, 8, 24 e 48 horas) caracteristicas evidentes de degradacéo foliar,
se comparados aos outros acessos (Tabela 2)

O cultivar IAC 2028 néo apresentou expressdo diferencial em nenhum dos genes
avaliados (valores menores que 1) (tabela 10), confirmando os dados de atividade
enzimatica. Provavelmente ndo houve a expressao destes genes alvos, como este acesso
na avaliacdo da atividade enzimética apresentou apenas maior atividade de GPOX
(tabela 8). No entanto, pela ndo eficiéncia do oligonucleotidio iniciador, ndo foi possivel
se verificar a QR para o gene GPOX.

Por meio da analise de variancia da QR, realizadas com os dois normalizadores
(ACT e UBQ) foi possivel verificar que o acesso China Careca apresentou maior
expressao dos genes ligados ao sistema de defesa antioxidante (Tabela 12).

Tabela 12- Teste de média referente a QR dos acessos China Careca, PB 07 e IAC
2028, submetidos a déficit hidrico causado por PEG 6000 10g/L -1, durante 24 horas,
normalizados com gene (ACT e UBCT)

Acesso Média 5%
China Careca 1,456 a
PB 07 0,886 b
IAC 2028 0,251 c

*TUKEY (p<0,05), médias seguidas por letras distintas diferem entre si.

O acesso China Careca, considerado um acesso precoce (RODRIGUES et al.,2010),
apresentou um perfil de expressao diferencial eficiente se consideramos valores maiores
que 1,5 (50%) para os genes diferencialmente expressos sob condi¢bes de deficit
hidrico, causado por PEG 6000 10g/L.

Este fato confirma uma possivel relacdo das enzimas APX, CAT e SODs no
combate ao estresse causado pelo déficit hidrico nestes acessos, sendo estas enzimas
responsaveis pelo balango enzimatico interno para a detoxificacdo interna das EROs,
mostrando diferengas de perfis enziméticos entre os acessos. Isso pode ser explicado ja
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que o sistema antioxidante das plantas consiste em componentes enzimaticos, como a
SOD (que detoxifica os radicais superoxidos), a APX e CAT (que quebram o0s
peréxidos de hidrogénio em agua e oxigénio). Estas sdo enzimas associadas com a
manutencdo do estado redox constante das células (SHARMA & DIETZ, 2008).

De acordo com os resultados obtidos no trabalho, o acesso China Careca apresentou
maior expressao dos genes relacionados ao sistema antioxidante se comparados aos
outros acessos, essa caracteristica de resisténcia observada juntamente com
caracteristica de precocidade e porte baixo descritas em outros trabalhos (RODRIGUES
et al.,2010; BERTOZZO, 2009) sugerem que esse acesso pode ser considerado de
interesse para o programa de melhoramento genético de mamona.

Os dados obtidos neste trabalho confirmam os estudos da literatura, que sugerem ou
comprovam o envolvimento de enzimas do complexo anti-oxidativo de varias plantas
submetidas ao déficit hidrico no combate as EROs (GUETA-DAHAN et al., 1997;
SHALATA et al., 2001; BOR et al., 2003 ; JEBARA et al., 2005; JALEEL et al., 2007;
AZEVEDO-NETO et al. 2010). As enzimas APX, CAT e SOD estdo potencialmente
envolvidas com vias metabdlicas do estresse oxidativo, apontado como efeito
secundario e resultado do estresse causado pelo déficit hidrico. Cada uma delas é capaz
de detoxificar o organismo de diferentes maneiras, para manter o equilibrio celular.

Os resultados encontrados sugerem que had elevada quantidade de radical
superoxido no acesso China Careca, uma vez que a expressao das duas isoformas da
enzima SOD foi elevada para tal acesso (Tabela 11).

O acesso China Careca se mostrou menos sensivel ao déficit hidrico, por apresentar
um sistema de defesa enzimatico mais eficiente e a expressdo diferencial dos genes
alvos sugere uma possivel relagdo com a tolerancia deste acesso ao déficit hidrico. No
entanto, o acesso PB 07 demonstrou maior sensibilidade ao déficit hidrico, apresentando
um sistema de defesa enzimatico ndo tdo eficiente quanto o apresentado pelo acesso
China Careca.

China careca é considerado um acesso nao melhorado, o mais proximo de
selvagem. Devido a esta condicdo, o0 mesmo apresenta maior tolerancia ao deficit
hidrico e menor produtividade quando comparado ao acesso PB 07, uma linhagem
avancada pertencente ao programa de melhoramento de mamona do IAC que visa
produtividade, contudo este acesso apresenta menor tolerancia a condi¢es de déficit
hidrico.
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Os resultados encontrados sugerem que China Careca, apresentou maior quantidade
de EROs em suas células, devido a expressdo diferencial da maioria dos genes alvos
apresentarem QR > 1,5, sugerindo assim uma possivel relacdo de maior tolerancia deste
acesso ao déficit hidrico quando comparado ao acesso PB 07 e IAC 2028. Ainda que
estes acessos tenham apresentado caracteristicas morfologicas que facilitam a
sobrevivéncia e adaptacdo ao déficit hidrico, estes apresentaram o sistema de defesa
contra as EROs menos eficiente que o0 acesso China Careca. Isso pode ser explicado por
essa espécie ser xerdfila, onde essas apresentam caracteristicas morfoldgicas que

facilitam a sobrevivéncia em condicdes aridas (BUCHANAN et al.,2000).
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5 CONCLUSOES

. Verificou-se que apenas no periodo de 24 horas foi possivel diferenciar os
acessos, avaliados por meio da atividade enzimatica.

. Por meio das andlises das atividades enzimaéticas, observou-se que as enzimas
(CAT, APX e SOD) foram eficientes para a diferenciacdo dos acessos; exceto
para a enzima APX que ndo diferenciou os acessos em nenhum dos periodos de
avaliagéo.

. Os acessos estudados no presente trabalho em particular China Careca e PB 07
possuem diferentes mecanismos de defesa contra as EROs em respostas ao
déficit hidrico.

. A expressdo dos genes CAT, APX, SOD-Cu/Zn e SOD-Mn foi induzida pelo
déficit hidrico causado por PEG 6000 10g/L no periodo de 24 horas no acesso

China Careca.

. O acesso China Careca mostrou menor sensibilidade ao déficit hidrico no

periodo de 24 horas, indicando um sistema de defesa antioxidante mais eficiente
quando comparado ao acesso PB 07, o qual apresentou expressdo diferencial
apenas do gene CAT.

. O acesso China Careca por apresentar caracteristica de precocidade pode ser
considerado de grande importancia para o programa de melhoramento genético,
uma vez que 0 mesmo apresentou um sistema de defesa antioxidante eficiente

visando resisténcia de tolerancia a seca.
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