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RESUMO

O hormonio acido abscisico (ABA) participa da sinalizagdo celular em
situacdes de estresse. Buscou-se, nesse estudo, verificar a expressdo de
genes envolvidos no sistema antioxidante em resposta ao ABA de uma
variedade de milho com baixa producdo de flavonoides (p1-ww). Foram
aplicadas as plantulas concentragdes crescentes de ABA, sendo controle
(agua), 10, 100 e 1000 puM. As coletas das folhas medianas foram
realizadas apos 3, 6 e 12 horas de tratamento. As amostras foram usadas
para posterior isolamento do RNA, sintese de cDNA e qRT-PCR. Foi
realizada a quantificagdo relativa (método do ACt) dos transcritos de
actina (act), Zm actina (Zmact), y-glumamilcisteina sintetase (y-ecs),
glutationa sintetase (gsh-s), glutationa redutase (gsrl), gluatationa S-
transferase (gst23), ascorbato peroxidases (apxl e apx2), catalases
(catl e cat3) e superoxido dismutase (sod2), em relagdo aos transcritos
de a-tubulina (tub), gene de referéncia. O experimento foi repetido trés
vezes. Foram realizadas andlises estatisticas pelo teste de Kruskal-
Wallis, com 99% de significancia e o grupo 1000 uM de ABA foi
excluido das andlises por apresentar variagdo do transcrito tub. Os
resultados mostraram que ndo houve modificacdo de expressdo dos
genes cat3, apx2 e gsrl em resposta ao tratamento com ABA. Porém, os
genes catl, apxl, sod2, y-ecs, gsh-s e gst23 mostraram expressao
diferencial. O aumento significativo mais frequente ocorreu das
amostras controle para as tratadas com 100 uM de ABA, ocorrendo
aumento ap6s 3, 6 e 12 horas de tratamento dos genes act, Zmact, catl e
gst23. Ja para sod2 e y-ecs houve aumento em 100 uM de ABA ap6s 6 ¢
12 horas, para gsh-s ap6s 3 e 6 horas e para o transcrito de apx/ ap6s 6
horas. O aumento observado, em uma variedade de milho com
expressdo diminuida de flavonoide, na expressdo de 6 genes envolvidos
no sistema antioxidante em resposta ao tratamento das folhas com 100
uM de ABA, confirma que o ABA age como mediador do sistema
antioxidante da célula vegetal.

Palavras-chave: Milho. ROS. qRT-PCR. Estresse oxidativo. ABA.






ABSTRACT

The hormone abscisic acid (ABA) participates of the cell signaling in
stresses conditions. The aim of this study was to verify gene expression
involved in the antioxidant system during ABA treatment of a maize
variety with low flavonoid content (p1-ww). Leaves were treated with
increasing concentrations of ABA solution: control (water), 10, 100 and
1000 uM in three biological replicates. The second leaves were sampled
after 3, 6 and 12 hours, RNA was isolated and transcript levels were
quantified through qRT-PCR by the ACt method. The transcript levels
of actin (act), Zm actin (Zmact), y-glumamylcysteine synthetase (y-ecs),
glutathione  synthetase (gsh-s), glutathione reductase (gsrl),
gluatathione S-transferase (gst23), ascorbate peroxidases (apxl e
apx2), catalases (catl e cat3) and superoxide dismutase (sod2) were
compared to a-tubulin (tub) transcript levels. The statistical analysis
were performed using the Kruskal-Wallis test, 99% confidence and the
samples treated with the ABA 1000 uM solution were excluded from
the analysis due to high variation of fub transcript levels. It was not
observed transcript levels variation for cat3, apx2 and gsrl in response
to ABA treatments. However, we observed significant transcript levels
changes of catl, apx1, sod2, y-ecs, gsh-s and gst23. The most significant
change was the increase of the transcript levels from the control samples
to 100 uM ABA samples. Act, Zmact, catl and gst23 transcripts showed
increased levels after 3, 6 and 12 hours. Moreover, the same increase
occurred to sod2 and jy-ecs transcripts after 6 and 12 hours, for gsh-s
transcripts after 3 and 6 hours and for apx/ transcripts after 6 hours.
Making use of a maize variety with low flavonoid content, we observed
increases in transcript levels of 6 genes involved in antioxidant system
when leaves were treated with 100 pM ABA. It confirms that ABA
mediates antioxidant system in the plant cell.

Keywords: Maize. ROS. qRT-PCR. Oxidative stress. ABA.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) possui importincia como cultura em
virtude de representar uma abundante fonte de alimentagdo humana e
animal, por estar presente em muitos produtos industriais e por ser uma
importante fonte de etanol. Além disso, por mais de um século, tem sido
considerado organismo modelo pioneiro para a realizagdo de pesquisas
cientificas na area biologica (Lawrence et al., 2008).

A evolucdo de processos metabdlicos aerdbicos em plantas
superiores, tais como a respiracdo e¢ a fotossintese, inevitavelmente
levou a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em
mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos (Apel e Hirt, 2004). As ROS
sdo produzidas sob certas condigdes fisiologicas e, sendo moléculas
altamente reativas, podem causar disturbios em membranas e outros
componentes celulares. Nesse sentido, é importante remover o excesso
dessas moléculas das células e prevenir injurias produzidas pelo estresse
oxidativo (Ahmad et al., 2012). Assim, as propriedades citotoxicas das
ROS explicam a evolucdo de complexos arranjos de mecanismos
enzimaticos e ndo-enzimaticos de detoxificacdo em plantas (Apel e Hirt,
2004).

Os antioxidantes enzimaticos incluem superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), guaiacol-peroxidase, enzimas do ciclo
ascorbato-glutationa, tais como monodeidroascorbato redutase,
deidroascorbato redutase e glutationa redutase (GR). Ascorbato,
glutationa, carotenoides, tocoferdis, e fendlicos servem como potentes
antioxidantes ndo-enzimaticos dentro da célula (Sharma et al., 2012). Os
flavonoides sdo compostos importantes no sistema antioxidante
secundario de células de plantas superiores uma vez que, em condig¢des
de estresse severo, as quais acarretam diminuicdo da atividade de
enzimas antioxidantes, ocorre inducdo da biossintese de flavonoides
(Agati et al., 2012).

Sob condi¢des de estresse bidtico e abidtico, a superprodugido de
ROS pode superar o sistema antioxidante, resultando em dano oxidativo
a lipidios, agucares, proteinas e acidos nucléicos. Em alguns casos
extremos pode levar & morte celular. Porém, ndo se pode deixar de
mencionar o fato de as ROS também terem fun¢des como reguladores-
chave de muitos processos bioldgicos, tais como crescimento, ciclo
celular, morte celular programada e desenvolvimento da planta (Ahmad
etal, 2012).

O perdxido de hidrogénio (H,O;) ¢ uma ROS que ndo carrega
carga, sendo relativamente estavel em solugdo. Podendo ser difundida
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através de membranas bioldgicas, torna-se uma molécula apta a servir
para fungdes de sinalizagdo celular. Normalmente, a geracdo dessa ROS
¢ mantida a niveis basais em células saudaveis, porém, tais niveis podem
ser aumentados em resposta ao estresse (Ahmad et al., 2012).

O horménio acido abscisico (ABA) desempenha importantes
papéis em muitos processos celulares incluindo desenvolvimento da
semente, dorméncia, germinacao, crescimento vegetativo e respostas a
estresses ambientais. Essas fungdes tdo diversas envolvem complexos
mecanismos regulatorios que controlam sua producdo, degradagio,
percepcao e transducdo de sinal. Em meio a tantas fungdes, pode-se
dizer que o ABA possui papel-chave nas respostas das plantas a
estresses (Xiong e Zhu, 2003).

O ABA possui relagdo com o estresse oxidativo em células
vegetais, sendo as ROS importantes componentes intermediarios na
inducdo do sistema antioxidante de plantas pelo ABA (Zhang et al.,
20006). Nesse sentido, tem sido reportados estudos em que o ABA induz
a geracdo de H,O, e provoca um acionamento no sistema antioxidante
vegetal. Em plantulas de milho, por exemplo, apds tratamento com
ABA, foi verificada maior produciao de H,O,, acarretando em aumento
nos niveis enzimaticos e/ou aumentos na expressao de genes do sistema
antioxidante, verificadas através de ensaios enzimaticos € PCR semi-
quantitativa (Hu et al., 2005; Zhang et al., 2006).

O presente estudo buscou avaliar a resposta do tecido
fotossintético de milho ao ABA em relacdo a produgdo de ROS e ao
sistema antioxidante de uma variedade de milho que possui baixo teor
de flavonoides, através do uso da PCR quantitativa, método pouco
aplicado em estudos de expressdo de genes do sistema antioxidante em
resposta ao tratamento com ABA em milho.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O MILHO: PLANTA MODELO C4

Planta pertencente a familia das gramineas (Poaceae), o milho
(Zea mays L.) ¢ um dos cereais mais importantes cultivados
globalmente. Sua importancia se da em funcdo ndo apenas devido ao
fato de ser fonte de nutrientes para a nutricdo humana e fonte de
alimento para animais, mas também por estar presente em Varios
produtos industrializados. O milho pode ser encontrado no mundo todo,
principalmente devido ao seu fécil processamento e digestibilidade e
baixos custos se comparado com outros cereais. Ainda, o milho
constitui-se numa cultura de grande versatilidade, uma vez que pode ser
implementada em zonas agroecoldgicas variadas (Fasoli et al, 2009;
Lawrence et al., 2008).

O Brasil ¢ considerado um dos grandes produtores de milho.
Segundo relatorio disponibilizado pela Companhia Nacional de
Abastecimento, o Brasil obteve na safra 2010/11, aproximadamente 57,4
milhdes de toneladas de milho e na safra 2011/12, um recorde de
aproximados 72,73 milhdes de toneladas, sendo as estimativas para a
proxima safra de que sejam mantidos valores em torno dessa grandeza
(Conab, 2012).

Além do alto valor como commodity, o milho tem sido
considerado uma planta-modelo pioneira para realizagdo de pesquisas
biologicas ha mais de 100 anos. Muitas descobertas cientificas foram
primeiramente demonstradas em milho como, por exemplo, a
paramutacdo um importante fendmeno da epigenética (Coe, 1966;
Lawrence et al., 2008). Geragoes de geneticistas tém recorrido ao milho
para estudar suas questdes basicas, fendmenos curiosos ¢ aplicagdes
praticas (Coe, 2001). Assim, o milho serve ao mesmo tempo como
commodity e como planta-modelo para a pesquisa cientifica basica
(Lawrence et al., 2008).

De acordo com o padrio fotossintético, as plantas podem ser
caracterizadas em trés categorias: plantas que possuem um ciclo de trés
carbonos (plantas C3), plantas com ciclo de quatro carbonos (plantas
C4) e alternativamente, a fixacdo do carbono pode ocorrer por meio do
Metabolismo Acido das Crassuliceas (plantas CAM) (Ehleringer;
Cerling; Helliker, 1997). O ciclo fotossintético C4 possui uma
particularidade adicional se comparado a via C3, permitindo a adaptagéo
de plantas a altas intensidades luminosas, altas temperaturas e condi¢des
secas. Sendo assim, as plantas C4 dominam ambientes de pastagem e
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tém grande participagdo na produgdo de biomassa nos climas mais
quentes das regides tropicais e subtropicais (Gowik e Westhoft, 2011).

Quando o processo fotossintético teve inicio, a atmosfera terrestre
contava com grande concentragdo de didoxido de carbono (CO,) e baixas
taxas de oxigénio (O,). Nesse ambiente, a rota C3, também chamada de
ciclo de Calvin-Benson, realizava a fixagdo do CO, com grande
eficiéncia. Porém, com o passar dos séculos, as concentracdes
atmosféricas de CO, diminuiram ao passo que as taxas de O,
aumentaram. Assim, como parte do processo evolutivo, houve
necessidade de inovagdes bioldgicas no sentido de aumentar a eficiéncia
fotossintética nos diferentes ambientes. Entre as inovagdes, pode-se citar
a rota fotossintética C4, a qual ndo altera a maquinaria fundamental do
ciclo de Calvin-Benson, apenas representa modificagdes estruturais e
bioquimicas em tal rota a fim de melhorar seu desempenho. Se por um
lado a rota C4 envolve mudancas relativamente pequenas no padrdo
basico C3, por outro, fornece vantagens significativas as plantas que
realizam esse processo em comparagdo com aquelas que realizam
apenas a rota C3 (Tipple e Pagani, 2007).

A fixagdo do CO, nas plantas C4 ocorre em duas etapas. A
primeira consiste na fixagdo do CO, atmosférico no citosol das células
do mesofilo pela fosfoenolpiruvato carboxilase para formar o composto
de quatro carbonos oxaloacetato, que posteriormente € convertido em
malato ou aspartato, que sdo difundidos para o anel interno de células da
bainha vascular, onde sdo descarboxilados nos cloroplastos. O CO,
produzido ¢ entdo refixado pela Rubisco. Essa compartimentalizagdo
das atividades fotossintéticas em dois tipos especializados de células e
de cloroplastos € caracteristica chave da fotossintese em plantas C4
(Figura 1). Se por um lado, as plantas C3 possuem as células do anel
interno da bainha vascular, onde se encontra a Rubisco e onde ocorrem
as reagdes fotossintéticas, separadas das células do meséfilo por uma
lamela altamente resistente a difusdo do CO,, por outro, as C4,
anatomicamente diferenciadas, t€ém células do mesofilo atuando como
bombas de CO,, que aumentam a concentragdo desse gas nas células da
bainha vascular em até dez vezes mais que as concentragdes
atmosféricas, otimizando a eficiéncia fotossintética (Furbank e Taylor,
1995), inibindo a ocorréncia de fotorrespiragdo e promovendo uma nova
fixagcdo do CO, (Kennedy, 1976).

As plantas C3 possuem apenas um tipo de cloroplasto, que realiza
todas as reagdes que convertem a energia luminosa em energia quimica,
usada para fixar o CO, e sintetizar os compostos de carbono necessarios
a vida. Ja a rota C4 da fotossintese consiste numa adaptagdo da rota C3,
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sendo que, nessas plantas, a fotorrespiracdo ocorre em taxas muito
reduzidas ou ndo ocorre. Além disso, as plantas C4 possuem outras
caracteristicas que as distinguem das C3, como por exemplo, cloroplasto
de estrutura diferente, temperatura 6tima para a fotossintese mais alta,
maior ponto de saturagdo luminosa e baixas taxas de transpiracdo
(Kennedy, 1976; Furbank e Taylor, 1995).

Grana

Transportador
de proteinas

K Cloroplasto /

Bainha vascular Mesofilo
Figura 1 — Esquema da fotossintese em plantas C4. Oxaloacetato (OAA),
fosfoenolpiruvato (PEP), malato (Mal), piruvato, (Pyr). Adaptado de Hibberd e
Covshoff, 2010.

Cloroplasta

Com ampla vascularizagdo, as folhas de plantas C4 possuem um
anel de células da bainha vascular rodeadas por um segundo anel de
células do mesofilo. Tal disposi¢do celular, a chamada anatomia Kranz,
somada a compartimentalizagdo enzimatica, sdo caracteristicas
importantes da fotossintese em plantas C4. As células da bainha
vascular, sempre em contato com os vasos condutores, t€m paredes
celulares  grossas e  plastidios arranjados  centripetamente,
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centrifugamente ou aleatoriamente na célula, conforme a espécie. No
caso do milho, as células da bainha vascular possuem cloroplastos
localizados centrifugamente. Contrariamente, as células do meséfilo,
que ndo fazem contato com os vasos condutores, tém paredes celulares
finas e cloroplastos menores aleatoriamente distribuidos (Nelson e
Langdale, 1992).

As plantas C4 tém dois tipos distintos de cloroplastos, sendo cada
qual encontrado em um tipo celular especializado. O milho, durante a
fase de desenvolvimento inicial, possui cloroplastos das células do
meso6filo e da bainha vascular morfologicamente similares, contendo
pilhas de grana. Porém, apds a desdiferencia¢do, em folhas maduras, os
cloroplastos das células da bainha vascular se tornam agranais. Outra
diferenga entre os cloroplastos encontrados em cada tipo celular reside
no fato de as células da bainha vascular possuirem plastideos capazes de
acumular amido, enquanto que as células do mesofilo possuem
cloroplastos que ndo acumulam amido (Nelson e Langdale, 1992).

2.2 VARIEDADE DE MILHO COM EXPRESSAO DIFERENCIAL
DE FLAVONOIDES

Metabdlitos secundarios amplamente difundidos no reino vegetal,
os flavonoides, desempenham fungdes em muitos aspectos da biologia
das plantas, incluindo pigmentagdo, viabilidade do poélen, interagdo da
planta com microorganismos e protecdo contra radiagdo ultravioleta.
Além disso, possuem agdo na detoxificacdo de radicais livres, como as
espécies reativas de oxigénio (ROS), e ainda propriedades de quelantes
de metais (Grotewold et al., 1998; Pourcel et al., 2007). Os flavonoides
podem diretamente detoxificar o peroxido de hidrogénio e o radical
hidroxila, estando localizados nos vacuolos das células vegetais
(Karuppanapandian et al., 2011).

Quanto as fungdes antioxidantes dos flavonoides, sugere-se que
constituem um sistema antioxidante secundario, o qual é ativado em
consequéncia da diminui¢do da atividade enzimatica antioxidante.
Assim, condi¢des de estresse muito severo, por exemplo, luz excessiva
concomitante a outro estresse, deve inativar enzimas antioxidantes,
enquanto ocorre a indugio da biossintese de flavonoides. E interessante
notar que a biossintese desses compostos ¢ mais intensa em espécies
sensiveis ao estresse se comparada as tolerantes. Isso porque espécies
sensiveis ao estresse mostram uma primeira linha de defesa menos
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efetiva contra ROS e sfo subsequentemente acometidas por estresse
oxidativo mais severo (Agati et al., 2012).

O milho possui duas grandes classes de flavonoides: 3-hidroxi e
3-deodxi flavonoides, ambos derivados de um intermediario comum, a
flavanona. Os 3-hidroxi flavonoides e seus pigmentos derivados, as
antocianinas, podem ser encontrados em quase todos os orgdos da
planta, desde que presentes seus reguladores adequados. Em contraste,
os 3-deoxi flavonoides do milho sdo apenas encontrados em certos
orgaos florais, incluindo o pericarpo, glumas da espiga ¢ do pendio,
estigmas e palha. Em pericarpos maduros e glumas da espiga, os 3-deoxi
flavonoides polimerizam para formar os pigmentos vermelhos
flobafenos (Grotewold; Bowen; Peterson, 1994).

O fenémeno da paramutagdo consiste numa interagao entre alelos
que acarreta em mudancas herdaveis, mitdticas e meiodticas, na
expressdo génica. O termo foi descrito em 4 genes de milho envolvidos
na rota de biossintese de flavonoides, sendo um deles o gene P1 (cor do
pericarpo, ou pericarp colorl, em inglés). O gene P1 é necessario para a
biossintese dos 3-dedxi flavonoides e flobafenos no pericarpo e nas
partes florais da espiga. O pericarpo, sendo um remanescente da parede
do ovario ¢, portanto, tecido materno. As partes florais pigmentadas
incluem as glumas, lema e palea, as quais circundam o ovario e fazem a
palha da espiga madura. A pigmentacdo diferencial do pericarpo (parte
mais externa da semente) e das glumas do sabugo (bracteas modificadas
das flores que envolvem cada semente, kernel) distinguem muitos alelos
P1 de ocorréncia natural. De acordo com o padrdo de pigmentacdo no
pericarpo da semente e nas glumas do sabugo, os alelos P1 séo
comumente classificados em 4 grandes tipos. Os alelos P1 sdo
comumente identificados por um sufixo de 2 letras, o qual descreve sua
expressdo no pericarpo e no sabugo. Assim, P1-rr especifica pericarpo e
sabugo vermelhos, pl-ww especifica pericarpo e sabugo brancos (ou
melhor, sem cor), P1-wr especifica pericarpo branco (sem cor) e sabugo
vermelho e P1-rw, pericarpo vermelho e sabugo branco (figura 2). Em
heterozigotos, coloragdo no pericarpo e sabugo ¢ dominante em relagio
a auséncia de cor. O alelo P1 que sofre paramutac¢do é o P1-rr. O gene
P1 de milho localiza-se no brago curto do cromossomo 1 ¢ codifica um
fator de transcrigdo Myb que controla os genes estruturais da rota de
biossintese dos flobafenos. Assim, o produto do gene Pl regula a
biossintese do pigmento vermelho flobafeno que se encontra no
pericarpo maduro ¢ nas glumas do sabugo. O alelo P1-rr possui alta
expressdo P1, que expressa Myb e acumula flavonoides. Ja o alelo pl-
WWw possui uma inser¢do de transposon no gene P1 e produz menos
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flavonoide (Chandler; Stam; Sidorenko, 2002; Grotewold; Bowen;
Peterson, 1994; Goettel e Messing, 2009; Peterson, 1990; Sidorenko e
Chandler, 2008; Zhang e Peterson, 2006).

O gene P1 provavelmente foi originado de um evento de
duplicacdo ocorrido a aproximadamente 2,75 milhdes de anos atras, a
partir de um gene ancestral, o qual estd intimamente relacionado com o
gene P2 do teosinto. O gene P2 em milho ndo participa da inducdo da
sintese de flobafenos, mas em teosinto, o gene confere pigmentagdo as
margens das glumas do penddo (Goettel ¢ Messing, 2009).

As variedades pl-ww e Pl-rr se tornam interessantes no estudo
da expressdo génica e estresse oxidativo por apresentarem niveis
diferenciais de flobafenos.

AR
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P1-rr P1-rw P1-wr p1-ww

Figura 2 - Fendtipo das espigas das variedades de milho P1-rr, P1-rw, P1-wr e
pl-ww. Pl-rr (pericarpo e sabugos roxos), P1-rw (pericarpo roxo e¢ ¢ sabugo
branco), P1-wr (pericarpo branco e sabugo roxo) e pl-ww (pericarpo e sabugo
brancos, ou sem cor). (Goettel e Messing, 2009).

2.3 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS)

A evolugdo de organismos aerdbicos que passaram a usar
oxigénio (O,) como o receptor final de elétrons, possibilitado a partir do
acumulo desse gis na atmosfera terrestre, permitiu que tais seres
obtivessem mais energia, comparados aos que realizavam fermentagao e
respiragdo anaerobica. Assim, a quebra completa de uma molécula de
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glicose passou a formar trinta e oito ATPs, ao passo que a quebra
anaerobica dessa mesma molécula de glicose em etanol e monodxido de
carbono formava apenas oito ATPs (Scandalios, 1993).

A vida sob condi¢bes aerobias estd intimamente relacionada a
produgdo de ROS. Em plantas, durante o processo da fotossintese e
respiragdo, ocorre continua producdo de tais espécies como subprodutos
do metabolismo aerdbico dos cloroplastos, mitocondrias e
peroxissomos. Existem diferentes tipos de ROS, as quais t€ém em
comum a caracteristica de causar dano oxidativo a proteinas, DNA e
lipidios. Contudo, as plantas desenvolveram, evolutivamente,
mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos para efetuar a detoxificacdo
de tais substancias potencialmente danosas (Apel e Hirt, 2004; Van
Breusegem e Dat, 2006).

O O, em seu estado molecular (dioxigénio) é relativamente
estavel, porém pode dar origem a estados intermedidrios excitados
reativos, como radicais livres e seus derivados, durante os passos do
processo da sua redugdo a agua. As espécies reativas do oxigénio
reduzido incluem o radical superdxido, o perdxido de hidrogénio (H,O,)
e o radical hidroxila. Estas, somadas ao fisiologicamente energizado
oxigénio singlete, sdo as espécies biologicamente mais importantes de
oxigénio (Apel e Hirt, 2004; Sharma et al., 2012).

Todas as ROS sdo extremamente reativas e citotoxicas a todos os
organismos. Elas podem reagir com acidos graxos insaturados e
provocar a peroxidagdo de membranas lipidicas essenciais da membrana
plasmatica ou de organelas intracelulares. O dano da peroxidacdo na
membrana plasmatica leva ao escoamento dos conteudos celulares, a
rapida dessecag@o e a morte celular. Por sua vez, o dano em membranas
intracelulares pode afetar a atividade respiratéria da mitocondria,
causando quebra de pigmentos, ¢ induzir a perda da habilidade de
fixa¢do de carbono dos cloroplastos. Muitas enzimas do Ciclo de Calvin
presentes no cloroplasto sdo extremamente sensiveis ao H,O,, e altos
niveis dessa substancia, que ¢ o produto da dismutagdo de dois anions
superdxido, inibem a fixacdo do CO, de forma direta. Superoxido e
H,0, podem reagir e formar radical hidroxila, o mais potente oxidante
conhecido, pois ataca indiscriminadamente e rapidamente todas as
macromoléculas, danificando seriamente os componentes celulares e o
DNA, e ainda, frequentemente provoca disfuncdo metabodlica
irreversivel € morte celular (Scandalios, 1993).

Sendo assim, pode-se afirmar que, se por um lado o O, ¢
essencial para a existéncia e sobrevivéncia de organismos aerobios, por
outro, ele pode provocar mudangas fisiologicas, representadas pelo
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estresse oxidativo (Scandalios, 1993). O estresse oxidativo ocorre
quando ha um desequilibrio entre a producdo de ROS e as defesas
antioxidantes de um organismo (Ahmad; Sarwat; Sharma, 2008).
Plantas tendem a ser afetadas por essas mudangas mais do que os outros
eucariotos por dois motivos. Primeiro, porque sdo sésseis e assim estdo
sujeitas as alteracdes ambientais e segundo, pois as plantas, além de
consumirem O, durante a respiracdo, produzem-no na fotossintese,
possuindo concentragdes celulares de O, maiores que quaisquer outros
organismos (Scandalios, 1993).

Em plantas, de maneira geral, quando existem altas taxas de
NADPH/NADP, o radical superoxido e o oxigénio singlete sdo
produzidos em cloroplastos expostos & luz em funcdo da transferéncia
ocasional de um elétron de uma molécula de clorofila excitada ou de
componentes do Fotossistema 1 para o oxigénio molecular.
Componentes essenciais das membranas tilacoides, os carotenoides,
podem extinguir o estado excitado da clorofila e do oxigénio singlete.
Porém, muitos tipos de perturbagdes ambientais, tais como luz intensa,
seca, herbicidas ou temperaturas extremas podem causar o excesso de
produgdo de ROS, acarretando em sobrecarga no sistema, que podera
exigir defesas adicionais. Um exemplo a ser citado é caso de estresse
hidrico, quando o estdmato se fecha para evitar a perda de agua, porém,
isso também resulta em limitagdo na disponibilidade de CO, para a
assimilacdo fotossintética do carbono. Sob tais condigdes, acrescida de
luz solar intensa, o excesso de producdo de superdxido no cloroplasto
pode resultar em danos de foto-inibicdo e foto-oxidagdo (Scandalios,
1993).

As ROS ndo sdo apenas produzidas como bioprodutos dos
processos celulares, mas também deliberadamente formadas por
complexos enzimaticos, os quais compreendem as peroxidases classe
111, oxalato oxidases, amino oxidases, lipoxigenases, quinona redutases
e NADPH oxidases vegetais (NOXs), que sdo as enzimas produtoras de
ROS mais estudadas. As NOXs de plantas sdo conhecidas como
homologos da oxidase do burst respiratorio (em inglés, respiratory burst
oxidase homologues RBOHs), sendo homologas a subunidade catalitica
da NOX de fagocitos de mamiferos. As RBOHs s@o proteinas integrais
da membrana plasmatica compostas por 6 dominios transmembrana que
possuem dois grupos heme, C-terminal FAD e NADPH hidrofilico, e
dois dominios de ligacdo de célcio N-terminal. NADPH age como um
doador de elétron citosdlico ao aceptor de elétron extracelular O,, o qual
¢ reduzido a radical superoxido via FAD e dois grupos heme
independentes. Os genes RBOH pertencem a uma pequena familia
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multigénica, que possui, por exemplo, 10 membros em Arabidopsis,
compostas por 5 grupos de sequéncias ortdlogas (Marino et al., 2012).

O H,0,, uma das mais abundantes ROS em organismos
aerdbicos, ¢ continuamente produzido como produto do metabolismo
aeroébico na mitocondria e da fotossintese nos cloroplastos (Bienert;
Schjoerring; Jahn, 2006). A rota do H,O, na célula pode ser observada
na figura 3. Plantas que realizam fotorrespiragdo também tém geragdo
de H,0, nos peroxissomos, além da producdo nos cloroplastos e
mitocondrias. Os peroxissomos possuem também outros sistemas de
geragdo de tal composto. O H,O, difunde-se livremente através da
célula e os niveis celulares sdo determinados por taxas de producdo e
metabolismo via CAT e também pela atividade do ciclo
ascorbato/glutationa. Além disso, o HyO, também reage com GSH para
converté-la de seu estado reduzido para oxidado (Neill; Desikan;
Hancock, 2002).

Apesar de o H,O, possuir potencial para danificar proteinas,
lipidios e acidos nucléicos, sua imagem como uma ameaca a homeostase
celular tem sido questionada, pois se descobriu que o H,O, ¢
indispensavel para uma larga variedade de caminhos metabolicos,
podendo ser entdo, além de potencialmente toxico, um composto central
quando se trata de sinalizagdo. Nesse caso, vale lembrar que as
concentracdes deste composto multifatorial devem ser rigorosamente
controladas na célula (Bienert; Schjoerring; Jahn, 2006).

Estudos afirmam que estresses abioticos, tais como desidratacao,
temperaturas extremamente altas ou baixas, bem como radiacdo
excessiva, podem provocar desequilibrio entre produgdo de H,O, e
defesas antioxidantes. Ao mesmo tempo, esse aumento de producdo de
tal ROS inicia a resposta de sinalizacdo, que inclui ativagdo de enzimas,
expressdo génica, morte celular programada e dano celular. O H,0,
também pode ser gerado por enzimas especificas, nesse caso, ocorre um
burst oxidativo com sintese rapida desse composto e posterior liberacao
no apoplasto em funcdo de resposta a patogenos, ferimentos, luz
ultravioleta e ozonio. Uma dessas enzimas que atuam na regulagdo de
H,0, ¢ a NADPH oxidase, cuja atividade ¢ modulada diretamente por
calcio, outras a ser citadas sdo as Rho-like small G proteins (Rops), bem
como a xantina oxidase, amino oxidase e uma peroxidase de parede
celular (Neill; Desikan; Hancock, 2002).

Em circunstancias normais, os sistemas celulares antioxidantes
removem o H,0, eficientemente. No entanto, quando quantidades muito
grandes de H,0, sdo produzidas, qualquer reducdo na atividade
antioxidante, acarretara em efeitos potencialmente desastrosos. Importa
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notar que nem sempre o efeito oxidativo sera acarretado pelo aumento
na producdo de H,O,, mas pode ocorrer também em fungdo de reducio
da atividade das enzimas antioxidantes. Possivelmente, quando a célula
exibe grande poder antioxidante, ocorre uma dificuldade no
deslocamento do H,O, a longa distancia dentro da célula. Assim, as
respostas ao H,O, devem ser localizadas em micro dominios celulares.
Além disso, o local onde ocorreu o aumento de sintese de tal ROS
também exerce influéncia sobre um possivel dano. Nesse sentido,
mesmo quando ocorre um aumento relativo de H,O, no apoplasto, que
contém pequena propor¢do de capacidade antioxidante, esse excesso ¢
rapidamente movido para dentro da célula e entdo metabolizado (Neill;
Desikan; Hancock, 2002).

Acredita-se que o transporte do H,O, ocorre por difusdo
facilitada através das bicamadas lipidicas. Entretanto, muitos sistemas
de membranas tém se mostrado menos permeaveis ao H,O,, o que leva a
crer que a difusdo possa ser controlada por alteragdes na composicao das
membranas. Por outro lado, proteinas de canal podem facilitar a difusdo
de tal composto (Bienert; Schjoerring; Jahn, 2006).

Entre os processos bioldgicos mediados pelo H,O,, inclui-se o
fechamento dos estomatos, também mediado pelo Acido Abscisico, o
gravitropismo radicular, em conjunto com a auxina, além da ja
referenciada morte celular programada, a qual ¢ dirigida por vérios
sinais, incluindo a interacdo entre o H,O, e o 6xido nitrico. Estudos
apontam para a participacdo da mitocondria no mecanismo pelo qual o
H,0,; atua na morte celular (Neill; Desikan; Hancock, 2002).

O H,0, ¢ uma das mais estaveis ROS em plantas e regula
processos basicos tais como aclimatacdo, defesa e desenvolvimento
celular, sendo uma ROS ndo formada por radical e uma molécula que
ndo carrega carga liquida. Devido a sua relativa estabilidade e
capacidade de se difundir através de membranas, é considerado uma
molécula sinalizadora de grandes distidncias, podendo atuar como
segundo mensageiro provocando fluxos de calcio, translocagdo de
proteinas e expressdo de genes. O H,0O, pode induzir, ainda, a sintese ou
a ativacdo de varios fatores de transcricdo, os quais estdo associados
com a indugdo de enzimas antioxidantes. E possivel afirmar também que
a geragdo de ROS aumenta devido a imposigo de estresse a plantas ¢ a
producdo de H,O, pode ser considerada um fator chave mediador do
fendmeno de aclimatacdo e tolerancia cruzada. Por exemplo, foi
demonstrado que tratamento com H,O, aumentou a resisténcia a seca,
ao calor, frio, e estresse salino em plantulas de milho (Gondim et al.,
2010).
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Uma vez que os ions de H,O, sdo reduzidos pelo superéxido em
radical hidroxila em presenca de metais de transi¢do ¢ que o HO, e o
superéxido s3o muito menos reativos que o radical hidroxila,
potencialmente danoso, somado ao fato de ndo haver meios conhecidos
de a célula eliminar tais radicais, o unico meio de evitar a oxidagdo
provocada por tal substancia é controlar a reagdo que leva a sua geragao.
Entdo, a célula necessita fazer uso de sofisticadas estratégias para
manter as concentra¢des de superoxido, HO, e metais de transigdo, tais
como ferro e cobre, sob controle (Apel e Hirt, 2004).
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Figura 3 — Movimento do peréxido de hidrogénio na célula vegetal. Ascorbato
peroxidase (APX), dehidroascorbato redutase (DHAR), glutationa redutase
(GR). Adaptado de Neill; Desikan; Hancock, 2002.
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2.4 SISTEMAS ANTIOXIDANTES E SINALIZACAO CELULAR

Meios enzimaticos de detoxificagdo celular de ROS incluem
superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX), glutationa
peroxidase (GPX) e catalase (CAT) (Apel e Hirt, 2004).

As SODs s3o metaloproteinas onipresentes em organismos que
vivem na presenca de oxigénio, que catalisam a dismutacdo de radicais
livres superoxidos em perdxido de hidrogénio e oxigénio molecular, de
acordo com a reagdo O, + O,. + 2H' — 0O, + H,0,. Embora
codificados pelo genoma nuclear, os genes das SODs sdo expressos em
diferentes niveis em diferentes tecidos, estando os produtos dos genes
localizados no citosol e em organelas subcelulares (Giannopolitis e Ries,
1977; Cannon; White; Scandalios, 1987; McCord e Fridovich, 1969;
Pilon; Ravet; Tapken; 2011). A reagdo completa da dismuta¢do dos
anions superoxidos requer a participacdo de dois ions metalicos, os
quais atuam como cofatores para a efetiva catdlise. Quatro tipos de
SODs foram descritas na literatura, conforme os metais que participam
como cofatores na reagdo enzimatica: FeSOD, que utiliza Ferro como
cofator, sendo mais frequentemente encontrada na forma ativa em
plastideos ou no citosol; MnSOD, que utiliza como cofator o manganés,
ocorrendo nas mitocondrias dos eucariotos mas ndo em cloroplastos de
plantas superiores; CuZnSOD, a qual utiliza como cofatores cobre e
zinco e ocorre no citosol de eucariotos € em plantas também nos
peroxissomos e plastideos; NiSOD, a qual usa o niquel como cofator
porém ndo ocorre em plantas (Pilon; Ravet; Tapken; 2011). Em milho
existem 9 isozimas SODs, sendo 4 delas encontradas no citosol e que
usam cobre e zinco como cofatores, sendo a SOD2 uma delas (Guan e
Scandalios, 1998b). Dentro das células, as SODs constituem a primeira
linha de defesa contra as ROS, assim, nos compartimentos celulares nos
quais o radical superéxido pode ser produzido como subproduto da
cadeia transportadora de elétrons, também podem ser encontradas as
SODs (Alscher; Erturk; Heath, 2002).

Primeiras enzimas antioxidantes a serem descobertas e
caracterizadas, as catalases se distinguem das outras enzimas por nao
necessitarem de um redutor ao realizarem reag¢des de dismutagdo. Além
disso, juntamente com as APX, as catalases sdo diferenciadas das muitas
outras enzimas metabolizadoras de peréxido em funcdo da sua alta
especificidade pelo H,0,, porém fraca atividade contra peroxidos
organicos. Sendo enzimas altamente expressas especialmente em certos
tipos celulares, constituem-se em parte integrante do sistema
antioxidante vegetal. As catalases realizam a dismutagdo do H202 em
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oxigénio e agua, segundo a reagdo: 2H,0, — 2H,0 + O,. Nessa classe
enzimatica estdo incluidas as cladssicas enzimas ferro heme, que
constituem a maioria das catalases, um pequeno grupo de enzimas de
mangangs, além das ditas catalases-peroxidases, enzimas heme que
realizam reacdes caracteristicas de catalases e peroxidases. As catalases
heme-dependentes sdo organizadas em tetrdmeros, sendo que cada
mondmero carrega um grupo prostético heme (Mhamdi et al., 2010;
Nicholls, 2012).

De acordo com classificagdo proposta por Willekens er al.,
(1995), as catalases de plantas podem ser classificadas em 3 classes. A
classe 1 compreende enzimas altamente expressas em folhas, de
expressdo dependente da luz, sendo mais proeminentes em células
fotossintéticas, estando envolvidas na remo¢do do H,O, produzido
durante a fotorrespiragdo. Uma enzima da classe I ¢ a CAT2 do milho.
As enzimas classe II estdo mais expressas com tecidos vasculares, sendo
a CAT3 do milho uma delas, e estando localizada na mitocondria. Ja a
classe III ¢ formada por catalases altamente abundantes em sementes e
plantulas jovens, porém quase ausentes em estidgios avangados de
desenvolvimento, a CAT1 do milho é uma delas.

O gene cat3, que codifica a proteina CAT3 em milho, sofre
influéncia do ritmo circadiano, apresentando pico de expressdo na
transi¢do entre os periodos de dia/noite. Essa caracteristica ¢ oposta a da
maioria dos genes envolvidos no metabolismo fotossintético, os quais
possuem pico de expressdo na transi¢ao noite/dia, como por exemplo, os
genes catl e cat? que codificam respectivamente as enzimas CATI1 e
CAT?2 de milho (Redinbaugh; Sabre; Scandalios, 1990).

Um importante ciclo no sistema de remocdo das ROS nos
cloroplastos ¢ o chamado ciclo do ascorbato/glutationa (figura 4), no
qual s3o empregadas quatro enzimas: APX, dehidroascorbato redutase,
monodehidroascorbato redutase e glutationa redutase (GR) (Foyer e
Noctor, 2011; Resende; Salgado; Chaves, 2003). Em relagdo a APX,
pode-se afirmar que desempenha importante papel no metabolismo do
H,0, em plantas superiores. Tal enzima utiliza o ascorbato como doador
de elétrons para efetuar a redugdo do H,O, em 4agua e
monodehidroascorbato (MDHA), o qual pode novamente ser
transformado em ascorbato em presenca da monodehidroascorbato
redutase, enzima dependente de NADPH (Shigeoka et al., 2002). Apos,
ha formagdo espontinea de dehidroascorbato a partir do MDHA, o qual
pode ser reduzido a ascorbato pela dehidroascorbato redutase, na
presenca da glutationa, que por sua vez, passa a sua forma oxidada
(GSSG). Nesse momento, entra em cena a enzima GR, que vai fechar o
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ciclo, convertendo a forma oxidada da glutationa em sua forma reduzida
(GSH), na presenca do agente redutor NADPH (Apel e Hirt, 2004).
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Figura 4 - Ciclo do ascorbato/glutationa. Glutationa redutase (GR),
dehidroascorbato  redutase = (DHAR), monodehidroascorbato  redutase
(MDHAR), ascorbato peroxidase (APX), acido ascorbico (AA), superoxido
dismutase (SOD). Adaptado de Noctor e Foyer, 1998.

Quanto aos meios ndao enzimaticos de detoxificacdo de ROS,
podem ser citados ascorbato e glutationa, os quais sdo considerados os
mais importantes tampdes-redox celulares, além do tocoferol,
flavonoides, alcaloides e carotenoides (Apel e Hirt, 2004).

A GSH constitui-se em um tripeptideo formado por glutamato,
cisteina e glicina (y-glu-cys-gly). Encontra-se largamente distribuida em
tecidos animais e vegetais, bem como em microorganismos, estando
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presente em concentragdes que variam de 0,1 a 10 mM. A GSH
constitui o tiol mais prevalente ¢ o peptideo de baixo peso molecular
mais abundante na célula, representando mais de 90% do enxofre ndo
proteico em muitas células (Meister, 1988). Sendo considerada essencial
para o desenvolvimento normal da planta (Foyer; Theodoulou; Delrot,
2001), a GSH possui importancia crucial na defesa celular, conferindo
protecdo a proteinas contra a desnaturacdo causada pela oxidagdo de
grupos tidis proteicos durante o estresse, o que leva a formagdo de
glutationa dissulfeto (GSSH). As formas oxidada e reduzida da
glutationa coexistem na célula de forma intercambiavel (Noctor et al.,
1998; Noctor e Foyer, 1998; Noctor et al., 2002).

A Dbiossintese da GSH esta bem estabelecida por meio de duas
reacdes dependentes de ATP, o qual é desfosforilado a ADP no
processo, conforme a figura 5. Primeiramente, a partir de uma ligacdo
peptidica entre L-glutamato e L-cisteina, ocorre a formagdo de y-
glutamilcisteina, reagdo catalisada por y-glutamilcisteina sintetase (y-
ECS). Em seguida, ocorre adi¢do de um aminoacido glicina ao carbono
terminal da y-glutamilcisteina, reacdo catalisada pela glutationa sintetase
(GS), que leva a formagdo da GSH. A GSH pode ser sintetizada no
citosol ou no cloroplasto, uma vez que as enzimas catalisadoras de
ambas as reagdes de sintese podem ser encontradas tanto em tecidos
fotossintéticos quanto ndo fotossintéticos. A superexpressdo de y-ECS
nestes sitios eleva em trés vezes a concentragdo foliar de GSH, o que
comprova o fato de a sintese ocorrer nestes locais (Noctor et al., 1998).
A forte influéncia inibitoria que a GSH exerce sobre a primeira enzima,
v-ECS, age como um controle de feedback efetivo no sentido de regular
a sintese do tripeptideo (Beutler, 1989). A regulacao da sintese de GSH
também ocorre pela disponibilidade de cisteina, controle transcricional
da y-ECS e regulacdo traducional da y-ECS pela taxa de glutationa
reduzida para oxidada (Foyer; Theodoulou; Delrot, 2001).

As concentragdes de GSH nos cloroplastos variam de 1 a 4,5
mM, porém, hd que se notar que a determinacdo apurada das
concentra¢des de GSH nas organelas se torna complicada em fungéo das
trocas do tripeptideo entre os compartimentos durante o processo de
fracionamento aquoso, trazendo a tona a questdo da existéncia de
transportadores intracelulares de GSH. O transporte de GSH na
membrana plasmatica foi investigado em células de tabaco e
protoplastos de feijao. Provavelmente a GSH no apoplasto ¢ proveniente
do citosol (Noctor e Foyer, 1998). Foi identificada uma familia de
proteinas CLT, as quais promovem o transporte de y-glutamilcisteina e
GSH orientado para o envelope do cloroplasto. Uma porgao
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significativa da GSH celular foi detectada no nucleo, sendo recrutada
para tal compartimento no ciclo celular durante a mitose. Foram
detectadas altas concentragdes de GSH em mitocondrias foliares, apesar
de ndo haver evidéncias da sintese do tripeptideo na organela. Sugere-se
que pode haver proteinas reguladoras de poro operando no controle da
concentracdo nuclear e mitocondrial de GSH, similarmente ao
observado em animais. Em Arabidopsis, foram identificadas proteinas
associadas a multi resisténcia a drogas (MRPs), que promovem o
transporte de GSSG para o vacuolo, sendo relatado o acumulo de GSSG
em tal organela (Noctor et al., 2011). Releva notar que as concentracdes
de GSH em diferentes células e tecidos decorrem do equilibrio entre
sintese, degradacdo, uso e transporte a curta e a longa distancia (Foyer;
Theodoulou; Delrot, 2001).
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Figura 5 — Representacdo esquematica da rota da biossintese da glutationa.
Adaptado de Noctor et al., 1998.

Quanto as fun¢des antioxidantes, pode-se mencionar que a GSH
reage quimicamente com varias ROS, promovendo a detoxificacdo por
reacOes catalisadas por enzimas do H;O, no ciclo do
ascorbato/glutationa. Além disso, protege proteinas contra a
desnaturagdo, causada pela oxidagdo do grupo tiol proteico durante o
estresse. Tais fungdes envolvem a oxidagdo do grupo tiol,
principalmente para formar a GSSG. As taxas celulares de GSH:GSSG
sdo mantidas pela GR, uma flavoproteina homodimérica que usa
NADPH para promover a redu¢do de GSSG para GSH. Os organismos
aerdbicos, inclusive as plantas, mantém o contetido tiol citoplasmatico
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no estado reduzido em fung¢do do baixo potencial redox dissulfeto
devido a quantidades milimolares de GSH, que atua como tampao tiol.
Cabe ressaltar que embora reagdes dissulfeto ocorram durante o ciclo
catalitico de algumas enzimas, estas sdo geralmente transitorias. No
entanto, ligagdes dissulfeto estaveis sdo relativamente raras, ocorrendo
com frequéncia apenas em tecidos quiescentes, tais como sementes. A
dupla redox GSH:GSSG pode ser considerada ideal para a transducdo de
informagdo ja que soma as multiplas fungdes da GSH dentro da célula
com a estabilidade da GSSG, fazendo com que as taxas GSH:GSSG
sejam mais influentes no controle da expressdo génica do que o tamanho
absoluto do pool de GSH (Noctor; Vanacker; Foyer, 2001; Noctor et al.,
2002).

Além das fungdes antioxidantes, a GSH é o precursor de
fitoquelatinas e o substrato para a acdo das glutationa-S-transferases
(GSTs) (Noctor et al., 2002). As fitoquelatinas sdo cruciais no controle
das concentragdes de metais pesados na célula (Noctor e Foyer, 1998),
enquanto que as GSTs possuem papel no metabolismo de compostos
exogenos (xenobidticos) via conjugacdo da GSH a uma variedade de
substratos hidrofobicos, eletrofilicos e usualmente citotdoxicos. A fungao
primeiramente descoberta das GSTs consiste na anteriormente citada,
porém, as GSTs possuem diversas fun¢des em processos celulares, as
quais possuem em comum o reconhecimento e o transporte de um amplo
espectro de compostos, sejam eles de origem exodgena ou endogena.
Cabe ressaltar que se torna crucial para a sobrevivéncia do organismo a
habilidade de transformar, metabolizar e eliminar os compostos nocivos
de seus tecidos (Marrs, 1996), releva notar que as GSTs podem usar a
GSH para reduzir peroxidos (Noctor et al., 2002).

A GSH também pode atuar como doador direto de elétrons para
peroxidos em reagdes catalisadas pela GPX, enzima que em plantas, ao
contrario dos animais, ndo & constitutiva, mas induzida pelo estresse.
Em plantas, a geracdo de perdxido de hidrogénio é muito alta e a reagdo
de reducdo desta ROS ¢é catalisada a taxas muito baixas
dependentemente da GSH, diferentemente dos animais, nos quais a
detoxificagdo do peréxido de hidrogénio ocorre a altas taxas. Nas
plantas, as GPXs possuem importidncia na remoc¢do de lipidios e
peroxidos de alquila, enquanto a detoxificagdo de perdxido de
hidrogénio se deve predominantemente a agdo da APX e da CAT
(Noctor et al., 2002).

A GSH ¢ a principal forma transportadora de enxofre reduzido
em plantas. H4 relatos de exportagdo da GSH para raizes em
desenvolvimento e de folhas maduras através do floema para frutos
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(Foyer; Theodoulou; Delrot, 2001). Estudos apontam para um acumulo
de GSH em plantas submetidas a algumas situagdes de estresse, como
por exemplo, a inibi¢do da CAT ou a exposi¢ao ao ozonio. Além disso,
em células de tomate, altos niveis de GSH estdo associados com
resisténcia a metais pesados e por sua vez, a exposi¢ao a tais metais tém
demonstrado acelerar a sintese de GSH em raizes e cultura de tecidos.
Nesse sentido, pode-se atentar para o fato de a GSH ndo estar
relacionada apenas a prote¢do contra varias formas de estresse, mas as
taxas de sintese e acumulagdo deste tripeptideo estarem mediando a
sinalizagdo celular de fatores regulatdrios (Noctor e Foyer, 1998).

Organismos multicelulares dependem de grandes redes de sinais
intra e extracelulares para a realizagdo da comunicacao entre células em
diversos processos fisiologicos, tais como a organogénese, a
manutenc¢do da homeostase tecidual e respostas no reparo de injurias nos
tecidos. Os sinais intracelulares, que podem ser gerados por sinais
extracelulares, estdo envolvidos em muitos processos de sinalizagdo
celular que culminam na ativagdo de fatores de transcri¢do que por sua
vez regulam a expressdo de grupos especificos de genes, responsaveis
pelo desempenho de diversas fungdes celulares (Thannickal e Fanburg,
2000).

Se por um lado as ROS podem causar danos, por outro, também
influenciam na expressdo de um grande niimero de genes e nas vias de
transducdo de sinal (Apel e Hirt, 2004). Isto significa que mudangas
associadas ao dano oxidativo e com a restauragcdo da homeostase celular
geralmente levam a ativacdo ou ao silenciamento de genes codificadores
de fatores de transcri¢do, enzimas de defesa antioxidantes e proteinas
estruturais. Assim, as células possuem meios de fazer a utilizagdo das
ROS como indicadores ambientais e sinais bioldgicos que ativam o
controle de varios programas de resposta genética ao estresse (Dalton;
Shertzer; Puga, 1999).

A transducdo de sinal desencadeada por ROS pode se dar de
forma intra ou extracelular. Do meio externo, as ROS podem ativar
sinais intracelulares os quais podem induzir uma cascata de sinalizagdo
que culmina na expressdo de um ou outro gene. Alternativamente, os
componentes da sinaliza¢do podem ser diretamente oxidados pelas ROS,
constituindo-se em um sinal intracelular. A sinalizagdo mediada por
ROS envolve proteinas G-hetero-triméricas e proteinas de fosforilacdo
reguladas por quinases e fosfatases. Por ultimo, ROS ainda podem
alterar a expressdo génica através da modificac@o da atividade de fatores
de transcricdo (Ahmad; Sarwat; Sharma, 2008).
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O chamado burst oxidativo, que consiste na rapida e transitoria
producdo de ROS, ¢é considerado um fator marcante no sucesso do
processo de reconhecimento de uma planta a um patégeno. Tal produgéo
de ROS ocorre tipicamente no apoplasto em duas fases distintas. A
primeira consiste numa fase inespecifica e transitéria que ocorre
geralmente minutos apos a interacdo com o patdgeno. Ja a segunda fase,
sendo continua, tem inicio horas apos o ataque do patégeno e
geralmente esta associada ao estabelecimento de defesas e a resposta de
hipersensibilidade (Torres, 2010). A resisténcia da planta a patdogenos
depende do fato de a planta ser capaz de reconhecer o patdégeno no
inicio do processo de infec¢do. A resposta de hipersensibilidade consiste
na iminente necrose tecidual no local de infeccdo, que ocorre logo apds
o reconhecimento do patégeno pela planta. Esta resposta de
hipersensibilidade priva o patégeno de receber nutrientes e/ou libera
moléculas toxicas, nesse caso, o invasor t€ém seu crescimento limitado a
uma pequena regido da planta. Tal resposta propicia resisténcia a grande
maioria dos patégenos potencialmente danosos (Mehdy, 1994).

As ROS possuem papel na inducdo, sinalizacdo e execugdo da
morte celular programada, sendo que, paradoxalmente, a morte é
considerada parte integral da vida. A morte celular é essencial para o
crescimento e desenvolvimento de eucariotos, pois mantém a
homeostase dos orgdos e tecidos conforme ocorre proliferacao,
crescimento e diferenciagdo celular. A morte celular pode ocorrer sob
duas diferentes faces, a morte celular programada e a necrose. A necrose
deve-se a morte celular acidental causada por fatores extrinsecos, como
acumulagdo de fitotoxinas especificas, decorrente de um evento
traumatico. Assim, a morte celular em funcdo da necrose ¢ passiva,
indiscriminada e geralmente deve-se a injuria irreversivel. Caracteriza-
se pela perda progressiva da integridade da membrana que resulta em
edema citoplasmatico e liberacdo dos constituintes celulares. Em
conformidade, o termo morte celular programada define qualquer forma
de morte celular envolvendo um tunico ou uma série de processos
moleculares e celulares ordenados mediados por programas
intercelulares, independentemente de desencadeamento externo ou da
apresentacdo de marcas caracteristicas. Em plantas, ocorre uma maior
sobreposicao entre as marcas fenotipicas e caracteristicas moleculares de
necrose € apoptose do que em animais, sendo mais dificil diferenciar os
dois fenomenos. Nos vegetais, a morte celular programada pode ocorrer
durante uma série de processos de desenvolvimento e condi¢des de
estresse abidtico, tendo sido descrita durante condigdes de estresse por
falta de oxigénio, temperaturas extremas e exposi¢do ao ozoénio. Durante
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o desenvolvimento, reportou-se a ocorréncia de morte celular
programada durante a formacdo do elemento traqueal, desenvolvimento
da semente, germinacdo e processo de senescéncia, além da ja
referenciada resposta de hipersensibilidade (Van Breusegem e Dat,
2006).

Como mencionado, as ROS podem ser também produzidas pelos
complexos enzimaticos RBOHs (NADPH oxidases vegetais), cujas
fungdes durante muitos processos vegetais, entre os quais a sinalizago
por ROS, tém sido alvo de estudos. As RBOHs geram bursts de ROS
localizados de forma rapida e responsiva. A amplitude, frequéncia,
duragdo e localizagdo desses bursts de ROS s3o indicios da
especificidade da sinalizagdo por ROS (Marino et al., 2012).

Uma das principais rotas através da qual os estimulos
extracelulares s3o traduzidos em respostas intracelulares em todas as
células eucaridticas consiste na cascata da proteina kinase mitdgeno-
ativada (MAPK, em inglés mitogen-activated protein kinase). As
MAPKs de plantas sdo ativadas por hormonios, estresses abidticos,
patdgenos, elicitores derivados de patdogenos e ainda sdo ativados em
estagios especificos do ciclo celular (Tena et al., 2001). A ativacdo das
MAPKs ocorrem pelo estimulo a montante de MAPK Kinases
(MAPKK) através da fosforilagdo dos residuos de treonina e tirosina,
localizados préximos ao dominio VIII de qualquer kinase. As MAPKK
sdo fosforiladas a montante e assim ativam as MAPKKK. A MAPK
pode ser translocadas para o nucleo onde as kinases ativam certos
grupos de genes através da fosforilacdo de fatores de transcricao
especificos. Através de restrita regulacdo da localizagdo da MAPK e em
funcdo da expressdo de certos componentes de sinalizagdo celulares e
substratos, em particular, células, tecidos e o6rgaos, as rotas de MAPK
podem mediar a sinalizagdo de um grande nimero de estimulo
extracelular e acarretar em ampla variedade de respostas especificas
(Jonak; Ligterink; Hirt, 1999).

2.5 0 ACIDO ABSCISICO

De ocorréncia natural, os hormdnios vegetais, ou fitormonios, sdo
substdncias organicas que, mesmo presentes a muito baixas
concentragdes, influenciam processos fisiologicos. Esses processos
representam principalmente o crescimento e o desenvolvimento, sendo
que outros processos, como por exemplo, o movimento estomatico,
podem também ser influenciados. Os hormdnios ndo agem sozinhos,
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mas sim em conjunto, ou mesmo em oposi¢do uns aos outros, sendo que
a condic@o final de crescimento ou desenvolvimento representa a soma
dos efeitos do balango hormonal (Davies, 2010). Além de participarem
da regulacdo do crescimento e desenvolvimento, os fitormoénios também
sdo produzidos em resposta ao estresse bidtico e abidtico. Seis sdo os
grandes grupos hormonais vegetais conhecidos, sendo um desses, o
acido abscisico (ABA) (Witzany et al., 2012).

O ABA pertence a classe de metabdlitos conhecidos por
isoprenoides ou terpenoides, os quais sdo derivados de um composto de
5 carbonos, o isopentenil (IDP). Duas rotas foram sugeridas para a
biossintese do ABA, (composto de 15 carbonos, figura 6), uma direta,
na qual o ABA ¢ originado a partir de um composto de 15 carbonos, o
farnesil pirofostato, e outra indireta, na qual o ABA provém de
compostos carotenoides de férmula quimica de 40 carbonos. Por sua
vez, o IDP (composto precursor dos isoprenoides) € sintetizado a partir
do acido mevaldnico no citosol, enquanto que nos plastideos, onde
ocorre a sintese de carotenoides, ¢ produzido a partir do piruvato e
gliceraldeido 3-fosfato, via formag¢do do 2C-metil-D-eritrol-4 fosfato
(MEP) (Nambara e Marion-Poll, 2005; Seo e Koshiba, 2002).

H  CHs
CHs CHy | |
e
“OH
F
e cHgH  COOH

Figura 6 - Formula quimica do ABA (Davies, 2010).

A principal rota de biossintese do ABA em plantas superiores
consiste na derivagdo do hormonio de compostos carotenoides
produzidos nos plastideos (figura 7). A zeaxantina ¢ produzida como um
isomero trans apods a ciclizagdo e hidroxilacdo de trans-licopeno via -
caroteno. Os passos seguintes consistem na sintese de isdmeros cis de
violaxantina e neoxantina que serdo clivados para formar o precursor de
ABA de 15 carbonos em sua estrutura. A conversdo da zeaxantina a
violaxantina € catalisada pela zeaxantina epoxidase via o intermediario
anteraxantina. As enzimas que clivam os isdmeros cis da violoxantina e
neoxantina nos produtos C15 e a xantoxina em metabolitos C25 sdo cis-
epoxicarotenoide dioxigenases (NCEDs). O primeiro gene NCED
(VP14) foi clonado em milho por mutagénese insercional, sendo que os
genes NCED formam uma familia multigénica. Mutantes de milho vp/4
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mostraram fendtipos deficientes em ABA. Os proximos passos da
biossintese ocorrem no citosol entdo, a xantoxina deve migrar do
plastideo para esse local. O ABA ¢ entdo produzido a partir da cis-
xantoxina apds duas reagdes enzimaticas via intermediario aldeido
abscisico. A conversdo da xantoxina a aldeido abscisico ¢ catalisada, em
Arabidopsis, pela AtABA2. A oxidacdo do aldeido abscisico ao acido
carboxilico ¢ a etapa final da sintese de ABA, catalisada por uma
aldeido oxidase. Quanto ao local de producdo, o horménio € sintetizado
primariamente em tecidos vasculares, sendo transportado pelo floema e
sendo considerado um sinal capaz de atuar a longas distancias (Nambara
e Marion-Poll, 2005).

O catabolismo do ABA ¢ categorizado em dois tipos de reagdes,
hidroxilagdo e conjugacdo. Existem 3 rotas de hidroxilacdo do ABA que
realizam a oxidacao de um dos grupos metil da estrutura do anel. Apés a
oxidag¢do, as 3 formas de ABA hidroxiladas (7’-hidroxi ABA, 8’-hidroxi
ABA e 9’-hidroxi ABA) possuem atividades bioldgicas substanciais
mas a hidroxilagdo desencadeia eventos futuros que culminam na
inativagdo, formando os catabolitos ABA: acido diidrofaseico (DPA),
acido faseico (PA) e neo PA, sendo os dois primeiros os mais
abundantes. Outra rota de catabolismo do ABA consiste na sua
conjugacao com glucose, sendo o principal conjugado formado o ABA
glucosil éster (ABA-GE). Apesar de se pensar que o conjugado era
fisiologicamente inativo ¢ se acumulava em vactolos no processo de
envelhecimento, descobriu-se que estava envolvido no transporte do
ABA a grandes distancias (Jiang e Hartung, 2008; Nambara ¢ Marion-
Poll, 2005).

O nivel endégeno de ABA ¢ modulado pelo balango preciso entre
biossintese e catabolismo desse hormonio. Assim, enzimas participantes
da rota de biossintese, a NCED e do catabolismo, a 8’-hidroxilase sdo
consideradas enzimas regulatorias. Além desses dois principais pontos
regulatorios na rota do ABA, outras etapas anteriores do metabolismo
do ABA também sdo importantes para a determinagao do nivel de ABA.
Nesse sentido, por exemplo, a superexpressdo de genes que codificam
enzimas regulatorias da rota MEP (por exemplo, a enzima 1-de6xi-D-
xilulose 5-fosfato sintetase) e da biossintese de carotenoides (fitoeno
sintase) causam acimulo de ABA em sementes ou plantulas (Nambara e
Marion-Poll, 2005).

O ABA desempenha importantes pap€is em muitos processos
celulares, incluindo desenvolvimento das sementes, dorméncia,
germinagdo, crescimento vegetativo e respostas a estresses ambientais.
Sob condi¢des de ndo-estresse, o0 hormonio sesquiterpenoide em células
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vegetais se mantém a baixos niveis. O crescimento normal vegetal
necessita de baixos indices de ABA. Os niveis do horménio podem
aumentar drasticamente durante a maturacdo de sementes e em respostas
a estresses ambientais. Esses dois processos fisiologicos t€ém sido mais
estudados no que se refere a funcdo do ABA. Durante o
desenvolvimento de sementes ABA ¢ conhecido por iniciar: maturacao
do embrido, sintese de reservas de estoque e de proteinas abundantes da
embriogénese tardia (em inglés LEA, late embryogenesis-abundant
proteins), bem como iniciador da dorméncia das sementes, embora o
ABA ndo seja o Unico regulador nesses processos. Em tecidos
vegetativos os niveis de ABA aumentam quando a planta enfrenta
condigdes ambientais adversas, como seca, salinidade e, baixas
temperaturas. Embora alto nivel de ABA exdgeno iniba o crescimento
sob condi¢des normais, um aumento na concentragdio de ABA ¢
benéfico para as plantas sob estresse ambientais. O ABA promove o
fechamento dos estomatos para minimizar a perda de agua por
transpiracdo quando a planta encontra-se em ambiente com déficit de
agua. O hormonio também atenua os efeitos do estresse ao ativar genes
de resposta ao estresse que vao aumentar a tolerancia da planta a esse
estresse (Xiong e Zhu, 2003). Além disso, o ABA também atua na
defesa da planta contra o estresse bidtico uma vez que também regula o
fechamento dos estdmatos para prevencdo da invasdo de patdgenos.
Ainda, o horménio afeta a resposta a patdogenos através da interacdo com
outros hormoénios associados com mecanismo de defesa vegetais.
Propde-se que padrdes moleculares patdgeno associados induzem o
fechamento dos estOmatos utilizando rotas de transducdo de sinais ativas
do ABA nas células guarda. Assim, ABA possui um efeito positivo na
resisténcia a doencas através da indug¢do do fechamento estomatico. O
acido abscisico serve como um sinal quimico em resposta a mudangas
no ambiente natural, os quais acarretam estresses bidticos e abioticos em
plantas. Tal sinal desencadeia mudangas nos processos fisiologicos e de
desenvolvimento, levando a planta a adaptagdo ao estresse (Lee e Luan,
2012).

Um dos modos de agdo do ABA esta associado com o estresse
oxidativo em células vegetais (Zhang et al., 2006). Experimentos foram
conduzidos no intuito de verificar a relagdio do ABA com o estresse
oxidativo e consequentemente o seu efeito na regulagdo dos sistemas
antioxidantes em plantas. Foi demonstrado que o ABA pode induzir a
expressdo de genes do sistema antioxidante e aumentar a capacidade de
defesa do sistema antioxidante, incluindo constituintes enzimaticos e
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nao enzimaticos. As ROS sdo importantes componentes intermedidrios
na defesa antioxidante induzida pelo ABA (Hu et al., 2007).

Zeaxantina
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Figura 7 — Rota de biossintese do ABA. Cis epoxicarotenoide dioxigenases
(NCED). Adaptado de Seo ¢ Koshiba, 2002.

Em plantulas de milho, foi demonstrado que tratamento de folhas
segmentadas em solugdes com baixas concentragdes de ABA (10 a 100
puM) acarretou um aumento discreto nos niveis de radical superoxido e
peroxido de hidrogénio e induziu o sistema antioxidante contra o
estresse oxidativo, pois houve aumento nas concentragdes enzimaticas
de SOD, CAT, APX e GR, bem como os conteidos de ascorbato e
glutationa. No entanto, tratamento com alta concentracdo de ABA (1000
uM) levou ao dano oxidativo, sendo geradas quantidades excessivas de
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radical superdxido e peréxido de hidrogénio, havendo contetidos de
glutationa e ascorbato reduzidos, acarretando os danos a lipidios e
proteinas ocorridos nas folhas tratadas com 1000 uM de ABA (Jiang e
Zhang, 2001).

Em folhas de milho foi demonstrado que o tratamento com ABA
100 pM por 24 horas induziu um rapido e substancial acimulo de
peroxido de hidrogénio no apoplasto em tecidos ndo estomaticos, sendo
o maior acumulo observado nas paredes das células do mesofilo
localizadas frente aos grandes espagos intercelulares. O acumulo de
peroxido de hidrogénio apoplastico induziu a atividade de enzimas
antioxidantes dos cloroplastos e citosol. Isso significa que as ROS
produzidas num local especifico da célula podem coordenar as
atividades antioxidantes de enzimas em diferentes compartimentos
subcelulares (Hu et al., 2005). Em outro estudo observou-se que estresse
hidrico causado em plantas de milho causou produ¢do de peroxido de
hidrogénio principalmente no apoplasto, sendo o ABA um indutor chave
na produgdo de peroxido apoplastico. Nesse caso, sugeriu-se que a ROS
produzida no apoplasto ndo poderia ser difundida livremente pelos
compartimentos subcelulares (Hu et al., 2006).

Pesquisas demonstraram também que o tratamento com 100 uM
de ABA induziu a produ¢do de H,O, em folhas de milho. Também foi
observado um aumento nos niveis de transcritos de genes antioxidantes
CATI1, cAPX, GRI1, bem como no nivel das enzimas antioxidantes
(CAT, APX, GR e SOD) em folhas de milho tratadas com ABA (Zhang
et al., 2006).

Os estudos citados acima comprovam que o ABA induz o sistema
antioxidante em milho, porém, ndo foi realizado estudo envolvendo
variedade de milho com expressdo diferencial de flavonoides e também
ndo foi realizada expressdo génica fazendo uso da moderna ferramenta
da biologia molecular, a PCR quantitativa.

2.6 TRANSCRICAO REVERSA E REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE QUANTITATIVA (qRT-PCR)

A quantificagdo de niveis de expressdo génica se tornou uma
pratica muito usada. Através da medida da quantidade de mRNA
celular, pode-se determinar qual a extensdo exata da expressdo de um
gene em particular. Para cada gene, os niveis de expressdo mudam
drasticamente de célula para célula ou durante as condigdes
experimentais. Varias sdo as aplica¢des das quantificagdes de expressdo
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génica nas pesquisas, podendo-se citar como exemplo o estudo da
expressdo diferencial de um gene quando o organismo encontra-se em
diferentes estados fisiologicos (Schmittgen e Livak, 2008).

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) se destaca do conjunto
das tecnologias-chave que instituiram as ciéncias atuais. O legado da
PCR inclui contribuigdes notdveis na biologia moderna, medicina,
agricultura e biotecnologia, enquanto que sua evolucdo para PCR
quantitativa, com base na fluorescéncia, contribuiu simultaneamente
para o amplo escopo, a conveniéncia e o alcance dessa tecnologia
(Bustin, 2010). Além de ser uma alternativa a algumas técnicas
laboratoriais bem estabelecidas, a qPCR possui caracteristicas que
culminam na sua escolha como ferramenta para o desenvolvimento de
varios tipos de estudos. Comparada com outras técnicas disponiveis,
permite a deteccdo de um dado 4cido nucleico de maneira rapida,
especifica e sensitiva. Além disso, permite a quantificacdo absoluta
inicial de um gene alvo (Gachon; Mingam; Charrier, 2004).

A PCR possui 3 fases, exponencial, linear e platd. Na fase
exponencial, o produto aumenta exponencialmente uma vez que os
reagentes nao sdo limitados. A fase linear é caracterizada por um
aumento linear dos produtos, pois os reagentes comegam a se tornar
limitados. A PCR atinge a fase platd durante os ultimos ciclos ¢ a
quantidade de produto se torna estdvel devido a gradativa escassez de
alguns reagentes. A quantidade de produto da PCR na fase exponencial
¢ proporcional a quantidade inicial de DNA molde sob condi¢des ideais.
Durante a fase inicial, em tais condi¢des, o produto dobra durante cada
ciclo se a eficiéncia da amplificagdo ¢ 100%. Para que a eficiéncia atinja
valores proximos a 100% na fase exponencial, torna-se necessario que
as condigdes de PCR, caracteristicas dos iniciadores, pureza do DNA
molde e tamanho do fragmento sejam 6timos (Yuan et al., 2006).

A PCR quantitativa permite que a amplificagdo possa ser
acompanhada em tempo real durante a fase exponencial da corrida e,
portanto, permite que a quantidade de material inicial seja determinada
precisamente. Contrariamente as técnicas de PCR convencional (PCR
end-point), o resultado independe da fase platd, correspondente a
saturagdo da reacdo, a qual leva a uma quantifica¢do imprecisa (Gachon;
Mingam; Charrier, 2004). Soma-se a isso o fato de a PCR ter evoluido
de uma técnica qualitativa com dispéndios maiores de trabalho e tempo
investido que se baseava na interpretacdo visual de géis corados para
detectar a presenca de produtos de amplificagdo, para uma PCR
quantitativa mais simples e rapida que faz uso da precisdo Optica e
emprego de corantes fluorescentes que se ligam ao DNA ou sondas
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fluorescentes para o monitoramento da amplificagdo em tempo real
(Bustin, 2010). As substdncias mais comumente usadas nos
experimentos com PCR incluem ensaios com as sondas TagMan e com
o fluoréforo corante intercalante SYBR Green I (Ginzinger, 2002).

Durante a fase inicial de um experimento de PCR em tempo real,
um sinal fluorescente limiar (threshold) é determinado e nesse ponto
todas as amostras podem ser comparadas. Esse threshold é calculado em
fungdo da quantidade de fluorescéncia de fundo (background), sendo
tragado num ponto onde o sinal gerado a partir de uma amostra ¢é
significativamente maior que a fluorescéncia de fundo. Nesse sentido, o
numero de ciclos da PCR requerida para gerar quantidade suficiente de
sinal fluorescente para atingir o limiar ¢ definido como ciclo limiar
(utiliza-se o termo em inglés, cycle threshold, Ct). Esses valores de Ct
sd0 a base para os calculos de niveis de expressdo de mRNA (Ginzinger,
2002), sendo que o valor numérico do Ct ¢ inversamente proporcional a
quantidade de amplicon na reacdo (Schmittgen e Livak, 2008).

A molécula de RNA ndo pode servir como molde para PCR,
portanto, o primeiro passo num ensaio de qRT-PCR ¢ a transcri¢do
reversa do RNA molde em DNA complementar (cDNA) (Bustin, 2000).
Assim, a transcrigdo reversa (RT, reverse transcription) seguida da PCR
(RT-PCR) constitui-se num método poderoso para a quantificagdo da
expressdo génica (Livak e Schmittgen, 2001). A transcrigdo reversa
consiste na etapa inicial da qRT-PCR, na qual ocorre a sintese do
cDNA, pela enzima transcriptase reversa, que usa como molde o RNA
extraldo de uma amostra para sintetizar o cDNA, que serd
posteriormente usado como DNA molde para a quantificagdo dos
transcritos.

A quantificagdo absoluta e a relativa constituem os dois métodos
utilizados para realizar a analise dos dados de experimentos de qRT-
PCR. A primeira determina o nimero inicial de copias do transcrito de
interesse, geralmente relacionando o sinal da PCR a uma curva padrao,
devendo ser realizada quando se faz necessario determinar o nimero de
copias absoluto do transcrito. Ja a quantificagdo relativa deve ser usada
quando ¢ suficiente reportar a mudanga relativa na expressdo de um
dado gene, uma vez que descreve a mudanca na expressdo do gene alvo
em relagdo a algum outro grupo de referéncia ou de uma amostra de
tempo zero quando se tem um estudo ao longo do tempo (Livak e
Schmittgen, 2001). Nesse tipo de quantificagdo, as unidades usadas para
expressar as quantidades relativas s@o irrelevantes e essas podem ser
comparadas entre multiplos experimentos de qRT-PCR. A quantificagdo
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relativa constitui-se na ferramenta adequada para investigar pequenas
mudangas fisiologicas nos niveis de expressao génica (Pfaffl, 2006).

A medida da variagdo na expressdo génica entre amostras tratadas
e ndo tratadas pode ser causada por duas fontes. A primeira consiste na
varia¢ao bioldgica, a qual é desejada e explica, por exemplo, diferengas
entre os tratamentos. A segunda ¢ devida a variacdo ndo especifica, por
exemplo, qualidade e quantidade de RNA molde ou eficiéncia na
transcrigdo reversa. O método mais comum de remover a variagdo ndo
especifica € por meio da normalizagdo da expressdo dos genes alvo com
base na expressao de genes de controle endogeno (Chen; Fessehaie;
Arora, 2012; Vandesompele ef al., 2002). Assim, para efetuar uma
quantificacdo relativa eficiente, geralmente genes de expressdo
constante sdo escolhidos como genes de referéncia, os quais podem ser
um controle enddgeno, por exemplo, um gene de referéncia de
expressdo constante, um controle exogeno, como um RNA ou DNA
controle universal ou artificial, um indice de gene de referéncia, como
uma média de multiplos controles endégenos, ou ainda um indice de
genes alvo, consistindo da média de genes alvo analisados no estudo
(Pfaffl, 2006).

Um gene de referéncia ideal, também conhecido como gene de
controle interno, deve ser constitutivo, ou seja, deve ser expresso num
nivel constante na maioria das células do organismo em estudo, mesmo
em diferentes 6rgdos e estagios de desenvolvimento. Além disso, sua
expressdo ndo deve ser afetada pelos pardmetros experimentais. Genes
envolvidos em mecanismos celulares basicos (housekeeping), como
manutengdo da estrutura celular ou metabolismo primario sdo
geralmente escolhidos como normalizadores (Almeida et al., 2010). A
estratégia do uso de multiplos genes de controle enddgeno tem sido
apontada como vantajosa se comparada com o método que faz uso de
apenas uma uUnica referéncia para normalizagdo (Vandesompele et al.,
2002).

Uma vez que a quantificac@o relativa € o objetivo da maioria dos
experimentos de PCR, muitos procedimentos para analise dos dados
foram desenvolvidos. Dois modelos matematicos sdo amplamente
utilizados, o modelo de eficiéncia calibrada, proposto por Pfaffl (2001) e
o modelo do AACt proposto por Livak e Schmittgen, 2001. Os sistemas
experimentais dos dois modelos sdo similares, envolvendo amostra
controle e tratada, sendo que para cada amostra, um gene alvo ¢ um
gene de referéncia para controle interno sdo incluidos para amplificacdo
da PCR a partir de aliquotas diluidas de forma seriada. A amplificacdo
da PCR pode ser dada em percentagem ou em aumento do produto da
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PCR por ciclo (de 1 a 2). O modelo do AACt é derivado do modelo de
eficiéncia calibrada, ¢ pode ser utilizado caso os genes alvo e de
referéncia atinjam altos valores de eficiéncia da amplificagdo da PCR
devendo entdo as eficiéncias dos genes alvo e de referéncia serem
similares, podendo variar de valores de 1,8 a 2,2 (ou 90 a 110%).
Método empregado quando as amostras apresentam homogeneidade,
como amostras de cultivo celular expostas a diversos tratamentos (Livak
e Schmittgen, 2001; Schmittgen e Livak, 2008; Yuan et al., 2006).

O método do Ct comparativo pode também ser chamado de
método 27**“T. Derivado do método do 2'AACT, o método do 27T se
torna adequado quando no experimento sdo comparadas amostras de
diferentes individuos, amostras heterogéneas, sendo ACT= (Ct gene alvo
- Ct gene de controle interno). Usando essa metodologia, os dados sdo
apresentados em taxa de variacdo (fold change) na expressdo génica
normalizada em relacdo a um gene de referéncia e relativo a uma
amostra controle (ndo tratada ou de tempo zero). Ja no que se refere a
verificacdo da variagdo da expressdo de genes de referéncia sobre as
condigdes experimentais, os dados podem ser apresentados na forma de
2 (Livak e Schmittgen, 2001; Schmittgen e Livak, 2008).

O valor da eficiéncia da amplificacdo de uma reacdo de qRT-PCR
¢ determinado a partir de uma curva padrio feita pela diluicdo em série
de uma amostra representativa de concentragdo conhecida (Cikos;
Bukovska; Koppel, 2007; Livak e Schmittgen, 2001; Schmittgen e
Livak, 2008). Esta curva padrdo ¢ feita tanto para o gene alvo quanto
para o gene de referéncia (controle), e as equagdes dessas retas vao
determinar a similaridade das eficiéncias. Dessa forma, se o valor do
coeficiente angular das retas for semelhante, as retas serdo paralelas, as
eficiéncias serdo similares e o calculo do Ct comparativo pode ser
utilizado para quantificacao relativa dos genes alvo (Livak e Schmittgen,
2001). Assim, para cada gene podem ser geradas curvas-padrdo nas
quais se obtém um valor de coeficiente angular (m = slope), a partir do
qual se determina a eficiéncia (E) da reacdo de PCR pela formula m = -
(1/log E). Para valores de eficiéncia em porcentagem a formula usada é:
E = (107" _1) x 100. Para que os calculos realizados pelo método do
ACt sejam validos, uma eficiéncia de 2, ou 100%, que corresponde a
duplicacdo do cDNA a cada ciclo, seria ideal, entretanto ¢ aceitavel que
o valor de eficiéncia esteja entre 1,8 e 2,2 ou 90 e 110% (Schmittgen e
Livak, 2008).

Para complementar a validagdo de um experimento de qRT-PCR,
uma nova curva pode ser gerada através de um grafico que relacione o
logaritmo da concentra¢do de cDNA (diluigdo em série) versus ACT (Ct
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gene alvo - Ct gene de controle interno), nesse caso, ¢ necessario que o
valor do coeficiente angular gerado seja proximo a zero, pois isso
significa que as eficiéncias dos genes alvo e de referéncia possuem
eficiéncias similares e o célculo que usa o método do ACT pode ser
usado para a quantificagdo relativa de transcritos (Livak e Schmittgen,
2001).

Assim, considerando os dados apresentados acerca do ABA, ROS
e do sistema antioxidante e com vistas para a aplicabilidade e beneficios
oferecidos pelo uso da técnica de qRT-PCR, torna-se relevante o uso
dessa ferramenta no estudo da expressdo dos genes envolvidos na
resposta ao estresse oxidativo e na via de biossintese de glutationa em
plantulas de variedade de milho com baixa expressdo de flavonoides
(pl-ww).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do ABA na expressdo génica do sistema
antioxidante em plantulas de variedade de milho com baixo teor de
flavonoides (p1-ww).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Padronizar as condi¢des de quantificagdo de transcritos para os
genes catl, cat3, apxl, apx2 e sod2 as condigdes experimentais de
folhas de milho tratadas com concentrag¢des crescentes de ABA.

Definir um gene de referéncia adequado para as condigdes
experimentais de tratamento de folhas de milho com ABA.

Investigar por qRT-PCR os niveis de expressio de genes
envolvidos na resposta ao estresse oxidativo em folhas de milho apds
tratamento com ABA.

Dosar H,O, utilizando a sonda diaminobenzidina (DAB) em
folhas de milho tratadas com concentragdes crescentes de ABA.
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4 HIPOTESES

A tub sera um gene de referéncia adequado para as condigdes
experimentais de folhas de milho tratadas com concentragdes crescentes
de ABA.

Os niveis de expressdo dos genes do sistema antioxidante
analisados serdo maiores nas amostras tratadas com ABA (efeito dose-
dependente) em comparacdo as controle.

As folhas tratadas com ABA exibirdo maior concentragdo de
H,0, comparadas as controle.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 PLANTAS E TRATAMENTOS

As sementes de milho pl-ww (p-ww 107H, pericarpo branco e
sabugo branco) e Pl-rr (P-rr 107H, pericarpo vermelho e sabugo
vermelho) foram cedidas pelo Maize Genetics Cooperation Stock Center
(University of Illinois, Urbana, IL, USA).

As sementes de milho foram germinadas em papel de germinacdo
umidificado e permaneceram por trés dias em camara de germinagdo, a
25°C no escuro. Apoés esse periodo, as sementes foram transferidas para
sementeiras contendo solo, as quais permaneceram por sete dias em
camara de crescimento (figura 8) a temperatura de 25°C e fluxo de
fotons fotossintéticos de 200 pmol m™s™” mantido durante 14 horas de
fotoperiodo, sendo regadas diariamente (Zhang et al., 20006).

Figura 8 - Cultivo das plantas nas sementeiras sob condi¢des controladas.

Apoés a fase de crescimento, a parte aérea de cada plantula foi
cuidadosamente cortada na base e colocada em agua destilada por uma
hora para eliminar o estresse pelo corte. Em seguida, as plantulas foram
transferidas para tubos falcon de 15 mL, embrulhados com papel
aluminio, os quais continham agua destilada (grupo controle) ou
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solugdes de acido abscisico (ABA) a concentragdes de 10, 100 ou 1000
UM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (Zhang et al., 2006).

As plantulas permaneceram nos tratamentos (figura 9) por 3, 6 ou
12 horas, a temperatura de 25°C e intensidade luminosa continua de 200
pmol m?s™ (Zhang et al., 2006). Apds o periodo de tratamento, foram
coletadas as folhas medianas de 4 plantulas para cada tratamento para
cada tempo de coleta. O material coletado foi imediatamente congelado
em nitrogénio liquido e mantido a -80°C para posterior extragdo de
RNA para andlise de expressdo génica.

Figura 9 — Plantulas nos tratamentos.

4.2 ISOLAMENTO DO RNA E SINTESE DE cDNA

O isolamento do RNA, a partir da variedade p1-ww, foi realizado
de forma que cada amostra correspondeu a duas plantas. Partindo-se de
aproximadamente 100 mg de folha e seguindo as recomendagdes do
fabricante, o RNA foi isolado pelo uso do RNeasy Plant Minikit
(Qiagen, Valencia, CA, USA). Foi realizada a quantificagdo do RNA em
espectrofotdmetro Thermo Scientific NanoDrop™ 2000. Em seguida,
no intuito de eliminar possiveis resquicios de DNA, as amostras foram
tratadas com DNAse (Sigma-Aldrich) e, entdo, novamente quantificadas
em espectrofotdmetro Thermo Scientific NanoDrop™ 2000. Diluigdes
necessarias foram feitas para a obtengdo de 2 pg de RNA total para a
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sintese de cDNA com o uso do High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Seguindo as instru¢des do fabricante e utilizando iniciador oligo-dT 10
uM foi obtido um volume final de 50 pL de cDNA a concentracdo de 40
ng/uL. Esse material foi armazenado a -20°C.

4.3 DESENHO DOS INICIADORES PARA ¢RT-PCR

O software Primer Express™ v 3.0 (Applied Biosystems) foi
utilizado para desenhar os oligonucleotideos especificos (iniciadores)
para quantificacdo dos transcritos por qRT-PCR, exceto os iniciadores
do gene da actina do milho (Zmact) desenhados por Zhang et al., (2010),
y-ecs, gsh-s desenhados por Mello et al, (2012) e gst23 e act
desenhados por Hermes et al., no prelo. As sequéncias dos iniciadores
utilizados para quantificagdo dos transcritos estdo apresentadas na tabela
L.

4.4 TITULACAO DE INICIADORES PARA qRT-PCR

Na busca da concentracdo ideal dos iniciadores desenhados, na
qual haveria a amplificagdo mais efetiva, foi realizada a titulagdo dos
iniciadores testando as possiveis combina¢des de concentragdes de 500,
300 e 100 nM dos iniciadores forward e reverse, usando cDNA de
amostra controle na quantidade de 20 ng por reagao.

4.5 SELECAO DE GENE DE REFERENCIA PARA qRT-PCR

Na selecdo do gene de referéncia para as analises de RT-PCR
quantitativa de folhas de plantulas de milho tratadas com ABA foi
realizada uma comparacdo entre as concentracdes de transcritos de 3
genes candidatos a gene de referéncia, o qual serviria para ser
comparado com os genes alvo na quantificagdo relativa dos transcritos
alvo. Para tanto, foi determinada a variacdo de cada gene entre os
diferentes tempos e tratamentos através da equagdo 2°' (Schmittgen e
Livak, 2008). Nesse caso, realizou-se uma comparagdo entre os valores
da razdo obtida entre as médias de 2 para os diferentes grupos
(controles e tratados com 10, 100 e 1000 pM de ABA para os tempos de
tratamento de 3, 6 e 12 horas), utilizando como normalizador a média de
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2% do grupo controle 3 horas (2" &uP° / -Cdo grupo controle 3hy Aoy digso,
foi realizada uma média geométrica entre os Cts dos genes Zmact e tub.
Esse novo valor obtido foi utilizado para o calculo do 2" como descrito
acima.



Tabela 1 - Sequéncia de iniciadores e concentracdes usadas para quantificacdo de transcritos em Zea mays por qRT-PCR.
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Tamanho Tm Teérico do
.. Concentragao do N° Acesso
Genes de Zea mays Iniciadores Fragmento
(nM) Fragmento GenBank
(pb) €0
) GCGCACCATCCAGTTCGT 300
a-tubulina CTGGTAGTTGATTCCGCACTTG 300 60 84 X73980
i GCAGCATGAAGGTTAAAGTGATTG 300 2 81 NM_001155
actina GCCACCGATCCAGACACTGT 300 179.1
. GCCATCCATGATCGGTATGG 500
Zm acting GTCGCACTTCATGATGGAGTTG 300 70 81 EU952376
G TTCTTGGGCTTGGCTTTCA 300
g-glutamilcisteina sintetase TCCCTTTGGCATTATTGGTATGT 300 62 79 AJ302783
. ) GCTCCCAGCACATTTTCCA 300
glutationa sintetase GAAATTCCCGTCCATGCTAACA 300 99 80 AJ302784
Intationa S-transfe 23 GGCTAGTAATTCTGGAGCAGCTAGTT 500 26 79 NM 001111
glutationa S-transferase GCAAAAGTGCAACCAGTCCTTA 500 524.1
. GCCCCTCAAGGCCACTCT 500
glutationa redutase 1 TGACGTAGCGCACACAAGAATC 500 70 81 AJ006055.1
bat dase | CACCTCAAGCTCTCCGAACTG 500 63 8 NM_001156
ascorbato peroxidase GTCCCGCTCCAGGATATGG 100 720.1
bat dase 2 AGGCCTTCTGCAGCTACCAA 500 53 - NM_001112
ascorbato peroxiaase TGGGCGGAAGGATGGAT 100 030.1
calase | GATGGGTTGACGCACTGACA 500 60 © NM_001111
catatase AGATCCAAATGGTACGGTGTTCA 300 9451
ralase3 TCGCTCGGACACCCAAAG 500 59 g5 NM_001111
cataiase GGCGAGGAGGTCTATCCAGAT 500 946.1
de dismutase 2 CAGAGACAATGGTGAAGGCAGTT 500 61 8 NM_001111
superoxide aismutase AAGATGGTGCCCTTGACATCA 100 865.1
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4.6 VALIDACAO DE GENES PARA qRT-PCR

Visando determinar a eficiéncia das amplificagdes, curvas de
validagdo para cada gene foram realizadas, utilizando cDNA de amostra
controle, através de uma diluicdo seriada em agua (diluigdo de 5 vezes,
de 100 ng até 0,16 ng de cDNA). Entdo, foi plotado em graficos o Ct
(eixo y) versus o logaritmo da diluicdo do cDNA, para cada gene. A
partir da inclinacdo da reta gerada (slope, m), a eficiéncia da PCR foi
calculada a partir da equagdo m = - (1/log E). Para valores de eficiéncia
em porcentagem a formula usada é: E = (107*° -1) x 100. Na
sequéncia, foram gerados graficos da curva padrdo de cada gene alvo em
comparacdo a curva do gene constitutivo (a-tubulina), nesse caso,
usando-se logaritmo da dilui¢do versus ACt, onde delta Ct = Ct gene
alvo — Ct gene de referéncia (Schmittgen e Livak, 2008).

4.7 QUANTIFICACAO RELATIVA DE TRANSCRITOS POR qRT-
PCR

Os niveis de quantificagdo relativa dos genes act, Zmact, y-ecs,
gshs, gsrl, gst23, apxl, apx2, catl, cat3 e sod2 foram analisados em
relacdo a a-tubulina (tub), gene de referéncia, e foram calculados
através do método do Ct comparativo, ou ACT, no qual se calcula as
variagdes na expressdo génica pela equagio 2%, sendo ACt = Ct gene
alvo — Ct gene da o-tubulina (Schmittgen e Livak, 2008). Os valores
foram normalizados em relacdo a média dos valores 22 das amostras
controle que permaneceram por 3 horas no tratamento (dgua) para cada
repeticao.

4.8 CONDICOES DE qRT-PCR

As reagdes de amplificagdo das amostras por qRT-PCR foram
efetuadas em triplicatas em pocos adjacentes na mesma placa de PCR
tanto para placas de titulagdo quanto para as de curvas de eficiéncia e
para as placas de quantificagdo relativa dos transcritos das amostras para
cada gene.

As reagdes foram realizadas usando 10 pL. de SYBR Green PCR
Master Mix 2X (Life Technologies, Grand Island, NY, EUA) e 40 ng de
amostra de cDNA, exceto para a titulagdo, realizada com 20 ng de
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cDNA. As condi¢des de amplificagdo foram realizadas com uma etapa
inicial de desnaturagdo a 95°C por 10 minutos, seguida por 40 ciclos de
15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C. Apos cada corrida, foi gerada
uma curva de dissociagdo com aumento linear da temperatura de 60°C a
95°C. As reagoes de PCR em tempo real foram realizadas no sistema
ABI PRISM® 7500 Detection System (Applied Biosystems).

4.9 DESENHO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS

Para a quantificagdo de transcritos, foram realizadas 3 replicatas
biologicas do experimento de tratamento com ABA da planta pl-ww.
Para cada replicata bioldgica, foram realizadas 2 extracdes de RNA,
sendo cada extracdo composta por um pool de 2 plantulas, totalizando 6
extragdes de cada tratamento e tempo de coleta. Uma vez que as
amostras foram amplificadas em triplicatas na placa de PCR, para cada
tratamento e tempo de coleta, obteve-se n=18.

As andlises estatisticas foram realizadas através do teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis. O nivel de significancia foi de 99%
(p<0,01). As andlises estatisticas foram conduzidas através do uso da
linguagem R v2.15.2 (R Development Core Team (2011). R: A
language an environment for statistical computing. R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0, URL
http://www.R-project.org/). Para as analises estatisticas da sele¢do do
gene de referéncia, foi realizada a comparagdo entre os tempos de 3, 6 e
12 horas. No entanto, o teste estatistico para quantificacdo dos
transcritos foi realizado para cada tempo em separado, de forma que se
tornasse possivel a comparagdo entre os tratamentos para cada tempo de
coleta de cada gene.

4.10 DETECGCAO HISTOQUI’M}CA DE PEROXIDO DE
HIDROGENIO EM FOLHAS DE PLANTULAS DE MILHO

Foi realizada a técnica de visualiza¢do do peroxido de hidrogénio
que wusa como substrato a diaminobenzidina (DAB, 3,3'-
Diaminobenzidine  tetrahydrochloride,  Sigma-Aldrich)  (Orozco-
Cardenas e Ryan, 1999; Thordal-Christensen ef al., 1997).

As plantulas pl-ww foram cuidadosamente cortadas na base do
caule e colocadas em tubos falcon embrulhados em papel aluminio,
contendo solugdo de DAB, a 1 mg/mL, pH 3,8, onde permaneceram por
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8 horas, na luz a 25°C. Em seguida, foram expostas aos tratamentos
ABA. Apos 3 horas de tratamentos, as folhas medianas das plantulas
foram imersas em etanol 96% fervente por 10 minutos, sendo em
seguida transferidas para etanol 96% a temperatura ambiente, devendo
ficar nesse tratamento por 4 horas para total extragdo da clorofila. Esse
procedimento descolore a folha, exceto pelo produto marrom resultante
da polimerizacdo do DAB com o H,O, em presenca de peroxidase
(Orozco-Cardenas e Ryan, 1999; Thordal-Christensen et al., 1997,
Zhang et al., 2006; Zhang et al., 2010). Entdo, as imagens das folhas
foram registradas.

Foram aplicadas algumas variagdes da técnica. Primeiramente,
utilizou-se agua miliQ no preparo das solugdes e as plantulas, apds
serem retiradas das solugdes de DAB (onde permaneceram por 8 horas),
foram colocadas em agua ou nas solu¢des de ABA (aqui referido como
Experimento DAB1). Depois, a técnica passou a ser executada de forma
que as plantulas deveriam permanecer durante todo o tempo de
tratamento na solu¢do de DAB, sendo o ABA (1000 uM), ou a agua
adicionados as solugdes de DAB (obtendo-se uma solugao de ABA 100
uM ou controle ABA 0 uM (Experimento DAB?2). Posteriormente,
passou-se a usar agua destilada ao invés de agua miliQ e a intensidade
luminosa em que as plantulas permaneciam durante os tratamentos foi
reduzida pela metade. Dessa vez, as plantulas permaneceram por 5 horas
no DAB (Hu et al.,, 2009). Na sequéncia, foi realizado o experimento
(DAB 4) com outra variedade de milho, a P1-rt, a qual possui expressdo
de flavonoides aumentada e coloragdo roxa do grdo, e além disso, o pH
da solugdo de DAB foi ajustado para 7 antes da adi¢cdo das plantulas
(Snyrychova et al, 2009). Por fim, realizou-se mais uma vez o
experimento com o milho pl-ww (Experimento DAB 5). Cabe ressaltar
que, uma vez estabelecida uma nova condicdo, essa foi mantida no
proximo experimento. Além disso, nos experimentos, nem sempre as
plantulas foram expostas a todas as concentracdes de ABA.
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5 RESULTADOS

5.1 TITULAGCAO DOS INICIADORES PARA gRT-PCR

Para ser realizada a quantificacdo dos transcritos de genes alvo
por qRT-PCR das amostras de plantula de milho tratadas com agua ou
com diferentes concentragdes de ABA, primeiramente foi realizada a
titulacdo dos iniciadores desenhados para qRT-PCR usando o fluoréforo
intercalante SYBR Green, sendo avaliada a concentracdo ideal dos
iniciadores forward e reverse para amplificagdo especifica do fragmento
de cDNA desejado. Alguns iniciadores ja haviam sido titulados
anteriormente: act, y-ecs, gsh-s (Mello et al., 2010), gst23, sod2, Zmact,
mpk5, rbohA, rbohB, rbohC e rbohD.

Os demais iniciadores (tub, catl, cat2, cat3, apxl, apx2, apx3 e
gsrl) foram titulados combinando-se concentragdes de 100, 300 e 500
nM, a partir de uma amostra de cDNA controle a 20 ng/uL. Analisando
as curvas de amplificacdo dessas reacdes, optou-se pela combinacdo de
concentragdes de iniciadores nas quais o Ct era mais baixo e as
triplicatas apresentavam-se mais proximas. Além disso, deveriam
apresentar um Unico pico na curva de melting (desnaturacdo),
confirmando a amplificagdo de um unico produto para cada alvo (tabela
2). O transcrito alvo apx3 nio apresentou uma boa amplificagdo, sendo
excluido das andlises (Dados ndo mostrados). Os graficos da curva de
amplificagdo dos demais alvos bem como as curvas de melting para as
concentragdes estabelecidas como padrdes para cada par de iniciadores
estdo apresentados nas figuras 10 e 11. Observa-se que as triplicatas
estdo sobrepostas (pagina 10) e que existe um unico pico na curva de
dissociagdo (figura 11), sendo assim, as condi¢gdes sdo adequadas para a
quantificacdo de transcritos.
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Tabela 2 — Concentragdes definidas para cada par de iniciadores apds titulagdo.

Concentraciao (nM) Concentragio

Genes de Zea mays forward (nM) reverse
a-tubulina tub 300 300
actina act 300 300
Zm actina Zmact 500 300
r-glutamilcisteina sintetase ~ g-ecs 300 300
glutationa sintetase gsh-s 300 300
glutationa S-transferase 23 gst23 500 500
glutationa redutase 1 gsrl 500 500
ascorbato peroxidase 1 apx1 500 100
ascorbato peroxidase 2 apx2 500 100
catalase 1 catl 500 300
catalase3 cat3 500 500

superoxide dismutase 2 sod2 500 100
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Figura 10 - Curvas de
amplificacdo de cada alvo
referente as titulagdes das
concentragdes estabelecidas para
pares de iniciadores, amostra
controle, em triplicata. Graficos
representando 0 sinal
fluorescente ~ emitido  pelo
corante (SYBR Green)
normalizado pelo sinal
fluorescente  da  referéncia
passiva (ROX) versus namero
de ciclos da PCR.
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tub

Figura 11 — Curvas de dissociagdo (melting) referentes as titulagdes das
concentragdes estabelecidas para cada par de iniciadores, amostra controle, em
triplicata. Graficos mostrando a derivada da fluorescéncia versus temperatura

©C).
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5.2 SELECAO DE GENE DE REFERENCIA PARA AS ANALISES
DE gRT-PCR

Antes de realizar as andlises de qRT-PCR, foi feita uma
comparacdo entre 3 genes candidatos a genes de referéncia. Na busca de
um gene que tivesse sua expressdo constante nas folhas e que nfo
apresentasse variacdo de expressdo em resposta aos tratamentos com
ABA, foi verificada a expressao de fub, act e Zmact. Os calculos da
expressdo para cada gene foram realizados com base na média de 2°'
entre as 3 repeticdes do experimento e comparados entre as amostras
tratadas com diferentes concentracdes de ABA e controle. Os dados
foram normalizados pela média de 2°“ do grupo controle 3 horas como
descrito em material e métodos.

Dos 3 candidatos a gene de referéncia, o que mostrou
amplificagdo mais homogénea foi fub, sendo as expressdes de act e
Zmact muito variadas para serem usados como gene de referéncia.
Entdo, foi realizada uma tentativa de se obter um padrdo de expressdo
mais regular realizando-se a média geométrica entre os Cts obtidos para
tub e Zmact (célculos apresentados em material ¢ métodos). Mesmo
assim, a variagdo encontrada foi maior que a apresentada por tub (figura
12 e 13). Em funcdo desses resultados, act e Zmact foram analisados
como transcritos alvo.

act -0 M = Zm act =0
16 : | 10.5M i 10 uM
T =100 pM =100 pM

F - 1000 M 8 T - 1000 4M
3 I . 3
E Tt [ | |
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tub/Zm act «w  Figura 12 — Niveis de expressdo
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T geométrica entre fub/Zmact pelo
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A0 L] T Tl
- ) l 0 variedade de milho pl-ww
tratadas por 3, 6 e 12 horas com 0,
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Tempo de tratamento (h) 1 8) .

v

ivelde expressiin

Ni



74

Apesar de ser o gene de expressdo mais constante dentre os 3
analisados, o padrdo de expressdo da tfub ndo foi o ideal, mostrando
variagdes (tanto aumentos quanto diminui¢des) consideraveis. Para o
tratamento com ABA a 1000 uM, houve uma diminui¢do notavel na
quantidade de transcritos: de 1 para 0,46 em 3 horas, para 0,37 nas 6
horas e para 0,33 nas 12 horas (figura 13). Para averiguar se as
diferencgas obtidas eram estatisticamente significativas, foi realizado o
teste de Kruskal-Wallis, com 99% de significancia, entre todas as
concentracdes ¢ tempos de tratamento. Os resultados indicaram a
possibilidade de agrupamento das concentragdes de 0, 10 e 100 pM,
indicando, no entanto, a impossibilidade de agregar todas as
concentragdes num mesmo grupo. Por esse motivo, a concentragdo de
ABA 1000 uM foi excluida das analises estatisticas, no entanto, ela foi
apresentada nos graficos de quantificacdo relativa de cada gene.

tub 0 uM
16 1 10 pM
g - m100 uM
s 4 I 1000 pM
$
= 24
: |
< 1
z | [
Z 05 I
0,25 Q
Lo Lo =1 =] £
oS <8 < O < SO T QS O
0,125 -
3 6 12

Tempo de tratamento (h)

Figura 13 - Niveis de expressdo génica (pelo calculo 2°) de fub em resposta aos
tratamentos com 0, 10, 100 ou 1000 uM de ABA de folhas da variedade de
milho pl-ww por 3, 6 e 12 horas. Letras iguais indicam que ndo existem
diferencas significativas pelo Teste de Kruskal-Wallis, a=0,01 (n = 18).

5.3 VALIDACAO DO EXPERIMENTO PARA QUANTIFICACAO
DOS TRANSCRITOS POR gRT-PCR

Ap6s a determinagdo das concentragdes dos iniciadores e sele¢ao
do gene de referéncia, foi possivel realizar as curvas de validacdo, nas
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quais foi mantida entdo, a concentra¢do dos iniciadores fixas, sendo
realizada diluigdo em série de uma amostra de cDNA do grupo controle.

Para cada gene alvo foram geradas curvas-padrio nas quais a
declividade da reta (slope), foi usada para determinar a eficiéncia da
gPCR. Alguns genes utilizados como genes alvo no presente estudo ja
haviam sido validados: j-ecs, gsh-s e act (Mello et al,. 2012) e gst23 e
sod2. As curvas de validagdo dos genes fub, Zmact, apxl, apx2, catl,
cat3 e gsrl foram realizadas apés dilui¢do seriada do cDNA nas
concentragdes de 100 ng/pL, 20 ng/uL, 4 ng/uL, 0,8 ng/uL e 0,16
ng/uL. Considerando que cada placa para PCR em tempo real tem
espaco para 96 amostras, ndo foi possivel realizar todas as curvas
simultaneamente na mesma placa. Sendo assim, o par de iniciadores
para o gene controle (fub) teve uma curva realizada em cada placa de
validacdo, para que as curvas dos genes alvo pudessem ser comparadas
com esta sob as mesmas condi¢des (figura 14 e 15). Para verificar se as
eficiéncias de cada gene alvo e do gene de referéncia rub estavam
paralelas, foi calculada a variagdo do delta Ct conforme a diluigdo da
amostra (figura 16).

Os genes da cat2, mpk5, RbohA, RbohB, RbohC e RbohD (tabela
3) ndo foram incluidos nas andlises de expressdo uma vez que a
amplificagdo ndo foi considerada homogénea entre as triplicatas das
placas de PCR (cat2) ou os resultados das curvas de validagdo ndo
foram satisfatdrios, apresentando eficiéncia fora dos padrdes aceitaveis,
ou seja eficiéncia fora do intervalo de 1,8 a 2,2, ou 90 e 110%
(Schmittgen e Livak, 2008). Nesse caso, os demais genes da tabela 3
foram excluidos das analises de expressdo génica, pois ndo cumpriam 0s
requisitos para serem calculados pelo método do Ct comparativo (Dados
ndo mostrados).

Os valores de eficiéncia e R* das curvas de validacdo obtidos com
os iniciadores investigados no presente estudo encontram-se na tabela 4,
agrupados conforme as placas realizadas, sendo que fub aparece
numerada de acordo com cada corrida (I, II, III, IV, V). Os alvos act, -
ecs, gsh-s, gst23 e sod2 ja haviam sido validados anteriormente (Hermes
et al., no prelo) e foram incluidos nesse trabalho como genes alvo.
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Tabela 3 — Iniciadores testados, mas ndo incluidos nas andlises de quantifica¢do de transcritos.

.. Concentragio N° Acesso A .
Genes de Zea mays Iniciadores (nM) GenBank Referéncia
atalase 2 TCATCATACGCATGGAACCAA 500 NM_001111840 Este estud
catatase cat2 GCGGAAACGCGATTCAGTAC 100 1 ste estudo
. TCTGCTCGGCGGTCAACT 500 Zhang et al,
MAP kinase 5 mpk5  AAGGCGTTGGCGATCTTCTT 100 ABO16802 2010
homologos A da oxidase CACACGTGACCTGCGACTTC 100 DQ855284 Zhang et al,
do burst respiratorio rbohA CCCCAAGGTGGCCATGA 300 2010
homdlogos B da oxidase GGCCAGTACTTCGGTGAAACA 500 EUS07966 Zhang et al,
do burst respiratorio rbohB ATTACACCAGTGATGCCTTCCA 300 2010
homologos C da oxidase TTCTCTTGCCTGTATGCCGC 100 DQ897930 Zhang et al,
do burst respiratorio rbohC CTTTCGTATTCCGCAGCCA 500 2010
homdlogos D da oxidase CCGGCTGCAGACGTTCTT 500 EF364442 Zhang et al,
do burst respiratorio rbohD CCTGATCCGTGATCTTCGAAA 500 2010
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Figura 14 - Curvas-padrao obtidas para validacao de amplificagdo dos alvos. Placa de PCR ntimero 1 (tub 1, apx2, catl e cat3).
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5.4 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO RELATIVA DOS GENES-
ALVO POR qRT-PCR

Esse trabalho teve a finalidade de investigar a expressdo dos
genes act, Zmact, catl, cat3, apxl, apx3, sod2, gsri, gsh-s, y-ecs e gst23
em folhas de plantulas de milho, variedade pl-ww, na presenca de
diferentes concentragdes de ABA (Zhang et al., 2006; Jiang e Zhang,
2001). A expressao relativa dos genes alvo foi estimada nas amostras de
folha tratadas em relagdo a plantas controle ndo tratadas para cada
tempo de coleta, utilizando a a-tubulina como gene de referéncia.

Todos os resultados apresentados a seguir sdo estatisticamente
significativos pelo teste estatistico de Kruskal-Wallis, com nivel de
significancia de 99%. Como ja mencionado anteriormente, as amostras
que receberam concentragdo de 1000 uM de ABA terdo seus dados
apresentados nos graficos (figura 17, 18 e 19), porém ndo foram
incluidos nas analises estatisticas. Além disso, ¢ necessario lembrar que
as andlises estatisticas foram realizadas para cada tempo de coleta do
mesmo gene em separado. Dessa forma, cada gene foi contemplado com
3 analises estatisticas em separado (para 3, 6 e 12 horas).

Os valores dos niveis de transcritos do gene act (figura 17)
obtidos para o tempo 3 horas foram 1 (controle) e 2 (100 uM de ABA).
Para 6 horas, os valores de expressdo do grupo controle e do grupo 100
uM foram de 2 e 7, respectivamente. Para 12 horas, foi verificado
aumento do grupo controle em relacdo ao grupo tratado com 100 uM de
ABA, com valores passando de 2 para 10.

Com relagdo ao gene Zmact, houve aumento nos niveis de
transcritos para os 3 tempos de coleta na concentragdo de 100 uM de
ABA em relacdo a dgua. O aumento foi de 3,3 vezes para 3 horas, 2,9
vezes para 6 horas e 2,8 vezes para 12 horas de tratamento (figura 17).
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Tabela 4 — Valores de eficiéncia, coeficiente de determinagdo (Rz) e temperatura de melting (Tm) obtidos nas curvas de validagao.
Tub 1 —valores referentes a curva de validagdo realizada na primeira placa de PCR em tempo real; tub II — valores referentes a
curva de validagdo realizada na segunda placa de PCR; fub III — valores referentes a curva de validagdo realizada na terceira placa
de PCR; fub IV — valores referentes a curva de validagdo realizada na quarta placa de PCR; tub IV — valores referentes a curva de
validacdo realizada na quarta placa de PCR.

Eficiéncia 2 Tm
Gene (%) R experimental (°C)
o-tubulina I* tub 95,38 0,9953 79,5
actina*® act 95,27 0,9845 74,8
y-glutamil cisteina sintetase* y-ecs 93,57 0,9734 75,9
glutationa sintetase* gsh-s 98,04 0,988 81
glutationa S-transferase* gst23 90,65 0,9783 76,7
o-tubulina I1 tub 1 102,11 0,9782 80
ascorbato peroxidase?2 apx2 107,82 0,9815 78,6
catalasel catl 100,33 0,9793 77
catalase2 cat2 110,95 0,9425 75,9
catalase3 cat3 101,28 0,9903 80,4
o-tubulina IIT tubll 93,31 0,9827 80,5
ascorbato peroxidase citosolica apxl 91,99 0,9738 77,2
o-tubulina IV* tublIll 106,79 0,9168 80
superoxido dismutase2 * sod2 100,38 0,8231 79,14
o-tubulina V tublV 103,60 0,99 80,12
glutationa redutasel gsrl 92,30 0,96 75,53
Zm actina Zmact 99,00 0,94 76,44

*(Hermes et al., no prelo)
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Figura 17 - Nivel de expressao relativa dos genes act, Zmact, catl e cat3, em folhas da variedade de milho pl-ww
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paramétrico de Kruskal-Wallis com o = 0,01. Testes realizados de forma independente para cada tempo de
tratamento.



w0 M

# 10 pM

.{ =100 pM
1000 M

Nivel de expressiio relativa
=

2
Th

Tempo de tratamento (h)

sod2 w0 pM

Nivel de expressio relativa

=

Tempo de tratamento (h)

Figura 18 - Nivel de expressdo relativa dos genes apx1, apx2, sod2 e gst23 em folhas da variedade de milho p1-ww tratadas
por 3, 6 e 12 horas com 0, 10, 100 ou 1000 uM de ABA. As quantidades relativas dos transcritos foram calculadas por
qRT-PCR usando o método ACy e a-tubulina como gene de referéncia. Os dados sdo apresentados como média = desvio
padriio, n = 18. Letras iguais indicam que ndo existem diferengas significativas pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-

=

Nivel de expressiio relativa

=
in

128

Nivel de expressio relativa
S

0,25 4
0,125 =

)M

= 10pM

w100 pM
1000 pM

Tempo de tratamento (h)

gst23

I
I ! !
| R &
& 12

Tempo de tratamento (h)

I

Wallis com o = 0,01. Testes realizados de forma independente para cada tempo de tratamento.

M
=10 uM
=100 uM

1000 pM

83



Y-ecs =0 uM gsh-s w0 uM

128 =10 pM £ =10 uM
E 64 I & 00 M _g i w100 uM
. 1000 M ] 1000 gM
2 Es
i l i
% 8 ;4
. 4 s 3
- I :

7 I 'L £
0.5 LB 05 : —
3 6 3
Tempo de tratsmenio (h) Tempo de tratamento (k)
Figura 19 - Nivel de expressdo relativa dos genes
gsrl il y-ecs, gsh-s e gsrl em folhas da variedade de

G e milho pl-ww tratadas por 3, 6 e 12 horas com 0,

10, 100 ou 1000 uM de ABA. As quantidades

'4::;1 ! i relativas dos transcritos foram calculadas por
'E [ 1000 ub qRT-PCR usando o método ACr e a-tubulina
2 4 como gene de referéncia. Os dados sdo
E apresentados como média + desvio padrdo, n =
e 1 18. Letras iguais indicam que ndo existem
2 diferengas  significativas pelo teste ndo
“ paramétrico de Kruskal-Wallis com o = 0,01.
0.5 — Testes realizados de forma independente para

- cada temno de tratamento.
Tempo de tratamenta (h)



85

No que se refere aos niveis de transcritos dos genes de catalase
(figura 17) analisados, primeiramente com relagdo ao gene catl, em 3
horas de tratamento, foi possivel observar um aumento em relagdo as
amostras controle tanto nas folhas tratadas com 10 uM de ABA (1,7
vezes), quanto para 100 uM de ABA (3,7 vezes). Para 6 horas, houve
aumento nos niveis de transcritos da agua para 10 uM (1,4 vezes), e de
3,8 vezes do controle para 100 uM. Em 12 horas, os niveis de transcritos
aumentaram da agua para 100 uM de ABA (5,1 vezes) Ja quanto aos
niveis de transcritos do gene cat3, ndo foram encontradas diferencas
estatisticas significativas entre os tratamentos para nenhum dos tempos
analisados.

Os niveis de transcritos de dois genes de ascorbato peroxidase
foram analisados, apx! e apx2 (figura 18), sendo que ndo foram
encontradas diferencas significativas na sua expressdo, exceto para os
niveis de transcritos do gene apx/ no tempo de 6 horas. Nesse caso, a
expressdo aumentou 2,4 vezes de amostras agua para as amostras
tratadas com 100 uM de ABA (de 0,8 da agua para 1,9 da solucdo de
ABA).

Quanto aos niveis de transcritos observados para o gene sod2
(figura 18), em 3 horas nio foi verificada diferenga entre os tratamentos.
Porém, diferencas foram observadas apos 6 e 12 horas de tratamento.
Foi observado aumento para amostras tratadas com 100 uM de ABA em
relagdo ao controle de 3,4 vezes (6 horas) e 5,6 vezes (12 horas, nesse
caso variando de 0,5 para 2,8).

Os niveis de transcritos dos genes responsaveis pela sintese de
glutationa também foram analisados (figura 19). Para o gene j-ecs, apds
3 horas, ndo houve diferenga entre os tratamentos. Em 6 horas, de 100
uM de ABA em relagdo ao controle (dgua) houve um aumento de 3,8
vezes. Nas 12 horas, foi observado aumento de 6,7 vezes na expressdo
de jy-ecs na presenga do ABA 100 uM em relagdo ao controle (agua) 12
horas.

No caso do gene gsh-s, em 3 horas, foi observado aumento na
expressdo da amostra tratada com ABA 100 pM para a amostra controle
de 2,3 vezes. Apds 6 horas houve aumento nos niveis de transcritos da
agua para 100 uM (2,6 vezes). Apds 12 horas ndo foram detectadas
diferengas estatisticas significativas entre os tratamentos para o gene
gsh-s.

Na quantifica¢do dos niveis de transcritos do gene gsz23, para 3
horas os valores encontrados foram 1, 2,2 e 4,1 para 0, 10 ¢ 100 uM,
respectivamente. Para 6 horas os valores foram 1,6 (controle), 2,4 (10
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uM) e 8,1 (100 pM). No entanto, para 12 horas os valores foram,
respectivamente, 0,3, 2,3 € 9,4 para 0, 10 e 100 uM.

Para a quantificagdo de transcritos do gene da gsr/ ndo houve
diferencgas entre os tratamentos em 3, 6 ou 12 horas (figura 19).

55 DETECCAO HISTOQUIMICA DE PEROXIDO DE
HIDROGENIO

Na tentativa de se observar a formagdo do perdxido de hidrogénio
em plantulas de milho em resposta ao ABA conforme descrito
anteriormente (Zhang et al., 2006), foram testadas algumas varia¢des do
método da visualizacdo do perdxido com o uso do DAB como substrato.
Os resultados dos experimentos DAB1, DAB2, DAB3, DAB4 ¢ DABS
podem ser visualizados nas figuras 20 e 21. Pode-se observar que néo
foi possivel verificar diferencas na marcagdo do peroxido de hidrogénio
entre as folhas das plantulas tratadas e controles pelo método utilizado
em nenhuma das tentativas realizadas. As folhas expostas a agua
apresentaram coloragdo marrom de intensidade semelhante a das folhas
tratadas com ABA. Este resultado difere de trabalho anterior, no qual as
amostras de folhas de milho apresentaram coloragdo marrom apds o
tratamento com ABA e as amostras controle ndo apresentaram coloragdo
(Zhang et al., 2006).
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Figura 20 - Analise da producdo de perdxido de hidrogénio, coloragdo por DAB, em folhas de
plantulas de milho. DABI1 - Tratamentos: agua, 10, 100 ou 1000 uM de ABA, 3 horas. DAB?2 -

Tratamentos: 4gua, 100 pM de ABA, 3 horas. DAB3 - Tratamentos: 4gua ou 100 uM de ABA, 3
horas.
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6 DISCUSSAO

6.1 AEXPRESSAO DE GENES DO SISTEMA ANTIOXIDANTE EM
PLANTULAS DE MILHO POR ¢RT-PCR

Os niveis de expressdo de genes variam de acordo com algumas
condi¢des como, por exemplo, sua posicdo dentro do ciclo celular ou
mediante exposi¢do a drogas, hormdnios ou outros estimulos. Sendo
assim, a analise de expressdo génica requer que a medida de sequéncias
alvo de mRNA seja realizada de forma sensivel, precisa e reprodutivel.
Uma das formas de se realizar essa quantificagdo ¢é através da
combinacdo da transcricdo reversa com a reagdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR), a qual se constitui numa metodologia sensivel
uma vez que amplifica exponencialmente pequenas quantidades de
acido nucleico. Essa sensibilidade permite a detec¢do de mRNAs raros
ou uso de pequenas quantidades de tecido (Schmittgen et al., 2000).

Apos a escolha dos genes a serem incluidos nas analises em um
experimento de qRT-PCR, € necessario que se efetue a titulacdo dos
iniciadores no intuito de que se obtenha a combinag@o de concentracdes
(forward/reverse) mais adequada. Nesse caso, analisando-se as curvas
de amplificacdo e melting, torna-se necessario que se evite a formagao
de dimeros, e como se espera a amplificacdo apenas do fragmento
desejado, iniciadores que apresentem curvas de melting com dois picos
devem ser sempre rejeitados de um experimento de qRT-PCR. Também
¢ desejavel que entre as triplicatas técnicas exista uniformidade,
devendo estar de preferéncia, sobrepostas. Outro ponto a ser
considerado ¢ o valor do Ct, que deve ser baixo, indicando maior
quantidade de produto da PCR (amplicon) (Schmittgen e Livak 2008).
Na titulagdo dos iniciadores realizada no presente trabalho houve o
cuidado para que tais observagdes fossem contempladas.

Muitas variaveis devem ser controladas num experimento de
analise de expressdo génica, como por exemplo, a quantidade de
material inicial, eficiéncia enzimatica e diferencas entre tecidos ou
c¢lulas em total atividade transcricional. Muitas estratégias tém sido
utilizadas para normalizar tais variagdes, sendo a mais utilizada delas o
uso de genes de referéncia, ou controle interno. A expressdo deste gene
ndo deve variar nos tecidos e células sob investigagdo, ou em resposta
ao tratamento experimental (Vandesompele ef al., 2002).

Genes envolvidos em processos celulares basicos, como os
mantenedores da estrutura celular ou envolvidos no metabolismo
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primario, sdo geralmente escolhidos como normalizadores. Porém, os
niveis de transcritos desses possiveis genes de referéncia nem sempre
sdo estaveis e seu uso sistematico sem validacdo prévia pode levar a
interpretagdo erronea dos resultados. Ainda, ndo existe um gene de
referéncia confidvel para ser universal e que sirva para todos os
experimentos e materiais bioldgicos. Entdo, a identificacdo de genes de
referéncia deve ser feita para cada espécie e condicdo experimental
(Almeida et al., 2010; Gutierrez et al., 2008). Para a producdo de
resultados apurados e confiaveis num experimento de qRT-PCR, a
validacao de genes de referéncia, portanto, deve ser componente integral
das analises (Guenin et al., 2009).

No presente estudo, buscou-se o gene de expressdo mais
constante entre 3 candidatos a gene de referéncia (tub, act e Zmact).
Nenhum deles apresentou uma expressdo constante frente aos
tratamentos com todas as concentracdes de ABA aplicadas as plantulas
de milho (figura 12). Porém, com relagdo ao gene fub, através de
analises estatisticas, houve possibilidade de reunido dos grupos controle
e tratados com 10 e 100 uM de ABA. Dessa forma, foi realizada a
quantificacdo dos transcritos dos genes alvo de forma mais apurada e
confiavel. Além disso, optou-se por utilizar o nivel de significancia de
99%, havendo apenas 1% de chance de erro nos testes estatisticos
realizados, o que aumenta a confiabilidade dos resultados obtidos
(figura 13).

Tem sido proposto que se realize o célculo de um fator de
normaliza¢do baseado em multiplos controles internos para a realizagdo
de uma normalizagdo mais apurada e confiavel dos dados de expressdo
génica (Vandesompele et al., 2002). Estudos t€m sido realizados com a
normalizagdo de seus dados de expressdo génica dessa forma (Hachez et
al., 2006; Parent et al, 2009). No presente estudo, no entanto, foi
realizada a tentativa de se obter um padrio de expressdo mais
homogéneo pelo célculo da média geométrica entre tub e Zmact, porém,
pelo resultado obtido (figura 12), optou-se pela ndo utilizagdo desse
novo valor normalizador uma vez que seu padrdo de expressdo foi muito
variado. Esse resultado pode ter ocorrido devido & ampla variagdo de
expressdo da Zmact. Se houvesse outro gene com expressdo mais
constante frente aos tratamentos, tal normalizagdo entre médias poderia
resultar em um fator normalizador mais homogéneo.

No que se refere a validacdo de genes, para que fosse utilizado o
método do Ct comparativo para as analises de quantificacdo relativa dos
transcritos alvo, foram geradas curvas-padrdo com amostra controle
diluida de forma seriada tanto para genes alvo quanto para o gene de
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referéncia. Nesse caso, para cada curva-padrio foram calculados valores
de eficiéncia, a partir da equagdo m = -(1/Log E) ou E = (107 _1) x
100. Nesse caso, as eficiéncias devem estar entre 1,8 ¢ 2,2 ou 90 ¢ 110%
para que sejam validos os calculos realizados por esse método. No
presente estudo foram obtidos valores dentro dessa faixa (tabela 4) e
assim os calculos da quantificagdo relativa pelo método do Ct
comparativo puderam ser realizados (Livak e Schmittgen 2001;
Schmittgen e Livak, 2008).

Em seguida, foram realizadas curvas reunindo o logaritmo da
diluicdo do cDNA versus Delta Ct (Ct gene alvo — Ct gene de
referéncia) para cada diluicdo (figura 16). Pode-se afirmar que os
valores obtidos nessas curvas foram satisfatorios, uma vez que ¢
exigéncia para a realizacdo da quantificacdo relativa dos genes alvo pelo
método do Delta Ct que o valor absoluto do slope seja proximo a zero, o
que significa que as eficiéncias dos genes alvo e de referéncia sdo
similares (Livak e Schmittgen, 2001; Schmittgen e Livak, 2008).

Reunidos os pressupostos de validacdo do experimento para a
eficiente realizacdo dos célculos dos transcritos pelo método do Ct
comparativo, foram realizadas as curvas de amplificagdo com as
amostras de cDNA extraido de folhas de milho tratadas com ABA 0, 10,
100 e 1000 uM em triplicatas técnicas nas placas de PCR e em trés
experimentos independentes para os genes alvo act, Zmact, y-ecs, gsh-s,
gst23, gsrl, apx1, apx2, catl, cat3 e sod?2.

Antes de serem abordados os resultados da quantificagdo, ha que
se fazer um paréntese a respeito da grande variagdo encontrada nas
amostras que receberam o tratamento de solu¢des de 1000 uM de ABA.
Apbs as andlises estatisticas, optou-se por excluir tais amostras da
analise uma vez que pelo teste de Kruskall-Wallis ndo foi possivel
agrupa-los com o restante dos tratamentos, sendo estatisticamente
diferente dos demais, com 99% de significancia. Para tais amostras, os
valores de expressdo dos transcritos apresentaram valores, no geral,
muito elevados, assim como elevados desvios-padrio.

Em estudo anterior (Jiang e Zhang, 2001) realizado em plantulas
de milho tratadas com as mesmas concentragdes empregadas no
presente estudo, concluiu-se que em plantulas tratadas com solucdo de
1000 uM de ABA houve geracdo mais elevada de superdxido de
oxigénio e H,0,, porém, as atividades das enzimas antioxidantes e os
conteudos de carotenoides e o—tocoferol, apesar de mantidos em altos
niveis, ndo foram maiores que os encontrados para o tratamento com
100 uM de ABA, também ndo ocorrendo mudangas nos niveis de
ascorbato e glutationa. Assim, altas concentra¢cdes de ABA induzem a
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geragdo excessiva de ROS e levam a dano oxidativo em células de
folhas de milho, ao passo que tratamentos com baixas concentragdes (10
ou 100 uM), induzem o sistema antioxidante contra danos oxidativos
(Jiang e Zhang, 2001). Tal resultado pode fornecer pistas da causa do
comportamento encontrado para os transcritos dos genes do presente
estudo frente a alta concentragdo de ABA. Nao se pode chegar a
conclusdes definitivas com respeito a esse fato apenas através dessa
informagdo, mas no minimo é possivel supor que as células estavam
sofrendo de grande estresse.

Pesquisas relatam o uso dos transcritos de actina como genes de
controle interno em experimentos com aplicagdo de tratamento de ABA
em milho por PCR convencional (Hu et al., 2007; Zhang et al., 2006),
porém no presente trabalho, os dois genes de actina (act e Zmact)
apresentaram variagdes consideraveis frente aos tratamentos com o
hormonio. Sendo dois genes diferentes (Soderlund et al., 2009; Zhang et
al., 2010) ¢ interessante notar que ambos mostraram uma amplitude de
variagdo em suas expressdes relativas  bastante  distintas.
Desconsiderando-se as concentracdes de 1000 uM de ABA, enquanto
que o gene da act mostra padrdes de variagdes que vao de 1 a 10,4, os
transcritos do gene Zmact mostraram amplitude menor (de 1 a 3,7
vezes). Para efeito de comparacdo, ao considerarmos a maior
concentracdo de ABA, os valores extremos passam a ser de 50,2 (act) e
7,8 (Zmact). E interessante salientar que o gene da actina tém mostrado
variagdes frente a diferentes condi¢cdes experimentais entre diferentes
espécies animais e vegetais (Bas et al., 2004; Czechowski et al., 2005;
Lee et al., 2002; Radoni¢ et al., 2004; Schmittgen e Zakrajsek, 2000).

Trabalhos realizados com a planta Commelina communis
mostraram que em células-guarda de estdmatos abertos sob a luz do dia,
filamentos longos de actina s8o arranjados no cortex da célula e irradiam
a partir do poro estomatico. Quando em contato com o ABA, que se
constitui num sinal para o fechamento estomatico, ¢ induzida a rapida
despolarizagdo dos filamentos de actina corticais, havendo a formagdo
de um novo tipo de filamento de actina, randomicamente orientados
através da célula. Explica-se que as mudangas na actina induzidas pelo
ABA nas células-guarda da planta sejam mediadas pelos niveis de célcio
citosolico, que age como um sinal mediador na reorganizagdo da actina,
bem como devido as atividades das proteinas kinases e fosfatases que
participam da remodelagem da actina nessas células durante o
fechamento estomatico induzido pelo ABA (Eun e Lee, 1997; Hwang e
Lee, 2001).
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Em relagdo aos genes envolvidos no sistema antioxidante, nesse
estudo, foram encontradas variagdes nas respostas a diferentes
concentracdes de ABA para os transcritos do gene cat/ enquanto que
nao foram encontradas diferencas significativas entre os transcritos do
gene cat3.

Foi demonstrado que tratamento com ABA induz a expressao do
sistema antioxidante, sendo reportado aumento na atividade enzimatica
de catalases total (Jiang e Zhang, 2002; Zhang et al., 2006; Jiang e
Zhang, 2001), bem como aumento na expressdo do gene cat! em folhas
de milho (Zhang et al., 2006), o que estd em concordincia com o0s
resultados do presente estudo.

Em estudo com embrides de milho, também foi demonstrado que
cada catalase responde de forma diferente a0 ABA aplicado de forma
exdgena (Williamson e Scandalios, 1992), assim, enquanto os niveis de
atividade enzimatica e transcritos cat/ aumentaram de forma rapida, os
niveis de transcritos cat3 permaneceram inalterados. Embora as 3
catalases convertam o H,O, em moléculas menos toxicas, as 3 isozimas
de milho sdo bastante diferentes. As regides promotoras de cada gene
cat contém multiplos elementos controle, que variam em nimero e
combinagdo, o que resulta num complexo e multifacetado padriao de
resposta Unico para cada CAT. Além do padrdo de expressdo
diferenciado, as catalases também exibem diferencas bioquimicas entre
si, podendo catalisar a dismutacao direta do H,O, ou usar essa ROS para
oxidar substratos tais como metanol, formaldeido e nitrito, nesse caso
através do modo de acdo de peroxidagdo (Williamson e Scandalios,
1992). Sendo classificadas em monofuncionais (que realizam a
dismutacdo) ou bifuncionais (com atividade de dismutacdo e
peroxidacdo), sugere-se que as ultimas sejam encontradas em
procariotos e eucariotos inferiores, como fungos e protistas, sendo as
primeiras encontradas nos demais eucariotos. Porém, mesmo catalases
monofuncionais podem realizar a catdlise da peroxidacdo dependente de
H,0, de pequenas moléculas orgénicas, como o etanol (Mhamdi;
Noctor; Baker, 2012).

Outra pesquisa avaliou o acimulo de transcritos em resposta ao
tratamento com ABA por até 24 horas em luz constante. Dessa vez,
novamente, com relacdo ao nivel de transcritos de catl/, houve um
aumento significativo em resposta ao ABA apos 4 horas de tratamento,
sendo niveis maximos atingidos depois de 12 e 24 horas de tratamento.
Por outro lado, os niveis de transcritos do gene cat3 diminuiram apos 4,
8, 12 e 24 horas de tratamento. O mesmo estudo avaliou o acimulo de
transcritos cat, a atividade total enzimatica e cada isozima em resposta
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ao ABA durante varios estagios da embriogénese e germinagdo,
concluindo que cada transcrito cat responde de forma diferente ao ABA
em cada estagio de desenvolvimento examinado (Guan e Scandalios,
1998a).

Pode-se pensar que, se formas bioquimicamente distintas de uma
enzima localizam-se em compartimentos e tipos celulares especificos, a
funcdo de cada isozima esta correlacionada com o processo metabolico
daquele compartimento (Williamson e Scandalios 1992). Recentemente
sugeriu-se que os principais fatores capazes de distinguir a fungdo dos
produtos dos 3 genes sdo a localizacdo e o0 momento em que eles sdo
expressos ao invés de diferencas bioquimicas entre eles e seus produtos
(Mhamdi; Noctor; Baker, 2012).

As catalases de plantas, sendo codificadas por apenas 3 genes
aparentam falsa simplicidade. O conhecimento sobre a funcdo das
catalases vegetais ainda € obscurecido por incertezas. Questdes ndo
resolvidas incluem as funcdes fisioldgicas especificas das diferentes
isoformas da enzima, a distribuicdo subcelular das catalases e os
mecanismos que determinam tal distribui¢do, além do verdadeiro
significado biologico dessas enzimas. O que se sabe € que apenas o gene
da cat? tem funglo indispensavel para condigdes de crescimento em
condigdes nas quais a fotorrespiracdo ¢ relativamente ativa. As funcdes
das outras duas catalases ainda ndo foram esclarecidas (Mhamdi;
Noctor; Baker, 2012).

Com respeito as funcdes das catalases, além do controle que
opera no nivel de expressdo génica transcricional, pode haver também
controle da abundincia de proteina sendo regulada poés-
transcricionalmente (Mhamdi; Noctor; Baker, 2012).

Em relacdo as respostas encontradas para os transcritos das
enzimas APX, ambas citosolicas (Alexandrov et al, 2009; Van
Breusegem et al., 1995), no geral, ndo houve diferengas significativas,
exceto para o tempo de 6 horas o gene apxl, apresentou incremento na
transcrigdo das amostras controle para as tratadas com 100 uM de ABA.
Uma importante caracteristica de tais enzimas consiste na sua
instabilidade na auséncia de ascorbato, uma vez que concentracdes
celulares menores que 20 uM de ascorbato acarretam numa rapida perda
de atividade dessas enzimas (Shigeoka et al., 2002).

Estudos anteriores de ensaio enzimatico determinaram aumento
na atividade total de APX em resposta ao ABA 100 uM por 12 horas em
folhas de plantulas de milho (Jiang e Zhang, 2002; Jiang e Zhang,
2001). Em ensaios enzimaticos ¢ de quantificacdo de transcritos por
PCR convencional, foram reportados aumentos na atividade enzimatica,
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bem como no nivel de transcritos de gene de uma APX citosdlica em
folhas de plantulas de milho tratadas por 12 horas com ABA 100 uM
(Hu et al, 2007; Zhang et al., 2006). Ainda em tratamento com a
mesma concentracdo de ABA, por 24 horas, houve aumento na atividade
total de APX em folhas de plantulas de milho (Hu et al., 2005).

Recentemente foi utilizada a parte aérea do milho para realizar a
analise dos transcritos de 8 genes da familia APX, sendo que 6
apresentaram aumentos na expressdo devido a tratamento com 100 uM
de ABA, enquanto que os outros 2 nao foram afetados, desses, um
mitocondrial e um peroxissomal. Porém, os genes expressos no citosol
mostraram expressdo diferencial com relagdo ao ABA. Quanto a
atividade enzimatica total APX, no mesmo estudo, foi relatado aumento
em 3 horas de tratamento, diminui¢do em 6 horas e apos, novamente
aumento em 12 horas. Os autores sugerem que as respostas reduzidas de
alguns genes frente ao tratamento com ABA na parte aérea de plantas de
milho deve se dar em fungdo do padrio de expressdo temporal desses
genes. Ainda, se o gene ndo respondeu ao estresse a que foi submetido,
poderé responder a combinag¢do de mais de um estresse. Além de tudo,
genes pertencentes & mesma familia génica podem desempenhar
diferentes papéis (Liu et al., 2012). Os resultados obtidos em estudos
prévios estdo parcialmente de acordo com os resultados obtidos no
presente estudo, pois, os transcritos dos dois genes apx analisados
tiveram resultados opostos no tempo de tratamento de 6 horas das
amostras tratadas com 100 pM de ABA em relacdo aos controles.

No que se refere as respostas encontradas para o gene sod2, no
tempo de 3 horas ndo houve resposta dos tratamentos, havendo, no
entanto, variagdes das amostras controle para tratadas com a
concentracdo mais elevada de ABA para 6 e 12 horas, sendo a resposta
maior no maior tempo analisado. Foi determinado anteriormente (Jiang
e Zhang, 2001), em segmentos de folhas de plantulas de milho tratadas
em solugdes de ABA 100 uM, aumento na atividade total da enzima
SOD no curso de 24 horas, sendo que variagdes comecaram a ser
significativas apos 8 horas de tratamento. Tais resultados estdo por um
lado, de acordo com os resultados dos transcritos do presente estudo
uma vez que em 3 horas ndo foram apontadas diferencas significativas
entre as amostras controle e tratadas. Porém, no estudo anterior, as
respostas enzimaticas comecaram a ser significativas apds 8 horas,
enquanto que no presente estudo ja houve diferenca em 6 horas. Releva
notar que ensaios que fazem dosagem de atividade enzimatica total, sdo
diferentes de ensaios de quantificagdo de transcritos, os quais apontam
para a dosagem de apenas um produto génico, tal diferenca entre ensaios
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pode apontar pistas das diferencas entre os resultados obtidos. Vale
lembrar que em milho sdo encontradas pelo menos 9 isozimas SODs
(Guan e Scandalios, 1998Db).

Resultados de aumento de atividade enzimatica SOD foram
encontrados ap6s 12 horas de tratamento com ABA (Hu ef al., 2005;
Jiang e Zhang 2002). Foi demonstrado que tratamento com o horménio
causava acréscimo na atividade enzimatica SOD, observando que a
atividade enzimatica antioxidante no geral atingia valores maximos apos
12 horas de tratamento com ABA, enquanto niveis maximos de
transcritos do sistema antioxidante ocorriam em 8 horas de tratamento
(Zhang et al., 2006). O tratamento com ABA resultou em aumento na
atividade enzimatica SOD e de transcritos (sod4) em plantulas de milho
(Hu et al., 2007). Assim, resultados semelhantes aos obtidos no presente
estudo foram reportados anteriormente, porém utilizando outras
metodologias.

Quanto aos niveis de transcritos dos genes que codificam enzimas
envolvidas na rota de biossintese da GSH, o primeiro deles, y-ecs, ndo
apresentou diferencas nas 3 horas de tratamento com ABA, havendo
diferencas dose-dependente nas 6 horas, porém, o aumento mais
significativo ocorreu nas 12 horas de tratamento. No que diz respeito ao
gene gsh-s, em 3 horas houve aumento com 100 uM de ABA, em 6
horas. Em estudo anterior, apds tratamento com ABA 10, 100 e 1000
puM em plantulas de milho, o contetido de GSH aumentou em 12 horas
para a concentracdo intermedidria do hormoénio, € em 24 horas,
quantidades mais altas tanto para 10 uM quanto de 100 uM de ABA se
comparadas com amostras controle (Jiang e Zhang, 2001). Porém, outro
estudo apontou apenas para um aumento discreto na concentragdo da
GSH em parte aérea de milho tratada com concentragdo de 100 uM de
ABA por 3 horas (Liu et al., 2012).

Diferentes respostas ao ABA no teor de GSH em diferentes
gendtipos de milho foram observados. Assim, cada gendtipo, com seu
sistema redox diferenciado, pode desencadear diferentes sistemas de
sinalizagdo conforme o estresse ao qual ¢ submetido (Kocsy et al.,
2004). Outro trabalho, testando os efeitos dos horménios de estresse,
ABA e acido salicilico, bem como de estresses abidticos, como estresse
salino, osmotico, por H,O, ou condi¢gdes de cultivo em auséncia de luz,
sob as quantidades de ROS e antioxidantes em duas linhagens de milho
com diferentes tolerdncias a estresse, percebeu-se que conforme o
estresse aplicado pode haver um aumento ou uma diminui¢do de GSH,
além de mudangas nos niveis de antioxidantes entre os dois gendtipos.
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Isso indica que a resposta da planta ao estresse ¢ dependente da
tolerancia do proprio genotipo (Kellds et al., 2008).

No que se refere as respostas para os transcritos do gene gsz23,
houve aumento significativo tempo e dose-dependentes para 3, 6 ¢ 12
horas, sendo que aumento de 31,3 vezes foi encontrado no tempo de 12
horas da amostra controle para a tratada com 100 uM de ABA. Trabalho
prévio apontou para diferengas na atividade enzimatica GST, apds
tratamento com ABA, de acordo com o gendtipo de milho. Nesse caso, a
variedade tolerante ao frio/seca apresentou indices maiores de GST,
enquanto a variedade sensivel a esses estresses ndo apresentou variagao
dessa enzima de amostras tratadas versus controles (Kellos et al., 2008).

No presente estudo, com respeito ao gene da grs/, ndo foram
identificadas mudancas nos transcritos em resposta aos tratamentos com
0 horménio em nenhum dos tempos analisados. Porém, esses resultados
nao estdo em conformidade com os resultados encontrados na literatura,
pois estudos apontam para maior expressdo de um gene de glutationa
redutase e/ou aumento na atividade GR total em resposta a tratamento
com ABA (Hu et al., 2005; Hu et al., 2007; Jiang e Zhang, 2002; Zhang
et al., 2006).

Em relagdo aos resultados da expressdo de genes do sistema
antioxidante em resposta ao ABA encontrados no presente estudo,
torna-se possivel afirmar que os genes que ndo apresentaram resposta
frente aos tratamentos foram cat3, apx2 e gsrl. Quanto ao restante dos
genes, pode-se afirmar que a variagdo mais frequentemente encontrada
foi a de aumento na expressao dos transcritos das amostras tratadas com
100 uM de ABA. Dessa forma, os genes act, Zmact, catl e gst23
apresentaram aumento nas 3, 6 e 12 horas. No entanto, houve aumento
em 6 e 12 horas para sod2 e y-ecs, nas 3 e 6 horas para gsh-s e apenas
nas 6 horas e para o transcrito de apx/. J4 o aumento no teor de
transcritos nas amostras10 uM ABA ocorreram para catl (3 e 6 horas),
gst23 (12 horas) e gsh-s (6 horas). Aumentos de 10 uM para 100 uM de
ABA ocorreram para os transcritos dos genes act e y-ecs (6 horas) e para
catl e gst23 (12 horas).

Ha que se considerar que a variedade com a qual se realizou o
presente estudo apresenta expressdo diferencial de flavonoides. Sendo
assim, existe a possibilidade de o seu sistema antioxidante apresentar
alguma variabilidade em rela¢do as variedades de milho cuja expressdo
de flavonoide ndo apresenta variagdo. Porém isso ndo pode ser afirmado
de forma conclusiva, sendo necessarios novos estudos para mais
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esclarecimentos a respeito do tema, como a comparagdo da resposta ao
ABA de folhas de milho com baixo e com alto teor de flavonoides.

6.2 DE:[ECCAO HISTOQUIMICA DE PEROXIDO DE
HIDROGENIO EM PLANTULAS DE MILHO USANDO DAB

No intuito de detectar a producdo/presenga do perdxido de
hidrogénio, a técnica que utiliza o substrato DAB tem sido amplamente
utilizada em diversas plantas, como por exemplo, em cevada (Hordeum
vulgare) (Vanacker; Carver; Foyer, 2000), em Arabidopsis thaliana
(Fryer et al., 2003; Galletti et al., 2008; Fryer et al., 2002; Mullineaux;
Karpinski; Baker, 2006; Xing; Xia; Zhang 2008), bétula (Betula
pendula) (Pellinen et al., 2002), em arroz (Oryza sativa) (Chao; Chou,
Kao, 2011; Hsu e Kao, 2007), em milho (Hu et al, 2007; Hu et al.,
2006; Tossi; Cassia; Lamattina, 2009; Zhang et al., 2006; Zhang et al.,
2010), entre outras.

Para efetuar a detec¢do de ROS em tecidos vivos € importante
que a técnica a ser aplicada ndo perturbe o sistema de forma severa, mas
que apenas indique a presencga e o local de produgdo dessas espécies.
Um dos problemas em se detectar ROS em sistemas biologicos decorre
do seu tempo de vida muito curto. Consequentemente, as sondas que
detectam ROS devem ser introduzidas perto do seu local de producao
para que ela possa reagir diretamente com as ROS logo apos sua
producdo. Além disso, em fun¢do da ampla distribuicdo e alta afinidade
dos sistemas antioxidantes em tecidos, as sondas para detectar as ROS
devem ter alta afinidade por essas moléculas para que possam competir
com os sistemas de detoxificagdo de ROS nos tecidos (Driever et al.,
2009).

Argumentos desfavoraveis ao uso da técnica residem na alta
toxicidade da sonda. Foi demonstrado que quando diretamente infiltrado
em folhas de tabaco, ndo deve ser aplicada concentragdo maior que 0,1
mg/mL, pois altas concentra¢cdes da sonda interferem fortemente na
fotossintese, o que pode distorcer as respostas das folhas ao DAB em
experimentos de estresse. Em solucdo de incubagdo, se usa
frequentemente solugdes de 1-2 mg/mL, porém, sendo aplicados por
infiltragdo assistida pela transpira¢do, as concentragdes no interior da
folha sdo provavelmente menores. Ainda, uma vez que ¢ necessario
remover a clorofila, as folhas ndo podem ser usadas para detec¢do do
peroxido de hidrogénio em tempo real (Snyrychova ef al., 2009). Ainda,
a sonda deve ser manuseada pelo pesquisador com extremo cuidado
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devido a sua alta toxicidade (Driever et al, 2009), por ser uma
substancia possivelmente carcinogénica (Snyrychova et al., 2009).

No presente estudo, a técnica foi testada de diversas formas, com
0 objetivo de que os resultados apresentassem similaridade com os
encontrados na literatura, nos quais, no local da folha onde havia
producdo maior de peréxido de hidrogénio, havia coloragdo marrom
mais marcante, resultante da reagdo do perdxido de hidrogé€nio com o
DAB (Hu et al., 2007; Hu et al., 2006; Tossi; Cassia; Lamattina, 2009;
Zhang et al., 2006; Zhang et al., 2010). Porém, os resultados do presente
estudo ndo condizem com os resultados encontrados na literatura, pois
se esperava que as plantas que receberam ABA produzissem mais
peroxido de hidrogénio, sendo a marcagdo marrom produzida de uma
coloragdo mais intensa, se comparadas com as plantas controle. Porém,
foi observado (figuras 10 a 14), que tanto as plantas que receberam o
tratamento do ABA (seja na concentragdo de 10, 100 ou 1000 uM)
quanto as controle apresentaram coloragdes semelhantes.

O DAB ¢ dissolvido em agua reduzindo o pH para 3,6 (Driever,
et al., 2009) ou 3,8 (Zhang et al., 2006). Primeiramente prepara-se uma
solugdo de agua adicionando HCI e entdo adiciona-se o DAB, agitando a
solugdo até que o DAB dissolva completamente. O DAB degrada na luz,
portanto devem ser tomados cuidados para que ndo fique exposto.
Ainda, recomenda-se que a solug@o seja preparada para uso imediato
(Driever et al., 2009). A sensibilidade do DAB a luz ja foi questionada
(Snyrychova et al., 2009), no entanto, para o experimento, as medidas
acima foram todas seguidas, ndo havendo razdes para obter resultados
diferentes dos esperados em funcdo de falhas na técnica de uso do DAB
em tais aspectos.

Uma explicagdo vidvel para a ndo observacao de diferencas entre
plantulas controle e tratadas poderia residir em possiveis equivocos na
execucdo da técnica. No decorrer dos experimentos, versdes da técnica
foram realizadas no intuito de descobrir eventuais erros na execucao do
método. Foram modificadas algumas condi¢des do ensaio que, muitas
vezes, ndo estdo explicitas de forma clara na descri¢do do procedimento
nos artigos disponiveis. O uso de agua destilada, a permanéncia das
plantulas no DAB at¢ o fim dos tratamentos, a diminuicdo da
intensidade luminosa durante a permanéncia das plantulas no DAB, a
permanéncia das plantas por 5 horas no DAB e o ajuste do pH da
solucdo de DAB foram mudangas importantes mas que ndo foram
suficientes para o total aperfeigoamento do método, de forma que nao
foi possivel realizar a detec¢do de diferengas da marcacdo de producgdo
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de peroxido de hidrogénio entre plantulas de milho controle e tratadas
com ABA.

Ao se observar o aspecto das folhas no geral, desde a primeira
tentativa (DABI, figura 20) até a Gltima (DABS, figura 21), nota-se um
“clareamento gradual”, sendo que as folhas das primeiras tentativas
apresentam coloragdo mais escura se comparadas com as ultimas. Isso
pode revelar que as mudangas na aplicagdo da metodologia foram
validas no sentido de que nos ultimos experimentos, as folhas podem ter
sofrido um estresse menor se comparadas com as folhas dos primeiros
ensaios (fora o efeito do ABA, pois os tratamentos, embora variando a
concentracdo, foram sempre com esse hormonio).

O experimento foi realizado, no geral com o milho variedade P1
ww, porém, para verificar se os resultados que estavam sendo obtidos
eram devidos a uma possivel resposta especifica da variedade pl-ww
(que apresenta baixa expressdo de flavonoides), foi realizada uma
tentativa de aplicar a metodologia em outra variedade de milho, P1-rr,
que por sua vez, possui expressdo aumentada desses compostos. Porém,
como relatado, o resultado foi similar ao observado para variedade P1
ww (figura 21).

No entanto, a coloracdo semelhante das plantulas controle e
tratadas também pode indicar que os tratamentos ndo estavam sendo
efetivos no intuito de produzir maior quantidade de perdxido de
hidrogénio nas plantulas tratadas, porém foi demostrado que o
tratamento com ABA induz a geragdo de perdxido de hidrogénio em
folhas de plantulas de milho segmentadas colocadas nas solugdes com
ABA (Jiang e Zhang, 2001). Também foi demonstrado que ndo s6 o
ABA exdgeno, mas também o ABA endodgeno se constitui em fonte de
geracdo de peroxido de hidrogénio em folhas de milho, nesse caso
sujeitas a estresse hidrico (Hu et al., 2006). Também se verificou a
formagdo de peréxido de hidrogénio em decorréncia do ABA em
culturas de células de tabaco (Hao et al., 2008).

Além disso, existem outras técnicas para efetuar a detecgcdo do
peroxido de hidrogénio in vivo que podem ser empregadas em estudos
futuros, tais como ensaio enzimatico (Okuda et al, 1991; Ngo e
Lenhoft, 1980).
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7 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A partir da realizagdo desse estudo foi possivel realizar a
padronizagdo do ensaio de quantificacdo de transcritos por qRT-PCR
apos tratamento com ABA em milho dos genes catl, cat3, apx1, apx2 e
sod2. Ainda, foram testados 3 genes de referéncia candidatos (act,
Zmact e tub) e entre eles, a fub mostrou-se mais adequada as condi¢des
experimentais.

Por meio do presente estudo foi realizada a andalise da expressdo
de genes do sistema antioxidante, fazendo o uso de gqRT-PCR, em pl-
ww, variedade de milho com baixa expressao de flavonoides, frente a
tratamentos com concentragdes crescentes de ABA. Nido houve
mudanga apods tratamento com ABA na expressdo de 3 dos 9 genes
analisados (cat3, apx2, grsl), no entanto, houve aumento nos niveis de
transcritos dos demais genes (catl, apx1, sod2, y-ecs, gsh-s e gst23).

O aumento observado, em uma variedade de milho com
expressdo diminuida de flavonoide, na expressdo de seis genes
envolvidos no sistema antioxidante em resposta ao tratamento das folhas
com 100 uM de ABA, confirma que o ABA age como mediador do
sistema antioxidante da célula vegetal.

O presente estudo serve de base para a realizagdo de futuros
estudos sobre a resposta ao ABA de folhas de milho com concentragao
modificada de flavonoides. Para dar continuidade & pesquisa, torna-se
interessante realizar o mesmo ensaio utilizando a variedade de milho
com caracteristicas opostas a utilizada nesse estudo, ou seja, a variedade
Pl-rr, que possui expressdo aumentada de flavonoides. Assim, seria
possivel estabelecer uma possivel relagdo/comparagdo entre o0s
resultados obtidos até entlo referentes a variedade pl-ww, com os
resultados da expressdo de genes do sistema antioxidante em resposta ao
ABA da variedade P1-1r.
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