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CAPITULO-I
(REVISAO DE LITERATURA)
METABOLISMO FOTO-OXIDATIVO EM PLANTAS EM RESPOSTA A
ESTRESSES ABIOTICOS




1- INTRODUGCAO E REVISAO DE LITERATURA (Estado da arte)

1.1-ESTRESSES ABIOTICOS

As plantas estdo sujeitas a inumeras condi¢fes ambientais desfavordveis que
dificultam seu pleno crescimento e desenvolvimento (ASHRAF e FOOLAD, 2007;
STORME e GEELEN, 2014). Dentre estas condi¢des ambientais desfavoraveis, os
estresses abioticos como: calor, frio, seca, salinidade, luminosidade elevada tém um
enorme impacto sobre agricultura mundial causando intensas perdas (MITTLER, 2006).
Assim, a consciéncia do crescente impacto dos estresses ambientais, tem levado a todo
0 mundo despender esforcos na melhoria da producdo agricola em tais condicdes
(WANG e FREY, 2011), principalmente em um cenario de mudancas climaticas
(MITTLER e BLUMWALD, 2010) e aumento das populagdes, requerendo cada vez
mais das culturas agricolas grandes rendimentos (RAINES, 2011; ZISKA et al., 2012).

Estratégias propostas para enfrentar estes desafios incluem melhoria da gestdo
agrondmica e a utilizacdo de gendtipos adaptados para estes ambientes. Por exemplo,
pesquisas de melhoramento genético de plantas ja foram iniciadas para adaptar novas
variedades importantes de cereais, como por exemplo, o milho a seca (CASTIGLIONI
et al., 2008). O foco destas pesquisas agronémicas e seus esforgos sem divida tem sido
atenuar as grandes perdas de rendimento ocasionadas por esses fatores (MITTLER,
2006; WANG e FREY, 2011). Algumas estimativas do percentual destas perdas podem
chegar a valores maiores que 50% para as principais plantas cultivadas (WANG et al.,
2004). Para se ter uma idéia da dimensdo real, um relatério da FAO em 2007, afirmou
que apenas 3,5% da area terrestre do mundo nédo sdo afetados por algum fator ambiental
(CRAMER et al., 2011).

A compreensdo das respostas dos vegetais a estas condigdes sdo relevantes e
pertinentes, motivo que tem levado o aumento do nimero de publicacBes relacionadas
de forma exponencial nos ultimos anos (CRAMER et al.,, 2011). As plantas sdo
organismos complexos e a exposicdo a estresses ambientais conduz a numerosas
alteracdes fisiologicas, provocando uma grande variedade de respostas. Por exemplo,
mudangas na fotossintese e nas trocas gasosas (SILVA et al., 2010), efeito na
translocacdo de nutrientes (DEMIDCHIK, 2015), rea¢des antioxidantes (SOUSA et al.,
2015), morte celular programada (MITTLER, 2002), alteracGes a nivel de expressdo de
genes (SHAO et al., 2008) e atividades enzimaticas (FERREIRA-SILVA et al., 2012).
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Todos estes efeitos levam a mudancas na taxa de crescimento e por fim na
produtividade das plantas (SHAO et al., 2008). Para se ter uma idéia, no crescimento,
praticamente toda matéria orgénica de uma planta acumulada tem origem no processo
fotossintético de fixacdo de carbono atmosférico, o que representa ao redor de 95% de
toda sua fitomassa seca (MACHADO et al., 2005). Com desequilibrios induzidos por
estresses abidticos citados anteriormente, as plantas direcionam sua energia e nutrientes
para reproducdo e mecanismos de defesa, com isso reduzindo sua taxa de crescimento
resultando em menor producdo da biomassa (PRASCH e SONNEWALD, 2015). Esses

processos estao ilustrados na figura abaixo (Figura 1).

A. Condicdes controle B. Condigdes de estresse
Defesa
' Defesa
Nutrientes Biomassa Nutrientes _
Energia 1 Energia 1B'Omassa
Reproducéo Reproducéo

Figura 1. Representacdo esquemaética da canalizagdo do fluxo de energia e nutrientes
para processo de crescimento e defesa vegetal em plantas crescendo sob condicGes
adequadas ou expostas a fatores ambientais adversos. Sob condi¢Ges de estresse,
nutrientes e energia sdo redirecionados da producdo de biomassa para processos de
defesa. Além disso, a reproducdo é acelerada sob condi¢cBes ambientais adversas
(adaptado de PRASCH e SONNEWALD, 2015).

A reducdo de biomassa, em virtude do efeito destes estresses, ocorre
principalmente em plantas de metabolismo C3, que representam aproximadamente 85%
de todas as espécies de plantas superiores (YAMORI et al., 2014), no qual as maiorias
das espécies cultivaveis e de importancia econémica se enquadram. O motivo principal
desta reducéo é devido o aumento da atividade fotorrespiratoria, quando as plantas C3
sdo expostas a tais condicdes de estresses. O processo fotorrespiratorio compete com a
fotossintese promovendo uma perda em torno de 25% no carbono fixado pela reacéo de
oxigenase da Rubisco (RAINES, 2011; VOSS et al., 2013; LU et al., 2014).

Assim, o tema central das pesquisas visando a melhoria da tolerancia das culturas

aos estresses abidticos tem como principal desafio a compreensdo de como as plantas se
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aclimatam a tais condicOes, visando usar esse conhecimento para desenvolver culturas
com maior tolerancia a esses fatores ambientais adversos. Além disto, faz necessério
também o desenvolvimento de novas metodologias como, por exemplo, entender sobre
redes metabdlicas e seu papel na tolerancia ao estresse (MITTLER e BLUMWALD,
2010).

1.1.1-Estresse hidrico

A seca é um dos estresses abidticos mais comuns (YUAN et al., 2016). Esse fator
ambiental associado com a temperatura elevada ou excesso de radiagdo representa uma
condicdo restritiva para sobrevivéncia e rendimento das culturas. Os efeitos adversos
desses fatores abidticos (seca associada ao calor e ao excesso de luz) afetam processos
fisioldgicos, bioquimicos e moleculares essenciais (DELUC et al., 2009) causando
distarbios que resultam efetivamente em serios problemas para a agricultura, limitando
0 crescimento, a produtividade e qualidade das culturas (WANG e FREI, 2011; YUAN
etal., 2016).

As respostas vegetais para resistir e/ou tolerar a restricdo hidrica séo relativamente
complexas, envolvendo mudancas adaptativas e/ou efeitos deletérios. Por exemplo, uma
caracteristica adaptativa importante que normalmente acontece é a reducdo da area
foliar pela maioria das plantas (PEREYRA-IRUJO et al., 2008). Para lidar com o déficit
hidrico as plantas fecham os estdmatos para manter o turgor celular (PEREYRA-IRUJO
et al., 2008; PRASCH e SONNEWALD, 2015). Uma consequiéncia do fechamento
estomatico, sob condicdes de seca, € a diminuicdo da condutancia estomatica, afetando
processos de trocas gasosas e da eficiéncia de carboxilacdo, ocasionando uma menor
assimilacdo liquida de CO, (SILVA et al., 2010). A limitacdo da fixacdo de CO, sob
condigdes de estresses resulta na diminuicdo de reducdo de carbono pelo Ciclo de
Calvin e no aumento da relagito NADPH/NADP" no estroma dos cloroplastos,
reduzindo a concentracio de NADP® que é o principal aceptor de elétrons
fotossintéticos.

Nessas condicdes, ocorre rapidamente uma sobrecarga de energia na cadeia
transportadora de elétrons (CTE) do cloroplasto e o excesso de elétrons pode ser
desviado para reducéo parcial do O, (FOYER e NOCTOR, 2000). Em estado de super-
reducdo do fotossistema | (PSI) ocorre a foto-redugéo do O, podendo produzir o radical

superdxido (O;"), pela reacdo de Mehler, que ativa uma reagdo em cadeia e produz mais
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especies reativas do oxigénio (EROs) nos cloroplastos. Essa intensa producdo pode
levar a perca da homeostase metabdlica, causando consequentemente o acumulo destas
EROs, que sdo formas parcialmente reduzidas do oxigénio molecular e podem ser
extremamente prejudiciais ao funcionamento celular quando produzidas em excesso.

Apesar de alguns EROs atuar também como uma importante molécula
sinalizadora em respostas a estresses, como o peroxido de hidrogénio (H,O,) (FOYER e
NOCTOR, 2003; DEMIDCHIK, 2015) o acimulo excessivo dessas moléculas (EROS)
nas células e tecidos, tais como o radical superéxido (O;"), e inclusive o peréxido de
hidrogénio (H.0,) e radicais hidroxilas (OH"), ¢ amplamente relatado como um dos
principais distdrbios metabdlicos responsaveis por danos significativos as plantas em
condig¢Bes ambientais adversas (MITTLER, 2002).

Esforcos tém sido tomados para melhorar a tolerancia das culturas a estes efeitos
negativos no metabolismo vegetal que restringem o rendimento das culturas. Por
exemplo, a melhoria do manejo agronémico na irrigacdo (CIFRE et al., 2005) e o
melhoramento genético para Vvarios cereais com o aumento da capacidade de adaptagdo
a seca (ARAUS et al.,, 2008). O melhoramento genético tem papel crucial no
desenvolvimento de plantas com o aumento da capacidade de sobrevivéncia e
crescimento durante o estresse hidrico, e o parametro de eficiéncia do uso da agua
(EUA) é um caréter de selecdo importante a ser considerado (OSAKABE, 2014).

Assim, a engenharia genética (abordagem transgénica) em menor espaco de
tempo, tem potencial para tornar uma caracteristica desejada que confere tolerancia as
culturas de importancia econdmica possivel (ASHRAF, 2010). No entanto, para ter
éxito nestes programas, € essencial compreender os varios mecanismos reguladores que
controlam a produtividade, e melhorar as respostas adaptativas ao estresse em diferentes
espécies de plantas. Como por exemplo, respostas estomaticas, ativacdo de vias de

sinalizacdo e respostas protetoras contra danos na fotossintese (OSAKABE et al., 2014).

1.1.2-Estresse pelo excesso de luz

A luz tem um papel primordial em organismos fotossintetizantes, principalmente
para as plantas. Elas absorvem a luz solar para impulsionar as reac¢fes fotoquimicas da
fotossintese. A assimilacdo de CO, no ciclo de Calvin compreende duas etapas. A
fotoquimica, presente nas membranas dos tilacdides, e a bioquimica que ocorre na
regido aquosa do cloroplasto, denominado estroma (RAINES, 2011; EVANS, 2013).
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As plantas como organismos autotréficos possuem a habilidade de converter a energia
da luz em energia quimica para gerar produtos ricos em energia como o ATP e poder
redutor na forma de NADPH, através do transporte fotossintético de elétrons (RAINES,
2011; VOSS et al., 2013). Esta energia € utilizada para a fixacdo de CO; no ciclo de
Calvin e gerar compostos organicos e oxigénio molecular, que sdo essenciais para a vida
na Terra (EVANS, 2013).

Nas plantas superiores o mesofilo foliar é o tecido fotossintético mais ativo.
Células desse tecido contém muitos cloroplastos que é a organela celular onde a
fotossintese acontece em organismos eucarioticos e é principalmente encontrado em
folhas e caules. Neste processo, a energia luminosa na forma de fétons é absorvida pelas
clorofilas e carotenoides para oxidar a molécula de 4gua no fotossistema I1, dando inicio
ao transporte de elétrons entre os fotossistemas (TAKAHASHI e MURATA, 2008). O
fluxo de elétrons na CTE cloroplastica, tem inicio com a clorofila do centro de reacédo
do PSII que ao ser excitada (P680*) dar inicio ao transporte de elétrons para a feofitina
(Pheo) e para as plastoquinonas aceptoras (Qa e Qg). Em continuidade, o complexo
citocromo bgf transfere esses elétrons para a plastocianina (PC), uma proteina sollvel,
que por sua vez reduz o P700* (P700 oxidado).

Uma série de proteinas transfere esses elétrons para ferrodoxina soltvel (Fd) e
uma flavoproteina soltvel ferrodoxina-NADP redutase (FNR) reduz o NADP® a
NADPH, que sera utilizado no ciclo de Calvin para reduzir o CO, (ASADA, 2006).
Entretanto, o excesso de luz acima da necessidade para promover a assimilacdo de CO;
também leva a fotoproducdo de espécies reativas de oxigénio como oxigénio singleto
(*O,) no PSII, radical superdxido (O,") e peréxido de hidrogénio (H,O,) no PSI
(ASADA, 2006) (Figura 2). Essas EROs sdo geradas como subprodutos normais do
metabolismo fotossintético e podem atuar como moléculas sinalizadoras em quase todos
0s processos de desenvolvimento das plantas (FOYER e NOCTOR, 2003; ISHIBASHI
etal., 2011).

Porém, quando sua produgdo atinge um limiar acima da sua fungdo como
sinalizador celular pode levar a dano oxidativo (MITTLER, 2002; MOLLER, 2007;
DELMIDICK, 2015). Por exemplo, o excesso de H,O, produzido no PSI pode impedir
o0 reparo da proteina D1 do centro de reacdo do PSII, causando fotoinibi¢cdo permanente
(FOYER e NOCTOR, 2000; TAKAHASHI e MURATA, 2008; TAKAHASHI e
BADGER, 2011). Esse tipo de fotoinibicdo que ocorre em condigOes ambientais

adversas, afeta a atividade fotossintética, o crescimento e a produtividade das culturas
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(LI et al., 2009). A ocorréncia de fotoinibicdo pode ser estimada pela diminui¢do na
eficiéncia quantica méxima do PSII, expressa pela relagdo Fv/Fm, em que Fv e Fm
consiste  fluorescéncia variavel e maxima das clorofilas, respectivamente
(TAKAHASHI et al., 2010). Recentes estudos tém demonstrado que estresses abioticos
como seca, calor e luminosidade elevada, condi¢des que limitam o ciclo de Calvin,
podem acelerar o processo de fotoinibicdo por inibir o processo de reparo do PSII,
(TAKAHASHI e MURATA, 2008; MURATA et al., 2012; NISHIYAMA e MURATA,
2014).

CO.| & o NADEH NADP r ASA
NAD(P)H 2| & <X t/? MAD J

NDH
ESTROMA

-
Oxidase Alternativa

2 HZO

Foétons Fotons LUMEM

0,+ 4H'

Figura 2. Producdo de oxigénio singleto (*O,) e radical superéxido (O,") na membrana
dos tilacoides em cloroplastos. Setas abertas representam a fotoexcitagdo dos centros de
reacdo e o fluxo dos elétrons gerados que séo utilizados para assimilacdo de CO,. Setas
escuras representam a intensidade de fétons que excedem a capacidade de transporte de
fluxo de elétrons para assimilacdo de CO, gerando espécies reativas de oxigénio
(EROs). Sistemas de eliminagdo de EROs como dismutase do superoxido (CuzZn-SOD)
e peroxidase do ascorbato (APX) e antioxidantes como ascorbato (ASA) séo
importantes para manter a homeostase celular e protecdo oxidativa (adaptado de
ASADA, 2006).

As plantas desenvolveram diversos mecanismos de fotoprotegdo para lidar com
alta luminosidade e evitar os danos causados a moléculas importantes no estroma e
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membrana dos tilacoides. Por exemplo, movimento das folhas e cloroplastos, sistemas
de eliminacdo das espécies reativas de oxigénio, dissipacdo da energia absorvida na
forma de calor pelo quenching ndo fotoquimico (NPQ) e aumento da via
fotorrespiratoria (ASADA, 2006; ZHOU et al., 2007; TAKAHASHI e BADGER, 2011,
VOSS et al., 2013), as quais sdo de fundamental importancia para protecdo do aparato
fotossintético.

As enzimas antioxidantes tais como a superdxido dismutase (SOD), catalases e
peroxidases do ascorbato (APX), em suas diversas isoformas, juntamente com o ciclo
ascorbato glutationa, mantém niveis celulares baixos de EROs (TEIXEIRA et al., 2006;
MURATA et al., 2012; SGGOBA et al., 2015; ZHANG et al., 2016). A SOD constitui a
primeira linha de defesa oxidativa das plantas, pois elimina o radical superéxido
produzindo H,O, (ALSCHER et al., 2002). As catalases sdo peroxidases localizadas nos
peroxissomos em tecidos fotossintéticos, onde atuam na eliminagdo do H,0O,, produzido
pela atividade da enzima oxidase do glicolato (GO) na via fotorrespiratéria (ZHANG et
al., 2016). Diferente da SOD e da CAT, as peroxidases do ascorbato (APX) usam o
ascorbato (ASA) como doador de elétrons para converter o H,O, em H,O e O, em
diversos compartimentos celulares (NISHI'YAMA e MURATA, 2014).

As APXs possuem uma alta especificidade por ASA e sua atividade é reduzida
em baixas concentragfes desse antioxidante (SHIGEOKA et al., 2002). Recentes
estudos tém revelado o importante papel das isoformas da APX cloroplasmatica e
citosélica na regulacdo da fotossintese sob exposicdo a alta luminosidade. O
silenciamento destas isoformas de APX ativa mecanismos compensatérios que
conferem protegédo contra danos oxidativos (CAVERZAN et al., 2014; CARVALHO et
al., 2014). Esses estudos tém dado contribui¢cbes importantes para compreensdo dos
mecanismos celulares envolvidos na adaptacdo das plantas a ambientes restritivos a
producdo agricola, esperada com maior freqliéncia. Estas previsdes climéaticas tém
ocasionado um maior nimero de estudos em plantas, na busca de maior tolerancia aos
efeitos adversos dos estresses abidticos (MITTLER e BLUMWALD, 2010; GAMES et
al., 2013).

Uma caracteristica que tem sido associado a tolerancia é o aumento da atividade
de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos mantendo niveis baixos de EROs
(DEMIREVSKA et al., 2010; SGOBBA et al., 2015). Por outro lado, o quenching nao
fotoquimico (NPQ) e também um eficiente mecanismo fotoprotetor em condigdes de
alta luminosidade (ZHOU et al., 2007; BAKER, 2008). Ele elimina o excesso de luz na
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forma de calor, fendbmeno também referido como a extingdo ndo-fotoquimica (NPQ)
que pode ser monitorado em termos de fluorescéncia da clorofila. Além destes, a via
fotorrespiratoria também pode atuar como uma rota alternativa de elétrons para proteger
0 aparato fotossintético (VOSS et al., 2013). Portanto, todos estes mecanismos citados
acima sdo essenciais para manter maiores taxas fotossintéticas e evitar danos oxidativos

sob alta incidéncia luminosa.

1.1.3-Estresse por temperatura elevada

No mundo em que vivemos, mudangas climaticas deixaram de ser assunto
ficticio e ja sdo uma realidade. Na literatura existem diversas fontes que documentam
essas mudancas com implicacbes importantes para a agricultura (IPCC, 2007;
GORNALL et al., 2010; MITTLER e BLUMWALD, 2010; GAMES et al., 2013).
Vaérios estudos tém mostrado que ondas de calor e altas temperaturas aumentaram em
frequéncia, intensidade e também duracdo (MEEHL e TEBALDI, 2004). Para se ter
uma idéia, no século 20, a temperatura média do ar aumentou em cerca de 0,6 °C,
devido a emissdo antropogénica dos gases do efeito estufa (GEE).

Esses gases absorvem mais radiagdo solar e conseqlientemente promovem o
aquecimento da atmosfera (PIMENTEL, 2011). A estimativa projetada para 0s
préximos 50 ou 100 anos é que a temperatura média anual ird subir 3 a 5° C devido aos
GEE (IPCC, 2007). Assim, as regifes agricolas do nosso planeta sdo susceptiveis de ser
diferencialmente afetadas por estes eventos climaticos. No entanto, todas essas
projecdes feitas por modelos climaticos podem variar. EXxiste um consenso geral entre
cientistas e pesquisadores, que essas mudancas climaticas vdo influenciar
significativamente a producéo agricola futura (MITTLER e BLUMWALD, 2010). Nas
ultimas décadas, o0 aumento da temperatura causara sérios impactos em varias culturas
em diferentes partes do mundo.

Na China, por exemplo, um grande produtor mundial de arroz (Oriza sativa L.),
uma reducdo na qualidade de sementes em torno de 10% sob exposi¢do prolongada
desta condicdo (TIAN et al., 2009). Na Europa, o aumento de 6°C acima do normal
acompanhando pela seca, levou a mesma a enfrentar o verdo mais quente em 2003 e
ocasionou sérias perdas de produtividade nas culturas (STOTT et al., 2004, CIAIS et al.,

2005). Nas plantas, o estresse por excesso de calor afeta diversos processos. Por
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exemplo, mudancas fenolégicas (IBANEZ et al., 2010), abscisdo e senescéncia de
folhas, mudancas no crescimento e desenvolvimento (BITA et al., 2013).

No metabolismo vegetal, compromete a homeostase redox, aumentando a
producdo de EROs e prejudica os mecanismos de eliminacdo dessas formas tdxicas do
O, nos diversos compartimentos celulares (LOCATO et al., 2009). As plantas
desenvolveram diversos mecanismos de defesa para remover o excesso de EROs.
Destes, fazem parte os enzimaticos, compreendidos em dismutase do superdxido
(SOD), catalases (CAT), peroxidase dos ascorbato (APX) e 0s ndo enzimaticos que sao
0 ascorbato (ASA) e glutationa (GSH) (FOYER e NOCTOR, 2009). Além disso, foi
demonstrado também que o estresse por calor diminui a sintese de proteinas normais e
aceleram a traducdo de proteinas de defesa, como as de choque térmico (HSPs)
(KOTAK et al., 2007; SGOBBA et al., 2015).

Sgobba et al., (2015) estudando os mecanismos de defesa antioxidantes em
plantas de tabaco (Nicotiana tabacum cv.) sob estresse moderado e longo
demonstraram que na condicdo de moderada exposicéo, a capacidade antioxidante foi
melhorada mantendo o estado redox e evitando o dano oxidativo. Em contraste, a
exposicdo ao calor (35°C) por longo prazo (7 dias) reduziu essa capacidade pela
inativacdo das enzimas protetoras (CAT e APX) causando dano oxidativo e com isso,
restringindo o crescimento. Elevadas temperaturas (42°C) promove uma considerada
reducdo na eficiéncia fotossintética através da diminuicdo do conteudo de pigmentos
fotossintéticos (clorofilas e carotendides), eficiéncia quantica maxima do PSII (Fv/Fm)
e atividade da Rubisco. Em consequéncia, ocorre uma diminuigdo da assimilagéo
liquida de CO, (LIU e HUANG, 2008).

A faixa de temperatura na qual a Rubisco opera de forma eficiente é geralmente
entre 20 e 30°C, acima desta faixa as taxas fotossintéticas sdo reduzidas (YAMORI et
al., 2014). A Rubisco (Ribulose 1,5 bifosfato carboxilase/oxigenase) é a enzima
responsavel pela fixacdo de CO, nas plantas superiores (GOWIK e WESTHOF, 2011).
Esta enzima é a proteina mais abundante nas plantas e é amplamente considerada como
sendo particularmente ineficiente devido a sua capacidade para catalisar tanto a
carboxilagdo como a oxigenacdo (PARRY et al., 2013). E justamente por esta
duplicidade funcional desta proteina que o efeito da elevacdo da temperatura reduz
fotossintese. Ela diminui a solubilidade do CO,, principal substrato da Rubisco,

favorecendo o O,.
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Dessa forma, o O, é metabolizado aumentando a fotorrespiracdo, processo que
compete com a fotossintese (FOYER e NOCTOR, 2009) impedindo o ganho liquido de
carbono (WILHELM e SELMAR, 2011) e gerando também as espécies reativas de
oxigénio (EROs) (VOSS et al., 2013). Em adicdo, 0 aumento da temperatura diminui a
afinidade pelo CO; que possui uma similaridade eletrostatica muito grande com o O,.
Esses fatores aumentam a atividade oxigenase da Rubisco (WHITNEY et al., 2011). As
plantas possuem metabolismos diferentes e com isso reagem diferentes a estas
condicdes. As plantas C4 e CAM possuem mecanismos de concentracGes de CO, que
Ihe conferem uma maior eficiéncia fotossintética mesmo em altas temperaturas,
diferente das plantas C3 (YAMORI et al., 2014).

As plantas C3 por ndo possuirem esses mecanismos de concentracdo de CO, séo
as espécies que mais sofrem com o excesso de calor. Além disso, severas reducdes sdo
causadas aos complexos antena e reacdes fotoquimicas (LIU e HUANG, 2008). No
entanto, elas representam aproximadamente 85% de todas de plantas superiores
(YAMORI et al., 2014), além das mais importantes espécies cultivadas (KEBEISH et
al., 2007; BETTI et al., 2016). No cenario futuro, as previsGes é que a temperatura
aumentara (MITTLER e BLUMWALD, 2010) principalmente como efeitos dos gases
do efeito estufa (GEE). Essa elevacdo na temperatura serd acompanhado também por
um crescimento populacional requerendo cada vez mais das culturas maiores
rendimentos (RAINES, 2011; EVANS, 2013). Assim, melhorar a tolerancia das plantas
nestas condi¢cdes € uma abordagem promissora para aumentar o rendimento das culturas
e garantir a seguranca alimentar das populagdes. Portanto, compreender 0S processos

que limitam a fotossintese num cenario de altas temperaturas € um avango importante.

1.1.4-Combinacdo dos estresses

As plantas sdo constantemente expostas a Vvarias condi¢Ges de estresse,
principalmente as culturas de importancia econémica. Os principais estresses abidticos
como seca, calor e luminosidade elevada, que trazem prejuizos e afetam as culturas no
campo estdo sendo amplamente estudados (CRAMER et al., 2011). Na literatura,
inimeros sdo os trabalhos que registram estudos acerca dos impactos negativos dos
estresses abioticos sobre o desempenho vegetal (CHAVES et al., 2003; LIU e HUANG,
2008; OSAKABE et al., 2014; SALES et al., 2015; YUAN et al., 2016).
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No entanto, esses estudos na grande maioria mostram os efeitos destes estresses
no metabolismo vegetal de forma isolada, como a seca (SALES et al., 2015; YUAN et
al., 2016) e também o calor (LIU e HUANG, 2008; SGOBBA et al., 2015). Assim, 0
conhecimento gerado nestas condicOes, apesar da sua importancia, ndo reflete de fato a
realidade do que ocorre no campo (SUZUKI et al., 2014). Em condi¢des de campo, a
seca geralmente ocorre acompanhada pelo calor ou mesmo alta luminosidade, e estes
atuam de forma combinada que interagem levando respostas distintas e complexas
(RIZHSKY et al., 2002; MITTLER, 2006; ZHOU et al., 2007; ATKINSON e URWIN,
2012; PRASCH e SONNEWALD, 2015).

Um exemplo tipico dos efeitos distintos da combinagdo dos estresses em
pardmetros fisioldgicos ocorre durante a combinacdo de seca e calor. Durante o estresse
térmico, as plantas aumentam a condutancia estomatica, a fim de esfriar suas folhas pela
transpiracdo. Entretanto, se 0 estresse térmico ocorrer juntamente com a seca, as plantas
ndo seria capaz de abrir seus estdbmatos e sua temperatura da folha seria bem maior,
cerca de 2 a 5°C (RIZHSKY et al., 2002). De maneira similar, a alta intensidade de luz
poderia revelar-se problematica para as plantas submetidas a seca. Sob estas condicdes,
as reacOes de fixacdo de carbono sao parcialmente inibidas e a alta energia na forma de
fétons, absorvida pela planta, induziria a foto-reducdo do oxigénio molecular, levando
inevitavelmente a aumento producdo de EROs (FOYER e NOCTOR, 2000; MITTLER,
2002).

Esses conhecimentos tém levado muitos pesquisadores a desprender esforcos
para reproduzir estas condicdes (estresses combinados) em laboratério sob condi¢des
controladas (SUZUKI et al., 2014). Mittler (2006) resume em uma “Matrix do estresse”
alguns das principais combinacfes de estresses bioticos e abidticos que devem ser
estudadas por causarem grandes impactos a producdo agricola. Além disso, mostrou
também que existem interacdes potencialmente negativas, positivas, desconhecidas e as
que ndo apresentam aparentemente nenhum tipo de interacdo. Suzuki et al., (2014)
atualizou esta “matrix”, inserindo outros componentes para estudo como compactacio
do solo e o micronutriente Boro que pode atenuar a toxidade do Na® em folhas sob
estresse salino (Figura 3).

Nesta “Matrix do estresse”, a seca acompanhada por alta temperatura e altas
luminosidades, condigdes comuns em regides Semiaridas do mundo todo, apresenta
interacdo potencialmente negativas para o metabolismo vegetal e consequente

rendimento das culturas. A seca e o calor estdo entre os principais fatores ambientais
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que limitam o crescimento e a produtividade das plantas em todo o0 mundo (MITTLER,
2006; MITTLER e BLUMWALD, 2010; SILVA et al., 2010). Recentemente, uma onda
de calor acompanhando por um extenso periodo de déficit hidrico na Europa, foi
suficiente para reduzir consideravelmente a producdo agricola em 2003 (CIAIS et al.,
2005). Nos Estados Unidos, o prejuizo para agricultura decorrente desta combinacao
chegou a casa dos bilhdes (MITTLER, 2006).

Recentes estudos tém dado contribuigdes importantes na compreensdo dos
efeitos isolados e combinados destes estresses de seca e calor. Silva et al., (2010),
usando plantas de pinhdo manso (Jatropha curcas), demonstraram que a combinacdo de
seca e calor prejudicou mais intensamente a assimilacdo fotossintética de CO,
associados a maiores danos fotoquimicos e oxidativos se comparado aos efeitos isolados
destes estresses. No referido estudo, ficou claro que estes efeitos negativos sdo
fortemente estimulados pelos estresses térmicos e que a combinacdo (seca + calor)
provoca uma resposta complexa envolvendo interagfes antagonicas e sinérgicas. Prasad
et al., (2011) demonstraram também o efeito negativo da seca, calor e a combinagdo
destes em plantas de trigo. As taxas fotossintéticas (Py), contetdos de clorofila foram
consideravelmente reduzidas em ambos 0s estresses isolados e mais ainda na
combinacdo (seca + calor). Como conseqiiéncia, essas plantas diminuiram a producéao
de grdos, devido principalmente a sensibilidade dos Orgdos reprodutivos quando

expostos a seca associado ao calor.
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Salinidade
Congelamento
Ultravioleta
Nutrientes

Metais pesados
Compactacéo do solo

Seca
Salinidade
Calor

Frio

Congelamento
Oz6nio

Patogeno

Ultra violeta

Nutrientes
Alto CO,
Altaluz

Metais pesados

. Interacdo potencial negativa
Interacdo potencial positiva
Desconhecido

. Nenhuma interacéo

Boro
Compactacéo do solo

Figura 3. Matriz representativa de possibilidades de interagcdes positivas e negativas
para diferentes tipos de estresses abioticos. Diferentes combinacGes de potenciais
estresses ambientais que podem afetar as culturas no campo sé@o apresentadas na forma
de uma matriz. A Matrix é codificada por cores para indicar combinagdes de estresses
que foram estudados com uma gama de culturas e seu efeito no crescimento das plantas
e produtividade (adaptado de SUZUKI et al., 2014).

Os efeitos adversos da seca podem se tornar ainda mais intensos sob condicdo de
excesso de luminosidade. Além da seca acompanhada pelo calor, a combinagcdo com a
luminosidade elevada com o estresse hidrico pode trazer também grandes prejuizos ao
metabolismo vegetal. A captacdo continuada de luz pode levar a uma sobrecarga de
elétrons na cadeia transportadora de elétrons do cloroplasto. Nestas condi¢es sdo
produzidas espécies reativas de oxigénio que pode danificar o aparato fotossintético
(ASADA, 2006) e provocar a perca de equilibrio do funcionamento celular (MITTLER,
2002). Alem disso, a via fotorrespiratoria pode ser estimulada devido a restricdo na
assimilacdo de carbono imposta pela seca.

Zhou et al., (2007), estudando o efeito destes estresses (seca + excesso de luz)

combinados no metabolismo vegetal em plantas de arroz (Oriza sativa L.), demonstrou
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seus efeitos sinérgicos na limitacdo da condutancia estomatica (gs) e fotossintese liquida
(Pn), acompanhada pela expressiva diminuicdo da velocidade maxima de carboxilagdo
(Vemax) € capacidade de regeneracdo (Jmax). NO estudo, os autores concluiram que o
estresse hidrico associado com a luminosidade promove limitacGes metabolicas e que a
dissipacdo térmica (NPQ) nestas condi¢fes € um processo importante para minimizar os
efeitos adversos quando a fotossintese é suprimida.

Apesar destes trabalhos, o conhecimento dos efeitos combinados de seca com
calor e/ou luminosidade elevada no metabolismo vegetal, ainda é muito fragmentado. A
comunidade cientifica entende que existe uma necessidade eminente de melhoria na
producdo de alimentos (RAINES, 2011). Os motivos sdo principalmente aumento da
populagdo mundial, requerendo cada vez mais das culturas maiores rendimentos, em
condi¢cdes de mudancas climaticas desfavoraveis (STOTT et al., 2004; MITTLER e
BLUMWALD, 2010; LI et al., 2013). Dessa forma, a necessidade de culturas mais
tolerantes a combinagao de estresses é de extrema importancia para o futuro (MITTLER
e BLUMWALD, 2010).

No século 20, especialmente para os cereais, foi observado que ocorreram
aumentos em produtividade durante a revolucdo verde. Entretanto, nos recentes anos
esses aumentos para algumas culturas como a do arroz (Oriza sativa L.) tém sido
escassa (ZHU et al., 2010) com dados mostrando que é possivel de ter chegado ao seu
rendimento méaximo (TILMAN et al.,, 2002). O aumento no uso de fertilizantes
possivelmente ndo trara bons resultados, porque os paises em sua grande maioria tém
tentado minimizar o uso intensivo na agricultura. Estes fertilizantes tanto nitrogenados
como os fosfatados podem contaminar o meio ambiente além de ser muito caro para
maioria dos produtores.

Devido a estes motivos, a melhoria da eficiéncia fotossintética para as espécies
de importancia econdémica pode ser um caminho promissor, considerando que este
processo metabolico ainda pode alcancar maior eficiéncia (BETTI et al., 2016; TIMM et
al., 2016). Assim, o conhecimento dos mecanismos bioguimicos e moleculares que
regulam as respostas das plantas a fatores abidticos é necessario para ter éxito nos
programas de melhoramento, visando culturas mais tolerantes. Um mecanismo que
parece estar associado com a toleréncia de plantas a combinacdo de estresses é uma
maior capacidade antioxidante, por envolver processos celulares relacionados tanto a

sinalizacdo quanto danos (SALES et al., 2013).
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1.2-METABOLISMO FOTO-OXIDATIVO
1.2.1-Fotossintese

A fotossintese é um dos fenbmenos bioldgicos naturais mais importantes para
manutencdo da vida na terra (FOYER e SHIGEOKA, 2011). Representa o maior fluxo
de carbono organico que entra na biosfera, assimilando cerca de 100 bilhdes de
toneladas de carbono por ano (RAINES, 2011). De forma conceitual, é o processo que
as plantas usam para capturar energia da luz solar e converté-la em energia bioquimica,
que é subsequentemente utilizado para suportar quase toda a vida na Terra (EVANS,
2013). Os organismos com fotossintese aerobica convertem a energia luminosa em
energia bioquimica (na forma de ATP e NADPH) através do transporte fotossintético de
elétrons na membrana dos tilacoides.

Como processo bioldgico, a fotossintese gera componentes organicos e oxigénio
molecular, que sdo essenciais para vida na terra. Sdo conhecidas nas plantas trés vias
fotossintéticas para fixacdo de carbono, as quais podem ser denominadas de plantas C3,
C4 ou CAM. Nestas trés vias, exceto as suas particularidades, as diferentes espécies
vegetais usam a enzima Rubisco para assimilacdo de CO, no ciclo de Calvin-Benson
(GOWIK e WESTHOF, 2011). Neste ciclo, o primeiro produto estavel formado é um
composto de 3 carbonos, 3-fosfoglicerato (3-PGA). Este ciclo compreende trés fases:
carboxilacdo, reducdo e regeneracdo. A fase de carboxilacdo tem inicio pela acdo da
enzima Rubisco, que catalisa a carboxilacdo da ribulose-1,5-bifosfato (RuBP) com o
CO, atmosférico, utilizando produtos ricos em energia produzidos pelas reacOes
fotoquimicas (ATP e NADPH).

O 3-PGA formado na reagdo é usado para formar as trioses fosfato, gliceraldeido
fosfato (3-GP) e dihidroxicetona fosfato, via duas reagdes que consomem energia (fase
de reducdo). Na fase regenerativa, uma série de reacdes regeneram a molécula aceptora
do CO, (RuBP) do ciclo a partir de trioses fosfatos. Os compostos de carbono
produzidos nestas reacdes sdo essenciais para o0 crescimento e desenvolvimento das
plantas. A maioria das trioses fosfatos (5/6) produzidos neste ciclo sdo usados para
regenerar a RuBP e manter funcionamento do mesmo, enquanto que apenas 1/6 dessas
trioses € usado para a biossintese de outros componentes e moléculas.

Nesse Ciclo o papel da Rubisco esta diretamente relacionado com a eficiéncia da
fixacdo do CO,, uma vez que essa enzima pode catalisar tanto a reacdo de carboxilacéo

quanto de oxigenacao da RuBP. Esta enzima, possui caracteristica bifuncional, podendo
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catalisar tanto a reacdo de carboxilacdo como de oxigenacdo da RuBP (PARRY et al.,
2013). A reacdo de oxigenacdo desta enzima leva a ativacdo da via fotorrespiratoria,
processo metabolico que compete com a fotossintese (FOYER e NOCTOR, 2009),
podendo resultar em uma perda em torno de 25 a 30% do carbono fixado (RAINES,
2011). Variaveis ambientais como seca, altas temperaturas e luminosidade elevadas
podem favorecer esta reacdo (oxigenase) e uma possibilidade potencial para aumentar a
fotossintese é reduzi-la (KEBEISH et al., 2007).

Interessantemente, quando a fotossintese aerdbica evoluiu, a fotorrespiracdo nao
foi um problema, porque a atmosfera era rica em CO, e possuia pouco oxigénio. No
entanto, ao longo do tempo, a fotossintese transformou a atmosfera ao seu estado
presente, rico em oxigénio (DEMIDCHIK, 2015). Nestes ambientes, as plantas
evoluiram estratégias para aumentar a concentracdo de CO, na vizinhanca da Rubisco,
que foi prejudicada pelo aumento natural da proporcdo de O, em relacdo ao CO,
(WITNEY et al.,, 2011). Em primeiro lugar, as plantas alteraram as propriedades
cinéticas da Rubisco para melhorar a sua capacidade para distinguir entre CO, e O,. Em
segundo lugar, mecanismos de concentracdo de CO, evoluiram para permitir que a
Rubisco opere num espaco rico em CO, (EVANS, 2013).

Deste mecanismo de concentracdo, apareceram o metabolismo C4 e CAM,
sempre envolvendo a fosfoenolpiruvato carboxilase (YAMORI et al., 2014). A maioria
das espécies de plantas de interesse econdmico sdo plantas C3 (BETTI et al., 2016).
Essas espécies ndo possuem mecanismos de concentracdo de CO, como a C4 e CAM.
Dessa forma, em condigdes de estresses como seca, calor e luminosidade elevada, a
oxigenacdo da Rubisco (fotorrespiracdo) é inevitavel levando a redugdo de crescimento
e produtividade das culturas. Com os programas de melhoramento passado, atingiram-
se bons rendimentos agricolas, porém atualmente sdo agora exigidos maiores
rendimentos das culturas. Um componente fundamental da produtividade das plantas
que ndo tenha sido utilizado para selecionar plantas mais produtivas € a fotossintese
(RAINES, 2011).

Um processo metabolico que compete com a fotossintese e limita a
produtividade das culturas agricolas, especialmente as plantas C3 é a fotorrespiragdo
(FOYER e NOCTOR, 2009). Ha algum tempo, muitos cientistas, tém dedicado esfor¢cos
para abolir a via da fotorrespiracdo visando a reducdo da atividade oxigenase da
Rubisco e aumentar a produtividade das culturas (OGREN, 1984; KEBEISH et al.,
2007; XU et al.,, 2009; LU et al., 2014). Além destas estratégias relacionadas a
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fotorrespiracdo, outras abordagens também foram feitas, como melhorar as propriedades
cinéticas da Rubisco (WHITNEY et al., 2011; PARRY et al., 2013), introducdo da via
C4 para culturas C3 (GOWIK e WESTHOFF, 2011) e também a introdugdo de
mecanismos de concentracdo de CO, de cianobactérias em cloroplastos (LIN et al.,
2014).

1.2.2-Fotorrespiracdo e suas vias alternativas

Com o estabelecimento do didxido de carbono na atmosfera e assimilacéo pelo
ciclo de Calvin, descobriu-se que folhas de plantas quando iluminadas liberam de volta
quantidades de CO, recém-assimilados para atmosfera (BAUWE, et al., 2010; VOSS et
al., 2013). A este processo que consome oxigénio e libera CO; na presenca da luz, foi
denominado fotorrespiracdo (FOYER e NOCTOR, 2000; SOMERVILLE, 2001). A
deducdo de que o O, e CO, competiam como substrato para a Rubisco (ribulose 1,5-
bifosfato carboxila e oxigenase), foi um grande avanco na biologia vegetal no seculo 20
(SOMERVILLE, 2001). Em plantas superiores o ciclo fotorrespiratorio (C2) necessita
da atividade de 8 enzimas localizadas em diferentes organelas, além de algumas
enzimas auxiliares, para reciclar o carbono na molécula de 2-fosfoglicerato (2-PGA)
gerado pela atividade oxigenase da Rubisco (BAUWE et al., 2010).

Este processo requer um fluxo de substratos através de membranas que
envolvem trés organelas celulares: cloroplasto, peroxissomo e mitocondria (BAUWE et
al., 2010). Inicialmente este processo tem inicio com a oxigenacdo da Rubisco que
produz uma molécula de 2-fosfoglicerato (2PGA) e uma molécula de 2-fosfoglicolato
(2PG) no cloroplasto. A molécula de (2-PGA) é incorporada ao ciclo de Calvin,
entretanto, a molécula de (2PG) ndo pode ser incorporada ao mesmo. Por este fato, a
molécula de 2-fosfoglicolato (2PG) sofre uma desfosforilacdo no cloroplasto gerando o
glicolato, em seguida esse composto é translocado através de um transportador
especifico para o peroxissomo onde é oxidado a glioxilato.

A oxidacéo do glicolato a glioxilato nos peroxissomos ¢ uma reacdo catalisada
pela enzima oxidase do glicolato (GO; EC, 1.1.3.15), uma proteina que contém a flavina
adenina mononucleotideo (FMN) como cofator (ZELITCH e OCHOA, 1953). Essa
enzima estd localizada nos peroxissomos, onde realiza um passo essencial no
funcionamento do ciclo fotorrespiratorio (DEL RIO et al., 2006). Na sequéncia da via,

ocorre a transaminacao do glioxilato para glicina no peroxissomo, a glicina em seguida
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é descarboxilada na mitocondria produzindo serina e CO, (TOLBERT, 1971). A serina
é convertida a glicerato no peroxissomo, e em seguida esse composto é transportado
para o cloroplasto onde atuard como precursor para a sintese e regeneracdo do 3-
fosfoglicerato (BAWER et al., 2010; 2012) (Figura 4). A estequiometria da via, € que
para cada molécula de CO, liberada, sdo consumidas duas de 2PG reduzindo assim a
producdo de agucares e biomassa, além da liberacdo de energia e aménia.

Esta via metabolica tem sido considerada como desperdicio de carbono podendo
limitar a fotossintese e a produtividade das plantas. Como resultado, alguns cientistas ja
algum tempo tem dedicado seus esforgos com grande entusiasmo a descobrir maneiras
de abolir esta via com o objetivo de aumentar a produtividade das plantas (OGREN,
1984). Grandes avancos foram feitos na compreensdo desta via, principalmente com
mutantes de Arabidopsis thaliana, deficientes em vérias enzimas da fotorrespiracao
(SOMERVILLE, 2001) e também para outras culturas como o arroz (TIMM e
BAWUE, 2013). No entanto, outros trabalhos com abordagens diferentes, tem também
dado sua parcela de contribuicdo e acirrado ainda mais o debate sobre a fotorrespiragéo
(KEBEISH et al., 2007; XU et al., 2009; LU et al., 2014).
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Figura 4. As principais caracteristicas do metabolismo fotorrespiratorio. O ciclo tem
inicio com a oxigenacdo da enzima Rubisco que produz na reacdo uma molécula de 2-
fosfoglicolato (1). Em seguida, essa molécula produzida na reacdo sofre uma
desfosforilacdo no cloroplasto por uma fosfatase especifica (PGP) e € transportada por
um carreador para o0 peroxissomo na forma de 2-glicolato (2). Esse glicolato sofre uma
oxidacdo a glioxilato na mesma organela (3.a) pela principal enzima deste ciclo, a
glicolato oxidase (GO). Neste passo séo produzidas grandes quantidades de H,O, como
subprodutos desta oxidacdo. A catalase, uma importante enzima oxidativa, contribui
para manter o balango redox no sistema eliminando o H,O, em O, e H,O (3.b). O
glioxilato posteriormente é convertido ao aminoacido glicina pela acdo tanto da serina:
glioxilato aminotransferase (GGT) ou pela glutamato: glioxilato aminotransferase,
ambas transferases (SGT) (5). Na mitocdndria, a glicina descarboxilase (GDC) combina
duas moléculas de glicina a uma molécula de serina (6). Neste passo, sao liberados CO,
e amOnia (NH3). Nos peroxissomos, a serina & convertida a hidroxipiruvato pela
(SGAT), que é reduzida a glicerato pela hidroxipiruvato redutase (HPR). O glicerato
fosforilado por uma quinase no cloroplasto resulta em 3PGA sendo incorporado ao ciclo
de Calvin (adaptado de WINGLER, et al., 2000; BAUWE et al., 2010).
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Atualmente a visao tradicional da fotorrespiracdo tem sido mudada e tem sido
reconhecida como uma via metabdlica que interage com outras vias (BAUWE et al.,
2010). Além disso, o conceito de que a fotorrespiragdo representa uma via metabdlica
fatil, tem sido bastante discutida. Nesta discussdo, estdo aspectos relacionados ao papel
da via na sobrevivéncia de plantas que utilizam apenas a Rubisco para
fixacdo/assimilagdo de CO, (ZELITCH et al., 2009), bem como a sua contribuigéo para
prevenir o estresse oxidativo gerado por EROs, por atuar como dreno de poder redutor,
apesar de ser considerada uma importante fonte de EROs nos peroxissomos (VOSS et
al., 2013).

Trés vias alternativas para fotorrespiracdo tém sido propostas denominadas
“Bypass” (PETERHANSEL et al., 2013). A primeira foi estabelecida por um grupo de
pesquisa visando a reducdo da fotorrespiracdo desviando o glicolato produzido pela
oxigenacdo da Rubisco no cloroplasto (KEBEISH et al., 2007). Foi introduzido um
gene da bactéria Escherichia coli, em Arabidopsis thaliana que utilizam o glicolato
como fonte de carbono. Esse gene codifica para as proteinas glicolato dehydrogenase
(GDH), glioxilato carboligase (GCL) e Tartronico semialdeido redutase (TSR) nos
cloroplastos. Na reacdo, o glicolato é oxidado a glioxilato pela GDH. Em sequéncia,
duas moléculas de glioxilato sdo ligadas pela (GCL) para formar uma molécula de
tartronique semialdeido (TSR) e uma molécula de CO, é liberada. O tartronique
semialdeido (TSR) produzido € convertido a glicerato por uma tartronique semialdeido
redutase no proprio cloroplasto.

Como conseqiiéncia, o fluxo de carbono pela oxigenacao é reduzido e também a
producdo de amonia. O resultado foi animador porque as plantas transgénicas cresceram
mais rapidamente, produziram mais biomassa de caules e raizes e continha mais
acucares soluveis, refletindo a reducdo da fotorrespiracdo. Interessantemente, a maior
fotossintese foi correlacionada com a diminuicdo da fotorrespiracdo e um aumento
cloroplasmatico na concentragdo de CO, na vizinhanga da Rubisco.

A segunda via alternativa, é semelhante a primeira. A nova via foi manipulado
com duas enzimas: carboligase do glioxilato (GCL; CE 4.1.1.47), que converte 0
glioxilato a tartronique semialdeido e CO,, e isomerase do hydroxipyruvato (Hyi; EC
5.3.1.22), que converte semialdeido tartronique para hydroxypyruvato, uma via
conhecida por operar também em E. coli. Nesta via a liberagdo de amonia é abolida e

trés quartos do carbono a partir de glicolato sdo convertidos em 3-PGA. Este equilibrio
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¢ idéntico ao saldo de desvio 1 (CARVALHO et al., 2012; PETERHANSEL et al.,
2013).

A terceira via alternativa foi proposta por Fahanestich et al., (2008) e Maier et
al., (2012). Neste modelo, foi introduzido a oxidase do glicolato (GO) de plantas do
peroxissomo para o cloroplasto. Como resultado, as plantas aumentaram o contetdo de
peroxido de hidrogénio e a atividade de enzimas que atuam na protecdo oxidativa,
especialmente a catalase. Resultados similares foram obtidos aos “Bypass™ anteriores.
As plantas mostraram maiores taxas fotossintéticas, e mudancas na relacdo de
glicina/serina em comparacdo com o tipo selvagem. Estes resultados foram tdo
satisfatorios que levaram a introducdo do “Bypass” de Kebeich et al., (2007) para outras
culturas como batata, (Solanum tuberosum) (NOLKE et al., 2014) e também na
oleaginosas, (Camelina sativa) (DALAL et al., 2015).

Entretanto, esses beneficios pode ndo acontecer no campo, onde o ambiente é
muito heterogéneo e testes sdo necessarios para confirmar estes beneficios (BETTI et
al., 2016). Todas estas vias alternativas demonstraram que podem aumentar a
assimilacdo de carbono restringindo o fluxo fotorrespiratério. O reaproveitamento do
CO, fotorrespiratorio a partir de mitocondrias em cloroplastos, reduzindo os custos de
energia e evitando a liberagdo da aménia, foi demonstrado ser os principais fatores que
contribuiram para uma maior eficiéncia fotossintética (XIN et al., 2015). No entanto, a
via fotorrespiratéria pode interagir de perto com muitas outras vias, tais como o
metabolismo do nitrogénio e a respiracdo (BAUWE et al., 2010).

Aquela idéia sobre a fotorrespiracdo, que representava apenas uma Via
metabdlica conhecida por reciclar o carbono da molécula de 2PG ndo se sustenta, tendo
em vista as muitas evidéncias ja publicadas que contrariam essa idéia (ZELITCH et al.,
2009; XU et al., 2009) e também sua estreita relacdo com aumentos em produtividade
(ALIEYEV et al., 2012). Todas estas evidéncias sugerem muitas outras fungdes pouco
conhecidas e mais complexas que o Ciclo de Calvin, bem como a conclusdo que nosso
conhecimento gerado é muito fragmentado (BETTI et al., 2016; TIMM et al., 2016). A
necessidade de mais pesquisas sobre a relacdo entre fotorrespiracdo e a fotossintese em

ambientes adversos sdo eminentes.
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1.2.3-Estresse oxidativo
1.2.3.1-Formagéo de EROs e danos

O oxigénio molecular (O,) é indispensavel as fungdes celulares nos organismos
aerobicos. Ele é pouco reativo e ndo é toxico para 0s organismos aerdbicos
(DEMIDCHIK, 2015). Entretanto, com a evolucao de processos metabélicos aerobicos
como a fotossintese em plantas, que ocorreram a bilhGes anos, liberando grandes
quantidades de oxigénio, levaram inevitavelmente a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (FOYER e NOCTOR, 2000; 2003; DEL RIO et al., 2006; GIL e
TUTEJA, 2010). EROs sdo radicais livres do oxigénio produzidos como subprodutos
normais de reacBes de oxidacdo-reducdo (reacGes redox), em varios processos
metabolicos (H,0; ndo é um radical) (DOWLING e SIMMONS, 2009).

Essas substancias podem ser geradas como resultado de excitacdo, formando
oxigénio singleto (*O.), ou de sucessivas adi¢des de elétrons ao oxigénio molecular O,
formando o radical superdxido (O;"), peréxido de hidrogénio (H,O) e radical hidroxila
(OH") (GILL e TUTEJA, 2010; SHARMA et al., 2012; BARBOSA et al., 2014) (Figura
5). Quando seus niveis sdo baixos, sdo conhecidos também por atuarem como
moléculas de sinalizacdo importantes (FOYER e NOCTOR, 2003; DOWLING e
SIMMONS, 2009).

Radical _ .
Superoéxido lon peroxido

1 < e .- e . 2-

O, < %0, > O, > O,

OxigénioSingleto Dioxigénio
H* 2H*
- Fe2
HO, H,0, _ > OH'

Radical Peréxidode Reacaode Fenton Radical
Perhidroxila  Hidrogénio hidroxila

Figura 5. Principais mecanismos geradores das diferentes espécies reativas de oxigénio
em sistemas bioldgicos (adaptado de GILL e TUTEJA, 2010).

O radical superéxido (O,") tem a sua formacao oriunda de duas fontes. O desvio
de elétrons pela cadeia de transporte de elétrons (CTA) no fotossistema 1 (PSI)
(ASADA, 2006; TAKASHI e BAGDER, 2011), ou mesmo pelo funcionamento da
enzima NADPH oxidase (MOLLER, 2007; DEMIDCHIK, 2015). Este radical atua
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como um agente redutor, possui uma meia vida de 1 uS que permite sua difusdo durante
alguns nanémetros, a partir do sitio de geracdo (MOLLER, 2007). Dessa forma, devido
a sua pouca mobilidade na célula e meia vida curta ndo pode atingir e modificar
quimicamente muitas macromoléculas bioldgicas, mas € uma das principais fontes de
estresse oxidativo (DEMIDCHIK, 2015).

Por outro lado, o H,O, é uma molécula apolar e por ndo possuir carga elétrica
residual pode representar um problema potencialmente maior para gerar danos as
celulas vegetais quando acumulado em excesso. A fotorrespiracdo € um dos principais
processos metabdlicos que levam a sua producdo (FOYER e NOCTOR, 2003). Em
peroxissomos, grandes quantidades de H,O, sdo formadas a partir da acdo da enzima
glicolato oxidase (FOYER et al., 2009). Entretanto, pode também existir outras fontes,
tais como a xantina oxidase (DEL RIO et al., 2006; CORPAS et al. 2008). Das EROs
formadas, o H,O, ¢é ainda aquela mais instavel quimicamente (DEMIDCHIK, 2015).
Possui uma meia vida relativamente longa (cerca de 1 ms), com isso, sua capacidade de
transporte entre membranas celulares é maior em relacéo a outras EROs, principalmente
através de proteinas especificas chamadas de aquaporinas (BIENERT e CHAUMONT,
2014).

Essa facilidade de transporte entre membranas e suas caracteristicas moleculares
o torna (H,O;) um potente causador de estresse oxidativos e por isso o principal
mecanismo de eliminacdo, a enzima catalase, estar presente apenas nos peroxissomos,
principal sitio de sua produgdo (ZIMMERMAN et al., 2006; MAHANDI et al., 2010;
BAUWE et al.,, 2010). Apesar deste efeito negativo, o H,O, quando em baixas
concentracdes pode atuar também como uma importante molécula sinalizadora em
resposta a estresses bidticos e abidticos. Por exemplo, em resposta ao ataque de
patdégenos (DOWLING e SIMMONS, 2009; MITTLER et al., 2011), e regulacdo de
genes em respostas a estresses ambientais como a seca (ISHIBASHI et al., 2011).

Em estudo conduzido por Ishibashi et al., (2011) foi evidenciado o papel
promissor do H,O, quando aplicado de forma exdgena para induzir respostas
aclimatativas a seca. Todos as EROs que sdo geradas, o radical hidroxila (OH’) tem a
maior capacidade de danificar moléculas bioldgicas, como DNA e proteinas. Essa
capacidade € atribuida principalmente a alta reatividade desse radical com os diferentes
componentes celulares (MOLLER, 2007). As plantas ndo evoluiram mecanismos de
defesa contra este radical, dai a unica forma de evitar 0s danos ocasionados é evitar a

concentracdo de ions como Fe*? e Cu*™ que podem levar sua geracdo pela reacdo de
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Fenton (MOLLER, 2007; DEMIDCHK, 2015). No século 19 foi descoberto que essa
reacdo € o centro da biossintese deste radical. Ele é formado a partir de reacfes com
metais de transicdo Fe*? e Cu*? na presenca de H,O, (GOLDSTEIN et al., 1993). Em
organismos fotossintéticos a geracdo de EROs ocorre principalmente em trés organelas:
cloroplastos, peroxissomos e mitocondria (APEL e HIRT, 2004).

No cloroplasto, durante a fotossintese, se constitui uma importante fonte de
producdo de EROs. Os fotossistemas PSI e PSII que formam os nucleos do sistema de
coleta de luz na membrana dos tilacdides sdo os principais locais desta producéo
(ASADA, 2006; DAS e ROYCHOUDHURY, 2014). O oxigénio gerado durante a
fotossintese pode aceitar elétrons a partir dos fotossistemas, resultando na formacéo do
radical superoxido (O,7) e peroxido de hidrogénio (H,O,). Consecutivamente, na
presenca de metais de transicdo como Fe*? e Cu*?, juntamente com o H,O, pode formar
o radical hidroxila pela reacdo de Fenton (DAS e ROYCHOUDHURY, 2014;
DELMIDCHIK, 2015). Dessa forma, levando a danos permanentes em componentes
celulares (MOLLER, 2007).

Ja os peroxissomos, uma organela subcelular, é considerada também um sitio
importante de producdo de EROs (GILL e TUTEJA, 2010), e o maior na geracdo de
H.0, (FOYER e NOCTOR, 2003). Nesta reacéo, o glicolato produzido pela oxigenacéo
da ribulose-1,5 bifosfato (Rubisco) é oxidado a glioxilato pela oxidase glicolato,
produzindo grandes quantidades de H,O, em uma etapa intermediaria da via
fotorrespiratoria (FOYER e NOCTOR; 2003; DEL RIO et al., 2006). Desta forma,
justifica-se o porqué da presenca exclusiva da enzima catalase nesta organela, enzima
responsavel pelo maior mecanismo de eliminacdo de H,O, (FOYER e NOCTOR,
2003).

Por outro lado, nas mitocondrias apesar da geracdo das EROS (H,O, e O;")
ocorrer em menor escala, comparado com as outras organelas, estes sdo também
prejudiciais ao funcionamento celular. Mitocondrias em plantas séo diferentes das que
ocorrem em animais, principalmente por estar envolvidas em processos metabolicos
diferentes, como a fotossintese e fotorrespiracdo (DAS e ROYCHOUDHURY, 2014).
Por exemplo, em plantas sob moderada a alta intensidade luminosa a formacéo de H,0,
em cloroplastos e peroxissomos pode ser cerca de 30 a 100 vezes maior que em
mitocondrias (FOYER e NOCTOR, 2003). Um dos maiores sitios de producdo de EROs

em mitocondrias é a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial. Ela possui energia

43



suficiente para reduzir o O, para outras formas de EROs nos Complexo | e Ill, como
H,O, e O, (DAS e ROYCHOUDHURY, 2014).

Embora o O, seja uma das principais EROs produzidos na mitocondria, ele é
convertido em H,0, pela isoforma da superoxido dismutase dependente de manganés
(Mn-SOD), presente nessa organela, a qual é considerada a primeira linha de defesa
enzimética antioxidante (SHARMA et al., 2012). Condi¢des de estresses abioticos, tais
como, seca, calor e excesso de luz, condi¢bes que limitam a assimilagédo CO; no clico de
Calvin, podem aumentar a producdo de EROs levando a danos permanentes nos varios
componentes celulares, como oxidacdo de lipidios de membrana, DNA e proteinas
(MITLLER, 2002; APEL e HIRT, 2004; MOLLER, 2007; GILL e TUTEJA, 2010;
SHARMA et al., 2012).

1.2.3.2-Protecdo oxidativa

Os efeitos dos produtos da reducdo parcial do oxigénio molecular (Oz) nos
organismos aerobicos e fotossintéticos, acredita-se ser o estresse mais antigo do planeta.
As plantas tém freqlientemente lidado por pelo menos 1,7 bilhdes de anos com estas
formas de oxigénio desde que iniciou a producdo de O, a partir do CO, e H,O
(DOWLING e SIMMONS, 2009; DEMIDCHIK, 2015). Interessantemente, as plantas
desenvolveram a capacidade de empregar o estresse oxidativo para necessidades de
sinalizacdo, regulacdo de crescimento, deteccdo de hormonios e agentes reguladores
(DEMIDCHIK, 2015). Além disso, como parte do processo evolutivo, desenvolveu
também mecanismos de defesa enzimaticos e ndo enzimaticos para evitar a acumulacao
destas EROs e consequente danos celulares (MITLLER, 2002; GILL e TUTEJA, 2010;
XU etal., 2013; BARBOSA et al., 2014).

O sistema ndo enzimatico é constituido principalmente por componentes
hidrofilicos, como o &cido ascoérbico (ASA) e a glutationa (GSH), enquanto que a
protecdo enzimatica é composta por um complexo sistema de enzimas, presentes em
varias organelas e atuando de forma coordenada na protecdo oxidativa. As principais
enzimas oxidativas sdo a dismutase do superdxido (SOD), a catalase (CAT), a
peroxidase de ascorbato (APX), a redutase da glutationa (GR), a redutase do
monodeidroascorbato (MDHAR) e redutase do deidroascorbato (DHAR) (FOYER e
NOCTOR, 2003; SGGOBA et al., 2015).
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1.2.3.2.1-Enzimaticos

As enzimas séo essenciais para vida dos organismos vivos. Elas catalisam reagdes
quimicas e mediam todas as reacdes bioquimicas que constituem a vida. Enzimas
antioxidantes estdo presentes em diferentes compartimentos celulares (cloroplasto,
mitocondria, peroxissomo, membrana plasmatica, e contribuem para evitar o acumulo
das EROs em plantas, o que confere um estado de homeostase (equilibrio) redox no
sistema (MITLLER, 2002; BARBOSA et al., 2014; SGGOBA et al., 2015). Fazem
parte do complexo de defesa enzimatico de alta afinidade para EROs especificos,
algumas enzimas oxidativas principais como; superoxido dismutase (SOD; EC
1.15.1.1), peroxidase do ascorbato (APX; EC 1.11.1.11) e catalase (CAT; EC 1.11.1.6)
(APEL e HIRT, 2004; XU et al., 2013).

O mecanismo de defesa enzimatico é composto pelo sistema SOD-CAT-APX,
que atuam de forma coordenada para promover o equilibrio redox no meio celular que é
perturbado pelo acimulo dos EROs. A dismutase do superdxido (SOD) esta presentes
em todos os organismos aerdbicos e se constitui a primeira linha de defesa em condicéao
de estresse. Estdo em variados compartimentos celulares, como as citosolicas (Cu-Zn-
SOD), mitocondrial (Mn-SOD) e cloroplastidica (Fe-SOD) (DAS e
ROYCHOUDHURY, 2014). Todas estas isoformas oxidam o radical O™ a H,0; e O,
(Eq. 1). Este radical é gerado na etapa fotoquimica da fotossintese, quando a energia na
forma fétons sdo maiores que a capacidade de absorcdo. Como consequiéncia, 0s
elétrons sdo desviados para o oxigénio molecular em cloroplastos gerando O™ (ASADA,
2006; TAKASHI e MURATA, 2008; DEMIDCHIK, 2015).

Em seguida, a peroxidase do ascorbato (APX) com o auxilio de um importante
agente redutor, o ascorbato (ASA), desintoxifica o0 meio do acumulo de H,O, em
organismos fotossintéticos (SHIGEOKA et al., 2002). Esta enzima utiliza o ascorbato
como doador de elétrons para reduzir o peréxido de hidrogénio a H,O e O,(EqQ. 2).
Como produtos destas reacdes sdo gerados formas oxidadas do ascorbato, que através
da acédo de enzimas redutoras, a forma reduzida é regenerado (SHIGEOKA et al., 2002).

Por outro lado, as catalases dentre as enzimas antioxidantes, sdo as unicas que ndo
exigem equivalentes redutores celulares, como a APX. Mesmo assim, as mesmas tém
uma taxa de degradag@o muito rapida do peréxido, mas uma afinidade muito mais baixa
comparada a APX (SHARMA et al., 2012). E uma enzima que catalisa a dismutagéo de

duas moléculas de H,O, em H,O e O, (Eq. 3). As catalases s6 conseguem enxergar 0
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peréxido em concentracdes na ordem de (mM), sendo a linha de defesa mais importante
para remover o H,O, em condigdes fotorrespiratorias (ZHANG et al., 2016). Esta
enzima tem uma baixa afinidade comparada a outras peroxidases como as APX, que
identifica o peroxido em concentra¢es muito baixas (uM), podendo ser responsavel por
modular processos de sinalizacdo (MITTLER, 2002). Os peroxissomos sdo importantes
locais de producdo de H,O, quando o glicolato é oxidado a glioxilato pela enzima
glicolato oxidase na via fotorrespiratoria (FOYER et al., 2009; SHARMA et al., 2012).

0505 + 2H* = 2H,0, + 0,(SOD) (1)
H,0, + AsA — H,0 + MDAsA (APX) )

1.2.3.2.2-Né&o enziméticos

Entre os metabdlitos ndo enzimaticos, o ascorbato (ASA) e a glutationa (GSH)
sd0 0s mais importantes para defesa e tolerancia das plantas a condi¢gdes ambientais
adversas (SGOBBA et al., 2015). Alem destes, existe outros, como os flavonoides,
alcaldides, compostos fendlicos e carotendides (SHIGEOKA et al., 2002; SHARMA et
al., 2012). Esses antioxidantes podem atuar tanto como cofatores de enzimas
antioxidativas ou também desintoxificar os EROs diretamente (SHARMA et al., 2012).
Essa acdo direta na eliminacdo dos EROs faz com que passe da forma reduzida para
oxidada, e através de enzimas redutoras sua forma reduzida é regenerada (MITLLER et
al., 2002).

O ASA é o mais abundante antioxidante de baixo peso molecular (FOYER e
NOCTOR, 2011). Tem um papel fundamental na defesa contra os estresses oxidativos
causado por niveis elevados de EROs e é considerado um excelente antioxidante pelas
inimeras reagdes em que participa (SHIGEOKA et al., 2002; FOYER e NOCTOR,
2011; GEST et al., 2013). Animais e plantas empregam diferentes vias de sintese de
ASA. Em plantas, por uma série de rea¢fes bioquimicas, o ascorbato é sintetizado na
mitocdndria por L-galactono-y-lactona desidrogenase (FOYER e NOCTOR, 2011) e é
transportado para os outros componentes celulares.

Nas células, o ASA estar presente em maior concentracdo nos peroxissomos,

cerca de 22,8 mM, organela considerada a maior de produtora de H,O, durante a
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fotorrespiracdo (FOYER e NOCTOR, 2003; GEST et al., 2013). Esta molécula é
envolvida em diversos processos fisiologicos como fotoprotecdo, biossintese de
compostos essenciais e em Varias fases do desenvolvimento vegetal (GILL e TUTEJA,
2010; FOYER e NOCTOR, 2012; GEST et al., 2013). Relacionados a fotoprotecao,
pode eliminar o H,O, via APX, ou de forma direta eliminar O,”, OH e 'O,
(SMIRNOFF, 1996; FOYER e NOCTOR, 2012). Adicionalmente, pode também doar
elétrons para o fotossistema I1(PSII) e também atuar como um cofator para violaxantina
de-epoxidase no ciclo das xantofilas (GEST et al., 2013).

Destas muitas funcdes do ascorbato, todas estdo diretamente relacionadas com a
fotossintese. Além disso, nos cloroplastos, APXs sdo particularmente sensiveis a
inibicdo por concentragdes baixas de ascorbato (FOYER e NOCTOR, 2011; GEST et
al., 2013). No cloroplasto, a remog¢édo do H,O; via o ciclo ASA-GSH é um importante
mecanismo na protecdo oxidativa (MITTLER, 2002; TAKASHI e MURATA, 2008).
Neste ciclo, a APX utiliza 0 ASA como doador de elétrons para reduzir o H,0, a agua
produzindo monodehidroascorbato (MDHA). Subsequentemente pela acdo da
monodehidroascorbato redutase, que usa 0 NADH como doador de elétrons regenera na
forma reduzida o ASA (SHIGEOKA et al., 2002; ASADA, 2006; SHARMA et al.,
2012)(Figura 6).

Estudos tém demonstrado seu importante papel na defesa de plantas contra
estresses bioticos e também contra estresse oxidativos. Por exemplo, reducfes nos
niveis de ASA podem diminuir a resisténcia de plantas em resposta a ataque de
patdgenos (PAVET et al., 2005). Esses estudos sugerem que 0s aumentos nos niveis de
ASA podem conferir tolerncia a estresses bioticos. Em relagdo a estresses abioticos,
pesquisadores usando mutantes de Arabidopsis thaliana, tém demonstrado que quando
o0s niveis de ascorbato diminuem em folhas, € um indicativo de senescéncia prematura
(BARTH et al., 2004). Outros estudos tém mostrado também que os niveis de ASA sdo
alterados em respostas a varios estresses como a seca, e que plantas de trigo quando
aclimatadas a seca, exibem um eficiente mecanismo antioxidante reduzindo o dano
celular na raiz (SELOTE e KHANNA-CHOPRA, 2010).

Esses resultados sugerem que 0 aumento nos niveis de ascorbato em plantas
pode também conferir tolerancia a estresses abioticos como também foi demonstrado
por Hemavathi et al., (2009). Semelhante ao ascorbato, a glutationa (GSH) também ¢
um antioxidante soltivel em &gua, e muito abundantes em plantas (FOYER e NOCTOR,

2011). O Tripepitideo glutationa (yglu-cys-gly) também ¢ um dos metabdlitos essenciais
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em plantas para defesa contra danos oxidativos. Sua presenca em tecidos de plantas
ocorre principalmente na sua forma reduzida (GSH) e é localizado em todos os
compartimentos celulares como citosol, reticulo endoplasmatico, vacuolo, mitocondria,
cloroplasto, peroxissomo e também no apoplasto (JIMENEZ et al., 1998).

Em plantas, os tecidos metabolicamente ativos como os cloroplastos possuem
concentragdes relativamente altas de GSH, cerca de 4,5 mM (FOYER e NOCTOR,
2005). Esta molécula desempenha importantes funcdes em processos fisioldgicos
como, transducdo de sinais, conjugacao de metabdlitos, eliminacdo de EROs e também
a expressdo de genes em respostas a estresses (LEISINGER et al., 2001; FOYER e
NOCTOR, 2005). Quando sintetizado, GSH funciona como substrato para multiplas
reacOes celulares que geram como produto destas reacOes a forma oxidada (GSSH). O
balanco entre as formas GSH e GSSH desempenha um importante papel no balanco
redox nas células (GILL e TUTEJA, 2010). A forma oxidada é regenerada pela a¢éo da
peroxidase de glutationa (GR) que consome NADPH na reacdo. Em adicdo, pode
também participar na regeneracdo do ASA através da enzima deidroascorbato redutase
(DHAR) (Figura 6).

DHA

H.0,
Desintoxificacio

Figura 6. O ciclo de Ascorbato-Glutationa atua na desintoxicacdo do peroxido de
hidrogénio (H,O,) em H,0 através da agdo da peroxidase de ascorbato (APX) (adaptado
de GEST et al., 2013).
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Recentes estudos com mutantes de Arabidopsis thaliana, tém confirmado a
importancia da GSH na protecéo oxidativa em plantas sob condigéo de estresse. Nesse
estudo, mutantes deficientes em glutationa (GSH) apresentaram disturbios fenotipicos e
acentuado estresse oxidativo. Com isso, mecanismos compensatorios foram induzidos
pelo aumento da atividade de enzimas oxidativas, como o sistema SOD-CAT-APX em
resposta ao estresse (JOZEFCZAK, et al., 2015). Nas plantas, a presenca destes
antioxidantes (ASA e GSH) em tecidos metabolicamente ativos sdo cruciais na prote¢do
oxidativa e regulacdo de processos fisiologicos essenciais como a fotossintese. Todo o
conhecimento produzido até hoje, mostraram a importancia e funcionalidade dos

mecanismos antioxidativos na tolerancia da célula a fatores ambientais adversos.

1.3-O MODELO VEGETAL (Oryza sativa L.)

O arroz é um dos cereais mais importantes do mundo (FURUTA et al., 2015).
Possui duas espécies cultivadas em todo o mundo, o arroz asiatico, Oriza sativa, e 0
arroz africano, Oriza glaberrima, que é cultivado em escala limitada no Oeste da Africa
(KUSH, 1997). Destas espécies citadas acima, a espécie O. sativa destaca-se por ser de
grande importancia para alimentacdo humana. Acredita-se que tenha sido domesticado a
cerca de 8.000 anos atras (FURUTA et al., 2015), diferente da espécie O. glaberrina,
domesticado a cerca de 3.500 anos (LI et al., 2011). Esta domesticacdo levou a
diferenciacdo varietal em duas principais subespécies de O. sativa, o indica e japdnica
(VAUGHAN et al., 2003).

A espécie Oryza sativa pertencea Divisdo Magnoliophyta (Angiospermae),
Classe Liliopsida (Monocotileddnea), Ordem Poales, Familia Poaceae (Gramineae),
Subfamilia Oryzoideae (Bambusoideae), Tribo Oryzeae, Género Oryza. Estas duas
subespécies devido aos processos de domesticagdo possuem  caracteristicas
morfoldgicas distintas, como por exemplo, relacionados aos grdos. A subespécie O.
Sativa indica possui gréos longos e finos diferente da O. Sativa japonica que possui
gréos largos. Além disso, o indica é predominante em regides onde o clima varia de
tropical a subtropical, como toda a Asia tropical. Por outro lado, a subespécie japonica
apresenta variedades tropicais e temperadas, e é cultivado no Leste Asiatico, América
do Norte, América Latina, Norte da Africa e Europa.

No Brasil estas subespécies (japonica e indica) foram introduzidas pelos

portugueses e os espanhdis levaram para outros paises da América Latina. Assim, a
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maioria das variedades de sequeiro que foram introduzidas no Brasil foram Japonica e
das terras baixas variedades que pertencem ao grupo indica (KUSH, 1997). O arroz
juntamente com o trigo e algumas leguminosas, representam uma parte importante da
dieta do Brasil e do mundo. E uma excelente fonte de energia devido a alta
concentracdo de amido, fornecendo também proteinas, vitaminas e minerais, e possui
baixo teor de lipidios (WALTER et al., 2008).

O sistema de produgdo no Brasil onde o arroz é cultivado compreende dois tipos,
o0 de varzeas, irrigado por inundacdo controlada, e o de terras altas, também conhecido
por sequeiro, com ou sem irrigacdo por aspersdo. Quando cultivado sob condicbes de
seca, sua producdo é comprometida, pela ocorréncia deste fator abidtico que
freqlientemente ocorre associado com calor e alta luminosidade (MITLLER e
BLUMWALD, 2010). Esses fatores isolados ou combinados causam impactos
negativos em processos metabolicos essenciais, como a fotossintese, primeiro processo
a ser afetado nestas condicdes (LIU e HUANG, 2008; SGOBBA et al., 2015; YUAN et
al., 2016; ZHOU et al., 2007; SILVA et al., 2010 ).

Foram obtidos aumentos em produtividades para cereais como o arroz durante a
revolucdo verde mediante variedades melhoradas (EVANS, 2013). Entretanto, acredita-
se que ganhos em rendimento nos ultimos anos praticamente ndo ocorreram (ZHU et al.,
2010). O foco agora é melhorar a fotossintese, processo que ainda € ineficiente para
resolver este problema (BETTI et al., 2016). Em plantas C3, um processo que compete
com a fotossintese e limita a produtividade das culturas é a fotorrespiracdo (FOYER et
al., 2009) e tem sido alvo de pesquisas importantes, principalmente a enzima oxidase do
glicolato, que efetua um passo essencial na via fotorrespiratéria (KEBEISH et al.,
2007; FAHNENSTICH et al., 2008; MAIER et al., 2012). Entretanto, sua relacdo com a
fotossintese e metabolismo oxidativo ainda ndo séo claros fazendo-se necessarias mais
pesquisas (TIMM et al., 2016).

O arroz é um modelo vegetal utilizado recentemente em estudos de fisiologia
vegetal visando elucidar mecanismos regulatérios do metabolismo primario (XU et al.,
2009; LU et al., 2014) e de processos associados com sinalizagdo/danos celulares
(SOUSA et al., 2015; ZHANG et al., 2016). O arroz (Oryza sativa L., spp. japbnica) foi
a primeira espécie vegetal dos cereais de importancia econdbmica a ter o genoma
completamente sequienciado (GOFF et al., 2002). Esse seqtienciamento permitiu estudos

mais aprofundados acerca de processos celulares envolvendo a expressao e manipulagdo
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génica (RIBEIRO et al., 2012; PASSAIA et al., 2014) bem como respostas metabolicas
(CAVERZAN et al., 2014).

Esses estudos tém contribuido para o entendimento dos distarbios celulares
causados por fatores ambientais adversos sobre o crescimento de espécies vegetais de
importancia econémica. A maior parte do entendimento acerca dos processos celulares
relacionados com a performance das plantas frente aos impactos ambientais foi obtida a
partir de Arabidopsis thaliana, a primeira espécie com genoma sequenciado
(SOMERVILLE, 2001). No entanto, essa espécie possui genoma relativamente simples
se comparado a espécies agricolas, tendo limitado a extrapolacdo de resultados
envolvendo respostas celulares a fatores abi6ticos para plantas com genomas mais
complexos (POETHIG, 2001). Por exemplo, estudos com plantas de arroz tém mostrado
que essa espécie possui respostas metabolicas e mecanismos fisiologicos diferentes de
Arabidopsis thaliana para lidar com estresses abioticos, como calor e excesso de luz
(BONIFACIO et al., 2011).

Esses estudos mostram que plantas de arroz sdo relativamente mais tolerantes ao
estresse oxidativo que plantas de Arabidopsis thaliana, por possuirem diversos genes
que codificam proteinas envolvidas em processos similares, possibilitando mecanismos
compensatorios. Por exemplo, o duplo silenciamento de isoformas de peroxidase do
ascorbato (APX1/2), resultou em aumento nos niveis de antioxidantes ndo enzimaticos,
ascorbato e glutationa e também enzimaticos como a CAT e GPX. Além disso, esses
mutantes exibiram uma taxa fotossintética e eficiéncia fotoquimica semelhante as
plantas ndo transformadas (BONIFACIO et al., 2011). O arroz é uma graminea C3, e
diferente de plantas C4 como o milho, possui uma alta atividade fotorrespiratoria.
Segundo Ueno et al., (2005), a atividade da enzima chave da via fotorrespiratéria,
glicolato oxidase, em arroz é cerca de 12 vezes maior quando comparadas com milho.
Por estas caracteristicas, a espécie vem sendo considerada um bom modelo vegetal para

estudos relacionados a fotossintese e metabolismo oxidativo.
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2-JUSTIFICATIVA E CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

As plantas necessitam de condi¢cbes ambientais adequadas para crescer,
desenvolver e expressar seu potencial agricola. Entretanto, devido ao seu estilo de vida
séssil, sdo continuamente expostas a uma ampla gama de pressdes ambientais que
perturbam seu potencial genético para produgdo. Destas pressfes ambientais, a seca,
calor e luminosidade elevada tém sido bastante estudados nos ultimos anos pelos
prejuizos causados a agricultura no mundo todo (MITTLER e BLUMWALD, 2010;
CRAMER et al., 2011). Resultado destes estudos tem demonstrado consistentemente
que estes estresses abidticos promovem intensos impactos no metabolismo vegetal, e
gue um dos primeiro processo a ser afetado nestas condicdes € a fotossintese, reduzindo
sua eficiéncia consideravelmente (LIU e HUANG, 2008).

Essa diminuicéo € atribuida em parte ao aumento da atividade fotorrespiratoria,
processo metabdlico que compete com a fotossintese e tras grandes prejuizos a
produtividade das culturas (FOYER et al., 2009). Em plantas, a Rubisco é a enzima
responsavel pela fixacdo de carbono na fotossintese, e apesar de ser a proteina mais
abundante em tecidos fotossintéticos possui uma caracteristica bifuncional. Esta
proteina pode catalisar tanto a carboxilagdo da molécula de CO,, quanto a oxigenacé&o,
que é o consumo de O,. Todos os estresses citados acima favorecem a atividade
oxigenase, induzindo o aumento da fotorrespiracdo e reduzindo o ganho liquido de
carbono pela fotossintese (VOSS et al., 2013; PETERHANSEL e MAURINO, 2011).

O estresse hidrico causa fechamento estomatico e conseqlientemente reducdo da
condutancia estomatica, afetando os processos de trocas gasosas e dificultando o influxo
de CO, da atmosfera para os sitios de carboxilacdo da Rubisco (VOSS et al., 2013).
Como resultado, reduz a assimilacdo liquida de CO, diminuindo a concentracdo do
principal aceptor de elétrons, 0 NADP" (TAKASHI e MURATA et al., 2008). A
diminuicdo do NADP" leva a um desvio de elétrons para reducio do O, a formas
toxicas, comprometendo a geracdo de ATP e NADPH e consequente restricdo
fotossintética. Por outro lado, o calor aumenta a solubilidade do CO, na &gua em menor
intensidade se comparada com a solubilidade do O, nas mesmas condicdes.

Esse fato torna o oxigénio mais disponivel que o CO, para o sitio catalitico da
Rubisco, favorecendo a atividade oxigenase e o0 aumento da fotorrespiracao
(PETERHANSEL E MAURINO et al., 2011). Além disso, 0 excesso de calor pode
afetar as propriedades cineticas da Rubisco, que juntamente com a maior propor¢édo
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atmosférica de O, (21%) em relacdo ao CO, (0,04%) sdo condi¢bes que favorecem
também a atividade oxigenase (WHITNEY et al., 2011).

Esses efeitos podem se tornar ainda mais intensos sob condigdes de excesso de
luminosidade. Nessas condicdes, a captacdo continuada de luz pode sobrecarregar a
cadeia de transporte de elétrons no cloroplasto, e a via fotorrespiratdria pode atuar como
uma rota alternativa para dissipacdo de energia e protecdo contra estresses (VOSS et al.,
2013). Além destes efeitos na fixacdo de CO,, ocasiona também a interrupcdo da
homeostase celular redox, aumentando a producdo de EROs e conseqgiientemente
estresse oxidativo (MOLLER, 2007). A geracdo de EROs ocorre principalmente pela
atividade da glicolato oxidase (GO) que desempenha um passo essencial na
fotorrespiracdo. Ela oxida o glicolato, produzido pela atividade de oxigenase da
Rubisco, em glioxilato gerando como produto perdxido de hidrogénio (H.O,) nos
peroxissomos (BARBOSA et al., 2014).

Essa espécie reativa de oxigénio possui a capacidade de danificar moléculas
biolégicas importantes como DNA, proteinas e oxidacdo de lipidio de membranas
(DEMIDCHIK, 2015). A fotorrespiracao estar presente tanto em plantas C3(XU et al.,
2009) quanto em plantas C4 (ZELITCH et al., 2009). Entretanto, esta via € mais intensa
em plantas C3 (TIMM et al., 2016; BETTI et al., 2016). Por exemplo, uma espécie C3
como o arroz tem uma atividade da glicolato oxidase (GO) cerca de 12 vezes maior que
uma planta C4, como o milho (UENO et al., 2005). Assim, esses estresses abioticos
isoladamente, déficit hidrico, temperatura elevada e luminosidade excessiva,
representam estimulos potenciais para a inducdo da atividade fotorrespiratoria em
plantas.

No campo, as plantas estdo sujeitas a combinacdo de um, dois ou mais estresses
levando a respostas complexas (PRASCH e SONNEWALD, 2015). Além disso, nessas
condigdes a presenca de um desses fatores pode interagir e potencializar os efeitos
adversos dos demais estresses no metabolismo celular. Desta forma, é eminente a
necessidade de culturas mais tolerantes a essas pressdes (estresses combinados), porque
a populacdo cada vez mais requer das culturas maiores produtividades (RAINES, 2011;
ZISKA et al., 2012) e principalmente num cenario mundial de mudancas climéticas
(MITTLER e BLUMWALD, 2010; LI et al., 2013). Segundo projec¢des, essas mudancas
ocorrerdo, por exemplo, com amplitudes de seca acompanhadas por temperaturas
elevadas (IPCC, 2008). Portanto, faz necessario a investigacdo do impacto destes fatores

abibticos combinados na eficiéncia fotossintética e também entender os mecanismos de
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protecdo oxidativa (enzimaticos e ndo enzimaticos) que as plantas desenvolveram para

se adaptar nestas condigdes.
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4-HIPOTESE E OBJETIVOS
4.1-HIPOTESE

A reducdo da atividade fotorrespiratdria, induzida pela menor atividade da
enzima oxidase do glicolato, pode aumentar a eficiéncia fotossintética e atenuar 0s
danos foto-oxidativos em plantas de arroz expostas ao estresse de seca isolado e

combinado com excesso de calor e luz.
4.2-OBJETIVOS

4.2.1-Objetivo geral
Demonstrar que a reducdo da fotorrespiracdo, induzida pela menor atividade da
GO, pode aumentar a eficiéncia fotossintética e atenuar os danos foto-oxidativos em
plantas de arroz na auséncia e presenca dos efeitos isolados e combinados dos estresses

de seca, temperatura elevada e excesso de luminosidade.
4.2.2-Objetivos especificos

v" Estimar as concentra¢des do inibidor a-hidroxisulfonato necessarias para reduzir
em 50% a atividade da GO de folhas de arroz, por meio de ensaio de inibicdo em

segmentos de tecidos utilizando doses crescentes do inibidor no meio;

v"Induzir uma reducéo da atividade da via fotorrespiratoria pela inibicao parcial de
atividade da enzima GO em plantas de arroz, pela aplicagdo do inibidor HPMS;

v" Reduzir a atividade da via fotorrespiratéria, pela reducdo de atividade da GO,
por meio da aplicacdo, nas plantas de arroz, de uma concentracdo do inibidor de
GO capaz de reduzir em cerca de 50% a atividade dessa enzima;

v Avaliar as mudangas nos parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da

clorofila em plantas de arroz, submetidas ou ndo a reducédo de atividade da GO,

cultivadas na auséncia e presenca dos estresses de seca e excesso de calor e luz;
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v' Determinar a atividade da GO e das enzimas antioxidativas CAT, SOD e APX
nas plantas, submetidas ou ndo a reducdo de atividade da GO, cultivadas na

auséncia e presenca de seca e excesso de calor e luz;

v Determinar a expressao (imunoblot) da Rubisco em plantas arroz, submetidas ou
ndo a reducdo de atividade da GO, cultivadas na auséncia e presenca dos
estresses de seca e temperatura e luminosidade elevada;

v" Medir o contetdo dos antioxidantes ndo enzimaticos ascorbato e glutationa em
plantas de arroz, submetidas ou ndo a redugdo de atividade da GO, cultivadas na
auséncia e presenca dos estresses de seca e temperatura e luminosidade elevada;

v Avaliar 0 acimulo de EROs (contetido de H,0,) e danos oxidativos (contetido
de TBARS) em folhas plantas de arroz, submetidas ou ndo a redugdo de
atividade da GO, cultivadas na auséncia e presenca dos estresses de seca e

temperatura e luminosidade elevada;

5-ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
5.1-ESTUDOS REALIZADOS

O presente trabalho foi realizado com base em trés estudos seqiienciais, sendo
cada estudo apresentado na forma de capitulo. Inicialmente foi realizada uma reviséo de
literatura para conhecer o estado da arte e caracterizar os danos como também o0s
mecanismos de protecdo oxidativa em plantas frente aos efeitos isolados dos estresses
hidrico e combinados com excesso de luz e calor (CAPITULO 1). Em seguida, foram
realizados dois estudos em arranjo experimental do tipo fatorial (2 x 2 x 2), permitindo
avaliar os efeitos isolados e combinados do estresse hidrico com excesso de calor
(CAPITULO 1) e de luz (CAPITULO I11). A descricdo detalhada de cada experimento
mencionado acima se encontra no segmento “material ¢ métodos” dos respectivos

capitulos a seguir.
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CAPITULO-II
ACLIMATACAO FOTO-OXIDATIVA EM ARROZ COM REDUZIDA
ATIVIDADE DA OXIDASE DO GLICOLATO EXPOSTAS AOS ESTRESSES
ISOLADOS E COMBINADOS DE SECA E EXCESSO DE CALOR




ACLIMATACAO FOTO-OXIDATIVA EM ARROZ COM REDUZIDA
ATIVIDADE DA OXIDASE DO GLICOLATO EXPOSTAS AOS ESTRESSES
ISOLADOS E COMBINADOS DE SECA E EXCESSO CALOR

Autor: Carlos Alberto Vieira de Souza
Orientador: Sérgio Luiz Ferreira da Silva

RESUMO

No presente estudo foi caracterizado o papel da enzima fotorrespiratoria oxidase do
glicolato (GO) na fotossintese e geracdo de danos oxidativos em plantas de arroz
expostas aos estresses isolados e combinados de seca e excesso de calor. As sementes
foram germinadas em substrato de vermiculita em casa de vegetacdo, e apds 60 dias ao
plantio, foram submetidas aos efeitos dos estresses de seca e excesso de calor em
camara de crescimento. Nesta condi¢do, as plantas de arroz (Oriza sativa L.) cv.
Nippombare foram submetidas ao tratamento de inibicdo parcial da GO imposta pelo
inibidor especifico, a-hidroxisulfonato (HPMS). Os resultados mostram que nas plantas
submetidas a seca a reducdo da fotossintese foi atribuida a limitagdes estomaticas,
menor condutdncia estomatica (gs) e transpiracdo (E), como também limitacdes
metabolicas, menor eficiéncia de carboxilacdo instantanea (Pn/Ci). Por outro lado, nas
plantas expostas ao excesso de calor isolado ocorreram restricbes fotoquimicas, menor
eficiéncia quantica efetiva (AF/Fm”), quenching fotoquimico (qP) e taxa de transporte
de elétrons (ETR). O contetdo de clorofilas foi reduzido em resposta a seca, 0 que ndo
ocorreu nas plantas expostas ao excesso de calor (42°C). Nos estresses combinados de
seca e excesso de calor foi observado uma maior restricdo estomatica do que na seca
individualmente, indicando uma interacdo negativa destes fatores gerando uma
incapacidade de dissipagdo térmica via fluxo transpiratorio. A reducgdo da atividade da
GO nédo estimulou a Py, porém aumentou a fotorrespiracao (Pr) seguido de diminuicdes
na velocidade maxima de carboxilacdo (V¢max) € Na taxa méaxima de transporte de
elétrons (J). Além disso, metabolitos a jusante da atividade da GO, como o0s
amino&cidos glicina e serina foram acumulados de forma significativa na tentativa de
reduzir a via fotorrespiratoria. Esses resultados sugerem que a Pr pode ser regulada por
outras vias distintas, além da exercida pela GO e que sua relagdo com a Py é bem
complexa. Essa combinacdo de estresses também limitou a protecdo oxidativa conferida
pelo sistema CAT-APX e ASA, que resultou no acimulo significativo de H,0, que foi
relacionado a maior peroxidacdo de lipidios (TBARS), sugerindo o envolvimento de
outras vias na geracdo de H,0, além da oxidacdo do glicolato pela GO. Em conjunto, 0s
resultados mostram que a combinacao da seca e excesso de calor, restringe severamente
a atividade fotossintética por ocasionar limitagdes estomaticas e metabdlicas. Além
disso, a reducéo da atividade da GO ndo estimulou a Py e nédo reduziu a fotorrespiracéo.
Em adicdo metabdlitos da via fotorrespiratoria ndo mostraram relagdo direta com a
atividade da GO e a fotorrespiracdo parece ndo ser a principal geradora de danos
oxidativos no arroz nesta condicao.

Palavras-chave: Estresses abioticos, prote¢do oxidativa, eficiéncia fotossintética.
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ACCLIMATIZATION PHOTO-OXIDATIVE IN RICE WITH REDUCED
GLYCOLATE OF OXIDASE ACTIVITY EXPOSED TO STRESS ISOLATED
AND COMBINED OF DROUGHT AND EXCESSIVE HEAT

Author: Carlos Alberto Vieira de Souza
Adviser: Prof. Dr. Sérgio Luiz Ferreira da Silva

ABSTRAT

In this study we characterized the role of photorespiration glycolate oxidase enzyme
(GO) in photosynthesis and the generation of oxidative damage in exposed rice plants to
isolated and combined stress of drought and excessive heat. The seeds were germinated
in vermiculite substrate in a greenhouse, and 60 days after planting, were subjected to
the effects of drought stress and excess heat in growth chambers. In this condition, the
rice plants (Oryza sativa L.). Nippombare were subjected to the treatment of partial
inhibition of GO imposed by the specific inhibitor, a-hidroxisulfonato (HPMS). The
results show that the plants subjected to drought, reducing photosynthesis (Py) was
attributed to stomatal limitations, lower stomatal conductance (gs) and transpiration (E),
as well as metabolic restrictions, lower efficiency instant carboxylation (Pn/Ci). On the
other hand, in plants exposed to excess heat insulated occurred photochemical
restrictions, less effective quantum efficiency (AF/Fm'), photochemical quenching (gP)
and electron transport rate (ETR). The chlorophyll content was reduced in response to
drought, which did not occur in plants exposed to excess heat (42°C). In drought
combined stress and excess heat was observed greater stomatal restriction than in the
dry individually, indicating a negative interaction of these factors generating a thermal
dissipation failure via transpiration stream. The reduction of GO activity did not
stimulate the Py, but increased photorespiration (Pr) followed by decreases in maximum
speed of carboxylation (V¢max) and maximum rate of electron transport (J). Moreover,
metabolites downstream of the GO activity as the amino acids glycine and serine were
significantly accumulated in an attempt to reduce photorespiration pathway. These
results suggest that the Pr can be adjusted by other distinct pathways apart from that
exerted by the GO and their relationship with the Py is very complex. This combination
of stress also limited oxidative protection under CAT-APX and ASA system, which
resulted in significant accumulation of H,O, which was related to increased lipid
peroxidation (TBARS), suggesting the involvement of other pathways in the generation
of H,0O; in addition to the oxidation glycollate by GO. Together, the results show that
the combination of dry, excess heat, severely restricts the photosynthetic activity by
causing stomata and metabolic limitations. Moreover, the reduction of the GO activity
was not stimulated Py did not reduce photorespiration. In addition metabolites via
photorespiration showed no direct relationship with the activity of GO and
photorespiration does not seem to be the main generator of oxidative damage to the rice
in this condition.

Keywords: Abiotic Stresses, oxidative protection, photosynthetic efficiency.

73



1-INTRODUCAO

As plantas devido ao seu estilo de vida séssil sdo simultaneamente expostas a um
grande numero de estresses abidticos. Essas condi¢fes ambientais restritivas para
plantas sdo responsaveis por ocasionar grandes perdas a producdo agricola no mundo
todo (MITLLER, 2006). Essas perdas para agricultura podem ser agravadas devido as
mudancas climaticas, uma realidade preocupante que pode comprometer a producéo de
alimentos (MITTLER, 2006; IPCC, 2007; MITTLER e BLUMWALD, 2010; GAMES
et al., 2013). A estimativa projetada para os proximos 50-100 anos é que a temperatura
média anual ir4 elevar de 3 a 5° C (IPCC, 2007). Neste cenario de mudancas climaticas,
as regides agricolas do nosso planeta sdo susceptiveis de ser diferencialmente afetadas
(STOTT etal., 2004; CIAIS et al., 2005; TIAN et al., 2009).

Os efeitos adversos destes fatores abioticos, como a seca e excesso de calor,
afetam processos fisiologicos, bioguimicos e moleculares essenciais para as plantas
(DELUC et al., 2009). Um dos primeiros processos a ser afetados por estes estresses € a
fotossintese (LIU e HUANG, 2008). No metabolismo fotossintético, as respostas
vegetais aos efeitos negativos da seca e do calor sdo diferentes (SUZUKI et al., 2014).
Sob condic¢des de seca, a diminuicdo da fotossintese ocorre por fatores estomaticos. As
plantas fecham os estdbmatos diminuindo a condutancia estomatica, afetando processos
de trocas gasosas e a eficiéncia de carboxilacdo (SILVA et al., 2010; SALES et al.,
2015; YUAN et al., 2016). Por outro lado, o excesso de calor promove uma diminuicédo
da fotossintese por fatores ndo estomaticos, como a diminuicdo da atividade da Rubisco
e da taxa aparente de transporte de elétrons (LIU e HUANG, 2008; WAY e OREN,
2010).

O excesso de calor afeta as propriedades cinéticas da Rubisco, estimulando a
atividade de oxigenase (PETERSHANSEL e MAURINO, 2011). No campo, essas
condi¢cdes ambientais restritivas para as plantas ocorrem freqliientemente combinadas,
Ou seja, a seca ocorre associada ao excesso de calor (MITLLER, 2006). A combinagéo
destes estresses (seca e excesso de calor) causa fechamento estomatico que reduz a
disponibilidade de CO,, favorecendo a atividade de oxigenacdo da Rubisco nos
cloroplastos (FOYER e NOCTOR, 2000). Como efeito desta menor disponibilidade de
CO,, ocorre uma reducdo do principal aceptor de elétrons na etapa fotoquimica nos
cloroplastos, o NADP”, desviando elétrons para o oxigénio molecular e gerando

espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs quando presentes em baixas
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concentragdes podem atuar como moléculas sinalizadoras em diversos processos de
desenvolvimento (FOYER e NOCTOR, 2003; ISHIBASHI et al., 2011). Contudo, a
producdo excessiva de EROs pode ocasionar dano oxidativo (MOLLER, 2007,
DEMIDCHIK, 2015).

As plantas possuem diversos mecanismos enzimaticos e nao enzimaticos para
eliminacdo dos EROs (MITLLER, 2002; MOLLER, 2007; GILL e TUTEJA, 2010; XU
et al., 2013; BARBOSA et al., 2014; SGOBBA et al., 2015). O sistema ndo enzimatico
¢ constituido principalmente por componentes hidrofilicos, como o acido ascérbico
(ASA) e a glutationa (GSH). A protecdo enzimatica € composta por um complexo
sistema de enzimas SOD-CAT-APX, presentes em vérias organelas e atuando de forma
coordenada na protecédo oxidativa (FOYER e NOCTOR, 2003).

O estresse hidrico e 0 excesso de calor isoladamente sdo estimulos potenciais
para a fotorrespiracdo e a combinacao destes fatores pode intensificar a atividade dessa
via, considerada uma das principais fontes de EROs na célula vegetal que produz
principalmente o perdxido de hidrogénio (FOYER e NOCTOR, 2003). A atividade da
oxidase glicolato desempenha um passo essencial na via fotorrespiratoria, oxidando o
glicolato, que € produzido pela atividade oxigenase da Rubisco, em glioxilato nos
peroxissomos (XU et al., 2009; LU et al., 2014). Nessa reacdo catalisada pela GO,
ocorre a producdo paralela de quantidades elevadas de peroxido de hidrogénio
(MOLLER, 2007; VOSS et al., 2013; BARBOSA et al., 2014).

A fotorrespiracdo é considerada uma via metabélica fatil por levar a perda de
carbono e pelo alto consumo de energia, além de ser uma fonte de estresse oxidativo
(VOSS et al.,, 2013; BETTI et al., 2016). A maioria das culturas de importancia
econbmica sdo plantas C3 onde a via fotorrespiratéria é mais intensa, como em arroz
(UENO et al., 2005). Este fato levou cientistas a busca de abolir esta via metabdlica
para aumentar a produtividade das culturas (OGREN, 1984). Entretanto, os resultados
encontrados a partir dos mutantes para as varias enzimas do ciclo ndo alcangaram este
alto desempenho fotossintético. Por outro lado, quando a fotorrespiracdo foi tolerada e
buscou-se diminuir o fluxo fotorrespiratério por um desvio do glicolato produzido nos
cloroplastos, resultados satisfatorios foram obtidos indicando que a diminui¢éo no fluxo
de carbono fotorrespiratorio pode aumentar a fotossintese e o rendimento das culturas
(KEBEISH et al., 2007; NOLKE et al., 2014; DALAL et al., 2015).

Como modelo para estudos sobre a fotorrespiragéo, a redugédo da atividade da GO

poderia também diminuir o fluxo fotorrespiratorio devido o papel chave (3° reacdo) na
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rota efetuada nos peroxissomos. Dos estudos conduzidos, tem sido mostrado que uma
menor atividade da GO esta diretamente relacionado com um menor contetddo de
glioxilato e peroxido de hidrogénio (H,0.), indicando ainda que a GO pode exercer um
papel regulatério na fotorrespiragdo (SOUSA et al., 2015). Entretanto, estudos com
nocaute génico mostraram resultados controversos, indicando que a menor expressao e
atividade da GO podem reduzir a fotossintese em espécies C3 como arroz (XU et al.,
2009) e espécies C4, como 0 milho (ZELITCH et al., 2009). Esses resultados sdo ainda
controversos, mas vém mostrando que a fotorrespiracdo exerce um papel regulatorio na
fotossintese, com parte desses mecanismos regulatorios coordenados pela atividade da
oxidase do glicolato (BETT]I et al., 2016; TIMM et al., 2016).

O presente estudo teve como objetivo avaliar o papel da enzima oxidase do
glicolato (GO) na geracdo de danos oxidativos bem como na modulacéo da fotossintese,
em plantas de arroz expostas a estresses isolados e combinados de seca e calor. As
plantas de arroz foram submetidas a inibicéo parcial da atividade da GO pela aplicacdo
de um inibidor para essa enzima (a-hidroxisulfonato/HPMS), seguido da exposicéo as
diferentes condicOes de estresses de seca e calor. Essa estratégia permitiu identificar
distarbios associados com a fotorrespiracdo, a fotossintese e danos oxidativos que

podem ser ativados pelo papel da GO naquelas condi¢des ambientais.

2-MATERIAL E METODOS
2.1-MATERIAL VEGETAL E APLICACAO DOS TRATAMENTOS

As sementes de arroz (Oryza sativa), cv Nippombare, foram desinfetadas em
hipoclorito de sédio 2,5% (v/v) por 5 min, lavadas com agua destilada e germinadas em
mistura de areia com vermiculita (v/v) na proporcdo de 1:1 em vasos de 2 litros, sob
condic¢des naturais de casa de vegetacdo localizada na Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Unidade Académica de Serra Talhada (Figura 1). Durante a germinacéo o
substrato foi mantido Umido com &gua destilada e ap0s a germinacdo (8 dias) as
plantulas foram irrigadas diariamente com solucéo nutritiva (HOAGLAND e ARNON,
1950) diluida ¥ durante 30 dias. Em seguida, passaram a receber a mesma solugdo
nutritiva diluida %2 a cada trés dias (sendo irrigadas com agua destiladas no intervalo dos

trés dias) por mais um meés.
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Figura 1. Plantas de arroz crescendo em condic¢des naturais de casa de vegetacdo aos
60 dias apos o plantio das sementes.

Em seguida segmentos (2 cm) de folhas, amostrados da parte mediana de
diferentes plantas, foram coletados e incubados em meio liquido, em placas de Petri,
contendo concentragGes crescentes (0 a 25 mM) de a-hidroxisulfonato, inibidor
especifico para GO (Figura 2). Apds acondicionamento sob baixa luminosidade (200
umol m? s™) a 25 °C durante 8 horas, os segmentos foram lavados com 4gua destilada,
submetidos a extracdo de proteinas e o extrato protéico foi utilizado para determinar a
atividade de GO. Com os dados das atividades foi estimada a regressdo linear em
funcdo das concentragdes do inibidor, e a concentracdo correspondente a 50% de
inibicdo da atividade da GO foi determinada a partir da equacéo da regressao.
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Figura 2. Ensaio de incubagdo com segmentos de folhas de arroz em meio liquido com
concentragOes crescentes do inibidor da oxidase do glicolato (GO), variando de 0 a 10
mM (A) e de 0 a 25 mM (B), e camara de crescimento com condic¢fes controladas
utilizada para acondicionar as placas contendo os segmentos durante o ensaio (C).

A faixa de concentracdo (0-10 mM) do inibidor foi selecionada com base no
estudo realizado por Zelitch (1973), o qual demonstra que a dose de 10 mM do inibidor
elimina a atividade de GO em tecidos foliares de plantas de Milho (Zea mays) e Tabaco
(Nicotiana tabacum). No entanto, foi necessario fazer algumas adaptacdes tendo em
vista que a reducédo da atividade da GO em segmentos de folhas se mostrou diferente
guando aplicado na planta. Dessa forma, foram testadas outras ordens crescentes de (0,
5, 10, 15, 20, 25) Tabela 1.
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Tabela 1. Redugéo de atividade da enzima glicolato oxidase em segmentos de folhas de
arroz apés 8 horas de incubacao na presenca de concentragdes crescentes do inibidor da
GO (HPMS) em camara de crescimento sob condicdes controladas de temperatura (25
°C) e luminosidade (200 pmol. m? s™). A partir desse ensaio, foi selecionada a
concentragdo para aplicagdo nos experimentos com plantas que correspondeu a uma
reducdo média de 50% da atividade da GO in vivo.

HPMS Atividade da GO HPMS Atividade da GO

(MM)  (umol. mg! MF min) (%) (MM)  (umol. mg* MF min?) (%)
0 60a 0 0 61a 0
2 58,33a 3 5 58,33a 4
4 57,66a 4 10 47b 23
6 58a 3 15 38,66¢C 37
8 51b 15 20 31,66d 48
10 45h 25 25 27,66e 54

Valores sdo médias de trés repeticdes + desvio padrdo. Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo
diferem a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey

Para aplicar os tratamentos isolados e combinados de seca e temperatura
elevada, as plantas (60 dias pos-plantio) foram acondicionadas em camara de
crescimento (Camara Climéatica SGC 120, Modelo FT-612000, Marca FITOTRON) em
condices controladas de luminosidade (300 pmol m? s™), umidade relativa (60%),
temperatura (2712 °C) e fotoperiodo de 12 horas (12h/12h). Nessas condicdes, as
plantas foram divididas em dois grupos, onde um permaneceu sendo irrigado e o outro
foi submetido a suspensdo da rega. Dois dias ap0s a transferéncia para a camara, as
plantas foram submetidas aos tratamentos isolados e combinados de seca e temperatura
elevada na auséncia e presenca de inibicdo da enzima GO, como descrito a seguir:
controle (irrigado + 25°C); temperatura elevada (irrigado + 42°C); reducéo de atividade
da GO (irrigado + HPMS + 25°C); temperatura elevada + reducéo atividade da GO
(irrigado + HPMS + 42°C); seca (suspensdo da rega + 25°C); seca + temperatura
elevada (suspensdo da rega + 42°C); seca + reducdo da GO (suspensdo + HPMS +
25°C); seca + temperatura elevada + reducdo de GO (suspensdo + HPMS + 42°C),
durante trés dias consecutivos. Para o tratamento de inibi¢do da GO, o inibidor a-
hidroxisulfonato (25 mM) diluido em tamp&o HEPES 10 mM pH 6,0, contendo Triton
(0,10%), foi aplicado via aspersao nas folhas das plantas todos os dias as 07:00 horas,

durante os trés ultimos dias.
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2.2-AVALIAQ©ES REALIZADAS
2.2.1-Conteudo relativo de 4gua (CRA)

O conteudo relativo de agua foi determinado conforme Fidalgo et al., (2004). Ao
final do experimento foram coletados 30 segmentos foliares (10 mm) e a massa fresca
(MF) determinada imediatamente. Em seguida, os segmentos foram imersos em 30 ml
de agua deionizada por 8 horas em placas de petri e apds breve secagem dos segmentos
em papel toalha, para remover o excesso de umidade, foi determinada a massa turgida
(MT). A massa seca (MS) foi determinada apds secagem dos discos a 70°C, durante 48
h em estufa, e 0 CRA foi estimado pela seguinte relagdo descrita na equagédo abaixo (1):

CRA=[(MF-MS)/(MT-MS)]x100 (1)

2.2.2-Dano de membrana pelo extravasamento de eletrélito

O dano de membrana foi determinado com base no vazamento de eletrélitos, como
descrito por Shanahan et al., (1990). Ao final do ensaio foram coletados vinte discos
foliares (10 mm de didmetro) que foram imersos em 10 ml de 4gua deionizada em tubos
fechados e incubados a 40 °C durante 30 min e determinada a condutividade elétrica da
solucdo (C1). Em seguida, os tubos foram incubados a 100 °C por 1 h e ap06s atingir a
temperatura ambiente foi determinada a condutividade elétrica da solugédo (C2). O dano

de membrana (DM) foi estimado pela relacéo descritas na equacao (2) abaixo:

DM = (C1/C2) x 100 )

Essa medida foi utilizada como um indicador do extravasamento o conteudo
citoplasmatico através da membrana plasmatica, marcador diretamente relacionado com

a viabilidade celular.

2.2.3-Conteudo de clorofilas

Uma folha de cada planta foi coletada e imediatamente colocada em sacos
plasticos devidamente identificados, refrigerados em recipiente com gelo e em seguida
armazenadas em um Freezer a -80 °C no Laboratério de Producdo Vegetal da Unidade
Académica de Serra Talhada. Para determinar o teor de clorofila foi utilizado a
metodologia de Chagas et al. (2008), com modificacbes. Para isto, foi obtido 100
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miligramas de cada folha e a clorofila foi extraida através da maceragdo em almofariz,
adicionando-se 5 ml de acetona (80% v/v). O sobrenadante foi colocado em tubos de
ensaios de 15 ml, filtrado e realizadas leituras em espectrofotdmetro nos comprimentos
de onda de 645, 652 e 663 nm (ARNON, 1949). As concentracdes de clorofilas foram

estimadas pelas seguintes equacdes (3, 4 e 5):

Clorofila a =[(12,7 X Agsz — 2,69 X Ags5)/(1000 X W) XV (3)
Clorofila b = [(22,9 X Agss — 4,68 X Ag3)/(1000 X W) XV (4)

Clorofilas totais = [((Ass2 X 1000)/(34,5)) x (V/1000 x W)]  (5)

Onde: A = absorbancia; V = volume final do extrato (5 ml); W = peso em
gramas. Os contetidos de clorofilas foram expressos em mg. g*MF.

2.3-DETERMINACOES PARA ATIVIDADE ENZIMATICA
2.3.1-Extracdo de proteinas

A extracdo de proteina foi realizada conforme Zimmermam et al., (2006), com
modificagdes. Amostra de folhas frescas (0,1 g) foram maceradas em almofariz na
presenca de N liquido seguido da extracdo em tampéao fosfato de potassio 100 mM pH
7,0 contendo EDTA 1 mM. Para a extracdo das enzimas peroxidase de ascorbato foi
adicionado ascorbato 1 mM ao tampdo. ApGs a extracdo, o extrato foi centrifugado a
14.000 x g em temperatura de 4 °C durante 30 min. O contedo de proteinas solUveis
foi determinado conforme Bradford (1976) e estimado com base em curva padrao,
utilizando BSA.

2.3.2-Atividades das enzimas

A atividade da Oxidase do glicolato (GO: EC; 1.1.3.15) foi determinada
conforme o principio de reagdo do método descrito por Baker e Tolbert (1966). Esse
método se baseia na producdo do complexo glioxilato-fenilhidrazona, produzido a partir
da conversdo do glicolato para glioxilato pela GO no meio. Aliquotas de 100 pL do
extrato foram adicionadas a 2,9 mL de meio de reacdo contendo tampédo fosfato de

potassio 100 mM, pH 8,3, adicionado de cisteina 4 mM, Glicolato 7 mM,
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Fenilhidrazina-HCI 4 mM e FMN 0,033 mM. O incremento da producdo do complexo
(glioxilato-fenilhidrazona), referente a atividade da enzima, serd medido a 324 nm em
espectrofotdbmetro apds 5 min de reacdo. A atividade da GO foi calculada utilizando o
coeficiente de extincdo molar de 17 mM e expressa em pmol de glicolato g* MF min™.

A atividade da catalase (CAT; EC: 1.11.1.6) foi determinada conforme Havir e
McHale, (1987). Aliquotas de 0,05 ml de extrato protéico foram adicionados a 2,95 ml
de tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, a 30 °C e acompanhado o decaimento da
absorbancia a 204 nm em espectrofotdbmetro durante 300 segundos, com leituras
sucessivas a cada 30 seg. A atividade da enzima foi calculada com base no coeficiente
de extingdo molar de 36M™ cm™, a 240 nm, para o H,0, e expressa em pmol H,0, g™
MF min™ ou de forma especifica, pmol H,O, mg™ prot. min™.

A atividade da dismutase de superdéxido (SOD; EC: 1.15.1.1) foi determinada
conforme metodologia descrita por Gianopolitis e Ries (1977). Aliquotas de 0,1 ml
serdo transferidas para tubos ensaio protegidos da luz, contendo tampédo fosfato de
potéssio 50 mM, pH 7,8, contendo 0,1 mM de EDTA, 13 mM de L-metionina e 75 uM
de NBT. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 2 mM de riboflavina e rapida transferéncia
dos tubos, sem a protecdo da luz, para cdmara iluminada por ldmpada fluorescentes de
30 wats (30 umol de fétons m™? s, durante 6 minutos. A reagdo foi interrompida pelo
desligamento da luz, os tubos foram revestidos por filme escuro para protecéo da luz e
realizadas leituras a 540 nm. A atividade da enzima foi estimada com base na inibicao
da reducdo do NBT e uma unidade de atividade foi considerada como a quantidade da
enzima necessaria para inibir 50% da sua reducdo (BEAUCHAMP e FRIDOVICH,
1971) e expressa em U. A. g™t MF min™ ou de forma especifica, U. A. mg™* prot. min™.

A atividade da peroxidase de ascorbato (APX; EC: 1.11.1.1) foi determinada
conforme método descrito por Nakano e Asada (1981). Aliquotas de 0,1 ml de extrato
protéico foram adicionadas ao meio de reacdo composto de 2,7 ml de tampéao fosfato de
potassio 50 mM (pH 6,0), contendo 0,5 mM de acido ascérbico p. a. A reagdo foi
iniciada pela adigdo de H,0,30 mM ao meio de reagdo e acompanhada pelo decaimento
da absorbancia em 290 nm em espectrofotdmetro durante 300 segundos, com leituras
sucessivas em intervalos de 30 segundos. A atividade da APX foi estimada utilizando o
coeficiente e de extincdo molar de 2,8 mM™ cm™ para o ascorbato, em 290 nm, e
expressa como pmol ASA g* MF min™ ou de forma especifica, pmol ASA g* mg*

prot. min.
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2.4-MEDIDAS DE FOTOSSINTESE
2.4.1-Trocas gasosas e curvas de resposta ao CO;

As medidas de trocas gasosas e as curvas de respostas ao CO, foram realizadas
com um analisador portatil de fotossintese (IRGA, modelo L1-6400XT, Fabricante LI-
COR, EUA). As medidas da assimilacao liquida de CO, (Py), taxa de transpiracéo (E),
condutancia estomatica (gs) e pressdo parcial de CO; intercelular (Ci) foram realizadas
em folhas sadias completamente expandidas sob luz de 1000 umol. m™?s™ e temperatura
de 28 °C, mantidas na camara de leitura do IRGA. Com as medidas de trocas gasosas,
foi estimada a eficiéncia de carboxilacdo instantanea, pela razdo da fotossintese com a
concentracdo intercelular de CO, (Pn/Ci) e também a eficiéncia no uso de agua pela
razdo da fotossintese com a transpiragdo (Pn/E).

Para a realizacdo das curvas de resposta da fotossintese liquida (Pn) ao aumento
do CO,, as medidas de Py foram acompanhadas na cdmara de medida em reposta ao
incremento da pressdo do CO, no interior da camara (400, 300, 200, 100, 50, 400, 600,
800, 1000, 1200 e 1600 ppm). A partir das curvas, foram calculados a eficiéncia de
carboxilacdo méxima da Rubisco (V¢max), @ taxa de regeneragdo da RUBP (Jmax) € @
respiracdo na presenca da luz (Rd). Durante as curvas de respostas ao Ci a intensidade
da luz da medida no IRGA foi de 1000 pmol. m? s™ (SHARKEY et al., 2007).

2.4.2-Fluorescéncia da clorofila

As medidas da fluorescéncia da clorofila a foram feitas em folhas sadias
completamente expandidas através do método do pulso de saturacdo utilizando um
fluordmetro modulado (Modelo MINI-PAM-II, fabricante Heinz WalzGmbH). A partir
das leituras, foram calculados a eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm)
(6), e os seguintes parametros: eficiéncia quantica efetiva do fotossistema Il
(DeretivaFS1I) (7), taxa de transporte de elétrons (ETR)(8) e os coeficientes de quenching
fotoquimico (gP) (9) e nédo fotoquimico (NPQ) (10).

Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fm o
DeferivaF S = [(Fm"FS)/Fm'] (7)
ETR = QefevaF SI1 * DFFF * 0.5 * 0.84) 8)
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gP = (Fm'-Fs)/(Fm'-Fo") 9

NPQ = [(Fm-Fm'/Fm")] (10)

As varidveis Fm, Fo e Fv representam, respectivamente, a fluorescéncia
maxima, minima e variavel apés adaptacédo das folhas a 30min de escuro; Fm', Fo' e Fs
representam, respectivamente, a fluorescéncia maxima, minima e no estado de
equilibrio dindmico na presenca de luz e DFFF equivale a densidade de fluxo de fotons
fotossintéticos. As medidas realizadas na presenca de luz foram feitas em folhas
adaptadas as condicbes de irradiancia prevalecentes na camara de crescimento, apds
exposicao por 10s a um feixe de luz de 270 pmol. m? s™ fornecido pela prépria fibra

Optica do aparelho.

2.4.3-Estimativa da fotorrespiracéo

A taxa de fotorrespiragdo (Pr), indicada pela liberacdo de CO,, foi estimada a
partir das medidas de trocas gasosas (Py e Rd) e de pardmetros derivados da ETR da
fluorescéncia da clorofila, conforme o método descrito por Bagard et al., (2008). O
parametro Rd corresponde a respiracdo na luz. Por essa metodologia, a fotorrespiracdo é

obtida pela relagéo descrita na equagéo abaixo (11):

Pr = 1/12[ETR-4 (Py + Rd)] (11)

2.5-INDICADORES DE DANOS OXIDATIVOS
2.5.1-Conteudo de H,0,

O conteudo de H,0; foi determinado conforme método descrito por Cheeseman
(2006). Neste ensaio, o peréxido de hidrogénio reage com Fe*? a pH baixo, na presenca
do corante alaranjado de xilenol (XO) para a formagdo de Fe*®. A concentracdo de Fe*®
gerada foi calculada pelo aumento da absorbancia, ocasionado pela formacdo do
complexo Fe-XO. Para isso, 500 mg de tecido fresco de folhas foram macerados na
presenca de nitrogénio liquido. Ap6s a obtencdo de farinha homogénea, 1,5 ml de
tampéo borato-borax 50 mM pH 8,4, foram adicionados, seguido de maceragdo por
mais 3 minutos. As amostras entdo foram centrifugadas a 13.000 x g por 20 minutos, a 4

°C. Ao término, o sobrenadante foi coletado (H,O- total) e o precipitado, descartado.
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Em seguida, aliquotas de 100 ul das amostras (diluidas, caso necessario) foram
transferidas para tubos de ensaio e adicionado 900 pl de reagente contendo 0,25 mM de
FeSQOy4, 0,25 mM de (NH4),SO4, 0,25 mM de H,SO4, 124 uM de alaranjado de xilenol e
99 mM de sorbitol. A mistura de reacdo foi incubada por 30 minutos, a 25 °C, e
posteriormente, foram realizadas as leituras de absorbancia, no comprimento de onda de
560 nm. As concentracdes de H,O, foram obtidas a partir de curva padrdo e os dados
foram expressos em umol g MS.

2.5.2-Peroxidacdo de lipidios (TBARS)

A peroxidacdo de lipidios foi estimada pelo conteido de substancia reativas ao
acido tiobarbitdrico (TBARS) conforme Heath e Packer (1968). 0,1 g de folhas frescas
foram macerados em almofariz na presenca de N, liquido seguido da adicdo de &cido
tricloroacético (TCA) 6% e maceracdo por mais 3 min. O extrato foi centrifugado a
12.000 x g durante 15 min em temperatura de 4 °C. Em seguida 0,5 ml do sobrenadante
foi adicionado a 2,0 ml da solugdo TCA 20% e &cido tiobarbiturico (TBA) 0,5% (p/v) e
aquecida em banho maria a 95 °C em tubos hermeticamente fechados durante 1 hora.
Em seguida a reacdo foi interrompida em banho de gelo, e foram realizadas leituras a
532 e 660 nm. O contetdo de TBARS foi estimado utilizando o coeficiente de extin¢do
molar de 155 mM™ cm™ apés a subtragdo da absorbancia obtida a 660 nm daquela a 532

nm.

2.6-METABOLITOS FOTORRESPIRATORIOS
2.6.1-Conteudo de glioxilato

O conteudo do &cido glioxilato baseado em metodologias desenvolvidas por
Baker e Tolbert (1966), a partir extragdes por maceracées de 100 mg MF em 1ml de
HCL a 100 mM. Os extratos foram centrifugados a 12000 rpm/10 mim/8°C e o
sobrenadante foi recolhido. Aliquotas de 200 ul do extrato foram acrescidas de 300 pl
de fenilhidrazina em 1% HCL a 100 mM e colocadas a banho maria em 95°C por 2
minutos. A reacdo foi paralisada em banho de gelo e as leituras realizadas a 324 nm. O
contetdo de glioxilato foi calculado utilizando o coeficiente de extingdo milimolar 17

mM™ e expresso em umol. g™* MF.
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2.6.2-Conteudos de glicina e serina

O contetido dos aminodcidos glicina e serina foram determinados com uso de
cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Para a extracdo, foi usada uma
solucdo composta por uma mistura de cloroférmio, metanol e agua (M/C/W). Para tal,
400 mg de massa fresca de folhas foram pesados com uso de balanca analitica e
macerados com 1 ml da solugdo(M/C/W) na presenca de nitrogénio liquido (N2). O
extrato foi centrifugado a 4000 g a 4°C por 10 minutos e em seguida foi feita a coleta da
fase superior. Na fase inferior da mesma amostra, foi adicionada mais 1 ml da solucéo
(M/C/W) e de igual modo a fase superior, o extrato foi centrifugado 4000 g & 4°C por 10
minutos. Depois da centrifugacdo, os extratos da fase superior e inferior referente a
cada amostra, juntos (cerca de 1500 ul) passaram por uma evaporacdo (capela) em
unidade de aquecimento (banho seco/Unisciense) a 40°C durante 24 h. Em seguida,
foram determinados os contetidos de glicina e serina com uso do HPLC, e expressos em

umol. g™ MF.

2.7-CONTEUDOS DE ANTIOXIDANTES NAO ENZIMATICOS
2.7.1-Conteudos de glutationa reduzida (GSH)

Os contetdos de glutationa das formas reduzida foram determinados conforme
Griffth (1980). Amostras de folhas frescas (0,1g) foram maceradas em almofariz na
presenca de Ny liquido, até obtencdo da farinha, seguido da adi¢do de 1,0 ml de TCA
5% e maceracgdo por mais 3min. O extrato foi centrifugado a 14.000 x g por 15min em
temperatura de 4°C e aliquotas do sobrenadante foram utilizadas para reacdo. Para
determinacdo da GSH 0,2 ml do sobrenadante foi adicionado em tubos de ensaio
seguido da adicdo de 2,6 ml de tampdo fosfato de sédio 150 mM pH 7,4, 1 ml de
tampdo fosfato de sédio 100mM pH 7,0 e 0,2 ml de DTNB 30 mM, em tampéo fosfato
100 mM pH 7,0. Em seguida os tubos foram acondicionados em banho maria a 30°C
durante 10 min. Apos a reacdo foram realizadas leituras em espectrofotdmetro a 412 nm
e 0s conteudos de glutationa foram estimados com base em curva padrdo a partir de
GSS p. a.
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2.7.2-Conteudos de ascorbato reduzido (ASA)

Os conteldos de ascorbato reduzido foram determinados conforme Kampfenkel
et al., (1995). Amostras de folhas frescas (0,1g) foram maceradas em almofariz na
presenca de N, liquido, até obtencdo da farinha, seguido da adi¢do de 1,0 ml de TCA
6% e maceragédo por mais 3 min. O extrato foi centrifugado a 14.000 x g por 15 min em
temperatura de 4 °C e aliquotas do sobrenadante foram utilizadas para reacdo. Para o
conteudo de ascorbato reduzido, aliquotas de 0,1 ml do sobrenadante foram adicionadas
ao meio de reacdo contendo 0,3 ml de tampdo fosfato de potéssio 200 mM pH 7,4, 0,1
ml de &gua destilada, 0,5 ml de TCA 10%, 0,4 ml de H,PO445%, 0,4 ml de bipiridil 4%
e 0,2 ml de FeCls. Apds a mistura da reacdo os tubos foram acondicionados em banho
maria a 40 °C durante 30 min. Em seguida, foram realizadas leituras a 525 nm e o
contelldo de ascorbato foram estimados com base em curva padrdo utilizando L-

ascorbato p. a.

2.8-WESTERN BLOTING PARA RUBISCO

As mudancas no contetdo da Rubisco foram avaliadas por imunoblot utilizando
anticorpo especifico contra a subunidade maior da Rubisco. Ap6s a separacdo das
proteinas por eletroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE) 12,5%, foi realizada uma
eletrotransferéncia das proteinas para uma membrana de nitrocelulose em sistema
molhado. Em seguida, foi realizada a detec¢do das Subunidades maiores da Rubisco
(SMR) por western bloting utilizando um anticorpo especifico (R4404, Sigma), e na
revelacdo foi empregado um anticorpo secundario 1gG (A 9046, Sigma) conjugado com
peroxidase alcalina, conforme Lee et al., (2007). As imagens correspondentes as bandas
reveladas foram escaneadas utilizando programa especifico e apresentadas na forma de

graficos como valores relativos.

2.9-DELINEAMENTO ESTATISTICO E ANALISE DOS DADOS

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualisado (DIC)
com tratamentos em arranjo fatorial 2 x 2 x 2, dois niveis de umidade (irrigado e seca),
dois niveis do inibidor (0 e 25 mM) e duas temperaturas (25 e 42°C), com 4 repeticdes

por tratamento, com cada repeticdo representada por um vaso com duas plantas. Os
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dados das variaveis foram submetidos ao teste F a 0,05 de significancia (ANOVA) e as

médias comparadas pelo teste de Tukey em mesmo nivel.

3-RESULTADOS

3.1-O ESTRESSE HIDRICO ASSOCIADO AO CALOR AFETA INTEGRIDADE
CELULAR E INDUZ A OXIDACAO DE CLOROFILAS, RESPOSTAS NAO
DEPENDENTE DA ATIVIDADE DA OXIDASE DO GLICOLATO

No presente estudo, as respostas apresentadas pelas plantas irrigadas expostas
por 12 horas a temperatura de 25°C serdo consideradas como referéncia (controle) de
homeostase metabolica para as demais plantas, submetidas aos efeitos isolados e
combinados da seca e temperatura elevada na auséncia e presenca da inibigéo parcial de
atividade da GO (para inibicdo da GO ver Figura 8A). Os dados mostram que os efeitos
dos estresses hidricos e temperatura elevada afetaram diferentemente o teor de umidade
e a integridade celular foliar das plantas de arroz (Figura 3). O teor de umidade do
tecido foliar ndo foi afetado pelo estresse hidrico quando as plantas foram mantidas a
25°C durante 12 h, indicado pelo conteldo relativo de agua, se comparadas as plantas
sob as condicdes referéncia.

Nas plantas irrigadas também ndo ocorreu mudancas no CRA em reposta a 42°C
(temperatura elevada) por 12 horas, enquanto naquelas submetidas ao estresse hidrico
ocorreu uma reducdo média de 25% do CRA ap6s 12 h de exposi¢do ao calor, se
comparadas as plantas referéncia (Figura 3A). O padrdo de respostas para 0 CRA
observado nas plantas, sob os efeitos isolados e combinados dos estresses de seca e
calor, ndo foi influenciado pela inibi¢do parcial da atividade da GO (Figura 3A). Esse
resultado pode indicar que o efeito inibitdrio sobre a GO pode ter afetado apenas alguns
processos celulares diretamente relacionados ao seu papel fisioldgico. Por outro lado, a
intensidade dos danos celulares em folhas, indicada pelo aumento do vazamento de
eletrolitos, foi maior quando as plantas foram expostas ao estresse hidrico submetidas a
inibicdo parcial da oxidase do glicolato (Figura 3B).

Nas plantas irrigadas mantidas a 25°C ou 42°C por 12h n&o ocorreu aumento do
dano de membrana. No entanto, nas plantas expostas a seca mantidas a 25°C e 42°C por
12 horas ocorreu aumento de 200 e 100% do DM, respectivamente, enquanto que nas
plantas submetidas a inibicdo da GO esses aumentos foram de cerca de 300 e 100%, na

mesma ordem em relagéo a referéncia (Figura 3B).
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Nas plantas cultivadas sob condicdes irrigadas ndo foram observados efeitos da
temperatura elevada sobre os conteudos de clorofilas totais, bem como das fragbes de
clorofilas a e b (Figura 4). Por outro lado, nas plantas submetidas a seca ocorreu uma
reducdo de 30% no contetdo de clorofilas totais,independente do efeito da temperatura
e que foi mais associada com a reducdo do teor de clorofilas b que de clorofilas a. Nas
plantas submetidas a seca mantidas a 25°C ou 42°C por 12 h, na auséncia ou presenca
do inibidor, a reducéo nos contetidos de clorofilas foi cerca de 10 e 50% nas fra¢Ges de
clorofilas a e b, respectivamente, comparado as plantas referéncia (Figuras 4B e C).
Essa diferenca de reducdo para as clorofilas a e b resultou em um expressivo aumento
da relacdo de clorofilas a/b em repostas ao estresse hidrico (Figura 4D). Assim, esse
aumento aparente da relacdo de clorofilas a/b em reposta a seca estd mais associado a

reducdo do teor de clorofilas b e a relativa estabilidade das clorofilas a em arroz.
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Figura 3. Mudancas no conteudo relativo de agua (A) e dano de membrana (B) em
folhas de plantas de arroz expostas aos efeitos isolados e combinados dos estresses de
enzima oxidase do glicolato apds o tratamento com inibidor especifico para essa enzima
a-hidroxisulfonato (HPMS). Os valores representam médias de 4 repeticOes + desvio
padrdo. Média seguida da mesma letra mailscula ndo difere entre os tratamentos de
temperatura, enquanto aquelas seguidas das letras mindsculas ndo diferem dentro de
cada temperatura, pelo teste de tukey (P<0,05).
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Figura 4. Mudancas nos contetdos de clorofilas totais (A), clorofilas a (B) e clorofilas
b (C) e relagéo clorofilas a/b (D) em folhas de plantas de arroz submetidas aos efeitos
isolados e combinados dos estresses de seca e temperatura elevada, submetidas ao
tratamento com inibidor para a enzima oxidase do glicolato (a-hidroxisulfonato-
HPMS). Os valores representam médias de 4 repeticdes * desvio padrdo. Média seguida
da mesma letra mailscula ndo difere entre os tratamentos de temperatura, enquanto
aquelas seguidas das letras mindsculas ndo diferem dentro de cada temperatura, pelo
teste de tukey (P<0,05).

3.2-REDUCAO DA FOTOSSINTESE EM RESPOSTAS AO ESTRESSE
HIDRICO E INTENSIFICADA PELO EXCESSO DE CALOR E ESTA
ASSOCIADA AO FECHAMENTO ESTOMATICO EM PLANTAS DE
ARROZ

As plantas expostas ao excesso de calor e estresse hidrico isolados apresentaram

reducdo significativa da fixacdo de carbono, uma resposta que ocorreu associada com o

fechamento estomético. Essa limitacdo fotossintética foi intensificada nas plantas

expostas a combinacdo desses estresses, indicando claramente a ocorréncia de interagdo
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negativa desses fatores (seca e calor) sobre a fotossintese da espécie (Figura 5). Nas
plantas sob irrigacdo e mantidas a 25°C a fotossintese liquida (Pn) e a abertura
estomatica, indicada pela taxa de transpiracdo (E) e pela condutancia estomatica (gs),
ndo foram afetadas se comparadas as plantas mantidas nas condicdes de referéncia. Por
outro lado, nas plantas previamente submetidas ao estresse hidrico e expostas a 25°C
por 12 h ocorreu uma reducdo de 25% da Py (Figura 5A), associado com restricdo de
15% na gs (Figura 5B) e de cerca de 20% da transpiracédo (Figura 5D).

Nas plantas irrigadas expostas ao excesso de calor (42°C) por 12 h ocorreu uma
reducdo de 40% da Py em relacdo as plantas de referéncia, uma restricdo que foi
levemente recuperada (cerca de 16%) nas plantas submetidas a inibicdo parcial da
atividade da enzima oxidase do glicolato (GO) nas mesmas condi¢Oes (Figura 5A). Essa
reducdo da Py nas plantas em resposta a temperatura elevada ocorreu associado com
uma restricdo média de cerca de 20% para E e g¢s, indicando limitacdo fotossintética
associada com o fechamento estomatico (Figura 5B e 5D). Essa limitacdo estomatica,
causada pelo excesso de calor, ndo foi parcialmente recuperada pela reducdo parcial de
atividade da GO, mostrando que o sensivel aumento da fotossintese liquida nas plantas
tratadas para a inibicdo parcial da GO ocorreu a despeito da restricdo estomatico (Figura
5A).

Nas plantas pré-expostas ao estresse hidrico ocorreu uma reducédo similar da Py a
observada nas plantas submetidas apenas ao calor. Por outro lado, nas plantas sob seca e
submetidas a inibicdo da GO ocorreu uma reducdo da Py relativamente maior (cerca de
15%) se comparada com a restricdo causada apenas pelo calor ou seca isolados e em
média de 30% comparado as plantas irrigadas tratada com o inibidor para a GO (Figura
5A). Essa reducdo da fotossintese nas plantas pré-expostas a seca quando submetidas ao
excesso de calor ocorreu associada ao fechamento estomatico, indicado pela restricdo da
gs € E (Figuras 5B-D). Vale ressaltar que a redugdo da Py nas plantas sob seca e
expostas ao calor foi maior nas plantas tratadas para inibicdo da GO, sugerindo uma
maior influéncia da limitacdo estomatica para reducdo da Py nessas condigdes.

A presséo parcial intercelular de CO, (Ci) foi menor nas plantas expostas a 42°C
por 12 h, tanto nas plantas mantidas irrigadas quanto naquelas submetidas a seca, se
comparadas com as plantas referéncia (Figura 5C). Nas plantas irrigadas mantidas a
25°C ndo foram observadas mudancas significativas na eficiéncia de carboxilagédo
(PNn/Ci) (Figura 5E). Por outro lado, quando as plantas foram expostas ao estresse

hidrico ocorreram redugdes médias de 41% independente do inibidor da GO. Em
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adicdo, 0 excesso de calor ocasionou também reducdes neste parametro de forma
significativa nas plantas em relagdo ao controle tanto nas irrigadas quanto nas expostas
a combinacdo dos estresses (Figura 5E). A eficiéncia de uso da &gua, indicada pela
relacdo Py/E, ndo foi afetada quando expostas a 25°C por 12 h nas plantas irrigadas,
enquanto naquelas pré-submetidas ao estresse hidrico ocorreu uma reducdo de cerca de
25% se comparado com as plantas referéncia (Figura 5F). As plantas irrigadas expostas
ao excesso de calor apresentaram uma reduc¢do de 25% da eficiéncia de uso da agua.
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Figura 5. Assimilacdo liquida de CO, (A), condutancia estomaética (B), concentracdo
intercelular de CO; (C), transpiracdo (D), eficiéncia instantanea de carboxilacdo (E) e
eficiéncia no uso de agua (F) em plantas de arroz (Oryza sativa) submetidas a estresses
isolados e combinados de seca e temperatura elevada. Dados representam as médias de
4 repeticOes + desvio padrdo. Média seguida da mesma letra maitscula ndo difere entre
os tratamentos de temperatura, enquanto aquelas seguidas das letras mindsculas nédo
diferem dentro de cada temperatura, pelo teste de tukey (P<0,05).
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A andlise das curvas Py/Ci nas plantas mantidas a 25°C e 42°C em respostas aos
efeitos dos estresses de seca e calor mostra que a reducéo da atividade da GO afetou de
fato a fotossintese liquida (Figura 6A). Nas plantas irrigadas mantidas a 25°C foi
observado um aumento da fotossintese liquida (Py) proporcional ao incremento da
pressio intercelular de CO, (Ci), atingindo valores maximos de 30 umol. m? s™. Nas
plantas mantidas nas mesmas condicdes (irrigadas em 25°C) tratadas com HPMS foram
observados valores méximos para Py similares, porém em valores de Ci proximo de 400
ppm a fixacdo de carbono (Py) foi cerca de 40% menor, tendéncia similar a observada
nas medidas de fotossintese liquida (Figura 5A). Por outro lado, nas plantas submetidas
ao estresse hidrico os valores maximos (saturantes) para a fixacdo de carbono foram em
média de 15 pumol. m? s™, cerca de 50% menor se comparado as plantas bem irrigadas.

A limitacdo fotossintética causada pelo estresse hidrico nas plantas de arroz foi
influenciada pelo inibidor (HPMS) e/ou pela reducédo parcial da atividade da GO. Em
pressbes de Ci proximas a pressdo do CO, ambiente (cerca de 380 ppm), a fotossintese
liquida (Py) foi cerca de 50% menor nas plantas submetidas a apenas seca, enquanto
naquelas sob seca com reducdo de atividade da GO (tratadas com HPMS) essa reducao
foi em média de 70%, se comparadas com as plantas referéncia (Figura 6A). Esses
resultados mostram que de fato o processo de inibicdo da GO afetou severamente a
fotossintese liquida nas plantas de arroz, efeito que ocorre tanto nas condicdes irrigadas
e principalmente nas condi¢des de estresse hidrico.

Nas plantas irrigadas expostas a temperatura elevada (42°C) por 12 h, a analise
das curvas Py/Ci mostram que a Py apresentou valores maximos similares ao observado
em 25°C com o aumento do Ci, tanto na auséncia quanto na presenca do HPMS (Figura
6B). Por outro lado, nas plantas pré-expostas ao estresse hidrico os valores alcancados
para a fixacdo de carbono (Py) foram similares aos observados nas plantas mantidas sob
condigdes irrigadas sob pressdes elevadas de CO,, acima de 400 ppm. Em valores de
pressdo de CO, proximo ao atmosférico, a Py foi correspondente ao mensurado por
medidas instantaneas (Figura 5A). Esses resultados mostram que sob temperaturas
elevadas (42°C), o processo de fixacdo de carbono foi aparentemente favorecido pelo
aumento da pressédo de CO, (Figura 6B). A estimativa da fotorrespiragdo (Pr) mostrou
que apesar da reducdo de atividade da GO, em resposta a inibicdo e aos tratamentos de

seca e calor, ocorreu aumentos desse parametro (Tabela 2).
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Figura 6. Curvas Py/Ci em plantas de arroz submetidas ao estresse hidrico associado a
temperatura baixa (A) e elevada (B), quando submetidas ao tratamento com inibidor
para a atividade da enzima oxidase do glicolato (a-hidroxisulfonato-HPMS). Os valores
sdo médias de trés repeticbes + desvio padrdo. Durante as leituras a intensidade de fluxo
de fotons fotossintéticos (PPFD) foi mantida em 1500 pmol. m™2s ™.

O estresse hidrico e o calor estimularam a fotorrespiracdo nas plantas de arroz,
uma resposta independente da inibicdo de atividade da GO. Em adi¢do, acompanhados
dessas reducdes significativas na Pr, a velocidade de carboxilagdo maxima da Rubisco
(Vemax), taxa maxima de transporte de elétrons (J) e respiragdo de claro também

seguiram 0 mesmo comportamento da fotorrespiragdo (Tabela 2).

Tabela 2. Pardmetros associados com a eficiéncia fotossintética estimados a partir das
curvas Pn-Ci em plantas de arroz sob os efeitos isolados e combinados dos estresses de
seca e excesso de calor, submetidas ao tratamento com inibidor para a oxidase do
glicolato (a-hidroxisulfonato-HPMS).

Parametros fotossintéticos

Tratamentos chax 3 Rd Pr
Irrigado 602 106a 1,41a 0,000d
25°C  Irrigado + HPMS 34b 100a 1,57a 1,185¢
Seca 30b 60b 0,18b 1,768b
Seca + HPMS 14c 59b 0,23b 2,330a
Irrigado 662 112a 1,41a 0,165d
42°C  Irrigado + HPMS 55bc 98a 1,57a 1,365¢C
Seca 42c 72b 0,18b 1,968b
Seca + HPMS 36¢ 59c 0,23b 2,830a

Parametros fotossintéticos: Velocidade maxima de carboxilacdo da Rubisco (Vma/imol.m™ s™), taxa de
transporte de elétrons (J/ umol.m? s?), respiracdo de claro (Rd/pmol.m? s™) e taxa fotorrespiratéria
(Pr/umol.m? s). Os valores representam médias de trés repeticdes + desvio padrdo. Médias seguidas da
mesma letra na coluna ndo diferem a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey
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3.3-MUDANCAS DA ATIVIDADE FOTOQUIMICA EM PLANTAS DE
ARROZ EXPOSTAS AOS ESTRESSES DE SECA E CALOR QUANDO
SUBMETIDAS A REDUCAO PARCIAL DE ATIVIDADE DA GO

Os estresses de seca e temperatura elevada afetaram diferentemente a atividade
fotoquimica das plantas de arroz, conforme indicado pela eficiéncia quantica maxima e
efetiva dos fotossistemas Il, taxa aparente de transporte de elétrons e quenching
fotoquimico e ndo fotoquimico (Figura 7). A eficiéncia quantica méxima do PSII (dada
pela relacdo Fv/Fm) ndo foi afetada em resposta aos diferentes estresses avaliados
(Figura 7A). De forma similar, nas plantas de arroz mantidas em 25°C por 12 horas nao
foram observadas mudancas da eficiéncia quantica efetiva do PSII. Por outro lado, nas
plantas submetidas a temperatura elevada (42°C) durante 12 horas a eficiéncia quantica
efetiva (AF/Fm’) foi reduzida em cerca de 50% apenas naquelas bem irrigadas, resposta
que ndo foi influenciada pelo tratamento pela inibicdo parcial da GO (Figura 7B).

Conforme observado para a eficiéncia quantica efetiva, as plantas mantidas em
25°C por 12 horas nao apresentaram mudancas do quenching fotoquimico (qP) quando
cultivada irrigadas ou expostas a seca, se comparadas com as plantas referéncia (Figura
7C). No entanto, nas plantas submetidas ao excesso de calor por 12 horas ocorreu uma
reducdo média de 50% no P naquelas bem irrigadas, enquanto nas plantas submetidas
ao estresse de seca 0 excesso de calor ndo influenciou o quenching fotoquimico (Figura
7C). Com relacdo as mudancas ao quenching nao fotoquimico, as plantas mantidas a
25°C por 12 h ndo apresentaram alteracdes na dissipacao do calor por esse mecanismo
em repostas aos diferentes estresses (Figura 7D).

Por outro lado, nas plantas sob calor ocorreu um aumento médio do NPQ de 300
e 100% quando mantidas irrigadas e irrigadas + HPMS, respectivamente, comparadas as
plantas sob condicbes de referéncia. Nas plantas submetidas ao estresse hidrico foi
observado um aumento médio de 120% quando expostas ao calor, enquanto nas plantas
mantidas na mesma condicao ndo apresentaram mudancas do NPQ quando tratadas com
o0 HPMS, se comparado as plantas referéncia (Figura 7D). Esse resultado mostra que a
inibicdo parcial de atividade a oxidase do glicolato aparentemente afetou a dissipacao de
energia por meio do NPQ.

A taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) (Figura 7E) seguiu a tendéncia
da eficiéncia quéantica efetiva (AF/Fm’) e quenching fotoquimico (gP). Nas plantas
irrigadas por 12 horas a 25°C nédo foram observadas mudancas na (ETR) diferentemente

das mantidas a temperatura elevada. A exposi¢do a 42°C durante 12 horas ocasionou
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uma reducdo de 55% nas plantas irrigadas, reposta que também ndo foi influenciada
pela inibigéo parcial da GO (Figura 7E). Por outro lado, foi observado um aumento de
excesso de elétrons médios para a fotossintese nas plantas em respostas a seca e a
combinacdo de seca com o excesso de calor em cerca de 90%, com base na relagdo
ETR/Py (Figura 7F). Esse aumento do excesso de elétrons para a fotossintese nao
ocorreu nas plantas expostas ao calor isoladamente. Por outro lado, foi influenciado pela
inibicdo da atividade da oxidase do glicolato tanto nos estresses isolados de seca e na

combinagdo com o excesso de calor.
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Figura 7. Eficiéncia quantica maxima (A) e efetiva do PSII (B), quenching fotoquimico
(C), quenching ndo fotoquimico (D), taxa aparente de transporte de elétrons (E) e
excesso de elétrons para a fotossintese dada pela razdo ETR/Py (E) em plantas de arroz
submetidas a estresses isolados e combinados de seca e temperatura elevada. Dados
representam as médias de 4 repeticdes = desvio padrdo. Média seguida da mesma letra
mailscula ndo difere entre os tratamentos de temperatura, enquanto aquelas seguidas
das letras mindsculas ndo diferem dentro de cada temperatura, pelo teste de tukey
(P<0,05).
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3.4-MODULACAO DA ENZIMA OXIDASE (GO) PELO INIBIDOR _o-
HIDROXISULFONATO E PELOS ESTRESSES DE SECA E CALOR NAO
ESTA ASSOCIADA A MUDANCAS EM METABOLITOS ASSOCIADOS

As plantas de arroz expostas a temperatura elevada nao apresentaram mudancas
na atividade da oxidase do glicolato (Figura 8A). No entanto, nas plantas irrigadas
submetidas ao tratamento de inibi¢cdo da GO ocorreram reducdes médias de 50% de sua
atividade quando expostas a 25°C e 42°C por 12 h, comparado as plantas referéncia,
mostrando o efeito inibitorio parcial do HPMS sobre a atividade da GO in vivo no arroz.
De forma similar, a atividade da GO foi reduzida em mesma intensidade (50%) nas
plantas submetidas ao estresse hidrico, independente da temperatura de exposicao. Por
outro lado, as plantas pré-expostas a seca apresentaram uma maior reducgdo (cerca de
60%) da atividade da GO em respostas ao efeito do inibidor, indicando um efeito
sinérgico (aditivo) do estresse hidrico na reducéo de atividade da GO nessas condicdes.

A GO catalisa uma reacgdo especifica nos peroxissomos em células vegetais, na
qual o glicolato é convertido a glioxilato gerando quantidades equimolares de peréxido
de hidrogénio. Dessa forma, uma reducéo de atividade da GO pode estar associada com
um menor contetido do produto direto (glioxilato) ou indireto (peréxido de hidrogénio)
da reacdo no tecido. No entanto, os dados obtidos no presente estudo mostram que essa
aparente relacdo ndo ocorreu. Nas plantas irrigadas mantidas a 25°C e tratadas com o
HPMS néo ocorreu reducdo no teor de glioxilato se comparadas as plantas referéncia,
apesar da reducdo de atividade da GO (Figura 8B). Por outro lado, nas plantas pré-
expostas a seca foi observado um aumento de cerca de 20% no contetdo de glioxilato
nas plantas mantidas em 25°C, resposta independente a inibicdo parcial da GO.

As plantas irrigadas apresentaram aumento de 25% do contetdo de glioxilato
foliar em resposta ao calor comparadas as plantas referéncia, tanto na auséncia quanto
na presenca do inibidor. Assim, essa resposta ocorreu a despeito da menor atividade da
GO (50%) nas plantas tratadas para inibicdo, demonstrando a falta de relacdo direta da
atividade dessa enzima com o contetdo de glioxilato. O estresse hidrico causou uma
reducdo meédia de 15% no conteldo de glioxilato nas plantas expostas ao calor, se
comparado as plantas nas mesmas condigdes irrigadas, embora ndo tenha apresentado
reducdo em relacdo as plantas referéncia (Figura 8B). Esses dados mostram que as
mudangas no conteddo de glioxilato na célula vegetal ndo devem ser atribuidas

exclusivamente a alteragdes de atividade da oxidase do glicolato.
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Assim como observado para o conteudo de glioxilato os dados também mostram
falta de relacdo direta entre atividade da GO e teor de perdxido de hidrogénio (H,O5).
Nas plantas mantidas a 25°C ndo ocorreu mudancas no contetdo de H,O, nas folhas em
repostas aos diferentes tratamentos aplicados, quando comparadas as plantas mantidas
sob as condicdes de referéncia (Figura 8C). De forma similar, o contetdo de H,0,
apresentou aumento de cerca de 25% apenas nas folhas de plantas submetidas ao
estresse hidrico quando tratadas para inibi¢do parcial da GO. Esses dados mostram que
essa aparente estabilidade no teor de H,O, nas plantas de arroz expostas as diferentes
condicdes estudadas ndo possui relacdo direta com a funcao fisiologica da GO.

A producdo de H,O, associada a reacdo catalisada pela GO nos peroxissomos
representa uma importante fonte de agentes oxidantes, podendo causar danos oxidativos
celulares. Os dados mostram que a intensidade da peroxidacdo lipidica, estimada com
base no conteddo de TBARS, em plantas mantidas em 25°C e expostas a seca bem
como a reducdo de atividade da GO ndo foi afetada, se comparadas as plantas referéncia
(Figura 8D). Por outro lado, nas plantas pré-expostas a seca e submetidas a temperatura
elevada apresentaram aumento de 25% no contetido de TBARS apenas quando tratadas
para inibicdo da GO, indicando aumento expressivo da peroxidacao lipidica. Em
conjunto, esses resultados mostram falta de relacdo entre atividade da GO com acimulo
de H,0, e a inducdo de danos oxidativos, exceto nas plantas submetidas a seca
combinada ao calor apresentando reducao parcial de atividade da GO. Em adi¢do, com a
reducdo da atividade da GO pelo inibidor, esperava-se também um menor conteddo dos
aminoacidos glicina e serina, metabdlitos a jusante da via fotorrespiratéria, o que 0s
dados ndo demonstraram. Os conteldos dos aminoécidos glicina e serina foram
aumentados pelos estresses em estudo e principalmente pelo HPMS (Figura 9).

Os contetidos de glicina nas plantas irrigadas na presenca do HPMS nédo foram
alterados a 25°C em relacdo a referéncia (Figura 9A). Por outro lado, nas plantas
expostas a seca na auséncia e presenca do HPMS os aumentos significativos foram na
ordem de 244 e 566%. Nas plantas irrigadas expostas 42°C, na presenga do HPMS o
aumento foi de cerca de 100%. Esses aumentos no conteudo de glicina foram ainda
mais intensos na combinagéo (seca + calor) na auséncia e presenca do HPMS em cerca
de 305 e 850% em relacéo a referéncia (Figura 9A). Em adicéo, os contetidos de serina
aumentaram em exposicao estresses de seca, calor e a combinagdo (seca + calor), e
foram significativamente maiores na presenca do HPMS. Nas plantas irrigadas a 25°C,

na presenca do HPMS o aumento foi cerca 316%, enquanto que nas plantas expostas a
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seca na auséncia e presenca do inibidor, foram observado aumentos de 177% e de mais
de 1000% em relacdo a referéncia (Figura 9B).

Semelhantemente aos contetdos de glicina, as plantas quando mantidas irrigadas
e expostas a 42°C na auséncia e presenca do HPMS o aumento foi cerca de 483 e 939%.
Por outro lado, na combinacdo dos estresses de (seca + calor) ocorreram aumentos ainda
mais intensos, na ordem de 1289 e 2266% na auséncia e presenca do HPMS em relacdo
a referéncia (Figura 9B). Esses dados claramente indicam que mesmo sob reducéo da
atividade da GO, os conteudos de glicina e serina, metabolitos a jusante da via
fotorrespiratoria foram claramente aumentados, sugerindo um efeito compensatorio por

reages anaplerdticas.
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Figura 8. Mudancas da atividade da enzima oxidase do glicolato GO (A) e nos
contetdos de glioxilato (B), perdxido de hidrogénio(C) e na peroxidagéo de lipidica (D)
em folhas de plantas de arroz submetidas a estresses isolados e combinados de seca e
temperatura elevada. Dados representam as médias de 4 repeticbes + desvio padrao.
Média seguida da mesma letra mailscula ndo difere entre os tratamentos de
temperatura, enquanto aquelas seguidas das letras mindsculas ndo diferem dentro de
cada temperatura, pelo teste de tukey (P<0,05).
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Figura 9. Contetdo dos aminoé&cidos glicina (A) e serina (B) em folhas de plantas de
arroz submetidas a estresses isolados e combinados de seca e temperatura elevada.
Dados representam as médias de 4 repeti¢des + desvio padrdo. Média seguida da mesma
letra mailscula ndo difere entre os tratamentos de temperatura, enquanto aquelas
seguidas das letras minasculas ndo diferem dentro de cada temperatura, pelo teste de
tukey (P<0,05).

3.5-ATIVIDADE DE ENZIMAS OXIDATIVAS (SOD, CAT E APX) E
CONTEUDO DE ANTIOXIDANTES NAO ENZIMATICOS (ASA E GSH)
EM PLANTAS DE ARROZ COM REDUZIDA ATIVIDADE DA GO SOB
ESTRESSES DE SECA E CALOR

As atividades das enzimas dismutases do superoxido (SOD), peroxidases do
ascorbato (APX) e catalases (CAT) foram diferentemente afetadas pelos estresses
isolados e combinados de seca e calor, respostas influenciadas pela reducao de atividade
da GO (Figura 10). Nas plantas em 25°C a atividade da SOD foi cerca de 20% quando
bem irrigadas e reduzida atividade da GO, ndo sendo afetada pelo estresse hidrico tanto
na auséncia quanto na presenca da reducdo da atividade da GO, comparadas as plantas
referéncia (Figura 10A). Nas plantas irrigadas expostas ao calor (45°C por 12h) a
atividade da SOD cerca de 20% maior independente da inibicdo da GO, enquanto que
nas plantas submetidas a seca a sua atividade apresentou acréscimos de 100% apenas
nas plantas com reduzida atividade de GO (Figura 10A).

A atividade da APX foi 20% maior nas plantas irrigadas quando expostas a
25°C, enquanto naquelas pré-expostas ao estresse hidrico esse aumento foi em média de

30% e ndo dependente da GO, comparado as plantas de referéncia (Figura 10B). Nas
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plantas irrigadas submetidas ao calor foi observado um acréscimo similar de 20% na
atividade da APX, independente da atividade da GO, enquanto naquelas pré-expostas a
seca esse aumento foi de 30%, comparado a referéncia. Por outro lado, nas plantas
inicialmente submetidas ao estresse hidrico e com atividade da GO reduzida a atividade
da APX foi reduzida em cerca de 20% em relacéo as plantas referéncia (Figura 10B).

A atividade da CAT ndo foi afetada pelo estresse hidrico nas plantas mantidas
em 25°C, em relagdo as plantas referéncia (Figura 10C). No entanto, nas plantas a 25°C
foi observada uma reducdo de 20% na atividade da CAT em resposta a reducdo de
atividade da GO, tanto nas condicdes irrigadas quanto de seca (Figura 10C). Por outro
lado, as plantas irrigadas expostas ao excesso de calor apresentaram reducao de 25% da
atividade da CAT e nas plantas pré-expostas a seca essa reducdo foi de apenas 15%, em
ambos o0s casos independe da atividade da GO, se comparadas a referéncia. O padrao de
atividade dessa enzima (CAT) aparentemente foi influenciado pela modulacdo de

atividade da GO, tanto em fungéo do efeito do inibidor quanto pelos estresses avaliados.
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Figura 10. Atividade das enzimas dismutase do superoxido SOD (A), peroxidase do
ascorbato APX (B) e catalase CAT(C) em folhas de plantas de arroz submetidas aos
estresses isolados e combinados de seca e temperatura elevada. Dados representam as
médias de 4 repeticdes + desvio padrdo. Média seguida da mesma letra maidscula ndo
difere entre os tratamentos de temperatura, enquanto aquelas seguidas das letras
minusculas ndo diferem dentro de cada temperatura, pelo teste de tukey (P<0,05).
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O conteddo de ascorbato reduzido (ASA) aumentou 200% nas plantas irrigadas
mantidas a 25°C e com reducdo na atividade da GO, se comparado as plantas referéncia
(Figura 11A). Nas plantas submetidas ao estresse hidrico ocorreu um acréscimo de
200% no conteudo de ASA, enquanto naquelas expostas a seca e tratadas para reducéo
da GO esse aumento foi em média de 300%. Nas plantas irrigadas submetidas ao calor
foi observado um aumento de 200% no conteudo do ASA, comparado as plantas
referéncia (Figura 11A). Esse aumento foi ainda maior nas plantas irrigadas com
reducdo da GO ou pré-expostas a seca (cerca de 350%), enquanto naquelas submetidas a
seca e tratadas para inibicdo da GO esse aumento foi de apenas 200%, todas
comparadas as plantas referéncia.

O conteldo de glutationa reduzida (GSH) nas plantas mantidas a 25°C foi cerca
de 20% maior nas plantas irrigadas com reducdo da GO ou pré-expostas a seca,
enguanto naquelas submetidas a seca com menor atividade da GO ndo foi alterada,
comparadas com as plantas referéncia (Figura 11B). As plantas irrigadas e bem como
aquelas submetidas a seca ndo apresentaram mudancas no teor de GSH em resposta ao
calor. Por outro lado, nas plantas irrigadas e naquelas pré-expostas a seca na presenca
do HPMS, apresentaram aumento de 20 e 250%, respectivamente, quando submetidas a

temperatura elevada, em relacéo as plantas referéncia (Figura 11B).
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Figura 11. Contetdo de ascorbato (A), e glutationa reduzidos (B) em folhas de plantas
de arroz submetidas a estresses isolados e combinados de seca e temperatura elevada.
Dados representam as médias de 4 repeticGes + desvio padrdo. Média seguida da mesma
letra mailscula ndo difere entre os tratamentos de temperatura, enquanto aquelas
seguidas das letras minusculas ndo diferem dentro de cada temperatura, pelo teste de
tukey (P<0,05).
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3.6-MODULAQAO DA EXPRESSAO DA RUBISCO EM RESPOSTAS AOS

ESTRESSES DE SECA E CALOR EM PLANTAS DE ARROZ COM

REDUZIDA ATIVIDADE DA OXIDASE DO GLICOLATO

A expressdo da Rubisco nas plantas de arroz foi influenciada pelos estresses e
pela reducdo parcial de atividade da GO (Figura 12). O conteldo dessa enzima foi
maior nas plantas de arroz irrigadas mantidas a 25°C (considerado 100%), o que
ocorreu associado a maior fotossintese liquida (Figura 5A). Nas plantas irrigadas
tratadas com HPMS, com menor atividade da GO, ocorreu reducdo de 20% do teor de
Rubisco nas plantas em 25°C, comparado a referéncia. O estresse hidrico ndo afetou o
contetdo da Rubisco, como mostrado pelas plantas pré-expostas a seca e mantidas a
25°C por 12h. Por outro lado, nas plantas submetidas a seca e tratadas com HPMS
ocorreu uma reducdo de 57% do contetudo da Rubisco, se comparado a referéncia. Esses
resultados indicam um aparente efeito do inibidor e/ou do processo de inibicdo da GO
na modulacdo (reducdo) do contetdo de Rubisco, tanto na auséncia quanto na presenca
de estresse hidrico, uma resposta ndo esperada.

Nas plantas expostas ao calor ocorreu uma reducdo de 50% no teor de Rubisco
em relacdo as plantas referéncia, quando comparado as plantas irrigadas a 25°C (Figuras
12A-B). Na presenga do calor, plantas mantidas em 42°C por 12h, essa reducdo do
conteddo de Rubisco foi cerca de 25% nas plantas irrigadas tratadas com HPMS ou
submetidas ao estresse hidrico, enquanto nas plantas sob seca tratadas com HPMS essa
reducdo foi 75%, se comparado as plantas referéncia. Em conjunto, esses dados
mostram que de fato o tratamento de inibi¢do para a enzima oxidase do glicolato afetou
0 contetdo da Rubisco no tecido foliar, sugerindo que a resposta celular causada pelo
inibidor usado (HPMS) pode afetar a sintese e/ou degradacdo da Rubisco. Os dados

mostram ainda que esse efeito é influenciado pelo calor bem como pelo estresse hidrico.
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Figura 12. Mudangas na expressdo da Rubisco avaliada com base na quantidade
relativa da Rubisco (A) e western bloting (B), em folhas de plantas de arroz na auséncia
ou presenca da inibicdo parcial da enzima glicolato oxidase, em respostas aos estresses
isolados e combinados de seca e temperatura elevada. A sequéncia dos pocos: 1 e 5
(Irrigados); 2 e 6 (Irrigados + HPMS); 3 e 7 (Seca); 4 e 8 (Seca + HPMS). Foram
aplicados 5 g de proteinas em cada poco e a deteccdo realizadas por meio de anticorpo
especifico para a subunidade maior da Rubisco (Referéncia do anticorpo:
GW23153/Sigma). Média seguida da mesma letra mailscula ndo difere entre os
tratamentos de temperatura, enquanto aquelas seguidas das letras minusculas nao
diferem dentro de cada temperatura, pelo teste de tukey (P<0,05).
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4-DISCUSSAO

4.1-MUDANC;AS NA UMIDADE, DANO CELULAR E ATIVIDADE

FOTOSSINTETICA EM REPOSTAS AOS ESTRESSES ISOLADOS E

COMBINADOS DE SECA E CALOR

As plantas de arroz submetidas ao estresse hidrico apresentaram reducdo do teor
de agua foliar (CRA), uma restricdo que foi intensificada pela exposicdo ao excesso de
calor (Figura 3A). O déficit hidrico também causou danos celulares (Figura 3B),
estimulando o vazamento de eletrdlitos de forma interativa com a temperatura elevada.
A maior reducdo do CRA nas plantas submetidas a combinacdo da seca com calor
ocorreu associado ao fechamento estomatico, indicando que nessas condicdes a
condutancia hidraulica da planta foi afetada. O fluxo de agua na planta representa um
mecanismo fisiologico que contribui para o resfriamento foliar e auxilia no
funcionamento estomético (CHAVES et al., 2009). Assim, os dados mostram que 0S
danos causados pela seca no arroz, em relacdo ao status hidrico, podem ser
intensificados pelo calor caracterizando uma combinagdo de fatores abidticos
potencialmente negativa (SUZUKI et al., 2014).

O excesso de calor ndo afetou o conteudo de clorofilas, enquanto que nas plantas
de arroz submetidas a seca foi observada uma intensa reducéo do teor desses pigmentos.
Esse efeito negativo do déficit hidrico sobre o conteddo de clorofilas ndo foi
influenciado pela combinacdo com o excesso de calor. A redugdo do conteddo de
pigmentos fotossintéticos em plantas expostas a estresses abidticos pode afetar a
eficiéncia fotossintética, causando restricdo da assimilacdo de CO, por mecanismos ndo
estométicos (TAKAHASHI e BADGER, 2011). No presente estudo, a diminui¢do na
atividade fotossintética observada (Figura 5A) em resposta ao estresse hidrico isolado
estar associado parcialmente ao fechamento estomatico (menor gs e E, Figura 5B-D). A
seca € dos mais comuns estresses ambientais que ocasiona reducdes em parametros
estomaticos como a condutancia estomatica (gs) e transpiracdo (E), afetando o
desempenho das culturas em todas as fases de desenvolvimento (YUAN et al., 2016).
Essa restricdo estomatica imposta, pelo estresse hidrico, é regulada por horménios,
especialmente acido abscisico, que pode agir como moléculas sinalizadoras levando ao
fechamento estomatico (CORNIC, 2000).

Em adigcdo, a manutencdo da concentracdo intercelular de CO, (Figura 5C), a
analise das curvas Py/C; (Figura 6A) e eficiéncia de carboxilacdo (Figura 5E) associada
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com baixa Py (Figura 5A) sdo evidéncias adicionais que sugerem a ocorréncia de
limitacdes ndo estométicas nas plantas expostas a seca. A reducdo na Py foi
intensificada pelo excesso de calor principalmente por fatores estomaticos (baixa gs e E,
Figura 5B-D). Esses dados sugerem uma interacdo negativa destes fatores na
assimilacdo de carbono (Py).

Os efeitos da combinacdo (seca + calor) resultaram em considerada diminuigéo
na gs € E indicando que esta condicdo resulta em um aumento da temperatura foliar que
pode ocasionar danos (RIZHSKY et al., 2002). Alem das mudancas observadas nas
trocas gasosas, a atividade fotoquimica também foi afetada pelos estresses. Foi
observado um maior funcionamento na etapa fotoquimica da fotossintese em condigdes
de seca combinada com o calor, como evidenciados pela eficiéncia quantica efetiva
(AF/Fm’”), quenching fotoquimico (gP) e taxa aparente de transporte de elétrons (ETR)
(Figura 7B-C-E) enquanto os estobmatos estavam parcialmente fechados (Figura 5B-D).
Esse desequilibrio entre as fases fotoquimicas e reacdes no ciclo de Calvin restringiu a
fotossintese. Todas essas reacdes ocorrem em regides diferentes nos cloroplastos e para
uma eficiente desempenho fotossintético é necessario ocorrer um equilibrio entre estas
duas etapas o que ndo aconteceu no presente estudo (ASADA, 2006; RAINES, 2011;
EVANS, 2013).

A diminuicdo da Py nestas condicdes € o resultado do desequilibrio entre a fase
fotoquimica e a bioguimica reduzindo a assimilacdo de CO, (Figura 5B-D). Por outro
lado, uma menor atividade fotoquimica induzida pelo excesso de calor nas plantas
irrigadas e mantidas a 42°C por 12 horas, explica também em parte uma menor
assimilacdo de CO, nas plantas expostas ao calor isoladamente. A resposta das plantas a
combinacdo dos estresses (seca + calor) no presente estudo, favoreceu a atividade
fotoquimica, entretanto restringiu a abertura estomatica demonstrando o efeito negativo
destes fatores no metabolismo vegetal quando combinados (RIZHSKY et al., 2002).

A restricdo hidrica causa diminuicdo no status hidrico foliar indicado pelo
conteddo relativo de agua (CATTIVELLLI et al., 2008). Entretanto, as plantas de arroz
expostas a seca esse parametro nao foi afetado (Figura 3A). Na literatura, tem sido
documentado que as plantas fecham os estbmatos para evitar a perca de agua e manter o
turgor celular, possivelmente devido esse motivo este parametro ndo foi alterado
(PEREYRA-IRUJO et al., 2008). Na combinacdo dos estresses (seca + calor), o status

hidrico reduziu o conteldo de &gua na folha o que ocorreu associado com baixa E

108



(Figura 5D) indicando incapacidade de dissipacdo térmica e manutencdo do status
hidrico foliar na combinacgéo da seca com o calor.

O NPQ representa um importante mecanismo de fotoprotecdo que dissipa o
excesso de energia na forma de calor em vez de ser usado para conduzir a fotossintese
(BAKER et al.,, 2008; LI et al., 2009). Este importante mecanismo aumentou em
resposta ao calor e a combinagdo (seca + calor), exceto na presenca do HPMS onde esse
parametro foi reduzido intensamente, 0 que aumentou a probabilidade de fotodano
(ZHOU et al., 2007) (Figura 7D). Além disso, o dreno alternativo de elétrons aumentou
em resposta a seca e a combinacéo (seca + calor) (Figura 7F). Dessa forma, aumentou o
excesso de elétrons para outras via alternativas diferente da assimilagdo de carbono
(Pn). O aumento nestes drenos alternativos de elétrons em respostas ao estresse hidrico
e combinacdo (seca + calor) provavelmente conferiu uma protecdo adicional ao PSII
(Figura 7A) que se manteve em torno de 0,8, valor considerado 6timo que sugere
auséncia de danos (CHAVES et al., 2002).

4.2-OXIDASE ~ GLICOLATO, MUDANCAS EM METABOLITOS
ASSOCIADOS E MECANISMOS DE PROTECAO OXIDATIVA

A atividade da oxidase do glicolato (GO) representa um passo essencial na via
fotorrespiratoria, além de sua reacdo ser considerada a principal fonte de perdéxido de
hidrogénio nos peroxissomos (FOYER e NOCTOR et al., 2003). Esta enzima oxida o
glicolato a glioxilato produzindo grandes quantidades de peréxido de hidrogénio
(BAWER et al., 2010). Entretanto, os dados demonstram que estes produtos tanto direto
(glioxilato) como indireto (peroxido de hidrogénio) nem sempre podem ser associados
com a atividade da GO. A reducdo da atividade da GO (Figura 8A) pelo a-
hidroxisulfonato (HPMS), inibidor especifico da enzima, mostrou que tanto o glioxilato
como 0s aminoacidos glicina e serina podem ser compensados por rea¢des anapleroticas
em decorréncia de uma menor atividade da GO (Figura 8B e 9A-B).

Xu et al., (2009) usando a técnica de silenciamento génico da GO em plantas de
arroz observou também que metabdlitos a jusante da reacdo catalisada pela GO podem
ser produzidos e/ou acumulados. Esses resultados indicam que a via da fotorrespiracéo
pode ser regulada de diferentes maneiras, ainda pouco conhecidas (YAMAGUCHI e
NISHIMURA, 2000). Por exemplo, a enzima glicolato dehydrogenase pode ter
contribuido para producao de glioxilato (BARI et al., 2004).
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A reducédo no contetdo de glioxilato em resposta a combinacao dos estresses de
seca e calor (Figura 8B), possivelmente pode ter ocorrido pelo consumo no ciclo do
glioxilato em glioxissomos que é possivel de acontecer sob estresses abioticos (DEL
RIO et al., 2002). Além disso, 0 acumulo de H,O, que induziu danos oxidativos na
combinacéo dos estresses (seca + calor) a sua producao ndo foi associada a atividade da
GO (Figura 8A-C-D). Nas plantas, podem existir outras fontes de produgdo do H,0,,
inclusive nos peroxissomos, como pela atividade da enzima xantina oxidase (DEL RIO
et al.,, 2006; CORPAS et al. 2008) e também a NADPH oxidase, que em altas
temperaturas aumentam os niveis de Ca®** no citosol ativando esta proteina e assim
produzindo H,0O, (JASPERS e KANGASJARVI, 2010; MITTLER et al., 2012;
DEMIDCKI, 2015).

Neste estudo, os dados demonstram que a producdo de H,O, ocorreu
principalmente por distirbios do metabolismo fotossintético nos cloroplastos pela
combinacdo dos estresses (seca + calor) evidenciados pela alta atividade da dismutase
de superoxido (Figura 10A) (ASADA, 2006). Adicionalmente, a baixa atividade da GO
induzida pelo inibidor especifico (HPMS), com a baixa atividade da catalase claramente
demonstram a associacdo destas enzimas no controle da producdo de H,O, durante a
fotorrespiracdo (ZHANG et al., 2016). A combinagdo dos estresses (seca + calor)
proporcionou um efeito mais prejudicial a eficiéncia fotossintética indicada pelas trocas
gasosa em concordancia com o dano de membrana, contetdo de H,O, e peroxidacéo de
lipidios (Figura 3B e 8C-D).

Esses efeitos na membrana plasmatica demonstrados por estes indicadores de
danos oxidativos (DM, TBARS e H,0,) se deve como conseqiiéncia dos danos
oxidativos gerados pela combinacdo dos estresses. Para o metabolismo vegetal essa
combinacdo leva a impactos negativos para agricultura como tem sido documentada
(MITLLER, 2002). As plantas desenvolveram diversos mecanismos de prote¢do para
manter as espécies reativas de oxigénio em niveis baixos e assim manter a homeostase
redox (MITTLER, 2002). Destes mecanismos, fazem parte 0s enzimaticos, composto
pelo sistema SOD-CAT-APX, que trabalham de forma coordenada mantendo os EROs
em niveis baixos. Como também os ndo enzimaticos, dos quais fazem parte o ascorbato
e glutationa (GILL e TUTEJA, 2010; XU et al., 2013; BARBOSA et al., 2014).

No presente estudo, os dados demonstram que sob condicdo de seca o0 sistema
SOD-CAT-APX juntamente com o ciclo ASA-GSH (Figura 10A-B e 11A) foram

responsaveis por manter a homeostase redox independente da inibicdo da GO. Por outro
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lado, na combinacdo dos estresses (seca + calor) na presenca do HPMS, esses
mecanismos ndo foram suficientes para evitar os danos oxidativos gerado pelo aumento
de H,0O, (Figura 8C e 10A). O acimulo de perdxido de hidrogénio pode estar nestas
condicdes associado com baixa atividade da APX-CAT, como tem sido documentado
na literatura (RIVERO et al., 2004; SGOBBA et al., 2015). A tolerancia das plantas a
altas temperaturas tem sido associada com o aumento da capacidade antioxidante
(SGOBBA et al., 2015).

Entretanto, na combinacdo dos estresses (seca + calor) essa capacidade foi
reduzida principalmente pelo sistema SOD-CAT-APX. A catalase mantém a
homeostase redox durante a fotorrespiracdo em arroz como também foi demonstrado
por Sousa et al., (2015). Os mecanismos de defesa ndo enzimético do ciclo ASA-GSH
da qual a APX estar diretamente ligada, foram os mais atuantes na protecdo oxidativa
(Figura 11A-B). Os niveis de ascorbato foram maiores em plantas tratadas com o
HPMS tanto na condicdo irrigada como também no estresse hidrico a 25°C, e mais
ainda na exposicao ao calor (42°C), exceto na combinacdo (seca + calor) e presenca do
inibidor da GO.

Esses resultados sugerem que o arroz utiliza fortemente o ascorbato para manter
0 estado redox celular independente da fotorrespiracdo. Esse fato explica o aumento da
atividade da APX nas mesmas condicdes. A APX utiliza o ascorbato como doador de
elétrons e séo sensiveis a baixas concentracdes de ascorbato (SHIGEOKA et al., 2002;
FOYER e NOCTOR, 2011; GEST et al., 2013). Interessantemente, em relacdo a
glutationa (GSH), foi observado um significativo aumento no contetdo de GSH onde
justamente o conteudo de ascorbato diminui (Figura 11B). Esse aumento de GSH faz
parte de varias respostas coordenadas que sdo induzidas em resposta a estresses
oxidativos pelo aumento de H,0,, ou de outros oxidantes no meio celular (QUEVAL et
al., 2011; NOCTOR et al., 2013). Na literatura, em varias espécies de plantas tém sido
registrados esses aumentos em GSH com plantas mutantes de Arabidopsi thaliana
deficientes em catalase (QUEVAL et al., 2007).

4.3-EXPRESSAO DA RUBISCO EM RESPOSTAS A ESTRESSES
ABIOTICOS E SUA RELACAO COM A FOTORRESPIRACAO

O papel da proteina Rubisco em condicGes de estresses abioticos como seca e

calor, tem sido bastante estudada (GALMES et al., 2013). A diminuicio na expressio
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da Rubisco pelo estresse de seca e calor tem sido documentada na literatura em muitas
espécies, por exemplo, em Citrus e também Oriza sativa L. (VU et al. 2002; WANG et
al. 2010; GALMES et al., 2013). O contetdo relativo da Rubisco em resposta aos
estresses isolados de seca ndo foram afetados no presente estudo (Figura 12A). Mesmo
assim, a manutencdo da concentracdo desta enzima, ndo implica necessariamente em
funcionalidade desta proteina no que diz respeito a carboxilagdo. Sob estresse de seca,
os sitios cataliticos da Rubisco podem ser bloqueados pelo aumento da concentracéo de
inibidores prejudicando assim a funcdo carboxilase da proteina (PARRY et al., 2002;
CARMO-SILVA et al.,, 2010). Esse fato pode explicar a diminuicdo da Py mesmo
quando seu contetido néo foi afetado pelo estresse em estudo (Figura 5A e 12A).

A inibicéo da oxidase do glicolato claramente reduziu o contelido de Rubisco no
tecido foliar e aparentemente a fotossintese (Figura 5A e 12A-B). Importante relatar
que a atividade da GO representa um passo essencial na via fotorrespiratéria (XU et al.,
2009). Sua reacgdo iniciada pela oxigenacdo da Rubisco leva a producdo de uma
molécula de 3PGA e uma molécula de 2PG. O custo da reciclagem da molécula de 2PG
¢ alto. Sdo necessarios 12.5 ATP por molécula de 2PG, além da perca de carbono na
mitocondria (PETERHANSEL et al., 2010). Esta via ha algum tempo tem sido
conhecida como processo metabdlico que compete com a fotossintese levando a
prejuizos para as plantas (FOYER e NOCTOR, 2011). Dessa forma, muitos cientistas
buscaram maneiras de abolir esta via (OGREN, 1984).

Vaérios estudos foram conduzidos com mutantes deficientes em algumas enzimas
(SOMERVILLE e OGREN, 1982; SOMERVILE, 2001; QUEVAL et al., 2007) e para
culturas como arroz (TIMM e BAUWER, 2013). Intrigantemente, todos esses mutantes
apresentaram fendtipo fotorrespiratdrio (necessidade de alto CO,) com inibicdo da
fotossintese (XU et al., 2009). Outra abordagem foi proposta por Kebeish et al., (2007),
desviando (bypass) o glicolato no cloroplasto e aumentado a pressao de CO, préximo a
Rubisco em Arabidopsi thaliana. Como resultado, as plantas tiveram um rendimento
satisfatorio e tentador, motivo que levou a introdugdo deste “bypass” em batata,
Solanum tuberosum (NOLKE et al., 2014) e também em oleaginosas, Camelina sativa
(DALAL etal., 2015).

Entretanto, esses beneficios foram obtidos em condi¢bes Otimas de agua e
nitrogénio o que pode ndo acontecer no campo (BETTI et al., 2016). No presente
estudo, resultados semelhantes foram obtidos ao de Xu et al., (2009). Apesar da inibigédo

da GO foram observados aumento na fotorrespiracdo (Pr) e seguidos de diminuig¢do na
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velocidade maxima de carboxilacdo da Rubisco (Vcmax) € respiracdo (Rd) como
indicado na Tabela 2. Das hipoteses que foram propostas a de que a disruptura na via
pode levar ao acumulo de metabdlicos que podem conferir um efeito negativo no ciclo
de Calvin tem sido mais aceito (WINGLER et al., 2000; XU et al., 2009).

O glicolato foi a molécula candidata tendo em vista seu expressivo acimulo em
plantas silenciadas para o gene da GO (XU et al., 2009). Entretanto, recente pesquisa
com supressao também da GO em arroz, tem identificado que o acimulo de glioxilato é
na verdade responsavel pela inibicdo da Rubisco (LU et al., 2014). Neste estudo, néo foi
mensurado o estado de ativacdo da Rubisco, entretanto o conteldo de glioxilato foi de
fato aumentado em plantas de arroz com a inibicdo da GO expostas ao estresse hidrico,
fornecendo evidéncias que possivelmente esse tenha sido o motivo da reducdo Py
decorrentes de limitacbes metabdlicas no presente estudo. O aumento de glioxilato
ocorreu nas plantas a 25°C irrigadas e expostas a seca (Figura 8A) o que pode explicar a
menor Py atribuidos em parte a limitacbes metabdlicas.

Por outro lado, a exposicdo ao estresse combinado (seca + calor) com inibicdo
da GO teve um efeito mais prejudicial ao conteido da Rubisco e da fotossintese, que
ndo pode ser relacionado ao conteudo de glioxilato, por ter diminuido nestas condicdes.
A reducdo do contetdo da Rubisco e da Py pode ser explicada pelo aumento do
peroxido de hidrogénio (H,O,) aumentando a taxa de degradacdo da Rubisco
(MOLLER, 2007; KHAMA-CHOPRA, 2011). Além disso, o peroxido pode atuar como
um forte inibidor da fotossintese reduzindo em até 50 % a assimilacdo de carbono pela

oxidacao de enzimas no ciclo de Calvin (FOYER et al., 2011).

5-CONCLUSAO

Em conjunto, os resultados mostram que a combinacdo de seca e calor afeta
severamente 0 metabolismo fotossintético por ocasionar restricbes estomaticas e nédo
estomatica, envolvendo limitagdes fotoquimicas e metabdlicas. Mostram ainda que a
reducdo de atividade da GO ndo reduziu a fotorrespiracéo e ndo estimulou a fotossintese
liquida, como também néo apresentou relagéo direta com os teores de metabolitos da via
fotorrespiratoria. Além dessas informacdes, os dados indicam que sob as condicGes dos
estresses estudados a via fotorrespiratoria parece ndo ser a principal geradora de danos

oxidativos na espécie.
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RESUMO

No presente estudo foi caracterizado o papel da enzima fotorrespiratoria oxidase do
glicolato (GO) na fotossintese e geracdo de danos oxidativos em plantas de arroz
expostas aos estresses isolados e combinados de seca e excesso de luz. As sementes de
arroz foram germinadas em substrato de vermiculita em casa de vegetacdo, e ap6os 60
dias ao plantio, foram submetidas aos efeitos dos estresses de seca e excesso de luz em
camara de crescimento. Nesta condicdo, as plantas de arroz (Oriza sativa L.) cv.
Nippombare foram submetidas ao tratamento de inibicdo parcial da GO imposta pelo
inibidor especifico, a-hidroxisulfonato (HPMS). Os resultados mostram que sob seca, a
reducdo da fotossintese (Py) foi atribuida a limitagdes estomaticas, menor condutancia
(gs) e menor transpiracdo (E). Por outro lado, nas plantas expostas ao estresse por
excesso de luz e tratadas com HPMS, a reducdo na Py foi atribuido a uma aparente
fotoinibicdo. Os contetdos de clorofilas foram reduzidos em respostas a seca, ao
excesso de luz e foram intensificados na combinacdo dos estresses. N&o foram
observados danos a integridade do fotossistema Il (PSIl) em todos os tratamentos. As
plantas de arroz mostraram uma eficiente modulagdo fotoquimica quando expostas ao
excesso de luz com reducBes significativas na eficiéncia quéantica efetiva (AF/Fm’),
quenching fotoquimico (qP) e na taxa de transporte de elétrons (ETR) seguidos por um
aumento significativo da dissipacao de energia na forma de calor por meio de quenching
ndo fotoquimico (NPQ). A reducdo da atividade da GO nas plantas expostas aos
estresses isolados e combinados de seca e excesso de luz foi relacionada ao conteudo de
peroxido de hidrogénio (H,0,), dano de membrana (DM) e a peroxidacao de lipidios
(TBARS). Os mecanismos enzimaticos de protecdo oxidativa conferido pela catalase
(CAT) e peroxidase do ascorbato (APX), juntamente com a glutationa reduzida (GSH)
mostraram um reducdo significativa indicando que a producdo de H,0, pela GO foi
reduzido na presenca do HPMS. Estes resultados sugerem que na combinacao de seca e
excesso de luz a fotorrespiracdo € a principal responsavel por danos oxidativos em arroz
e que uma menor atividade da GO pode estimular uma maior fotossintese pela
manutencdo de um maior conteido de Rubisco. Os metabolitos relacionados a
fotorrespiracdo como o glioxilato, e os aminoacidos glicina e serina mostraram
acumulos significativos na tentativa de reduzir a via, sugerindo que de fato a
fotorrespiracdo pode ser regulada por outras vias ainda pouco conhecidas. Em conjunto,
os resultados mostram que o dano celular causado pelo excesso de luz é intensificado
pela seca, atribuido ao H,O, gerado pela fotorrespiracdo. Além disso, uma menor
atividade da GO induz em uma melhor Py por manter um maior conteddo de Rubisco
apesar de ocorrer limitagcdes fotoquimicas. Os danos oxidativos nas plantas de arroz
expostas a combinagdo de seca e excesso de luz é diretamente relacionado ao aumento
da via fotorrespiratoria.

Palavras-chave: Estresses abioticos, protecdo oxidativa, fotorrespiracéo.
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ABSTRAT

In this study we characterized the role of photorespiration glycolate oxidase enzyme
(GO) in photosynthesis and the generation of oxidative damage in exposed rice plants to
isolated and combined stress of drought and excessive light. The rice seeds were
germinated in vermiculite substrate in a greenhouse, and 60 days after planting, were
subjected to the effects of drought stress and excess light growing chamber. In this
condition, the rice plants (Oryza sativa L.). Nippombare were subjected to the treatment
of partial inhibition of GO imposed by the specific inhibitor, a-hidroxisulfonato
(HPMS). The results show that under drought, reducing photosynthesis (Pyn) has been
assigned to stomatal limitations, lower conductance (gs) and lower transpiration (E).
Moreover, in plants exposed to stress excess light and treated with HPMS, the reduction
in Py was attributed to an apparent photoinhibition. The chlorophyll content were
reduced in response to drought, excessive light and were intensified in the combination
of stresses. There were no observed damage the integrity of photosystem Il (PSII) in all
treatments. The rice plants showed an efficient photochemical modulation when
exposed to excess light with significant reductions in the effective quantum efficiency
(AF/Fm '), photochemical quenching (gP) and electron transport rate (ETR) followed by
a significant increase energy dissipation in the form of heat through non photochemical
quenching (NPQ). The reduction of the GO activity in plants exposed to single and
combined stress of drought and excessive light was related to the content of hydrogen
peroxide (H,O;), membrane damage (DM) and lipid peroxidation (TBARS). The
enzymatic mechanisms of oxidative protection conferred by catalase (CAT) and
ascorbate peroxidase (APX) together with reduced glutathione (GSH) showed
significantly reduced indicating that the production of H,O, by GO was reduced in the
presence of HPMS. These results suggest that the combination of dry and excess light
photorespiration is mainly responsible for the oxidative damage of rice and a lower GO
activity can stimulate increased photosynthesis by maintaining a higher content of
Rubisco. The photorespiration related metabolites such as glyoxylate, and the amino
acids glycine and serine showed significant accumulations in an attempt to reduce the
road, suggesting that in fact the photorespiration can be regulated by other means still
little known. Together, the results show that the cell damage caused by excessive light
is intensified by dry assigned to H,O, generated by photorespiration. In addition, a
lower activity of GO in induces a better Py for maintaining a higher content of Rubisco
occur despite photochemical limitations. Oxidative damage to rice plants exhibited a
combination of dry and too much light is directly related to increased via
photorespiration.

Key words: Abiotic stress, oxidative protection, photorespiration.
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1-INTRODUCAO

Os estresses abioticos sdo considerados fatores ambientais adversos que induzem
distdrbios no metabolismo vegetal, causando reducdo no crescimento e no rendimento
das culturas e espécies em geral (CRAMER et al., 2011). Fatores abidticos como o
déficit hidrico e o excesso de luminosidade sdo de ocorréncia natural nas regides
semiaridas e aridas do globo, onde atuam de formas isolada e/ou simultdnea causando
significativa restricdo ao desempenho vegetal (SUZUKI et al., 2014).0 estresse hidrico,
causado pelo déficit de &gua nos solos e na atmosfera, representa a principal limitacéo
ambiental para os cultivos com efeitos que podem ocorrer de forma temporal e/ou
espacial, porém sempre resultando em severas perdas para a agricultura (CHAVES et
al., 2009).

Uma das primeiras respostas de vegetais quando expostos ao estresse hidrico é o
fechamento estomatico devido ao declinio do turgor celular, causado pela diminuicao de
agua no solo bem como pelo maior déficit de pressao de vapor na atmosfera, associados
a sinais quimicos gerados pela raiz (SALES et al., 2015; YUAN et al., 2016). Nessas
condigdes, ocorre redugdo do suprimento de CO, para a carboxilagdo da ribulose-1,5-
bisfosfato (RuBP), afetando a eficiéncia de atividade de carboxilase da ribulose-1,5-
bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) e estimulando a atividade de oxigenase
(VOSS et al,, 2013). Essa restricdo estomatica que resulta da limitacdo para a
condutancia do CO, no mesofilo foliar afeta a fotossintese, pelo menos em parte, por
estimular a fotorrespiracdo (HODGES et al., 2016).

Associado a seca, as plantas estdo constantemente expostas a elevada incidéncia
de luminosidade sob condic¢Ges de campo. A luz é um fator necessario para impulsionar
a atividade fotoquimica, que tem como funcéo gerar energia quimica (ATP e NADPH)
para a reducdo de carbono (CO,) no Ciclo de Calvin (NISHIYAMA e MURATA,
2014). Por outro lado, o excesso de luz além da capacidade normal de absorcdo pelas
plantas pode resultar no processo de fotoinibicao, causando diminuigdo fotossintética de
forma dindmica e/ou crénica (TAKASHI E MURATA, 2008; MURCHIE e NIYOGI,
2011). Assim, esses estresses de seca e luz isolados afetam diferentemente a
fotossintese, além de apresentar interagdes antagonicas potencializando esses efeitos
quando presentes simultaneamente (SUZUKI et al.,, 2014), podendo estimular a
fotorrespiracdo (SOUSA et al., 2015).
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A atividade de oxigenase da Rubisco devido a reducdo da relagdo CO,/O, no
mesofilo foliar estimula a producéo de 2 fosfoglicolato (2-PGA), moléculas que nédo sdo
metabolizadas no Ciclo de Calvin para a producdo de trioses fosfato e consequente
regeneracdo da RuBP (BAUWE et al., 2010; 2012). Assim, moléculas de 2-PGA
produzidas pela Rubisco devem ser utilizadas na regeneracdo do 3-fosfoglicerato (3-
PGA) no ciclo fotorrespiratério, uma via metabolica complexa que envolve
cloroplastos, peroxissomos e mitocondrias (BAUWE et al., 2010; TIMM et al., 2016 ).
Nesse ciclo, duas moléculas de 2-PGA (4 carbonos) sdo transformadas em uma
molécula de 3-PGA (3 carbonos) com custo energético elevado (12,5 ATPs por
molécula de 2-PGA), enquanto um dos atomos de carbono (25%) é perdido na forma de
CO, (PETERHANSEL et al., 2010).

A fotorrespiracdo tem inicio com a producdo do 2-PGA pela Rubisco, seguido
da desfosforilagdo desse composto por uma fosfatase que produz o glicolato ainda nos
cloroplastos. O glicolato migra para os peroxissomos onde € oxidado pela agcdo da
oxidase do glicolato (GO) a glioxilato e perdxido de hidrogénio (H,0,), em quantidades
equimolares, o glioxilato segue o processo de reciclagem do 3-PGA enquanto o H,0,
pode acumular ou extravasar (BIENERT e CHAUMONT, 2014; ZHANG et al., 2016).
Devido a perda de carbono (25%) e consumo de energia na reciclagem do 2-PGA, a via
fotorrespiratoria € considerada uma via metabdlica que compromete a eficiéncia
fotossintética (TIMM et al., 2016). Por esse motivo, tem sido amplamente estudada
visando com sua manipulacdo melhorar a assimilacdo de carbono em plantas (BETTI et
al., 2016).

Como modelo tedrico, a reducdo da atividade da GO poderia reduzir o fluxo
fotorrespiratorio devido ao seu papel na catalise da terceira reacdo desse processo
celular. Na literatura estudos relatam relacdo da menor atividade da GO com reducdes
nos conteudos de glioxilato e H,O,, produtos diretos da sua atividade, indicando
claramente que a GO pode exercer papel regulatorio da via fotorrespiratoria (SOUSA et
al., 2015). No entanto, estudos por nocaute génico ja revelaram resultados controversos,
indicando que a menor expressdo e atividade GO podem restringir a fotossintese em
espécie C3, como o arroz (XU et al., 2009) e espécies C4, como o milho (ZELITCH et
al., 2009). Apesar de controversos, esses estudos vém mostrando a existéncia de
mecanismos regulatorios exercidos pela fotorrespiracdo na fotossintese, que estdo além

do seu efeito sobre a restri¢do fotossintética quando aumenta de atividade.
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Além de restringir a eficiéncia da fotossintese a fotorrespiracdo € considerada a
principal via produtora de H,O, na célula vegetal, representando uma importante fonte
de espécies reativas de oxigénio (EROs) e consequente danos oxidativos em tecidos
fotossintéticos (FOYER e NOCTOR, 2003; ZHANG et al., 2016). A fonte dessas EROs
na fotorrespiracdo esta associada com a elevada atividade da GO durante a conversdo do
glicolato a glioxilato, quando produz elevadas quantidades de H,O, (BAUWE et al.,
2010). O H,0; produzido pela fotorrespiragédo pode extravasar do peroxissomos para
outros sitios celulares, onde podera atuar como molécula sinalizadora (baixas
concentracdes) bem como gerar danos oxidativos quando em concentracdes elevadas
(MITTLER, 2002). Por outro lado, a fotorrespiracdo pode atuar como um dreno para o
excesso de energia (ATP e NADPH) gerado sob condicdes limitantes para a fixacdo de
carbono com continuada captacdo de energia luminosa pelos fotossistemas, causando
desequilibrio entre as fases fotoquimica e reducdo do carbono (FOYER et al., 2009;
VOSS et al., 2013).

A limitagdo da assimilacdo de carbono associada ao excesso de luminosidade
intensifica a producdo excessiva de EROs em cloroplastos e peroxissomos, causando
danos oxidativos em membranas, proteinas e acidos nucléicos (MOLLER et al., 2007).
Nessas condi¢Bes, a acdo de mecanismos antioxidantes é necessaria para manter a
homeostase celular. A célula vegetal possui um eficiente sistema de protecdo composto
por antioxidante enzimaticos e ndo enzimaticos, capaz de remover o0 excesso de EROs
gerado sob determinados disturbios metabdlicos (DEMIDCHIK, 2015). O ascorbato
(ASC) e a glutationa (GSH) séo antioxidantes ndo enzimaticos, compostos hidrofilicos
que atuam como poder redutor no ciclo ascorbato-glutationa, a principal via responsavel
pela eliminacdo do excesso de EROs na célula (FOYER e SHIGEOKA, 2011; GEST et
al., 2013).

O sistema enzimatico é composto por enzimas oxidativas presentes em diversos
compartimentos celulares, tais como as dismutases do superoxido (SOD) e as catalases
(CAT), além daquelas do ciclo ascorbato-glutationa, peroxidases de ascorbato (APX),
redutases da glutationa (GR), redutases do monodeidroascorbato (MDHAR) e redutases
do deidroascorbato (DHAR) (FOYER et al., 2009). A catalase € uma enzima que possui
elevada capacidade de remocao de H,O, gerado pela acdo da GO nos peroxissomos, por
possuir um valor de Km relativamente elevado para o H,O, se comparada as demais
peroxidases (ZHANG et al., 2016). Em conjunto, essas enzimas atuam em sincronia

com os antioxidantes ndo enziméticos na modulagdo da concentragdo das EROs geradas
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na célula, evitando o acimulo e consequente danos oxidativos (FOYER e SHIGEOKA,
2011).

O presente estudo teve como objetivo avaliar o papel da enzima oxidase do
glicolato (GO), na geracdo de danos oxidativos bem como na modulacédo da fotossintese
em plantas de arroz expostas a estresses isolados e combinados de seca e luminosidade
elevada. As plantas foram submetidas a inibicdo parcial da atividade da GO pela
aplicagdo do a-hidroxisulfonato (HPMS), um inibidor para essa enzima, e em seguida
expostas as diferentes condicdes de estresses de seca e luz. Essa estratégia permitiu
identificar distdrbios associados com a fotorrespiracdo, a fotossintese e danos oxidativos

que podem ser ativados pelo papel da GO naquelas condi¢bes ambientais.

2-MATERIAL E METODOS
2.1-MATERIAL VEGETAL E APLICACAO DOS TRATAMENTOS

As sementes de arroz (Oryza sativa), cv Nippombare, foram desinfetadas em
hipoclorito de sddio 2,5% (v/v) por 5 min, lavadas com agua destilada e germinadas em
mistura de areia com vermiculita (v/v) em vasos de 2 litros, sob condi¢fes naturais de
casa de vegetacdo localizada na Universidade Federal Rural de Pernambuco, Unidade
Académica de Serra Talhada (Figura 1). Durante a germinacgdo o substrato foi mantido
umido com &gua destilada e ap6s a germinacdo (8 dias) as plantulas foram irrigadas
diariamente com solugdo nutritiva (HOAGLAND e ARNON, 1950) diluida ¥ durante
30 dias. Em seguida, passaram a receber a mesma solu¢do nutritiva diluida % a cada trés

dias (sendo irrigadas com agua destiladas no intervalo dos trés dias) por mais um més.

T

Figura 1. Plantas de arroz crescendo em condic¢des naturais de casa de vegetacdo aos
60 dias apos o plantio das sementes.
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Para aplicar os tratamentos isolados e combinados de seca e luz elevada, as
plantas (60 dias apds plantio) foram acondicionadas em cadmara de crescimento (Camara
Climética SGC 120, Modelo FT-612000, Marca FITOTRON) em condicdes controladas
de luminosidade (300 pmol m™ s™), umidade relativa (60%), temperatura (27+2 °C) e
fotoperiodo de 12 horas (12h/12h). Nessas condicdes, as plantas foram divididas em
dois grupos, onde um permaneceu sendo irrigado e o outro foi submetido a suspenséo
da rega. Dois dias ap0s a transferéncia para a cdmara, as plantas foram submetidas aos
tratamentos isolados e combinados de seca e excesso de luz na auséncia e presenca de
inibicdo da enzima GO, como descrito a seguir: controle (irrigado+300 pmol m™ s2);
luz elevada (irrigado+1000 pmol. m?s™); reducdo de atividade da GO (irrigado +
HPMS + 300 pmol m? s™); luz elevada + reducéo atividade da GO (irrigado + HPMS +
1000 pmol m™ s™); seca (suspensdo da rega + 300 umol m? s™); seca + luz elevada
(suspensdo da rega + 1000 pmol m™ s™); seca + redugdo da GO (suspensdo + HPMS +
300 pmol m? s%); seca + luz elevada + reducdo de GO (suspensdo + HPMS + 1000
umol m? s, durante trés dias consecutivos. Para o tratamento de inibicdo da GO, o
inibidor a-hidroxisulfonato (25 mM) diluido em tampdo HEPES 10 mM pH 6,0,
contendo Triton (0,10%), foi aplicado via aspersdo nas folhas das plantas todos os dias
as 07:00 horas, durante os trés ultimos dias. Essa concentracdo do HPMS foi utilizada
com base no ensaio de inibicdo para a GO em segmentos de folhas, como descrito e

apresentado no capitulo II.

2.2-AVALIACOES REALIZADAS
2.2.1-Conteudo relativo de agua (CRA)

O contetdo relativo de &gua foi determinado conforme Fidalgo et al., (2004). Ao
final do experimento foram coletados 30segmentos foliares (10 mm) e a massa fresca
(MF) determinada imediatamente. Em seguida, os segmentos foram imersos em 30 ml
de agua deionizada por 8 horas em placas de petri e apds breve secagem dos segmentos
em papel toalha, para remover o excesso de umidade, foi determinada a massa targida
(MT). A massa seca (MS) foi determinada ap6s secagem dos discos a 70°C, durante 48

h em estufa, e 0 CRA foi estimado pela seguinte relagdo descrita na equagédo abaixo (1):

CRA=[(MF-MS)/(MT-MS)]x100 (1)
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2.2.2-Dano de membrana pelo extravasamento de eletrolito

O dano de membrana foi determinado com base no vazamento de eletrélitos, como
descrito por Shanahan et al., (1990). Ao final do ensaio foram coletados vinte discos
foliares (10 mm de didmetro) que foram imersos em 10 ml de &gua deionizada em tubos
fechados e incubados a 40 °C durante 30 min e determinada & condutividade elétrica da
solucdo (C1). Em seguida, os tubos foram incubados a 100 °C por 1 h e, ap6s atingir a
temperatura ambiente, foi determinada a condutividade elétrica da solu¢do (C2). O dano
de membrana (DM) foi estimado pela relacdo descritas na equacao (2) abaixo:

DM = (C1/C2) x 100 )

Essa medida foi utilizada como um indicador do extravasamento o contetido
citoplasmatico através da membrana plasmatica, marcador diretamente relacionado com

a viabilidade celular.

2.2.3-Conteudo de clorofilas

Uma folha de cada planta foi coletada e imediatamente colocada em sacos
plasticos devidamente identificados, refrigerados em recipiente com gelo e em seguida
armazenadas em um Freezer a -80 °C no Laboratorio de Producdo Vegetal da Unidade
Académica de Serra Talhada. Para determinar o teor de clorofila foi utilizado a
metodologia de Chagas, et al. (2008), com modificagdes. Para isto, foi obtido 100 mg de
cada folha e a clorofila foi extraida através da maceracdo em almofariz, adicionando-se
5 ml de acetona (80% v/v). O sobrenadante foi colocado em tubos de ensaios de 15 ml,
filtrado e realizadas leituras em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 645,
652 e 663 nm (ARNON, 1949). As concentracdes de clorofilas foram estimadas pelas

seguintes equacdes (3, 4 e 5):

Clorofilaa =1[(12,7 X Assz — 2,69 X Ags5)/(L000 X W) XV  (3)
Clorofila b =[(22,9 X Agss — 4,68 X Ag3)/(L000 X W) XV (4)

Clorofilas totais = [((Ass2 X 1000)/(34,5)) x (V/1000 x W)]  (5)

Onde: A = absorbancia; V = volume final do extrato (5 ml); W = peso em
gramas. Os contetidos de clorofilas foram expressos em mg. g*MF.
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2.3-DETERMINACOES PARA ATIVIDADE ENZIMATICA
2.3.1-Extracdo de proteinas

A extracdo de proteina foi realizada conforme Zimmermam et al., (2006), com
modificagdes. Amostra de folhas frescas (0,1 g) foram maceradas em almofariz na
presenca de N liquido seguido da extracdo em tampéao fosfato de potassio 100 mM pH
7,0 contendo EDTA 1 mM. Para a extragdo das enzimas peroxidase de ascorbato foi
adicionado ascorbato 1 mM ao tampdo. ApOs a extracdo, o extrato foi centrifugado a
14.000 x g em temperatura de 4 °C durante 30 min. O conteudo de proteinas soluveis
foi determinado conforme Bradford (1976) e estimado com base em curva padréo,
utilizando BSA.

2.3.2-Atividades das enzimas

A atividade da Oxidase do glicolato (GO: EC; 1.1.3.15) foi determinada
conforme o principio de reacdo do método descrito por Baker e Tolbert (1966). Esse
método se baseia na producdo do complexo glioxilato-fenilhidrazona, produzido a partir
da conversdo do glicolato para glioxilato pela GO no meio. Aliquotas de 100 pL do
extrato foram adicionadas a 2,9 mL de meio de reacdo contendo tampé&o fosfato de
potassio 100 mM, pH 8,3, adicionado de cisteina 4 mM, Glicolato 7 mM,
Fenilhidrazina-HCI 4 mM e FMN 0,033 mM. O incremento da producdo do complexo
(glioxilato-fenilhidrazona), referente & atividade da enzima, serd medido a 324 nm em
espectrofotdbmetro apds 5 min de reacdo. A atividade da GO foi calculada utilizando o
coeficiente de extincdo molar de 17 mM™e expressa em umol de glicolato g MF min™.

A atividade da catalase (CAT; EC: 1.11.1.6) foi determinada conforme Havir e
McHale, (1987). Aliquotas de 0,05 ml de extrato protéico foram adicionados a 2,95 ml
de tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, a 30 °C e acompanhado o decaimento da
absorbancia a 204 nm em espectrofotébmetro durante 300 segundos, com leituras
sucessivas a cada 30 seg. A atividade da enzima foi calculada com base no coeficiente
de extingdo molar de 36M™ cm™, a 240 nm, para o H,0, e expressa em pmol H,0, g™
MF min™ ou de forma especifica, pmol H,O, mg™ prot. min™.

A atividade da dismutase de superoxido (SOD; EC: 1.15.1.1) foi determinada
conforme metodologia descrita por Gianopolitis e Ries (1977). Aliquotas de 0,1 ml

serdo transferidas para tubos ensaio protegidos da luz, contendo tampéo fosfato de
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potassio 50 mM, pH 7,8, contendo 0,1 mM de EDTA, 13 mM de L-metionina e 75 uM
de NBT. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 2 mM de riboflavina e rapida transferéncia
dos tubos, sem a protegédo da luz, para cadmara iluminada por lampada fluorescentes de
30 wats (30 pmol de fétons m™ s™), durante 6 minutos. A reacdo foi interrompida pelo
desligamento da luz, os tubos foram revestidos por filme escuro para protecéo da luz e
realizadas leituras a 540 nm. A atividade da enzima foi estimada com base na inibi¢ao
da reducéo do NBT e uma unidade de atividade foi considerada como a quantidade da
enzima necessaria para inibir 50% da sua reducdo (BEAUCHAMP e FRIDOVICH,
1971) e expressa em U. A. g MF min™* ou de forma especifica, U. A. mg™ prot. min™.
A atividade da peroxidase de ascorbato (APX; EC: 1.11.1.1) foi determinada
conforme método descrito por Nakano e Asada (1981). Aliquotas de 0,1 ml de extrato
protéico foram adicionadas ao meio de reacdo composto de 2,7 ml de tampéao fosfato de
potassio 50 mM (pH 6,0), contendo 0,5 mM de acido ascérbico p. a. A reacdo foi
iniciada pela adigdo de H,0,30 mM ao meio de reagdo e acompanhada pelo decaimento
da absorbancia em 290 nm em espectrofotdometro durante 300 segundos, com leituras
sucessivas em intervalos de 30 segundos. A atividade da APX foi estimada utilizando o
coeficiente e de extingdo molar de 2,8 mM™ cm™ para o ascorbato, em 290 nm, e
expressa como pmol ASA g* MF min™ ou de forma especifica, pmol ASA g* mg*

prot. min™,

2.4-MEDIDAS DE FOTOSSINTESE
2.4.1-Trocas gasosas e curvas de resposta ao CO;

As medidas de trocas gasosas e as curvas de respostas ao CO, foram realizadas
com um analisador portatil de fotossintese (IRGA, modelo L1-6400XT, Fabricante LI-
COR, EUA). As medidas da assimilacdo liquida de CO, (Py), taxa de transpiracéo (E),
condutancia estomatica (gs) e pressdo parcial de CO; intercelular (Ci) foram realizadas
em folhas sadias completamente expandidas sob luz de 1000 pmol. m™?s™ e temperatura
de 28 °C, mantidas na camara de leitura do IRGA. Com as medidas de trocas gasosas,
foi estimada a eficiéncia de carboxilagdo instantanea, pela razdo da fotossintese com a
concentragdo intercelular de CO, (Pn/Ci) e também a eficiéncia no uso de &gua pela
razdo da fotossintese com a transpiragédo (Pn/E).

Para realizacdo das curvas de resposta da fotossintese liquida (Py) ao aumento
do CO,, as medidas de Py foram acompanhadas na camara de medida em reposta ao
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incremento da pressdo do CO, no interior da camara (400, 300, 200, 100, 50, 400, 600,
800, 1000, 1200 e 1600 ppm). A partir das curvas, foram calculados a eficiéncia de
carboxilagdo méaxima da Rubisco (V¢max), @ taxa de regeneracdo da RUBP (Jmax) € @
respiracdo na presenca da luz (Rd). Durante as curvas de respostas ao Ci a intensidade
da luz da medida no IRGA foi de 1000 umol. m?s™* (SHARKEY et al., 2007).

2.4.2-Fluorescéncia da clorofila

As medidas da fluorescéncia da clorofila a foram feitas em folhas sadias
completamente expandidas através do método do pulso de saturacdo utilizando um
fluordmetro modulado (Modelo MINI-PAM-II, fabricante Heinz WalzGmbH). A partir
das leituras, foram calculados a eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm)
(6), e os seguintes parametros: eficiéncia quantica efetiva do fotossistema Il
(DeretivaFS1I) (7), taxa de transporte de elétrons (ETR)(8) e os coeficientes de quenching
fotoquimico (gP) (9) e ndo fotoquimico (NPQ) (10).

Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fm (6)
DcferivaF S = [(FM'-Fs)/Fm'] (7)
ETR = ®efetivaFSI * DFFF * 0.5 * 0.84) (8)
gP = (Fm'-Fs)/(Fm'-Fo’) 9
NPQ = [(Fm-Fm'/Fm")] (10)

As variaveis Fm, Fo e Fv representam, respectivamente, a fluorescéncia
maxima, minima e variavel ap6s adaptacao das folhas a 30min de escuro; Fm', Fo' e Fs
representam, respectivamente, a fluorescéncia maxima, minima e no estado de
equilibrio dindmico na presenca de luz e DFFF equivale a densidade de fluxo de fotons
fotossintéticos. As medidas realizadas na presenca de luz foram feitas em folhas
adaptadas as condicOes de irradiancia prevalecentes na camara de crescimento, apos
exposicdo por 10s a um feixe de luz de 270 pmol. m? s™ fornecido pela prépria fibra

Optica do aparelho.
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2.4.3-Estimativa da fotorrespiracéo

A taxa de fotorrespiracdo (Pr), indicada pela liberacdo de CO,, foi estimada a
partir das medidas de trocas gasosas (Py e Rd) e de pardmetros derivados da ETR da
fluorescéncia da clorofila, conforme o método descrito por Bagard et al., (2008). O
parametro Rd corresponde a respiracdo na luz. Por essa metodologia, a fotorrespiracao é

obtida pela relacéo abaixo descritas na equacédo (11):
Pr=1/12[ETR-4 (Py + Rd)] (11)

2.5-INDICADORES DE DANQOS OXIDATIVOS
2.5.1-Conteudo de H,0,

O conteudo de H,0; foi determinado conforme método descrito por Cheeseman
(2006). Neste ensaio, o peréxido de hidrogénio reage com Fe*? a pH baixo, na presenca
do corante alaranjado de xilenol (XO) para a formagéo de Fe*®. A concentracdo de Fe*®
gerada foi calculada pelo aumento da absorbancia, ocasionado pela formacdo do
complexo Fe-XO. Para isso, 500 mg de tecido fresco de folhas foram macerados na
presenca de nitrogénio liquido. Ap6s a obtencdo de farinha homogénea, 1,5 ml de
tampdo borato-bérax 50 mM pH 8,4, foram adicionados, seguido de maceracdo por
mais 3 minutos. As amostras entdo foram centrifugadas a 13.000 x g por 20 minutos, a 4
°C. Ao término, o sobrenadante foi coletado (H,O, total) e o precipitado, descartado.
Em seguida, aliquotas de 100 pl das amostras (diluidas, caso necessario) foram
transferidas para tubos de ensaio e adicionado 900 pl de reagente contendo 0,25 mM de
FeSQy, 0,25 mM de (NH4),SO4, 0,25 mM de H,SO4, 124 uM de alaranjado de xilenol e
99 mM de sorbitol. A mistura de reacdo foi incubada por 30 minutos, a 25 °C, e
posteriormente, foram realizadas as leituras de absorbancia, no comprimento de onda de
560 nm. As concentracdes de H,O, foram obtidas a partir de curva padrdo e os dados

foram expressos em umol g™* MS.

2.5.2-Peroxidacdo de lipidios (TBARS)

A peroxidacdo de lipidios foi estimada pelo conteido de substancia reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS) conforme Heath e Packer (1968). 0,1 g de folhas frescas
foram macerados em almofariz na presenca de N, liquido seguido da adi¢do de &cido

tricloroacético (TCA) 6% e maceracdo por mais 3 min. O extrato foi centrifugado a
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12.000 x g durante 15 min em temperatura de 4 °C. Em seguida 0,5 ml do sobrenadante
foi adicionado a 2,0 ml da solugdo TCA 20% e &cido tiobarbiturico (TBA) 0,5% (p/v) e
aquecida em banho maria a 95 °C em tubos hermeticamente fechados durante 1 hora.
Em seguida a reacdo foi interrompida em banho de gelo, e foram realizadas leituras a
532 e 660 nm. O contetido de TBARS foi estimado utilizando o coeficiente de extincao
molar de 155 mM™ cm™ apés a subtragdo da absorbancia obtida a 660 nm daquela a 532

nm.

2.6-METABOLITOS FOTORRESPIRATORIOS
2.6.1-Conteudo de glioxilato

O contetdo do acido glioxilato baseado em metodologias desenvolvidas por
Baker e Tolbert (1966), a partir extragdes por maceracGes de 100 mg MF em 1ml de
HCL a 100 mM. Os extratos foram centrifugados a 12000 rpm/10 mim/8°C e o
sobrenadante foi recolhido. Aliquotas de 200 ul do extrato foram acrescidas de 300 pl
de fenilhidrazina em 1% HCL a 100 mM e colocadas a banho maria em 95°C por 2
minutos. A reacdo foi paralisada em banho de gelo e as leituras realizadas a 324 nm. O
contedo de glioxilato foi calculado utilizando o coeficiente de extingcdo milimolar 17

mM™ e expresso em pmol. g MF.

2.6.2-Conteudos de glicina e serina

O contetdo dos aminoacidos glicina e serina foram determinados com uso de
cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Para a extracdo, foi usado uma
solu¢do composta por uma mistura de cloroférmio, metanol e agua (M/C/W). Para tal,
400 mg de massa fresca de folhas foram pesados com uso de balanca analitica e
macerados com 1 ml da solucdo(M/C/W) na presenca de nitrogénio liquido (N,). O
extrato foi centrifugado a 4000 g a 4°C por 10 minutos e em seguida foi feita a coleta da
fase superior. Na fase inferior da mesma amostra, foi adicionada mais 1 ml da solugédo
(M/C/W) e de igual modo a fase superior, o extrato foi centrifugado 4000 g a 4°C por 10
minutos. Depois da centrifugacdo, os extratos da fase superior e inferior referente a
cada amostra juntos (cerca de 1500 ul) passaram por uma evaporacdo (capela) em

unidade de aquecimento (banho seco/Unisciense) a 40°C durante 24 h.
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2.7-CONTEUDOS DE ANTIOXIDANTES NAO ENZIMATICOS
2.7.1-Conteudos de glutationa reduzida (GSH)

Os conteudos de glutationa das formas reduzida foram determinados conforme
Griffth (1980). Amostras de folhas frescas (0,1g) foram maceradas em almofariz na
presenca de Ny liquido, até obtencdo da farinha, seguido da adi¢do de 1,0 ml de TCA
5% e maceragdo por mais 3min. O extrato foi centrifugado a 14.000 x g por 15 min em
temperatura de 4°C e aliquotas do sobrenadante foram utilizadas para reacdo. Para
determinacéo da GSH 0,2ml do sobrenadante foi adicionado em tubos de ensaio seguido
da adicédo de 2,6 ml de tampao fosfato de sodio 150 mM pH 7,4, 1 ml de tampéo fosfato
de s6dio 100mM pH 7,0 e 0,2ml de DTNB 30mM, em tampdo fosfato 100mM pH 7,0.
Em seguida os tubos foram acondicionados em banho maria a 30°C durante 10 mnin.
Apbs a reacdo foram realizadas leituras em espectrofotbmetro a 412 nm e os contetdos

de glutationa foram estimados com base em curva padréo a partir de GSS p. a.

2.7.2-Conteudos de ascorbato reduzido (ASA)

Os conteudos de ascorbato reduzido foram determinados conforme Kampfenkel
et al., (1995). Amostras de folhas frescas (0,1g) foram maceradas em almofariz na
presenca de Ny liquido, até obtencdo da farinha, seguido da adi¢do de 1,0 ml de TCA
6% e maceracdo por mais 3 min. O extrato foi centrifugado a 14.000 x g por 15 min em
temperatura de 4 °C e aliquotas do sobrenadante foram utilizadas para reacdo. Para o
contetido de ascorbato reduzido, aliquotas de 0,1 ml do sobrenadante foram adicionadas
ao meio de reacdo contendo 0,3 ml de tampdo fosfato de potassio 200 mM pH 7,4, 0,1
ml de &gua destilada, 0,5 ml de TCA 10%, 0,4 ml de H,P0445%, 0,4 ml de bipiridil 4%
e 0,2 ml de FeCls. Apbs a mistura da reacdo os tubos foram acondicionados em banho
maria a 40 °C durante 30 min. Em seguida, foram realizadas leituras a 525 nm e o
conteldo de ascorbato foram estimados com base em curva padrdo utilizando L-

ascorbato p. a.

2.8-WESTERN BLOTING PARA RUBISCO

As mudangas no contetido da Rubisco foram avaliadas por imunoblot utilizando
anticorpo especifico contra a subunidade maior da Rubisco. Apés a separacdo das

proteinas por eletroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE) 12,5%, foi realizada uma

138



eletrotransferéncia das proteinas para uma membrana de nitrocelulose em sistema
molhado. Em seguida, foi realizada a deteccdo das Subunidades maiores da Rubisco
(SMR) por western bloting utilizando um anticorpo especifico (R4404, Sigma), e na
revelacdo foi empregado um anticorpo secundario 1gG (A 9046, Sigma) conjugado com
peroxidase alcalina, conforme Lee et al., (2007). As imagens correspondentes as bandas
reveladas foram escaneadas utilizando programa especifico e apresentadas na forma de

gréaficos como valores relativos.

2.9-DELINEAMENTO ESTATISTICO E ANALISE DOS DADOS

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualisado (DIC)
com tratamentos em arranjo fatorial 2 x 2 x 2, dois niveis de umidade (irrigado e seca),
dois niveis do inibidor (0 e 25 mM) e duas intensidade de luz (300 e 1000 pmol m?s™),
com 4 repeticbes por tratamento, com cada repeticdo representada por um vaso com
duas plantas. Os dados das variaveis foram submetidos ao teste F a 0,05 de significancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey em mesmo nivel.

3-RESULTADOS

3.1-STATUS HiDRIC}O E DANO CELULAR EM PLANTAS DE ARROZ

SOB ESTRESSE HIDRICO ASSOCIADO A EXCESSO DE LUZ COM

REDUZIDA DA ATIVIDADE DA OXIDASE DO GLICOLATO

No presente estudo, as respostas fisioldgicas e bioquimicas expressas nas plantas
de arroz irrigadas e expostas por trés dias a baixa luminosidade (300 pmol m™ s™) serdo
consideradas como referéncia (plantas controle) da homeostase metabdlica em relacédo
as demais plantas, expostas aos efeitos isolados e combinados da seca e luz alta (1000
umol m? s™) na auséncia e presenca da inibicao parcial de atividade da GO. As plantas
irrigadas ndo apresentaram mudangas no conteudo relativo de &gua (CRA) quando
mantidas em baixa luminosidade, na auséncia e presenca da inibi¢do da GO (Figura 2A;
para inibicdo da GO ver Figura 7A). Por outro lado, nas plantas pre-expostas a seca e
mantidas em baixa luz ocorreu reducéo de 30 e 15% do CRA na auséncia e presenca do
HPMS, respectivamente, em relacéo a referéncia.

Resultados similares foram observados para as mudangas do CRA nas plantas
submetidas ao tratamento com luminosidade elevada, com o estresse hidrico causando

reducdo do teor de agua da folha e o tratamento com HPMS atenuando esse efeito da
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seca. Assim, os dados mostram que a presenca do HPMS resultou numa melhor
manutenc¢do do teor de &gua nas folhas. As plantas irrigadas ndo apresentaram aumento
no dano de membrana (DM) em baixa luminosidade, com base no vazamento de
eletrolitos, se comparadas as plantas referéncia (Figura 2B). Nas plantas pré-exposta a
seca mantidas em baixa luminosidade foi observado um aumento de 10% no DM na
auséncia do HPMS, enquanto na presenca do inibidor ndo foi afetado em relagdo as
plantas referéncia.

Sob condicdes de alta luminosidade as plantas irrigadas apresentaram aumento
médio de 15% do vazamento de eletrdlitos celulares (DM), na auséncia e presenca do
inibidor da GO, se comparadas as plantas referéncia (Figura 2B). Nas plantas pré-
expostas a seca ocorreu um aumento de 30% do DM em alta luminosidade na auséncia
do inibidor da GO, indicando efeito interativo da seca com alta luminosidade para o
aumento de danos celulares. Por outro lado, na presenca do inibidor foi observada uma

reducdo de 18% do DM nas plantas expostas as mesmas condigdes.
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Figura 2. Mudangas no conteudo relativo de dgua (A) e dano de membrana (B) em
folhas de plantas de arroz expostas aos efeitos isolados e combinados dos estresses de
enzima oxidase do glicolato apds o tratamento com inibidor especifico para essa enzima
a-hidroxisulfonato (HPMS). Os valores representam médias de 4 repeti¢cbes + desvio
padrdo. Média seguida da mesma letra maidscula ndo difere entre os tratamentos de luz,
enquanto aquelas seguidas das letras mindsculas ndo diferem dentro de cada
luminosidade, pelo teste de tukey (P<0,05).
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Os conteudos de clorofilas foram alterados em resposta aos estresses isolados de
seca e excesso de luz e foram intensificados na combinacdo dos estresses (Figura 3).
Essa resposta ocorreu independente da reducédo da atividade da glicolato oxidase. Nao
foram observadas mudancas nos contetdos de clorofilas totais nas plantas irrigadas sob
baixa luz (300 umol. m? s). Por outro lado, nas plantas submetidas ao estresse hidrico
ocorreu uma reducdo no contetido de clorofilas totais de 16% em relacdo a referéncia.
Adicionalmente, nas plantas irrigadas e expostas a alta luminosidade (1000 umol. m? s’
1) foram observados uma reducdo de 19% nos contetidos de clorofilas totais e essa
reducdo foi intensificada na combinacdo com a seca em cerca de 35% em relacdo a
referéncia (Figura 3A).

Os conteudos de clorofila a tiveram uma maior instabilidade no presente estudo.
Reduziu 10% em resposta ao estresse hidrico e cerca de 18% sob alta luminosidade
(1000 umol. m? s, ndo sendo alterada na combinagéo dos estresses (Figura 3B). Por
outro lado, os contetidos de clorofila b foram fortemente alterados quando as plantas
foram expostas aos estresses isolados de seca e luz elevada em cerca de 28 e 25%. Essas
reducdes nos contetidos de clorofilas b foram claramente intensificadas na combinacao
dos estresses (seca + luz elevada) chegando a percentual de reducbes médios de 56 %
em relacdo a referéncia. Esses resultados, semelhante ao estudo de seca associado com
calor, indica uma estabilidade da clorofila a em arroz em detrimento a clorofila b,
motivo levou a um expressivo aumento na relacdo a/b (Figura 3D). Além disso, a
reducdo no contetdo de clorofilas totais foi também associada a reducbes do teor de

clorofila b.
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Figura 3. Mudancas nos contetdos de clorofilas totais (A), clorofilas a (B) e clorofilas
b (C) e relagéo clorofilas a/b (D) em folhas de plantas de arroz submetidas aos efeitos
isolados e combinados dos estresses de seca e luminosidade elevada, submetidas ao
tratamento com inibidor para a enzima oxidase do glicolato (a-hidroxisulfonato-
HPMS). Os valores representam médias de 4 repeticdes * desvio padrdo. Média seguida
da mesma letra mailscula ndo difere entre os tratamentos de luz, enquanto aquelas
seguidas das letras minusculas ndo diferem dentro de cada luminosidade, pelo teste de
tukey (P<0,05).

3.2-REDUCAO DE ATIVIDADE DA OXIDASE DO GLICOLATO ESTA
ASSOCIADA A MAIOR FOTOSSINTESE EM RESPOSTA AO ESTRESSE
HIDRICO ASSOCIADO A EXCESSO DE LUZ EM PLANTAS DE ARROZ

Nas plantas irrigadas e mantidas em baixa luz a inibicdo da GO n&o afetou a
fotossintese liquida (Figura 4A). As plantas submetidas ao estresse hidrico apresentaram
reducfes médias de 60% da Py, tanto na auséncia quanto na presenca de inibicdo da
GO, comparado com as plantas referéncia. A luminosidade elevada (1000 pmol m? s™)
ndo afetou a Py nas plantas irrigadas na auséncia de inibicdo da GO, enquanto nas
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plantas com inibicdo parcial dessa enzima causou reducéo de 25% na Py, comparado as
plantas referéncia.

Nas plantas pré-expostas ao estresse hidrico ocorreu uma redugdo de 63% na Py
em repostas a luz elevada, enquanto nas plantas apresentando inibicdo parcial da GO
essa reducdo foi de apenas 45%, se comparadas as plantas referéncia. Esse resultado
mostra que sob condigdes irrigadas a reducdo da Py deve estar associada a uma aparente
fotoinibi¢do, enquanto naquelas submetidas & seca a menor Py observada pode estar
também atribuida a restricbes estomaticas. Os dados mostram ainda, que a reducdo da
atividade da GO resultou em uma maior Py (cerca de 80%) nas plantas sob seca apenas
quando submetidas a luz elevada, sugerindo que a menor atividade da GO estimulou a
fixagdo de carbono nessas condi¢fes quando comparadas ao mesmo tratamento na
auséncia do HPMS (Figura 4A).

Um padrdo de respostas similar ao observado para a Py, nas plantas submetidas
aos diferentes estresses avaliados, foi também observado para a condutancia estomatica
(gs) e para a taxa de transpiracdo (E), se comparado as plantas referéncia (Figuras 4B e
4D). Por outro lado, nas plantas bem irrigadas quando submetidas a luz elevada nédo
ocorreu fechamento estomatico, com base nas medidas de condutancia e transpiracéo, a
despeito da menor fotossintese liquida (reducdo de 25%) nessas condi¢des (Figura 4A).
Esses dados demonstram que a reducdo da Py nas plantas de arroz nessas condicfes
(irrigadas + luz elevada) deve ser atribuida principalmente a limitagdo fotoquimica,
considerando que aparentemente ndo ocorreu restri¢cdo de natureza estomatica.

A presséo intercelular de CO, (Ci) nas plantas irrigadas mantidas na luz baixa
ndo foi afetada pela inibicdo da GO, porém foi reduzida em cerca de 17% nas plantas
pré-expostas a seca, comparado as plantas referéncia, uma resposta independente da
atividade da GO (Figura 4C). De forma similar, nas plantas irrigadas a alta luz nédo
influenciou na Ci, porém foi levemente menor nas plantas submetidas seca, se
comparadas as referéncias.

A eficiéncia de carboxilacdo instantdnea nas plantas de arroz, com base na
relagdo Py/Ci, ndo foi afetada pela menor atividade da GO nas plantas irrigadas a baixa
luz (Figura 4E). Por outro lado, essa relacdo foi cerca de 55% menor nas plantas pré-
expostas a seca, independente da atividade da GO. A exposi¢cdo das plantas a luz
elevada néo afetou a eficiéncia de carboxilacdo quando irrigadas na auséncia do inibidor
da GO, enquanto que naquelas com reduzida atividade da GO foi observada uma

reducdo de 25%, em relacdo as plantas referéncia. Essa reducdo da Py/Ci nas plantas
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expostas a luz elevada foi ainda maior quando submetidas ao estresse hidrico, cerca de
50% se comparado as plantas mentidas sob as condicdes de referéncia (Figura 4E).

As mudancas induzidas pelos estresses de seca e luminosidade elevada na Py e E
resultaram em alteragdes significativas da eficiéncia de uso da dgua (EUA), estimada
pela relacdo Py/E (Figura 4F). Nas plantas irrigadas a 300 pmol . m?s™, a reducéo de
atividade da GO néo influenciou essa relacdo, enquanto que naquelas plantas sob seca a
eficiéncia de uso de agua foi ligeiramente maior (cerca de 15%), independente da
atividade da GO, se comparado as plantas referéncia. Esse melhor uso da &gua em
relacdo a fixacdo de carbono, nas plantas sob seca, deve ser atribuido a um eficiente
controle estomatico, 0 que permitiu uma manutencdo relativa da Py sob restricdo da
disponibilidade de &gua.

Nas plantas irrigadas expostas a luz elevada ocorreu uma reducéo de 25% da
EUA, comparado as plantas referéncia, uma resposta atribuida principalmente a menor
Pn nessas condicBes, uma vez que ndo ocorreu fechamento estomatico. Nas plantas pre-
submetidas a seca a luz elevada ndo afetou a EUA na auséncia de inibicdo da GO,
enquanto naquelas expostas a luz alta tratadas com HPMS ocorreu um sensivel aumento
(20%) em relagéo as plantas referéncia. Esse resultado mostra que a menor atividade da
GO estéa relacionada ao melhor uso da agua para a assimilacdo de carbono nas plantas

sob seca.
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Figura 4. Assimilacdo de CO, (A), condutancia estomatica (B), concentracao
intercelular de CO; (C), transpiracdo (D), eficiéncia instantanea de carboxilacdo (E) e
eficiéncia no uso de agua (F) em plantas de arroz submetidas aos efeitos isolados e
combinados dos estresses de seca e luminosidade elevada, submetidas ao tratamento
com inibidor especifico para a enzima oxidase do glicolato (a-hidroxisulfonato-HPMS).
Os valores representam médias de 4 repeticdes + desvio padrdo. Média seguida da
mesma letra mailscula ndo difere entre os tratamentos de luz, enquanto aquelas
seguidas das letras minusculas ndo diferem dentro de cada luminosidade, pelo teste de
tukey (P<0,05).
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A andlise das curvas Py/Ci nas plantas mantidas a 300 e 1000 pmol. m? s™ em
resposta aos efeitos dos estresses isolados e combinados de seca e alta luminosidade
mostram que a reducdo da atividade da GO ndo estimulou a fotossintese liquida com
incremento da presséo intercelular de CO,(Ci) (Figura 5A-B). Nas plantas irrigadas e
mantidas a 300 umol. m? s na presenca e auséncia do HPMS foi observado um
aumento da fotossintese liquida (Py) proporcional ao incremento da presséao intercelular
de CO,(Ci), chegando a valores maximos de 35 pmol. m? s™(Figura 5A). Por outro
lado, nas plantas submetidas ao estresse hidrico os valores maximos (saturantes) para a

fixacdo de carbono foram de 20 umol. m? s*

, cerca de 43% menor em relacdo as
plantas irrigadas nas mesmas condi¢bes de luz. Esses resultados encontrados para
assimilacdo de carbono na curva Py/Ci a 300 pmol. m? s* foram superiores aos
encontrados para Py nas medidas instantaneas (Figura 4A), entretanto mostraram o
mesmo comportamento.

Essa reducdo da Py causada pelo estresse hidrico nas plantas expostas a baixa
luminosidade foi cerca de 60% em pressbes de Ci proximas ao ambiente (cerca de 380
ppm). Por outro lado, nas plantas expostas a luminosidade elevada, foi observado uma
reducdo da assimilagdo de carbono em resposta ao incremento do Ci, tanto nas plantas
irrigadas quanto naquelas submetidas ao estresse hidrico, reducdo que ndo foi
recuperada pela inibicéo da atividade da GO. Nas plantas submetidas a combinacdo dos
estresses de seca e luminosidade elevada foi observado uma reducdo ainda mais intensa
da assimilacdo liquida de CO, em cerca de 50% a pressdo de Ci préximas a pressdo de
CO, ambiente. Esse efeito da combinagdo dos estresses ocorreu tanto na presenca
quanto na auséncia do inibidor da oxidase do glicolato. Essa menor Py nas plantas sob
alta luz pode estd associada em parte a reducdo da eficiéncia fotoquimica, como

indicada pelas medias de fluorescéncia da clorofila (Figura 6).
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Figura 5. Curvas Py/Ci em plantas de arroz expostas ao estresse de seca associado a
baixa (A) e elevada (B) luminosidade por trés dias, quando submetidas ao tratamento
com inibidor para a atividade da enzima oxidase do glicolato (o-hidroxisulfonato-
HPMS). Os valores sdo médias de 3 repeticdes + desvio padrdo. Baixa luminosidade
(300 pmol m%s %) e elevada (1000 umol m %s™%). Durante as leituras a intensidade de
fluxo de fotons fotossintéticos (PPFD) foi mantida em 1.500 umol m %,

3.3-MUDANCAS DA ATIVIDADE FOTOQUIMICA EM PLANTAS DE

ARROZ EXPOSTAS AOS\ ESTRESS~ES DE SECA E EXCESSO DE LUZ

QUANDO SUBMETIDAS A REDUCAO DA ATIVIDADE DA GO

Os estresses de seca e luminosidade elevada afetaram diferentemente a atividade
fotoquimica das plantas de arroz, como indicado pelas medidas da eficiéncia quéantica
méaxima e efetiva dos fotossistemas Il, da taxa aparente de transporte de elétrons e
quenching fotoguimico e ndo fotoquimico (Figura 6). As plantas expostas aos estresses
avaliados ndo apresentaram danos estruturais aparente nos PSII, conforme demonstrado
pela eficiéncia quéntica potencial (Fv/Fm), a qual ndo foi alterada em relagdo as plantas
referéncia (Figura 6A). A eficiéncia quéntica efetiva (AF/Fm’) ndo foi afetada nas
plantas irrigadas, enquanto naquelas sob estresse hidrico em baixa luz foi reduzida em
15%, comparado as plantas referéncia (Figura 6B). Por outro lado, nas plantas expostas
a luz elevada a AF/Fm’ foi reduzida em 50 e 70% nas condigdes irrigadas e expostas a
seca, respectivamente, em relagdo as referéncias.

As mudancas induzidas na AF/Fm’ pela luz elevada foi similar ao observado
para o quenching fotoquimico (gP) e transporta de elétrons (ETR). Nas plantas em baixa
luz o estresse hidrico, bem como a redugéo de atividade da GO, ndo afetou o gP com

relacdo ao tratamento de referéncia (Figura 6C). Entretanto, nas plantas irrigadas
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ocorreu uma reducdo de 20% do gP em respostas a luz elevada, enquanto nas plantas
sob seca essa reducdo foi de 50%, comparado as plantas de referéncia. De maneira
similar, as plantas sob baixa luz apresentaram reducdo de apenas 15% da ETR em
resposta a seca, enquanto naquelas irrigadas e expostas a luz alta ocorreu reducdo de
50% e alcancou reducdo 70% nas plantas sob seca (Figura 6D). Os resultados mostram
que apesar da luz elevada e do estresse hidrico ndo ter danificado estruturas do PSII
(Fv/Fm), a atividade fotoquimica foi modulada pela luminosidade, respostas que foi
intensificada nas plantas sob seca.

A forte restricdo a atividade fotoquimica, indicada pela reducao da AF/Fm’, qP
e ETR, nas plantas submetidas ao excesso de luz e a seca ocorreu associado a dissipagéo
de energia. Nas plantas irrigadas e mantidas em baixa luminosidade foi observado um
aumento de 100% no quenching nao fotoquimico (NPQ) apenas nas plantas submetidas
ao estresse hidrico, se comparadas as plantas referéncia (Figura 6E). Por outro lado, nas
plantas irrigadas ou submetidas ao estresse hidrico apresentaram um intenso aumento do
da dissipacdo de energia por meio do NPQ (cerca de 250%) quando submetidas a
luminosidade elevada. Esse aumento da dissipacdo de energia por NPQ aparentemente
evitou a ocorréncia de excesso de elétrons para a fotossintese, como indicado pela
relagdo ETR/Py (Figura 6F).

Nas plantas irrigadas e mantidas em baixa luminosidade a reducdo da atividade
da GO nao afetou a relacdo ETR/Py, enquanto nas plantas expostas a seca ocorreu um
aumento de 100% da relacdo ETR/Py, se comparadas com as plantas referéncia (Figura
6F). Por outro lado, nas plantas irrigadas submetidas a luminosidade elevada foi
observada uma reducdo de 50% da relacdo ETR/Py, indicando menor excesso de
elétrons para a fotossintese, se comparadas com as plantas referéncia. Em adicdo, nas
plantas submetidas a seca e excesso de luz, foi observado um leve aumento nesta
relacdo. Esses resultados indicam que as plantas de arroz apresentaram uma relativa
capacidade de dissipar o excesso de energia por NPQ sob condicGes de luminosidade,

porém restritivas para a fotossintese o que poderia causar danos celulares.
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Figura 6. Eficiéncia quantica maxima (A) e efetiva do PSII (B), quenching fotoquimico
(C), quenching ndo fotoquimico (D), taxa aparente de transporte de elétrons (E) e
excesso de elétrons para a fotossintese, dada pela razdo ETR/Py (F) em plantas de arroz
submetidas a estresses isolados e combinados de seca e luminosidade elevada. Dados
representam as médias de 4 repeticGes + desvio padrdo. Média seguida da mesma letra
mailscula ndo difere entre os tratamentos de luz, enquanto aquelas seguidas das letras
minusculas ndo diferem dentro de cada luminosidade, pelo teste de tukey (P<0,05).
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3.4-MODULACAO DA ENZIMA OXIDASE DO GLICOLATO (GO) PELO

INIBIDOR o-HIDROXISULFONATO E PELOS ESTRESSES DE SECA E

EXCESSO DE LUZ E MUDANCAS EM METABOLITOS ASSOCIADOS

As plantas bem irrigadas e mantidas em excesso de luz, durante trés dias, ndo
apresentaram mudancas na atividade da GO (Figura 7A). Nas plantas irrigadas tratadas
com HPMS ocorreu uma inibigéo parcial da atividade da GO (reducdo de 50%) tanto
em baixa quanto em alta luminosidade, comparado as plantas referéncia. Esse resultado
confirmou o efeito inibitério do HPMS na atividade da GO in vivo no arroz. Nas plantas
sob estresse hidrico a reducéo de atividade da GO foi em meédia de 50 e 20% quando
mantidas em baixa e em alta luminosidade, respectivamente, se comparado as plantas
referéncia. Nas plantas pre-expostas a seca e submetidas ao tratamento com HPMS
ocorreu uma reducdo de 60% na atividade da GO, tanto em baixa quanto em alta luz.
Esses resultados mostram que a reducdo de atividade da GO pelo estresse hidrico é
dependente da luminosidade, além de confirmar o efeito do tratamento com HPMS para
a inibicéo parcial da GO.

A oxidase do glicolato é uma enzima que catalisa uma reacdo especifica nos
peroxissomos em células vegetais, na qual o glicolato é oxidado a glioxilato gerando
quantidades equimolares de perdxido de hidrogénio. Dessa forma, uma redugdo de
atividade da GO pode estar associada com um menor contetdo do produto direto
(glioxilato) ou indireto (peroxido de hidrogénio) da reacdo no tecido. No entanto, assim
como foi observado para o estudo de seca associado ao calor, os dados obtidos aqui
mostram que essa aparente relacdo para o glioxilato ndo ocorreu. Por outro lado, o
contetdo de perdxido de hidrogénio (H,O;) nas condicdes de estresse hidrico isolado e
combinados com alta luminosidade na auséncia e presenca do HPMS foi diretamente
associado a atividade da GO.

Nas plantas irrigadas sob luminosidade baixa ocorreu uma redugdo de 15% do
teor de glioxilato quando tratadas com HPMS, comparado a referéncia, enquanto que
naquelas expostas a seca ndo foi alterado (Figura 7B). O contetdo de glioxilato ndo foi
afetado em resposta a luminosidade elevada nas plantas irrigadas, independente da
reducdo de atividade da GO, enquanto nas plantas submetidas a seca foi observado um
aumento meédio de 25% em respostas a alta luz. O contetdo de peroxido de hidrogénio
(H202) ndo foi alterado nas plantas mantidas em baixa luminosidade, independente do
estresse hidrico e/ou redugdo de atividade da GO (Figura 7C). Por outro lado, nas

plantas expostas a seca e luminosidade elevada o contetdo de H,O; foi cerca de 200%
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maior no tecido foliar na auséncia do HPMS em relacéo a referéncia. Além disso, a
presenca do HPMS nas mesmas condicdes (seca + luz elevada) promoveu uma reducao
de 100% no contetdo de perdxido de hidrogénio se comparado a auséncia do HPMS,
mesmo apresentando um leve aumento em relagéo a referéncia (Figura 6C).

Semelhantemente ao dano de membrana (Figura 2B), o conteldo de TBARS,
também como um indicador de danos oxidativos foi modulado pela redugdo da
atividade da oxidase do glicolato (Figura 7D). Nas plantas irrigadas sob baixa e alta
luminosidade ndo houve alteracdes neste parametro independentemente da inibicdo da
oxidase do glicolato. Por outro lado, nas plantas expostas a seca na auséncia do HPMS
ocorreu aumentos na peroxidacdo de lipidios de cerca 50 e 100% em baixa e alta
luminosidade em relacdo a plantas de referéncia. Interessantemente, nas plantas
expostas a combinacdo dos estresses (seca + luz elevada) na presenca do HPMS a
peroxidacdo de lipidios reduziu em cerca de 50% em relacdo a referéncia e 300% em
relagdo ao tratamento de seca sem o inibidor da oxidase do glicolato (Figura 7D).

Em conjunto, esses dados mostram que a reducdo de atividade da oxidase do
glicolato nas plantas de arroz, pela inibicdo da GO causada pelo HPMS, pelo estresse
hidrico e luminosidade elevada, ndo apresenta relacdo direta com o contetdo de
glioxilato. Entretanto, no presente estudo o conteldo de peréxido de hidrogénio e
TBARS (H,0;) foi modulado pela reducéo parcial da atividade da oxidase do glicolato.
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Figura 7. Mudancas da atividade da enzima oxidase do glicolato GO (A) e dos
contetdos de glioxilato (B) e peroxido de hidrogénio(C) e peroxidagdo de lipidios (D)
em folhas de plantas de arroz submetidas a estresses isolados e combinados de seca e
luminosidade elevada. Dados representam as médias de 4 repeticdes + desvio padrdo.
Média seguida da mesma letra mailscula ndo difere entre os tratamentos de luz,
enquanto aquelas seguidas das letras minusculas ndo diferem dentro de cada
luminosidade, pelo teste de tukey (P<0,05).

Os conteudos de glicina e serina, amino&cidos da via fotorrespiratoria, foram
diferentemente modulados pelos estresses de seca e luminosidade elevada e pela agéo
do inibidor da GO (Figura 8). As plantas expostas a baixa luz apresentaram aumento
médio de 80% do contetdo de glicina na condicédo irrigada e na seca, enquanto que o
estresse hidrico isolado nédo afetou o teor desse aminoacido, se comparado a referéncia
(Figura 8A). Por outro lado, as plantas irrigadas submetidas a luz elevada apresentaram

acréscimos médios de 200 e 300% em resposta a luz elevada na auséncia e presenca do
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HPMS, respectivamente, em relacdo a referéncia. Esse aumento (cerca de 300%) foi
mantido naquelas plantas pré-expostas a seca quando submetidas a luminosidade
elevada, independente da inibigdo da GO.

Por outro lado, nas plantas submetidas ao estresse hidrico na auséncia do HPMS
ndo foram observados mudancas no conteddo deste aminoacido, enquanto que, naquelas
plantas submetidas ao estresse hidrico na presenca do inibidor da GO o aumento foi de
cerca de 90% em relacdo a referéncia (Figura 8A). Nas plantas irrigadas e expostas a
alta luz (1000 pmol. m? s™) foram observados aumentos de 224 e 438% na auséncia e
presenca do HPMS em relacdo a referéncia (Figura 8A). Adicionalmente, naquelas
plantas submetidas aos estresses combinados de seca e luminosidade elevada o
contetdo de glicina na auséncia e presenga do HPMS aumentou em cerca de 505 e
348% em relagéo a referéncia (Figura 8A).

Os conteldos de serina nas plantas irrigadas e mantidas sob baixa luz (300 pmol.
m s™) ndo foram observados mudancas neste metabélito (Figura 8B). Por outro lado,
nas plantas submetidas ao estresse hidrico ocorreram reducbes de 19% na auséncia e
presenca do HPMS (Figura 8B). Semelhante aos conteddos de glicina nas plantas
irrigadas expostas a alta luz (1000 pmol. m? s?), o contelido de serina mostrou um
padrdo de resposta semelhante nesta condi¢do. O aumento foi de cerca de 29 e 88% na
auséncia e presenga do HPMS (Figura 8B). Em adicdo, nas plantas submetidas ao
estresses combinados de seca e luz elevada ocorreram aumentos médios de 78% (Figura
8B). Esses resultados indicam que tanto a luminosidade elevada como o HPMS
induziram aumentos em metabolitos associados a fotorrespiracdo. Neste estudo, tanto o
produto direto, glioxilato (Figura 7B) como metabolitos a jusante da atividade da GO
nos peroxissomos, como glicina e serina foram acumulados. Esses dados indicam a

existéncia de vias alternativas para regulacdo da fotorrespiracao.
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Figura 8. Contetdo dos aminoé&cidos glicina (A) e serina (B) em folhas de plantas de
arroz submetidas a estresses isolados e combinados de seca e luminosidade elevada.
Dados representam as médias de 4 repeti¢des + desvio padrdo. Média seguida da mesma
letra mailscula ndo difere entre os tratamentos de luz, enquanto aquelas seguidas das
letras minusculas ndo diferem dentro de cada luminosidade, pelo teste de tukey
(P<0,05).

3.5-ATI\(IDADE DE ENZIMAS OXIDLATIVAS (S'OD, CAT E APX) E

CONTEUDO DE ANTIOXIDANTES NAO ENZIMATICOS (ASA E GSH)

EM PLANTAS DE ARROZ COM REDUZIDA ATIVIDADE DA GO SOB

ESTRESSES DE SECA E LUMINOSIDADE ELEVADA

As atividades das enzimas dismutases do superoxido (SOD), peroxidases do
ascorbato (APX) e catalases (CAT) foram diferentemente afetadas pelos estresses
isolados e combinados de seca e luminosidade elevada, as quais foram influenciadas
pela reducéo de atividade da GO (Figura 9). A atividade da SOD ndo foi afetada nas
plantas irrigadas mantidas em baixa luminosidade, enquanto nas plantas pré-expostas a
seca ocorreu aumentos de 20% apenas na presenca de inibicdo da GO, comparado as
plantas referéncia (Figura 9A). As plantas submetidas a luz elevada néo apresentaram
mudangas de atividade da SOD quando bem irrigadas. No entanto, nas plantas
submetidas seca, a atividade da SOD foi cerca de 100 e 20% maior em respostas a alta
luz e alta luz mais HPMS, respectivamente, em relacéo ao tratamento de referéncia.

Nas plantas de arroz mantidas em baixa luminosidade a atividade da CAT foi
cerca de 20% maior apenas nas plantas pré-expostas ao estresse hidrico e tratadas para

inibicdo da GO, em relacdo a referéncia (Figura 9B). Por outro lado, as plantas de arroz
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irrigadas apresentaram aumento de 20% da atividade da CAT em repostas a luz alta
quando irrigadas, resposta ndo observada nas plantas com reduzida atividade da GO.
Nas plantas submetidas a seca a atividade da CAT foi cerca de 120% maior em reposta
a luminosidade elevada, enquanto nas plantas tratadas com HPMS esse aumento nédo
ocorreu, comparado as plantas referéncia (Figura 9B). Os dados mostram que sob
condigdes de luminosidade elevada a reducdo de atividade da GO ocorreu associada a
menor atividade da CAT tanto nas plantas irrigadas quanto submetidas a seca.

Com relacdo a atividade de APX, os dados mostram que nas plantas irrigadas e
expostas seca, a atividade dessa enzima foi cerca de 15% maior, comparado a
referéncia, enquanto naquelas expostas seca e tratadas com HPMS esse aumento foi de
30% (Figura 9C). Nas plantas de arroz submetidas a luminosidade elevada o aumento
da atividade da APX foi em meédia de 30% nas plantas irrigadas ou pré-expostas a seca,
na auséncia do inibidor, enquanto na presenca de inibicdo da GO esse aumento foi de
apenas 15% (Figura 9C). Os resultados obtidos para a atividade das duas peroxidases
aqui avaliadas (CAT e APX) mostram uma aparente reducdo de atividade nas plantas
tratadas para inibicdo da GO, sugerindo uma possivel relagdo com a menor producao de

perdxidos pela GO nessas condi¢des.
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Figura 9. Atividade das enzimas dismutase do superdxido SOD (A), catalase (B) e
peroxidase do ascorbato (D) em folhas de plantas de arroz submetidas aos estresses
isolados e combinados de seca e luminosidade elevada, na auséncia e presenca de
inibicdo da enzima oxidase do glicolato. Dados representam as médias de 4 repeticdes +
desvio padrdo. Média seguida da mesma letra mailscula ndo difere entre os tratamentos
de luz, enquanto aquelas seguidas das letras mindsculas ndo diferem dentro de cada
luminosidade, pelo teste de tukey (P<0,05).
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O contetdo de ascorbato reduzido (ASA) aumentou 200% nas plantas irrigadas
mantidas ou pré-expostas a suspensdo da rega em baixa luminosidade por trés dias, na
auséncia e na presenca da reducdo parcial da GO pelo HPMS, se comparado as plantas
referéncia (Figura 10A). Esse resultado mostra uma relativa contribuicdo do ASA como
antioxidante ndo enzimatico nessas condicdes de estresse, 0 que ocorreu associado com
0 aumento de atividade da APX (Figura 9C). Assim, esse aumento do teor de ASC pode
estar associado ao seu papel como doador de elétrons para a redugdo do H,O, em O, e
H.O, na reacdo catalisada pela APX. Nas plantas de arroz irrigadas e submetidas a alta
luminosidade foi observado um aumento de 30% do conteddo de ASA, comparado as
plantas referéncia (Figura 10A). Em condi¢des de restrigdo hidrica, o aumento no
contetdo de ascorbato nas plantas expostas a alta luminosidade foi cerca de 200%, na
auséncia e presenca do HPMS, comparadas as plantas referéncia (Figura 10A).

As plantas irrigadas mantidas em baixa luminosidade, apresentaram aumento de
cerca de 105% do contetido de GSH quando tratadas para inibi¢do da GO, comparadas
as plantas referéncia (Figura 10B). Nas plantas pré-expostas a suspensdo da rega o
aumento do contetdo de GSH foi em média 65% nas plantas sob baixa luz, na auséncia
e presenca do HPMS, em relacdo as plantas mantidas em condicgdes referéncia (Figura
10B). Nas plantas irrigadas e expostas a alta luminosidade ocorreu um aumento de 20 e
85% do teor de GSH na auséncia e presenca do inibidor, respectivamente, comparado a
referéncia. Nas plantas pré-expostas a seca foi observado um aumento de cerca de 120%
no contetdo de GSH na presenca de alta luminosidade, resposta ndo observada nas

plantas tratadas para inibigdo da GO (Figura 10B).
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Figura 10. Mudancas nos conteidos de ascorbato (A) e glutationa reduzidos (B) em
folhas de plantas de arroz submetidas a estresses isolados e combinados de seca e
luminosidade elevada, na auséncia e presenca de inibicdo da enzima oxidase do
glicolato. Dados representam as médias de 4 repeti¢Ges + desvio padrdo. Média seguida
da mesma letra mailscula ndo difere entre os tratamentos de luz, enquanto aquelas
seguidas das letras minusculas ndo diferem dentro de cada luminosidade, pelo teste de
tukey (P<0,05).

3.6-MODULACAO DA EXPRESSAO DA RUBISCO EM RESPOSTAS AOS

ESTRESSES DE SECA E EXCESSO DE LUZ EM PLANTAS DE ARROZ

COM REDUZIDA ATIVIDADE DA OXIDASE DO GLICOLATO

A expressdo da Rubisco nas plantas de arroz foi significantemente influenciada
pelos estresses de seca e luminosidade, uma resposta que apresentou uma clara relagédo
com a reducdo de atividade da GO (Figuras 11A-B). As plantas irrigadas mantidas em
baixa luz ndo apresentaram mudancas no conteddo da Rubisco em resposta a menor
atividade da GO, comparado as plantas referéncia (Figuras 11A-B). Por outro lado, nas
plantas pré-expostas a seca sob baixa luminosidade o teor de Rubisco foi cerca de 50%
menor se comparado com as plantas referéncia, enquanto naquelas tratadas com HPMS
o conteudo da Rubisco nédo foi alterado. Esses resultados mostram que o efeito da seca
na reducgéo do teor da Rubisco foi aparentemente neutralizado pelo tratamento com o
inibidor da GO, um reposta ndo esperado de outras proteinas alem da GO.

Nas plantas irrigadas submetidas a alta luminosidade por trés dias o conteudo da
Rubisco ndo foi alterado, em relacdo as plantas referéncia, enquanto naquelas tratadas

com HPMS em mesmas condicGes foi observada uma reducgéo de 30% (Figura 11). As
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plantas pré-expostas ao estresse hidrico apresentaram uma reducéo de 15% no conteudo
da Rubisco na auséncia do inibidor da GO, engquanto na presenca do HPMS ndo foi
alterado, se comparados as plantas referéncia. Os dados mostram que as plantas de arroz
tratadas para inibicdo da oxidase do glicolato apresentaram uma melhor estabilidade da
Rubisco, com base no conteudo dessa proteina. Essa resposta foi observada tanto na

auséncia quanto na presenca do estresse hidrico, associada com baixa e luminosidade
elevada.
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Figura 11. Mudangas na expressdo da Rubisco avaliada com base na quantidade
relativa da Rubisco (A) e western bloting (B), em folhas de plantas de arroz na auséncia
ou presenca da inibicdo parcial da enzima glicolato oxidase, em respostas aos estresses
isolados e combinados de seca e luminosidade elevada. A sequéncia dos pogos: 1 e 5
(Irrigados); 2 e 6 (lrrigados + HPMS); 3 e 7 (Seca); 4 e 8 (Seca + HPMS). Foram
aplicados 5 pg de proteinas em cada poco e a deteccdo realizadas por meio de anticorpo
especifico para a subunidade maior da Rubisco (Ref. do anticorpo: GW23153/Sigma).
Média seguida da mesma letra mailscula ndo difere entre os tratamentos de luz,
enquanto aquelas seguidas das letras mindsculas ndo diferem dentro de cada
luminosidade, pelo teste de tukey (P<0,05).
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4-DISCUSSAO

4.1-MUDANCAS DO STATU§ HIDRICO E DANOS CELULARES EM

REPOSTA AO ESTRESSE HIDRICO ASSOCIADO A LUMINOSIDADE

ELEVADA

No presente estudo, as plantas de arroz quando submetidas aos efeitos isolados e
combinados dos estresses seca e excesso de luz revelaram diferentes mudancas
metabolicas relacionadas com a aclimatacédo a esses fatores abidticos. O estresse hidrico
causou reducdo do CRA foliar independente da intensidade de luz baixa ou elevada,
sugerindo auséncia de interagdo desses fatores na modulacéo do status hidrico da planta
(Figura 2A). O estresse hidrico isolado causou aumento do dano de membrana e a
combinacdo com a luz elevada estimulou ainda mais esse efeito. Por outro lado, a
exposicao a seca e combinacdo de seca com luz alta nas plantas tratadas para reducdo de
atividade da GO esse feito foi anulado, indicando o envolvimento do H,O, gerado na
fotorrespiragdo com a indugdo desses danos durante os estresses hidrico (Figura 2B).

A reducdo do teor de umidade (CRA e WH,0) bem como a inducdo de danos
celulares (DM) em diferentes espécies vegetais expostas ao estresse hidrico é bastante
relatado na literatura (JIANG e HUANG, 2001; DEMIREVSKA et al., 2010; SILVA et
al., 2010). Esses disturbios sdo atribuidos a redugdes da conduténcia hidraulica na
planta, 0 que resulta em perdas de turgor celular e ativacdo de respostas metabdlicas
associadas a danos secundarios como o estresse oxidativo (JIANG e HUANG, 2001).
Os resultados mostram que os estresses de seca e luz elevada causaram reducdo do teor
de clorofilas, distarbio que foi intensificado pela combinacéo desses fatores indicando
efeito interativo na inducdo de danos oxidativos sobre componentes os fotossistemas
(Figura 3). Esses danos ndo foram atenuados pela menor atividade da GO nas diferentes
condicdes, sugerindo que foram danos em componentes cloroplasticos ndo dependentes
da geracédo de H,O, nos peroxissomos.

Os estresses abioticos s@o responsaveis por limitar o crescimento e rendimento
das culturas por afetar muitos processos fisiologicos chave nas plantas (MITTLER,
2006; LIU e HUANG, 2008; CRAMER et al., 2011). Neste estudo, a imposi¢do do
estresse hidrico e luminosidade elevada (isolado e combinados) afetaram negativamente
a eficiéncia fotossintética nas plantas de arroz, indicado pelas trocas gasosas e atividade
fotoquimica (Figura 4, 5 e 6). Por outro lado, a reducdo da atividade da GO, pelo HPMS
favoreceu a fotossintese nos estresses combinados de seca com excesso de luz (1000

umol. m?s™). As diminuicdes na assimilacéo de carbono sob estresse de seca (isolado)
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ocorreu em parte ao fechamento estomatico evidenciado por decréscimos na
condutancia estomaética (gs) e transpiracdo (E) (Figura 4B-D) que induziu uma menor
concentracdo intercelular de COy(Figura 3C). Essa diminuicdo da condutancia é a
considerada uma defesa das plantas para evitar excesso de perda de d&gua em condicdes
de seca, uma resposta tipica de diferentes espécies vegetais (VALLIYODAN e
NGUYEN, 2006; CHAVES et al., 2009).

A reducdo da fotossintese nas plantas de arroz expostas a seca foi pouco
influenciada pelo excesso de luz, porém nas plantas submetidas a inibicao parcial da GO
ocorreu um leve estimulo da Py na combinacdo da seca com excesso de luz (Figura 4A).
Essa diminuicdo da Py estar relacionada com uma aparente fotoinibicdo que limitou a
taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) nesta condi¢do (Figura 6E). A
fotoinibicdo € um processo que ocorre quando o excesso de luz incidente impede a
sintese do reparo da proteina D1 do centro de reacdo do PSII prejudicando seu perfeito
funcionamento (TAKAHASHI e MURATA, 2008; TAKAHASHI e BADGER, 2011).

Na combinacdo dos estresses, apesar de ndo ter alterado a eficiéncia quantica
méaxima do PSII (Fv/Fm), que se manteve em 0,8, valor reconhecido como étimo e que
sugere a auséncia de danos no PSII (CHAVES et al., 2002). A diminui¢do da atividade
fotossintética foi acompanhada por alteracdes em outros parametros da fluorescéncia da
clorofila a relacionados a maior eficiéncia fotossintética. Além disso, ocorreram
também diminui¢cdes no contetdo de clorofilas, pigmentos responsaveis pela captacédo
de energia luminosa para etapa fotoquimica (STREIT, 2005; TAKAHASHI e
MURATA; 2008).

Essas diminui¢Oes foram observadas tanto nos estresses de seca como de luz
elevada, e foi intensificada pela combinacdo dos estresses (seca + luz elevada) (Figura
3). Dessa forma, essa reducdo do conteudo de clorofilas pode representar um
mecanismo que restringe a captagdo de energia para minimizar fotodanos. Em adicéo,
dos parametros relacionados a fluorescéncia da clorofila a, também ocorreram
alteracOes na eficiéncia quantica efetiva do PSII (AF/Fm’), quenching fotoquimico (qP)
e taxa de transporte de elétrons (ETR) (Figura 6B-C-E) o que explica em parte uma
menor assimilacdo de carbono. Além disso, essas alteracGes foram intensificadas pela
seca, sugerindo uma interacdo negativa destes fatores.

Adicionalmente, diminui¢des nestes parametros (AF/Fm’, gP e ETR) foram
seguidos por altos valores de NPQ sob luz elevada, que evitou a ocorréncia de excesso

de elétrons para fotossintese evidenciado pela relagdo (ETR/Py), indicando que plantas
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de arroz sdo capazes de se proteger da alta incidéncia de luminosidade através da
dissipacéo de energia que podem gerar danos oxidativos em estruturas celulares.

Sob condicdes de excesso de luz, na qual a quantidade de fotons absorvida acaba
excedendo a capacidade de absorcdo de carbono (CO,), levam inevitavelmente ao
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que podem danificar
moléculas bioldgicas importantes para o funcionamento do Ciclo de Calvin (ASADA,
2006). A dissipacdo do excesso de energia por meio do NPQ representa um importante
mecanismo de fotoprotecdo que ajuda a regular e proteger a fotossintese em condicdo de
estresses como os aplicados no presente estudo (ZHOU et al., 2007).

Interessantemente, na combinacgdo dos estresses (seca + luz elevada) a redugéo
da atividade da oxidase do glicolato resultou em uma maior assimilagdo de carbono
(Figura 4A). Esse aumento na fotossintese ndo foi acompanhado por um maior
funcionamento na etapa fotoquimica nesta condi¢cdo como indicado pela eficiéncia
quantica maxima (Fv/Fm) e efetiva do PSII (AF/Fm’), quenching fotoquimico (qP) e
taxa de transporte de elétrons (ETR) (Figura 6A-B-C-E). Esse resultado sugere que a
reducdo da atividade da GO pelo HPMS in vivo provavelmente influenciou as reacoes
no ciclo de Calvin o que favoreceu uma maior assimilacdo de carbono na combinacéo

dos estresses (seca + luz elevada).

4.2-OXIDASE DO GLICOLATO, MUDANS;AS EM METABOLITOS

ASSOCIADOS E MECANISMOS DE PROTECAO OXIDATIVA

As enzimas sdo responsaveis pela catélise de reacdes do metabolismo dos seres
vivos. Sua atuacdo ocorre em moléculas especificas chamadas de substrato, que sdo
modificadas e ddo origem aos produtos da reacdo. Em plantas, a oxidase do glicolato é
considerada a enzima chave da via fotorrespiratoria, porque realiza um passo essencial
nesta via metabdlica (XU et al., 2009). Sua acdo promove a oxidacdo do glicolato
(substrato), produto da reacdo de oxigenacdo da Rubisco, em glioxilato nos
peroxissomos (ZELITCH e OCHOA, 1953; DEL RIO et al., 2006; BAUWER et al.,
2010).

Como produto indireto dessa reacdo é gerado perdéxido de hidrogénio (H,0,),
uma espécie reativa de oxigénio que é produzida durante a fotorrespiracdo (FOYER e
NOCTOR, 2003). Apesar de ser uma importante molécula sinalizadora em processos
fisioldgicos de crescimento (ISHIBASHI et al., 2011), o excesso de H,O, pode danificar
moléculas bioldgicas importantes e gerar estresse oxidativos na celula (MOLLER,
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2007; DEMIDCHK et al., 2015). Assim, a fotorrespiracdo € um dos fatores que mais
limitam a produtividade em plantas C3, tendo em vista que compete com a fotossintese
e representa um alto custo energético, além de gerar espécies reativas de oxigénio
(FOYER et al., 2009).

Dessa forma, a oxidase do glicolato tem sido alvo de muitas investigacoes, tendo
em vista sua estreita relacdo com a Rubisco no ciclo de Calvin e também com a
produtividade das culturas (KEBEISH et al., 2007; XU et al., 2009; ZELITCH et al.,
2009; LU et al., 2014; NOLQUE et al., 2014; DALAL et al., 2015; ZHANG et al.,
2016). Neste estudo, observamos que o a-hidroxisulfonato (HPMS) possui um efeito
inibitério in vivo na oxidase do glicolato (Figura 7A) em arroz (Oriza sativa L.), além
de plantas de milho (Zea mays) e Tabaco (Nicotiana tabacum) (ZELITCH, 1973;
KHAVARI-NEJAD, 1977). Porém, como ocorre 0 mecanismo de inibicdo enzimatica,
se é do tipo competitivo ou ndo pelo substrato, ou até mesmo irreversivel ndo é
conhecido até hoje.

Mas €é sabido apenas que o modo de acdo inibitério do HPMS em folhas
acontece nos peroxissomos, organela do metabolismo do glicolato (KHAVARI-
NEJAD, 1977). O arroz é uma planta C3 em que a atividade da GO ¢é cerca de 12 vezes
maior que uma planta C4 como o milho (UENO et al., 2005). Entretanto, a inibigéo da
oxidase do glicolato nesta espécie ndo reduziu o contetdo de metabolitos diretos como
o glioxilato (Figura 7B), ou mesmo aqueles a jusante da atividade da GO como 0s
aminoéacidos glicina e serina em condicdes dos estresses isolados e combinados de seca
e excesso de luz, onde a via fotorrespiratoria é intensificada (Figura 8A-B).

Estes resultados estdo de acordo com os encontrados também por pesquisa com
plantas de arroz transgénicas, em que o gene que codifica para a GO foi silenciado (XU
et al., 2009). Neste estudo, foi sugerido que o acimulo destes metabolitos (glioxilato,
glicina e serina) e especialmente o glicolato promovem um efeito inibitorio no ciclo de
Calvin reduzindo a fotossintese (WINGLER et al., 2000). Na combinacdo dos estresses
(seca + luz elevada) os indicadores de danos oxidativos como o contetdo de H,0, foi
reduzido na presenga do HPMS (Figura 7C) resposta que foi correlacionada com o dano
de membrana (Figura 2B) e peroxidacdo de lipidios de membranas (Figura 7D). Em
adicdo, os mecanismos enzimaticos de protecdo oxidativa responsaveis pela remocéo do
H.0O, e manutencdo da homeostase redox celular, compreendido pelas peroxidases CAT
e APX mostraram uma reducdo na presenca do inibidor da oxidase do glicolato (Figura

9B-C). Na literatura, tem sido documentada que a atividade destas peroxidases €
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estritamente relacionada com a producao de H,O, (SHIGEOKA et al., 2002; ZHANG et
al., 2016).

Esses dados sugerem que a redugéo da atividade da GO pode atenuar os danos
oxidativos nas células sob condicbes ambientais favordveis ao aumento da
fotorrespiracdo, ja que os peroxissomos € a principal fonte de H,O, e é onde o HPMS
atua (KHAVARI-NEJAD, 1977; FOYER e NOCTOR, 2003). Por outro lado, a
dismutase do superoxido (SOD), primeira linha de defesa contras as espécies reativas de
oxigénio (EROs), em especial o radical superéxido (O,") foi influenciada pelo inibidor
(HPMS) nos estresses de seca isolada e combinada com excesso de luz (Figura 9A).
Esse aumento da atividade da SOD nesta condi¢éo indica a capacidade de eliminacdo do
radical O," para formacéo de H,0, que nao foi relacionado com os indicadores de danos
oxidativos (Figura 7C-D).

Entretanto, através do transporte por aquaporinas (BIENERT e CHAUMONT,
2014) esse H,0O, pode cumprir outras fungbes, como por exemplo, de uma importante
molécula sinalizadora em resposta a seca (ISHIBASHI et al., 2011) ou mesmo induzir
ao fechamento estomatico (FOYER e NOCTOR, 2009) como foi observado no presente
estudo (Figura 4B-D). Além dos mecanismos enzimaticos de protecdo oxidativa, as
plantas também dispdem dos mecanismos ndo enzimaticos dos quais fazem parte o
ascorbato e a glutationa (FOYER e NOCTOR, 2011; GEST et al., 2013). Esses
antioxidantes podem eliminar diretamente o0 H,O, e 0 O, e com isso passam da forma
reduzida para a forma oxidada. Através de enzimas como monodehidroascorbato
redutase (MDAsa) e glutationa redutase (GSH) esses antioxidantes sdo regenerados para
as formas reduzidas que sdo as mais importantes na protecdo oxidativa (SHIGEOKA et
al., 2002).

No presente estudo, tanto na auséncia quanto na presenca do HPMS, as plantas
expostas a baixa luminosidade aumentaram expressivamente o conteldo de ASA,
acompanhado também por um aumento na atividade da APX (Figura 10A e 9C). Esses
dados sugerem a importéncia deste antioxidante em arroz em condicao de seca, porque
0 ASA pode tanto eliminar diretamente os EROs como pode doar elétrons para a APX
no ciclo dgua-agua (SHIGEOKA et al., 2002; GEST et al., 2013). Por outro lado, nas
plantas expostas a alta luminosidade ndo foram observados efeitos do HPMS no
conteddo do ASA. Entretanto, o aumento observado aconteceu em resposta a

combinacgéo dos estresses (seca + luz elevada).
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Na literatura, tem sido documentado que aumentos nos niveis de ascorbato
fazem parte da resposta celular a estresses abioticos em muitas espécies de plantas.
Usando plantas transgénicas de tomate (Solanum tuberosum L. cv. Taedong Valley)
Hemavathi et al., (2009) com super expressdo do gene, acido galacturone redutase
(GalUR) aumentou os niveis de ascorbato e assim aumentou a tolerancia a salinidade e
ao metil violagem. Em plantas de cajueiro (Anacardium occidentale) expostas a
salinidade elevada (200 mM de NacCl), foi observado que o ascorbato e glutationa fazem
parte de um importante mecanismo de protecdo em folhas de caju evitando os danos
oxidativos (FERREIRA-SILVA et al., 2012).

Neste estudo, a reducdo dos danos oxidativos (Figura 7D) observados pela
reducdo da atividade da GO (Figura 7A) na combinagdo dos estresses (seca + luz
elevada) foi também acompanhado por baixos niveis de glutationa (Figura 10B). Esses
dados sugerem que o mecanismo de inibicdo da GO pelo HPMS diminui de fato a
producdo de H,O,, tendo em vista que aumentos nos niveis de GSH ocorrem em
resposta a estresses oxidativos gerados pelo acimulo de H,O, (NOCTOR et al., 2013).

4.3-EXPRESSAO DA RUNBISCO EM RESPOSTAS A ESTRESSES

ABIOTICOS E SUA RELACAO COM A FOTORRESPIRACAO

Nas plantas, a sintese da Rubisco representa um alto custo em nutrientes. Devido
a sua baixa especificidade pelo CO, as plantas necessitam produzi-la em grandes
quantidades para manter a fotossintese (ZHU et al., 2007). Entretanto, esta intensa
producdo nos tecidos fotossintéticos € inibida sob certos estresses abidticos como a
seca, além de ser prejudicada sua atividade carboxilase (KHANNA-CHOPRA, 2012;
GALMES et al., 2013). No presente estudo, os dados de expresséo da Rubisco mostram
que o efeito da seca na reducdo do teor desta proteina foi aparentemente neutralizado
pelo tratamento com o inibidor da GO, um reposta ndo esperada de outras proteinas
além da GO. Esses dados sugerem que a reducdo da atividade da GO pelo HPMS
(Figura 7A) promove uma melhor estabilidade desta proteina, diminuindo a taxa de
degradacéo nos estresses isolados e combinados do presente estudo (Figura 11A-B).

A atividade da GO nos peroxissomos durante a fotorrespiracdo € considerada a
maior fonte de H,O, em plantas (FOYER e NOCTOR, 2003; ZHANG et al., 2016) e
tem sido documentado que o H,O, pode atuar como um forte agente oxidativo em
enzimas do ciclo de Calvin como a Rubisco (FOYER et al., 2011). Dessa forma, esses

resultados encontrados suportam a ideia que a manutengdo de baixos niveis de H,O,
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pela reducdo da atividade da GO promove essa estabilidade da Rubisco. Em adi¢éo, o
conteido da Rubisco foi diretamente correlacionado com a assimilagdo de carbono nas
plantas expostas aos estresses combinados de seca com excesso de luz (Figura 4A).
Além disso, a reducdo da GO favoreceu a maior assimilacédo de carbono que pode ser
explicada pela maior instabilidade da Rubisco conferida pelo HPMS nestas condigdes.
Entretanto, nem sempre a fotossintese pode estar diretamente relacionada com o
contetdo da Rubisco tendo em vista que a fotossintese faz parte de um conjunto de
processos que se iniciam deste a captacdo de luz pelas clorofilas até a assimilacdo do
CO, (RAINES, 2011; EVANS, 2013).

Outro aspecto importante estar diretamente relacionado com suas caracteristicas.
Apesar de ser a proteina mais abundante nos tecidos fotossintéticos, a Rubisco possui
uma caracteristica bifuncional, catalisa tanto a carboxilacdo como a oxigenacao (ZHU et
al., 2007). Sua atividade oxigenase dar inicio a fotorrespiracao, processo metabolico que
compete com a fotossintese, consome energia e gera espécies reativas de oxigénio
(EROs) (FOYER et al., 2009). O alto custo desta via metabdlica para reciclagem do
carbono no glicolato é cerca de 12.5 ATP por molécula de fosfoglicolato (2PG)
produzido (PETERHANSEL et al., 2010).

A estimativa da fotorrespiracdo € um importante parametro para compreensdo da
biologia e produtividade das culturas em ambientes sujeitos a mudangas climaticas
(SHARKEY et al., 2007; IPCC, 2007). Neste estudo, a velocidade méxima de
carboxilagdo da Rubisco (V¢max), taxa maxima de transporte de elétrons (J), respiracéo
no escuro (Rd) e fotorrespiracdo (Pr) ndo foi estimado pela dificuldade de elaborar a
curva da fotossintese em resposta ao CO, com o uso do IRGA(Figura 5). Entretanto,
metabolitos diretamente relacionados com a fotorrespiracdo como o glioxilato e os
aminoéacidos glicina e serina foram acumulados em resposta a tentativa de reduzir esta
via (Figura 7B e Figura 8A-B). Esses resultados suportam a idéia de que a
fotorrespiracdo pode ser regulada por outras vias distintas e que sua relacdo com a
fotossintese é de fato bem complexa (BETTI et al., 2016; TIMM et al., 2016).
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5-CONCLUSAO

Os dados mostram que o dano celular (extravasamento) causado pelo excesso de
luz ¢ intensificado pela seca, dano aparentemente induzido pelo H,O, gerado pela GO
na fotorrespiracdo visto que foi reduzido pelo HPMS. A menor atividade da GO nas
plantas sob seca e exposta a luz elevada resulta numa melhor Py em parte devido ao
maior contetdo da Rubisco, apesar do excesso de luz causar uma aparente limitacao
fotoquimica. Os danos oxidativos nas plantas submetidas a seca expostas ao excesso de
luz esta associado a maior atividade da GO, indicando efeito da fotorrespiracdo nessas
condigdes.
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6-CONSIDERACOES FINAIS

Os nossos dados sugerem que a oxidase do glicolato (GO) exerce uma regulacao
sobre a fotossintese, e a reducdo na sua atividade sobre 0s estresses de seca e excesso
luz pode atenuar os danos oxidativos decorrentes do aumento da via fotorrespiratoria
nestas condi¢des. No entanto, esses resultados ndo foram encontrados no estudo dos
estresses isolados e combinados de seca e excesso de calor, como mostra o capitulo 1.
Além disso, a reducdo da atividade da GO ndo aumentou a eficiéncia fotossintética, nem
tdo pouco diminuiu os danos oxidativos nestas condi¢fes. A ocorréncia dos danos
oxidativos sobre os estresses combinados de seca e excesso de calor foi associado a
distdrbios no metabolismo fotossintético em cloroplastos.

Os resultados mostram também que nas plantas submetidas ao estresse hidrico a
reducdo da fotossintese (Py) foi devido a limitagcGes estomaticas, menor condutancia
estomatica (gs) e transpiracdo (E), e metabodlicas direta, restricdes para a eficiéncia
fotoquimica e carboxilacdo instantanea (Pn/Ci). Por outro lado, nas plantas expostas ao
calor ocorreu restricdo fotossintética associada a parametros estomaticos (gs € E) e
fotoquimicos (AF/Fm’, qP e ETR). O estresse hidrico e a luminosidade elevada
causaram reducdo no contetdo de clorofilas, especialmente clorofila b, distirbio ndo
observado nas plantas submetidas a temperaturas elevadas (42°C).

Sob as condicdes isoladas de seca, calor e excesso de luz, a menor atividade da GO
ndo reduz a fotorrespiracdo (Pr) e ndo possui relacdo direta como os contetdos de
glioxilato, glicina e serina. As plantas submetidas & combinacdo de seca e calor
apresentaram maior restricdo estomatica, comparadas aquelas expostas apenas a seca.
Esse resultado indica que a seca combinado com o calor pode levar a maior limitacdo da
dissipagdo termica, via fluxo transpiratorio, que o estresse hidrico. Os resultados
sugerem uma interacdo negativa destes fatores, que reduziu a fotossintese por
intensificar a restricdo estomatica (gs e E) e aumentar a fotorrespiragcdo (Pr) mesmo com
reducdo da atividade da GO.

Essa combinacdo também limitou protecdo oxidativa conferida pelas peroxidases
CAT-APX e 0 antioxidante ASA, que resultou em aumento na peroxidacdo de lipidios
(TBARS) e foi associado a acumulacdo de H,O, gerado por disturbios fotossintéticos,
aparentemente mais importante para induzir danos que a fotorrespiracdo. Por outro lado,

quando o estresse hidrico foi combinado com excesso de luz (1000 pmol.m? s?), a
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reducdo da atividade da GO favoreceu Py e reduziu os danos oxidativos indicados pelo
dano de membrana (DM) e peroxidacdo de lipidios (TBARS).

No geral, os resultados mostram que a menor atividade da GO nas plantas expostas
a combinacdo de seca e calor resulta em modulacdes distintas em relacdo aquelas sob
seca e luz elevada. A reducéo de atividade da GO levou a uma melhor Py em repostas a
combinacdo de seca com luz elevada se comparado a seca com o calor. Por fim, a
reducdo de atividade da GO ndo apresentou relagdo direta com os conteldos de
metabolitos da via fotorrespiratoria, além de sugerir que essa via nao foi a principal

geradora de danos oxidativos nas plantas submetidas aos estresses aqui avaliados.
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