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RESUMO

O arroz (Oryza sativa L.) é uma das principais culturas alimentares do mundo,
alimento bésico para cerca de trés bilhdes de pessoas. Apesar de sua importancia como fonte
de carboidratos, o arroz branco possui baixas concentraces de nutrientes essenciais, dentre
eles os micronutrientes ferro (Fe) e zinco (Zn), essenciais a salde humana. Devido as
mudancas climaticas, a temperatura pode aumentar 2,5 °C até 2050. Nesse cenario, eventos
como ondas de calor seriam mais frequentes e de maior duragdo. O estresse por alta
temperatura pode causar danos significativos as plantas com subsequente perda de
rendimento e produtividade. O arroz é especialmente suscetivel ao calor durante seu
desenvolvimento e fertilizacdo. O género Oryza inclui 27 espécies, dentre as quais duas
espécies cultivadas, sendo distribuidas e adaptadas a diferentes ambientes ao redor do
planeta, o que as torna uma fonte potencial de alelos e de novos mecanismos que podem
contribuir para o melhoramento de caracteristicas nutricionais e adaptabilidade a estresses
bioticos e abidticos em Oryza sativa. Oryza australiensis é uma planta perene, amplamente
distribuida ao norte de Queensland (Australia), e a Unica representante do genoma EE no
género Oryza. Em trabalhos ja publicados, foi demonstrado que a espécie possui uma rubisco
ativase (Rca) termotolerante que mantém suas variaveis fotossintéticas e de crescimento
ativos quando exposta a altas temperaturas. Assim, o0 presente estudo teve como objetivo
avaliar a termotolerancia de nove acessos de O. australiensis e identificar novos mecanismos
envolvidos na termotolerancia dessa espécie. Adicionalmente, avaliamos a concentracéo de
macro e micronutrientes em folhas e sementes desses acessos. Em experimentos de estresse
por calor 0 acesso AUS1 apresentou inducdo de crescimento de parte aérea e variaveis de
fotossintese comparaveis ao tratamento controle, ao contrario do que foi observado para O.
meridionalis e O. sativa. Esse mesmo acesso teve aumento significativo apenas para Fe e Zn
no grdo, dos 14 elementos analisados, quando comparado com genétipos de O. sativa. Por
fim, montamos o experimento de estresse por calor com plantas do acesso AUS1 e Oryza
sativa cv. Nippombare e coletamos amostras de folha para anélise de transcriptoma. As
extracOes de RNA ja foram realizadas e as amostras serdo enviadas para sequenciamento o
mais breve possivel. Com o transcriptoma, acreditamos que novos genes e mecanismos serao
encontrados na resposta de tolerancia ao calor de O. australiensis.

Palavras-chave: Estresse, Calor, lonoma, Oryza australiensis, Oryza sativa



ABSTRACT

Rice (Oryza sativa L.) is one of the main food crops in the world, a staple food for about
three billion people. Despite its importance as a source of carbohydrates, white rice has low
concentrations of essential nutrients, including the micronutrients iron (Fe) and zinc (Zn),
essential to human health. Due to climate change, the temperature may rise by 2.5 °C by
2050. In this scenario, events such as heat waves would be more frequent and of longer
duration. High temperature stress can cause significant damage to plants with subsequent
loss of yield and productivity. Rice is especially susceptible to heat during development and
fertilization. The Oryza genus includes 27 species, in addition to two cultivated species,
being distributed and adapted to different environments around the planet, which makes
them a potential source of alleles and new mechanisms that can contribute to the
improvement of nutritional characteristics and adaptability to biotic and abiotic stresses in
Oryza sativa. Oryza australiensis is a perennial plant, widely distributed in northern
Queensland (Australia), and the only representative of the EE genome in the Oryza genus.
In works already published, it was demonstrated that the species has a thermotolerant rubisco
activase (Rca) that keeps the photosynthetic and growth parameters active when exposed to
high temperatures. Thus, the present study aimed to evaluate the thermotolerance of nine
accessions of O. australiensis and to identify new mechanisms involved in the
thermotolerance of this species. Additionally, we evaluated the concentration of macro and
micronutrients in leaves and seeds of these accessions. In heat stress experiments, the AUS1
access showed shoot growth induction and photosynthesis parameters comparable to the
control situation, contrary to what was observed for O. meridionalis and O. sativa. This same
access had a significant increase only for Fe and Zn in the grain, of the 14 elements analyzed,
when compared with O. sativa genotypes. Finally, we set up the heat stress experiment with
plants from the AUS1 and Oryza sativa cv. Nippombare and collected leaf samples for
transcriptome analysis. The RNA extractions have already been carried out and the samples
will be sent for sequencing as soon as possible. With the transcriptome, we believe that new
genes and mechanisms will be found in the heat tolerance response of O. australiensis.

Key words: Stress, Heat, lonome, O.australiensis, Oryza sativa
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1. INTRODUGCAO

1.1 O aquecimento global e a seguranca alimentar mundial

O aquecimento global é definido como um aumento da temperatura média da
superficie da Terra, podendo ser atribuido a presenca de um nivel elevado na concentragdo
de gases do efeito estufa (GEE), como o vapor de agua (H2Ovapor), metano (CHs), 0zonio
(03), didxido de carbono (CO>), clorofluorocarbonetos (CFCs) e oxido nitroso (N20), na
atmosfera (Al-Ghussain 2019). O efeito estufa é um processo natural que ao longo das eras
geoldgicas constituiu um dos fatores mais importantes para o surgimento de vida na Terra.
Este processo se inicia a partir da incidéncia da radiacéo solar na superficie terrestre ao longo
do dia, em comprimentos de onda que se concentram entre as faixas do ultravioleta (UV;
0,2-0,4 pum), visivel (0,4-0,7 um) e em regides proximas ao infravermelho (1V; > 0,7 um).
A medida que a superficie da Terra e os objetos se aquecem por condugio, eles acabam
irradiando radiacdo infravermelha de ondas longas em direcdo a atmosfera, que, em parte,
sera absorvida pelos GEE ou novamente irradiada em direcdo a superficie, retendo assim
grandes quantidades de energia junto as camadas de ar proximas ao solo (Kweku et al.,
2018). Os GEE tém a capacidade de absorver e redirecionar a radiagao infravermelha devido
ao modo vibracional interno que seus atomos possuem, ao contrario dos outros componentes
da atmosfera (Oktyabrskiy, 2016; Al-Ghussain, 2019). Como resultado, as temperaturas,
especialmente as noturnas, tornam-se mais altas na superficie (Trenberth and Fasullo, 2009).
O vapor de agua é responsavel por dois tercos do efeito estufa terrestre, sendo a quantidade
de aquecimento adicional na atmosfera fortemente influenciada pela quantidade de vapor de
agua adicionada ao sistema, devido ao aumento das concentracdes de outros GEE, em

especial pela emissdo de CO> (Al-Ghussain, 2019).
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Nos ultimos 250 anos, os seres humanos aumentaram artificialmente a concentragdo
de gases de efeito estufa na atmosfera, principalmente através da queima de combustiveis
fosseis. Contudo, o aumento de CO, também se da por outras vias, como a degradacdo de
ecossistemas aquaticos e terrestres que reduz a absorcéo do carbono atmosférico. O segundo
maior contribuinte antropogénico ao aquecimento global é o metano, um produto natural da
digestdo anaerdbica da matéria organica e que resulta na producdo de gas natural. A
concentracdo de metano na atmosfera também vem sendo aumentada por diversas atividades
antropicas, como, por exemplo, pela producdo de animais ruminantes, pelos campos
alagados de plantio de arroz, além do deposito de matéria organica em lixfes e aterros
sanitarios (Zuberi and Ali, 2015; Kweku et al., 2018). Desde o inicio da Revolug&o Industrial
no seculo XVIII, estima-se que os niveis de CO> tenham aumentado em cerca de 60%,
enquanto os niveis de CH4 aumentaram 148% (Riebeek, 2010).

Ao longo das ultimas décadas, em especial nas Ultimas trés, um progressivo
aquecimento vem sendo registrado, sendo o periodo de 1983 a 2012, provavelmente 0 mais
quente dos ultimos 1400 anos no Hemisfério Norte. Os dados combinados da superficie
terrestre e oceanica apresentam uma forte tendéncia de aquecimento global, de 0,85 °C, no
periodo de 1880 a 2012 (IPCC, 2014). Devido a gravidade das possiveis consequéncias
socioambientais associadas a este processo, a Convenc¢édo-Quadro das Nagdes Unidas sobre
Mudancas Climéaticas (UNFCCC, do inglés, United Nations Framework Convention for
Climate Change) estabeleceu como meta que o aumento da temperatura média global
deveria permanecer abaixo de 2 °C dos niveis pré-industriais. O Acordo de Paris, em 2015,
redefiniu esse objetivo para, em um longo prazo, manter o aumento abaixo de 2 °C e
estimular esforcos para limita-lo a 1,5 °C (Rogelj et al., 2018).

Até o momento, a elevacao da temperatura global ja resultou em profundas alteracdes
climaticas, incluindo o aumento da frequéncia e intensidade de eventos de seca, inundacgdes,
ondas de calor, mudancas nos padr@es de precipitacdo, aumento no nivel do mar, aumento
da acidificacdo dos oceanos e perda de biodiversidade (Allen et al., 2018). Existem
evidéncias crescentes que apoiam a visao de que as mudancas climaticas aumentam o risco
de incéndios florestais, com a associagdo de eventos de altas temperaturas e condi¢fes de
seca, aumentando a incidéncia e intensificacdo das estacOes de incéndios (Keeley et al.,
2019), como evidenciados recentemente na California (Ban et al., 2020) e na Australia (Yu
et al., 2020).
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Atualmente, as ondas de calor afetam aproximadamente 10% da Terra e podem
atingir 17% em uma década, se o0 aquecimento continuar nos niveis atuais (Al-Ghussain,
2019). Analises de modelos multiplos considerando um aumento da temperatura em 2 °C
acima daquela encontrada no periodo pré-industrial demonstram que o numero de dias
quentes seguidos tenderdo a ser mais frequentes e ininterruptos (Pfleiderer et al., 2019).
Além dessa mudanca dindmica, esses periodos quentes se tornardo mais intensos devido a
um aumento puramente termodinamico na temperatura media global. A ocorréncia de
eventos de temperaturas extremas devera ocorrer em quase todos os locais e regides, tanto
em terra quanto em oceano (Hoegh-Guldberg et al., 2018).

Estudos diversos tentam projetar os impactos do aumento da temperatura em varias
partes do mundo. Na india, a presenca de chuvas fortes e ondas de calor tem ocorrido com
mais frequéncia nos ultimos anos, na China as temperaturas do verdo deverdo aumentar de
1,2 a 9 °C até o final do século. Regibes tropicais como a do sudeste asiatico deverao
presenciar redugdes na producdo local, especialmente para culturas como milho e trigo
(Yaduvanshi et al., 2019). Estima-se que o0 aquecimento global altere substancialmente os
sistemas climaticos e altere a producdo global de alimentos, oferecendo riscos para
seguranca alimentar global e o desenvolvimento sustentavel. A extensdo dos impactos ira
depender ndo apenas da intensidade e da periodicidade com que ocorrerem, mas também da
combinacéo de ambos (FAO, 2018).

Analises de Ray et al. (2019), demostram que as recentes mudancgas climaticas
geralmente estdo associadas a diminuicdo nos rendimentos de culturas agricolas na Europa,
Africa Subsaariana e Australia, e um aumento nos rendimentos na América Latina e
respostas variadas na América do Norte e Central e na Asia. Estudos utilizando modelos e
simulacdes do rendimento de culturas sob os efeitos das mudancas climaticas sugerem que
a produtividade das principais culturas como milho, trigo, arroz e soja serdo afetadas
substancialmente, devido ao crescimento e desenvolvimento dessas culturas ser
principalmente dependente da luz solar, temperaturas ideais e disponibilidade hidrica
(Ahmed et al., 2019). Dessa maneira, a diminui¢do na produtividade agricola causada pelas
alteracOes climaticas podera gerar mudancas no padrdo de consumo calérico, de forma direta
ou indireta, na populacdo. Estudos envolvendo 53 paises com indices de fome grave,
alarmante ou seriamente alarmante, realizado em 2008, demonstrou que cerca de 27 paises

haviam diminuido o consumo de calorias devido as mudancas climéticas, ocorridas até
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aquele momento. As maiores perdas foram evidenciadas na parte sul do continente africano
(como Zimbabue, Malawi, Mogambique), na Africa ocidental (Mali, Gana) e na Asia (Iindia
e Nepal). Contudo, os resultados ndo abordavam sobre o acesso a alimentos, nutricdo e
outros componentes da seguranca alimentar, mas sugere que as mudancgas climaticas podem
aumentar o risco na inseguranca alimentar (Ray et al., 2019).

As mudancas climaticas exercem efeitos negativos na produtividade de culturas
através de alteracdes nos padrdes e distribuicdo das chuvas, aumento da frequéncia de ondas
de calor e seca, prejudicando assim a producao e rendimento de grdos (Ahmed et al., 2019).
A adaptacdo as mudancas climaticas nos sistemas agricolas pode acarretar mudancgas nas
praticas agronémicas como a expansao dos processos de irrigacdo, alternacdo nas datas de
plantio das culturas e mudancas na distribuicdo geogréafica das culturas (Ray et al., 2019;
Sloat et al., 2020). Os avancos advindos da biotecnologia, incluindo o progresso em
gendmica e tecnologia da informacéo, podem mitigar os efeitos prejudiciais causados pelas
mudancas climéticas através da selecdo e desenvolvimento de cultivares que permitem o
cultivo bem-sucedido de culturas sob diferentes condi¢cbes ambientais (Lamaoui et al.,
2018).

1.2 Impacto molecular, celular e fisiolégico do estresse por calor em plantas

Estresses abioticos sdo usualmente inter-relacionados, pois tanto individualmente
guanto em combinacdo causam mudancas morfoldgicas, fisioldgicas, bioguimicas e
moleculares que afetam de maneira negativa o crescimento e a produtividade da planta. Os
estresses provocados por alta temperatura, seca e salinidade estdo entre os estresses abidticos
gue mais causam danos em espécies de plantas, incluindo as cultivadas (Bita and Gerats,
2013). O estresse por calor é usualmente definido como a elevacdo da temperatura a niveis
acima do 6timo, e com duracdo suficiente para causar danos irreversiveis ao crescimento e
desenvolvimento da planta (Hall, 2000). A sensibilidade das plantas pode variar entre
diferentes espécies e, algumas vezes, até mesmo dentro de uma mesma espécie em diferentes
estagios de desenvolvimento e 6rgdos (Réth et al., 2016). Em geral, uma elevagéo transiente
na temperatura, na faixa de 10-15 °C acima do ambiente é considerado choque térmico ou

estresse por calor (Hall, 2000).
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Entre os diversos efeitos causados pela exposi¢cdo das plantas a alta temperatura
estdo: reducdo na taxa de germinacdo, inibi¢do do crescimento da raiz e parte aérea, queima
das folhas e caules, abscisdo foliar, senescéncia, esterilidade floral e/ou dano dos frutos, e
consequente perda de produtividade (Hasanuzzaman et al., 2013; Sharma et al., 2020). Em
muitos casos, a arquitetura da planta é modificada pelo crescimento de hipocétilos e
peciolos, resposta morfologica semelhante ao “evitamento da sombra” (Ruberti et al., 2012).
No entanto, o calor reduz o crescimento das plantas afetando a taxa de assimilacdo liquida
da parte aérea e, portanto, o peso seco total da planta (Wahid, 2007). Causando um prejuizo
em processos fundamentais como o de assimilagdo de nutrientes, fotossintese, e
sintese/consumo de carboidratos (Yuan et al., 2017). Em condi¢Bes em que o estresse por
alta temperatura se torna extremo, as plantas podem desencadear a morte celular programada
em determinados tecidos e/ou células, dependendo da intensidade de deshaturacdo ou
agregacdo de proteinas, o que pode levar desde minutos até mesmo segundos
(Hasanuzzaman et al., 2013).

Alguns exemplos de efeitos do estresse por calor, em diferentes espécies de plantas,
sdo discutidos a seguir. Diversos trabalhos destacam o impacto negativo do estresse por alta
temperatura no nimero de espigas/ paniculas formadas, no preenchimento e peso de gréos
em Triticum aestivum L. (Balla et al., 2019; Wang et al., 2018; Aiging et al., 2018) e Oryza
sativa L. (Pansarakham et al., 2018). Em Zea mays L. a exposi¢do as temperaturas de 38/30
°C dia/noite levou a reducdo no desenvolvimento e producéo de grdos (Hussain et al., 2019).
Durante a exposicdo a temperatura de 45 °C por 24h, plantas de arroz tiveram uma redu¢édo
no crescimento e desenvolvimento das folhas, em comparacdo com plantas controles
mantidas a 27 °C (Scafaro et al., 2010). Embora plantas de arroz ainda consigam manter seu
crescimento normal e sem reducdes significativas no rendimento de grdos com variacdes na
temperatura de 27 a 32 °C, em temperaturas acima de 32 °C, todos 0s estagios de crescimento
e desenvolvimento sdo afetados negativamente (Aghamolki et al., 2014). Resultados
similares foram evidenciados por Kilasi et al. (2018), onde a exposi¢édo de plantas de arroz
a 37 °C gerou uma reducdo de 36 e 46% no crescimento de brotos e raizes quando
comparadas com plantas controle.

Além dos efeitos na produtividade em culturas, efeitos fisiologicos evidentes em
plantas de morangos (Fragaria x ananassa Duch.) foram observados quando expostos a

temperaturas altas, resultando em uma diminui¢do no crescimento da planta e dos frutos
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(Wang and Camp, 2000). Em folhas de Solanum tuberosum L., h4 uma reducdo no
crescimento, teor de clorofila, contetdo relativo de 4gua e um aumento na concentracao de
prolina e agUcares solveis (Naz et al., 2018). Um estudo realizado com tabaco (Nicotiana
tabacum L.) demonstrou que o calor inibe o crescimento da planta, e promove o acimulo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) que, por sua vez, aceleram a floracéo e a senescéncia
(Yangetal., 2018). As altas temperaturas também induzem hiponastia, alteragdo na estrutura
foliar e reducéo de crescimento em Arabidopsis thaliana (Vile et al., 2012; Vasseur et al.,
2011), como resultado de um desequilibrio no balanco de carbono na planta, com reducao
no teor de agucar soltvel e amido (Vasseur et al., 2011). Em Arabidopsis, 0 estresse por
calor pode desencadear um tipo de morte celular oxidativa dependente de ferro, com
semelhancas morfoldgicas e bioguimicas com a ferroptose, encontrada em animais
(Distéfano et al., 2017).

1.2.1 Aspectos moleculares da resposta ao estresse por calor em plantas

Cerca de 5% do transcriptoma da planta é regulado de forma positiva, causando
aumento na expressao génica de até duas vezes ou mais em resposta ao estresse por calor,
sendo que apenas uma pequena fragao destas codificam chaperonas (Mittler et al., 2012). As
chaperonas podem exercer diversas fungdes celulares com base em sua natureza molecular
e estrutural, atuando no auxilio e manutencdo de dobramentos proteicos e processos de
ubiquitinagdo (Mayer, 2010). Dentre as chaperonas codificadas pelo estresse por calor, as
HSPs (heat shock proteins) séo conhecidas por atuarem na estabilizacdo de membranas e
proteinas, aliviando assim os danos causados pelo estresse (Liu et al., 2020). Em plantas, as
HSPs séo agrupadas em familias de acordo com o seu peso molecular aproximado, sendo
classificadas como HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 e pequenas HSPs (sHSPs), também
chamadas de HSP20 (Al-Whaibi, 2011; Khan and Shahwar, 2020).

Dentre as diversas classes de HSPs relatadas em plantas, as SHSPs estdo entre as mais
encontradas (Banerjee and Roychoudhury, 2018). Embora as sHSPs estejam presentes em
todos os reinos da vida, elas sdo exclusivamente diversas em plantas terrestres, com 11 ou
mais familias génicas encontradas em monocotiledéneas e eudicotiledéneas (Waters, 2013).
A sHSPs se distinguem por sequéncias conservadas caracteristicas e distintas localizagdes

subcelulares. S&o encontradas em praticamente todos os compartimentos celulares, como em
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cloroplastos, mitocdndrias, citosol, reticulo endoplasmético, peroxissomo e nucleo
(Banerjee and Roychoudhury, 2018). As sHSPs se ligam a proteinas-alvos e as mantém em
um estado competente de redobramento, evitando assim a sua agregacéo (Basha et al., 2013).
O termo “pequenas” faz referéncia ao tamanho monomérico dessas proteinas, as quais
podem variar entre 12-42 kDa, embora muitas SHSPs possam formar grande oligdmeros com
até 40 a 50 subunidades (Muthusamy et al., 2017). Em plantas superiores, duas classes de
sHSPs citosolicas, classe | e |1, foram caracterizadas como abundantes durante o estresse
térmico (McLoughlin et al., 2016).

Durante a exposicao ao calor, os fatores de transcricao de estresse térmico HSFs (heat
shock transcription factors) atuam como os principais reguladores da resposta ao estresse
através da modulacdo e ativacao da expressdo génica de HSPs (Guo et al., 2016; Al-Whaibi,
2011). Os HSFs sdo ativados de forma rapida aumentando assim a expressao de muitos genes
responsivos que codificam HSPs (Ohama et al., 2016). Os HSFs apresentam variabilidade
em tamanho e sequéncias, mas sua estrutura basica e 0 modo de reconhecimento do promotor
sdo conservados em todo o reino eucariotico (Scharf et al., 2012). Os HSFs apresentam
dominio de ligacdo ao DNA (DBD) e regifes de repeticdes hidrofébicas, essas repeticoes
agrupam-se em conformacdes triméricas ativas em resposta a fatores de estresse (Akerfelt et
al., 2010). Nos eucariotos, as conformacdes trimerizadas se ligam a elementos cis de choque
térmico (HSE) conservados (GAAnnTTC) presentes nos promotores de genes induziveis por
calor (Liu and Charng, 2013; Ohama et al., 2016).

A maioria dos HSFs sdo regulados pelo estresse térmico em plantas. No genoma de
A. thaliana, cerca de 21 HSFs foram identificados, e em arroz 26, podendo ser divididas em
HsfA, HsfB e HsfC (Mittler et al., 2012; Kotak et al., 2007; Wang et al., 2016). Entre os
varios membros da familia HSFs em plantas superiores, os HSFs do tipo Al e A2
desempenham papel fundamental na resposta ao estresse por calor (Wang et al., 2016). O
grupo Al é composto por 4 membros, HsfAla, HsfAlb, HsfAld e HsfAle (Ohama et al.,
2016). Em estudos realizados com mutantes triplo nocaute de Arabidopsis para HsfA1(a/b/d)
verificou-se que a maioria dos genes responsivos ao estresse por calor ndo eram induzidos,
sugerindo que HsfAla, b, d atuam como reguladores principais na resposta ao estresse por
calor (Liu et al., 2011; Yoshida et al., 2011). Plantas quadruplo nocaute (HsfAla, b, d, e)
além de exibir uma reducdo de 65% na regulacdo positiva de genes essenciais na

termotolerancia, apresentavam tambem alteragdes morfologicas e retardo no crescimento,
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indicando que as HsfA1 atuam na resposta ao estresse térmico e também no crescimento e
desenvolvimento (Liu et al., 2011).

Durante a exposicdo das plantas ao estresse térmico, o HsfAl ndo apenas induz a
expressao de HSPs, mas também de fatores de transcricdo que desencadeiam uma cascata
transcricional induzindo HsfAs, HsfBs, DREB2A (dehydration-responsive element-binding
protein 2A) e MBF1c (multiprotein bridging fator 1c) (Liuetal., 2011; (Yoshida et al., 2011,
Liu and Charng, 2013). Em protoplastos de tabacco expressando HSFs de tomate observou-
se que a importacdo nuclear da HsfA2 requer a interacdo com HsfAla, levando a formacéo
de um complexo hetero-oligomérico que pode ativar sinergicamente a expressao de SHSPs
(Chan-Schaminet et al., 2009). Experimentos em Arabidopsis realizados por Liu and Charng
(2013), demostraram que sob estresse por calor, HsfA2 exerce maior atividade do que
HsfAls durante o processo de ativacdo de genes responsivos na homeostase redox e de
metabolismo de lipidios e carboidratos. Semelhante a HsfA1, o aumento nos niveis de HsfA2
ocasiona um aumento na regulacdo de um grande nimero de chaperonas e co-chaperonas.
Em arroz, OsHsfA2 (a, b, c, d, ) que atuam de forma semelhante na resposta ao calor. Porém
guando superexpressos, apenas HsfA2e ocasiona um aumento na termotolerancia ('Y okotani
et al., 2008). Sob estresse por calor em arroz, HsfA2 é altamente induzida em raiz, caule,
paniculas e sementes, enquanto HsfA7 e A9 sdo induzidas somente em panicula e sementes
(Chauhan et al., 2011). Em plantas de trigo sob estresse por calor, verificou-se um aumento
na expressdo de HsfA2 e HsfA6 (Xue et al., 2015).

1.2.2 Sinalizagao celular do estresse por calor em plantas

A deteccdo e sinalizacdo do estresse por calor em plantas foi recentemente revisado
por Sharma et al., (2020b). A membrana plasmatica (MP) e o reticulo endoplasmatico (RE)
participam ativamente da resposta ao estresse térmico em plantas. Altas temperaturas levam
ao aumento da fluidez de membrana, alteracdo da sua composicéo lipidica e também funcéo
(Lamers et al., 2020). O aumento da fluidez de membrana induz a ativacdo de cascatas de
sinalizacdo que promovem a liberag&o de célcio do RE e também um aumento do influxo de
Ca? * pelos canais localizados na MP (Mittler et al., 2012). Dentro da célula, o Ca* livre
ativa CaM3 (calmodulins) e maltiplas CDPKs (calcium-dependent protein kinases) (Sajid et

al., 2018). A proteina CaM3 esté envolvida na ativacao de diferentes fatores de transcricao
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como WRKY39 (Li et al., 2010) e HSFs (Liu et al., 2011). As CDPKs podem ativar
maltiplas MAPKSs (mitogen-activated protein kinases) ou a enzima produtora de espécies
reativas de oxigénio (ERO) NADPH-oxidase localizada na MP (Suzuki et al., 2011). As
MAPKs (MAPK3 e 6) possuem um papel crucial na resposta a alta temperatura pela
regulacao da expressdo de HsfA2 e de HSPs (Wang and Huang, 2017).

As ERO derivadas da NADPH oxidase de membrana, acumuladas no apoplasto,
podem causar despolarizacdo de membrana, como também entrar na célula e ativar a cascata
de sinalizacdo dependente de ERO que vai ativar MBF1c e HSFs. As ERO também podem
acumular nas células durante o estresse por calor, devido a um desbalango metabdlico, e
desencadear o mesmo processo (Mittler et al., 2012). As CDPKs séo ainda ativadas por
MBF1c, que atua como co-ativador para estimular a expressao de enzimas antioxidantes sob
estresse térmico (Qu et al., 2013). Todos o0s genes ativados atuam a jusante da cascata de
sinalizacdo por Ca?*, a qual constitui um passo chave na expressdo de HSFs e HSPs sob
estresse térmico (Sajid et al., 2018). Dentro do ndcleo, o HsfA2c ativado por Ca?* ou MAPK
estimulam a expressao de genes HSP como Hspl8, Hsp70 e Hsp90 (Wang and Huang,
2017).

Adicionalmente, 0 mecanismo por tras da tolerancia ao estresse pelo RE é conhecido
como resposta de proteina desdobrada ou UPR (unfolded protein response), e envolve a
identificacdo de proteinas desdobradas ou mal dobradas acumuladas no limen do RE e a
ativacdo de fatores de transcricao, foldases e chaperonas visando restaurar a fun¢do normal
da célula (Sharma et al., 2020b). As plantas possuem duas rotas primarias desta resposta.
Uma via é iniciada por fatores de transcri¢éo ligados a membrana como bZIP17 e 18 (basic
leucine zipper), e outra inclui o fator de splicing de RNA IRE1 (inositol-requiring enzyme
1) (Liu and Howell, 2016).

1.2.3 Inibicéo da fotossintese no estresse por calor em plantas

O estresse térmico induz mudancas na fotossintese que levam a um ciclo de vida mais
curto e a menor produtividade da planta (Bita and Gerats, 2013), sendo este processo mais
evidente em plantas C3 do que em plantas C4 (Hasanuzzaman et al., 2013). Ocorrendo nos
cloroplastos, a fotossintese é observada como um processo fotoquimico sensivel a diferentes

regimes de temperaturas, onde estresses leves demonstram menos efeitos danosos quando
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comparados a estresses severos que podem comprometer todo o seu funcionamento (Sharma
et al., 2020a); Wang et al., 2018). A exposi¢do as altas temperaturas, bem como outros
estresses como seca, salinidade, excesso de luminosidade e metais pesados afetam
diretamente diversos componentes do maquinario fotossintético como do fotossistema I e |1
(PSI e PSII) e pigmentos fotossintéticos, como também afetam processos essenciais na
geracdo de ATP e assimilacdo de carbono (Allakhverdiev et al., 2007; Sharma et al., 2020a).

O PSII participa de um supercomplexo proteico com mdaltiplas subunidades. Nas
plantas superiores, esse supercomplexo possui dois centros de reacdo completos, que
abrigam em sua maior parte cofatores responsaveis pelo transporte de elétrons, e alguns
complexos antena (light-harvesting complex I, LHCII), formados em maior nimero por
pigmentos fotossintéticos (Dikilitas et al., 2019). O PSIHI-LHCII é composto por um dimero
D1-D2 (PsbA-PsbD) juntamente com duas proteinas antena, proteinas associadas as
clorofilas (CPs) CP43 e CP47 e trés proteinas menores CP24, CP26 e CP29 (Gururani et al.,
2015). O transporte de elétrons na fotossintese inicia no PSII devido a sua capacidade Unica
de desidrogenacgdo das moléculas de H2O no complexo de producdo de oxigénio (oxygen-
evolving complex, OEC). No OEC, moléculas de agua sdo quebradas produzindo prétons
(H"), que sdo liberados no lume do tilacéide e véo contribuir para a formacéo do gradiente
eletroquimico de prétons para geracdo de ATP e O». Os elétrons originados da quebra d’agua
sdo transferidos ao PSI através da cadeia transportadora de elétrons (electron transport
chain, ETC). No PSI, moléculas de clorofila ligadas ao centro de reacdo atuam na captagédo
luminosa juntamente com as proteinas do LHCI. A composicdo do complexo antena do PSI
e Il sdo distintas, sendo o LHCII composto principalmente pela clorofila B e o LHCI pela
clorofila A. O PSI reduz o NADP* a NADPH no estroma, pela acdo da ferredoxina (Fd) e
da flavoproteina ferredoxina-NADP* redutase (FNR). O NADPH é utilizado no ciclo de
Calvin-Benson para reduzir o COz (Gururani et al., 2015; Koochak et al., 2019; Takahashi
and Murata, 2008).

O fotodano ao PSII é uma reacdo muito usual nos organismos que realizam
fotossintese (Koochak et al., 2019). Para prevenir o acimulo de PSII danificado, os
organismos fotossintéticos desenvolveram um processo de reparo que consiste na
degradacéo proteolitica das proteinas D1, sintese da proteina precursora de D1 (pré-D1),
insercdo do precursor recém-sintetizado na membrana tilacoide concomitantemente com a

montagem de outras proteinas do PSII, maturacdo da proteina D1 através do processamento
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da regido C-terminal de pré-D1, e finalmente, montagem da maquinaria do complexo
produtor de oxigénio. A fotoinibicéao é resultado do balanco entre a taxa de fotodano do PSlI
e a taxa de reparo. Os estresses ambientais ndo afetam diretamente a fotoinibicdo, mas
facilitam a inibic&o do reparo do PSII (Takahashi and Murata, 2008; Gururani et al., 2015).

O ciclo de Calvin-Benson é responsavel pela fixacdo de CO2 em carboidratos, assim
como a assimilacdo, transporte e utilizacdo de fotoassimilados (Wang et al., 2018a). A
principal enzima responsavel pela fixacdo de CO, é a ribulose 1,5-bisfofato
carboxilase/oxigenasse (rubisco) (Sharma et al. 2020a). A rubisco ativase (RCA) €
responsavel pela regulacdo da atividade da rubisco, atuando na dissociacdo de fosfatos de
acucares que inibem o local ativo da rubisco de maneira dependente de ATP. Quando
exposta ao estresse térmico, a atividade de RCA ¢ inibida resultando na inativacdo da
Rubisco (Wang et al., 2018a). Adicionalmente, a medida que a temperatura aumenta, a
atividade carboxilase da rubisco diminui, enquanto sua atividade oxigenasse aumenta
resultando no aumento da fotorrespiracdo. Com a diminui¢do da atividade da rubisco, ha
uma diminuic¢do no consumo de NADPH, levando a reducgédo dos niveis de NADP+, o qual
é um dos principais aceptores de elétrons do PSI. Esses fatores promovem a interrupcao da
fixacdo de CO> e causam a producdo acelerada de H.O> (Hu et al., 2020; Takahashi and
Murata, 2008). Com a falta dos aceptores de elétrons, os elétrons energizados sdo
convertidos a superoxido (O2") através da reacdao de Mehler, 0 Oz € reduzido pela acdo da
enzima superoxido dismutase (SOD) que o converte em perdxido de hidrogénio (H20.). Se
as enzimas que atuam na reducdo de danos oxidativos como catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX) e glutationa peroxidase (GPX) ndo conseguem retirar o excesso de ERO
do sistema pode ocorrer varios danos que vao afetar a fotossintese, tais como, peroxidacdo
lipidica, oxidacdo de proteinas e danos na traducdo do mRNA de PsbA, causando a
inativacdo do processo de reparo do PSII (Allakhverdiev et al., 2008; Gururani et al., 2015;
Dikilitas et al., 2019; Takahashi and Murata, 2008).

1.2.4 Metabdlitos primarios e secundarios na resposta ao estresse por calor em
plantas

A homeostase em geral, incluindo a biossintese e a compartimentalizacdo de
metabolitos, é afetada pela alta temperatura (Bita and Geralts, 2013). A alta temperatura

modifica a atividade de enzimas do metabolismo do carbono, o acimulo de amido e a sintese
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de sacarose, por regular negativamente genes especificos do metabolismo de carboidratos
(Ruan et al., 2010; Bita and Geralts, 2013). Os acUcares soluveis, além da funcéo de recurso
metabolico e constituinte estrutural, atuam como sinais regulatorios em Varios processos
relacionados ao crescimento e desenvolvimento vegetal (Roth et al., 2016; Ruan et al.,
2010). Plantas mutantes ou culturas que exibem maior termotolerancia apresentam
alteracOes nos niveis de agucares de diferentes classes, geralmente apresentando um aumento
nos niveis desses compostos (Roth et al., 2016).

Um dos mecanismos de resposta ao estresse nas plantas mais documentados é a
sintese e o acumulo de solutos compativeis. Os metabolitos primarios sdo compostos
organicos, soliveis em &gua e impermeaveis a membrana que podem acumular em altas
concentracdes no citoplasma, dependendo da resposta ao estresse (Hasanuzzaman et al.,
2019). Algumas moléculas do metabolismo primario com funcdo osmoprotetora possuem
papel vital na adaptacdo das plantas aos estresses abidticos, o que inclui a exposicao a altas
temperaturas (Xalxo et al., 2020). Dentre os osmolitos produzidos por diferentes espécies de
plantas estdo, agucares, alcoois de acucar (polidis), prolina, glicina betaina, compostos de
amonio terciario e quaternario e compostos de sulfénico terciario (Wahid et al., 2007; Xalxo
et al., 2020). Esses osmoprotetores tém fungdes de amplo espectro, incluindo eliminagéo de
ERO, equilibrio do estado redox celular, acdo osmoprotetora, estabilizacdo do pH citosélico,
de proteinas, enzimas e membranas, além de atuarem como uma fonte potencial de carbono
e nitrogénio para plantas durante eventos de estresse e 0s episédios de recuperacao
subsequentes (Hasanuzzaman et al., 2019).

A prolina, um aminoacido derivado da glicose, ¢ um osmolito considerado
compativel com o funcionamento celular mesmo quando em concentracBes elevadas,
podendo atuar também como molécula sinalizadora(Sharma et al., 2020b; Réth et al., 2016).
Entre suas funcdes, ela previne a agregacdo proteica e estabiliza a enzima M4 lactato
desidrogenase durante a exposi¢do a temperaturas extremas (Murmu et al., 2017). Diversos
estudos tém atribuido caracteristicas antioxidantes a prolina, 0s quais sugerem uma atividade
sequestrante de ERO (Murmu et al., 2017). Em trabalho de revisdo, Surabhi and Seth (2020)
descrevem que o acumulo de prolina ocorre em diferentes plantas quando submetidas ao
estresse por calor, como em milho (Kumar, 2012), tabaco (Cvikrova et al., 2012), melancia
(da Silva et al., 2018), feijdo-fava (Vicia faba) (Alamri et al., 2019), feijéo indiano (Vigna
aconitifolia) (Harsh et al., 2016) e feijdo (Phaseolus vulgaris)(Chavez-Arias et al., 2018).
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Contudo, ndo foram observados acimulos de prolina em Arabidopsis (Rizhsky et al., 2004),
enquanto uma breve reducéo foi observada na germinagéo de sementes de trigo sob estresse
por calor (Kaushal et al., 2016).

A glicina betaina (GB) € uma amina quaternaria anfotérica que atua como soluto
compativel em plantas sob diversos estresses. Seu acumulo natural est4 associado a
tolerdncia a estresses abioticos (Wahid et al., 2007; Giri, 2011). Niveis de acimulo de GB
variam consideravelmente entre espécies e 0rgdos das plantas (Chen and Murata, 2011). A
GB atua na estabilidade da atividade estrutural de complexos proteicos e enzimaticos,
auxiliando na manutengdo e integridade da membrana contra impactos inibitdrios causados
por estresses salinos e térmicos (Sharma et al., 2020b). Plantas de tabaco superexpressando
0 gene betaina aldeido desidrogenase (BADH) de espinafre tiveram um aumento na taxa de
assimilagdo de CO2, quando comparadas com plantas ndo transgénicas. Esse acumulo de GB
previne a captura da Rubisco ativase na membrana tilacoidal, mantendo assim, a sua
atividade sob estresse por calor (Yang et al., 2005). Além disso, foi descoberto que o
acumulo de GB previne a inibicdo da taxa fotossintética liquida sob estresse térmico. A
biossintese de GB é amplamente utilizada para fins de melhoramento de plantas sob estresses
abidticos (Giri, 2011). Plantas de trigo superexpressando o gene BADH de Atriplex hortensis
L. acumularam uma grande quantidade de GB levando a um aumento na fotossintese néo
apenas sob estresses de seca e calor de formas individuais, mas também sob a combinacao
de ambos quando comparados com plantas controle. O aumento da atividade antioxidante e
melhoras no status de agua podem ser mecanismos subjacentes ao aumento da fotossintese
pela GB em plantas de trigo (Wang et al., 2010).

O acido y-4-aminobutirico (GABA) é um aminoacido ndo proteico. Sua concentracao
é regulada para ativar genes relacionados a tolerancia a estresses, incluindo estresse térmico
(Sharma et al., 2020b; Priya et al., 2019). GABA tem sido implicado no funcionamento das
células vegetais estando envolvido em processos de sinalizagdo e osmoregulacéo,
metabolismo do C e N, e na regulacdo do pH citosolico e protecdo ao estresse oxidativo
(Sharma et al., 2020b; Priya et al., 2019). Sob estresses, como seca e térmico, o tratamento
com GABA pode influenciar o crescimento, a fisiologia e diversas respostas bioquimicas de
forma positiva (Sharma et al., 2020b). A aplicacdo exdgena de 1ImM de GABA em plantulas
de arroz submetidas a diferentes regimes de temperaturas (35 e 42 °C) melhorou de forma

significativa o crescimento de parte aérea e raiz quando comparada com plantas ndo tratadas.
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O aumento no contetdo relativo de agua nas folhas e a condutancia estomatica foram
associados ao aumento no acumulo de osmolitos como prolina e trealose, enquanto baixos
danos causados por ROS foram atribuidos aos niveis aumentados de antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos (Nayyar et al., 2014).

As plantas acumulam poliaminas (PAs) em varios orgdos durante os diferentes
estagios de desenvolvimento e quando expostas a condi¢des de estresse abidtico (Sharma et
al., 2020b; Mostofa et al., 2014). Trés principais tipos de PAs ocorrem de forma abundante
em espécies vegetais, sendo elas, Putrescina (Put), Espermidina (Spd) e Espermina (Spm),
além destas principais, outras como homospermina e cadaverina também séo encontradas
em algumas plantas (Sengupta et al., 2015; Chen et al., 2019; Mostofa et al.,2014). A
atividade bioldgica das PAs é atribuida a sua natureza catinica, o que facilita a ligacdo com
biomoléculas com carga negativa, como DNA, RNA, proteinas e fosfolipidios (Sharma et
al., 2020b). A Put, a qual contém dois grupamentos amino, é o produto principal da via
biossintética de PAs e é precursora sintética de Spd e Spm. Sob altas temperaturas, a
aplicacdo exdgena de Spd em plantulas de arroz ocasionou uma reducédo dos danos induzidos
pelo estresse e um aumento na atividade de enzimas antioxidantes e dos nives de
antioxidantes (Mostofa et al., 2014). Resultados semelhantes foram encontrados em trigo
onde a aplicacdo de Smd e Spd resultou em um aumento no peso de gréos e na atividade de
enzimas antioxidantes (Jing et al., 2020). A aplicacdo exogena foliar de 1mM de Spd em
plantulas de pepino (Cucumis sativus) submetidas a estresse por calor, ocasionou um
aumentou na atividade de enzimas antioxidantes neutralizando o dano oxidativo (Tian et al.,
2012). Em tomates (Lycopersicon esculentum), a aplicagdo de 1mM de Spd induziu a
termotolerancia através do aumento na expressdo de genes de biossinteses de PAs, a0 mesmo
tempo que induzia a expressao de genes relacionados a etileno e genes de vias hormonais
(Cheng et al., 2012). Em plantas de trigo, a aplicacdo de exdgena de 10mM de Put causou
um aumento nas atividades de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos seguido por uma
reducdo na peroxidacéo lipidica de raizes e brotos quando cultivadas sob estresse por calor
(Asthir et al., 2012).

Os metabdlitos secundarios sdo compostos organicos de baixo peso molecular e ndo
possuem atividade ligada diretamente ao crescimento, desenvolvimento ou reproducao
(Bartwal et al., 2013). Existem trés grupos principais de metabolitos secundarios em plantas,

com base na via biossintética, os grupos sdo classificados em compostos nitrogenados
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(glicosideos, cianogénicos, alcaloides e glucosinolatos), compostos fendlicos (flavonoides e
fenilpropandides) e terpenos (isoprenoides) (Ashraf et al., 2018). Para a maioria das plantas,
fatores externos ou variaveis como temperatura, luz, salinidade, fertilidade do solo, entre
outros, podem afetar alguns processos associados a capacidade de sintetizar metabolitos
secundarios (Bartwal et al., 2013). Essas mudancas eventualmente levam a alteracGes nos
perfis fitoquimicos que atuam de forma estratégica na producéo de substéncias bioativas.
Essa capacidade de sintese pode ser gradualmente modulada em funcdo aos estimulos
externos, possibilitando assim a adaptagéo e sobrevivéncia a ambientes em transicdo (Yang
et al., 2018). Os metabolitos secundarios podem ser produzidos como subprodutos ou
intermediarios do metabolismo primario, e atuar na tolerancia a estresses através do
fornecimento de substancias que desintoxicam ERRO (Shahid et al., 2017).

Como uma das principais variaveis climaticas, altas temperaturas podem influenciar
de forma significativa a composicdo e quantidades de metabodlitos secundarios em plantas
(Yang et al., 2018). Em estudos realizados por Zheng et al. (2012), a composi¢do fenodlica
em trés cultivares de groselha-preta (Ribes nigrum) apresentaram uma correlacdo positiva
com a temperatura. O estresse de alta temperatura induz a producgdo de compostos fendlicos,
em tomates. O estresse por calor resultou em um acimulo de compostos fendlicos sollveis,
aumento da atividade fenilalanina amonialiase que é a principal enzima da via
fenilpropandide e a diminuicdo da atividade de peroxidase e polifenol oxidase (Rivero et al.,
2001). O aumento nos niveis de fenois sollveis sugere que o aprimoramento da biossintese
e a reducdo da oxidacdo de compostos fenolicos € um mecanismo importante na aclimatacéo
ao estresse (Roth et al., 2016). Foi demonstrado que a produgdo de poliaminas e a
subsequente formacéo de fenilamidas ocorrem em plantas de feijdo quando submetidas ao
estresse térmico. Essa producéo favorece a fungédo de eliminacdo de ERO durante o estresse
(Edreva et al., 1998). Sob estresse por calor, ocorre um aumento no acimulo de caratendides
da familia xantofilas, as quais incluem violaxantina, anteraxantina e zeaxantina, dividindo-
se entre 0os complexos de captacdo de luz e as membranas lipidicas dos tilacoides. Como
resultado, ocorre uma diminuicdo da fluidez da membrana e diminui a suscetibilidade a
peroxidacao lipidica (Wahid et al., 2007; Havaux, 1998).
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1.3 Arroz

No cenario atual, a agricultura enfrenta diversos desafios, como a constante mudanca
na demanda global de alimento associada ao crescimento populacional, diminuicéo de terras
araveis e 0 aumento na frequéncia de eventos climaticos extremos (Paul et al., 2020; Ahmed
et al., 2019). Estudos recentes estimam que com o aumento de 1 °C na temperatura, culturas
como arroz, trigo e milho podem apresentar um declinio de 3 a 8% no rendimento das safras
(Zhao et al., 2017). As Nacdes Unidas projetam que a populacdo mundial sera de 9,7 bilhdes
em 2050, 10,8 bilhdes em 2080 e 11,2 bilhdes em 2100 (FAO, 2018). Esse aumento
populacional ocorrera de forma mais expressiva em regides com maior densidade
populacional e com indices alarmantes de pobreza, como no continente Africano e no sul da
Asia (Wing et al., 2018).

O plantio de arroz ocupa cerca de um terco da area total de cultivo de cereais no
mundo, sendo a maior parte da producdo de arroz em regides tropicais, apresentando uma
grande importancia no papel econémico e social de diversos paises (Vinod, 2016; Moura
and Landau, 2018). Embora existam diferentes sistemas de cultivo de arroz, o sistema de
plantio irrigado responde por 55% da area produzida de arroz, produzindo 75% da producao
de arroz global (Vinod, 2016). O continente Asiatico é responsavel por cerca de 90% do
arroz cultivado e produzido no mundo, sendo a China e india os principais produtores (Fahad
et al., 2018). O Brasil ocupa a nona coloca¢do como maior produtor mundial de arroz, com
destaque ao estado do Rio Grande do Sul como maior produtor brasileiro (Moura and
Landau, 2018).

O arroz é um dos cereais mais consumidos do mundo, sendo cultivado em
praticamente todos os continentes, exceto na Antértica (Prasad et al., 2017). E alimento
basico na dieta de grande parte da populacdo humana, onde cerca de 3,5 bilhdes de habitantes
dependem do arroz para obter 20% de sua ingestdo cal6rica didria, motivo o qual é
considerado a espécie que apresenta maior potencial no combate a fome mundial (Wing et
al., 2018; Fahad et al., 2018). Apesar de sua importancia como fonte de carboidratos, o gréo
de arroz apresenta baixas concentracbes de nutrientes essenciais, dentre eles os
micronutrientes ferro (Fe) e zinco (Zn), e pode acumular elementos tdéxicos como cadmio
(Cd) e arsénio (As) (Clemens and Ma, 2016; Ricachenevsky and Sperotto, 2016). Dentre 0s

cereais, 0 arroz apresenta as concentracdes mais baixas e a variabilidade genética mais
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restrita para melhoramento convencional destas caracteristicas (Kennedy and Burlingame,
2003; Pfeiffer and McClafferty, 2008).

Estima-se que dois bilhGes de pessoas, principalmente criangas, mulheres gravidas e
lactantes, sofram de desnutricdo por micronutrientes (Descalsota et al., 2018). Entre os
cenarios de inseguranca alimentar, a regido Sul da Asia apresenta os maiores indices, com
cerca 262 milhdes de pessoas desnutridas no mundo (Ahmed et al., 2019). A Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) relatou que cerca de 25% da populacdo mundial sofre de anemia,
decorrida da deficiéncia de Fe (Wakeel et al., 2018) e 17,3% tenha deficiéncia de Zn
(Wessells et al., 2012). A Organizacao das Nac6es Unidas (ONU) afirma que combater as
deficiéncias de micronutrientes € um dos objetivos de desenvolvimento sustentavel a ser
alcancado até 2035 (Dalmiya and Schultink, 2003). O arroz é um candidato 6bvio para
estratégias de biofortificacdo considerando a importancia do arroz como alimento basico da
populacdo e o impacto que o aumento de Fe e Zn nos gréos traria para a saude humana. A
biofortificacdo consiste na producao de variedades capazes de acumular quantidades maiores
de nutrientes nas suas partes comestiveis, com impacto positivo na nutricdo humana, de
maneira que nao seja necessario qualquer processamento ou adicdo a posteriori destes

compostos (Sperotto et al., 2012).

1.4 O género Oryza

O género Oryza € composto por 27 espécies com 11 tipos de genoma, seis diploides
(n=12: AA, BB, CC, EE, FF e GG) e cinco poliploides (n=24: BBCC, CCDD, HHJJ, HHKK,
KKLL) (Chen et al., 2019). Os genomas podem variar em até 3,6 vezes no tamanho quando
comparados entre si (Ricachenevsky and Sperotto, 2016). As espécies de arroz selvagens
possuem populacBes mais heterogéneas quando comparadas com espécies cultivadas
(Hamzelou et al., 2020). Elas apresentam uma diversidade significativa em termos de
caracteristicas morfolégicas como altura, numero de perfilhamento, comportamento de
floragdo, habitos de crescimento, caracteristicas de folha, panicula e semente, e estdo
adaptadas a diferentes habitats (Kumagai et al., 2018). Essas espécies sdo um recurso
inexplorado para o melhoramento de arroz cultivado e outros cereais considerando a

distribuicdo natural pantropical das espécies selvagens, em biomas que variam de equatorial
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a savanas, e a diversidade genética que acompanha esse espectro de ambientes (Atwell et
al., 2014).

Duas espécies domesticadas apresentam o genoma do tipo AA, O. sativa e O.
glaberrima, e seis espécies selvagens, O. rufipogon, O. barthii, O. nivara, O. longistaminata,
O. meridionalis e O. glamaepatula (Chen et al., 2019). Uma vez que O. sativa foi
domesticada a partir de um ndmero limitado de gendétipos de O. rufipogon, seu parente
selvagem mais proximo, estima-se que apenas 10 — 20 % da diversidade genética encontrada
nas espécies selvagens esta presente no germoplasma de arroz cultivado (Zhu et al., 2007;
Palmgren et al., 2015). O arroz cultivado perdeu genes que poderiam contribuir para
resisténcia ou tolerancia a estresses bioticos e abidticos durante o processo de domesticacao
e selecdo continua (Stein et al., 2018; Hamzelou et al., 2020). A espécie O. rufipogon pode
ser encontrado em toda a Asia e Oceania, onde a maioria dos acessos sao perenes, enquanto
0s acessos da espécie O. nivara sdo anuais (Chen et al., 2019). O. glaberrima é conhecida
popularmente como “arroz africano”, o qual possui um baixo rendimento e é cultivada em
uma area limitada na Africa Ocidental (Brar and Khush, 2018; Hamzelou et al., 2020), sendo
domesticada a partir da espécie O. barthii (Hamzelou et al., 2020). O. barthii e O.
longistaminata sdo espécies localizadas no continente africano, com O. barthii sendo
principalmente distribuida na Africa Ocidental, enquanto O. longistaminata é encontrado
em toda a Africa (Chen et al., 2019) O. meridionalis é encontrada ao norte da Australia,
sendo a espécie mais distante do arroz domesticado no genoma AA (Moner and Henry,
2018). As espécies do genoma AA O. meridionalis, O. longistaminata, O. glaberrima e O.
barthii sdo consideradas candidatas a tolerdncia ao calor e & seca com base em sua
distribuicdo em extremos de temperatura e umidade (Menguer et al., 2017).

Espécies selvagens como O. officinalis, O. rhizomatis e O. eichingeri possuem
genoma CC. S&o espécies perenes e ocorrem em ambientes de florestas sombreados ou semi-
sombreados, entre outros habitats. O. punctata possui genoma diploide BB, porém também
pode existir na forma alotetraploide BBCC, o qual acredita-se que O. eichingeri seja a
doadora do genoma CC. Ambas as populacdes BB e BBCC estéo distribuidas na Africa, mas
ocupando diferentes nichos. Sua forma diploide ocorre em ambientes abertos enquanto a sua
forma alotetraploide em locais sombreados ou semi-sombreados. Ambas as formas
apresentam potenciais para tolerancia a seca, devido a sua plasticidade em extremos de

umidade. As espécies perenes O. minuta e O. malampuzhaensis apresentam genoma BBCC
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e parecem ter sido originadas em diferentes eventos de poliploidia se considerarmos sua
distinta morfologia, distribuicdo e diversidade genética (Menguer et al., 2017; Ray et al.,
2018). As espécies O. latifolia, O. alta e O. grandiglumis de genoma CCDD s&o intimamente
relacionadas e possuem distribuicéo atual na America Latina. As espécies O. grandiglumis
e O. latifolia sdo consideradas candidatas a tolerancia a estresses por inundagdo por
crescerem ao longo das bacias dos rios e canais (Gireesh, 2018; Atwell et al., 2014). O.
australiensis € a Unica representante do genoma EE, sendo endémica do norte da Australia
(Ray et al., 2018). Ela possui caracteristicas que permite a sua sobrevivéncia em estacoes de
seca (Henry, 2018).

As espécies O. granulata e O. meyeriana possuem genoma do tipo GG e sdo
encontradas em ambientes de floresta sombreado (Menguer et al., 2017). O. granulata ocupa
a posicao filogenética mais basal no género Oryza. Ela apresenta tolerancia a ferrugem e
seca, plasticidade a diferentes temperaturas e umidade, e adaptacdo a solos aerdbios
(Barrera-Figueroa and Pefia-Castro, 2018; Atwell et al., 2014). No genoma FF, a Unica
representante é O. brachyantha. Esta espécie é endémica da Africa e possui o menor genoma
do género Oryza (Menguer et al., 2017). Ja foi descrita apresentando resisténcia a estresses
bidticos, como a Cnaphalocrosis medinalis (Guenée) (Ricachenevsky et al., 2018). O.
coarctata, conhecido como arroz selvagem asiatico, pertence ao genoma KKLL. Ela cresce
naturalmente em regido costeira, onde as plantas experimentam a maré lunar e sdo expostas
a submersdo da agua do mar, podendo suportar agua salgada de até 40 dS m™ ECe
(condutividade elétrica) (Chowrasia et al., 2018). No genoma HHJJ, a espécie O.
longiglumis apresenta resisténcia a duas doengas de arroz, como a mancha bacteriana (BB)
e brusone. Ela € conhecida por crescer em regides geograficas onde as condi¢des climaticas
variam de tropical a frio extremo, e temperado quente (Sarker et al., 2018). O. ridleyi
pertencente também ao genoma HHJJ é encontrada ao sul da Asia. Apresenta tolerancia a
estresses bidticos e abioticos, tais como tolerancia & broca amarela do caule e salinidade,

tambem séo adaptadas a solos aerobios (Elshenawy and Elgamal, 2018).

1.5 Oryza australiensis

As especies selvagens de arroz encontradas na Australia sofreram isolamento génico

devido a grande distancia que separa este pais das demais areas continentais. Esse isolamento
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pode fornecer informacGes importantes sobre a genética e biologia do género Oryza, assim
como ser um reservatério genético de caracteristicas de interesse econdmico ao combate de
estresses bidticos e abidticos. As espécies O. meridionalis, O. rufipogon, O. australiensis e
O. officinalis sdo encontradas principalmente no norte da Australia (Fig. 1) (Henry et al.,
2010).

A espécie O. australiensis, descrita h4 mais de 100 anos, é uma planta geralmente
perene e rizomatosa que cresce em areas sazonalmente umidas (Henry et al., 2010). Séo
plantas que podem apresentar variagdo de altura, podendo ser muito alta, com
aproximadamente 3 metros, ou baixas. Apresentam paniculas abertas e longas (Henry,
2019). E a Unica integrante do genoma EE do género Oryza, possuindo cromossomos e
centrdmeros mais longos quando comparados com O. sativa (Wu and Li, 1964). Seu genoma
¢ estimado em 965 Mb, o maior entre os genomas diploides do género Oryza, devido a
expansao decorrente de trés familias de retrotransposons como RIRE1, Kangourou and
Wallabi que contribuem com cerca de 60% (605 £ 40 Mb) do tamanho do genoma (Piegu et
al., 2006). O. australiensis tem apenas o genoma de cloroplasto completamente sequenciado
(135 Kb), com um total de 110 genes, 76 sdo codificantes de proteinas, 30 de RNA
transportador (tRNA) e 4 de RNA ribossomico (rRNA) (Wu and Ge, 2016).

As sementes de O. australiensis s&o de coloragcdo marrom avermelhada com cerca de
4,9 - 5,0 mm, menores que de outras espécies selvagens encontradas no norte da Australia
(Tikapunya et al., 2017a). As propriedades de amido revelam um alto teor de amilose de
cadeias curtas, uma baixa viscosidade de colagem, menor retrogradacdo e alta temperatura
de gelatinizacdo (Tikapunya et al., 2017b). Quando comparando a sequéncia de genes
envolvidos na biossintese de amido para 13 espécies selvagens do género Oryza, utilizando
como referéncia a sequéncia de O. sativa, O. australiensis apresenta mutacGes nao-
sindnimas para os genes Granule Bound Amido Sintase | (GBSSI), Starch Sintase lla (SSlla)
e Starch Branching Enzyme I1b (SBEIIB) (Kasem et al., 2012).

Estudos utilizando as especies selvagens endémicas do norte da Australia O.
australiensis e O. meridionalis sob estresse por calor demonstrou que a espécie O.
australiensis é capaz de manter as variaveis fotossintéticas e de crescimento, enquanto O.
sativa e O. meridionalis apresentam inibi¢do devido a alta temperatura. Esses resultados
foram atribuidos a modificagdes proteicas das isoformas o e B da rubisco ativase (RCA) de

O. australiensis. As modificagGes tornam as isoformas de RCA mais estaveis sob alta



34

temperatura. Contudo, as RCAs termotolerantes apresentam uma menor atividade catalitica,
reduzindo a atividade especifica em temperaturas ideais (Scafaro et al., 2016). Plantas de O.
sativa superexpressando as isoformas de RCA de O. australiensis e submetidas ao estresse
por calor (45 °C) exibem um maior nimero de sementes e um maior alongamento de folha,
quando comparado com plantas ndo transformadas. Medidas de troca gasosa mostram uma
inducdo luminosa mais rapida na fotossintese, mas ndo ha diferenca na assimilagéo de CO..
Quando as plantas sdo submetidas a temperatura de 40 °C ndo ha aumento de biomassa e
numero de sementes, quando comparadas com a plantas mantidas a 28 °C, indicando que o
limite para danos causados pelo calor e efeitos benéficos da proteina recombinante RCA
termoestéavel esta entre 40 e 45 °C (Scafaro et al., 2018).
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Figura 1 — Representacdo das espécies selvagens de arroz na Australia. Fonte: Atlas of
Living Australia field.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar e caracterizar os mecanismos envolvidos na termotolerancia da espécie de
arroz selvagem O. australiensis, e analisar a concentracdo de macro e micronutrientes em

folhas e sementes em comparacédo a gendtipos da especie O. sativa.

2.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar a concentracao de macro e micronutrientes em folhas e sementes de acessos de O.

australiensis em comparacdo com genotipos de O. sativa.

2. Identificar acessos com concentragdes elevadas de Fe e Zn e baixas concentracdes de

metais pesados em folhas e sementes.

3. Identificar acessos que apresentem maior tolerdncia a exposi¢do a alta temperatura de
45°C.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Analises de elemento minerais em graos e folhas por ICP-MS

Amostras de folhas e graos foram acondicionados e secados em estufa a 85 °C por 3
dias, e enviadas para o laboratério do Dr. David E. Salt na University of Aberdeen, Reino
Unido, para andlise do perfil iondmico. Para analises, sementes das espécies O. australiensis
e O. sativa (Tabela 2) foram selecionadas e descascadas manualmente. Para folhas, sementes
das espécies O. australiensis e O. sativa (Tabela 2), foram germinadas em agua por 5-7 dias,
e posteriormente transferidas para substrato comercial (Garden Plus®) em bandejas de
cultivo com células para individualizar as plantas e orificios para contato com a solucao
nutritiva. As plantas foram irrigadas com meio de cultivo, conforme descrito por
Ricachenevsky et al. (2011), a cada 3-4 dias. Amostras da terceira folha completamente
expandida foram coletadas quando as plantas apresentavam cinco folhas completamente
expandidas.

Amostras coletadas de folhas e grdos foram mineralizadas em acido nitrico (HNO3)
concentrado e analisadas por Inductively Coupled Plasma Mass Spectromtry (ICP-MS),
determinando as concentraces de Ferro (Fe), Zinco (Zn), Arsénio (As), Sédio (Na),
Molibdénio (Mo), Boro (B), Magnésio (Mg), Enxofre (S), Manganés (Mn), Potassio (K),
Faésforo (P), Célcio (Ca), Cobre (Cu) e Cadmio (Cd) conforme descrito (Lahner et al. 2003;
Norton et al. 2010).

Tabela 1 - Espécies do género Oryza utilizadas para avaliacdo do perfil ionédmico em
sementes e folhas.

Cad. de identificagdo

Espécie (IRGC) Nome atribuido Tecidos analisados

O. australiensis 86526 AUS1 Sementes e folhas
O. australiensis 86527 AUS2 Folhas

O. australiensis 86529 AUS3 Folhas

O. australiensis N&o possui AUS4 Folhas

O. australiensis 101397 AUS6 Semente

O. australiensis 86528 AUS7 Sementes

O. australiensis 105264 AUS9 Sementes

O. australiensis 105269 AUS10 Sementes

O. australiensis 105270 AUS11 Sementes
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O. australiensis 105272 AUS12 Sementes

O. australiensis 100882 AUS13 Sementes
O. sativa N&o possui NIPPO Sementes
O. sativa 12816 SAT1 Folhas
O. sativa 13475 SAT2 Sementes e Folhas
O. sativa 13498 SAT3 Sementes e Folhas
O. sativa 223336 SAT4 Sementes e Folhas
O. sativa 107978 SAT5 Sementes e Folhas
O. sativa N&o possui SAT6 Folhas

Cadigos de identificacdo (IRGC) sdo atribuidos pelo International Rice Research Institute (IRRI) aos
acessos/genotipos conforme sua espécie. Os IRGC podem ser consultados através do enderego eletrénico
https://www.genesys-pgr.org/.

3.2 Material vegetal e condicdes de crescimento

Sementes de arroz da espécie O. sativa L. japdnica cv. Nipponbare, e de espécies selvagens
de arroz como O. australiensis e O. meridionalis foram obtidas do International Rice Research
Institute (IRRI) e multiplicadas em casa de vegetacdo, as quais foram submetidas a quebra de
dorméncia durante 5 dias a temperatura de 50 °C. Em seguida, as sementes foram descascadas e
esterilizadas superficialmente utilizando etanol 70% por 1 minuto, e lavadas trés vezes com agua
destilada autoclavada. As sementes foram semeadas em placas de Petri contendo meio nutritivo
Murashige e Skoog (MS) sem sacarose pH 5,8, ajustado com KOH. As placas foram mantidas a 28
°C por 3 dias com iluminacdo. Ap6s a germinacao, as plantulas foram transferidas para hidroponia
em sistema de malha flutuante por 3 dias. Apds esse periodo, as sementes foram transferidas para
copos (400 ml) e mantidas em hidroponia com solugdo nutritiva (Yoshida et al., 1976) pH 5,8,
ajustado com NaOH. As plantas foram mantidas neste sistema, com 4 plantas por copo, até atingirem
4 folhas desenvolvidas, quando os experimentos foram iniciados. As plantas foram germinadas e
cultivadas em sala de cultivo do laboratério de Genémica Funcional de Plantas do Departamento de
Genética da UFRGS, a uma temperatura de 28 + 2 °C com umidade relativa de 60-70% e fotoperiodo
de 12h dia sob intensidade luminosa de 180 pmol.m2.s® e 12h no escuro. As solucdes nutritivas

foram renovadas completamente a cada 3 dias durante todo o periodo de crescimento.

3.3 Montagem da incubadora e tratamento por alta temperatura em espécies do género Oryza

Para realizacdo dos experimentos de alta temperatura, foi construida uma incubadora
cilindrica utilizando uma estrutura metalica com 80 cm de altura e 140 cm2 de diametro,

revestida com material plastico transparente. Como fonte de calor foi utilizada uma lampada
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de infravermelho 250W 220V E27 BR125 Philips, a qual foi posicionada no centro da
estrutura a uma altura 50 cm da base. A entrada e saida de ar foi realizada através da elevacéo
em 6 cm de ambos os lados da estrutura, a temperatura e umidade relativa do ar era registrada
utilizando um termo-higrémetro digital DT-250N com sensor externo (Figura 2).

Para avaliar os efeitos do estresse térmico em plantulas de arroz, inicialmente,
plantulas com até 4 folhas desenvolvidas das espécies de arroz O. sativa e O. australiensis
(Tabela 1) foram submetidas a tratamento térmico de 45 °C por 4h, 8h e 12h. Apos o
tratamento térmico, as plantas foram mantidas a 28 °C por 7 dias para recuperacdo. Para o
tratamento controle, foram utilizadas plantas mantidas a 28 °C. Foram realizadas
mensuracGes de comprimento foliar e radicular apés o periodo de recuperacdo. Para
avaliacdo do efeito causado pela exposicdo a alta temperatura em tempo prolongado, acessos
de O. australiensis e O. sativa foram selecionados. Além disso, um acesso da espécie O.
meridionalis foi acrescentado ao experimento. Plantulas com até 4 folhas desenvolvidas
foram expostas a temperatura de 45 °C por 3 dias (72 horas), sendo 12h/dia a 45 °C e
12h/escuro a 28 °C. Apds o tratamento, as plantas foram retiradas da incubadora e deixadas
para recuperacdo a 28 °C durante 7 dias. Como situacao controle, as plantas foram mantidas
a 28 °C por todo periodo de tempo. As variaveis fisioldgicas foram determinadas durante o
tratamento por calor e ap6s o periodo de recuperacdo. No final do experimento, as plantas
foram fotografadas e pesadas para massa fresca e seca.

Para construcao da biblioteca de RNA, plantas das espécies O. sativa (cv. NIPPO) e
O. australiensis (AUS1) foram submetidas ao tratamento por calor por tempo prolongado,
como descrito acima. Amostras de raiz e parte aérea (PA) foram coletadas ao final do 22 dia
de tratamento e do 32 dia de recuperacdo, congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a -80
°C em ultrafreezer. Foram coletadas também amostras de parte aérea ao final do 32 dia de
tratamento por calor e o0 seu controle equivalente, as quais foram mantidas em estufa durante

5 dias a 60 °C para secagem e obtencdo de matéria seca.



39

Tabela 2 — Genotipos e acessos das espécies do género Oryza utilizados para
experimentos por estresse por calor.

Espécie Cad. de identificagdo (IRGC)  Nome atribuido
O. australiensis 86526 AUS1
O. australiensis 86528 AUS7
0. australiensis 105264 AUS9
O. australiensis 105269 AUS10
0. australiensis 105270 AUS11
O. australiensis 105272 AUS12
0. australiensis 100882 AUS13
0. sativa N&o possui NIPPO
0. sativa 223336 SAT4

Cadigos de identificacdo (IRGC) sdo atribuidos pelo International Rice Research Institute (IRRI) aos
acessos/genotipos conforme sua espécie. Os IRGC podem ser consultados através do endereco eletronico
https://www.genesys-pgr.org/.

Figura 2 - Incubadora cilindrica montada para realizacdo do estresse por calor a 45
°C. Estrutura em funcionamento a temperatura de 45 °C utilizando como fonte de calor uma
lampada infravermelha. Plantas posicionadas nas laterais da estrutura para evitar a exposi¢ao
direta dos raios infravermelhos.
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3.4 Extracdo de RNA e Construcéo das Bibliotecas para 0 Sequenciamento de Transcriptoma
(RNA-seq)

A extragdo de RNA total das amostras foi realizada utilizando o método Trizol
(Invitrogen®) conforme descrito pelo fabricante, e quantificadas por Nanodrop® (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, EUA). O DNA contaminante foi retirado das amostras com
RQ1 DNase-free RNase® (Promega®), seguindo protocolo do fabricante. A eficiéncia do
tratamento com DNase e a integridade do RNA foi verificado por eletroforese. Quatro
replicatas bioldgicas foram agrupadas para gerar cada biblioteca. Um total de 24 bibliotecas
serdo construidas, sendo 12 bibliotecas relacionadas com amostras coletadas no 22 dia de
tratamento e seus controles e 12 bibliotecas para amostras coletadas no 32 dia de recuperagéo

e seus respectivos controles.

3.5 Variaveis Fisioldgicas
3.5.1 Crescimento e Peso de Massa Fresca e Seca

O crescimento foi determinado pela altura da planta, sendo obtida através da medicéo
da base da raiz até a ponta da folha bandeira. O crescimento foi expresso em centimetros e
foi realizado durante o tratamento por calor e ap0s os 7 dias de recuperacdo. Depois que as
plantas foram medidas, foi realizada a pesagem de massa fresca. Para obtencdo da massa
seca, as plantas foram expostas a temperatura de 60 °C durante 6 dias, e posteriormente foi

realizada a pesagem.

3.5.2 Variaveis fotossintéticas

As variaveis fotossintéticas foram avaliadas utilizando o sistema de trocas gasosas
por infravermelho (IRGA) modelo LI-6400 (LI-COR Inc., Lincoln, NE, Estados Unidos).
As mensuracOes foram realizadas com os seguintes parametros controlados pelo IRGA:
densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (PPFD) de 1000 pmol m s, concentragio de
CO2 de 400 ppm, temperatura de 40 °C, fluxo de ar de 500 pmol s e déficit de pressio de
vapor mantido entre 2.2 e 3.5 kPa. Folhas saudaveis totalmente expandidas foram anexadas

a cAmara do IRGA e os valores foram registrados apds estabilizagdo dos mesmos. As



41

medicBes foram realizadas durante o tratamento por calor e ao final do periodo de
recuperacdo, em horario entre 11:00 e 14:00.

3.5.3 Concentracg6es de Carboidratos solUveis totais e amido

As concentracdes de Carboidratos soluveis totais e amido foram avaliadas pelo
método colorimétrico de Dubois et al. (1956), para o qual utilizou-se a matéria seca de
plantas das espécies O. sativa (NIPPO) e O. australiensis (AUS1) coletadas ao final do 32

dia de tratamento por calor e seus respectivos controles.

3.6 Analises Estatisticas

As analises estatisticas e graficos foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism 8.0 (GraphPad Prism Software Inc., San Diego, CA, Estados Unidos). Os valores
obtidos para crescimento, peso de massa fresca e seca foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) Twoway com valor de P<0.05. Os resultados obtidos da concentragéo
de elementos minerais em gréos e folhas foram submetidos a verificagdo de outliers
utilizando o método de intervalo interquartil e analises de variancia (ANOVA) Oneway com
valor P<0.05 seguido por teste de Tukey. Resultados obtidos de analises de concentracdo de

carboidratos soluveis totais e amido foram submetidos ao teste t student com valor P<0.05.
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4 RESULTADOS

4.1 Concentracdo de elementos em folhas e gréos

Investigamos a variacao do perfil ionémico de acessos de O. australiensis e gendtipos
de O. sativa. Amostras de folha e semente foram submetidas a analise por ICP-MS para
determinar a concentracdo de 14 elementos. Os resultados obtidos mostram que a variagéo
depende tanto do elemento quanto do tecido da planta. Em folha, O. australiensis e O. sativa
possuem concentracdes similares dos macronutrientes potéssio (K), fésforo (P), magnésio
(Mg) e célcio (Ca) (Figuras 3a, b, c, d). Para o elemento enxofre (S), 0 acesso AUS4
apresenta maior concentracdo que os gendtipos de O. sativa (Figura 3e). Quando avaliado o
perfil iondbmico de grdos, ambas as espécies exibiram concentracdes semelhantes para S, K
e P (Figuras 4e, a, b). Os acessos AUS3, 10 e 11 possuem maior concentracdo de Ca (Figura
4d), e AUS3, 6, 7, 9, 10, 11, 12 e 13 de Mg (Figura 4c), quando comparado com O. sativa.

Entre os micronutrientes avaliados em folha, Fe, Zn, As, boro (B), manganés (Mn),
cobre (Cu) e Cd apresentam concentracdes semelhantes em ambas as espécies (Figuras 5a,
b, ¢, d, e, fe g). Para o elemento sodio (Na), AUS3 exibe maior concentracdo de Na que 0s
gendtipos de O. sativa (Figura 5h). Os acessos de O. australiensis apresentam baixa
concentracdo de molibdénio (Mo), o que parece ser uma caracteristica fixa na espécie
(Figura 5i). A concentragdo de micronutrientes em sementes dos acessos de O. australiensis
é maior para Fe, AUS1, 7, 10 e 13 (Figura 6a); Zn, AUSL1, 3, 6, 7, 10 e 11 (Figura 6b); B,
todos acessos com excecdo de AUS1 (Figura 6d); Na, AUS6, 7, 10, 11 e 13 (Figura 6h); Mn,
AUSG, 10 e 11 (Figura 6e); Mo, AUS1 (Figura 6i); e Cd, AUS10, 11 e 13 (Figura 6g), em
comparacao com os gendtipos de O sativa. Para os elementos As e Cu ndo houve diferenca
entre as espécies (Figuras 6c, f).

Entre os acessos de O. australiensis, as sementes de AUS1 exibem concentragdes
elevadas de elementos como Fe e Zn, sendo 78% e 87% superiores quando comparados com
a especie O. sativa. Baixas concentracGes de Cd também sdo evidenciadas, onde AUS1
apresenta 34% menos que em O. sativa e valores similares para As, dados que favorecem a

escolha para estudos posteriores para biofortificacdo de espécies cultivaveis.
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Figura 3 - Concentracdo de macroelementos em folhas de acessos de O. australiensis e
genotipos de O. sativa. Concentragfes dos macroelementos K (a), P (b), Mg (c), Ca(d) e S
(e) sdo expressos em ppm. Os acessos de O. australiensis sdo representados em vermelho,
enguanto acessos de O. sativa sdo representados em azul. Os dados foram conduzidos em 5
réplicas bioldgicas por acesso e genotipo. As comparagdes entre os dados foram realizadas
utilizando a analise estatisticas de ANOVA Oneway com valor P<0.05 seguido por teste de
Tukey. Graficos representado por barras utilizando erro padrdo médio, as diferencas entre as
médias dos acessos sdo representadas por letras, onde letras iguais ndo apresentam diferencas
estatisticas.
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Figura 4 - Concentracao de macroelementos em sementes de acessos de O. australiensis
e gendtipos de O. sativa. Concentragdes dos macroelementos K (a), P (b), Mg (c), Ca (d) e
S (e) s@o expressos em ppm. Os acessos de O. australiensis sdo representados em laranja,
enguanto acessos de O. sativa sdo representados em azul. Os dados foram conduzidos em 5
réplicas bioldgicas o qual foram analisadas 10 sementes por acesso e gendtipo. As
comparagOes entre os dados foram realizadas utilizando a analise estatisticas de ANOVA
Oneway com valor P<0.05 seguido por teste de Tukey. Graficos representado por barras
utilizando erro padrdo médio, as diferencgas entre as médias dos acessos sdo representadas
por letras, onde letras iguais ndo apresentam diferencas estatisticas.
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Figura 5 - Concentragdo de microelementos em folhas de acessos de O. australiensis e
genotipos de O. sativa. Concentra¢fes dos microelementos Fe (a), Zn (b), As (c), B (d), Mn
(e), Cu (), Cd (g), Na (h) e Mo (i) sdo expressos em ppm. Os acessos de O. australiensis sao
representados em laranja, enquanto acessos de O. sativa sdo representados em azul. Os dados
foram conduzidos em 5 réplicas bioldgicas por acesso e gendtipo. As comparagdes entre 0s
dados foram realizadas utilizando a analise estatisticas de ANOVA Oneway com valor
P<0.05 seguido por teste de Tukey. Gréficos representado por barras utilizando erro padrao
médio, as diferencas entre as médias dos acessos sdo representadas por letras, onde letras
iguais ndo apresentam diferencas estatisticas.
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Figura 6 - Concentracdo de microelementos em sementes de acessos de O. australiensis
e gendtipos de O. sativa. Concentragdes dos microelementos Fe (a), Zn (b), As (c), B (d),
Mn (e), Cu (), Cd (g), Na (h) e Mo (i) sdo expressos em ppm. Os acessos de O. australiensis
sdo representados em laranja, enquanto acessos de O. sativa sdo representados em azul. Os
dados foram conduzidos em 5 réplicas bioldgicas o qual foram analisadas 10 sementes por
acesso e genotipo. As comparacgdes entre os dados foram realizadas utilizando a analise
estatisticas de ANOVA Oneway com valor P<0.05 seguido por teste de Tukey. Graficos
representado por barras utilizando erro padrdo médio, as diferencas entre as médias dos
acessos sdo representadas por letras, onde letras iguais ndo apresentam diferencas

estatisticas.
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4.2 Experimentos de estresse por calor em espécies do género Oryza

4.2.1 Crescimento de acessos e gendtipos sob estresse por calor

Inicialmente, realizamos um experimento piloto com sete acessos de O. australiensis
e dois genotipos de O. sativa para verificar 0os acessos mais promissores sob condicfes de
estresse por calor. As plantas no estagio de trés folhas expandidas foram expostas a
temperatura de 45 °C por 4, 8 e 12 horas. Apds o tratamento de alta temperatura, as plantas
foram mantidas na temperatura de 28 °C durante sete dias para recuperacdo. Apds esse
periodo, foram realizadas as medi¢Ges do comprimento de parte aérea (Figura 7). Os acessos
submetidos aos tratamentos por calor exibiram crescimentos diferentes quando comparados
entre si. Contudo, quando comparados 0s tratamentos dentro de cada acesso ndo se obteve
diferenca estatistica (Figura 7). Com base no nimero de sementes disponivel para realizacdo
de novos experimentos, na maior concentracdo de Fe e Zn nas sementes, e na tendéncia,
mais uniforme, de maior comprimento de parte aérea apresentada por AUS1 e AUS7, quando

expostas aos tratamentos por calor, escolhemos estes dois acessos para continuar os estudos.

] Controle [ 4horas [0 % horas B 12 horas
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Figura 7 - Medidas de comprimento de planta de acessos de O. australiensis e genotipos
de O. sativa, ap6s os 7 dias de recuperacdo. Cores diferentes representam os tempos de
exposicdo ao estresse por calor, sendo plantas mantidas em situacdo controle em azul e
plantas submetidas ao estresse em tonalidades de vermelho. Grafico representando em barras
com erro padrdo medio. Os valores sdo as médias e erro padrdo medio de 4 réplicas
bioldgicas. Dados submetidos ao teste de ANOVA twoway.

Posteriormente, plantas no estagio de trés folhas expandidas de O. australiensis
(AUS1 e AUSY), O. sativa (NIPPO) e O. meridionalis (MER1) foram expostas ao estresse
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por calor sob fotoperiodo de 12h/dia a 45 °C e 12h/noite a 28 °C pelo periodo de 72 horas
(3 dias). Foi acrescentado o acesso MER1 devido a relatos na literatura como sendo uma
espeécie termotolerante e endémica da Australia (Scafaro et al., 2010). Apos o tratamento, as
plantas foram mantidas a 28 °C durante sete dias para recuperacao. As coletas de dados do
comprimento de parte aérea foram realizadas durante o periodo de estresse, ao final de cada
dia, e ao final dos 7 dias de recuperacdo. Durante o tratamento, as plantas ndo apresentaram
grande variacdes no crescimento (Figura 8b). Apds os 7 dias de recuperacéo, foi possivel
visualizar que os acessos de AUS1 e AUS7 foram capazes de seguir crescendo, ao passo que
MER1 e NIPPO nédo (Figuras 8a-c). Quando comparados com as plantas em situacéo
controle, podemos verificar que a parte aérea dos acessos de NIPPO e MERL1 apresentaram
uma diminuicdo significativa no seu crescimento, enquanto os acessos de AUS1 e AUS7

ndo apresentaram diferencas significativa (Figura 8c).
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Figura 8 - Representacdo do experimento conduzido em alta temperatura. (a) Plantas
mantidas a 28 °C e plantas submetidas ao estresse por calor de 45 °C sob fotoperiodo de
12h/dia a 45 °C e 12h/noite a 28 °C pelo periodo de 72 horas (3 dias) ap6s os 7 dias de
recuperacgéo; (b) Representacdo do desenvolvimento das plantas durante o experimento de
alta temperatura; (c) comparacdo entre as plantas utilizadas no experimento de alta
temperatura com as plantas mantidas a 28 °C apds 7 dias de recuperacdo. Graficos de médias
em barras utilizando erro padrdo médio de 4 réplicas bioldgicas. Os Dados foram submetidos
a analise estatistica ANOVA Twoway, os asteriscos indicam significancia em um valor de
P<0,05.
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4.2.2 Parametros fotossintéticos

Os resultados obtidos das mensuracfes dos parametros de fotossintese durante o
experimento de estresse por alta temperatura (Figura 9) permitiram observar que nas
primeiras 12h de estresse, 0s acessos de NIPPO e MER1 apresentaram variagOes em sua taxa
de assimilacdo de CO, enquanto o acesso de AUS1 se manteve constante e AUS7
apresentou aumento. Conforme o decorrer do experimento, AUS7 apresentou um aumento
constante da sua taxa de assimilacdo de CO., AUS1 permaneceu constante enquanto NIPPO
e MER1 apresentaram diminuicGes e aumento durante o estresse (Figura 9a). Quanto a
condutancia estomatica, AUS7 apresentou um aumento constante e AUS1 obteve um
aumento ap6s 12h e apds permaneceu constante até o final do estresse. Similarmente, NIPPO
e MER1 obtiveram uma variagdo em resposta ao estresse, ocorrendo um aumento na resposta
e posteriormente um declinio para NIPPO, e uma reducdo e aumento para MER1até o final
do tratamento (Figura 9b). A transpiracdo manteve-se constante para NIPPO e MERL, os
quais exibiram um aumento progressivo até o periodo de 48 horas, onde posteriormente,
MER1 apresentou um declinio e NIPPO manteve-se constante. AUS1 apresentou um
aumento até 24 horas e apds manteve-se constante, enquanto AUS7 apresentou um aumento
constante (Figura 9c). A concentragdo interna de CO foi semelhante entre 0s acessos e
genotipos, com excecdo de AUS7 que ndo apresentou um aumento inicial semelhante aos
demais (Figura 9d). Ao avaliar a eficiéncia do uso de agua, AUS7 permaneceu constante
enquanto AUS1, NIPPO e MER1 apresentaram declinios e aumentos ao longo do
tratamento. AUS1 apresentou uma reducdo durante 24 horas de estresse e ap0s sua resposta
permaneceu constante (Figura 9e). Quando verificados os parametros fotossintéticos apds os
7 dias de recuperacdo, ndo foi observada diferencas significativas entre os acessos e
gendtipos submetidos ao estresse por calor com 0s acessos e genotipos mantidos em situacéo
controle (Figura 10).

Adicionalmente, foram realizados ensaios para verificar a resposta dos parametros
fotossintéticos sob uma temperatura de 40 °C durante 1 hora, utilizando folhas de plantas
crescidas durante 25 dias e mantidas a temperatura de 28 °C (Figura 11). Devido ao tempo
que 0 equipamento necessita para chegar a temperatura desejada e parametros ajustados,
foram utilizados os dados correspondentes a 10 minutos posteriores ao inicio do estresse.

Como resultados, 0s acessos e gendtipos apresentaram pouca variagdo em sua resposta de
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assimilacdo de CO- (Figura 11a). Para transpiracdo, 0s acessos e genotipos apresentam um
aumento quando submetidos ao estresse por calor (Figura 11b). Quando avaliada a
condutancia estomatica, AUS7 apresenta um aumento seguido de uma reducdo, mantendo-
se similara MER1. AUS1 e NIPPO apresentaram respostas semelhantes em sua condutancia
sob estresse por calor (Figura 11c). A temperatura foliar, quando avaliada ap6s a exposi¢éo
a temperatura alta, foi semelhante entre os acessos e gendtipos, com excecdo de MER1 cuja
temperatura foliar foi menor (Figura 11d). O parametro de uso eficiente de agua foi
semelhante entre os acessos e gendtipos, porém menor quando avaliado em AUS7 em

relacdo aos demais (Figura 11e).
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Figura 9 - Parametros fotossintéticos avaliados durante o experimento de estresse por
calor (45°C) por 72 horas (3 dias). (a) Assimilacdo de CO>; (b) condutancia estomatica;
(c) Transpiracdo; (d) Concentracédo interna de CO»; (e) eficiéncia do uso de agua; (h). Foi
avaliado o genotipo de O. sativa (NIPPO) e os acessos de O. meridionalis (MERL1) e dois de
O. australiensis (AUS1 e AUS7) durante o estresse por calor (45 °C), com umidade relativa
de 25-35%, intensidade luminosa de 180 pmol fétons m2 s e fotoperiodo 12/dia a 45 °C e
12h/noite a 28 °C. Graficos em linhas exibindo erro padrdo médio.
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Figura 10 - Parametros fotossintéticos avaliados apés a recuperacéo de 7 dias. Foram
utilizados para comparagdes 0s acessos e gendtipos mantidos em condigdo controle com os
que foram submetidos ao estresse por calor de 45 °C apds os 7 dias de recuperacdo a
temperatura de 28 °C. (a) Assimilacdo de CO; (b) Condutancia estomaética; (c)
Concentracdo de CO: intracelular; (d) Transpiracédo; (e) Eficiéncia do uso de agua; (h). O
genotipo de O. sativa (NIPPO) e acesso de O. meridionalis (MER1) e dois de O.
australiensis (AUS1 e AUS7) foram submetidos ao estresse por calor (45 °C) e ap0s 7 dias
de recuperacgdo foram comparados com plantas mantidas a 28 °C, umidade relativa de 60-
80%, intensidade luminosa de 180 pumol fétons m2 st e fotoperiodo 12/12h dia/noite a 28
°C. Graficos de médias em barras utilizando erro padrdo médio de 4 réplicas bioldgicas.
Dados foram submetidos a analise estatistica ANOVA Twoway, 0s asteriscos indicam
significancia em um valor de P<0,05.
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Figura 11 - Parametros fotossintéticos obtidos durante 1h a temperatura de 40 °C.
Foram utilizados acessos e gendtipos crescidos e mantidos sob temperatura de 28 °C. (a)
Assimilagdo de CO»; (b) condutancia estomatica; (c) eficiéncia do uso de agua; (d)
temperatura foliar; (e) transpiracdo. Foram utilizadas folhas de acessos de O. meridionalis
(MER1) e de O. australiensis (AUS1 e AUS7) e gendtipos de O. sativa (NIPPO). Divisdo
em linhas pontilhadas vermelhas representam o periodo de 10 min (600s) para estabilizacdo
e normalizacdo dos pardmetros do equipamento. Dados foram mensurados a cada 10
segundos, folhas foram expostas a intensidade luminosa de 1000 pmol fotons m2.s2.
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4.2.3 Extracdo de RNA e Construcéo das Bibliotecas para RNAseq

Com base nos resultados e parametros analisados, selecionamos o acesso AUS1 de
O. australiensis e 0 genétipo NIPPO de O. sativa para estudos de transcriptdmica. Onde o
experimento foi realizado durante 3 dias (72 horas) com fotoperiodo de 12h/dia a 45 °C e
12h/noite a 28 °C. Folhas de AUS1 e NIPPO foram coletadas ao final do segundo dia de
estresse por calor e ao final do terceiro dia de recuperagdo, como controle foram coletadas
folhas de AUS1 e NIPPO crescidas e mantidas em situacdo controle. Resultando em 12
bibliotecas para AUS1 em situacdo controle e tratamento, e 12 bibliotecas para NIPPO em
situacdo controle e tratamento, resultando assim em 24 bibliotecas. As amostras foram
utilizadas para extracdo de RNA (Figura 12) e encaminhadas para sequenciamento (em

processamento).

M 123456 7 89101112

ST TR nnrruunnnnu.
: ) " ;

12131323130 4000

Figura 12 - Eletroforese das amostras de RNA de plantas coletadas ao final do segundo
dia de tratamento a 45 °C e ao terceiro dia de recuperacdo a 28 °C. Em vermelho, plantas
coletadas ao final do segundo dia de tratamento, colunas 1-6 representam controle e
tratamento para O. australiensis, 7 a 12 controle e tratamento para O. sativa. Em branco,
plantas coletadas ao final do terceiro dia de recuperacédo, colunas 1-6 representam controle
e tratamento para O. australiensis, 7 a 12 controle e tratamento para O. sativa. M (azul),
representa marcador de 100pb.
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4.2.4 Concentragdes de amido e carboidratos solUveis totais e peso de massa fresca e

Seca

Ao final do experimento por estresse por calor, o qual foi realizado para coleta de
material para analises de transcriptoma, foram realizadas mensuracfes do peso de massa
fresca (PMF) e peso de massa seca (PMS) utilizando plantas mantidas 7 dias apds o periodo
de recuperacdo. Os resultados obtidos mostraram que AUS1 acumula mais massa, ou seja,
cresce mais, quando submetido ao estresse por calor quando comparado ao seu controle
(Figuras 13a-b). Para analises de carboidratos sollveis totais, ndo houve diferenca na
concentracéo entre plantas de AUS1 e NIPPO submetidos a estresse por calor com aqueles
mantidos como controle (Figura 14a). Para amido, houve uma reducgéo para AUS1 e NIPPO
expostos ao estresse em comparagdo com plantas mantidas em situacdo controle, sendo essa

reducdo mais evidenciada em NIPPO (Figura 14b).
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Figura 13 - Comparacao entre os pesos de matéria fresca e seca de plantas expostas ao
estresse por calor ap6s a recuperacdo de 7 dias a 28 °C. Plantas mantidas em situacdo
controle foram comparadas com plantas expostas ao estresse por calor sob fotoperiodo de
12h/dia a 45 °C e 12h/noite a 28 °C pelo periodo de 72 horas (3 dias) e mantidas 7 dias de
recuperacdo. (a) Matéria fresca; (b) Matéria seca. Graficos em barras representados por erro
padrdao médio. Graficos de médias em barras utilizando erro padrdo médio de 4 réplicas
bioldgicas. Dados foram submetidos a andlise estatistica ANOVA Twoway, 0s asteriscos
indicam significancia em um valor de P<0,05.
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Figura 14 - Concentracdo de carboidratos solUveis totais e amido em folhas dos acessos
coletados ao final do terceiro dia (72h) de tratamento por calor. Concentracdes
mensuradas utilizando matéria seca de plantas submetidos ao estresse por calor e mantidas
em condicdo controle. (a) Concentracdo de carboidratos soluveis totais de plantas mantidas
a temperatura de 28 °C comparadas com plantas tratadas sob alta temperatura de 45 °C; (b)
Concentracdo de amido em plantas mantidas a temperatura de 28°C comparadas com plantas
tratadas sob alta temperatura de 45 °C. Graficos de médias em barras utilizando erro padréo
médio. Dados submetidos analises por teste t, 0s asteriscos representam significancia entre
0s tratamentos a um valor P<0.05(*) e P<0.01 (**).
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5 DISCUSSAO

O ionoma ¢ definido como o nutriente mineral e a composi¢do dos tragos de
elementos em um organismo, representando o componente inorganico dos sistemas celulares
e organicos (Salt et al., 2008). Este conceito foi proposto a ha mais de 10 anos (Lahner et
al., 2003), desde entdo progressos foram feitos no campo da iondémica em que o perfil de
elementos é combinado com a genética visando a identificagdo de genes responsaveis pelo
controle do ionoma (Huang and Salt, 2016).

Neste trabalho, folhas de acessos de O. australiensis e de gendtipos de O. sativa
apresentaram concentragdes similares para macronutrientes como K, P, Mg e Ca (Figuras
3a, b, ¢ e d). Estes resultados sugerem que ambas as espécies compartilham mecanismos de
captacdo e translocacdo semelhantes para esses elementos. Normalmente, o0s
macronutrientes sao absorvidos pelas raizes das plantas da solucédo do solo na forma i6nica,
como os metais Ca?*, Mg?* e K* presentes como cations livres, P e S como seus oxianions
fosfato (PO4) e sulfato (SO4%), e N como nitrato aniénico (NOs") ou cation amoénio (NH4*")
(Maathuis 2009). As raizes de arroz possuem duas faixas de Caspary, na exoderme e
endoderme. Elas funcionam como uma barreira para o fluxo apoplastico de dgua e elementos
entre as camadas celulares (Enstone et al., 2002; Sasaki et al., 2016). A eficiéncia de
translocacdo de nutrientes da raiz para parte aérea é determinada pela mobilidade no floema
e transporte no xilema. Elementos como Mg, P e K geralmente apresentam alta mobilidade
no floema, enquanto Ca é dependente da transferéncia pelo xilema (Du et al., 2020).

Em relacdo ao elemento S, foi observado que folhas do acesso AUS4 apresentam
maiores concentracdes quando comparados com os gendtipos de O. sativa (Figura 2e). Em
plantas, o0 S é absorvido na forma de sulfato (SO4*) por membros da familia de
transportadores SULTR. Existem ao menos 12 membros dessa familia em Arabidopsis
(Takahashi et al., 2012a), os quais SULTR1;1 e SULTR1;2 s&o expressos na epiderme e
cortex radicular e envolvidos diretamente na absorgdo do SO4> (Shibagaki et al., 2002). Um
estudo realizado com diferentes acessos de Arabidospsis thaliana identificou duas variantes
da enzima Adenosina 5’-fosfosulfato redutase 2 (APR2) com uma forte diminuicdo da
capacidade catalitica. APR2 é uma enzima-chave na reducgdo de sulfato, e sua atividade
reduzida leva a uma diminuicao do fluxo de enxofre do sulfato para os compostos de enxofre

reduzidos, cisteina e glutationa, e para as proteinas, concomitante com um aumento no
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acumulo de sulfato nas folhas (Chao et al., 2014). Contudo, o mecanismo de captacdo e
distribuicdo de S em O. sativa e O. australiensis ainda ndo foram elucidados.

Avaliando os micronutrientes em folha, foi encontrado maiores niveis de Na em
AUS3 quando comparado com os genotipos de O. sativa (Figura 5h). O sodio constitui o
sexto elemento mais abundante na terra, e os sais de s6dio dominam muitos solos salinos do
mundo (Wu, 2018). Para as plantas, o ion sédio (Na*) pode ser prejudicial, enquanto o ion
potassio (K™) é essencial para reduzir a absorcdo de Na* (Wang and Huang, 2017). Muitos
transportadores como os membros das familias HAK/KUP/KT, HKT e LCT, desempenham
papéis importantes na captacao e translocacdo de K e Na em plantas (Wu et al., 2009; Munns
and Tester, 2008). Transportadores e canais de ions no tonoplasto desempenham um papel
crucial na tolerancia a salinidade nas plantas. Esse processo ocorre pelo sequestro de ions
em excesso no citoplasma para os vacuolos (Ganie et al., 2019). Para o elemento Mo, 0s
acessos apresentaram baixas concentragGes quando comparados com genétipos de O. sativa
(Figura 5i). Estudos realizados utilizando populac6es naturais de Arabidopsis identificaram
uma delecdo na regido promotora de um gene transportador de Mo (MOT1) localizado em
mitocondrias. Essa delecdo causava uma reducdo nos niveis de expressao do gene MOT1
fazendo com que a planta acumulasse menos Mo em folhas (Baxter et al., 2008). Entretanto,
na espécie O. australiensis ainda ndo foi relato possiveis genes ou vias metabdlicas
envolvidas no transporte ou acimulo de Mo em folhas ou raiz.

Em sementes, a distribuicdo de elementos minerais é mediada por transportadores
localizados nos nés em gramineas. Em arroz os nos apresentam sistemas vasculares
formados principalmente por feixes vasculares aumentados (FVA) e difusos (FVD). A
transferéncia intervascular de elementos minerais dos feixes FVA para 0s FVD € necessario
para distribuicdo dos elementos para os demais tecidos em desenvolvimento e paniculas
(Huang et al., 2020b). Quando avaliado o conteldo de macronutrientes em sementes,
observamos que a concentracdo de S, K e P apresentaram semelhancas entre as espécies
(Figuras 4e, a, b). Contudo quando verificado Ca, os acessos AUS3, 10 e 11 apresentaram
concentragfes superiores aos genotipos de O. sativa (Figura 4d). O célcio € um nutriente
mineral essencial que atua como mensageiro secundario fundamental nas células vegetais
(White and Broadley, 2003). Em relagdo ao Mg, grande parte dos acessos de O. australiensis
apresentaram valores superiores aos genotipos de O. sativa (Figura 4c), o que sugere ser uma

caracteristica da espécie. Mg é um macronutriente essencial para o crescimento das plantas,
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que funciona ndo apenas como um dos constituintes da clorofila, mas também como ativador
de muitas enzimas (Chen and Ma, 2013). Contudo, ainda ndo foram identificados
transportadores envolvidos nos processos de transporte e distribuicdo de Ca e Mg em nos de
arroz.

Quando avaliados os micronutrientes em sementes, observamos concentracfes
superiores para os elementos Fe, Zn, B, Na, Mn, Mo e Cd em alguns acessos de O.
australiensis quando comparados com os genétipos de O. sativa (Figuras 6a, b, d, h, e, i, g).
Interessantemente, 0 acesso AUS1 apresenta apenas aumento nas concentracdes de Fe e Zn
(Figuras 6a, b). O Fe € um micronutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento
da planta. Em plantas, a capacidade de alterar o estado redox de Fe?* para Fe** permite que
0 elemento atue em reacGes de transferéncia de elétrons tanto na fotossintese, como na
respiracdo. Além de atuar como cofator de enzimas envolvidas na fixacdo de nitrogénio,
biossintese de clorofila e sintese de DNA (Yokosho et al., 2016). Em arroz, as raizes
absorvem Fe na forma de Fe?* e Fe3*, as quais dependem das condicdes de crescimento da
planta. Em condices de alagamento, ele é disponivel na forma reduzida Fe?* em altas
concentracgdes, sendo captado através de OsIRT1 e OsIRT2 (Wang et al., 2020). Em solo, o
Fe € encontrado na forma Fe3*. Para captar Fe*" as raizes secretam acido 2-desoximuginéico
(DMA) com a funcdo de quelacdo, e o complexo é absorvido através do transportador
OsYSL15 (Wairich et al., 2019; Huang et al., 2020). Em seguida, uma parte do Fe é
sequestrada para os vacuolos através dos transportadores OsVIT1 e OsVIT2 (Zhang et al.,
2012), enquanto a outra porcao é transportada pelo xilema por transportadores ainda nao
identificados, mas semelhantes a OsFRDL1, o qual é um transportador de efluxo de citrato
necessario na translocacdo eficiente de Fe da raiz para a parte aérea. Transportadores
envolvidos na transferéncia intervascular de Fe ainda ndo foram identificados, mas
OsFRDL1 esta envolvido na distribuicdo de Fe para as paniculas pela liberacdo de citrato
para solubilizacdo de Fe depositado no apoplasto das células de parénquima do né (Yokosho
et al., 2016). Adicionalmente, dois membros YSL (OsYSL2 e OsYSL9) estdo envolvidos no
carregamento e distribuicdo de Fe ao longo do desenvolvimento de grdos (Senoura et al.,
2017). Foi demostrado em estudos realizados por Wairich et al. (2019) que raizes da espécie
O. australiensis quando em situacdo de privacdo de Fe, induzem genes relacionados a
captacdo e transporte de Fe YSL15, IRO2 e NRAMP1. Contudo ndo foi evidenciada a

expressdo de OsIRT1 tanto em situacdo controle quanto em deficiéncia de Fe, o que sugere
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que a espécie ndo utiliza deste meio para captacdo. Sendo assim, estudos mais aprofundados
serdo necessarios para elucidar melhor os mecanismos envolvidos na captacao e homeostase
de Fe em O. australiensis.

O zinco (Zn) desempenha um papel fundamental nas plantas como cofator
enziméatico e componente estrutural de proteinas (Sasaki et al., 2016). Sua captacdo €
mediada por OsZIP9 e OsZIP1. OsZIP9 encontra-se na exoderme e endoderme das raizes de
arroz, o qual é responsavel pela captacdo inicial no solo (Huang et al., 2020a), enquanto
OsZIP1 ¢ expresso na epiderme e tecidos vasculares de raizes e folhas (Sasaki et al., 2015).
O sequestro para os vactolos radiculares é mediado por OsHMAS3 (Cai et al., 2019),
enquanto sua translocacdo da raiz para parte aérea € mediada por OsHMAZ2 (Takahashi et
al., 2012b). A distribuicdo nos graos é realizada por OsZIP3 e OsHMAZ2, localizados nos
nos. OsZIP3 ¢ localizado nas células de transferéncia do xilema em FVA (Sasaki et al.,
2015), enquanto OsHMAZ2 ¢ localizado na regido do floema de FVA e FVD (Yamaji et al.,
2013). OsZIP4 também localizado nos nds, estd envolvido com o transporte de Zn para o
floema de FVD para subsequente distribuicdo aos tecidos em desenvolvimento (Mu et al.
2020). Adicionalmente, O. australiensis ndo teve os mecanismos de captacdo e distribuicao
de Zn caracterizados. Contudo, foi evidenciado que a espécie O. meridionalis, também
endémica da Austrélia, apresenta concentracdes superiores de Zn nos grdos quando
comparada com O. sativa (Ishikawa et al., 2017).

Foi observado que AUS1 apresenta baixas concentracdes de Cd em seus grdos
qguando comparada com os demais acessos de O. australiensis. Essa baixa concentracdo foi
similar a concentragdo evidenciada em gendtipos de O.sativa, com exce¢do do genétipo
NIPPO que apresentou valores maiores. O Cd é um dos metais pesados mais toxicos e causa
sérios problemas a satde humana (Uraguchi et al., 2011). A meia vida de Cd no corpo €
estimada em aproximadamente 30 anos, o que leva a toxidade crénica. O acumulo de Cd nos
graos de arroz se tornou uma ameaca crescente para agricultura, principalmente na Asia onde
0 arroz € uma das principais fontes de alimentos para a populacdo (Takahashi et al., 2011).
A captacdo de Cd é mediada por OsNrampl e OsNramp5, que se encontram na exoderme e
endoderme radicular de arroz, sendo responsaveis pela captacdo e absorcdo do solo
(Takahashi et al., 2011; Sasaki et al., 2012). O sequestro para 0 vacuolo é mediado por
OsHMAZ3, enquanto sua translocacgéo para o xilema é mediada por OsHMAZ2 (Takahashi et

al., 2012b). Na exoderme da raiz e em células do parénquima do xilema, a expressao de
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CALL1 auxilia no transporte de Cd através dos vasos do xilema (Lou et al., 2018). A
distribuicdo para os gréos, ¢ mediada pelo OsLCT1 localizado nos nés (Uraguchi et al.,
2011). Para a espécie O. australiensis, ndo foi relatado até 0 momento 0s mecanismos ou
genes envolvidos no transporte e captacao de Cd.

O estresse por calor é usualmente definido como a elevacdo da temperatura em niveis
acima do 6timo, e com duracdo suficiente para causar danos irreversiveis ao crescimento e
desenvolvimento da planta (Hall and Hall, 2018). Em estudos iniciais, identificamos que
quando submetidos ao estresse por calor, tanto os acessos de O. australiensis quanto 0s
genotipos de O. sativa exibem diferentes respostas, apresentando crescimento superior,
inferior ou similar quando comparadas com seus respectivos controles. A sensibilidade da
planta ao estresse pode variar entre diferentes espécies e, algumas vezes, até mesmo dentro
de uma mesma espécie em diferentes estagios de desenvolvimento (Ro6th et al., 2016).
Dentre os acessos de O.australiensis, AUS1 e AUS7 apresentaram maior crescimento e
uniformidade em suas respostas ao estresse, se diferenciando de outros acessos (Figura 7).
Além disso, em estudos do perfil iondmico, os acessos AUS1 e AUS7 apresentaram elevadas
concentracdes de Fe e Zn em seus graos (Figuras 6a, b), caracteristicas desejaveis em
programas de biofortificagdo, favorecendo assim a escolha dos acessos para estudos
posteriores.

Ao longo dos préximos anos é esperado um aumento na temperatura global. Projeta-
se que eventos como ondas de calor ou eventos de temperaturas extremas tornem-se mais
frequentes e intensos (Ahmed et al., 2019). Esses eventos poderdo ocorrer em periodos
curtos, podendo ser de dias ou até semanas, 0s quais podem apresentar um aumento na
temperatura de até 5 °C acima das condi¢fes normais (Ahmed et al., 2019). Levando em
consideracdo o periodo de exposicdo, duracdo e impactos relacionados ao cultivo e
adaptacdo de culturas frente ao estresse por calor, realizamos o experimento de alta
temperatura por um periodo prolongado em O. sativa cv. Nipponbare, nos acessos AUS1 e
AUS7 de O. australiensis, e MER1 de O. meridionalis. Apds o periodo de recuperacao,
plantas NIPPO e MER1 submetidas ao estresse por calor de 45 °C apresentaram uma reducao
no crescimento quando comparadas com plantas mantidas em situacdo controle (Figuras 8a,
¢). Quando avaliados os acessos de O. australiensis (AUS1 e AUS7), essa reducéo de parte
aérea ndo foi observada (Figuras 8a, c).
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A reducéo no crescimento foliar em O. sativa e O. meridionalis submetidas a alta
temperatura ja foi descrito na literatura (Scafaro et al., 2010; Scafaro et al., 2016). Quando
submetidas a temperatura de 45 °C por 24h, ocorre uma diminui¢do no comprimento da parte
aérea de 91% em O. sativa e 47% em O. meridionalis, ambas em relacao as plantas mantidas
a 28 °C (Scafaro et al., 2010). A diferenca entre as espécies foi atribuida ao menor impacto
sofrido no aparato fotossintético em O. meridionalis durante o estresse por calor. Foi
demonstrado que O. meridionalis sofre uma regulagido positiva da isoforma o da Rubisco
ativase (RCA) e de varias enzimas relacionadas ao ciclo de Calvin (Scafaro et al., 2010). Da
mesma maneira, a manutencao do crescimento de O. australiensis foi correlacionado com a
capacidade de sua RCA manter o estado de ativacdo estavel sob estresse por calor (Scafaro
etal., 2016).

Quando avaliados os parametros fotossintéticos, observamos que as taxas de
assimilacdo de CO, eram menores em acessos de O. australiensis quando comparados com
NIPPO e MER1 sob temperatura de 28 °C (Figura 9a), resultados que também sdo
evidenciados por Scafaro et al. (2016). Quando verificados durante o estresse por calor,
observamos que AUS1 consegue manter a assimilacdo de CO, estdvel enquanto esse
parametro parece aumentar em AUS7, o que provavelmente contribui para a melhor
aclimatacgdo deste acesso. Sob estresse, NIPPO e MERL1 exibem efeitos negativos e maiores
variacdes nas respostas ap6s 24h quando comparadas aos acessos de O. australiensis (Figura
9a), corroborando a ideia de que esta € uma resposta diretamente envolvida com o processo
de aclimatacdo das plantas. Considerando a condutancia estomatica, AUS1 apresentou
valores menores quando comparado com outros acessos e genoétipos, contudo apresentou
maior estabilidade, enquanto AUS7 apresentou um aumento constante em suas taxas (Figura
9b). Esse aumento de forma mais intensa em AUS7, quando comparado aos demais acessos
e geno6tipos podem estar relacionados a capacidade de manter suas condicdes fotossintéticas
mais estaveis, favorecendo a aclimatacao a condicGes de temperaturas mais elevadas.

A eficiéncia do uso de agua foi menor para os acessos de O. australiensis (Figura
9e), 0 que sugere que as plantas ndo possuem um mecanismo de economia e preservagéo do
status hidrico. Sendo possivel que tais respostas estejam associadas as condicdes de plena
disponibilidade de &gua, uma vez que os experimentos foram realizados em hidroponia,
conforme evidenciado também por Scafaro et al. (2016). Em geral, os resultados com base

nos parametros fotossintéticos obtidos e medicGes de parte aérea ndo sugerem que MER1
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seja termotolerante. Contudo, novos experimentos com outros acessos desta espécie seriam
necessarios para testar esta hipotese.

A observacdo de que acessos de O. australiensis aparentemente apresentam uma
resposta mais estavel, durante o estresse por calor prologando e sob curtos periodos de tempo
de exposicao pode representar uma estratégia de termotolerancia interessante durante picos
de ondas de calor, cada vez mais frequentes em decorréncia das mudancas climéticas. Essa
estabilidade na assimilagdo de CO> em O. australiensis & atribuida a capacidade de
manutencdo do estado ativo da Rubisco activase (RCA), apresentando 19 alteracGes de
aminoacidos quando comparada com a RCA de O. sativa (Scafaro et al., 2016). Essas
mudancgas estruturais presentes nos dominios terminais C e N proporcionam uma reducéo na
flexibilidade conformacional da estrutura, reduzindo a ativacao sob diferentes regimes de
temperatura, melhorando a estabilidade térmica e a0 mesmo tempo reduzindo sua atividade
especifica, quando comparada com RCA de O. sativa (Scafaro et al., 2016; Scafaro et al.,
2018). Em muitas espécies, incluindo arroz, ha um unico gene RCA funcional que codifica
duas isoformas de proteina com base no splicing alternativo do pré-mRNA em uma isoforma
a maior ¢ uma isoforma  menor (Nagarajan and Gill, 2018). Acredita-se que a regulacdo na
expressdo destas duas isoformas esteja envolvida com o nivel de ativacdo do ciclo de Calvin
em condicBes de alta temperatura, uma vez que apresentam regulacdo redox e niveis de
expresséo distintos nestas condigdes. Em O. australiensis, Scafaro et al. (2016) observou
um aumento na razao da isoforma o em detrimento da isoforma B da RCA sob estresse por
calor, sugerindo que este poderia ser um mecanismo para regular o ciclo de Calvin em
resposta as mudancas redox relacionadas a danos do fotossistema, ao invés de apenas
aumentar a atividade de RCA sob alta temperatura. Contudo esse mecanismo nao foi
elucidado completamente na espécie O. australiensis.

Estudos realizados por Mathan et al. (2020), demonstraram que a espécie O.
australiensis é capaz de acumular mais biomassa, ndo apenas pela sua eficiéncia
fotossintética, mas também pela maior atividade de clivagem da Sacarose Sintase seguida
pela maior expressdo de genes de Celulose Sintase no caule. Dessa maneira, essa espécie
utiliza de forma mais eficiente os fotossintatos para sintese de carboidratos estruturais, o que
resulta em maior biomassa. Observamos um maior acimulo de biomassa em plantas AUS1
expostas ao estresse por calor quando comparadas com plantas mantidas em situagao

controle (Figuras 13a, b), sugerindo que esses mecanismos podem também promover
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termotolerancia. Entretanto, quando verificada a concentracdo de carboidratos sollveis
totais, observamos que ndo houve diferenca entre tratamento e controle tanto para AUS1
quanto NIPPO (Figura 14a).

Os resultados mostram que houve uma reducdo na concentracao de amido em plantas
submetidas ao estresse por calor para AUS1 e NIPPO, sendo que plantas de NIPPO tratadas
sob alta temperatura sofreram uma maior reducéo na concentracdo quando comparadas com
plantas controle (Figura 14b). E estabelecido que a reducdo da fotossintese causada pelo
estresse por calor leva a uma reducédo de sacarose nas folhas, ocasionando uma diminuigédo
do seu carregamento no floema (Yuan et al., 2017). Além disso, as atividades das principais
enzimas de sintese do amido sdo suscetiveis ao estresse térmico, o que pode diminuir
significativamente a sintese e o acimulo do amido em folhas. Isso foi evidenciado em
gendtipos de mostarda (Brassica campestris L.), que, sob estresse de calor, apresentaram
diminuicdo da atividade da enzima amilase e prejuizos no metabolismo de amido, afetado
tanto em gendtipos tolerantes quanto sensiveis (Yuan et al., 2017). Devido a exposicéo a
altas temperaturas, a capacidade de armazenamento em folhas torna-se reduzida em O.
sativa, 0 que explicaria a capacidade reduzida de crescimento.

Apesar de dados relatando a espécie O. australiensis como termotolerante, muito
sobre seus mecanismos associados a essa termotolerancia ainda permanecem desconhecidos.
Para desvendar tais mecanismos, serdo realizadas analises de transcriptoma de plantas
submetidas ao estresse por calor. Com isso, espera-se entender melhor os mecanismos, rotas
e possiveis genes envolvidos na adaptacdo e tolerancia de O. australienis a altas

temperaturas.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, foi apresentado pela primeira vez o perfil ionébmico de sementes e
folhas da espécie selvagem de O. australiensis. Sendo possivel concluir que ambas as
espeécies apresentam concentracdes similares de macro e micronutrientes em folhas, contudo
em graos, a espécie O. australiensis apresenta concentracdes elevadas de Fe e Zn e
concentragOes similares de metais como As e Cd quando comparadas com a espécie O.
sativa. Entre os acessos de O. australiensis, AUS1 apresentou maiores concentracdes de Fe
e Zn quando verificado com os genotipos avaliados de O. sativa. Contudo serdo necessarios
realizar estudos mais aprofundados para entender melhor os mecanismos de captacao,
translocacdo e armazenamento nos tecidos da planta. A variacdo na suscetibilidade ao
estresse por calor entre as trés espécies do género Oryza estudadas foram relacionadas com
as suas capacidades de manterem suas taxas de crescimento e os parametros fotossintéticos
estaveis. Entre as espécies, O. australiensis apresentou maior tolerancia ao estresse, sendo
que 0 acesso AUSL exibiu taxa de crescimento normal, maior acimulo de biomassa e
parametros fotossintéticos estaveis durante o periodo de estresse por calor. Quando
verificado o teor de amido, AUS1 apresentou menor reducdo quando comparado com o
genotipo NIPPO de O. sativa. No entanto, 0s mecanismos associados e genes envolvidos na

termotolerancia ainda permanecem desconhecidos.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas futuras, serdo analisados o perfil iondmico de sementes e
paniculas expostas a alta temperaturas, com o intuito de verificar se o efeito da temperatura
podera afetar a disponibilidade e capacidade de armazenamento de macro e micronutrientes
nas espécies de O. australiensis e O. sativa. Em conjunto, serdo realizadas andlises de
transcriptomas dessas plantas durante o periodo de enchimento de grdos e emissdo de
panicula, com a finalidade de identificar os principais genes responsaveis pelo transporte e
acumulo em sementes da espécie selvagem.

O estudo da termotoleréncia do acesso AUS1 de O. australiensis sera realizado
através de analises de comparacao dos transcriptomas de AUS1 e NIPPO durante o estresse

por calor e durante a fase de recuperacéo.
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