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AVALIACAO ENZIMATICA E MOLECULAR EM PLANTAS SUBMETIDAS AO
DEFCIT HIDRICO: REVISAO SISTEMATICA E ESTUDO DA EXPRESSAO
GENICA NA BANANEIRA .

RESUMO: O déficit hidrico nas plantas facilita o0 acumulo de Espécies Reativas
de Oxigénio (ERO), que em excesso ativam reagdes peroxidativas capazes de
danificar em células vegetais, pigmentos fotossintéticos, proteinas e lipidios, para
proteger contra este ERO, ja que as plantas empregam um antioxidantes do
sistema de defesa enzimatico. Assim, os objetivos deste trabalho foram:
desenvolver uma revisao sistematica, sobre a correlacdo entre a expressao
génica e a atividade de enzimas antioxidantes em plantas tolerantes ao estresse
hidrico, com as 15 principais culturas alimentares segundo a FAO; e avaliar a
expressao dos genes Superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT), Ascorbato
peroxidase (APX) e Aquaporina em gendtipos de bananeira a fim de validar a
tolerancia e susceptibilidade ao estresse. A revisao sistematica foi realizada no
software gratuito Start, utilizando a estratégia PICOS. Para a analise da
expressao génica em bananeiras, foram utilizados dois dipléides contrastantes
042079-13 (tolerante) e SH3263 (menos tolerante), selecionados in vitro, por
meio de avaliagdo morfologica, utilizando a técnica de RT-gPCR. Com os
resultados obtidos na revisédo sistematica, foram identificadas varias formas de
induzir tolerancia ao estresse hidrico, por meio do aumento direto ou indireto na
expressao / atividade de enzimas antioxidantes, além da identificagdo de 40
genes candidatos a tolerancia ao déficit hidrico, que podem serem utilizados por
programas de melhoramento genético vegetal para o desenvolvimento de
transgénicos. Pelos resultados obtidos, pode-se validar por meio da expressao
génica que o gendtipo 042079-13, possui maior tolerancia ao déficit hidrico,
sendo, portanto, o mais recomendado para cruzamentos em programas de
melhoramento genético, visando o desenvolvimento de novos cultivares

tolerantes.

PALAVRAS CHAVE: Musa spp; estresse abidtico; atividade enzimatica;

expressao génica.



ENZYMATIC AND MOLECULAR EVALUATION IN PLANTS SUBMITTED TO
WATER DEFCIT: SYSTEMATIC REVIEW AND STUDY OF GENE
EXPRESSION IN BANANA TREES.

ABSTRACT: The water deficit in plants facilitates the accumulation of Reactive
Oxygen Species (ROS), which in excess activate peroxidative reactions capable
of damaging plant cells, photosynthetic pigments, proteins and lipids, to protect
against this ROS, since plants employ an antioxidant of the enzymatic defense
system. Thus, the objectives of this work were: to develop a systematic review on
the correlation between gene expression and the activity of antioxidant enzymes
in plants tolerant to water stress, with the 15 main food crops accordingto FAO;
and evaluate the expression of Superoxide dismutase (SOD), Catalase (CAT),
Ascorbate peroxidase (APX) and Aquaporin genes in banana genotypes in order
to validate stress tolerance and susceptibility. A systematic review was performed
on free StArt software, using a PICOS strategy. For the analysis of gene
expression in banana plants, two contrasting diploids 042079-13 (tolerant) and
SH3263 (less tolerant) were used, selected in vitro, through morphological
evaluation, using the RT-qPCR technique. With the results obtained in the
systematic review, several ways to induce tolerance to water stress were
identified, through the direct or indirect increase in the expression / activity of
antioxidant enzymes, in addition to the identification of 40 candidate genes for
tolerance to water deficit, which can be selected used by plant breeding programs
for the development of transgenics. From the results obtained, it can be validated
through gene expression that the 042079-13 genotype has greater tolerance to
water deficit, being, therefore, the most recommended for crosses in genetic
improvement programs, the development and development of new tolerant

cultivars.

KEY WORDS: abiotic stress, enzyme activity; gene expression.
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INTRODUCAO GERAL

Desde que as primeiras plantas apareceram no ambiente terrestre ha
cerca de 470 milhdes de anos, elas desenvolveram estruturas e mecanismos de
resisténcia para suportar a escassez de agua. Embora a escassez de agua nao
seja causada apenas pela seca, ela € a principal causa do declinio na
produtividade das lavouras, assim, a o déficit hidrico em plantas cultivadas afeta
o crescimento e o desenvolvimento das culturas em todo o mundo (LECOEUR;
SINCLAIR, 1996; SANTOS; CARLESSO, 1998). De acordo com Vaz et al.,
(2010), com as mudancas climaticas que vem ocorrendo nos ultimos anos, os
periodos de seca tendem a aumentar tanto na sua frequéncia e intensidade,
quanto na duracgdo, assim, afetando diretamente a produ¢cdo mundial de
alimentos.

Dentre as culturas que mais sao afetas pelo déficit hidrico, esta a
bananeira, pois ela possui elevado indice de area foliar, o que resulta em alta
transpiragdo, além do seu sistema radicular ser muito superficial (VAN
VOSSELEN et al., 2005). Segundo Lecost (2011), a banana esta entre as frutas
mais consumidas e comercializadas no mundo, em alguns paises é considerada
alimento basico, sendo de vital importancia para a seguranca alimentar, além de
ser a segunda fruta mais consumida do planeta (HANDIQUE et al., 2019).

Durante o déficit hidrico ocorre o aumento Espécies Reativas de Oxigénio
(ROS) como os radicais superoxido (O2-¢), peroxido de hidrogénio (H20:2),
radicais hidroxila (OH+) e oxigénio "singlet" (O2), o acumulo dessas moléculas
dentro das células, provocam perdas na eficiéncia do organismo quanto ao seu
desenvolvimento, qualidade de frutos e producao. No entanto, o organismo tenta
reagir com producao de enzimas antioxidantes (APX, GPX, CAT, SOD, dentre
outras) (YANG et al. 2020, CAVERSAN et al. 2016, CRAMER et al. 2011), essas
enzimas possuem a capacidade de desintoxicar essas ERO, assim protegendo
o aparato fotossintético do estresse (GRATAO et al., 2005), equilibrando o
ambiente oxidativo (DEUNER, 2007). Segundo Xiong; Zhu (2002) em plantas que
sdo tolerantes ao estresse hidrico, observa-se um aumento acentuado na
atividade dessas enzimas antioxidantes.

A analise de enzimas antioxidantes para a selecdo de novas variedades

tolerantes ao estresse hidrico, € a técnica que mais se destaca, pois conhecer
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o sistema antioxidante das plantas é essencial para a selecdo de genotipos
menos sensiveis ao déficit hidrico. Essas informagbes basicas sobre a
compreensao do mecanismo de resposta ao déficit hidrico podem representar
um importante avango no cultivo de variedades resistentes a esse estresse
abidtico, além do estresse hidrico provocar alteracdes na expressao génica dos
genes que codificam enzimas antioxidantes, alteracdes estas que podem ser
mensuradas em genoétipos contrastantes quanto a tolerancia ao déficit hidrico
(MORAES et al., 2015), com isso, estudo da expressdo génica devido as
mudancas nas atividades das enzimas antioxidantes pode fornecer informacgoes
sobre a adaptacao molecular das plantas as condi¢des de déficit hidrico (BIAN;
JIANG, 2009).

Diante do exposto os objetivos desse estudo foram: 1. Desenvolver uma
revisdo sistematica com os estudos realizados nos ultimos 5 anos com as
principais 15 culturas alimenticias mais cultivadas em todo o mundo de acordo
com os dados da FAO e Arabidopsis thaliana, visando obter dados sobre a
correlacdo entre a expressao génica e atividade de enzimas antioxidantes em
plantas tolerantes ao estresse hidrico; 2. Avaliar o padrao de expressao relativa
dos transcritos por RT-gPCR(colocar por extenso) dos genes Superoxido
dismutase (SOD), Catalase (CAT), Ascorbato peroxidase (APX) e Aquaporina em

dois gendtipos de bananeira contrastantes submetidos ao déficit hidrico.
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CAPITULO 1

CORRELACAO ENTRE A EXPRESSAO GENICA E
A ATIVIDADE DEENZIMAS ANTIOXIDANTES EM
PLANTAS TOLERANTES AO ESTRESSE
HIDRICO: UMA REVISAO SISTEMATICA.
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CORRELACAO ENTRE A EXPRESSAO GENICA E A ATIVIDADE DE
ENZIMAS ANTIOXIDANTES EM PLANTAS TOLERANTES AO ESTRESSE
HIDRICO: UMA REVISAO SISTEMATICA.

RESUMO: O estresse por déficit hidrico € um dos principais fatores ambientais
que limitam o crescimento vegetal, e do ponto de vista agronémico, diminui a
produtividade, como uma forma de tolerar esse estresse que vém aumentando
a cada ano, as plantas desenvolveram diferentes estratégias para suportar as
condicdes de seca, dentre elas empregam um sistema de defesa antioxidante
enzimatico, que incluem enzimas como : superoxido dismutase (SOD), ascorbato
peroxidase (APX), catalase (CAT), glutathione reductase (GR),
monodehydroascorbate reductase (MDHAR), dehydroascorbate reductase
(DHAR), peroxidase (POX), glutathione peroxidase (GPX), and glutathione-S-
transferase (GST). Diante do exposto, esforgos para o desenvolvimento de novas
cultivares tolerantes a seca, se tornou fundamental para a manutencao das
populagcdées humanas, o que torna a busca por ferramentas e/ou mecanismos
que gerem tolerancia a seca de interesse para os pesquisadores. Assim, 0s
objetivo deste trabalho foi desenvolver uma revisdo sistematica, sobre a
correlacdo entre a expressao génica e a atividade de enzimas antioxidantes em
plantas tolerantes ao estresse hidrico, com as 15 principais culturas alimentares
segundo a FAO. A revisdo sistematica foi realizada no software gratuito Start,
utilizando a estratégia PICOS. Dentre os fatores que geram tolerancia a seca
estd o aumento da atividade/ expressdao génica das enzimas antioxidantes.
Dentre os insumos quimicos, 0 uso de reguladores vegetais foi o0 que mais se
destacou, contudo, estes ndo conferem tolerancia a longo prazo, com isso, o uso
e o desenvolvimentode organismos geneticamente modificados,seria a técnica
mais eficiente para a promocao da tolerancia ao déficit hidrico a longo prazo.
Nessa revisao sistematicaforam coletados dados que identificaram

40 genes candidatos a tolerancia ao déficit hidrico, estes que podem ser
utilizados por programas de melhoramento genético vegetal, para o

desenvolvimento de transgénicos.

PALAVRAS-CHAVE: estresse abidtico, atividade enzimatica; expressao

genetica; tolerancia ao estresse
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CORRELATION BETWEEN GENE EXPRESSION AND ANTIOXIDANT
ENZYME ACTIVITY IN WATER STRESS TOLERANT PLANTS: A
SYSTEMATIC REVIEW.

ABSTRACT: Stress due to water deficit is one of the main environmental factors
that limit plant growth, and from an agronomic point of view, it decreases
productivity. As a way to tolerate this stress that has been increasing every year,
plants have developed different strategies to withstand drought conditions,
among them employ an enzymatic antioxidant defense system, which include
enzymes such as: superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX),
catalase (CAT), glutathione reductase (GR), monodehydroascorbate reductase
(MDHAR), dehydroascorbate reductase (DHAR), peroxidase (POX), glutathione
peroxidase (GPX), and glutathione-S-transferase (GST). Given the above, efforts
to develop new drought-tolerant cultivars have become essential for the
maintenance of human populations, which makes the search for tools and/or
mechanisms that generate drought tolerance of interest to researchers. Thus, the
aim of this work was to develop a systematic review of the correlation between
gene expression and the activity of antioxidant enzymes in plants tolerant to water
stress, with the 15 main food crops according to FAO. The systematic review was
carried out using the free Start software, using the PICOS strategy. Among the
factors that generate drought tolerance is the increased activity/gene expression
of antioxidant enzymes. Among the chemical inputs, the use of plant regulators
stood out the most, however, they do not provide long-term tolerance, therefore,
the use and development of genetically modified organisms would be the most
efficient technique for promoting tolerance to long-term water deficit. In this
systematic review, data were collected that identified 40 candidate genes for
tolerance to water deficit, which can be used by plant breeding programs for the

development of transgenics.

KEY WORDS: abiotic stress, enzyme activity; gene expression; stress tolerance
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizacao das Nacdes Unidas (ONU) (2019), a
populacao mundial em 2050, sera superior a 9,5 bilhées, podendo alcangar o seu
pico por volta do final do atual século, chegando a quase 11 bilhées de pessoas
em 2100. As proje¢cdes populacionais indicam crescimento acelerado econtinuo
nas proximas décadas, além do aumento do consumo per capita que geram um
aumento na demanda de alimentos em todo o mundo. Além da expansao das
cidades, as restricdes de uso de terra projetadas para as proximasdécadas e o
impacto das mudancas climaticas, fazem cada vez mais presente odebate sobre
a incapacidade de atender as necessidades humanas por alimentos (SAATH;
FACHINELLO, 2018). Dentre os impactos associados as mudancas climaticas, o
aumento da temperatura global previsto em um curto prazo, pode estar
associado a uma intensificacdo da seca meteorolégica (LOBELL; GOURDJI,
2012).

A seca meteorologica é um  evento climatico
caracterizado por  precipitagbes baixas anormais, muitas vezes
acompanhada por temperaturas acima do normal, periodos de conducao de
solos secos e uma diminuicdo nos niveis de armazenamento de agua (rios,
lagos, acudes, reservatérios) (MEHRAN et al., 2017). A seca severa afeta
milhdes de pessoas todos os anos, impactando o uso da agua na agricultura,
pois altera diferentes fungdes das plantas, limitando principalmente o
crescimento e a producao das mesmas (ALIZADEH et al., 2014). O estresse por
déficit hidrico € um dos principais fatores ambientais que limitam o crescimento
vegetal, e do ponto de vista agronémico, diminui a produtividade (SOUZA;
BARBOSA, 2015). Com isso, outras caracteristicas da planta sdo afetadas, como
a altura, peso seco do caule, peso da folha, area e numero de nés, que refletem
diretamente na baixa producdo e qualidade dos alimentos (LOKA;
OOSTERHUIS; RITCHIE, 2011; FAROOQ et al., 2012; SAHITO et al., 2015;
CHALLINOR et al., 2016; FAHAD et el., 2017). Como uma forma de tolerar esse
estresse que vém aumentando a cada ano, as plantas desenvolveram diferentes
estratégias para suportar as condigdes de seca, podendo ser elas: morfologicas,
fisiologicas, bioquimicas e moleculares. A tolerdncia a seca direciona a

capacidade das plantas crescem satisfatoriamente, mesmo quando expostas ao
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déficit hidrico e, nas lavouras, descreve a capacidade de manter uma perda
minima de produgcdo em periodos de escassez de agua (FANG et al., 2014).

Em nivel celular, o déficit hidrico pode levar ao acumulo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), que em excesso, ativam reagdes peroxidativas que
sao capazes de danificar as células das plantas, pigmentos fotossintéticos, DNA,
proteinas e lipidios (MITTLER et al., 2011). Dentre algumas formas reativas de
oxigénio temos: oxigénio “singlet” (O2), perdxido de hidrogénio (H202), radical
hidroxila (HO-) e anion superodxido (O2-) (MITTLER, 2002).

Para se proteger contra essas EROs, as células e suas organelas como
cloroplastos, mitocéndrias e peroxissomos empregam um sistema de defesa
antioxidante que incluem componentes enzimaticos e ndo enzimaticos. Os
componentes antioxidantes enzimaticos incluem: superéxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT), glutathione reductase (GR),
monodehydroascorbate reductase (MDHAR), dehydroascorbate reductase
(DHAR), peroxidase (POX), glutathione peroxidase (GPX), and glutathione-S-
transferase (GST) (HASANUZZAMAN et.al, 2012). O equilibrio entre a producao
de ERO e as atividades das enzimas antioxidantes, determina se ocorrera ou
ndo, a sinalizagdo oxidativa e/ou danos as plantas (MJLLER et al., 2007).

A tolerancia a seca é um processo altamente complexo e esta associado
com a regulacao da expressao de multiplos genes induzidos durante o estresse
hidrico (LANG; BUI, 2008). O estudo da expressao génica sobre as mudancas
nas atividades das enzimas antioxidantes pode fornecer importantes
informacgdes sobre a adaptacdo molecular das plantas as condi¢cdes de déficit
hidrico (BIAN; JIANG, 2009). Segundo Mittler (2003), a tolerancia a seca pode
ser garantida pelo aumento da expressao dos genes que codificam as enzimas
antioxidantes, estas mantem o nivel 6timo das ERO em varios compartimentos
celulares. Outro fator a ser mencionado que permite a aclimatagcao ao estresse
sdo os reguladores vegetais, pois, além de regular diversos processos nas
plantas, (BHARGAVA; SAWANT, 2013) geram o aumento da atividade das
enzimas antioxidantes (FARZANE et al., 2020; LOULFY et al., (2020);
BHARDWAJ et al., 2017), o que promove a tolerancia ao déficit hidrico.

Nos ultimos anos com o avango da biologia molecular e o advento da
transgenia, a producao de Organismos geneticamente modificados (OGM), que

apresentem tolerancia ao estresse, se tornou cada vez mais promissor. Contudo,
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para que esses OGMs sejam desenvolvidos, a identificacdo de genes que sao
modulados por estresses é de fundamental importancia. Muitos trabalhos
mostram que esses genes possuem um grande potencial biotecnolégico em
plantas modelo ou de interesse agrondomico (CHOUNG et al.,, 2021;
SRIVASTAVA et al., 2019; GA et al., 2011; AGARWAL et al., 2010; AGARWAL
et al.,, 2008). Em geral, as plantas transgénicas que superexpressam genes
modulados por estresses abibticos, como o déficit hidrico, apresentam uma maior
tolerancia ao estresse, o que corrobora a ideia de que a selegdo de genes
candidatos, possui um alto potencial biotecnologico (ZHANG et al.,, 2021;
SHEKHAR et al., 2019; DUBEY et al., 2019; MAGWANGA et al., 2018; KANTAR
et al., 2011).

Ao considerar a importancia da tematica, sua contextualizacao,
conceituacado e dimensdes, estudos tém revelado um interesse crescente em
torno da tolerancia ao déficit hidrico, modulado pelas enzimas antioxidantes,
assim, ressalta-se que a relevancia da tematica, € decorrente de pesquisas, as
quais objetivam o desenvolvimento de plantas tolerantes ao déficit, passando a
ser um resultado esperado pelos programas de melhoramento. Dessa forma, os
pesquisadores tém buscado realizar investigagbes em torno dos assuntos
anteriormente relatados e posteriormente tém se debrugado em analisar os
resultados dessas pesquisas, a partir do desenvolvimento de revisdes
sistematicas.

No que se refere a revisdo sistematica, ela € o caminho mais coerente
para tentar esclarecer resultados contraditérios, ao se estudar um determinado
tema, pois, apoia-se apenas nos estudos de melhor qualidade sobre o assunto
(GALVAO; PEREIRA, 2014), além do fato de que os artigos tradicionais de
revisdo nao cobrem todos os artigos publicados, sobre determinado tema, assim,
ideias de projetos baseadas nesses artigos de revisao tradicionais podem as
vezes nao projetar a realidade sobre o estado da arte do tema selecionado (VAN
DINTER et al., 2021).

Desse modo, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver uma revisao
sistematica com os estudos realizados nos ultimos 5 anos com as quinze
Principais culturas alimenticias cultivadas em todo o mundo de acordo com os
dados da FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) e

Arabidopsis thaliana, visando obter dados sobre a correlagao entre a expressao
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génica e a atividade de enzimas antioxidantes em plantas tolerantes ao estresse
hidrico. A escolha da inclusdo da Arabidopsis thaliana foi devido ao fato de que
ela é um organismo modelo das plantas, sendo assim € uma das mais utilizadas

em trabalhos de boténica.

2. MATERIAL E METODOS

A realizagdo da revisdo sistematica foi conduzida por meio do software
livre StArt (State of the Art through Systematic Review) versao Beta. 3.0.3,
desenvolvido pela Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), como uma
ferramenta computacional capaz de auxiliar nas trés etapas fundamentais da sua
construgao de uma revisao sistematica, sendo elas: planejamento, execucao e
sumarizagdo (Figura 1) (SANTOS et al.,, 2018). O software encontra-se

disponivel em: http://lapes.dc.ufscar.br/tools/start_tool.

Systematic review

Summarization- Graphics,
word cloud and review
completion

Execution- Database search,
selection and extraction of
articles

Planning- Protocol definition

Figura 1. Piramide geral, que relata os passos necessarios para a

confeccdo de uma revisao sistematica da literatura.
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2.1 Planejamento

Nessa etapa, um protocolo foi preenchido de acordo com as seguintes
informacgdes solicitadas: titulo do artigo, autores, objetivo e ou objetivos,
palavras-chave, questdes de pesquisa, fontes de pesquisa, critérios de inclusao
/ exclusao e definicao do tipo de estudo. O protocolo foi seguido durante todo o
processo de revisdo, além da elaboragdo de questdes secundarias, as quais
foram respondidas durante a escrita da revisao sistematica, sendo elas: Dentre
as 15 culturas mais produzidas no mundo, segundo a ONU, quais culturas sao
mais trabalhadas em artigos sobre enzimas antioxidantes relacionadas a
tolerancia ao estresse hidrico?; Quais os locais onde s&o mais produzidos artigos
sobre o tema?; Quais genes e enzimas antioxidantes estdo relacionados com a
tolerdncia ao estresse hidrico?; Quais sdo os métodos utilizados nos
experimentos para propiciar um ambiente de estresse hidrico as plantas? (Nivel
de déficit hidrico); Que métodos sdo mais relatados para avaliar a atividade
enzimatica?; Existe relacdo entre enzimas antioxidantes, expressao de genes e
reguladores vegetais (Acido jasménico, Acido abscisico)?; Quais 0s mecanismos
utilizados para aumentar a tolerancia ao estresse hidrico?; Quais genes estao
sendo utilizados em organismos transgénicos para aumentar a tolerancia ao

estresse hidrico?

2.2 Execucéo

A estratégia adotada para responder as questdes levantadas na etapa do
planejamento foi a Population Intervention Comparison Outcome Study design
(PICOS). Essa estratégia orienta a constru¢cdo da pergunta de pesquisa e da
busca bibliografica e permite que o profissional, da area de pesquisa, ao ter uma
duvida ou questionamento, localize, de modo acurado e rapido, a melhor
informacao cientifica disponivel (SANTOS et.al, 2007). Para a sua elaboragéo 5
itens devem ser respondidos, sendo eles: P: populacido/pacientes; |: intervencgao;

C: comparacao/controle; O: desfecho/outcome; S: desenho do estudo.

2.3 Pesquisa
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As pesquisas eletronicas foram realizadas nas bases de dados
selecionadas: Google Académico (https://scholar.google.com.br), Springer
(https://link.springer.com), Scopus ( http://www.scopus.com/), Web of Scienc e
(http://apps.isiknowledge.com), PubMed Central
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc) e Portal de Periédicos CAPES
(https://www.periodicos.capes.gov.br), utilizando como critério inicial publicacoes
disponibilizadas entre janeiro de 2017 a 12 de abril de 2021. As buscas
automaticas foram realizadas a partir dos temas localizados nos titulos, palavras-
chave e resumos, usando a mesma string de pesquisa padronizada com as
seguintes palavras-chave:("antioxidant enzyme activities”) AND (“gene
expression” OR RT-gPCR) AND (“deficit hydric” OR “water stress” OR “drought
stress”) AND ("drought tolerance") AND ("reactive oxygen species" OR

"hydrogenperoxide").

2.3.1 Selecao e extracao

Na etapa de selecdo todos os artigos importados para o software StArt
foram classificados atraveés de trés critérios: 1) aceitos, 2) rejeitados e 3) excluidos
por duplicacdo, levando em consideracdo como aceitos, os artigos que
continham os termos adotados na sequéncia de busca no titulo, resumo ou
palavras-chave.

Na fase de extracdo uma segunda sele¢do foi realizada, levando em
consideracao apenas os artigos aceitos na etapa de selecao inicial. Nessa fase
foi adotado um unico critério de inclusdo de artigos, sendo ele: Artigos que
contenham no titulo, resumo ou palavras-chave, os termos: “antioxidant enzyme
activities, gene expression, RT-gPCR, deficit hydric, water stress, drought stress,
drought tolerance” e seis critérios de exclusdo, sendo eles: Teses, dissertacoes,
manuais; Artigos de revisdo; Revistas sem fator de impacto; Trabalhos néo
escritos em inglés; Trabalhos que ndo usem como cultura uma das 15 culturas
alimenticias mais cultivadas de acordo com a FAO e/ou Arabidopsis thaliana;
Trabalhos que fujam do tema.

Um critério foi adotado para restringir o numero de artigos, pois, realizar
uma revisao sistematica com todos os artigos e culturas no tema escolhido para

a realizagao desta, tornaria inviavel a sua realizagdo, sendo assim, foram
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selecionados apenas artigos em que os trabalhos foram evolvendo as 15 culturas
alimenticias mais cultivadas de acordo com a FAO, sendo elas: Cana-de-agucar,
Milho, Trigo, Arroz em casca, Arroz (equivalente ao arroz moido), Fruto do 6leo
de palma, Batata, Soja, Legumes frescos, Mandioca, Beterraba sacarina,
Tomate,Cevada, Banana, Melancia e Arabidopsis thaliana, foram selecionados

para compor esta revisdo sistematica.

2.4  Sumarizagao

Nessa etapa foi realizada a organizagdo dos dados obtidos dos artigos e
consequentemente a elaboragao de graficos e tabelas a fim de compor a reviséo

sistematica.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Buscas e selecéo

As buscas nas bases de dados identificaram um total de 2147 e
posteriormente 3 foram adcionandos manualmente, assim performando um total
de 2150 artigos. A base Google Académico contribuiu com 1000, ou seja, 47%
dos artigos inicialmente selecionados, sendo assim a base de dados mais
expressiva. As demais bases contribuiram com: PubMed Central com 500 artigos
referente a 23%; Periddico Capes com 366 (17%); Springer com 242 (11%);
Scopus com 21 (1%) e Web of Science 18 (1%) (Figura 2)

Durante o processo de selecdo, dentre os 2147 artigos selecionados
inicialmente, nas bases de dados, 629 foram duplicados entre as bases de dados
e 1340 nao atenderam aos critérios de inclusao. Na etapa de selecao dos artigos
que compreende a leitura por completo, foram analisados 179, destes, 145
foramselecionados e 3 foram adicionados manualmente, assim um total de 148
artigos(Tabela S1) foram selecionados para compor esta revisdo sistematica
(Figura 2). A grande quantidade de artigos encontrados pode indicar um
interesse crescente nos impactos potenciais das mudangas climaticas na

producdo de alimentos, interferindo diretamente na seguranga alimentar
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mundial, pois, devidoao aquecimento global das ultimas décadas, os recursos

hidricos estdo cada vezmais escassos (ZHAO; WANG, 2020). Com isso, os

eventos de seca, mostraramuma tendéncia ascendente ébvia (LIU et al., 2016) e

a seca nao sO6 causa enormes perdas para a economia social,

especialmente a producao agricola global (HAN et al., 2014).

Records identified in
through database

Google Academic (n= 1000}

PubMed Central (n= 500)

CAPES Journal Portal (n= 366)

Springer (n= 242)

Scopus (n= 21)

Web of Science (n=13)

Included manually (n= 3)

Total records
selected
(n=2150)

Records removed for not
meeting the inclusion criteria
(n=1340)

Duplicate records removed

(n= 629)

Selected articles for full reading
(m=179)

Studies included in
TEVIEW

(n = 148)

Figura 2. Diagrama Prisma com o processo de triagem dos artigos

selecionadosnesta revisao.

mas,
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3.2 Local de origem e instituicdes

A maioria dos trabalhos foi desenvolvido no continente Asiatico, contando
com 128 (86%) dos artigos selecionados. O continente Africano foi responsavel
por 9 artigos (6%) e os continentes Americano e Europeu com 6 artigos (4%),
cada. Dentre os paises, a China foi quem mais desenvolveu artigos sobre o tema,
com o total 71 artigos (48%), seguido pelo Ird e india com 17 e 16 artigos (11%),
respectivamente (Figura 3). Na Asia também estdo os principais institutose / ou
instituicoes de pesquisa que se dedicam aos estudos de enzimas antioxidantes
correlacionadas ao déficit hidrico (Tabela S), essa concentragdo da pesquisa
existente principalmente na Asia, mais especificamente na China, pode ser
explicado, com o fato de que a China se destaca no cenario agricola mundial,
nao s6 como uma das maiores produtoras, mas também como uma dasgrandes
consumidoras, além de ser atualmente a maior importadora de alimentos, e
também, alimentar um quinto da populacdo mundial (FAO, 2020). Desse modo,
0 seu interesse em trabalhos envolvendo culturas alimentares é altamente

pertinente.
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Figura 3. Principais continentes e paises produtores de conhecimento

sobre aanalise enzimatica em plantas submetidas a estresse hidrico.
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3.3 Culturas

Dentre das 15 culturas relatadas pela FAO, 12 foram relatadas nosartigos,
sendo elas: Trigo, Milho, Cana-de-agucar, Arroz em casca, Batata, Soja,
Mandioca, Beterraba sacarina, Tomate, Cevada, Banana, Melancia. Também
foram encontados trabalhos envolvendo a Arabidopsis thaliana. Desse modo ao
total 13 culturas foram relatadas.

O trigo foi a cultura que que mais se destacou, sendo trabalhada em 39
artigos, seguido pelo milho, Arabidopsis thaliana, tomate e arroz que tiveram
respectivamente, um total de 26, 24, 18 e 17artigos trabalhados (Figura 4). O
trigo, milho, arroz, a soja e a cevada contribuiram com 68% dos artigos, esse
numero expressivo de estudo sobre estas culturas pode ser explicado, pelo fato
de que juntos, elas representam mais 90% daproducao global de graos (FAO,
2019), o que gera um alto interesse do mercado em gendtipos tolerantes ao
déficit hidrico, além do fato de que a grande maioria dos artigos foi produzido na
China, que detém um quarto da producdo mundial degraos (FAO, 2020). Assim
como relatado para as culturas supracitadas, o tomate,que foi a quarta cultura
relatada nos artigos selecionados, também tem como o seu maior produtor
mundial a China, o que pode explicar o porqué de 12% dos trabalhos terem sido
com esta cultura. A Arabidopsis thaliana, deteve 16% dos artigos selecionados,
sendo a terceira cultura mais trabalhada, este interesse em trabalhos
envolvendo-a a cultura da, pois, ela € uma das espécies mais utilizadas na
pesquisa cientifica, pois, possui o ciclo de vida curto, sendo assim, utilizada em
pesquisas na area da genética, bioquimica e fisiologia, ajudando no
desenvolvimento de cultivares cada vez mais resistentes, adaptadas e
produtivas,através da transferibilidade do conhecimento gerado com ela para as
demais culturas de interesse agrondmico (DELATORRE; SILVA, 2008).

As demais culturas trabalhadas nos artigos que compuseram a revisao
sistematica foram: cana de acucar (4), batatas (3), beterraba sacarina e melancia
(2), mandioca e banana (1). A cana de agucar possui a capacidade de armazenar
concentragoes significativas de sacarose, a qual esta vinculada a trés importantes
agroindustrias: acgucar, alcool e aguardente (OMETTO, 2000). A batata é
considerada a terceira cultura alimentar mais importante do planeta, e a primeira

commodity ndo gréo. Estima-se que mais de um bilhdo de pessoas consomem
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batata diariamente no mundo. Sua produgao mundial anual supera 330 milhdes
de toneladas em uma area de 18 milhdes de hectares (EMBRAPA
HORTALICAS, 2016). A beterraba sacarina possui grande importancia
econbmica devido ao seu alto valor nutritivo e industrial, tendo também um
destaque para a producao de etanol e agucar na Europa, contribuindo com 30%
da producdo (EL BASSAM, 2010). A melancia possui grande importancia
socioecondmica por ser cultivada principalmente por pequenos agricultores. Tem
facil manejo e menor custo de producao quando comparada a outras hortaligas,
constituindo-se em uma importante cultura para o Brasil pela demanda intensiva
de mao-de-obra rural (ROCHA, 2010). A mandioca é alimento rico em
carboidratos, estima-se que ela seja um dos principais alimentos energéticos que
abastece cerca de 500 milhdesde pessoas no mundo, especialmente nos paises
em desenvolvimento (SOUZA et al., 2012). A banana contribui diretamente para
a seguranca alimentar de familias rurais, além de ser fonte de emprego e renda,
proporcionando postos de trabalho (EAKIN et al. 2014).

Como demostrado no paragrafo anterior a cana de acgucar, batata,
beterraba sacarina, melancia, mandioca e a banana, possuem grande
importanciasocioeconémica, contudo o numero de trabalhos envolvendo estas
culturas foi baixo. Portanto, novos trabalhos envolvendo a anélise de enzimas
antioxidantes relacionados a tolerancia a seca, sdo altamente recomendados
devido a importancia dessas culturas para a sustentabilidade do agronegocio

mundial.
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Figura 4. Culturas trabalhadas em artigos relacionados a analise de
enzimas antioxidantes com o tema tolerdncia a seca nos ultimos 5 anos

reconhecidos na revisao sistematica.
3.4 Métodos de inducéo ao estresse hidrico

Foram encontrados trés meios distintos de inducao ao estresse hidrico nos
gendtipos que foram trabalhados e estes foram agrupados em agentesfisicos e
quimicos. Os agentes quimicos indutores de estresse hidrico encontrados nos
artigos foram: Polietilenoglico (PEG) e manitol. Para o agente fisico foi utilizada
apenas a suspensao da rega. A maioria dos artigos empregouo método fisico
para a inducdo do estresse hidrico, sendo este utilizado em 67%dos artigos
selecionados, seguido pelo agente quimico PEG que foi utilizado em28% e por
ultimo o Manitol com 5%(Figura 5).

O Manitol e o PEG sao compostos organicos com agao osmaotica, quando
estdo em solucao liquida, sdo usados para simular condi¢gées de déficit hidrico
(HU et al., 2006). Segundo Braccini et al. (1996), a solu¢gao de manitol pode ser
utilizada como estratégia para elucidar duvidas vinculadas ao desempenho
fisioldgico inicial, simulando através da sua adi¢ao no solo e condi¢des de baixa
umidade. O PEG tem sido utilizado com sucesso em trabalhosde pesquisa para
simular os efeitos do déficit hidrico nas plantas, especialmente pelo fato de que
o seu alto peso molecular impede a sua penetracdo nas células,assim, ndo é
degradado e nao causar toxidez (HARDEGREE; EMMERICH., 1994;
SASEGAWA et al., 1984).
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Figura 5. Frequéncia dos indutores de estresse hidrico, trabalhados em

artigosdos ultimos 5 anos reconhecidos na revisao sistematica.
3.5 Atividade enzimatica

Todos 0s148 artigos que foram avaliados para compor esta revisao
sistematica trabalharam com analise de enzimas antioxidantes, como uma
ferramenta para que de forma direta ou indiretamente pudesse avaliar os efeitos
do déficit hidrico sobre a maquinaria antioxidante, ou permitir a selecao de
cultivares tolerantes ao estresse. As plantas tolerantes ao estresse hidrico ativam
mecanismos enzimaticos na protegdo contra espécies reativas de oxigénio
(EROs), constituindo o sistema de defesa antioxidante (HASANUZZAMAN et al.,
2013). Evidéncias apontam a importancia de um sistema antioxidativo na
tolerancia das plantas ao estresse hidrico (KOFFLER etal., 2014; NAHAR et al.,
2015).

Foi identificado um total de 14 enzimas antioxidantes distintas, sendo elas:
CAT (Catalase), SOD (Super oxido dismutase), POD (Peroxidase) e APX
(Ascorbato peroxidase), GR (Glutationa redutase) ; POX (Perdxidase de fendis)
; GPX (Glutationa peroxidase); DHAR (Desidroascorbato-redutase); MDHAR
(Monodesidroascorbato- redutase) e GST (Glutationa S-transfersases); PPO
(Polifenoloxidase); PAL(Fenilalanina aménioliase) e LOX (Lipoxigenase); NOX
(NADPH oxidase). Entre as enzimas identificadas, a que apresentou uma maior
representatividade foi a CAT , sendo avaliada em 134 artigos, seguida pela SOD,

POD e APX, que foram avaliadas em 127, 86 e 79 artigos respectivamente. A
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escolha dessas enzimas para avaliagao na grande maioria dos trabalhos pode
ser explicado pelo fato de que, a SOD, durante um estresse abibtico € conhecida
como a primeira linha de defesa, catalisando a dismutagdo do anio superdxido
em peroéxido de hidrogénio (ACHARYA; GHASKADBI, 2010), que posteriormente
€ transformado em agua e oxigénio pela CAT, APX e POX, sendo assim, elas
sdo as principais reguladoras dos niveis intracelulares do H202 (MITTLER,
2002). Outrasenzimas antioxidantes também foram avaliadas em menor nimero,
sendo elas: GR (34); POX (17); GPX (15);DHAR (9); MDHAR e GST (8); PPO
(4); PAL e LOX (2); NOX (1) (Figura 6).

m CAT = SOD POD m APX mGR
POX m GPX m DHAR m GST = MDHAR
= PPO m PAL m LOX m NOX

Number of articles

4 2 2
.---___L

Figura 6. Enzimas antioxidantes avaliadas nos trabalhos selecionados em

artigosdos ultimos 5 anos reconhecidos na revisao sistematica.

Para a avaliacao da atividade enzimatica antioxidante, foram empregados
dois tipos de métodos distintos nos trabalhos. O primeiro através de Kit's de
deteccao especificos para cada enzima, estes que foram utilizados com
exclusividade em 11% dos artigos, o segundo método foi através de protocolos
de detecgao, esses que foram empregados em 85% dos trabalhos e em 4% foram
utilizados os dois métodos em conjunto, onde para umas enzimas era
empregadoo Kit e para outras o protocolo (Figura 7). Apesar da facilidade que o
emprego deKit's de deteccdo pode trazer as analises antioxidantes, eles foram

menos empregados nos trabalhos analisados quando comparado aos
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protocolos. Essa diferenca encontrada entre o uso de Kit’s e protocolos pode ser
explicado pela baixa disponibilidade e o alto custo que estao associados aos Kit’s,
assim, quando comparados aos kit's, os protocolos permitem fazer o mesmo

numero de analisescom um custo mais reduzido.

m Protocol
m Kit's
Both

!IO

Figura 7. Métodos de avaliagdo enzimatica utilizados nos artigos sobre as
principais culturas agricolas e tolerancia a seca selecionados dos ultimos 5 anos

reconhecidos na revisao sistematica.
3.6 Protocolos para avaliacdo da atividade enzimética

Foram observados diversos protocolos distintos para a analise das
enzimasantioxidantes (Tabela S3). Para a SOD, 58 protocolos distintos foram
empregados nos trabalhos, sendo aqueles que foram mais utilizados:
Giannopolitis e Ries (1977), foi aplicado em 20 artigos e Beauchamp e Fridovich
(1971) em 19 artigos.Para a CAT foram utilizados 68 protocolos distintos, sendo
o mais aplicado Aebi (1984), em 31 artigos. Para enzima POD, 54 protocolos
diferentes foram relatados, sendo Chance e Maehly (1955) o utilizado, em 7
trabalhos. Para a APXfoi relatado 32 protocolos, sendo Nakano e Asada (1981),
0 mais empregado, em

44 trabalhos. As demais enzimas foram: A DHAR que apresentou cinco
protocolos, sendo Nakano e Asada (1981) (4) o mais aplicado. A GR apresentou

26, como destaque a Foyer e Halliwell (1976) (4). A POX apresentou 14
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protocolos, sendo Seevers et al.,, (1971) e Kumar e Khan (1982) os mais
empragados, sendo cada um usado em 2 artigos. Para a GPX, 11 protocolos
foram utilizados, sendo Chance e Maehly, (1955) (2) o mais aplicado. A MDHAR
apresentou 7 protocolos sendo Hossain et al., (2010) (2) o mais utilizado. Para a
GST 6 protocolos foram apresentados, a PAL 2, a PPO 3, a LOX 2 e a NOX 1,

nesses trabalhos, cada protocolo apresentado foi empregado apenas uma vez.

3.7 Genesrelacionados as enzimas antioxidantes

Dos 148 artigos analisados, 34 deles trabalham com expressao de genes
relacionados a enzimas antioxidantes. Compreender a associacao da atividade
da enzima antioxidante e da expressao génica com a variacdo genética na
toleranciaa seca € importante para entender melhor os fatores moleculares que
controlama defesa antioxidante para a tolerancia a seca (XU; HAN; HUANG,
2011).

A enzima APX foi a mais avaliada, sendo utilizada em 20 artigos, seguida
pela CAT (19) e SOD (15). Segundo Shatma et al., (2020) a capacidade em
manter a atividade da SOD, CAT e APX em niveis mais elevados sobre condicdes
de estresse hidrico € essencial para manter o equilibrio entre a formacao e
remocao das EROs no ambiente intracelular. As enzimas antioxidantes SOD, CAT
e APX sao sensiveis o suficiente as condigées de estresse abiodtico para servir
como indicadores de estresse.

Os demais genes relacionados a enzimas antioxidantes encontrados nos
trabalhos foram: GR (4), MDHAR (4), GPX (4), DHAR (3), POX (3) e LOX
(1) (Tabela S4).

3.8 Métodos de inducao atolerancia

Foram relatados diversos meios de indugcdo a tolerdncia a seca nas
cultivares, sendo eles por meio de indugédo biologica, quimica, fisica, fisico-
quimica e a nivel molecular (Figura 8). Ali et al. (2017) demostraram que diversas
substancias e técnicas sao passiveis de induzir a tolerancia a seca em plantas,
sendo algumas delas: fitormonios, nanoparticulas, rizobactérias, diversos

mecanismos moleculares, como exemplo a transgenia.



40

A inducdo biologica foi relatada através da inoculagdo de algumas
Bactérias, sendo elas: Bacillus amyloliquefaciens, Dry-Caribbean Bacillus spp.,
Proteus mirabilis R2, Pseudomonas balearica RF-2, Cronobacter sakazakii RF-
4,Pseudomonas putida GAP-P45, Mitsuaria sp. e Burkholderia sp. (HUANG et
al., 2017; GHOSH et al., 2018; WANG et al., 2019; GALVAIN et al., 2020; ZIA
etal., 2021) e fungos, sendo eles: Piriformospora indica, Rhizophagus irregularis,
Funneliformis mosseae, Funneliformis coronatum e Glomus versiforme (XU et al.,
2017; HOSSEINI etal., 2018; BEGUM et al., 2019; TSAl et al., 2020; HADDIDI
et al., 2020).

A inducdo quimica foi observada através de reguladores vegetais
(Putrescina, Estrigolacotona, Brassinolide, Poliamine, Acido Salicilico, Acidos
Fenodlicos, Acido Abscisico, Acido Giberelérico, Acido Jasménico e Acido
Ascorbico), suplementagdo com nutrientes essenciais, sendo eles: Nitrogénio
(AGAMI et al., 2018), Zinco (ZHANG et al., 2021; SHEMI et al., 2021;), Acido
borico (AYDIN et al., 2019), Cobre (ZHANG et al., 2019), Fosfato inorgénico
(JIANG et al.,2021) e Enxofre (MAJEED et al., 2018; SEHAR et al., 2020). Além
de outros agentes quimicos que promoveram tolerancia ao déficit hidrico, a
serem citados: Bioestimulante a base de Beterraba sacarina (NOMAN et al.,
2018), Silicato de sodio (HAMEED et al., 2021), Silicio (MAGHSOUDI et al., 2019
A; MAGHSOUDI et al., 2019 B; GHORBANPOUR et al., 2020), Meltonina (CAO
etal., 2019; SU et al., 2019; HUANG et al., 2019; GUO et al., 2020; LI et al., 2021),

Peréxido de Hidrogénio (SEHAR et al., 2020; WEERAPHORN et al.,2020;
SINGHet al.,2021), Quitosana (BEHBOUDI et al., 2018; MOOLPHUERK et al.,
2020), Escandio (ELBASAN et al.,2020), PopW (proteina harpina de Ralstonia
solanacearum) (ZHOU et al., 2020), Biofertilizante (PGRP) (AZMAT et al., 2020),
2-(3,4-diclorofenoxi) trielilamina (Xie et al., 2018), Beta-sitosterol (ELKEILSH et
al., 2019), Nanosilicio (GHORBANPOUR et al., 2020), Diéxido de carbono (Ulfat
et al., 2021), Betaina (WANG et al., 2019), Sulfeto de hidrogénio (ZHOU et al.,
2020), Glutationa (SOHAG et al., 2020), Dioxido de titanio (FARAJI et al., 2019),
Glicina betaina (SHEMI et al., 2021), Oxido nitrico (WU et al., 2017; MAJEED et
al., 2018; CAO et al., 2019; FARAJI et al., 2019; HAMURCU et al., 2020),
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Nano-ZnO (SUN et al., 2020)). Os fatores moleculares utilizados foram:
Transgenia, substituicdo de cromossomos (DUDZIAK et al.,2019) e CRISPR
(Conjunto de Repeti¢cdoes Palindrémicas Curtas) / Cas9 (LOU et al.,2017; LIAO
et al.,2019; LI et al.,2019; CHEN et al.,2021). Um fator de inducéo fisico, foi
observado através do uso de porta-enxerto (ZHANG et al.,2019) e um agente
fisico-quimico também foi citado o Plasma DBD (Descarga por barreira dielétrica)
(GUO et al.,2017).
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Figura 8. Técnicas utilizadas na inducao de tolerancia ao estresse hidrico
nos artigos selecionados dos ultimos 5 anos reconhecidos na revisdo

sistematica.
3.8.1 Genes utilizados na transgénia
Dentre os 148 artigos que foram selecionados para compor esta Revisao

Sistematica, 38 destes utilizaram genes associados a resisténcia a seca para

transgenia, e encontram-se listados na Tabela 1.
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Tabela 1. Genes utilizados em transgenia para induzir a tolerancia ao

estresse hidrico, nos artigos selecionados dos ultimos 5 anos reconhecidos na

revisao sistematica.

Cultura Gene Autor
Arabidopsis thaliana FtbHLH3 Yao et al., (2017)
Arabidopsis thaliana OsGSTU30 Srivastava et al., (2019)
Arabidopsis thaliana VyPYL9 Liu et al., (2019)A
Arabidopsis thaliana VVNACO08 Ju et al., (2020)
Arabidopsis thaliana GmNACO085 Nguyen et al., (2018)
Arabidopsis thaliana CarMT Dubey et al., (2019)
Arabidopsis thaliana VVGSTF13 Xu et al., (2018)
Arabidopsis thaliana ZmSCE1d Wang; Wang and Xia (2020)
Arabidopsis thaliana StNACO053 Wang et al., (2021)
Arabidopsis thaliana TaCIPK27 Wang et al., (2018) A
Arabidopsis thaliana PheASR2 Magwanga et al., (2018)
Arabidopsis thaliana MINAC12 Yang et al., (2018)
Arabidopsis thaliana ZmNAC33 Liu et al., (2019) B
Arabidopsis thaliana GmHPO08 Chuong et al., (2021)
Arabidopsis thaliana MpDGK2 Tan and Wang (2020)
Arabidopsis thaliana MtPHD6 Quan et al., (2019)
Arabidopsis thaliana AgAPX1 Liuetal., (2019) C
Arabidopsis thaliana MfWRKY70 Xiang et al., (2021)
Arabidopsis thaliana MaWRKY80 Guoyin et al., (2020)
PpDHNA

Arabidopsis thaliana

pDHNC

Lietal., (2017) B
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Arabidopsis thaliana
Arroz

Arroz

Arroz

Banana

Cana de acucar
Milho

Soja

Soja

Soja

Soja

Tomate

Tomate

Tomate

Tomate

Tomate

Tomate

Trigo

ATGSf
PheASR2
OsRLCK241
Rab7
AhcAPX
AtBBX29
AtGA20x1
GmFDL19
GmRACK1
GmbZIP15
GmMYB84
WRKY8
SIBRI1
AnnSp2
SIMAPR1
SISAMSH1
SINPR1

AtWRKY30

Lietal., (2019) B
Wu et al., (2020)

Zhang et al., (2021)

El-Esawi and Alayafi (2019)

Shekhar et al., (2019)

Mbambalala et al., (2019)

Chen et al., (2019)
Lietal., (2017) A

Li et al., (2018)

Zhang et al., (2020) A

Wang et al., (2017)
Gao et al., (2019)
Nie et al., (2019)

ljaz et al., (2017)
Wang et al., (2018) B
Zhang et al., (2020)B

Li et al., (2019) A

El-Esawil et al., (2019)

Dentre os 38 trabalhos que realizaram a transgenia, 21 deles trabalharam

com a Arabidopsis thaliana. O uso dessa espécie em trabalhos envolvendo

transgenia é considerada uma pratica comum, pois, ela foi

a primeira planta

a ter o genoma completamente sequenciado, tornando-se planta modelo em

diversos estudos genéticos. A facil manipulagcdo dos seus genes permite a

producao de novas linhagens (mutantes), que podem apresentar diferentes

sensibilidades quando expostas a fatores de estresse ambiental (BRITO et al.,

2009).
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A cultura do tomate foi a segunda mais trabalhada sendo utilizada em seis
artigos. O interesse em tomates transgénicos é decorrente, pelo motivo de que
tomates sdoaltamente suscetiveis ao déficit hidrico, principalmente durante a
fase de crescimento, floragdo e no crescimento dos frutos (MURSHED et al.,
2013). Alémdisso, o tomateiro sob defict hidrico diminui o tamanho da folha e do
fruto, o numero e qualidade dos frutos e a taxa de fotossintese (DODDS et al.,
1997). Portanto, a seca causa altos danos econ6micos a cultura do tomate,
tornando imprescindivel o estudo e desenvolvimento de novas variedade
transgénicas tolerantes a seca, para tolerancia a longo prazo.

As demais culturas trabalhadas foram soja com 4 artigos, arroz com 3 € o
milho, trigo, banana e cana de agucar com 1 artigo, cada. O interesse na soja,
arroz, trigo e milho, € explicado pela sua importancia econémica, onde juntos
elesmovimentam bilhées de dodlares anualmente, pois, sdo os 4 cereais mais
produzidos no mundo (FAO, 2018). A Banana é a segunda fruta mais consumida
e a primeira mais produzida no mundo, representando 16% da producao mundial
de frutas, com cerca de 116 milhées de toneladas e area plantada de 5,7
milhdesde hectares (FAO, 2018) e a cana de acucar € a cultura alimenticia mias
produzidano mundo (FAO, 2020).

3.7.2 Reguladores vegetais

Dentre os reguladores vegetais, foram relatados um total de dez, sendo
eles: Putrescina, Estrigolacotona, Brassinolide, Poliamine, Acido Salicilico,
AcidosFendlicos, Acido Abscisico, Acido Giberelérico, Acido Jasménico e Acido
Ascorbico. Nos artigos selecionados eles foram relatados como fonte de inducao
a tolerancia ao estresse hidrico. Esses reguladores geram um inceremento na
atividade das enzimas antioxidantes. Na Tabela 2 € possivel observar os
reguladores que foram observados nos trabalhos e quais as enzimas que foram

relacionados com estes.


https://link.springer.com/article/10.1007/s12298-013-0173-7#ref-CR15
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Tabela 2. Reguladores vegetais e enzimas relacionadas relatadas nos

artigos selecionados para revisdo sistematica.

Regulador vegetal Enzimas relacionadas

Putrescina SOD, CAT, APX, POD, GR and GST

Estrigolacotona SOD, CAT, APX and POD

Brassinolide SOD, CAT, APX, POD and GR

Poliamine SOD, CAT, APX, POD, GR, GST, MDHAR, DHAR and GPX
Acido Salicilico SOD, CAT, APX, POD, GR and POX

Acidos Fendlicos SOD, CAT, APX, GR and POX

Acido Abscisico SOD, CAT, APX, POD, PPO and PAL
Acido Giberelérico  CAT, APX, GR, MDHAR and DHAR
Acido Jasménico SOD, CAT, APX, POD and POX

Acido Ascorbico SOD, CAT and POX

A Putrescina foi utilizada em dois artigos, sendo elas: Doneva et al., (2021)
trabalhandocom variedades de trigo tolerantes e sensiveis a seca, a putrecina
apresentou melhores resultados na inducado a tolerancia quando aplicado na
cultivar suscetivel. Farzane et al., (2020), demostraram que doses apropriadas
de Putrescina pode reduzir os efeitos negativos do estresse hidrico sobre o
tomate. A Estrigolactona foi utilizada apenas em um artigo, no qual Sedaghat et
al., (2019) demostraram que a tolerédncia a seca das plantas de trigo foi
intensificada quando utilizado a estrigolactona. A é considerada importante
reguladordo crescimento e desenvolvimento das plantas. O Brassinolide foi
testado em 3 artigos: Desoky et al., (2021); Khan et.al, (2020) e Gill et al., (2017)
trabalhando com milho, trigo e cevada, respectivamente, apresentaram melhoria
no sistema dedefesa antioxidante, ocorrendo uma reduc¢ao dos danos da seca.
A Poliamina foi utilizada em dois artigos, sendo eles Naz et al., (2021) Akter et
at., (2018), e em ambos o0 seu uso apresentou respostas positivas na mitigacao

da seca.


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0981942817302668#!
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/growth-development-and-aging
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O Acido Salicilico foi testado em 8 artigos como fonte de tolerancia a seca.
Em todos os artigos, o acido salicilico se apresentou promissor na mitigacao ao
estresse, sendo que em 7 deles o seu uso foi em conjunto com outra substancia
para promover a tolerancia ao estresse hidrico, sendo estes artigos: Singh et al.,
(2021) utilizou concomitantemente o Perdxido de hidrogénio; Shemi et al., (2021)
o Zinco e Glicina betaina; Naz et al., (2021), a Espermidina; Tayyab et al., (2020)

o Metil Jasmonato; Azmat et al., (2020) um Biofertilizante; Maghsoudi et
at., (2019) o Silicio; Sedaghat et al., (2017) a Estrigolactona e apenas em 1 artigo
foitestado o uso isolado do acido salicilico(Loulfy et al., 2020).

Os 4cidos fendlicos testados por Bhardwaj et al., (2017), trabalhando com
trigo, apresentaram melhoria em condi¢oes de déficit hidrico. O acido abiscisico
foi utilizado em dois artigos, um envolvendo trigo onde a administragao do ABA
foi através da hidropbnia e outro com batata, onde o ABA aplicado de forma
exdgenaatravés da pulverizacao foliar, desenvolvidos por Yao et al., (2019) e
Zhang et al.,(2020) e em ambos estudos, o ABA mitigou os efeitos do déficit
hidrico. O acido giberelérico foi utilizado em apenas um artigo, o estudo foi
desenvolvido por Moumita et al., (2019), utilizando o trigo e o acido giberelérico
foi capaz de atenuar os danos induzidos pela seca. O acido jasménico foi
utilizado em dois trabalhos, o primeiro desenvolvido por Ghaffari et al., (2019) em
beterraba e o segundo desenvolvido por Tayyab et al., (2020), contudo a acao
nesse segundo foi em conjunto com o acido salicilico, em ambos estudos houve
a diminuicado dos efeitosda seca. O acido ascérbico foi utilizado em um artigo,
este desenvolvido por Loulfyet al., (2020), trabalhando com milho e ele também

foi capaz de mitigar os efeitosdo estresse hidrico.

4. CONSIDERACOES FINAIS

A mudanca climatica global e o crescimento continuo da populagao no
mundo resultam em uma disponibilidade cada vez mais limitada e onerosa de
agua e com isso, a producao global de alimentos encontra-se ameagada. Um dos
principais fatores ambientais que podem afetar essa produgéo, sdo os periodos
recorrentes de seca, pois, estes podem levar a perda parcial ou total da safra.

Diante do exposto, esfor¢cos para o desenvolvimento de novas cultivares
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tolerantes a seca, se tornou fundamental para a manutengao das populacdes
humanas, o que torna a busca por ferramentas e/ou mecanismos que gerem
tolerancia a seca de interesse para os pesquisadores. Dentre os fatores que
geram tolerancia a seca esta o aumento da atividade/ expressao génica das
enzimas antioxidantes. Entre os dados que foram coletados nessa revisao,
diversas formas de inducdo a essa tolerancia, desde a aplicagcdo externa de
insumos quimicos, 0 uso de porta enxerto e plasma, ao desenvolvimento de
organismos geneticamente modificados, foram destacadas, qual julga melhor
técnica para ser aplicada. Dentre os insumos quimicos, o uso de reguladores
vegetais foi 0 que mais se destacou, contudo, estes ndo conferem tolerancia a
longo prazo, com isso, 0 uso e o desenvolvimentode organismos geneticamente
modificados, seria a técnica mais eficiente para a promocao da tolerancia ao
déficit hidrico a longo prazo. Nessa revisao sistematicaforam coletados dados
que identificaram 40 genes candidatos a tolerancia ao déficit hidrico, estes que
podem ser utilizados por programas de melhoramento genético vegetal, para o

desenvolvimento de transgénicos.
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EXPRESSAO DE GENES RELACIONADOS A TOLERANCIA AO DEFICIT
HIDRICO EM BANANEIRA.

RESUMO: O Brasil € o quarto maior produtor mundial de banana com uma
producao de aproximadamente 7 milhdes de toneladas. O nordeste € o maior
produtor da fruta no Pais, suportando 34% da producao nacional. Contudo as
precipitagcdes no semi-arido nordestino sdo insuficientes para atender as suas
necessidades hidricas, pois, bananeira € uma planta muito sensivel ao estresse
hidrico, apresentando uma consideravel resposta fisiolégica a escassez de agua,
durante o processo do défcit hidrico, ocorre a producao de espécies reativas de
oxigénio (ERO) estas que, podem levar em ultim ocaso a apoptose da célula,
contudo como forma de se proteger desss ERO, elas ativam um processo de
protecdo do aparato fotossintético, com aumento da expressdo de enzimas
antioxidantes dentre essas enzimas estdo: ascorbato peroxidase (APX),

superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT). Diante do exposto, o presente
estudo teve como objetivo avaliar o padrao de expressao relativa por RT-gPCR
dos transcritos dos genes SOD, CAT, APX e Aquaporina emdois gendtipos de
bananeira contrastantes submetidos ao déficit hidrico. Os resultados gerados,
validam os resultados de analises morfolédgicos invitro, demostrando assim que
o genaotipo 042079-13, apresenta uma maior tolerancia ao déficit hidrico, em

relagdo ao gendtipo SH3263, sendo assim, 0 mais recomendado para
cruzamentos em programas de melhoramento vegetal, visando o
desenvolvimento de novas cultivares tolerantes ao estresse. Contudo novos
trabalhos na area sdo recomendados, devido a falta de trabalhos envolvendo
a expressao génica (SOD, CAT, APX e Aquaporina) em bananeira sob condi¢oes
de déficit hidrico, além da crescente demanda por novas cultivaresque sejam
tolerantes ao déficit hidrico, diante do cenario atual de reducdo de chuvas e

aumento da temperatura global.

PAVAVRAS-CHAVE: estresse por seca; Musa spp.; estresse abiotico, atividade

enzimatica; expressao génica
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EXPRESSION OF GENES RELATED TO WATER DEFICIT TOLERANCE IN
BANANA TREES.

ABSTRACT: Brazil is the fourth largest banana producer in the world with a
production of approximately 7 million tons. The northeast is the largest producer
of the fruit in the country, supporting 34% of the national production. However,
rainfall in the northeastern semi-arid region is insufficient to meet its water needs,
as banana is a very sensitive plant to water stress, presenting a considerable
physiological response to water scarcity, during the water deficit process, the
production of reactive oxygen species (ROS) which can ultimately lead to cell
apoptosis, however, as a way to protect against this ROS, they activate a process
of protection of the photosynthetic apparatus, with increased expression of
antioxidant enzymes among these enzymes they are: ascorbate peroxidase
(APX), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT). Given the above, this study
aimed to evaluate the relative expression pattern by RT-gPCR of transcripts of
the SOD, CAT, APX and Aquaporin genes in two contrasting banana genotypes
subjected to water deficit. The results generated validate the results of invitro
morphological analysis, thus demonstrating that the 042079-13 genotype has a
greater tolerance to water deficit, compared to the SH3263 genotype, thus being
the most recommended for crosses in plant breeding programs, aiming the
development of new stress-tolerant cultivars. However, further work in the area
is recommended, due to the lack of work involving gene expression (SOD, CAT,
APX and Aquaporin) in banana under water deficit conditions, in addition to the
growing demand for new cultivars that are tolerant to water deficit, in view of the

current scenario of reduced rainfall and increased global temperature.

KEY WORDS: drought stress; Musa spp; abiotic stress, enzyme activity; gene

expression
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1. INTRODUCAO

1.1 Aculturadabanana

1.2 Origem e importancia econémica

As bananeiras sao espécies tropicais, cujo centro de origem primario esta
situado no Sul e Sudeste Asiatico, com centros secundarios na Africa Oriental e
ilhas do Pacifico, além de um importante centro de diversidade na Africa
Ocidental, em regiées com clima tropical quente e umido. Em ambiente natural,
ocorrem nas areas mais baixas das florestas tropicais, embora também sejam
encontradas em altitudes mais elevadas. Possivelmente, as bananeiras
introduzidas nas Américas sairam da Guiné, na Africa (DANTAS et al., 2015). Por
sua vez, o material do continente africano pode ter chegado por uma ou duas vias:
india — Golfo Pérsico — Arabia — Africa Ocidental ou Indonésia —
Madagascar —Africa Oriental. A entrada da bananeira na América se deu no
periodo colonial,em 1916, por meio de Tomas de Berlanga. A cultura foi bem
aceita pelos indigenas, levando a sua rapida dispersao (SHEPHERD, 1984;
Dantas et.al 2015).

A cultura da banana é considerada o quarto alimento mais importante do
mundo, ficando atras apenas do arroz, trigo e milho (PERRIER et al., 2011). Os
maiores produtores de banana sado a india, China, Filipinas e o Brasil,
respectivamente (FAO, 2020). O Brasil atualmente € o quarto produtor mundial
da fruta, tendo produzido aproximadamente 7 milhdes de toneladas em 2018,
emuma area aproximada de 550 mil hectares (IBGE, 2019). Nesse mesmo ano,
a banana foi o quinto mais importante cultivo agricola brasileiro com base no valor
bruto de produgdo, que alcangou R$ 15 bilhdes anuais, correspondendo a 4,3%
da riqueza gerada pela producdo agricola. Esses numeros salientam a
importancia da fruta para o agronegdcio nacional. Dentre as regides do pais onde
ha producdo de banana, o Nordeste se destaca como o maior produtor,
contribuindo com 35% da producao nacional, e dentre os estados, a Bahia detém
a maior producao (IBGE, 2019).

Dados da FAOSTAT (2018) apontam que a banana € uma das frutas mais
consumidas pelos brasileiros perdendo apenas para laranja, consumida nao

apenas como sobremesa, mas também como alimento natural, com um consumo
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de 28 kg/ano por pessoa. Segundo Frison et al. (2004), cerca de 87% de todas
as bananas produzidas no mundo, sao cultivadas por pequenos agricultores para
consumo doméstico e/ou para venda nos mercados locais e regionais. Esses
produtores fornecem um alimento basico de subsisténcia para milhdes de
pessoas, principalmente nos paises africanos. Além de fornecer uma fonte de
energia barata e facilmente produzida, as bananas também sao ricas em minerais
e emvitaminas A, C e B6. Assim, a banana contribui diretamente para a seguranca
alimentar mundial (LESCOT, 2011), além de ser uma das atividades de grande
importancia econémica e social do agronegécio mundial e brasileiro, ndo s6 pela
sua geragao de renda, mas também pela contribuicdo em manter a fixagdo do
homem no campo (FERREIRA et.al., 2016).

A banana contribui diretamente para a seguranga alimentar de familias
rurais, além de ser fonte de emprego e renda, proporcionando postos de trabalho,
sendo eles, desde o cultivo até o processamento industrial. Contudo, a sua
producao se encontra ameacada por fatores climaticos, que ocasionam grandes

desvios negativos de chuvas, trazendo consigo a seca (EAKIN et al., 2014)

1.1.2 Classificagéao, evolugcao e morfologia

A bananeira (Musa spp.) foi uma das primeiras plantas cultivadas a serem
domesticadas (RAVI et al., 2013). E uma planta pertencente a classe das
monocotiledéneas e a familia Musaceae. A maioria dos gendtipos que sao
cultivados para alimentagdo pertence a se¢do Eumusa do género Musa
(SIMMONDS; SHEPHERD, 1955), o qual é classificado conforme o numero de
cromossomos: com 10 cromossomos, sec¢cdes Australimusa e Callimusa e 11
cromossomos, secgbes Eumusa e Rhodachlamys (SIMMONDS; SHEPHED,
1955; SING, 2016).

Em grande parte os frutos utilizados na alimentagcdo humana, sao frutos
decruzamentos intra e interespecificosenvolvendo M. acuminata Colla (genoma
A, 2n=2x=22) e M. balbisiana Colla (genoma B, 2n=2x=22). Esses hibridos
apresentam-se em casos com 20; 22; 33; 44; 55; 77 e 88 pares de cromossomos,
podendo-se encontrar, inclusive, varios tipos de aneuploidias e apresentam
caracteristicas das duas espécies (SIMMONDS, 1973). Essas distintas ploidias

conferem a organizag&o das bananeiras em: diploides (AA, AB e BB); triploides
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(AAA, AAB e ABB) e tetraploides (AAAA, AAAB, AABB e ABBB) (SIMMONDS
eSHEPHERD, 1955).

A planta da bananeira possui raizes, caule, folhas, flores, frutos e
sementes e caule subterraneo (rizoma), de onde ocorre a formacgao das raizes,
folhas, inflorescéncias e rebentos ou filhotes. O sistema radicular € do tipo
fasciculado, podendo atingir horizontalmente até 5m; entretanto, € mais comum
de 1 a 2m, dependendo da variedade e das condicbes do solo. Contudo,
aproximadamente 30% das raizes estéao localizadas na profundidade de 0-10cm
e 82% concentram-se na camada de 0 - 50cm (BORGES, 2004; SIMMONDS,
1973; SIMMONDS; SHEPHERD, 1955;).

A bananeira apresenta folhas grandes, completas, espiraladas, simples,
constituidas de bainha, peciolo, limbo e nervura central. As suas bainhas sao bem
desenvolvidas e suas bases sdo enroladas, as quais formam o pseudocaule. A
posicdo da folha pode variar entre grupos genémicos, podendo ser eretas
(diploides), pendentes (triploides) e arqueadas (tetraploides) (SHEPHERD,
1984).

1.1.3 Exigéncias climéticas da bananeira

A cultura da bananeira é afetada por inumeros fatores bioticos e abidticos.
Dentre os fatores abidticos, o déficit hidrico, € um dos mais restritivos. A seca
geraimpactos no crescimento, na fisiologia e na reprodugado das plantas, desse
modo,ameaca a produc¢ao agricola mundial, pois devido a essas alteracdes, pode
levar a reducéao drastica da producao (LENG; HALL 2019; VARMA; BEBBER,
2019; CALBERTO et al. 2015; TRENBERTH et al. 2014). O Brasil
apresenta condi¢desfavoraveis para o cultivo da bananeira, sendo plantada de
norte a sul do Pais. A bananeira é exigente em calor constante, precipitacdes
bem distribuidas e elevada umidade no solo (ALVES et al., 1999; DE MEDEIROS
et al., 2013). Os principais fatores climaticos que influenciam seu
desenvolvimento sao: temperatura, precipitacdo, umidade relativa, vento e
luminosidade (MANICA,1997).

As temperaturas que favorecem o bom desenvolvimento da bananeira
ficam entre 15°C e 35°C, sendo 25°C a temperatura 6tima. Abaixo de 152C ocorre

a diminuicdo consideravel do metabolismo da planta e temperaturas acima de
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359C prejudica o seu desenvolvimento por causar desidratagdo, principalmente
das folhas (SCARPARE FILHO et al., 2016).

O cultivo da bananeira exige elevado e continuo consumo de agua devido
a morfologia e hidratacdo de seus tecidos, sendo uma consequéncia direta da
absorcao de CO2 para a fotossintese e formagao de suas estruturas. As maiores
producdoes de banana estdo associadas a uma precipitagdo anual total de 1.900
mm, bem distribuida durante o ano, equivalendo a cerca de 160 mm por més e
5 mm/dia. E fundamental que o fornecimento de &gua assegure uma
disponibilidadede 75% da capacidade de retencdo de agua do solo sem que
ocorra o risco de saturacdo do mesmo, 0 que prejudicaria a sua aeragao
(BORGES; SOUSA, 2004), e embora a bananeira seja plantada nas regides
tropical e subtropical do mundo,a maior parte dessas n&o possui precipitagdo
suficiente ou ndo é beneficiada poruma distribuicdo uniforme de agua durante
todo o ano.

Umidades relativas do ar acima de 80% proporcionam o melhor
desenvolvimento a cultura, favorecendo a emissao de folhas e inflorescéncia,
além de ajudar a uniformizar a coloracao dos frutos e prolongar a longevidade das
folhas. Por sua vez, a baixa umidade implica em folhas mais coriaceas e de menor
longevidade (BORGES; SOUSA, 2004). Um outro fator ambiental que afeta os
bananais sao os ventos, cujos danos variam conforme a duragéo, velocidade e
temperatura, além do cultivar e fase fenolégica. Estima-se que as perdas
causadas pelo vento girem em torno de 20% e 30% e a maioria das variedades
de bananeira suportam ventos de até 40 km/h (DONATO et al., 2015)

A bananeira é uma planta muito sensivel ao estresse hidrico, pois possui
elevado indice de area foliar, o que resulta em alta transpiracdo. O sistema
radicular € muito superficial, razdo pela qual a bananeira € uma espécie que
apresenta consideravel resposta fisiologica a escassez de agua (VAN
VOSSELEN et al.,, 2005). Desse modo, a taxa de evapotranspiracao da
bananeira é bastante influenciada pela percentagem de agua disponivel na zona
radicular (BASSOI et.al, 2001) pois, quando a bananeira é submetida a alta
demanda evapotranspirométrica, tipica dos meses mais quentes no semiarido,
a sua transpiragdo excede a capacidade de absorgcédo de agua pelas raizes e a
planta murcha temporariamente mesmo com o solo umido (DONATO et.al.,
2015).
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1.2 Seca e déficit hidrico

No sentido mais geral, a seca tem sua origem a partir de um déficit de
precipitacdo durante um periodo prolongado de tempo - geralmente uma estagao
do ano ou mais - resultando em uma caréncia de agua para alguma atividade,
grupo ou setor ambiental. Seus impactos se devem da interagdo entre o evento
natural (menos precipitacao do que o esperado) e a demanda de pessoas para
uso de agua, no abastecimento de agua para a populagao, agricultura e pecuaria.
Assim, as atividades humanas podem acentuar os impactos da seca (MARENGO
et.al, 2016).

A seca ocorre quando pouca agua esta disponivel em um estado
termodinamico apropriado (COELHO et.al., 2003). E um fenédmeno natural onde
ocorre grandes desvios negativos das chuvas do clima de longo prazo, € no
nordeste brasileiro afetam principalmente os moradores vulneraveis da regido
semiarida, criando situa¢des de déficit hidrico com impactos na agua, energia e
segurancga alimentar (EAKIN et al., 2014).

A regiao semiarida do Nordeste do Brasil (NEB), situa-se entre 2,5° S e

16,1°S e 34,8 °We 46 ° W, e possui uma area de cerca de 1.542.000 km2, ou
cerca de 18,26% da éarea do territorio Brasil (MAGALHAES et al., 1987). A
precipitacdo média anual é de até 800 mm e indice de aridez entre 0,2 e 0,5
calculados pelo balanco hidrico, condicdo em que se enquadram o0s principais
polos produtores de banana do Nordeste brasileiro e do Norte de Minas Gerais
(DONATO et.al., 2015). Os periodos de seca fazem parte da variagao natural do
clima na regiao e de acordo com as proje¢des de mudangas climaticas, a projecéao
€ que continuem e intensifiquem no futuro (MARENGO et al., 2016).

As precipitacdes no semiarido sao insuficientes para atenderem as
necessidades hidricas, tornando-se assim necessario o uso de irrigacao
suplementar (DE MEDEIROS et.al., 2013) que aumenta o custo de producgao e
€ dependente da disponibilidade de infraestrutura, recursos e habilidade no

manejoda cultura e do solo (PAZ et al., 2000), além dos impactos ambientais.
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1.3 Resposta da planta ao déficit hidrico

As principais causas do déficit hidrico nas plantas estao relacionadas com
limitagées no processo de transpiracao, absorcao e disponibilidade de agua no
solo, que provocam diminui¢cao da produtividade, justamente por inviabilizar o
processo fotossintético. A planta necessita equilibrar dois fatores que ocorrem
simultaneamente: conservar agua e assimilar o CO2 atmosférico (FRANCOIS et
al., 2012). Gendétipos mais eficientes no uso da agua apresentam melhoria das
funcdes fisioldgicas, como: ajuste osmotico, regulacdo estomatica, relacao
fotossintese/transpiracdo, manutencao da estabilidade da membrana plasmatica
e das enzimas antioxidantes ativas (ZHENGBIN et al., 2011).

Sob condigdes fisioldgicas normais, ocorre a producédo de ERO, que séo
geradas pelo metabolismo dos organismos aerébicos, principalmente através da
fotossintese e respiragcdo, porém mantidos em niveis basais através de sistemas
antioxidantes de defesa (GRATAO et.al., 2005; SCANDALIOS, 1993) toda via, sua
producao é aumentada em decorréncia de varios tipos de estres. A producao
continua de radicais livres culmina no desenvolvimento de mecanismos de
defesa antioxidante. Esses mecanismos possuem o objetivo de limitar os niveis
intracelulares de tais espéciesreativas de oxigénio (ERO) e controlar a ocorréncia
de danos decorrentes do processo (SHAMI; MOREIRA, 2004; BIANCHI;
ANTUNES, 1999). ses bidticos ou abioticos (FOYER et al., 1994).

Em plantas, a producdo das ERO é estimulada por varios fatores
ambientais de estresse, como exposicao a niveis elevados de luminosidade,
déficit hidrico, presenca de metais pesados, elevada concentragdo de sais,
radiacdo UV, extremos de temperatura, herbicidas, poluicdo do ar, estresse fisico
€ mecanico e também como resposta aos estresses bidticos tais como o ataque
de patogenos (MALLICK; MOHN, 2000).

A terminologia Espécies Reativas de Oxigénio (ERQO), inclui as espécies
de radicais livres de oxigénio e nao radicais derivados do oxigénio que, apesar
denao possuirem elétrons desemparelhados, sao muito reativas em decorréncia
de sua instabilidade (RIBEIRO et al., 2005). Esses radicais quando sdo formados
e ultrapassam as defesas antioxidantes das células, ocorrem danos oxidativos
das macromoléculas celulares (lipidios, proteinas, acidos nucleicos), que

acarreta, finalmente, para varias condi¢gdes patolédgicas. A peroxidacao lipidica
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mediada porERO, a oxidagdo de proteinas e danos no DNA, séo resultados bem
conhecidos dos radicais livres derivados do oxigénio, levando a patologia celular
e em ultimocaso a apoptose da célula (BANDYOPADHYAY et al., 1999).

As principais ERO distribuem-se em dois grupos, os radicalares: hidroxila
(HOe), superdxido (O2-), peroxila (ROQO¢) e alcoxila (RO¢); e os ndo-radicalares:
oxigénio “singlet” (02), peroxido de hidrogénio (H202) e acido hipocloroso
(HCIO)(BARREIROS et.al, 2006). O estresse oxidativo ocorre em casos onde ha
um desequilibrio na quantidade de ERO e as enzimas antioxidantes. Esse
desequilibrio pode ser causado por diversos fatores relacionados com o aumento
da producao de ERO e/ou a reducao da disponibilidade de enzimas antioxidantes
(ANDRADE et.al., 2010).

1.4 Sistema antioxidante enzimaético

Quando a planta encontra-se sob estresse hidrico, sinais percebidos pela
raiz ativam a rota do acido abscisico (ABA), que ao ser translocado para as folhas
ocasiona a producado de peroxido de hidrogénio (H202) nas células-guarda
levando ao fechamento dos estomatos. Com isso, ativam-se também as enzimas
reativas de oxigénio e a planta entra em um processo de prote¢do do aparato
fotossintético, com aumento da expressdo de enzimas antioxidantes (DEUNER,
2007), dentre essas enzimas estdo: ascorbato peroxidase (APX), superoxido
dismutase (SOD), glutathione reductase (GR), catalase (CAT),
monodehydroascorbate reductase (MDHAR), dehydroascorbate reductase
(DHAR), peroxidase (POX), glutathione peroxidase (GPX), guaiacol peroxidase
(GOPX), and glutathione-S-transferase (GST) (HASANUZZAMAN et.al, 2012). O
peréxido de hidrogénio formado pela dismutacdo espontdnea do radical
superoxido ou pela reagao catalisada pelas SODs € eliminado do metabolismo
celular por acédo de enzimas CATs e APXs (ARORA et al., 2002). Dessa forma,
aatividade balanceada das referidas enzimas torna-se crucial ha manutencéo
dos niveis de 02- e H202 (MITLER, 2002) dentro das células, pois, o sistema de
defesaantioxidante exerce papel fundamental na aquisicdo de tolerancia pelas
plantas (DEUNER, 2007).
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1.4.1 Superoxido dismuatse

A Superoéxido dismutase (SOD - EC 1.15.1.1) foi isolada pela primeira vez
em1983 a partir de células vermelhas do sangue (MANN; KEILIN, 1938), ela é a
primeira linha de defesa contra as espécies reativas de oxigénio (APEL; HIRT,
2004), sendo uma enzima que sincronicamente oxida e reduz o anion superoxido
produzindo peréxido de hidrogénio e oxigénio, de acordo com a reagao: O2e- +
2 H+— 02 + H202. Variantes da superdxido-dismutase sdo encontradas em
cloroplastos, peroxissomos, mitocondrias, citosol e apoplasto (TAIZ et al., 2017).

As SOD constituem uma familia de metaloenzimas que sao classificadas
de acordo com seu sitio ativo para metais (SCANDALIOS, 1993). As multiplas
isoformas de SOD sao classificadas em trés tipos principais: Fe-SOD (cofator de
ferro), MnSOD (cofator de manganés) e Cu/ZnSOD (cobre e zinco como
cofatores; cobre € o redox metal catalitico ativo) (BERWAL; RAM, 2018;
SCANDALIOS, 2005). Em bactérias, uma isoforma distinta € encontrada, sendo
chamada de Ni-SODs (cofator de niquel). A quantidade e os tipos de isoformas
de SOD é variavel entre as espécies vegetais, bem como a abundéncia relativa
de cada isoforma (ASADA, 1999).

1.4.2 Catalase

Catalase ou hidroperoxidase (CAT- EC 1.11.1.6) foi descrita pela primeira
vez em 1900, durante um estudo envolvendo folhas de tabaco, quando a
capacidade de metabolizar H202 foi associada a uma enzima especifica (LOEW,
1900). A CAT é prioritariamente encontrada em peroxissomos, porém pode ser
encontrada no citosol e mitocondrias (OLIVEIRA, et.al, 2010; MHAMDI et al.,
2010). Esta enzima catalisa a detoxificacacao de peroxido de hidrogénio em agua
e oxigénio nos peroxissomos, de acordo com a reagao: 2 H202 — 2 H20 + 02
(TAIZ et.al, 2017).

A CAT é classificada como da classe das oxidorredutases (SOBER, 1968)
e é dividida em trés tipos. A classe | se refere a catalase que exerce um papel
primordial na metabolizagdo do H202 durante a fotorrespiragdo em folhas. Na
classe Il, a sua fungédo parece estar associada ao sistema vascular. Também

relata-se ter fungéo para a protegéo contra estresses ambientais. A classe Il esta
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relacionada a flores e sementes. Esta classe também assume papel na

degradacéao de acidos graxos em glioxissomos (JOO et.al, 2014).

1.4.3 Ascorbato peroxidase

Ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) foi descrita pela primeira vez
em1979 em um trabalho utilizando lamelas isoladas e lavadas de cloroplastos de
espinafre (GRODEN; BECK,1979). A APX é uma heme-proteina, da Classe Ida
superfamilia das peroxidases, que possui uma alta afinidade com o H202
necessitando do acido ascorbico como redutor. Além disso, apresentam formas
isoenzimaticas distintas encontradas no citosol, mitocondrias, peroxissomos,
cloroplastos e parede celular (DABROWSKA et al., 2007).

A ascorbato-peroxidase catalisa a destruicdo de peroxido de hidrogénio
usando acido ascorbico como um agente redutor na seguinte reagdo: 2 L-
ascorbato + H202 + 2 H+ — 2 monodesidroascorbato + 2 H20 (TAIZ et al., 2017).

1.5 Aquaporina

O transporte de agua através de membranas bioldgicas por poros
especializados, em vez de por difusao simples, foi proposto pela primeira vez em
1953, envolvendo anuros (KOEFOED- JOHNSEN; USSING, 1953). A
aquaporina(AQPS) é uma proteina pequena com menos de 300 aminoacidos,
integral de membrana e que facilita o transporte de pequenas moléculas
(UEHLEIN et al., 2003; BIELA et al. 1999; PRESTON et al., 1994), além de agua
e glicerol. E também responsavel pelo transporte de varias moléculas, como
diéxido de carbono (CO2), éxido nitrico (NO), peroxido de hidrogénio (H202),
amonia (NH3), arsenito (As(OH)3), acido boérico (B(OH)3) e uréia.

A resposta a ativagao de fatores de transcricdo pela falta de dgua leva a
ativacdo do mecanismo de resposta ao estresse responsavel por conferir
tolerancia as plantas. O mecanismo de regulacado constante inclui a passagem
deagua para dentro e para fora das células através das aquaporinas (MAUREL
et al., 2008). Em vegetais, a atividade das aquaporinas (canais de agua) pode

aumentar a permeabilidade a agua na membrana (OHSHIMA et al., 2001), o que
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€ uma etapa importante em varios processos fisiolégicos, como alongamento
celular, germinagcédo de sementes e regulagdo osmética (MAUREL et al., 2007).
Em condicbes de estresse hidrico a aquaporina pode estar envolvida na
regulacdoda fotossintese afetando o transporte de CO2 da atmosfera para os
cloroplastos; tanto indiretamente pela regulacdo do balango hidrico e controle
dos estbmatos quanto diretamente pela regulacédo da condutancia do mesofilo ao
CO2, além de ser responsaveis por minimizar a perda de agua dos tecidos
vegetais e facilitar o transporte da agua entre os diferentes 6rgaos preservando
a homeostase (AFZALet al., 2016; GALMES et al., 2007; TYERMAN et al., 2002;
KJELLBOM et al., 1999).

1.6 Deficit hidrico e regulacédo da expressado génica

A analise de perfis de expressao génica se tornou uma ferramenta util para
a investigacao de respostas a estresses ambientais (RODRIGUEZ; CANALES;
BORRAS-HIDALGO, 2005), podendo ser utilizada na identificacdo de gendtipos
tolerantes e susceptiveis a um dado estresse. Genétipos que diferem em
tolerdncia ao déficit hidrico devem apresentar diferencas qualitativas e
quantitativas na expressao (PIMENTEL et al., 1990), induzindo, aumentando ou
reprimindo a expressao de genes em resposta ao estresse.

O estresse hidrico provoca alteragdes na expressao génica de diferentes
categorias funcionais que podem ser mensuradas em genoétipos contrastantes
quanto a tolerancia ao déficit hidrico por meio das técnicas supracitadas
(MORAES et al., 2015). O estudo da expressao génica devido as mudancgas nas
atividades das enzimas antioxidantes pode fornecer informagdes sobre a
adaptacao molecular das plantas as condi¢des de déficit hidrico (BIAN; JIANG,
2009).

Diferentes técnicas permitem estudar as enzimas antioxidantes
envolvidasna remocao das espécies reativas de O2 em varias culturas, assim
como os genesque codificam estas enzimas. A analise da expressao génica &
essencial para o estudo do metabolismo e das vias de sinalizagcao que suportam
as células e os processos de desenvolvimento. Embora varios métodos tenham
sido utilizados para quantificar a expressao génica, a PCR quantitativa em tempo

real (RT-gPCR)é considerada a técnica padrédo devido a sua sensibilidade e


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-3040.2008.01792.x#b28
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-3040.2008.01792.x#b82

73

especificidade(BUSTIN et al., 2005).

A RT- gqPCR é o método mais utilizado para a avaliagdo da expressao
génica devido a rapidez, especificidade e sensibilidade em detectar e quantificar
acidos nucléicos (GACHON et al.,, 2004). Em geral, duas estratégias de
quantificacdo podem ser executadas nessa metodologia: i) quantificacdo
absolutae ii) relativa. Na primeira, determina-se com precisdo o numero de copias
do RNAalvo pela comparagdo com uma curva padrao apropriada, enquanto que,
na ultima, expressa-se em termos de quantidade relativa de transcritos em
relagdo aum outro gene adotado como referéncia (PFAFFL, 2004). Este ultimo
meétodo € na maioria das vezes adequado para a investigagdo das mudancas
fisioldgicas daplanta baseadas nos padrdes de expressao génica (GACHON et
al., 2004).

A quantificagdo dos niveis de expressado génica pode render valiosas
pistassobre a funcado génica. Por meio desse método podem ser detectadas
alteracdesem nivel de expressao génica em resposta a estimulos biolégicos
especificos, como estresses abioticos em plantas, pois, a RT-gPCR é um método
que possui detecgao precisa e sensivel dos produtos de amplificagcdo (FRAGA et
al., 2008).

Ravi et al. (2013) inferem que, devido ao cenario atual com as projecoes
deaumento global da seca e calor, 0 aumento da producédo de banana se tonara
viavel com o desenvolvimento de variedades condicionadas para ambientes
limitados em agua, ou seja, que usam a agua eficientemente.

Entender o sistema antioxidativo das plantas é de fundamental
importancia para a selecdo de gendtipos que apresentam uma menor
sensibilidade ao déficit hidrico e maior toleréncia a seca. Informagbes dessa
natureza pode representar um importante avango no desenvolvimento de
cultivares de bananeiras tolerantesao déficit hidrico (MORAES, et.al 2015).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o padrao
de expressao relativa por RT-qPCR dos transcritos dos genes Superoxido
dismutase (SOD), Catalase (CAT), Ascorbato peroxidase (APX) e Aquaporina em

dois genaétipos de bananeira contrastantes submetidos ao déficit hidrico.



74

2. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no laboratorio de Biologia Molecular
localizado nas instalacbes da Embrapa Mandioca e Fruticultura (CNPMF),
situada no Municipio de Cruz das Almas, BA (Latitude: 12°40’°39”S, Longitude;
39906’ 23”W, Altitude; 225m) onde foi avaliada a expressdo génica dos genes
relacionados a toleréncia ao estresse hidrico, sendo eles: Catalase (CAT),
Superperoxido desmutase (SOD), Ascorbato peroxidase (APX), Aquaporina
(MITTLER et al., 2004; HUSSAIN et.al., 2011).

2.1 Material vegetal

No experimento foram utilizados dois genoétipos contrastantes para
tolerancia ao déficit hidrico provenientes do Banco de Germoplasma de
Bananeira (BAG). Os mesmos foram levados para casa de vegetacdo e
submetidos a um regime de sequeiro, sendo eles um diploide melhorado (AA-
042079-13) gerado pelo programa de melhoramento da bananeira da Embrapa
e um hibrido diploide (AA) SH3263 desenvolvido pelo programa de
melhoramento genético de banana da Fundacdo Hondurenha de Investigacao
Agricola (FHIA), previamente selecionados in vitro, através de analises
morfolégicas como mais € menos tolerantes ao déficit hidrico, respectivamente
(Tabela 1) (MASSARO, 2016).

Tabela 1. Descri¢cao dos diploides melhorados de bananeira utilizados no

estudo.

Caodigo Diploide Genealogia (parental feminino x

biofabrica melhorado parental masculino)

PMGB060 042079-13* M53 x 028003-01 (Tuugia x Calcutta
4)

PMGBO073 SH3263** Hibrido selecionado pela Fundacion
Hondurefa de Investigacion Agricola
(FHIA)

*Tolerante ao déficit hidrico; **Menos tolerante ao déficit hidrico.
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No experimento foram utilizadas plantas micropropagadas das
respectivasplantas supracitadas. As mudas micropropagadas foram transferidas
dos tubos deensaio para recipientes plasticos, onde permaneceram por 60 dias,

sendo irrigadas diariamente para aclimatagdo. Finalizado o periodo de
aclimatacdo, as mudas foram transplantadas para vasos de 16 dm3 de volume,

contendo solo em densidade de 1,6 g.dm'1. Vinte dias antes do transplantio, o

solo foi adubado comtorta de mamona, superfosfato simples, calcario e gesso,

nas concentragcbes de 0,4375 g.dm'3; 8,8 g.dm'3; 1,26 g.dm'3; 0,19 g.dm'3,

respectivamente. Dez dias apos o transplantio, o solo foi adubado com ureia e

cloreto de potassio, nas concentragcdes de 0,33 g.dm'3 e 0,083 g.dm'3,
respectivamente. Apos 30 dias do transplantio das mudas para os vasos, deu-se
inicio ao experimento. O mesmo foi composto por trés tratamentos: irrigado
(controle), déficit hidrico moderado, déficit hidrico severo e reidratacao.

O regime de secamento e umedecimento do solo foram monitorados por
meio da técnica de reflectometria de dominio no tempo (TDR), tendo como base
os valores de constante dielétrica do solo. As sondas de TDR foram construidas
no Laboratorio de Irrigagdo e Drenagem da Embrapa Mandioca e Fruticultura com
as seguintes caracteristicas: trés hastes de aco inoxidavel com comprimento
efetivo de 0,1 m, espacadas entre si por 0,017m, fixas a um bloco de resina de
poliéster com dimensdes de 0,05 m x 0,045 m x 0,015 m e conectadas a um cabo

coaxial de 50 ohms de 1,5 m de comprimento (Figura 1).
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Figura 1. A) Instalacao das sondas de TDR; B) Vedacao dos vasos com
plastico transparente; C) Vedag&o dos vasos com plastico transparente e papel

aluminio. Fonte: Alice Lichs Marssaro.

As sondas foram calibradas para o solo conforme metodologia de Coelho
et al. (2006), localizadas a 30 cm de profundidade e posicionadas proximas do
caule. Os vasos foram vedados com plastico transparente e papel aluminio a fim
de evitar a perda de agua do solo por evaporacado (Figura 1). Os dados de
umidade foram obtidos a cada trés dias para auxiliar no manejo de irrigacao e
caracterizacdo do secamento do solo. Os dois genotipos, sendo 5 plantas para
cada tratamento, foram submetidas a manejos deirrigacdo, sendo considerado
tratamento controle, aquele relativo as plantas irrigadas para manutencdo da
umidade do substrato aproximadamente a capacidade de maxima retengéo de
agua (© = 0,22 £ 2 cm3 cm-3). O tratamento de déficit hidrico foi aquele em que
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as plantas foram submetidas ao déficitmoderado onde a reten¢ao do solo foi de
(©=0,17 £ 2 cm3 cm-3) e o déficit hidrico severo continuo do solo até a murcha
completa de todas as folhas (© = 0,122 cm3 cm-3), quando a durac¢ao do
estresse foi concluida. A reidratacao foirealizada no mesmo dia para o nivel de
controle. O experimento foi realizado em um periodo de 120 dias. Amostras de
folhas dos 2 gendtipos foram coletadas em cada uma das condicbes acima
mencionadas (Controle, déficit hidrico severo, déficit hidrico moderado e
reidratacdo) e para cada tratamento 3 amostras de folhas foram. As amostras
foram congeladas rapidamente em nitrogénio liquido e armazenadas em

ultrafreezer a —80 ° C para posterior realizacdo da analise da expressao génica.

2.2 Analise da expresséao génica diferencial para estresse hidrico

2.2.1 Extracao de RNA

Para a extragcao de RNA dos hibridos 042079-13 e SH3263 de bananeira,
foram coletadas amostras de folhas em trés condi¢des de sequeiro, sendo elas:
severo, moderado e reidratado, organizados em um esquema de 3 replicatas
biologicas com intuito de reducdo do erro experimental. Para o processo de
extracao foi utilizado o protocolo proposto por Zhao et al. (2012). Para conferir a
integridade e a concentracdo do RNA apos extracdo, uma aliquota de 5 pl das
amostras foi avaliada via eletroforese em gel de agarose 1% em tampao TAE 1x
(Tris; acido acético glacial; agua Milli-Q®). O RNA foi quantificado em NanoView

(GE Healthcare) e armazenado em ultrafreezer -80°C para utilizag&o posterior.

2.2.2 Tratamento com DNase

O RNA total foi tratado com o kit DNase TURBOFREE (Ambion®) de
acordocom o protocolo recomendado pelo fabricante: em 15ul de RNA total de
cada amostra foi adicionado 1 pl de agua DNase free, 1 pl do Inibidor (RNAse out
- Invitrogen®©), 2 ul de Tampao (10x turbo DNase buffer) e 1ul DNase (turbo
DNase).A reagao foi incubada em termociclador Veriti (Applied Biosystems®©) a
37°C por 25 min. Em seguida, acrescentou-se 2 pyl de DNase Inativation, as

amostras incubadas por 2 min em temperatura ambiente, centrifugadas por 1,5
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minutos a 10000 rpm, e o sobrenadante armazenado em ultrafreezer a -80°C. A
qualidade do RNA tratado foi conferida em gel de agarose 1% com TAE 1 x (Tris;

acido acético glacial; agua MQ) e utilizou-se 3 pl de cada amostra.

2.2.3 Sintese de cDNA

O cDNA foi sintetizado utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems®©), seguindo o protocolo recomendado pelo
fabricante: em 5ul do RNA tratado anteriormente, foi acrescentado 1 pl de 20x
enzyme mix, 10 pl de 2x RT Buffer e 4 ul de agua nuclease free, com um volume
final de 20 pL. Em seguida, a reacao foi incubada em termociclador Veriti (Applied
Biosystems®©) por 60 min a 37°C + 95°C por 5 min + hold 4°C. As amostras de
cDNA foram quantificadas em NanoView e diluidas em agua livre de nucleases e
padronizadas na concentragcdo de trabalho de 100ng/pl. Os cDNAs foram

armazenados a -20°C.

2.2.4 Teste de viabilidade do cDNA via PCR convencional

Para verificar a viabilidade do cDNA, foi conduzida uma reacdo de
amplificacdo, utilizando o primer endégeno de Tubulina. A reacao foi composta
por: 5 pl do cDNA na diluicdo de 100ng/ pl; 1,2 pl na concentragdo inicial de 2,5
mM de dNTP; 3 pl na concentragao inicial de 10 pmol.uL-1 de cada iniciador;1,6
ul naconcentragao inicial de 2 mM de MgCI2 e 0,2 pl da concentragéo inicialde 5
U/ul da enzima Taq DNA polimerase; 3 pl de tampao HCL10x e 3 pl de Agua
Nuclease Free em um volume final de 20 pl. As amostras foram levadas ao
termociclador Veriti (Applied Biosystems©) a 94 °C por 5 min; 35 ciclos de 94 °C
por 30 s, 60 °Cpor 30 s e 72 °C por 45 s e extensao final a 72 °C por 5 min. O
produto da amplificagcao foi visualizado em gel de agarose 1% com tampao 0,5X

TBE (Tris; acido bodrico; agua destilada).

2.2.5 Amplificacdo quantitativa de transcritos reversos (RT-qPCR)

A analise da expressao dos genes envolvidos na resposta ao estresse

hidrico em bananeira (Tabela 2) foi realizada por meio da técnica de PCR
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quantitativa em tempo real no equipamento ABI 7500 Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). Para tanto, a reacgao foi constituida de cDNA, juntamente
com o Sybr Green PCR mix (Applied), nas seguintes proporgoes: 3,5 pL de Sybr
Green mix, 1 uL de cDNA e 2,5 pL iniciadores. Foram utilizadas triplicatas técnicas
de cada amostra foliar para cada um dos genes analisados e triplicatas bioldgicas
para cada cultivar de bananeira. A reacdo ocorreu de acordo com as seguintes
condigdes: 50 °C (20 s), 95 °C (10 min), seguidos de 40 ciclos de: desnaturagao
a 95 °C (15 s), anelamento e extens&o a 57 °C (60 s).

Como normalizadores, utilizou-se os genes 25S e tubulina; os mesmos
relatados em Podevin et al. (2012) como referéncia para os estudos de

expressao génica relativa em bananeira.

Tabela 2: Iniciadores utilizados para avaliagdo da expresséo génica de 2

genotipos de bananeirasubmetidosao estresse hidrico.

ID Descricao Sequéncia (5’-3’)

SOD Superdéxido dismutase F: TGTTGTTGTTCTTGGTGGC AGTGA
R: AGCATGGCGATTGTCATCTTCAGG

CAT1 Catalase F:TCCTCATCGCTGCTCTAATGAC
R:CCGTCGCGAATGAAGAAGAC

APX1 Ascorbato peroxidase F:CCTTCGCTGACTTCTACCAGGTT
R:TGAAAGCGCCGTATCCTCTT

AQUA Aquaporina F: CTTCGTCCTCGTCTACACCG
R: TCGCCAAGTGGACCATGAAA

Tubulina  Tubulina F: TGTTGCATCCTGGTACTGCT
R: GGCTTTCTTGCACTGGTACAC

25S 25s Rrna F: ACATTGTCAGGTGGGGAGTT
R: CCTTTTGTTCCACACGAGATT

2.5.6 Analise estatistica

Para a analise da quantificagao relativa de expressao génica foi utilizado

o Microsoft Excel empregando-se o método 2 -AACT proposto por Livak e
Schmittgen(2001).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o uso do protocolo proposto por Zhao et al. (2012) foi possivel extrair
o RNA total dos genotipos 042079-13 e SH3263 de bananeira com boas
concentragdes para seguir com os testes moleculares e boas razées 260/280 e
260/230 (Tabela 3).

As proteinas possuem absorvancia a 280 nm, os carboidratos, EDTA e
fendis, 230 nm. Portanto, a proporgcédo de A260 / 280 nm (RNA / proteina) e A260
/230 nm (RNA / metabdlitos secundarios e componentes do tampéao de extragéo)
pode ser usada para determinar a pureza do RNA. A relagédo entre as medidas
de 260 nm e 280 nm indica a pureza do RNA, e um valor préximo a 2,0 é
consideradoideal (BARBAS et al., 2007). Um valor de medic¢ao baixo da razdo
260/280 pode indicar contaminagao por proteinas e fendis. A razao entre as
leituras de 260 nm e 230 nm é usada de maneira complementar para avaliar a
pureza do RNA. Parauma amostra de boa qualidade, o valor esperado esta entre
2,0 e 2,2, sendo superior ao valor obtido com a relagdo 260/280. Valores abaixo
dessa faixa podemindicar a presenga de poluentes que absorvem luz a 230 nm,
como EDTA, fenol, carboidratos, glicogénio ou guanidina (NANODROP, 2007)
ou outros compostos que absorvem luz préximos de 280 nm (SAMBROOK;
RUSSEL, 2001).

Tabela 3: Leitura das concentragdes e relagcoes A260/280 e A260/230

noNanoView, de RNA de bananeiras submetidas ao estresse hidrico.

Condicao Genotipos Concentracdo A260/280 A260/230
n

042079-13/1 ( 234,9 1,729 2.270
Controle 042079-13/2 177,6 1,947 2,480
042079-13/3 90,0 1,991 2,083
Severo 042079-13/4 219,1 1,721 2,263
Estressada 042079-13/5 102,8 1,962 1,992
042079-13/6 139,6 1,928 3,878
042079-13/7 2.682 1,725 2,242
Controle 042079-13/8 2.404 1,710 2,253
042079-13/9 2.458 1,715 2,230
Moderado 042079-13/10  2.387 1,703 2,249

Estressada 042079-13/11 2.517 1,729 2,223
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Reidratado

Severo

Moderado

Reidratado

Controle

Estressada

Controle

Estressada

Controle

Estressada

Controle

Estressada

042079-13/12
042079-13/13
042079-13/14
042079-13/15
042079-13/16
042079-13/17
042079-13/18
SH3263/1
SH3263/2
SH3263/3
SH3263/4
SH3263/5
SH3263/6
SH3263/7
SH3263/8
SH3263/9
SH3263/10
SH3263/11
SH3263/12
SH3263/13
SH3263/14
SH3263/15
SH3263/16
SH3263/17
SH3263/18

2.460
2.627
2.484
2.386
2.513
2.462
2.248
546,8
142,8
146,8
208,7
69,2

334,0
2.471
2.510
2.379
2.493
2.537
2.397
2.635
2.316
2.576
2.404
2.533
2.474

1,723
1,733
1,719
1,725
1,715
1,713
1,723
2,001
1,983
1,932
1,718
1,880
1,969
1,717
1,723
1,720
1,722
1,705
1,699
1,728
1,699
1,728
1,728
1,727
1,725

2,222
2,257
2,254
2,268
2,272
2,253
2,273
2,149
2,429
2,368
2,256
2,471
2,393
2,216
2,243
2,232
2,218
2,251
2,269
2,272
2,223
2,278
2,270
2,270
2,274

A Figura 2 mostra a verificagcao da viabilidade do cDNA como molde via

PCR convencional. Segundo Morgante e Blawid (2016), uma boa viabilidade e

qualidade da molécula alvo séo essenciais para que a qPCR seja bem-sucedida.

O iniciador utilizado na reagao foi a tubulina.
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Figura 2. Produtos amplificados por PCR convencional para verificagao
da viabilidade de cDNA visualizados por separacao eletroforética em gel de
agarose 1%. A seta indica bandas correspondentes ao amplicon gerado pelo
primer Tubulina. Pogo 1:Marcador 1KB plus (Invitrogen). Poco 2: 042079-13.
Poco 3: SH3263. Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas, BA, 2020.

Pos PCR ao utilizar o SYBR Green, é importante realizar a curva de
dissociacao, devido a falta de especificidade de sequéncia deste reagente por ser
um intercalante inespecifico de DNA dupla fita, podendo se intercalar tanto em
dimeros de primers como em produto amplificado, desse modo através da curva
de dissociacdo sdo obtidos os valores da temperatura de melting (Tm) que
refletem a temperatura onde 50% dos fragmentos amplificados estao
dissociados, assim, geram uma queda na fluorescéncia detectada. Com isso, &
possivel detectar amplificacdes inespecificas e formacdes de dimeros de primers.
(WITTER et al., 1997; HEID et al., 1996

As curvas de dissociagdo (melting) obtidas a partir da amplificagdo dos
genes mostraram um pico definido que confirma amplificacdo especifica da
molécula alvo pelos primers responsivos: SOD, CAT, APX e Aquaporina (Figura
3)
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Figura 3. Curvas de dissociagdo (melting) obtidas a partir da amplificagdo
dos genes mostrando um pico bem definido, que confirma amplificagdo
especifica da molécula alvo e precisdo da pipetagem. (A) gene SOD, genotipo
042079-13 (B) gene SOD, gendtipo SH3263 (C) gene CAT, gendtipo 042079-13
(D) gene CAT, genotipo SH3263 (E) gene APX, gendtipo 042079-13 (F) gene
APX, genotipo SH3263 (G) gene Aquaporina, genoétipo 042079-13 (H) gene
Aquaporina, genétipo SH3263. Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das
Almas, BA, 2020.
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3.1 Expressao génica

Foi realizada a quantificacdo da expressao de 4 genes responsivos em

bananeira ao estresse hidrico, a citar: SOD, CAT, APX e Aquaporina.
3.1.1 Expressdao génicada SOD
Considerando os dois gendtipos (042079-13 e SH3263) submetidos aos

diferentes regimes hidricos, os niveis de transcritos da SOD foram diferenciados
(Figura 4).
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Figura 4. Perfil de expresséao relativa do gene SOD, em amostras de
042079-13 e SH3263, tolerante e menos tolerante ao déficit hidrico,
respectivamente, sob diferentes condi¢des de estresse hidrico. As quantificacdes

foram normalizadas utilizando o gene de referéncia 25S e Tubulina.

A enzima superoxido dismutase atua na primeira linha de defesa contra
osradicais livres. O radical superoxido produzido sob condi¢des de estresse &

geralmente toxico, sendo dismutado de forma rapida pela SOD a H202; um
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produto relativamente estavel que pode ser detoxificado por catalases e
peroxidases (MORAIS, 2015).

Entre regimes hidricos a expressao da SOD foi relativamente aumentada
no gendtipo 042079-13, quando comparado ao genétipo SH3263, submetidas ao
tratamento de déficit hidrico moderado. Este resultado pode ser indicativo de que
o gendtipo mais tolerante (042079-13) foi efetivo na metabolizagdo do radical
superoxido no periodo de déficit moderado, podendo este fato estar ligado a sua
maior tolerancia ao estresse hidrico. De acordo com Basu et al. (2010), o aumento
ou mesmo a manutencao da atividade da SOD esta associado a tolerancia da
planta, enquanto a sensibilidade ao déficit hidrico esta associada a reducao da
atividade desta enzima.

Segundo Feng et al. (2015) a superexpressdo da SOD desempenha um
papel fundamental na eliminacdo de espécies reativas de oxigénio causadas por
estresses abioticos em banana, bem como, uma maior atividade da SOD esta
associada a melhor protecao contra o dano oxidativo induzido por estresse hidrico
em cultivares de banana (SURENDAR et al., 2013; CHAI et al., 2005).

Para o gendtipo 042079-13, aumentos significativos de expressao foram
observados para os tratamentos de déficit moderado e reidratac&do., enquanto
para o tratamento de déficit hidrico severo observou-se uma reducao da
expressao génica na presenca do estresse hidrico. Comparavel ao este
resultado, Chai et al, 2005, trabalhando com bananeira e Chowdhury e
Choudhuri, 1985,trabalhando com Juta, demostraram uma associa¢ao de menor
atividade SOD com maior grau de dano oxidativo. Resultados semelhantes
também foram observado por Nasirzadeh et al. (2020), em trabalho envolvendo
linhagens de trigo tolerante, intermediario e susceptivel ao estresse hidrico.
Observou-se resultados semelhantes no padrao da expressdao da SOD com
menores atividades da SOD sob condicbes de déficit hidrico severo em
comparacao com a déficit hidricomoderado. Esse resultado pode implicar que o
déficit hidrico severo afetou negativamente a capacidade dos gendtipos de
eliminarem o H202, o que pode ser resultado da inibicdo da sintese e/ou
degradacao da enzima SOD.

O gendtipo menos tolerante (SH3263) apresentou aumento da expressao
relativa apenas na condi¢do de reidratacdo, enquanto nas condi¢des de déficit

hidrico severo e moderado, houve uma redugéo na expressdo. Para a condicao


https://scialert.net/fulltext/?doi=pjbs.2013.1997.2002&org=11&1118473_ja
https://scialert.net/fulltext/?doi=pjbs.2013.1997.2002&org=11&1118473_ja
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de déficit hidrico severo, ambos os genoétipos sob estresse apresentaram niveis
similares de expressao. Contudo, o genétipo SH3263 manteve o seu nivel de
expressao, onde a mesma foi semelhante ao das plantas controle, enquanto o
042079-13 apresentou uma reducao da expressao relativa quando comparado
aocontrole, com uma tendéncia de reducao da atividade no periodo analisado.
Estefato, pode validar a informacao obtida invitro por Massaro (2016), que a
SH3263 é um genoétipo realmente mais susceptivel ao estresse, enquanto o
gendtipo 042079-13 possui uma toleréncia mais acentuada a niveis moderados
de estresse. El-Esawi e Alayafi (2019) trabalhando com linhagens transgénicas
(tolerantes) e selvagens (suscetiveis ao déficit hidrico) de arroz, chegou a
resultados semelhantes. Em seu trabalho os autores relatam que o nivel de
expressao dos genes antioxidantes foi significativamente induzido em linhagens
de arroz transgénico sob condicdes de estresse quando comparado aslinhagens
selvagens, demostrando assim, que o aumento da expressao de genes
relacionados a enzimas antioxidantes, responde como tolerancia ao estresse
hidrico.

Sob a condig¢do de estresse hidrico, outros autores também relataram o
aumento da expressao da SOD, em genotipos tolerantes, em diversasculturas:
arroz (TANAKA et al., 1999), tabaco (VAN BREUSEGEM et al., 1999), mamona
(MORAES et al.,2005), cana de acucar (CAMARGO, 2013), meldo(ANSARI et
al., 2017), trevo branco (WANG,; LI, 2008), repolho (SINGH et al., 2010), batata
doce (LU et al., 2010).

Como a tolerancia ao estresse abidtico € um processo mutagénico, além
da mudancga na expressao de SOD pode haver também mudancga na cascata de
expressao de outras enzimas associadas com a tolerancia ao estresse
(MCKERSIE et al., 1999), como exemplo a CAT e a APX.

3.2.1 Expresséo génicada CAT
Considerando os dois gendtipos (042079-13 e SH3263) submetidos aos

diferentes regimes hidricos, os niveis de transcritos da CAT foram diferenciados
(Figura 5).
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Figura 5. Perfil de expressao relativa do gene CAT, em amostras de
042079-13 e SH3263, tolerante e menos tolerante ao déficit hidrico,
respectivamente, sob diferentes condi¢des de estresse hidrico. As quantificagdes

foram normalizadas utilizando o gene de referéncia 25S e Tubulina.

ERO nos tecidos vegetais podem ser eliminadas pela enzima CAT que
atua suprimindo os efeitos nocivos do excesso de H202 sobre os tecidos
vegetais (LAMB; DIXON, 1997). Esta enzima catalisa a conversdo de H202 em
H20. A expressao da CAT sob o regime de estresse hidrico foi significativamente
aumentada na condicao de déficit hidrico moderado no gendtipo mais tolerante
(042079-13), quando comparada ao genoétipo menos tolerante (SH3263). Ja para
o déficit hidrico severo esta menor atividade da CAT sob condi¢cbes de déficit
hidrico severo em comparagdo com ao déficit hidrico moderado implica que a
condicdo de déficit hidrico severo nao foi suficiente para que os genoétipos
conseguissem eliminar o excesso de H202, o que pode ser resultado da
degradacéo e/ou inibicdo da sintese da enzima (NASIRZADEH et al., 2020)

Na condicdo de reidratacdo o gendtipo SH3263 apresentou uma
expressao relativa mais acentuada em relagcdo ao 042079-13, demostrando

assim, que aumento da expressao desta enzima sob condi¢bes de estresse pode
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indicar tolerancia (VEIGA, 2014). O gendtipo 042079-13 apresentou aumento
significativona expressao génica quando exposta a condi¢do de déficit moderado
e um leve aumento quando exposto a condi¢ao de reidratagdo, enquanto para o
tratamento de déficit hidrico severo observou-se uma reducdo da expressao
génica.. Segundo Surendar et al., (2013), a atividade da CAT & maior em
genotipos tolerantes de bananeira, quando comparadas aos suscetiveis ao
estresse hidrico, com isso ele relata que a atividade da CAT, podeser usada
como indice de tolerancia a seca para a selegao de gendtipos tolerantesa selegao
em condi¢des de déficit hidrico em hibridos.

Padroes semelhantes de expressdo foram encontrados por
Nasirzadeh et.al., 2020, trabalhando com gendtipos de arroz, onde foram
apresentados menores atividades da CAT sob condi¢gdes de déficit hidrico

severoem comparagao com a déficit moderado. Sofo et al. (2015), observaram
que a atividade da CAT esta associada ao grau de déficit. Desse modo, quanto
maior aseveridade do déficit hidrico, menor sera o padrao de expressao da CAT.

O gendtipo SH3263 na condicao de reidratagéo, apresentou um aumento

da expressao de CAT, enquanto na condigido de déficit hidrico moderado houve
uma reducao na expressao e na condi¢ao de déficit hidrico severo a expressao
se manteve constante. A variagcao da expressao génica que foi encontrada entre
os tratamentos pode estar relacionada com o fato de que o nivel da catalase nao
pode se manter elevado nas células durante a resposta de defesa, pois, niveis
minimos de H202 s&o essenciais para permitir a ativagdo de outros genes de
defesa (GUIDETTI-GONZALES, 2009). A diminui¢cdo na expressao desse gene
éessencial na manutencao do nivel de H202, assim controlando as flutuacoes
nos niveis de ERO sobre condi¢cdes de estresse (VANDENABEELE et al., 2004).
Para a condicao de déficit hidrico severo, ambos os genaétipos sob
estresseapresentaram niveis similares de expressao relativa, contudo, quando
comparados entre os tratamentos, o 042079-13 apresentou uma maior
expressao génica da CAT na condicdo de déficit hidrico moderado quando
comparado a déficit hidrico severo, enquanto o gendtipo SH3263 apresentou
uma menor da expresséao relativa da condicao de déficit hidrico moderado,
quando comparada ao controle e a déficit hidrico severo. Segundo Dutra (2014),
essa reducao da expressao génica da CAT pode estar associada com a

diminuicao dos mecanismos de prevencao de danos oxidativos na planta.
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3.2.1 Expresséo génica da APX
Considerando os dois gendétipos (042079-13 e SH3263) submetidos aos

diferentes regimes hidricos, os niveis de transcritos da APX foram diferenciados
(Figura 6).
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Figura 6. Perfil de expressao relativa do gene APX, em amostras de
042079-13 e SH3263, tolerante e menos tolerante ao déficit hidrico,
respectivamente, sob diferentes condi¢des de estresse hidrico. As quantificacdes

foram normalizadas utilizando o gene de referéncia 25S e Tubulina.

A APX é a primeira enzima do ciclo ascorbato-glutationa, desempenhando
papel vital na eliminagdo do H202. Esta enzima possui alta afinidade ao H202,
eliminando-o mesmo em baixas concentragbes (GILL; TUTEJA, 2010). A
expressdo da APX sob o regime de estresse hidrico foi significativamente
aumentada na condigéo de déficit hidrico moderado no genétipo mais tolerante
(042079-13), quando comparado ao genoétipo menos tolerante (SH3263). No

entanto, na condicdo de reidratagdo, o gendétipo SH3263 apresentou uma
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expressao mais acentuada em relacao ao 042079-13. As respostas da ascorbato
peroxidase (APX) estdo diretamente envolvidas na protecdo das células das
plantas em resposta a condicdes ambientais adversas (SANTOS, 2016).
Portanto,maiores niveis de expressao podem estar relacionados a tolerancia da
planta ao déficit hidrico. Shekhar et al., (2019), trabalhando com bananeira
transgénica, demostraram que a superexpressao de um gene APX, conferiu ao
genotipo tolerancia ao estresse hidrico. Surendar et al., (2013) demostraram que
a atividade da APX é maior em gendtipos tolerantes de bananeira, quando
comparadas aos suscetiveis ao estresse hidrico.

O gendtipo 042079-13 apresentou aumento significativo na expressao
quando exposta a condicdo de déficit hidrico moderado e um leve aumento
quando exposto a condi¢do déficit severo. No entanto, para o tratamento de
reidratacdo, observou-se uma reducado da expressdo génica na presenca do
estresse hidrico. Em trabalho envolvendo linhagens de trigo Nasirzadeh et.al.,
(2020), resultados semelhantes foram observados, onde houve uma maior
expressao na condicao de déficit hidrico moderado quando comparada com
déficit hidrico severo. Estes resultados demostram que sob o déficit hidrico
severo, 0s genotipos ndao conseguiram eliminar o H202, o que pode ser resultado
da inibicdo da sintese e/ou degradacdo da enzima. Este resultado demostra
também que a atividade da APX esta associada ao grau de déficit hidrico a que
a planta esta sendo submetida (SOFO et al., 2015).

O gendtipo SH3263 na condigao de reidratagcao apresentou um aumento
da expressao, enquanto na condi¢ao de déficit hidrico severo houve uma reducao
na expressao e na condi¢cao de reidratagdo a expressao se manteve constante.
Condicdo semelhante foi observada por Koobaz et.al (2017), trabalhando com
genotipos de trigo sensiveis ao déficit hidrico, que também apresentaram
aumentoexpressao da APX apos a reidratacao.

Estudos relatam que a atividade da APX geralmente aumenta
simultaneamente com a atividade de outras enzimas antioxidantes como CAT e
a SOD em resposta a varios fatores de estresse ambiental, sugerindo uma co-
regulacdo ou equilibrio entre os componentes do sistema antioxidante
(SHIGEOKA et al., 2002; MITTLER et al., 2004).
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3.2.1 Expressédo génica da Aquaporina

Considerando os dois genoétipos (042079-13 e SH3263) submetidos aos
diferentes regimes hidricos, os niveis de transcritos da Aquaporina foram

diferenciados (Figura 7).
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Figura 7. Perfil de expressao relativa do gene Aquaporina, em amostras
de 042079-13 e SH3263, tolerante e menos tolerante ao déficit hidrico,
respectivamente, sob diferentes condi¢des de estresse hidrico. As quantificagdes

foram normalizadas utilizando o gene de referéncia 25S e Tubulina.

As aquaporinas ou MIPs (Major Intrinsic Protein / principais proteinas
intrinsecas) sao canais de agua das membranas celulares que desempenham
papel crucial no controle do conteudo hidrico celular e histolégico (FOUQUET et
al., 2008). Estas proteinas apresentam funcdes essenciais na permeabilidade a
agua através das membranas em uma variedade de processos fisiolégicos, como
a captacao de agua do solo, transporte raiz-caule e célula-célula, homeostase

celular e controle do gradiente osmaético (HEINEN et al., 2009). Segundo Hussain
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et al., (2011), as aquaporinas possuem a capacidade de regular o transporte de
agua transmembrana quando o fluxo de agua é critico, como em situagao de
déficit hidrico, além de desempenhar um papel importante no processo de
reidratagdo (MARTRE et al., 2002), pois a passagem da agua é necessaria entre
membranas celulares para que o processo de recuperagao da planta aconteca
(HACHEZ et al., 2006). Desse modo, o padrdao encontrado nas respostas da
aquaporina pode influenciar diferentemente nas respostas fisioldgicas ocorridas
durante a recuperacdo apos diferentes intensidades de deficiéncia hidrica,
principalmente nos ajustes relacionados a manutencao do estado hidrico vegetal
(SCHLEY, 2016)

A expressdao da aquaporina sob o regime de estresse hidrico foi
expressivamente aumentada na condicdo de déficit moderado no gendtipo
042079-13, quando comparado ao genotipo SH3263. No entanto, na condi¢cao
dereidratacdo, o gendtipo SH3263 apresentou uma expressdo mais acentuada
em relacdo ao 042079-13. Diversos autores demostraram que a superexpressao
da aquaporina esta relacionada ao aumento a tolerancia a seca em bananeira
(SREEDHARAN; SHEKHAWAT; GANAPATHI, (2013); XU et al., 2014; HU et al.,
(2015); SONG et al., (2018))

O gendtipo mais tolerante (042079-13) apresentou aumento significativo
na expressao quando exposto a condicao de déficit moderado. Ja nas condicdes
de déficit severo e reidratacao, a expressao se manteve constante. Esse resultado
pode ser explicado porque em plantas sob déficit hidrico moderado, ocorre o
crescimento das raizes e melhoria da condutividade hidraulica, resultando em
aumento da capacidade do sistema radicular em prover agua para a parte area
(KUDOTAROVA et al., 2013).

O gendtipo menos tolerante ao déficit (SH3263) na condicdo de
reidratacao, apresentou um aumento da expressao e nas condicoes de seca
severa e moderada a expressao se manteve inalterada. Esse resultado pode estar
relacionado com o fato de que as aquaporinas sao importantes no processo de
reidratagcdo (MARTRE et al., 2002), pois para que a recuperagédo da planta
aconteca, a passagem da agua € necessaria entre membranas celulares
(HACHEZ et al., 2006).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/pbr.12812#pbr12812-bib-0107
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/pbr.12812#pbr12812-bib-0105
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Para a condicdo de déficit hidrico severo, ambos os gendtipos sob
estresseapresentaram niveis similares de expressao, demonstrando uma menor
expressao quando comparados ao déficit moderado. De acordo com Hachez et
al. (2008), esta menor atividade da expressao da aquaporina durante a o déficit
severo, pode ocorrer para evitar a perda excessiva de agua durante a
desidratacdo. Bray (2007), em seu trabalho disse que a diminuicdo na abundéancia
da transcricdo pode limitar a perda de agua das células, desse modo, plantas
projetadas para reduzir o expressao de aquaporinas, implicou na resisténcia ao
estresse por déficit hidrico e na capacidade das plantas de se recuperarem do
estresse hidrico.

O estresse hidrico provoca uma série de alteragdes bioquimicas,
especialmente no sistema de defesa antioxidante (GRATAO et al., 2005). Sendo
assim, € importante destacar que as alteragdes observadas no presente trabalho
sobre os padroes de expressao génica, sao respostas que fazem parte de
estratégias da planta que visam reduzir os efeitos deletérios da baixa

disponibilidade hidrica, constituindo, portanto, mecanismos de tolerancia a seca.

4. CONCLUSAO

Ao avaliar o padrdao de expressao relativa dos transcritos dos genes,
Superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT), Ascorbato peroxidase (APX) e
Aquaporina em bananeiras submetidas a imposi¢ao de déficit hidrico, observou-
se que o gendtipo 042079-13 apresentou uma expressao mais acentuada para
a condicao de déficit moderado quando comparado ao seu controle e ao gendtipo
SH3263, resultado esse que corrobora com o que foi observado in vitro, assim, o
genotipo 042079-13 demostra ser mais tolerante ao estresse hidrico, em relagao
ao gendtipo SH3263.

Os resultados gerados, corroboraram com os resultados de analises
morfolégicos invitro obtidos por Massaro (2016), demostrando assim que o
genotipo 042079-13, apresenta uma maior tolerancia ao déficit hidrico, sendo
assim, o maisrecomendado para cruzamentos em programas de melhoramento
vegetal, visando o desenvolvimento de novas cultivares tolerantes ao estresse.

Contudo novos trabalhos na area sido recomendados, devido a falta de
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trabalhos envolvendo a expressao génica (SOD, CAT, APX e Aquaporina) em
bananeira sob condi¢cdes de déficit hidrico, além da crescente demanda por
novas cultivaresque sejam tolerantes ao déficit hidrico, diante do cenario atual de

reducao de chuvas e aumento da temperatura global.
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Characterization on the physiological traits of plants and yield formation capacity upon water-and N-saving
conditions in wheat (T. aestivum L.)
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Exogenous application of $\beta$-sitosterol mediated growth and yield improvement in water-stressed wheat
(Triticum aestivum) involves up-regulated antioxidant system

Exogenous application of gibberellic acid mitigates drought-induced damage in spring wheat

Exogenous Melatonin Alleviates Oxidative Damages and Protects Photosystem Il in Maize Seedlings Under
Drought Stress.

Exogenously Used 24-Epibrassinolide Promotes Drought Tolerance in Maize Hybrids by Improving Plant
and Water Productivity in an Arid Environment.

Exogenously-applied salicylic acid and ascorbic acid modulate some physiological traits and antioxidative
defense system in Zea mays L. seedlings under drought stress

Expression of {AtGA20x1} enhances drought tolerance in maize
Field tolerance and recovery potential of sugarcane varieties subjected to drought

Foliage applications of jasmonic acid modulate the antioxidant defense under water deficit growth in sugar
beet
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Groundnut AhcAPX conferred abiotic stress tolerance in transgenic banana through modulation of the
ascorbate-glutathione pathway

High Antioxidant Activity Facilitates Maintenance of Cell Division in Leaves of Drought Tolerant Maize
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High temperature and drought stress cause abscisic acid and reactive oxygen species accumulation and
suppress seed germination growth in rice

Hydrogen peroxide potentiates defense system in presence of sulfur to protect chloroplast damage and
photosynthesis of wheat under drought stress

Hydrogen sulfide promotes rice drought tolerance via reestablishing redox homeostasis and activation of
ABA biosynthesis and signaling

Impact of Drought Stress during Germination on Antioxidant Capacities and Antioxidant Enzymes Activities
of Madura Local Maize (Zea mays) Seeds

Improved Drought Tolerance by AMF Inoculation in Maize (Zea mays) Involves Physiological and
Biochemical Implications.

In-field study on traditional Italian tomato landraces: The constitutive activation of the ROS scavenging
machinery reduces effects of drought stress

Isolation, purification and characterization of an ascorbate peroxidase from celery and overexpression of the
AgAPX1 gene enhanced ascorbate content and drought tolerance in Arabidopsis.

Shekhar et al.,
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2020
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Knockout of Auxin Response Factor SIARF4 Improves Tomato Resistance to Water Deficit. Chen et al., 2021
Leaf Morphological and Biochemical Responses of Three Potato (Solanumtuberosum L.) Cultivars to Quandahor et
Drought Stress and Aphid (Myzus persicaeSulzer) Infestation al., 2019

Maize water status and physiological traits as affected by root endophytic fungus Piriformospora indica under Hosseini et al.,
combined drought and mechanical stresses 2018

MaWRKY80 positively regulates plant drought stress resistance through modulation of abscisic | .
: , Liu et al., 2020
acid and redox metabolism

Melatonin confers drought stress tolerance in soybean (Glycine max L.) by modulating photosynthesis,

. ) Cao et al., 2019
osmolytes, and reactive oxygen metabolism

Melatonin Improves Drought Resistance in Maize Seedlings by Enhancing the Antioxidant System and

Regulating Abscisic Acid Metabolism to Maintain Stomatal Opening Under PEG-Induced Drought Lietal, 2021

Miscanthus NAC transcription factor MINAC12 positively mediates abiotic stress tolerance in transgenic

Arabidopsis Yang etal., 2018

Mitsuaria sp. and Burkholderia sp. from Arabidopsis rhizosphere enhance drought tolerance in Arabidopsis Huang et al,,
thaliana and maize (Zea mays L.).(Regular Article)(Report) 2017
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Modulating the antioxidant system by exogenous 2-(3,4-dichlorophenoxy) triethylamine in maize seedlings

exposed to polyethylene glycol-simulated drought stress.(Research Article)(Report) Xie et al., 2018

Guzzo et al,

Morpho-physiological traits associated with drought responses in soybean 2021

MpDGKZ2, a novel diacylglycerol kinase from Malus prunifolia, confers drought stress tolerance in transgenic

Arabidopsis Tan et al., 2020

Nanosilicon-based recovery of barley (Hordeum vulgare) plants subjected to drought stress Ghorbanpour et

al., 2020
Nano-ZnO-Induced Drought Tolerance Is Associated with Melatonin Synthesis and Metabolism in Maize. Sun et al., 2020
Nitric oxide mediates molybdenum-induced antioxidant defense in wheat under drought stress Wu et al., 2017

Hamurcu et al.,

Nitric oxide regulates watermelon ({Citrullus} lanatus) responses to drought stress 2020

Nitric oxide synthase-mediated early nitric oxide burst alleviates water stress-induced oxidative damage in

ammonium-supplied rice roots.(Report) Cao etal., 2019

OsSAPK2 Confers Abscisic Acid Sensitivity and Tolerance to Drought Stress in Rice Lou et al., 2017

Overexpression of {AtBBX29} {Improves} {Drought} {Tolerance} by {Maintaining} {Photosynthesis} and Mbambalala et
{Enhancing} the {Antioxidant} and {Osmolyte} {Capacity} of {Sugarcane} {Plants} al., 2021

Overexpression of a Tartary Buckwheat Gene, FtbHLH3 , Enhances Drought/Oxidative Stress Tolerance in

Transgenic Arabidopsis Yao et al., 2017
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Overexpression of annexin gene AnnSp2, enhances drought and salt tolerance through modulation of ABA
synthesis and scavenging ROS in tomato.

Overexpression of AtWRKY30 Transcription Factor Enhances Heat and Drought Stress Tolerance in Wheat
(Triticum aestivum L.).

Over-expression of CarMT gene modulates the physiological performance and antioxidant defense system
to provide tolerance against drought stress in Arabidopsis thaliana L

Overexpression of GmFDL19 enhances tolerance to drought and salt stresses in soybean.
Overexpression of grapevine VVNACO08 enhances drought tolerance in transgenic Arabidopsis

Overexpression of OsRLCK?241 confers enhanced salt and drought tolerance in transgenic rice (Oryza sativa
L.)

Overexpression of Rice Rab7 Gene Improves Drought and Heat Tolerance and Increases Grain Yield in Rice
(Oryza sativa L.).

Overexpression of banana ATG8f modulates drought stress resistance in Arabidopsis

Partial and full root-zone drought stresses account for differentiate root-sourced signal and yield formation
in primitive wheat.

PheASR2, a novel stress-responsive transcription factor from moso bamboo (Phyllostachys edulis),
enhances drought tolerance in transgenic rice via increased sensitivity to abscisic acid

ljaz et al., 2017

El-Esawi et al.,
2019

Dubey et al,
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Zhang et al,
2021

El-Esawi et al.,
2019

Bing et al., 2019

Batool et al.,
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Photosynthetic and ascorbate-glutathione metabolism in the flag leaves as compared to spikes under
drought stress of winter wheat (Triticum aestivum L.).(Research Article)

Physcomitrella patens dehydrins (PpDHNA and PpDHNC) confer salinity and drought tolerance to transgenic
Arabidopsis plants

Physiological and antioxidant responses of winter wheat cultivars to strigolactone and salicylic acid in drought

Physiological and Biochemical Changes in Sugar Beet Seedlings to Confer Stress Adaptability under
Drought Condition.

Physiological and gene-expression variation in watermelon (citrullus lanatus I.) cultivars exposed to drought
stress

Physiological and iTRAQ-based proteomic analyses reveal that melatonin alleviates oxidative damage in
maize leaves exposed to drought stress

Physiological and proteomic analysis of rice ({Oryza} sativa {L}.) in flag leaf during flowering stage and milk
stage under drought stress

Physiological and transcriptomic analyses of the effects of SIBRI1 expression levels on drought tolerance in
tomato seedlings

Physiological changes and transcriptome profiling in Saccharum spontaneum L. leaf under water stress and
re-watering conditions.
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Piriformospora indica confers drought tolerance on Zea mays L. through enhancement of antioxidant activity
and expression of drought-related genes

Piriformospora indica symbiosis improves water stress tolerance of rice through regulating stomata behavior
and ROS scavenging systems.

Potassium up-regulates antioxidant metabolism and alleviates growth inhibition under water and osmotic
stress in wheat (Triticum aestivum L)

Potato NAC Transcription Factor StINAC053 Enhances Salt and Drought Tolerance in Transgenic
Arabidopsis.

Pretreatment with different molecular weight chitosans encourages drought tolerance in rice (Oryza sativa
L.) seedling

Proteomics, physiological, and biochemical analysis of cross tolerance mechanisms in response to heat and
water stresses in soybean.

Rare-earth element scandium improves stomatal regulation and enhances salt and drought stress tolerance
by up-regulating antioxidant responses of Oryza sativa

Regulation of Antioxidant Enzymes and Invertases by Hydrogen Peroxide and Nitric Oxide Under ABA and
Water-Deficit Stress in Wheat

Rice ( Oryza sativa L.) tau class glutathione S -transferase ( OsGSTU30 ) overexpression in Arabidopsis
thaliana modulates a regulatory network leading to heavy metal and drought stress tolerance

Xu et al., 2017

Tsai et al., 2020

Ahanger etal,,

2017

Wang et al., 2021

Moolphuerk et
al., 2020
Katam et al.,
2020

Elbasan et al.,
2020

Tanotra et al.,
2019

Srivastava et al.,
2019
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Role of exogenous nitrogen supply in alleviating the deficit irrigation stress in wheat plants

Root yield, antioxidant capacities, and hormone contents in different drought-tolerant sweet potato cultivars
treated with ABA under early drought stress

S-adenosylmethionine synthetase 1 confers drought and salt tolerance in transgenic tomato

Salicylic {Acid} and {Hydrogen} {Peroxide} {Improve} {Antioxidant} {Response} and {Compatible}
{Osmolytes} in {Wheat} ({Triticum} aestivum {L}.) {Under} {Water} {Deficit}

Seed inoculation of desert-plant growth-promoting rhizobacteria induce biochemical alterations and develop
resistance against water stress in wheat

Seed priming with hydrogen peroxide alleviates the effects of drought stress in rice (Oryza sativa L.)
seedlings

Silicon application positively alters pollen grain area, osmoregulation and antioxidant enzyme activities in
wheat plants under water deficit conditions

Silicon-Mediated Priming Induces Acclimation to Mild Water-Deficit Stress by Altering Physio-Biochemical
Attributes in Wheat Plants

Soybean Plant Metabolism under Water Deficit and Xenobiotic and Antioxidant Agent Application.

Sugar beet extract acts as a natural bio-stimulant for physio-biochemical attributes in water stressed wheat
( Triticum aestivum L.)

Agami et al,
2018

Zhang et al,
2020

Zhang et al.,
2020

Singh et al,
2021

Zia et al., 2021
Weeraphorn et
al., 2020
Maghsoudi et
al., 2019

Hameed etal.,

2021

Schneider et al.,

2020

Noman
2018

et

al.,
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The ABA receptor-like gene VyPYL9 from drought-resistance wild grapevine confers drought tolerance and
ABA hypersensitivity in Arabidopsis

The application of exogenous PopW increases the tolerance of Solanum lycopersicum L. to drought stress
through multiple mechanisms

The bZIP Transcription Factor GmbZIP15 Negatively Regulates Salt Drought-Stress Responses in Soybean.

THE EFFECT OF DROUGHT, HEAT AND COMBINED STRESS ON ANTIOXIDANT ENZYMES IN BREAD
WHEAT GENOTYPES (Triticum aestivum L.)

The effects of putrescine pre-treatment on osmotic stress responses in drought-tolerant and drought-
sensitive wheat seedlings

The Maize Class- SUMO Conjugating Enzyme ZmSCE1d Is Involved in Drought Stress Response.

The physiological responses of tomato to water stress and re-water in different growth periods

The protective role of silicon in sugarcane under water stress: photosynthesis and antioxidant enzymes

The Soybean GmRACK1 Gene Plays a Role in Drought Tolerance at Vegetative Stages
The soybean transcription factor GmNACO085 enhances drought tolerance in Arabidopsis

The spike plays important roles in the drought tolerance as compared to the flag leaf through the
phenylpropanoid pathway in wheat

Liu et al., 2019

Zhou et al., 2020

Zhang et al,
2020

BACHIRI et al,,
2020

Doneva et al.,,
2021

Wang et al., 2020
Hao et al., 2019

Verma et al,
2019

Lietal., 2018
Nguyen et al.,
2018

Li et al., 2020
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The WRKY transcription factor WRKY8 promotes resistance to pathogen infection and mediates drought and
salt stress tolerance in Solanum lycopersicum

Transcriptional variation analysis of Arabidopsis ecotypes in response to drought and salt stresses dissects
commonly regulated networks

Transgenic {Arabidopsis} {Plants} {Expressing} {Grape} {Glutathione} {S}-{Transferase} {Gene}
({VvGSTF13}) {Show} {Enhanced} {Tolerance} to {Abiotic} {Stress}

Using intervarietal substitution lines for the identification of wheat chromosomes involved in early responses

to water-deficit stress

Wild Relatives of Wheat Respond Well to Water Deficit Stress: A Comparative Study of Antioxidant Enzyme
Activities and Their Encoding Gene Expression

Wild relatives of wheat: Aegilops a€“ Triticum accessions disclose differential antioxidative and physiological
responses to water stress

Zinc regulates the hydraulic response of maize root under water stress conditions

Gao et al., 2020

Wang et al.,
2020

Xu etal., 2018

Dudziak et al.,
2019

Pour-
Aboughadareh
et al., 2020

Ahmadi et al.,
2018

Zhang et al,
2021
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Anexo B

Tabela S2: Lista das instituicdes relatas nos artigos selecionados dos

ultimos 5 anos reconhecidos na revisao sistematica.

Lista de instituicdes

Agriculture Biotechnology Research Institute of Iran (ABRII)
Aligarh Muslim University

Anhui Agricultural University

Bangabandhu Sheikh Mujibur Rahman Agricultural University
Bangladesh Agricultural University

Birla Institute of Technology and Science

BS Abdur Rahman Crescent Institute of Science and Technology
Bu-Ali Sina University

Bulgarian Academy of Sciences

Capital Normal University

Centro de Pesquisa Nacional, regido de Nubaria

Chaudhary Charan Singh Haryana Agricultural Universidade
China Agricultural University

China Ministry of Science and Technology

China National Rice Research Institute

China West Normal University

Chinese Academy of Agricultural Sciences

Chinese Academy of Sciences

Colorado State University

COMSATS University Islamabad (CUI)

Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria — AGROSAVIA
CSIR-National Botanical Research Institute

Dezhou Academy of Agricultural Sciences

Fayoum University

Ferdowsi Universidade de Mashhad

Fujian Agriculture and Forestry University

Gansu Agricultural University
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Government College University

Guangxi University

Hainan University

Harbin Normal University

Hebei Agricultural University

Heilongjiang Bayi Agricultural University

Henan Agricultural University

Huanghuai University

Huazhong Agricultural University

Hubei University of Engineering

ICAR - Indian Agricultural Research Institute

Institute for Plant Biotechnology

Institute of Agricultural Sciences

Institute of Soil and Water Conservation, Chinese Academy of Sciences and
Ministry of water Resources

Instituto de Fisiologia y Recursos Genéticos Vegetales (IFRGV)
Isfahan University of Technology

Islamic Azad University

Istanbul Kultur Univesity

Jiangsu Academy of Agricultural Sciences (JAAS)

Jiwaji University

Kangwon National University

Khon Kaen University

Lanzhou University

Mississippi Agricultural and Forestry Experimental Station
National Institute for Biotechnology andGenetic Engineering (NIBGE)
National Institute of Agronomic Research of Algeria (INRAA)
National Research Council of Italy (IBBR-CNR)

National Taiwan University

Northeast Agricultural University

Northwest A&F University

Pasteur Institute of Iran

Pir Mehr Ali Shah(PMAS) Arid Agriculture University
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Punjab Agricultural University

Qingdao Institute of Bioenergy and Bioprocess Technology
RIKEN Center for Sustainable Resource Science
Sam Higginbottom University of Agriculture Technology and Sciences
Sardarkrushinagar Dantiwada Agricultural University.
School of Biotechnology, International University
Selcuk University

Shahrekord University

Shandong Academy of Agricultural Sciences
Shandong Agricultural University

Shandong University

Shanghai Academy of Agricultural Sciences
Sher-e-Bangla Agricultural University

Shiraz University

Sichuan Agricultural University

South China Agricultural University

South Valley University

Southwest University (SWU)

Southwest University of Science and Technology
Tanta University

Tarbiat Modares University

The Islamia University of Bahawalpur

Trakya Agricultural Research Institute
Universidade Szent Istvan

University of Antwerp

University of Arak

University of Copenhagen

University of Helsinki

University of Jember

University of Life Sciences in Lublin

University of North Bengal

University of Passo Fundo

University of Tabriz



https://tanta.edu.eg/en/default.aspx
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University of Vinh

Van Yiiziinci Y1l Universitesi

Virginia Polytechnic Institute and State University

Xishuangbanna Tropical Botanical Garden

Yangtze University

Yeditepe University

Zagazig University

Zhejiang University

Zhengzhou Tobacco Research Institute of CNTC

Anexo C

Tabela S3: Protocolos que foram utilizados para a avaliagao

enzimatica,trabalhados em artigos dos ultimos 5 anos reconhecidos na revisao

sistematica.

Enzima Protocolo Frequéncia
SOD Giannopolitis and Ries (1977) 20
SOD Beauchamp and Fridovich (1971) 1
SOD Dhindsa et al., (1981) 9
SOD Beyer and Fridovich (1987) 5
SOD Zhang (1992) 3
SOD Dhindsa e Matowe (1981) 3
SOD Gao (2006) 2
SOD Gong et al., (2015) 1
SOD Rai et.al (2011) 1
SOD Jiang et al., (2016) 1
SOD Minami and Yoshikawa (1979) 1
SOD Zhang et al., (2019) 1
SOD Kumar Tewari et al., (2006) 1
SOD Gong et al., (2014) 1
SOD Fridovic (1975) 1




SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD

SOD

SOD
SOD

Stewart and Bewley (1980)
Lietal., (2011)

Fridovic (1975)
El-Shabrawi et al., (2010)
Nie et al., (2019)

Yang et al., (2017)
Agarwal et al., (2005)

Sunohara and Matsumoto (2004)

Yildiztugay et al., (2019)
Qian et al., (2013)

Wang et al., (2015)

Del Longo et al., (1993)
He et al., (2019)

Soltis and Soltis (1990)
Huang et al., (2010)
Wendel and Weeden (2012)
Heath and Packer (1968)
Zhang et al., (2008)
Azimi et al., (2016)

Tan et al., (2008)

Chu et al., (2016)

Devi, Kaur and Gupta (2012)
Liu et al., (2012)

Bartosz (2005)

Mittova et al., (2004)

Xu et al., (2012)

Ekler et al., (1993)

Qiu et al., (2008)

Spitz e Oberley (1989)

Van Rossum, Alberda and van der Plas

(1997)
Ali et al., (2014)
McCord and Fridovich (1969)
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https://link.springer.com/article/10.1007/s10725-017-0252-9#ref-CR41

SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT

Chen et al., (2010b)

Singh and Laxmi (2015)
Kakkar et al., (1984)
Alonso et al., (2001)

Wu et al., (2014)

Sehar et al., (2019)
Hodges et al. (1999)

Abedi and Pakniyat (2010)
Wang (2010)

Loukehaich et al., (2019)
Aebi (1984)

Chance and Maehly (1955)
Dhindsa et al., (1981)
Kumar et al., (2010)
Chandlee and Scandalios (1984)
Hadwan (2018)

Cakmak and Marschner (1992)
Havir and Mchale (1987)
Cakmak and Horst (1991)
Larrigaudiere et al., (2004)
Nakano and Asada (1981)
Gong et al., (2015)

Gao (2006)

Benabdellah et al., (2009)
Maehly and Chance (1954)
Rai et al., (2011)

Jiang et al., (2016)

Yang et al., (2008)

Adam et al., (1995)

Yang et al., (2011)
Yang et al., (2017)
Yang et al., (2009)
Gong et al., (2014)
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CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT

Anderson et al., (1995)
Luck (1975)

Patra et al., (1978)

Li etal., (2011)

Cai et al., (2015)
Mostofa et al., (2015)
Nie et al., (2019)
Lietal., (2014)
Agarwal et al., (2005)

Sunohara and Matsumoto (2004)

Kraus and Fletcher (1994)
Yildiztugay et al., (2019)
Wang et al., (2015)

Wang et al., (2012)

Wang (1995)

Zhang (1992)

Zhang et al., (2014)

Kato and Shimizu (1987)
Kar and Mishra (1976)

He et al., (2019)

Soltis and Soltis (1990)
Huang et al., (2010)

Fu and Huang (2001)
Giannopolitis and Ries (1977)
Azimi et al., (2016)

Tan et al., (2008)

Tan et al., (2017)

Bartosz (2005)

Mittova et al., (2004)

Xu et al., (2012)

Csiszar et al., (2007)
Hasa-nuzzaman et al., (2012)
Esposito et al., (2003)
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https://link.springer.com/article/10.1007/s10725-017-0252-9#ref-CR41
https://link.springer.com/article/10.1007/s10725-017-0252-9#ref-CR41
https://link.springer.com/article/10.1007/s10725-017-0252-9#ref-CR41

CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
APX
APX
APX
APX
APX
APX
APX
APX
APX
APX
APX
APX
APX
APX
APX
APX
APX
APX
APX
APX
APX
APX
APX
APX

Sinha (1972)

Chen et al., (2010)
Hamurcu et al., (2013)

Fu and Huang (2001)

Wu et al., (2014)

Hodges et al., (1999)

Rao et al., (1997)

Sahu et al., (2011)
Loukehaich et al., (2019)
Nakano and Asada (1981)
Nakano and Asada (1982)
Yoshimura et al., (2000)
Nakano and Asada (1980)
Nakano and Asada (1987)
Yang et al., (2008)

Janda et al., (1999)

Gong et al., (2014)

Sunohara and Matsumoto (2004)

Yildiztugay et al., (2019)
Zhang et al., (2014)
Zhang et al., (2015)
Chen and Asada (1989)
Chen et al., (2010)

Tan et al., (2008)

Tan et al., (2017)

Silva et al., (2018)

Liu et al., (2014)
Mittova et al., (2004)
Asada and Takahashi (1987)
Asada (1992)

Elia et al., (2003)
Murshed et al., (2008)
Jimenez et al., (1997)
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APX
APX
APX
APX
APX
APX
APX
APX
GPX
GPX
GPX
GPX
GPX
GPX
GPX
GPX
GPX
GPX
GPX
MDHAR
MDHAR
MDHAR
MDHAR
MDHAR
MDHAR
MDHAR
DHAR
DHAR
DHAR
DHAR
DHAR
GST
GST

Amako, Chen and Asada (1994)

Wu et al., (2014)
Arum et al., (2018)

Sehar et al., (2019)
Hossain and Asada (1976)
Mittler and Zilinskas (1993)
Zheng et al., (2009)
Hiner et al., (2000)
Chance and Maehly (1955)
Balakhnina et al., (2015)
Roxas et al., (1997)
Nakano and Asada (1981)
Uarrota et al., (2016)
Takeda et al., (1993)
Murshed et al., (2008)

Elia et al., (2003)
Quessada and Macheix (1984)
Sayfzadeh and Rashidi (2010)
Adam et al., (1995)
Hossain et al., (2010)
Pinto et al., (2000)
Vanacker et al., (1998)
Pyngrope et al., (2013)
Murshed et al. (2008)
Miyake and Asada (1992)
Hossain et al., (1984)
Nakano and Asada (1981)
Pinto et.al., (2000)
Doulis et al., (1997)
Nakano and Asada (1980)
Murshed et al., (2008)

Mannervik and Guthenberg (1981)

Habig et al., (1974)
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https://link.springer.com/article/10.1007/s11738-015-1919-3#ref-CR43
https://link.springer.com/article/10.1007/s12298-019-00704-1#ref-CR26
https://link.springer.com/article/10.1007/s12298-019-00704-1#ref-CR27

GST
GST
GST
GST
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD

Hossain et al., (2006)
Jietal. (2010)

Foyer and Halliwell (1976)
Rohmanet et al., (2010)
Chance and Maehly (1955)
Cakmak et al., (1993)
Zhang (1992)

Maehly and Chance (1954)
Manoranjan and Dinabandhu (1976)
Cakmak and Marschner (1992)
Li et al., (2000)

Vetter et al., (1958)
Doerge et al., (1997)
Ghanati et al., (2002)
Upadhyaya et al., (1985)
Gong et al., (2015)

Gao (2006)

Maehly and Chance (1959)
Dixit (2001)

Jiang et al., (2016)
Ghobadi et al., (2013)
Morohashi (2002)

Egley et al., (1983)

Nie et al., (2019)

Kochba et al., (1977)

Yang et al., (2017)

Lin and Wang (2002)

Kato and Shimizu (1987)
Phimchan et al., (2014)
MacAdam (1992)

Wang et al., 2015

Wang (2010)

He et al., (2019)
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https://link.springer.com/article/10.1007/s10725-017-0252-9#ref-CR41
https://link.springer.com/article/10.1007/s10725-017-0252-9#ref-CR41

POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
POD
GR

GR

GR

GR

GR

GR

GR

GR

Olson and Varner (1993)
Huang et al., (2010)

Aebi (1984)

Bartosz (2005)

Gorin and Heidema (1976)
Xu et al., (2012)

Zheng and Huystee (1992)
Zheng et al., (2006)

Qiu et al., (2008)

Zong et al., 2009

Lin and Wang (2002)
Hemeda and Klein (1990)
Polle et al., (1994)
Rathmell and Sequeira (1974)
Chen et al., (2010)

Maehly (1954)

Maehly et al., (1954)
Rodriguez et al., (2001)
Tan et al., (2017)

Hodges et al., (1999)
Hamilton et al., (1999)
Abedi and Pakniyat (2010)
Wang (2010)

Hori et al., (1997)
Loukehaich et al., (2019)
Foyer and Halliwell (1976)
Grace and Logan (1996)
Smith et al., (1988)

Keles and Oncel (2002)
Smith and Johnson (1988)
Yildiztugay et al., (2019)
Foster and Hess (1980)
Sgherri and Navari-1zzo (1995)
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GR
GR
GR
GR
GR
GR
GR
GR
GR
GR
GR
GR
GR
GR
GR
GR
GR
GR
POX
POX
POX
POX
POX
POX
POX
POX
POX
POX
POX
POX
POX
POX
PAL

Rao (1992)

Jiang and Zhang (2002)
Tan et al., (2008)
Hasanuzzaman and Fujita (2011)
Habig et al., (1974)
Murshed et al., (2008)
Hossain et al., (2010)
Hasanuzzaman et al., (2011)
Edwards et al., (1990)
Halliwell and Foyer (1978)
Singh and Laxmi (2015)
Pastori et al., (2000)
Sehar et al., (2019)

Barata et al., (2000)
Mohapatra et al., (2009)
Balabusta et al., (2016)
Smith (1988)

Smith et al., (1989)
Seevers et al., (1971)
Kumar and Khan 1982)
Yildiztugay et al., (2019)
Zhang (1992)

Devi, Kaur and Gupta (2012)
Herzog and Fahimi (1973)
MacAdam et al., (1992)
Polle et al., (1994)

Chance and Maehly (1955)
Shannonet et al., (1966)
Singh and Laxmi (2015)
Nakano and Asada (1981)
Herzog and Fahimi (1973)
Malik and Singh (1980)
Ochoa and Salgado (1992)
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PAL

PPO
PPO
PPO
LOX
LOX
NOX

Cahill and McComb (1992)
Tagele et al., (2019)
Mohammadi and Kazemi (2002)
Fehrmann and Dimond (1967)
Anthon and Barrett (2001)
Fornaroli et al., (1999)
Yildiztugay et al. (2019)
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Anexo D
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Tabela S4. Genes e sequéncia dos primers relacionados a expressao de genes relacionados a enzimas antioxidantes,

trabalhadasnos artigos selecionados dos ultimos 5 anos reconhecidos na revisédo sistematica.

Enzima Gene Sequencia Autor
SOD-F ACCAGGTGGAGGTGGAAAG
Lietal ., (2017)
SOD-R TCATCGGGTGAAGGAGGAT
AtSOD-F ATGAGAAGTTCTATGAAGAG
Yaetal., (2017)
AtSOD-R GTCTTTATGTAATCTGGT
MnSOD-F CAGAGGGTGCTGCTTTACAA Pour-Aboughadareh et
MnSOD-R GGTCACAAGAGGGTCCTGAT al., (2020)
OsSOD-Cu/Zn -R GCTCTATTGCGTTGTATGCCA El-Esawi and Alayafi
SOD OsSOD-Cu/Zn -F GCTTGACTCCCAAATGGTGAC (2020)
Cu/Zn SOD F GGGCACCTGAAGATGAAATC
Nasirzadeh et al., (2020)
Cu/Zn SOD R TTGAATTTGGTCCAGTAAGGG
Cu/ZnSOD-F TGTTGCAAATGCTGAGGGCATAGC Moharramnejad et al.,
Cu/ZnSOD-R CCAACAACACCACATGCCAGTCTT (2019)
Cu/Zn SOD-F GTGCATATCGACAGGACCAC
Cu/zn SOD-R CAATGGTTGCCTCGGCTATG Sun et al., (2020)
Fe/Mn SOD-F GGCGGTCATGTGAACCATTCAATC




Fe/Mn SOD-R CGCCTTCTGCATTCATCCTC
OsCu / ZnSOD-F TGTCCAAGAGGGAGATGGTC
OsCu/ ZnSOD-R CTTCTCCAGCGGTGACATTT
OsFeSOD-F GAACAAAGGCAGGGCTGTAG
Liu et al., (2019)
OsFeSOD-R ATGGGTTGCCGTTGTTGTAT
OsMnSOD-F GCCATTGATGAGGATTTTGG
OsMnSOD-R TGCAGGTAGTACGCATGCTC
TaSOD-F TTGTAGGTCGCTGGTTTC
Wu et al., (2017)
TaSOD-R CCAAGTTCACGGTTCATAG
ChICu/ZnSOD-F AAATGCTGGTGGAAGACT
Danyali et al., (2019)
ChICu/ZnSOD-R ACACTGATACAAACGATCAAC
Mn-SOD-F TGGCGCTCCGCACGCTG
Khan et al., (2019)
Mn-SOD-R TGGCGACGTAGGTGGCGTGG
SOD-F TCCTTTGACTGGCCCTAATG
Elkeilsh et al., (2019)
SOD-R CTTCCACCAGCATTTCCAGT
Cu/ZnSOD1-F AACGGTTGCATGTCTACTGGTC
Cu/ZnSOD1-R GTGATTGTGAAGGTGGCAGTTCC
Cu/ZnSOD2-F CAGGGCCTCATGGATTTCATCTCC
Wang et al., (2017)
Cu/ZnSOD2-R TGGAGCTCCGTGTGTCATGTTG
Cu/ZnSOD3-F AACAACGTCCGAGGCTGTCTTC

Cu/ZnSOD3-R TTCCCGGTGACATGAGTAGTTCCG




CAT

FeSOD1-F
FeSOD1-R
FeSOD2-F
FeSOD2-R
FeSOD3-F
FeSOD3-R
CAT-F

CAT-R
AtCAT-F
AtCAT-R
CAT-F

CAT-R
OsCATA -F
OsCATA -R
OsCATB-F
OsCATB-R
CAT-F

CAT-R
CAT1-RealT-F
CAT1-RealT-R
CAT2-RealT-F

AGTGCTGTCACCGCAAACTACG
TATGCGGCTCCAAAGCATCCAG
GGTGGCTGTTTCCGGTGTTATC
TATGCGGTTCCAGAGCATCAAG
CCACTCGTGTGGGACGATATTC
ACGACACCAAGTGGTTCAGAAATG
GCCCATCACAACAATCACC
TTTCACGCTTCCCACCTAG
GCAACTACCCCGAGTGGAAA
TGTTCAGAACCAAGCGACCA
CCATGAGATCAAGGCCATCT
ATCTTACATGCTCGGCTTGG
GTGAAGATTGCGAATAGGCTC
TCTGGCCTTATTTGGTTGGT
GACAAGGAGAACAATTTCCAACAG
AGTAGGAGATCCAGATGCCAC
GCGAGAAGATGGTGATCG
CTTGATCTCATGGGTGAGG
CGCCATGCCGAAAAATACCC
CTTGCCTGTCTGAATCCCAGGAC
TCCGCCTGCTGTCTGTTCTG
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Lietal ., (2017)

Yaetal., (2017)

Pour-Aboughadareh et
al., (2020)

El-Esawi and Alayafi
(2020)

Nasirzadeh et al., (2020)

Lietal., (2017)



CAT2-RealT-R

CAT-F
CAT-R
CAT1-F
CAT1-R
OsCATa-F
OsCATa-R
OsCATDb-F
OsCATb-R
OsCATc-F
OsCATc-R
AtCAT1-F
AtCAT1-R
AtCAT2-F
AtCAT2-R
CAT-F
CAT-R
TaCAT-F
TaCAT-R
SICAT-F
SICAT-R

TGGGTCGGATAGGGCATCAA
CAGATTGCTTTCTGCCCAGC
GCATCAGATAGTTTGGACCAAGGC
CACCGAAGCTCAATGTTTCA
GGGCACAGAGCTTGCATTTA
GGCGTCAACACCTACACCTT
GTCGAACCTCTCCTCCTCCT
TTCCCTTCAAGGTTTGATGC
GCTGGAGAAAACGATCTTGC
CCACCACAACAACCACTACG
CTTGGCAATCACCACCTTCT
TGGGATTCAGACAGGCAAGAACG
GTTTGGCCTCACGTTAAGACGAGT
AACTCCGCCTGCTGTCTG
ATAGGGCATCAATCCATC
CCCATTCTACACCACAAA
ACCCTTAGCACTGATTCC
ACTACGACGGGCTCATG
GGAGCTGAGACGGCTTC
GGTGGATTATTTGCCCTCG
ACCTCTCCCCTGCCTGTTT

Sun et al., (2020)

Iwuala et al., (2019)

Liu et al., (2019)

Chuong et al., (2021)

Dani et al., (2019)

Wu et al., (2017)

Wang et al., (2018)
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APX
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CAT-F
CAT-R
CAT1-F
CAT1-R
CAT1-F
CAT1-R
CAT2-F
CAT2-R
CAT3-F
CAT3-R
CAT-F
CAT-R
APX-F
APX-R
APX-F
APX-R
OsAPX2 -F
OsAPX2 -R
APX-F
APX-R
CAPX-F

TTACAGCCAGTTGGTCGCTT
GGACAATAATGGCAGGGCAA
ACTTCGACAGGGAGCGTAT
AGGTGAGG GGGTGATGT
TCGGGAAGGAGAACAACTTCAAGC
TCACGAATCGTTCTTGCCTGTC
AAGTATCCAACTCCGCCTGCTG
TGGATGAATCGTTCTTGCCTCTC
AGGTACAGATCATGGGCACCAG
AAGGATCGATCAGCCTGAGACC
GATTCCTGGGATTGCCGAT
TGTCAGTGCGTCAACCCATC
GCACTCTGCTGGAACCT
CAACAACGCCAGCCAAC
GCAGCTGCTGAAGGAGAAGT
CACTGGGGCCACTCACTAAT
CTCTCCTACGCCGACTTCTAC
AGGTGGTCAGAACCTTGTGT
CCAGCACCAACAAGTGATAC
CCAGCACCAACAAGTGATAC
TGGTGGACGCCGAGTACCTGCGCCAG

Landi et al., (2017)

Khan et al., (2019)

Wang et al., (2017)

Huang et al., (2017)

Lietal ., (2017)

Pour-Aboughadareh et
al., (2020)

El-Esawi and Alayafi
(2020)

Nasirzadeh et al., (2020)

Zia et al., (2021)
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CAPX-R
APX1-F
APX1-R
APX-F
APX-R
AgAPX1-F
AgAPX1-R
APX2-F
APX2-R
APX1-F
APX1-R
OsAPX2-F
OsAPX2-R
AtsAPX-F
AtsAPX-R
APX2-F
APX2-R
TaAPX-F
TaAPX-R
Tapx-F
Tapx-R

GGGTGTACTCTTCCTCGTATCTAATTG
AAAGCGAAGCATCCAAAG
CAGAGGGTCACGAGTCCA
GAGCGATCAGGACATTGTTG
CTTTGTCACTTGGGAGCTGAAG

TTTACAATTACCATGGGATCCATGGGAAAGTGCTATCCAATTGT
ACCGATGATACGAACGAGCTCTTAGGCCTCAGCAAACCCAAGT

CAACGCCGGACTGGAAATTG
TCAGAACCTTGGGTGGCATC
TGAGCTCGCCCATGGCGCCAA
ATCTCAACAGCAACAACACCAG
AAGGACCAACTTCCCATCCT
AGGGTGTGACCACCAGAAAG
TGCTAATGCTGGTCTTGTGAATGCTT
CCACTACGTTCTGGCCTAGATCTTCC
CCATGGTGA-AGAAGAGTTACCCGGAAGT
TCTGAGATTACTCCTTGTCAGCAAACCCGA
GACGGCTGAATGGTTGAA
AATGCCTCCTGGTCCTCT
CACAGCCAGAGCCCTTCGT
CAAGAATGCCAACCCTGCGAT

Louetal ., (2018)
Sun et al., (2020)
Liu et al., (2019)

Guo et al., (2020)

Iwuala et al., (2019)

Liu et al., (2019)

Chuong et al., (2021)

Dani et al., (2019)

Wu et al., (2017)

Danyali et al., (2019)
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SIAPX-F
SIAPX-R
APX-F
APX-R
APX-F
APX-R
APX1-F
APX1-R
APX1.1-F
APX1.1-R
APX2-F
APX2-R
APX3-F
APX3-R
APX4-F
APX4-R
APX5-F
APX5-R
APX6-F
APX6-R
APX7-F

GATGTTCCCTTTCACCCTG
CCCCTCTTTTTCCCCACT
TTGAGGGAGCATGGACCAAC
ATGGTAGCTGGAGGAGACCT
TTTGACGGTGCATGGACTCG
GCGTCGAAATTCAGGATCAT
TGATGCCACTAAGGGTTCT
ATCACTCCAGGATAGGGTCT
TTCAGCTCCCAAGTCAAA
TCTAGGCAAACGGAAAATGG
CTCAGGCAGGTTTTCTCCAC
GGATCAGAGAGGAGGGCTTT

CCAGATCTGCGAATAAACACAA
AAATACATGTGCACAGAACTGAAA

GAGGTCTGGATTCGATGGTG
CTGATTTGGATGGTGCTGTG
GATGCTGTGCTGTTTGAGGA
ACAGGGCACGCTAAGAAAAA
GCAGGGATTCTCTTTGGATG
GCCACTGGTGTCGGTTCTTTT
TGCTAAGCTGAGCGATCTTG

Wang et al., (2018)

Landi et al., (2017)

Koobaz et al., (2016)

Xie et al., (2018)




GPX

GST

GR
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APX7-R
GPX-F
GPX-R
GPX7-F
GPX7-R
GPX1-F
GPX1-R
GPX-F
GPX-R
GST-F
GST-R
VWGSTF13-F
VWGSTZ13-R
SIGST-F
SIGST-R
MeGST-F
MeGST-R
GRC1-F
GRC1-R
GR1-F
GR1-R

TACTCCGCCCTGATCTTTTG
CCCCCTGTACAAGTTCCTGA
GTCAACAACGTGACCCTCCT
GACCAAGCACAGCTCCAATC
GCAACTTCTGGATGTCCTTC
GGAAAGTCCTGCTTATTGT
CTTCTCCTCGCTATCTGGT
GCATCCCAATGTGGCTTAAC
GCCTTGGACCTTGTACTTCT
TCCGAATCCCTCATTGCTGT
TCTTCTCCCTTTGATGTCCA
AAGGATCCATGGCGCTCAAGCTCCATG
AAGAGCTCTCACTTCTCACCAAAAG
TTCCATTTTGCCTAAAGACC
TTCCACACTGCTGACCCCT
GGGTTGTAGAGGAAGTAGTGG
CAAGTCTAATCCGTTCCAAAG
ATGAATACTCCCGTACATCAGT
TTTGTTACATCACCCACAGC
TTGGCATTCACCCCACATCC
ATACTCCCTCCCCCGAGAAC

Pour-Aboughadareh et
al., (2020)

Srivastava at el., (2019)

Lou et al ., (2018)

Khan et al., (2019)

Li etal ., (2017)

Xu et al., (2018)

Wang et al., (2018)

Zhu et al., (2019)

Lou et al ., (2018)

Guo et al., (2020)




DHAR

MDHAR
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GR1-F
GR1-R
GR2-F
GR2-R
DHAR-F
DHAR-R
DHAR1-F
DHAR1-R
DHAR-F
DHAR-R
DHAR1-F
DHAR1-R
DHAR2-F
DHAR2-R
DHAR3-F
DHAR3-R
MDHAR-F
MDHAR-R
MDHARI1-F
MDHARI1-R

MDAR-F

CGGTGCAATAGTGGTTGATG
CCTATTGGTGGTTGGGAGAA
CGATATTGCGGTTAAATGTG
AAGTTCGTCTTTGGCTTGGA
GTGCCTGTGTATAACGGTG
ACAAGTGATGGAGTTGGGT
CAAAGCTCATGGCCCCTACA
GCTCCTCGGATGGCTTAGTC
AAGTGAACCCGTAAGCCCTC
ACACACATATCACCCACACCC
CATCAAGACTAAGCCCACCAA
TAGAAACATGGCCACCACAA
CAATGTCCATGCCTACACCA
CAGGTAGCACCAAAGCACAA
CGAGGAAAAATGGATTGGTG
TGTTCCATCGCTTGGATCTT
AGAAGTTTACGCCCTTCGGC
TTGGAATGTCATCGCCATC
GAGTTAAGCCTGGGGAGCTT
AGGCAATAGCTTCTCTCCACC

AGACCTTGCTCATCGCCACTG

Xie et al., (2018)

Lou et al ., (2018)

Guo et al., (2020)

Danyali et al., (2019)

Xie et al., (2018)

Lou et al ., (2018)

Guo et al., (2020)

Danyali et al., (2019)




POD

POX
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MDAR-R
MDHAR1-F
MDHAR1-R
MDHAR2-F
MDHAR2-R
MDHARS3-F
MDHAR3-R
MDHAR4-F
MDHAR4-R
SIPOD-F
SIPOD-R
OsPOX8.1-F
OsPOX8.1-R
OsP0OX22.3-F
OsP0OX22.3-R

ATGTAGCCACCTCCAACAACG
TACTCCCGATCATTCGACCT
GGCAATGACCTTGTTCTCGT
TCAAGGAGCAGAATCCAACA
GCCCTATGTAACCACCTCCA
CAGCTCTGTGTATGCCGTTG
ATCGATGTCCCTCGTCTTTG
GTGCAAAGAAGGTGGTGGTT
TTCTTAGCAAGCGAGGGTGT
CACATACATTTGGAAGGGC
TTTATTGTTGGATCAGGGC
CTGCTCCAAAGTGAACTAATAATTAAGTAAAG
CCCAGCCTTATTCCCAAATTT
CAGCTGCTCCAAGGTGAACTC
AGATTTGCTTCCAGCAACGAA

Xie et al., (2018)

Wang et al., (2018)

Jiang et al., (2020)




