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RESUMO: As peroxidases de classe III (PRX III) desempenham um papel fundamental na
resposta antioxidante de plantas submetidas ao estresse salino. Em Zea mays L., 159 proteinas
estdo depositadas no RedoxiBase, as quais correspondem a 136 genes. Este estudo teve como
objetivo identificar genes de PRX III diferencialmente expressos em folhas e raizes de Z. mays
usando dados transcriptomicos publicos sob estresse salino (NaCl 100 mM) (bioprojeto
PRINA670840). Os dados transcriptomicos foram obtidos de plantulas da cultivar Jing724 com
coletas de tecidos em 12 intervalos de tempos (0 h, 0.5 h, 1 h,2 h, 4 h, 8 h, 12 h, 24 h/1 d, 48
h/2d, 72 h/3 d, 120 h/5 d and 168 h/7 d). Os dados revelaram que a expressdo total das PRX III
foi significativamente maior nas raizes em todos os tempos de analise. No total, 99 dos 136
genes de PRX III foram diferencialmente expressos, sendo 54 ‘“upregulados” e 79
“downregulados” ao longo do tratamento por NaCl. A andlise por classes funcionais revelou
que as classes 1A, 1B, 2A e 2C concentraram o maior numero de genes regulados,
principalmente nas raizes. Esses resultados indicam uma atuagdo preferencial das PRX III na
raiz, 6rgao mais exposto ao acumulo salino, e sugerem que membros génicos especificos podem
estar diretamente envolvidos nos mecanismos moleculares de defesa antioxidante em resposta
ao estresse salino. Os dados obtidos sugerem genes candidatos promissores para estudos
funcionais e aplicacdes em programas de melhoramento genético visando tolerancia a
salinidade.
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Class III Peroxidases Response to Salt Stress in Zea mays L.: Transcriptomic Evidence

and Candidate Genes for Salinity Tolerance

ABSTRACT: Class III peroxidases (PRX III) play a crucial role in the antioxidant response of
plants under salt stress. In Zea mays L., 159 proteins corresponding to 136 genes are deposited
in RedoxiBase. This study aimed to identify differentially expressed PRX III genes in leaves
and roots of Z. mays using public transcriptomic data under salt stress (100 mM NaCl)
(bioproject PRINA670840). The transcriptomic data were obtained from seedlings of the
Jing724 cultivar, with tissue sampling at 12 time points (0 h, 0.5 h, 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 12 h, 24
h/1d,48h/2d, 72

h/3 d, 120 h/5 d, and 168 h/7 d). The data revealed that the total expression of PRX III
genes was significantly higher in roots at all time points analyzed. In total, 99 out of 136 PRX
IIT genes were differentially expressed, with 54 upregulated and 79 downregulated throughout
the NaCl treatment. Functional class analysis revealed that classes 1A, 1B, 2A, and 2C
encompassed the highest number of regulated genes, predominantly in roots. These results
indicate a preferential role of PRX III in roots, the organ most exposed to salt accumulation,
and suggest that specific gene members may be directly involved in the molecular mechanisms
of antioxidant defense in response to salt stress. The findings highlight promising candidate
genes for functional studies and applications in breeding programs aimed at improving salinity
tolerance.
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INTRODUCAO

A salinidade ¢ um dos principais fatores limitantes da agricultura em escala global,
afetando diretamente o crescimento, o desenvolvimento e a produtividade de diversas culturas
(Munns & Tester, 2015). Estima-se que mais de 20% das éreas irrigadas no mundo apresentem
problemas relacionados ao acimulo de sais, tornando urgente a compreensao dos mecanismos
de tolerancia das plantas a esse estresse (FAO, 2021). Nesse contexto, o estudo de genes e
proteinas associados a resposta ao estresse salino tem se mostrado fundamental para o
desenvolvimento de estratégias de mitigacdo e para o melhoramento genético de espécies

cultivadas.
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O milho (Zea mays L.) é uma das culturas agricolas mais relevantes do mundo, essencial
na alimentagdo, na producdo animal e na industria. A produtividade dessa cultura, no entanto,
¢ significativamente afetada por estresses abioticos como a salinidade, que compromete o
desenvolvimento vegetal ao causar estresse osmotico e toxico (Yang et al., 2020). A exposigao
ao excesso de Na™ e CI~ gera acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como o H20,
que afetam a integridade celular. Para contornar esse efeito, as plantas ativam mecanismos
antioxidantes, nos quais se destacam enzimas como superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e diferentes peroxidases, como as peroxidases de classe III (PRX III) (Mittler, 2017).

As PRX III, presentes na parede celular e vactolos, sdo enzimas do tipo hemoproteina e
exercem fungdes diversas, como lignifica¢do, defesa contra patdgenos e resposta a estresses
abidticos (Passardi et al., 2005). Essas enzimas formam uma grande familia multigénica, cuja
expressao pode variar de forma especifica entre tecidos, condigdes ambientais e tempo de
exposicdo (Wang et al., 2022). No milho, a atuacdo dessas peroxidases ainda ¢ pouco
compreendida, especialmente em relacdo a sua resposta ao estresse salino. Dessa forma, o
presente trabalho teve como objetivo analisar o perfil de expressdo das peroxidases de classe
IIT em folhas e raizes de Z. mays ao longo de diferentes tempos de exposi¢do ao NaCl, com foco
em identificar genes potencialmente envolvidos na resposta ao estresse salino.

A investigagdo de enzimas antioxidantes € especialmente relevante porque a produgdo
excessiva de EROs sob condicdes de salinidade pode levar a peroxidagdo lipidica, danos as
proteinas € ao DNA, culminando em morte celular (Gill & Tuteja, 2010). Nesse sentido,
compreender a regulagdo e a atividade de enzimas como as PRX III pode fornecer informagdes
fundamentais para elucidar como o milho ajusta suas respostas moleculares diante do estresse.
Além disso, tais estudos podem subsidiar programas de melhoramento genético e biotecnologia
vegetal voltados a obteng¢do de variedades mais tolerantes, contribuindo para a seguranca

alimentar e sustentabilidade agricola em ambientes cada vez mais desafiadores.

MATERIAL E METODOS

1.Identificacio dos genes PRX Classe III de Zea mays

As andlises de bioinformatica foram conduzidas no Laboratorio de Genomica Funcional
e Bioinformadtica, do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade
Federal do Ceara (DDBM- UFC). Para as analises foram inicialmente coletados 159 genes que

codificam proteinas de peroxidase de classe III (PRX III) disponiveis no banco de dados
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PeroxiBase, cuja classificacdo foi realizada conforme os critérios descritos por Freitas et al.
(2024). Em seguida, procedeu-se a triagem com o objetivo de identificar cDNAs tnicos
associados as proteinas de PRX III previamente catalogadas. Para essa etapa, aplicou-se um
alinhamento tBLASTn contra o banco de dados RefSeq RNA, utilizando como parametro de
corte identidade > 99%. Essa andlise permitiu verificar a ocorréncia de diferentes proteinas
derivadas de um mesmo gene. A partir desses resultados, os cDNAs correspondentes foram
recuperados no banco de dados GenBank, assegurando a obten¢do de sequéncias

representativas e nao redundantes.

2.Analise da expressao dos genes PRX Classe 111

Coleta de genes/cDNAs/proteinas foram realizadas através de buscas em bancos de dados
PeroxiBase relacionados aos genes de PRX III. A classificacdo desses genes foi feita de acordo
com FREITAS et al., 2024. Os dados de expressao foram obtidos do bioprojeto PRINA670840
originario de RNAs extraido de folhas e raizes da cultivar Jing724 sob estresse salino (100 mM)
com coletas em 12 intervalos de tempos (0 h, 0.5h, 1 h,2h,4 h, 8 h, 12 h, 24 h/1 d, 48 h/2 d,
72 h/3 d, 120 h/5 d and 168 h/7 d) a partir de plantulas com 15 dias de idade (Luo et al., 2021).
A anadlise da expressao dos genes de PRX nos dados transcriptdmicos foram realizadas em trés
etapas: 1) mapeamento das reads pelo software Magic-Blast, (Boratyn et al., 2019); 2)
quantificagdo das reads mapeadas usando o programa HTseq Anders & Huber (2015) e 3)
normaliza¢do da quantidade de reads em todas as amostras. Apos a quantificagdo das reads
mapeadas, a normalizacgdo das reads entre diferentes amostras foi realizada pelo método RPKM
(Reads Per Kilobase of transcript per Million of mapped reads) (Mortazavi et al., 2008) de
acordo com a seguinte equagio: RPKM = (niimero de reads mapeadas x 10%)/(nimero de
sequéncias em cada banco de dados X numero de nucleotideos de cada cDNA). Também foi
calculado o Log2 Fold change para comparar a expressao génica no tratamento com o controle

nos genes estudados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressao global das peroxidases de classe III em folhas e raizes de Z. mays submetidas
ao estresse salino foi representada por somatorios das contagens normalizadas (Figura 1).
Observou-se um padrdo claro de maior expressdao nas raizes em todos os tempos analisados.

Além disso, na folha houve uma redugdo progressiva na expressao dos genes da PRX nos
4



34° CONIRD, 9° Inovagri International Meeting e 5° SBS-Agris, 2025

tempos finais (24 a 168 horas) quando comparado ao controle, o que ndo foi observado nas
raizes. Esse comportamento sugere que a resposta antioxidante inicial nas folhas tende a ser
transitoria, enquanto nas raizes ela se mantém ativa durante a progressao do estresse. Segundo
Mittler (2017), a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) ¢ uma das primeiras
respostas celulares desencadeadas por estresses como a salinidade, exigindo ativagao rapida e
sustentada de sistemas antioxidantes, em especial peroxidases e ascorbato peroxidases (APXs).
A maior expressdo dos genes de PRX nas raizes, portanto, pode refletir a necessidade desse
tecido em lidar com o acimulo de EROs ja no ponto de entrada do NaCl. Esse resultado ¢
coerente com achados recentes que evidenciam maior regulagdo de genes antioxidantes nas

raizes sob estresse abiotico (Wang et al., 2022).
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Figura 1. Expressio total (contagens normalizadas) das peroxidases de classe III em folhas e raizes de milho em
diferentes tempos de exposigdo ao estresse salino (Oh = controle).

Além da expressao total, foi realizada uma anélise de expressdo diferencial por classes
funcionais de peroxidases. No total, 99 dos 136 genes foram diferencialmente expressos durante
o tratamento com NaCl, sendo 54 “upregulados” e 79 “downregulados”, com sobreposi¢cao
entre os grupos devido a respostas especificas em diferentes tempos. A Tabela 1 mostra que as
classes 1A, 1B, 2A e 2C concentraram a maioria dos genes diferencialmente expressos,
especialmente nas raizes, onde se observou um predominio da regulacdo negativa. Esse padrao
sugere uma regulacdo fina e dindmica da atividade antioxidante, com repressdao de isoformas
especificas em momentos de menor acimulo de EROs ou possivelmente em fungao de ajustes

estruturais, como a lignificacdo da parede celular (Passardi et al., 2005).
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A repressao diferencial de certas classes de PRX pode indicar que ndo apenas a ativacao,
mas também a supressao seletiva dessas isoformas ¢ essencial para a homeostase celular durante
o estresse. Isso ¢ consistente com o modelo proposto por Passardi, Penel & Dunand (2005), no
qual diferentes isoformas de PRX podem ter fungdes até opostas: algumas promovendo a
detoxificagdo de EROs e outras direcionando sua utilizagdo para processos como o
endurecimento da parede celular. Assim, a reducdo de expressdo de determinados genes em
folhas pode estar relacionada a uma estratégia de economia de energia, redirecionando recursos
metabolicos para rotas de protegao mais especificas, como a sintese de osmolitos (Munns &
Tester, 2008; Yang, Guo & Shi, 2020).

Outro ponto importante ¢ que a predominancia da regulagdo negativa observada nas raizes
pode estar associada a fase de aclimatagdo da planta. Em estagios iniciais do estresse, ha
ativacdo rapida de antioxidantes para conter o pico inicial de EROs; posteriormente, certos
genes podem ser reprimidos como forma de evitar excesso de atividade peroxidésica, o qual
poderia comprometer o balango redox intracelular ou afetar processos como o alongamento
celular. Esse ajuste dindmico sugere que as raizes ndo apenas ativam, mas também refinam a
expressao de PRX de acordo com a intensidade e duragao do estresse salino.

Adicionalmente, a diferenciagao tecidual observada — com respostas contrastantes entre
folhas e raizes — refor¢a a hipdtese de especializacdo funcional das PRX IIl em Z. mays.
Enquanto as folhas parecem priorizar mecanismos de fotoprotecao e ajuste osmotico, as raizes
mantém um sistema antioxidante robusto e regulado de forma seletiva, o que pode ser crucial
para a tolerancia global da planta a salinidade. Estudos recentes em milho e outras espécies
confirmam que membros especificos da familia PRX atuam como genes-chave em mecanismos
adaptativos a estresses abiodticos, incluindo salinidade (Wang et al., 2015; Louo et al., 2021; Ma
etal., 2021).

Portanto, os resultados apresentados corroboram a ideia de que a familia das PRX de
classe Il desempenha papéis multiplos e tecidualmente especificos no estresse salino em milho,
atuando tanto na neutralizagdo de EROs quanto em processos de remodelamento da parede
celular. Essa dualidade funcional pode ser um dos fatores que explicam a ampla diversidade de

isoformas dessa familia génica (Freitas et al., 2024; Zhang et al., 2022).
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classe Up_folha Down_folha Up_raiz Down_raiz

0 0 0 0 1
1A 5 6 12 21
1B 1 6 3 11
1C 1 1 2 2
2A 5 9 8 12
2B 2 2 3 3
2C 1 0 0 4
2D 0 2 4 1
2E 1 0 0 0
3A 3 3 5 7
3B 0 1 0 0
3C 0 0 0 0
3D 1 1 1 2
3E 0 0 1 0

Tabela 1. Numero de genes diferencialmente expressos (upregulados ¢ downregulados) por classe de peroxidase
de classe I1I em folhas e raizes de milho sob estresse salino.

CONCLUSOES

As peroxidases de classe III mostraram expressao significativamente maior nas raizes de
Zea mays ao longo do estresse salino, indicando que esse tecido € o principal local de regulacao
antioxidante frente ao acimulo de EROs. A identificacio de 99 genes diferencialmente
expressos, com destaque para as classes 1A, 1B, 2A e 2C, reforca o papel funcional dessas
enzimas na resposta ao estresse. Tais genes representam alvos promissores para estudos

funcionais e aplicagdes no melhoramento genético visando a tolerancia a salinidade em milho.
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