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Introducao

Ascorbato peroxidase (APx) € uma enzima fundamental do metabolismo antioxidante,
catalisando a decomposicao do peroxido de hidrogénio em agua, utilizando o ascorbato como
doador de elétrons. O perdxido de hidrogénio € uma espécie reativa de oxigénio (ERO) que é
produzida constantemente pelo metabolismo aerdbico, e em situacfes de estresse bidtico ou
abiotico tem sua producao aumentada, sendo que em grandes quantidades pode causar
diversos danos celulares. Em arroz, a APx é codificada por oito genes, cujos produtos sao
classificados por sua localizacdo subcelular: citosodlica, peroxissomal, mitocondrial ou
cloroplastidial. A caracterizacao dos genes codificadores de APxs vem sendo feita e o estudo
de promotores € uma ferramenta de grande importancia que possibilita analisar o padréao de
expressao de genes em plantas.

Metodologia

Construcao do vetor: uma sequéncia nucleotidica de aproximadamente 2kb anterior ao sitio
de iniciacdo da traducdo do gene foi isolada e clonada no vetor especifico para estudo de
promotores, pHGWFS7. O vetor contendo a sequéncia promotora foi denominado PromAPXx3
(Figura 1). O pHGWEFS7 permite a fusdo da sequéncia promotora com 0s genes reporteres Gfp

e Gus, além de conferir resistencia a higromicina.
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Figura 1. Mapa do vetor pHGWFS?7.

Transformacao de plantas: a transformacao de calos de arroz foi efetuada via Agrobacterium
tumefaciens. Os calos transformados foram regenerados e cultivados em meio de selecao com
higromicina.

Ensaio histoquimico de GUS: para visualizacdo do padrao de expressao do gene GUS guiado
pelo promotor, amostras das plantas foram incubadas em solucao 1mM de X-gluc a 37°C por
16h. Posteriormente as amostras foram mantidas em alcool 70% para descoloracdo e melhor
visualizacao da marcacao obtida.

Analise in silico: para a analise in silico de cis-elementos na regiao promotora de OsAPx1
foram utilizadas as sequintes bases de dados disponiveis on-line:-PlantPan

(plantpan.mbc.nctu.edu.tw/) e plantcare (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare
/ntml /)

Quantificacao da atividade de Gus por ensaio fluorimétrico: Conteudo de proteina total foi
extraido a partir de folhas de plantas adultas e a atividade de Gus foi medida pela fluorescéncia
de MUB, produto da clivagem realizada por Gus. A Leitura da fluorescéncia foi medida em
460nM de emissao e 590nM de absorbancia nos tempos 0, 30 minutos, 1 hora e 2 horas de
reacao.

Experimento de privacao de agua: Plantas das linhagens testadas no experimento de
guantificacdo da expresséao de Gus por ensaio fluorimétrico tiveram seus vasos retirados das
bacias de agua em que estavam por 16 horas. Amostras de tecidos foram recolhidas apos este
periodo, e incubadas em X-Gluc.

Resultados e Discussao

Foram obtidas seis linhagens contendo o plasmideo PromAPx3. A confirmacao do transgene foi
verificada por PCR usando primers especificos para 0s genes Hpt e Gus.

A busca In silico por cis-elementos indicou que a APx3 teria sua expressao modulada pela luz,
anaerobiose, giberelina e déficit de acucar na célula. E 0s possiveis orgaos em que ocorrem a
expressao seriam nas folhas, sementes e meristema apical.

Apartir do teste histoquimico de GUS, obtivemos marcacdes nas folhas (no mesofilo), e nas
anteras na fase R4/R5 (Figura 2). Foi realizado a quantificacao da expressao de Gus nas folhas
de plantas em R4/R5 (Figura 3), com confirmacao de expressao estatisticamente diferente em
relacao ao controle nao-transformado.

Busca em bancos de dados de microarranjos indicou uma expressao diferencial de APx3 em
resposta a seca, com intensificacao da expressao. Para verificar quais tecidos apresentavam tal
resposta, foi realizado o experimento de déficit hidrico em plantas nas fases R4/R5 (figura 4)

Figura 2. Marcacéo do ensaio histoquimico de Gus em condicao controle: (A) e (B), ao longo dos vasos
condutores; (C), folha senescente; (D), anteras em R4, (E), antera em R5; (F), antera em R®6.
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Figura 3. Ensaio fluorimétrico para
medicao da atividade de Gus nas folhas
das linhagens PromAPx3A, PromAPXx3I
e PromAPXx3T.
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Figura 4. Experimento de
privacao de agua.

Na coluna da esquerda: amostras
de antera e folha em condicao
padrao. Coluna da direita:
amostras dos mesmos 0rgaos
apos passar por déficit hidrico de
16 horas.
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Conclusao e Perspectivas

Os resultados obtidos com as plantas PromAPx3 corroboraram os dados provenientes do
banco PlantPan (busca de cis-elementos). expressao em tecidos reprodutivos e
fotossintetizantes. O apice da intensidade de marcacdo de Gus no ensaio histoquimico foi em
folnas e anteras nas fases R4/R5, com expressao diferencial em relacdo ao controle.

Foi visualizada forte marcacao de Gus em resposta ao estresse de seca nas anteras e
diminuicao da expressao nas folhas bandeira. Os resultados conflitantes com dados de
microarranjo podem indicar:

1- Resposta a seca diferente em fase vegetativa e reprodutiva,

2- Possivel existéncia de cis-elementos fora dos 2kb utilizados no estudo:

Os resultados obtidos sao semelhantes com os observados no estudo do promotor do gene
APx4, que apresentou marcacao nas anteras e estigma (fases reprodutivas).

Perspectivas:

1) Quantificar, através de ensaios fluorimétricos a modificacao da expressao génica em
resposta a seca, tanto nas folhas bandeiras quanto nas anteras;

2) Entender a coexpressao de OsAPx3 e OsAPx4 nas fases reprodutivas das plantas de
arroz,

3) Testar se OsAPx4 também é coexpressa com OsAPx3 em diversas condicbes ambientais;
e compreender melhor o papel da APx3 e a regulacao de sua expressao em resposta a
seca,
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