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Caracterização funcional das isoformas citosólicas e peroxissomais de ascorbato 

peroxidase em arroz (Oryza sativa L.) 

 

Autor: Sílvia Barcellos Rosa 
 

Orientadora: Marcia Margis-Pinheiro 
 
 

RESUMO 

 

As espécies reativas de oxigênio (ERO) são produzidas constantemente pelo 

metabolismo aeróbico. Em situações de estresse biótico ou abiótico, a produção é 

aumentada e a toxicidade das ERO pode conduzir a diversos danos celulares. As ERO 

atuam também como moléculas sinalizadoras regulando a expressão de genes de defesa a 

estresses, senescência, morte programada da célula, crescimento e desenvolvimento da 

planta, entre outros processos metabólicos. Uma vez que as ERO são tóxicas e também 

participam de eventos de sinalização, as células vegetais requerem mecanismos que 

regulem finamente a concentração intracelular destas moléculas. A ascorbato peroxidase 

(APx) é uma enzima fundamental do metabolismo antioxidante, catalisando a 

decomposição do H2O2. Em arroz, a APx é codificada por oito genes, cujas isoformas são 

caracterizadas por sua localização subcelular: citosólica, peroxissomal, mitocondrial ou 

cloroplástica. O objetivo deste trabalho foi caracterizar funcionalmente as APx citosólicas 

(OsAPx1 e OsAPx2) e peroxissomais (OsAPx3 e OsAPx4). A estratégia utilizada foi o 

silenciamento pós-transcricional por RNA de interferência (RNAi) dos genes 

individualmente e de ambos os genes codificantes de isoformas do mesmo compartimento 

subcelular. A redução da expressão de cada gene, assim como de ambos os genes de um 

compartimento, resultou na produção de diferentes sinais. As plantas RNAi mostraram 

diferentes fenótipos e padrões de expressão transcricional dos genes da família OsAPx.  

Analisando as plantas silenciadas para os genes OsAPx1 e OsAPx2 sob estresse com 

radiação UV e altas doses de alumínio, foi observada compensação por outras enzimas 

antioxidantes e aclimatação, possivelmente sinalizados pelos níveis mais elevados de 

H2O2. Estes resultados indicam que cada isoforma de OsAPx pode apresentar funções 

específicas na célula.  
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Functional characterization of cytosolic and peroxisomal isoforms of ascorbate 

peroxidase in rice (Oryza sativa L.) 

 

Author: Sílvia Barcellos Rosa 
 

Advisor: Marcia Margis-Pinheiro 
 

ABSTRACT 
 

Reactive Oxygen Species (ROS) are continually produced by aerobic metabolism. 

Under biotic and abiotic stresses, the production is enhanced and the ROS toxicity can lead 

to cell damage. ROS act also as signalling molecules and are able to regulate the 

expression of resistance genes, senescence, programmed cell death, plant growth and 

development, among other metabolic processes. By the fact that ROS are cytotoxic and 

make part of signalling events, plant cells need mechanisms to tightly regulate the 

intracellular concentration of these molecules. Ascorbate peroxidase (APx) is a 

fundamental enzyme of the antioxidant metabolism, it catalyses the H2O2 decomposition. 

In rice, APx are encoded by a small multigene family, and the different isoforms are 

classified according to their subcellular localization: cytosolic, peroxisomal, mithocondrial 

or chloroplastic. The present work aimed to characterize the function of cytosolic (OsAPx1 

and OsAPx2) and peroxisomal (OsAPx3 and OsAPx4) APx isoforms. The strategy was the 

post-transcription silencing by interference RNA (RNAi) of single genes and both genes of 

the same subcellular localization. The reduced expression of each gene or both genes from 

the same compartment resulted in the development of different signals. RNAi plants 

showed changes in the phenotype and in the transcriptional expression of the OsAPx gene 

family. The analyses of OsAPx1 and OsAPx2 silenced plants under stresses with UV 

radiation and aluminum revealed that the lack of APx was compensated by other 

antioxidant enzymes and the acclimation could be signaled by the increased level of H2O2. 

These results indicate that each isoform of APx should have specific functions in the cell. 
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1. INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 

 

Estresse oxidativo 

 

Organismos aeróbicos, em um mecanismo eficiente de obtenção de energia,  utilizam 

o oxigênio atmosférico (O2) para oxidar componentes orgânicos. A redução univalente da 

molécula de O2 produz um conjunto de formas parcialmente reduzidas de oxigênio, 

denominadas de espécies reativas de oxigênio (ERO). Desta forma, a produção de ERO é 

inevitável em condições ótimas de crescimento. A imposição de condição de estresse 

biótica ou abiótica conduz à elevação da produção destas moléculas. O acúmulo das ERO, 

causado pelo aumento de sua produção e ineficiência dos mecanismos antioxidantes em 

decomporem estas moléculas em formas menos tóxicas, pode resultar em diversos danos 

oxidativos em nível celular (SHIGEOKA et al., 2002).  

A disponibilidade das seqüências gênicas completas de Arabidopsis (Arabidopsis 

thaliana) e de arroz (Oryza sativa) e os avanços nas pesquisas, como em genômica 

funcional e proteômica, têm permitido um melhor entendimento da função das ERO em 

plantas, referente ao seu papel na toxicidade celular e como molécula sinalizadora de 

diversos mecanismos celulares, entre esses, defesa a estresses bióticos e abióticos. 

 

 

Espécies reativas de oxigênio 

 

ERO são  formadas a partir da excitação do O2 que resulta na forma de oxigênio 

singlete (1O2) ou pela transferência de um, dois ou três elétrons para o O2 formando, 

respectivamente, radical superóxido (O2
-), peróxido de hidrogênio (H2O2) ou radical 

hidroxila (HO·) (MITTLER, 2002).  

As ERO são produtos secundários inevitáveis do metabolismo aeróbico 

(KOTCHONI & GACHOMO, 2006). Reações formadoras de ERO estão envolvidas com o 

metabolismo normal, como na fotossíntese e respiração, assim como pertencem a vias 

induzidas durante estresses abióticos (MITTLER, 2002). As ERO podem ser geradas por 

diversas atividades enzimáticas, por exemplo, pela atividade das NADPH oxidases 

(MITTLER et al., 2004). Durante condições normais de crescimento, a produção de ERO é 
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baixa (240 mM s-1 O2
- e 0,5 mM s-1 H2O2 em cloroplastos). Entretanto, diante de diversos 

tipos de estresse, quando a homeostase celular é rompida, ocorre aumento da produção 

destas espécies (240-720 mM s-1 O2
- e 5-15 mM s-1 H2O2 em cloroplastos) (POLLE, 2001; 

MITTLER, 2002).  

Organelas com alta atividade metabólica oxidativa ou com intenso fluxo de elétrons, 

como cloroplastos, mitocôndrias e peroxissomos, são as maiores fontes de produção de 

ERO nas células vegetais. O H2O2, além de ser produzido durante a fotossíntese, 

fotorrespiração e respiração, também é gerado na matriz extracelular. O citosol não é 

considerado grande fonte de ERO, mas atua como um depósito para estas moléculas 

derivadas de outros compartimentos subcelulares (SLEVAK et al., 2007).  

O peróxido de hidrogênio é a molécula mais estável entre as ERO e apresenta papel 

crucial como molécula sinalizadora em vários processos fisiológicos. Níveis intracelulares 

e intercelulares de H2O2 elevam-se em estresses ambientais. O H2O2 é o fator chave na 

mediação do fenômeno de aclimatação e tolerância cruzada, através do qual uma exposição 

prévia a um estresse pode induzir tolerância as subseqüentes exposições ao mesmo ou 

outro estresse (SATO et al., 2001; NEILL et al., 2002).  H2O2 interage com proteínas 

contendo o grupo funcional tiol e ativa diferentes vias de sinalização, assim como fatores 

de transcrição. O H2O2 é transportado através das membranas juntamente com água pelos 

canais de água aquaporina (HENZLER & STEUDLE, 2000). Conseqüentemente, H2O2 é 

capaz de regular expressão gênica e processos do ciclo celular (SLESAK et al., 2007).  

 

 

 

Defesa versus morte celular 

 

As ERO, além de indicadores celulares de estresse, são mensageiras secundárias 

envolvidas em vias de transdução de sinal de resposta a estresses. A concentração 

intracelular de ERO deve ser controlada finamente, pois o acúmulo destas espécies pode 

resultar em morte celular (MITTLER, 2002). Seu duplo papel nas reações metabólicas, 

atuando como produto secundário tóxico do metabolismo aeróbico e como regulador chave 

de crescimento, desenvolvimento e vias de defesa, é dependente da sua concentração 

intracelular (FOYER & NOCTOR, 2005; KOTCHONI & GACHOMO, 2006). Uma 
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questão pertinente é como as ERO, principalmente H2O2, são capazes de atuar 

especificamente, apesar do duplo papel funcional e das diversas respostas biológicas em 

que participam (Figura 1).  

As ERO, como moléculas sinalizadoras, controlam diversos processos metabólicos: 

ciclo celular, crescimento, morte programada da célula, senescência, sinalização hormonal, 

resposta a estresses abióticos, defesa a patógenos, respostas sistêmicas e desenvolvimento 

(MITTLER et al., 1998; MITTLER, 2002; VRANOVÁ et al., 2002; VANDENABEELE et 

al., 2003; VACCA et al., 2004; DE PINTO et al., 2006; KWAK et al., 2006; TORRES et 

al., 2006; QUEVAL et al., 2007; SLESAK et al., 2007; ZAVALETA-MANCERA et al., 

2007). Uma alteração sutil na homeostasia de ERO conduz a uma modificação da 

regulação da expressão de um conjunto específico de genes, como a alteração na expressão 

de genes codificantes de proteínas antioxidantes e de proteínas envolvidas na cascata de 

fosforilação, através da ativação de MAPK (KOVTUN et al., 2000; NEILL et al., 2002; 

KOTCHONI & GACHOMO, 2006). Diferentes tipos de ERO afetam a expressão gênica 

nuclear ativando distintas vias de sinalização. Estresses que induzem a formação de 1O2 

afetam aproximadamente 5 % do total do genoma de Arabidopsis, entretanto a expressão 

destes genes não é afetada da mesma forma quando ocorre elevação dos níveis de O2
-

/H2O2. Não se sabe até o momento se estas vias operam separadamente ou interagem entre 

si. Inclusive, parece existir antagonismo entre H2O2 e 1O2  no que se refere às respostas a 

estresses abióticos. Uma interação cruzada entre as ERO parece ser essencial para o 

controle fino dos ajustes antioxidantes quando em situação de estresse (LALOI et al., 

2007).  

Tem sido sugerido que as ERO são necessárias para a indução da resistência a 

doenças e para mediar a tolerância a múltiplos estresses em plantas (KOTCHONI & 

GACHOMO, 2006). A indução de genes relacionados à defesa e à morte celular requer 

moléculas sinalizadoras adicionais para transduzir e/ou amplificar o sinal, como ácido 

abscísico, ácido salicílico, ácido jasmônico, auxina e etileno. Estas moléculas sinalizadoras 

participam possivelmente dos mecanismos de defesa das plantas induzido pelas ERO 

(VAN CAMP et al., 1998; BOLWELL, 1999; NEILL et al., 2002; VANDENABEELE et 

al., 2003; FOYER & NOCTOR, 2005; KOTCHONI & GACHOMO, 2006).  
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Quando as plantas são submetidas a situações de estresse (frio, intensa 

luminosidade, ozônio, seca, estresse salino, patógenos, irradiação UV), a geração de 

ERO é intensificada. O acúmulo excessivo destas moléculas exige a ativação de defesas 

adicionais (KOTCHONI & GACHOMO, 2006). Em uma situação na qual o organismo 

é incapaz de metabolisar efetivamente o excesso de ERO, estas irão rapidamente 

provocar peroxidação lipídica, oxidação de proteínas, inibição enzimática e danos ao 

DNA e RNA. Conseqüentemente, estes danos conduzirão à disfunção celular, lesões 

necróticas ou ainda morte celular. Alternativamente, níveis elevados de ERO podem 

ativar a via de apoptose, necessária para a defesa a patógenos (MITTLER et al., 1998; 

FOYER & NOCTOR, 2005; KOTCHONI & GACHOMO, 2006).  

 

 

Mecanismos de defesa antioxidante na célula vegetal 

 

Uma vez que as ERO são tóxicas e também participam de eventos de sinalização, 

as células vegetais requerem mecanismos que regulem finamente a concentração 

intracelular destas moléculas (MITTLER, 2002; MITTLER et al., 2004; NEILL et al., 

2002; KOTCHONI & GACHOMO, 2006). A localização subcelular e as propriedades 

bioquímicas distintas das enzimas antioxidantes, suas induções diferenciais em níveis 

gênico e enzimático e a presença de mecanismos não-enzimáticos resultam em um 

sistema antioxidante versátil e flexível, capaz de controlar o acúmulo de ERO 

(VRANOVÁ et al., 2002). A concentração é determinada pela diferença entre os 

mecanismos de produção e decomposição das ERO. Estes mecanismos podem ser 

alterados bruscamente, dependendo da condição fisiológica na qual a planta se encontra 

e da integração dos estímulos bioquímicos, do desenvolvimento e do ambiente 

(MITTLER, 2002). 

A redução da produção de ERO pode evitar ou aliviar os efeitos do estresse. 

Mecanismos que podem reduzir esta produção durante situações de estresse são: (1) 

adaptações anatômicas, como movimento e curvatura foliar; (2) adaptações fisiológicas, 

como metabolismo C4 e CAM (metabolismo ácido das crassuláceas); (3) mecanismos 

moleculares que regulam o aparato fotossintético de acordo com a intensidade e 

qualidade da luz (MITTLER, 2002). 
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Em condições normais de crescimento, ERO são rapidamente metabolisadas por 

vias antioxidantes enzimáticas e por metabólitos não-enzimáticos de baixo peso 

molecular, como vitaminas antioxidantes, tióis protéicos e não-protéicos (Lim et al., 

1993; KOTCHONI & GACHOMO, 2006). Elementos antioxidantes não-enzimáticos, 

como ascorbato (AsA) e glutationa (GSH), são cruciais na defesa contra estresse 

oxidativo, exercendo papel de tampões antioxidantes (MITTLER, 2002; FOYER & 

NOCTOR, 2005). A concentração celular de AsA e GSH é mantida no seu estado 

reduzido por um conjunto de enzimas dependentes de NAD(P)H 

(monodehidroascorbato redutase, dehidroascorbato redutase e glutationa redutase) 

(MITTLER et al., 2004). 

Os principais mecanismos enzimáticos de decomposição de ERO em células 

vegetais incluem: a superóxido dismutase (SoD), ascorbato peroxidase (APx), 

glutationa peroxidase (GPx), peroxirredoxina (PrxR) e catalase (Cat). Estas enzimas 

antioxidantes estão presentes em praticamente todos os compartimentos subcelulares. 

Usualmente, uma organela apresenta mais de uma enzima capaz de decompor uma 

mesma ERO (MITTLER, 2002; MITTLER et al., 2004). É importante destacar que o 

H2O2 apresenta a capacidade de difusão entre os diferentes compartimentos subcelulares 

(HENZLER & STEUDLE, 2000). Além disso, o transporte de AsA e GSH é central na 

determinação da concentração específica destes compostos e do potencial redox nos 

diferentes compartimentos celulares (PIGNOCCHI & FOYER, 2003; MITTLER et al., 

2004). 

O balanço entre as atividades de SoD, APx e Cat é crítico para determinar o nível 

intracelular efetivo dos radicais superóxido e peróxido de hidrogênio (MITTLER, 

2002). Este balanço e o seqüestro de íons metálicos são importantes para prevenir a 

formação de radicais hidroxila via reações de Fenton (ASADA, 2006). APx e Cat 

utilizam como substrato H2O2. A diferença de afinidade da APx (em nível de mM) e da 

Cat (em nível de mM) pelo H2O2 sugere funções diferentes entre as duas enzimas: a 

APx parece ser responsável pela modulação fina de ERO, enquanto a Cat deve exercer 

papel na remoção de H2O2 durante estresse. Outra diferença entre APx e Cat é a 

localização subcelular. A Cat encontra-se preferencialmente no peroxissomo. Além 

disso, diferentemente da APx, a atividade da Cat não requer suprimento de moléculas 

doadoras de elétrons (MITTLER, 2002). 
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O ciclo da ascorbato-glutationa é essencial na decomposição de H2O2. Os 

componentes deste ciclo antioxidante estão presentes em praticamente todos os 

compartimentos intracelulares (Figura 2). A APx utiliza ascorbato (AsA) na sua forma 

reduzida como doador específico de elétron para reduzir H2O2 em água com 

concomitante geração de monodehidroascorbato (MDHA). MDHA pode ser 

espontaneamente reduzido à dehidroascorbato (DHA). AsA ainda pode ser recuperado 

pela ação da MDHA redutase (MDHAR) dependente de NAD(P)H. DHA redutase, 

utilizando GSH como doador de elétrons, reduz DHA à AsA. A forma reduzida de GSH 

é, por sua vez, recuperada a partir de sua forma oxidada (GSSG) pela glutationa 

redutase (GR) dependente de NAD(P)H (ASADA, 1999; SHIGEOKA et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A complexa relação entre diferentes mecanismos de produção e de detoxificação 

de ERO pode ser determinada pela análise de plantas transgênicas com supressão dos 

mecanismos antioxidantes. Plantas com redução da atividade de APx induzem Cat, SoD 

e GR para compensar a perda de APx, enquanto plantas com supressão de Cat induzem 

APx. Já plantas antisenso para APx e Cat não induziram genes de resposta a estresses, 

como SoD e GR. Inclusive, essas plantas mostraram-se mais tolerantes a estresses 

oxidativos que as plantas com redução de apenas Cat ou APx (RIZHSKY et al., 2002).  

A complexidade dos mecanismos antioxidantes também pode ser confirmada pelo relato 

do envolvimento de ao menos 152 genes regulando o metabolismo de ERO em A. 

thaliana sob ataque de patógeno (MITTLER et al., 2004). 

 

 

Figura 2. Ciclo ascorbato-glutationa e reações catalisadas pelas enzimas antioxidantes 
SoD, Cat, APx, MDHAR, DHAR e GR (TEIXEIRA, 2005).   
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Ascorbato peroxidase 

 

A APx, uma heme-peroxidase de classe I, é um componente crítico na prevenção 

do estresse oxidativo em organismos fotossintéticos. Como já descrito anteriormente, a 

APx catalisa a decomposição de H2O2 em água e O2, utilizando como molécula doadora 

de elétron específica o AsA reduzido (ASADA, 1999). A APx é codificada por pequena 

família multigênica em plantas superiores (PANCHUCK et al., 2002; TEIXEIRA et al., 

2004; TEIXEIRA et al., 2006; LU et al., 2007). Suas diferentes isoformas são 

classificadas de acordo com a localização subcelular. Isoformas solúveis são 

encontradas no citosol, mitocôndria e no estroma cloroplástico; enquanto isoformas 

ligadas às membranas encontram-se em peroxissomos e no tilacóide cloroplástico. A 

localização subcelular das isoenzimas é determinada pela presença de peptídeos sinal 

organela-específicos e domínios transmembrana presentes na extremidade C- ou N-

terminal da proteína (SHIGEOKA et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2004). 

A comparação entre as diferentes isoformas de APx de arroz e outras espécies 

revelou alto grau de conservação entre essas proteínas. Todas as proteínas compartilham 

uma região central, o núcleo catalítico, onde estão presentes o sítio ativo e o domínio de 

ligação ao heme (HENRISSAT et al., 1990). Em arroz, as APx são codificadas por uma 

família gênica composta de oito genes, denominados de APx1 a APx8. A localização 

subcelular predita de cada isoforma, baseada na presença de peptídeos sinais adicionais, 

é descrita a seguir: os genes APx1 (cromossomo 3) e APx2 (cromossomo 7) codificam 

isoformas citosólicas; APx3 (cromossomo 4) e APx4 (cromossomo 8), isoformas 

peroxissomais; isoformas mitocondriais são codificadas pelos genes APx5 (cromossomo 

12) e APx6 (cromossomo 12), os quais se encontram em tandem no genoma do arroz; 

APx7 (cromossomo 4) e APx8 (cromossomo 2) codificam isoformas cloroplásticas. É 

relevante relatar o alto grau de conservação na estrutura gênica entre os genes de APx 

que codificam isoformas de uma mesma localização subcelular (TEIXEIRA et al., 

2004).  

Isoformas cloroplásticas (estromal e ligada ao tilacóide) são geradas a partir de um 

único gene por “splicing” alternativo em espinafre (Spinacia oleracea) (ISHIWAKA et 

al., 1997), tabaco (Nicotiana tabacum) (YOSHIMURA et al., 2000), abóbora 

(Curcubita sp.) (MANO et al., 1997) e em Mesembryanthemum crystallinum. 

Entretanto, as isoformas cloroplásticas são codificadas por genes individuais em A. 
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thaliana (JESPERSEN et al., 1997) e em arroz, como já descrito (TEIXEIRA et al., 

2004).  

Pesquisas intensas têm sido realizadas com o objetivo de entender a função das 

diferentes isoformas de APx, a relação entre as isoformas e entre essas e outros 

elementos antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos. A expressão dos genes 

codificantes de APx é modulada por diversos estímulos ambientais, tais como estresse 

hídrico e salino, intensidade luminosa, altas e baixas temperaturas, ataque de patógenos, 

tratamento com H2O2 e ácido abscísico, como relatado por ZHANG et al., 1997; 

MITTLER et al., 1998; YOSHIMURA et al., 2000; SATO et al., 2001; SHIGEOKA et 

al., 2002; AGRAWAL et al., 2003; FRYER et al., 2003; MENEZES-BENAVENTE et 

al., 2004; TEIXEIRA et al., 2006. A expressão transcricional dos genes APx é também 

dependente do tecido e da fase do desenvolvimento (AGRAWAL et al., 2003; 

TEIXEIRA et al., 2006). Uma revisão referente à regulação de APx em diversas plantas 

em condições normais e submetidas a diferentes estresses bióticos e abióticos encontra-

se na Tabela 1. Também é relatado na Tabela 1 o comportamento de outros 

componentes envolvidos no mecanismo antioxidante, uma vez que a atividade desses 

componentes são interligadas. O mecanismo antioxidante em plantas superiores é 

complexo, apresentando redundância e flexibilidade entre os diversos elementos que o 

compõe (MITTLER et al., 2004; MILLER et al., 2007). Paralelamente, a diversidade 

funcional dos genes de APx em arroz sugere coordenação e complementação entre as 

defesas antioxidantes nos diferentes compartimentos celulares durante o 

desenvolvimento das plantas e em resposta a estresses abióticos (TEIXEIRA et al., 

2006).  
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Tabela 1. Revisão sobre a regulação de APx e outros componentes do mecanismo antioxidante de plantas em diferentes condições de 
crescimento, etapas de desenvolvimento e tecidos vegetais.  
 
Organismo Objetivos da pesquisa Tratamentos Resultados Referência 

Arabidopsis 
thaliana 

Clonagem e estudo da 
expressão de gene APx 
predito como peroxissomal. 

NaCl, H2O2, luz 
UV, frio, AS, seca, 
paraquat 

Os níveis de transcritos aumentaram em 
resposta ao frio, luz UV, H2O2 e paraquat. A 
indução pelo frio ocorreu apenas após 48h.  

ZHANG et al., 
1997 

Arabidopsis 
thaliana 

A atividade e a expressão 
de APx foram estudadas 
com o intuito de identificar 
evidências de ligação entre 
resposta ao estresse  por 
calor e estresse oxidativo 
com a tolerância ao 
estresse. 

Alta temperatura cAPx1, cAPx2 e APxs foram induzidas pelo 
calor. cAPx2 foi considerado novo gene de 
choque térmico. cAPx1 é termolábil. 

PANCHUK et 
al., 2002 

Arabidopsis 
thaliana 

Avaliar a relação entre 
intensidade luminosa, 
produção de ERO, umidade 
atmosférica e ABA na 
indução da expressão de 
AtAPx2.  

Variação na 
intensidade 
luminosa, mutantes 
de ABA, variação 
na pressão de vapor 
atmosférica 

Alta intensidade luminosa, H2O2, ABA, 
aumento da transpiração induzem a expressão 
de AtAPx2. Expressão de AtAPx2 e H2O2 são 
localizados na bainha dos tecidos vasculares. 

FRYER et al., 
2003 

Arabidopsis 
thaliana 

Avaliar o efeito do 
acúmulo de H2O2 no 
metabolismo vegetal em 
condições ideais de 
crescimento, utilizando 
planta nocaute para cAPx1.  

Condições ideais, 
calor e alta 
intensidade 
luminosa 

Supressão no crescimento e desenvolvimento 
das plantas nocaute para cAPx1, alteração na 
resposta dos estômatos e indução de proteínas 
de choque térmico no estresse luminoso. 
Indução de diversos genes codificantes de 
proteínas transdutoras de sinal. Transcritos de 
enzimas antioxidantes não alterados em 
condição normal, alteração de algumas enzimas 
sob luz intensa. 

PNUELI et al., 
2003 
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Tabela 1. Continuação. 
 
Arabidopsis 
thaliana 

Avaliar aumento da 
expressão de AtAPx2 em 
folhas feridas. 

Ferimento, excesso 
de luz, inibição do 
PET, H2O2, ABA, 
JA, quitosan, turgor 
de água, mutantes 

Expressão de AtAPx2 é regulada por PET, H2O2 
e ABA em plantas sob luz excessiva. Ferimento 
induz fracamente AtAPx2. Sinergismo do efeito 
de intensa luminosidade e ferimento na 
expressão de AtAPx2.  

CHANG et al., 
2004 

Arabidopsis 
thaliana 

Avaliar o efeito regulatório 
do ferro na expressão de 
cAPx1. 

Ferro Ferro em excesso induz especificamente a 
expressão transcricional de cAPx1 nas folhas, 
mas não na raiz. A expressão é dependente do 
primeiro íntron na região 5’-UTR. 

FOURCROY et 
al., 2004 

Arabidopsis 
thaliana 

Utilizando nocautes de 
genes, avaliar a função das 
isoformas cAPx e sAPx. 

Moderada 
intensidade 
luminosa 

Ausência de APx1 citosólica resultou no colapso 
do sistema cloroplástico de decomposição de 
H2O2, aumento de H2O2, redução fotossintética 
e oxidação de proteínas. Em KO-s/mAPx foram 
vistos poucos danos. Papel central de APx 
citosólica na decomposição de ERO.  

DAVLETOVA et 
al., 2005 

Arabidopsis 
thaliana 

Avaliar o envolvimento de 
APx na modulação de H2O2 

durante a senescência. 

 A expressão transcricional de pAPx4 e tAPx é 
reprimida na senescência. Os outros genes APx 
não são alterados.  

PANCHUK et 
al., 2005 

Arabidopsis 
thaliana 

Utilizando antisenso de 
tAPx, avaliar fenótipo sobre 
condições normais e de 
estresse. 

Paraquat e doador 
de NO 

Plantas transgênicas com redução de 50% da 
atividade de tAPx são indistinguíveis das 
plantas NT em condições normais de 
crescimento. Apresentam maior sensibilidade ao 
tratamento com paraquat (formador de O2

-) e 
NO. 

TARANTINO et 
al., 2005 

Arabidopsis 
thaliana 

Função de pAPx3 em 
condições normais e 
estresse utilizando nocaute 
de pAPx3. 

Baixas e altas 
temperaturas, 
estresse salino 

Ausência de pAPx3 não afetou o crescimento e 
desenvolvimento em condições normais e nos 
estresses aplicados. 

NARENDRA et 
al., 2006 
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Tabela 1. Continuação. 
 
Arabidopsis 
thaliana 

Estudar a regulação da 
expressão de cAPx2 e 
determinar a regulação da 
via de resposta à alta 
luminosidade e a relação 
desta com a resposta ao 
estresse hídrico. Foi 
utilizado mutante com 
aumento de expressão de 
cAPx2.  

Diferentes 
intensidades 
luminosas, estresse 
hídrico 

Alta luminosidade induz a expressão 
transcricional de cAPx1 e cAPx2 e aumenta 
concentração de ABA. Mutante com 
superexpressão de cAPx2 apresenta maior nível 
de ABA. ABA exógeno induz cAPx2 que 
contém elemento responsivo ao ABA na sua 
região promotora. O mutante é mais tolerante à 
alta luminosidade e seca do que NT. Apresenta 
melhor eficiência na utilização de água e 
indução de genes envolvidos com tolerância à 
seca. cAPx2 está envolvido em vias dependentes 
e independentes de ABA como pode ser 
confirmado pela indução de genes das duas vias 
no mutante. 

ROSSEL et al., 
2006 

Arabidopsis 
thaliana 

Determinar a função de 
cAPx1 e cAPx2 de arroz 
sob estresse salino 
transformando Arabidopsis 
com estes genes. 

Estresse salino Plantas transgênicas apresentaram maior 
tolerância ao sal. Plantas com OsAPx2 mais 
tolerantes do que plantas com OsAPx1. 

LU et al., 2007 

Arabidopsis 
thaliana 

Estudar como os sinais de 
ERO oriundas de diferentes 
compartimentos 
subcelulares interagem. 
Mutante cAPx1 e/ou tAPx. 

Estresse induzido 
com paraquat, 
sorbitol, sal, 
intensidade 
luminosa, frio e 
calor. 

Ausência de tAPx – tolerância ao calor. 
Ausência de cAPx1 – plantas com crescimento 
deficiente e aumento da tolerância ao paraquat. 
Ausência de tAPx e cAPx – florescimento 
tardio, diminuição da oxidação protéica durante 
estresse luminoso e aumento do acúmulo de 
antocianinas. 

MILLER et al., 
2007 
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Tabela 1. Continuação. 
 
Arabidopsis 
thaliana e 
cevada 
(Hordeum 
vulgare) 

Estudo funcional de 
HvAPx1 peroxissomal, 
avaliando o gene em 
cevada e o inserindo em 
Arabidopsis. 

ABA, H2O2, 
estresse com calor e 
salino  

HvAPx1 é induzido em resposta ao calor, sal e 
ABA, o mesmo não ocorre com H2O2 exógeno. 
Plantas transgênicas de Arabidopsis 
expressando HvAPx1 apresentaram maior 
tolerância ao calor. 

SHI et al., 2001 

Arroz 
(Oryza 
sativa L.) 

Examinar o efeito de uma 
exposição prévia a altas 
temperaturas na 
suscetibilidade de plântulas 
a baixas temperaturas. 

Baixas e altas 
temperaturas 

Plântulas tratadas com altas temperaturas 
previamente a estresse com baixas temperaturas 
mostraram-se mais tolerantes a esse último. A 
atividade de APx foi aumentada e de Cat 
diminuída no calor, SoD não sofreu alteração. 
Aumentou o acúmulo de mRNA de APx1 com o 
calor. Identificado HSE na região promotora de 
APx1. 

SATO et al., 
2001 

Arroz 
(Oryza 
sativa L.) 

Padrão de expressão 
transcricional de APx1 e 
APx2 em diferentes 
estágios de 
desenvolvimento, folhas de 
diferentes idades, sob 
estresse biótico e abiótico e 
tratamento com moléculas 
sinalizadoras. 

Ferimento, AS, 
etileno, ABA, JA, 
H2O2, cobre, 
inibidores de 
fosfatases e ataque 
de Magnoporthe 
grisea.  

Com exceção do JA, ocorreu indução da 
expressão de mRNA de APx1 e APx2 em todos 
os tratamentos. Indução de APx2 é mais potente 
e rápida que a de APx1. Expressão dependente 
do ciclo circadiano; influenciada pela luz. 

AGRAWAL et 
al., 2003 

Arroz 
(Oryza 
sativa L.) 

Avaliar o comportamento 
do metabolismo 
antioxidante em resposta ao 
estresse salino. 

Estresse salino No estresse salino, plântulas de 11 dias 
apresentaram indução de APx, CatB, GR, 
SoDCc1 e SoDCc2, enquanto CatA, CatC e GPx 
permaneceram inalteradas. Em plantas de 6 
semanas, nessa mesma condição, foi observado 
aumento de mRNA de CatB, GR e SodCc2. 

MENEZES-
BENAVENTE et 
al., 2004 

 



 

26 
 

Tabela 1. Continuação. 
 
Arroz 
(Oryza 
sativa L.) 

Estudar o padrão de 
expressão transcricional de 
cada isoforma de Apx em 
diferentes estágios de 
desenvolvimento, tecidos e 
sob estresse salino. 

Estresse salino Expressão transcricional diferencial entre as 
diferentes isoformas de APx.  

TEIXEIRA et al., 
2006 

Arroz 
(Oryza 
sativa L.) 

Comparar os efeitos do sal 
sobre alguns parâmetros 
fisiológicos, entre eles a 
atividade de enzimas 
antioxidantes em cultivares 
sensíveis e tolerantes.  

Estresse salino Cultivares tolerantes ao sal exibiram menor 
peroxidação lipídica, mantiveram nível de AsA 
reduzido elevado e maior atividade de enzimas 
antioxidantes do que cultivar sensível durante 
estágios de planta jovem e reprodutivo. 

MORADI & 
ISMAIL, 2007 

Batata 
(Solanum 
tuberosum 
L.) 

Avaliar o efeito da 
transformação de plantas 
com CuZn SoD e APx 
expressas no cloroplasto 
por promotor estresse-
induzível. 

MV e alta 
temperatura 

Plantas transgênicas superexpressando CuZn 
SoD e APx no cloroplasto apresentaram maior 
tolerância aos estresses aplicados, com redução 
da taxa fotossintética menor do que em plantas 
NT. 

TANG et al., 
2006 

Batata-doce 
(Ipomoea 
batatas) 

Após clonagem de cAPx1, 
investigar o seu padrão de 
expressão frente a diversos 
estresses ambientais. 

Ferimento, frio, 
altas temperaturas, 
MV, H2O2, NaCl, 
ABA, AS, metil 
jasmonato, 
inoculação de P. 
chrysanthemii 

cAPx1 é expressa em células de cultura e em 
folhas maduras, mas não no caule e raiz de 
batata-doce. O acúmulo de mRNA aumentou 
com os dias de cultura de células. Nas folhas, a 
expressão foi diferencial em diferentes estresses 
abióticos, com exceção de NaCl. O gene foi 
intensamente induzido após inoculação de 
bactérias. 

PARK et al., 
2004 
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Tabela 1. Continuação. 
 
Caupi (Vigna 
unguiculata) 

Isolamento e caracterização 
de 4 isoformas de APx 
responsivas à seca, 
comparando expressão em 
folhas de cultivar tolerante 
e sensível à seca. 

Seca progressiva, 
rápida dessecação 
e ABA exógeno 

Atividade de APx total 60% superior na cultivar 
tolerante comparada com sensível. Rápida 
indução da cAPx e pAPx na cultivar sensível em 
resposta aos diferentes tratamentos. Prévia 
indução da expressão de sAPx e tAPx na cultivar 
tolerante em seca progressiva. 

D’ARCY-
LAMETA  et al., 
2006 

Ervilha 
(Pisum 
sativum L.) 

Avaliar o efeito do cádmio 
no mecanismo antioxidante 
de ervilha. 

Cádmio e 
moduladores de 
cascata de 
transdução de 
sinal  

Níveis de antioxidantes e enzimas antioxidantes 
foram alterados com cádmio. GSH e AsA foram 
reduzidos. Não ocorreu alteração na atividade 
de APx e nem no acúmulo de transcritos 
correspondentes aos genes APx.  

ROMERO-
PUERTAS et al., 
2007 

Espinafre 
(Spinacia 
oleracea) 

Estudo da resposta das 
isoformas de APx em 
espinafre frente a diferentes 
estresses abióticos. 

Alta luminosidade, 
metilviologênio 
(MV), seca e 
estresse salino 

Os níveis de transcritos de cAPx elevam-se com 
alta luminosidade e MV, mas não são alterados 
em estresse hídrico e salino. Aumenta a 
atividade de cAPX em resposta a alta 
luminosidade. Entretanto, não ocorre alteração 
dos níveis protéicos de cAPx nesta condição. Os 
níveis de pAPx, sAPx e tAPx não são alterados 
por nenhum dos estresses aplicados. Em alta 
luminosidade, níveis de transcritos e de proteína 
de APx cloroplásticas não são alterados, mas a 
atividade das isoformas cloroplásticas é 
reduzida. 

YOSHIMURA et 
al., 2000 

Euglena 
gracilis 

Investigar o efeito do Fe na 
indução da APx em células 
de Euglena deficientes em 
Fe e sem atividade de APx.  

Ferro Rápido aumento da atividade de APx nas 
primeiras 3 horas (ativação de apo-proteínas) e 
lento aumento nas próximas 24h (síntese de 
novo dependente de heme). Indução de APx por 
Fe é pós-transcricional. Nível de transcritos 
permanece constante.  

ISHIKAWA et 
al., 2003 
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Tabela 1. Continuação. 
 
Festuca 
arundinacea 
Schreb.  

Capacidade de reduzir o 
estresse oxidativo pela 
superexpressão de CuZn 
SoD e APx utilizando 
promotor estresse-induzível 
e direcionamento para o 
cloroplasto. 

Estresses induzidos 
por MV, H2O2, 
cobre, cádmio e 
arsênico. 

Plantas transgênicas apresentaram maior 
tolerância. Plantas transgênicas com menor 
nível de TBARS, dissipação de íons e 
degradação de clorofila sob estresse. 

LEE et al., 2007b 

Lupinus 
luteus L. 

Avaliar a resposta do ciclo 
ascorbato-glutationa à 
hipóxia seguida de re-
aeração em raiz de “lupine” 

Hipóxia seguida de 
re-aeração 

Aumento de AsA e redução de GSH 
imediatamente após hipóxia. Com a re-aeração 
ocorreu oxidação das 2 formas. MDAR e 
DHAR não sofreram alteração, atividade de 
APx e GR aumentou com re-aeração. APx5 
deixou de ser expressa após hipóxia. 

GARNCZRSKA, 
2005 

Pepino 
(Cucumis 
sativus L.) 

Estudar a resposta de APx 
e de enzimas regenerantes 
de AsA em folhas de 
pepino sob estresse com 
calor, MV e H2O2. 

MV, calor e H2O2 As atividades de cAPx, sAPx, pAPx 
aumentaram após leve declínio no início dos 
tratamentos. A expressão de cAPx apresentou 
efeito similar, indicando regulação 
transcricional deste gene. Expressão constitutiva 
foi observada em relação à atividade de tAPx. 
Aumento de MDAR e GR foi acompanhado 
pelos níveis elevados de AsA/DHA. 

SONG et al., 
2005 

Tabaco 
(Nicotiana 
tabacum) 

Avaliar a participação da 
cAPx na apoptose induzida 
por patógeno. 

Infecção pelo vírus 
do mosaico do 
tabaco 

Apesar de ocorrer a indução de cAPx em nível 
transcricional durante apoptose, a tradução do 
mRNA é inibida, não ocorrendo acúmulo da 
proteína cAPx na resposta de hipersensibilidade.  

MITTLER et al., 
1998 
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Tabela 1. Continuação. 
Tabaco 
(Nicotiana 
tabacum) 

Avaliar a função de cAPx e 
Cat utilizando antisenso 
duplo APx/Cat e o 
comparando com plantas 
NT, antisenso de cAPx e 
antisenso de Cat. 

Diferentes 
intensidades 
luminosas, 
paraquat, infecção 
por patógeno 

Plantas duplo antisenso comparadas com plantas 
antisenso individuais apresentaram 
suscetibilidade reduzida ao estresse oxidativo, 
com supressão da atividade fotossintética, 
indução de genes pertencentes à via da pentose 
fosfato, indução transcricional de MDAR e de 
IMMUTANS. 

RIZHSKY et al., 
2002 

Tabaco 
(Nicotiana 
tabacum)  

Avaliar a importância 
fisiológica da tAPx ligada à 
membrana no sistema de 
detoxificação de ERO do 
cloroplasto por meio de 
expressão do cDNA de 
tAPx no sentido senso e 
antisenso. 

MV e alta 
luminosidade; 
baixas temperaturas 
e alta luminosidade 

Não foi possível obter plantas expressando o 
cDNA de tAPx no sentido antisenso. Plantas 
com atividade de tAPx 37 vezes superior a 
atividade de plantas NT apresentaram aumento 
da tolerância aos estresses oxidativos aplicados.   

YABUTA et al., 
2002 

Tabaco 
(Nicotiana 
tabacum) 

Avaliar se a superexpressão 
de cAPx no cloroplasto 
seria capaz de aumentar a 
tolerância da planta a 
estresses múltiplos. 

MV, paraquat, sal, 
seca e PEG 

Plantas transgênicas com atividade de APx 
aumentada apresentaram maior tolerância aos 
estresses aplicados. 

BADAWI et al., 
2004 

Tabaco 
(Nicotiana 
tabacum) 

Avaliar mecanismos de 
morte celular mediada por 
estresse abiótico. 

Altas temperaturas Entre outras análises, foi detectada a redução do 
acúmulo de mRNA e de proteínas de cAPx. A 
atividade de cAPx também foi reduzida.   

VACCA et al., 
2004 

Tabaco 
(Nicotiana 
tabacum) 

Avaliar importância da 
cAPx no equilíbrio redox 
utilizando mutantes com 
redução de 50 e 75% da 
atividade de APx. 

Estresse salino e 
altas temperaturas. 

Aumento dos níveis de ERO nas células BY-2 
com redução de cAPx. Não ocorreu diferença na 
atividade de outras enzimas antioxidantes. 
Células mutantes apresentaram maior tolerância 
ao estresse salino e a altas temperaturas. 
Indução de genes relacionados com estresse nos 
mutantes. 

ISHIKAWA et 
al., 2005 
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Tabela 1. Continuação. 
 
Tabaco 
(Nicotiana 
tabacum) 

Avaliar o efeito do tempo e 
da intensidade do estresse 
oxidativo na indução de 
apoptose e necrose. 

H2O2 exógeno e 
indução de 
formação de H2O2 
endógeno 

Intensidade e tempo de exposição ao estresse 
oxidativo é fundamental para determinar entre 
apoptose (indução de APx) ou necrose 
(expressão de APx não é alterada). 

DE PINTO et al., 
2006 

Tabaco 
(Nicotiana 
tabacum) 

Estudar o efeito do estresse 
oxidativo em plantas 
transgênicas expressando 
simultaneamente CuZn 
SoD, APx e DHAR no 
cloroplasto. 

Estresse salino e 
paraquat 

Plantas transgênicas com inserção de CuZn 
SoD, APx e DHAR direcionados ao cloroplasto 
apresentaram maior tolerância ao estresse 
oxidativo. 

LEE et al., 2007a 

Trigo 
(Triticum 
aestivum)  

Avaliar a expressão de 
pAPx de trigo em estresse 
biótico. 

Inoculado Erysiphe 
graminis Dc.f.sp. 
tritici 

Após inoculação, a expressão de pAPx aumenta 
na cultivar suscetível e pouco altera na cultivar 
resistente. 

CHEN et al., 
2006 

Trigo 
(Triticum 
aestivum) 

Avaliar o efeito da 
citocinina sobre Cat e APx 
na senescência. 

Citocinina e escuro Citocinina aumentou a atividade de Cat e APx e 
reduziu os níveis de H2O2 nos tecidos que 
apresentaram senescência tardia. 

ZAVALETA-
MANCERA et 
al., 2007 

 
ABA- ácido abcísico; APx- ascorbato peroxidase; AS- ácido salicílico; AsA- ascorbato reduzido; cAPx- APx citosólica; Cat- catalase; cDNA- DNA 
complementar; CuZn SOD- Superóxido dismutase cobre-zinco; DHA- dehidroascorbato; DHAR- dehidroascorbato redutase; ERO- espécies reativas de 
oxigênio; Fe- ferro; GPx- glutationa peroxidase; GR- glutationa redutase; GSH- glutationa reduzida; HSE- elemento responsivo ao choque térmico; JA- ácido 
jasmônico; KO- s/mAPx- nocaute no gene APx do estroma cloroplástica/ mitocondrial;  MDAR- monodehidroascorbato redutase; mRNA- RNA mensageiro; 
MV- Metilviologênio; NO- óxido nítrico; NT- plantas não-transformadas; pAPx- APx peroxissomal; PEG- polietilenoglicol; PET- transporte de elétron 
fotossintético; sAPx- APx do estroma cloroplástico; SoD- Superóxido dismutase; tAPx- APx do tilacóide cloroplástico; TBARS- substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico; UTR- região não-transcrita. 
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O modelo vegetal 

 

O arroz (Oryza sativa L.) pertence à família das gramíneas, na qual estão incluídos 

milho, trigo, cevada e cana-de-açúcar. Estes cereais fornecem a principal base da 

alimentação  mundial, inclusive da alimentação animal.  

O arroz é caracterizado como uma planta modelo entre as monocotiledôneas. O 

genoma do arroz de 390 mega bases (Mb) (dado divulgado por C. ROBIN BUELL no 

“Plant Genome Annotation Workshop” em maio de 2007) é relativamente pequeno  

comparado com outros cereais. Os genomas do milho, cevada e trigo são estimados em 

3000, 5000 e 16000 Mb, respectivamente. Apresentar o menor genoma entre os cereais 

cultivados foi decisivo para o genoma do arroz ser completamente seqüenciado. A 

seqüência do genoma do arroz foi publicada pela primeira vez em 2002, contendo 

muitas lacunas e erros (YU et al., 2002; GOFF et al., 2002). Dois grupos de 

pesquisadores independentes, um público e um privado, foram responsáveis pelo 

seqüencimento do genoma do arroz das duas subespécies mais cultivadas, indica e 

japonica. As informações genômicas resultantes, disponíveis para a comunidade 

científica internacional, têm permitido o desenvolvimento do conhecimento em diversas 

áreas, como em genômica, proteômica, metabolômica e melhoramento de cereais.  

Seqüências expressas do arroz têm sido ativamente identificadas. Mais de 1,1 

milhão de fragmentos de sequências expressas em mRNA (EST) e seqüências 

completas de DNA complementar (FL-cDNA) foram depositadas em bancos de dados 

(dado divulgado por C. ROBIN BUELL no “Plant Genome Annotation Workshop” em 

maio de 2007). Essas seqüências transcritas derivam de diversos tecidos, diferentes 

épocas de desenvolvimento e estresses bióticos e abióticos aos quais a planta é 

submetida. A presença destas seqüências têm conduzido à identificação e à descoberta 

de novos e importantes genes vegetais.  

Em 2007, uma anotação acurada do genoma de Oryza sativa L. ssp. japonica foi 

publicada, sugerindo que o número de genes em arroz é aproximadamente 32.000. 

Foram identificadas linhagens de mutantes insercionais interrompendo um total de 5000 

genes codificantes de proteínas, o que acelera a validação experimental das anotações e 

a caracterização funcional de genes responsáveis por importantes características 

(HIROCHIKA et al., 2004; The Rice Annotation Project, 2007).  

Foram desenvolvidas várias ferramentas que reforçam o papel do arroz como uma 

planta modelo: i) mapa genético saturado (Internacional Rice Genome Sequencing 
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Project, 2005; HARUSHIMA et al., 1998) e, ii) técnica eficiente de transformação 

genética (HIEI et al., 1994). Além disso, mapas genéticos comparativos entre a família 

de gramíneas revelou regiões extensas de conteúdo gênico conservado e ordenado, ou 

seja, a existência de intensa sintenia entre as gramíneas (MOORE et al., 1995). Desta 

forma, a identificação e o estudo de genes de arroz podem fornecer informações válidas 

na investigação de características e regiões genômicas entre as gramíneas, o que pode 

resultar em melhoramento agronômico destas espécies (BENNETZEN, 2002). Desta 

forma, o arroz é um organismo ímpar para o estudo da fisiologia, biologia do 

desenvolvimento, genética e evolução de plantas.  
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2. JUSTIFICATIVA 

 
“...Nenhuma outra atividade econômica alimenta tantas pessoas, sustenta tantas 

famílias, e é tão crucial para o desenvolvimento de tantas nações e apresenta mais 

impacto sobre o nosso meio ambiente. A produção de arroz alimenta quase a metade do 

planeta todos os dias, fornece a maior parte da renda principal para milhões de 

habitações rurais pobres, pode derrubar governos e cobre 11% da terra arável do 

planeta.” (Ronald Cantrell – Diretor Geral do International Rice Research Institute em 

EMBRAPA, 2005). 

Diante da dissertação de Ronald Cantrell, tem-se noção do papel estratégico do 

arroz tanto no aspecto econômico quanto social. Cerca de 150 milhões de hectares de 

arroz são cultivados anualmente no mundo, produzindo 590 milhões de toneladas. No 

Brasil, o consumo médio varia entre 74 a 76 Kg/habitante/ano, sendo o arroz o principal 

alimento da cesta básica dos brasileiros (EMBRAPA, 2005).  

O arroz contém todos os aminoácidos essenciais, exceto lisina, sendo um dos 

alimentos com melhor balanceamento nutricional. Pelas suas características nutricionais 

e pela sua capacidade de adaptação a diferentes condições de solo e clima, o arroz é 

considerado a espécie que apresenta maior potencial para combater a fome no mundo 

(EMBRAPA, 2005). 

Em 2005, o Brasil produziu cerca de 13 milhões de toneladas de arroz numa área 

colhida de aproximadamente 4 mil hectares (Ministério da Agricultura, 2005). A 

produção mundial de arroz não tem acompanhado o crescimento do seu consumo. O 

crescimento da população exige produção maior e de melhor qualidade. Entretanto, a 

degradação ambiental e a redução de áreas aráveis e de água para a plantação vêm 

prejudicando a produção do cereal (PENG et al., 2004).  

As condições ambientais (frio, calor, seca, salinidade) e doenças causadas por 

patógenos reduzem o rendimento dos cereais.  As principais limitações da produção 

nacional de arroz são salinidade, toxidez ao alumínio e seca, juntamente com pestes e 

patógenos. As plantas raramente são afetadas por apenas um fator de estresse. Infecções 

por patógenos em plantas no campo são geralmente acompanhadas de vários estresses 

ambientais adicionais, como déficit hídrico e mineral (KOTCHONI & GACHOMO, 

2006).  

Muitos esforços têm sido feitos visando a obtenção de plantas com maior 

tolerância a estresses bióticos e abióticos. Devido à interação entre os diferentes 
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estresses, busca-se a descoberta de genes capazes de atuar em vias múltiplas de resposta 

a estresses.  

As adversidades bióticas e abióticas, às quais as plantas são submetidas no campo, 

resultam no aumento das ERO, conduzindo à situação de estresse oxidativo. O acúmulo 

de ERO pode acarretar diversos danos à célula, resultando em diminuição da produção 

dos cereais. Diversos estudos têm demonstrado que a alteração dos mecanismos 

antioxidantes está correlacionada com a capacidade de defesa a diferentes estresses. 

D’Arcy-Lameta e colaboradores (2006) demonstraram que uma cultivar de caupi (Vigna 

ungiculata) tolerante à seca apresenta atividade de APx 60% maior do que uma cultivar 

sensível. Uma planta de tabaco expressando um antisenso duplo para cAPx e Cat possui 

maior sensibilidade a estresses bióticos e abióticos (RIZHSKY et al., 2002). A 

superexpressão de cAPx no cloroplasto de tabaco resultou em uma maior tolerância a 

diversos estresses bióticos (BADAWI et al., 2004). Outros estudos envolvendo os 

mecanismos antioxidantes estão relatados na Tabela 1. O conjunto desses resultados 

revelou que os genes envolvidos no metabolismo antioxidante são alvos interessantes 

para o melhoramento genético de plantas para características agronômicas, tais como 

maior produção e menores perdas causadas por condições climáticas desfavoráveis. 

A APx é uma enzima chave no metabolismo antioxidante. Controlando os níveis 

de ERO, a APx é capaz de evitar danos celulares indesejáveis e regular vias de 

transdução de sinal relacionadas à defesa da planta. Em diversas plantas já analisadas, a 

APx é codificada por uma família gênica, como já descrito anteriormente.  O arroz 

apresenta oito genes codificantes de APx (TEIXEIRA et al., 2006). É possível que as 

diferentes isoformas de APx possuam funções distintas, podendo atuar de forma 

complementar. Apesar do grande número de estudos relacionados com a expressão de 

diferentes isoformas de APx, a função de cada gene ainda não foi decifrada. Pouco é 

conhecido sobre as isoformas de APx em arroz.  

Uma análise do padrão de expressão de cada gene APx de arroz, submetido a 

diferentes estresses abióticos, poderá permitir o aprimoramento do conhecimento do 

complexo mecanismo antioxidante. O estudo de plantas com alteração na expressão de 

cada gene pode complementar este conhecimento. O entendimento do mecanismo pelo 

qual cada compartimento celular mantém as ERO em concentrações ideais ao 

desenvolvimento e a interação entre os diversos compartimentos poderá permitir, no 

futuro, a manipulação desses genes visando aumentar a tolerância de cereais contra 

estresses bióticos e abióticos. 
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3. OBJETIVOS 

 

O objetivo deste trabalho foi caracterizar funcionalmente as isoformas citosólicas 

e peroxissomais de APx no arroz, com o intuito de verificar a importância destas 

peroxidases no controle dos níveis intracelulares de ERO em condições normais e na 

resposta ao estresse ambiental.  

Uma vez que o H2O2 é uma molécula sinalizadora de diversas vias metabólicas, 

hipotiza-se que as isoformas de APx sejam fundamentais para o crescimento e 

desenvolvimento normal das plantas de arroz em condições ideais de crescimento. O 

silenciamento pós-trascricional via RNA de interferência (RNAi), combinado com 

avaliação do padrão de expressão de transcritos e análises fenotípicas, foram utilizados 

para avaliar o papel das diferentes isoformas citosólicas e peroxissomais de APx, assim 

como a função exercida por cada compartimento intracelular na manutenção dos níveis 

de ERO.  

 

Os objetivos específicos deste trabalho foram: 

1. Obter plantas silenciadas via RNAi para os genes das APx citosólicas e 

peroxissomais: utilizar construções RNAi visando o silenciamento individual 

dos genes citosólicos (OsAPx1s e OsAPx2s) e peroxissomais (OsAPx3s e 

OsAPx4s) e o silenciamento de ambos genes codificantes de APx de uma mesma 

localização subcelular (OsAPx1/2s e OsAPx3/4s); 

2. Analisar a expressão relativa dos transcritos dos genes-alvo por PCR em Tempo 

Real em condições ideais de desenvolvimento; 

3. Analisar fenotipicamente as plantas silenciadas e não-transformadas (NT) 

crescidas em condições normais e submetidas a estresses abióticos. 

4. Avaliar por PCR em Tempo Real o padrão de expressão relativa dos transcritos 

da família de genes APx em plantas silenciadas e não-transformadas crescidas 

em condições ideais e submetidas a estresses abióticos. 
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4. ESTRATÉGIA EXPERIMENTAL  

 

As ERO estão envolvidas em mecanismos de morte celular e de defesa da planta. 

Estas espécies são essenciais durante condições ideais de desenvolvimento, assim como 

em situações de estresse. O complexo mecanismo antioxidante desenvolvido pelos 

vegetais reflete a importância da regulação fina da concentração intracelular das ERO. 

As enzimas antioxidantes geralmente são codificadas por famílias multigênicas. 

Isoformas são direcionadas a diferentes compartimentos subcelulares e, algumas vezes, 

mais de uma isoforma encontra-se numa mesma localização dentro da célula. Além 

disso, as enzimas antioxidantes apresentam aparentemente funções redundantes, como é 

o caso da Cat e da APx, que decompõem H2O2 em água. A diferença de especificidade e 

de localização subcelular determina funções diferentes para estas enzimas. A APx 

parece ser responsável pela regulação fina dos níveis de H2O2. O papel crucial das ERO, 

principalmente sua participação em mecanismos de defesa, torna os mecanismos 

antioxidantes alvos importantes de pesquisa.  

O controle da expressão gênica é um dos mecanismos regulatórios chave usados 

pelas células para a execução perfeita das funções biológicas. Elucidar a expressão 

gênica permite desvendar a função de genes. A genética reversa tem sido amplamente 

utilizada visando a determinação da função gênica. A manipulação da expressão das 

enzimas envolvidas no sistema de detoxificação das ERO tem se mostrado ferramenta 

útil para o melhor entendimento do efeito destas moléculas e dos mecanismos 

antioxidantes. 

A estratégia experimental utilizada para caracterizar funcionalmente os genes 

citosólicos e peroxissomais de APx e também determinar a função destes dois 

compartimentos celulares nos mecanismos antioxidantes foi o silenciamento pós-

trancricional por RNAi (TANG et al., 2003; WATERHOUSE & HELLIWELL, 2003) 

dos genes isolados e de ambos os genes de um mesmo compartimento subcelular.  

O silenciamento pós-transcricional por RNAi ou silenciamento de genes induzidos 

por RNA é baseado na presença de RNA fita-dupla (dsRNA) que induz a degradação de 

seqüência específica de RNA, o que conseqüentemente leva ao silenciamento efetivo do 

gene marcado. Quando RNA viral (que produz dsRNA durante sua replicação), 

estrutura em grampo de RNA fita simples por complementariedade de bases ou dsRNA 

são introduzidos em uma planta, estas formas de RNA são reconhecidas como estranhas 

pela célula, mais precisamente pela proteína Dicer. A Dicer apresenta a capacidade de 
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degradar estas formas de RNA dupla-fita em fragmentos de aproximadamente 21 

nucleotídeos, conhecidos como pequenos RNAs de interferência (siRNA), mantendo-os 

na forma de dsRNA. Estes fragmentos siRNA são incorporados em um complexo 

protéico contendo endonucleases, denominado de complexo de silenciamento de RNAi 

(RISC). O RISC utiliza os siRNA como guias para identificar e degradar mRNAs 

complementares aos siRNA. Desta forma, mRNA endógenos homólogos são 

degradados, resultando na redução do acúmulo de transcritos do gene alvo (TANG et 

al., 2003; WATERHOUSE & HELLIWELL, 2003). 

Objetivando o silenciamento pós-transcricional por RNAi, foram selecionadas in 

silico regiões específicas dos genes cAPx1, cAPx2, pAPx3 e pAPx4 para o silenciamento 

individual de cada gene. Para o silenciamento simultâneo dos genes de uma mesma 

localização subcelular, foi utilizada uma seqüência conservada entre os 2 genes alvos, 

mas não conservadas nos outros genes da família de APx.  As seqüências utilizadas 

foram incorporadas por recombinação no vetor pANDA (MIKI & SHIMAMOTO, 

2004; MIKI et al., 2005), utilizando a Tecnologia GatewayTM (Invitrogen). A seqüência 

foi introduzida no vetor pANDA nos sentidos senso e antisenso, o que gera um estrutura 

em grampo desta seqüência, resultando no silenciamento do gene alvo. Plantas de arroz 

foram transformadas via Agrobacterium tumefaciens (Upadhyaya et al., 2000) contendo 

as construções RNAi.  

Reduzindo-se a expressão dos transcritos dos genes de APx pretendeu-se avaliar a 

importância de cada uma das isoformas no desenvolvimento da planta em diversas 

condições de crescimento.  

O nível de H2O2 em situações de estresse deve ser controlado finamente para 

resposta adequada da planta. Frente à importância do H2O2 em situações de estresse 

abiótico, as plantas silenciadas foram desafiadas a condições críticas de crescimento. As 

plantas foram submetidas a estresse induzido por alta intensidade de luz UV-B, luz 

germicida e altas concentrações de alumínio.  

A toxicidade por alumínio é um dos principais fatores que limitam o crescimento e 

o desenvolvimento de plantas em solos ácidos, que compreendem mais de 40% do total 

de solos aráveis nos trópicos e subtrópicos. A toxicidade por alumínio provoca aumento 

dos níveis de ERO e alteração das enzimas antioxidantes. A resposta de APx é 

dependente da concentração de alumínio tóxico ao qual a planta é submetida (ACHARY 

et al., 2007; SHARMA & DUBEY, 2007). A diminuição da camada de ozônio tem 

causado aumento da radiação UV-B (280 – 320nm) na superfície da terra, provocando 
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intensificação dos danos celulares e afetando o metabolismo da planta. Além dos danos 

diretos ao DNA, UV-B provoca estresse oxidativo através da formação de ERO, que, 

por sua vez, conduzem à oxidação lipídica e protéica. A radiação UV-B afeta o ciclo da 

ascorbato-glutationa. A APx responde diferentemente dependendo do tempo de 

exposição à radiação UV e da etapa de desenvolvimento da planta (RAO et al., 1996; 

ALEXIEVA et al., 2001; JOVANOVIC et al., 2006; GAO & ZHANG, 2007). 

 Analisando as plantas tanto em condições ideais como de estresse, pretendeu-se 

obter dados mais abrangentes sobre o papel das isoformas citosólicas e peroxissomais 

de APx e de suas relações com a rede de mecanismos antioxidantes vegetais. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Construção dos vetores visando o silenciamento gênico 

 

A estratégia utilizada para caracterizar funcionalmente os genes codificantes de 

APx citosólicas e peroxissomais foi o silenciamento por RNAi. O primeiro passo foi 

determinar a melhor seqüência para a construção do mRNA com estrutura em grampo 

para cada gene a ter sua expressão transcricional reduzida.  

Realizando análises in silico, regiões específicas de aproximadamente 250 pb da 

região transcrita dos genes APx1 (número de acesso NCBI D45423), APx2 (número de 

acesso NCBI AB053297), APx3 (número de acesso NCBI AY382617) e APx4 (número 

de acesso NCBI AB114856.1) foram escolhidas para o silenciamento individual de cada 

gene (Apêndice 1). Objetivando obter a redução da expressão de ambos genes 

codificantes de isoenzimas de mesma localização subcelular, buscou-se regiões 

conservadas entre os genes APx1 e APx2 e entre os genes APx3 e APx4. Para o 

silenciamento simultâneo das isoformas citosólicas, uma região de 250 pb do gene APx2 

foi utilizada. O gene APx1 apresenta 26 nucleotídeos contínuos idênticos à seqüência de 

APx2 escolhida, o que levaria o seu silenciamento pós-transcricional. Uma região do 

gene APx4 foi utilizada para o silenciamento simultâneo de ambos genes codificantes de 

APx peroxissomais. O gene APx3 apresenta 19 nucleotídeos contínuos idênticos à 

seqüência de APx4. As regiões escolhidas para o silenciamento dos genes-alvo, 

apresentam no máximo 14 nucleotídeos contínuos idênticos nos outros genes da família 

de APx, o que teoricamente evita o silenciamento pós-transcricional por RNAi destes 

genes.  Devido à grande similaridade entre os genes APx1 e APx2, a melhor seqüência 

para o silenciamento individual de cada gene apresenta 20 nucleotídeos contínuos 

idênticos no outro gene. Maiores detalhes das seqüências utilizadas encontram-se na 

Tabela 2. 

 

 



 

40 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2. Similaridade entre as seqüências OsAPx das construções RNAi e os demais genes OsAPx.  

62%  
(10 nt) 

60%  
(9 nt) 

57%  
(11 nt) 

60%  
(11 nt) 

100%  
(249 nt) 

78%  
(19 nt) 

67%  
(9 nt) 

67%  
(11 nt) 

OsAPx3/4s  
(249 nt) 

58%  
(12 nt) 

62%  
(9 nt) 

57%  
(8 nt) 

55% 
(9 nt) 

60%  
(14 nt) 

61% 
 (9 nt) 

100% 
 (250 nt) 

82% 
(26 nt) 

OsAPx1/2s  
(250 nt) 

28% 
(12 nt) 

22% 
(5 nt) 

21% 
(6 nt) 

25% 
(6 nt) 

100% 63% 
(14 nt) 

34% 
(8 nt) 

32% 
(6 nt) 

OsAPx4s  
(245 nt) 

47% 
(6 nt) 

45% 
(8 nt) 

40% 
(11 nt) 

50% 
(12 nt) 

70% 
(14 nt) 

100% 58% 
(11 nt) 

58% 
(11 nt ) 

OsAPx3s  
(255 nt) 

22% 
(8 nt) 

27% 
(7 nt) 

18% 
(4 nt) 

29% 
(7 nt) 

37% 
(8 nt) 

35% 
(6 nt) 

100% 53% 
(20 nt ) 

OsAPx2s  
(225 nt) 

7% 
(6 nt) 

6% 
(5 nt) 

4% 
(5 nt) 

6% 
(7 nt) 

9% 
(6 nt) 

8% 
(9 nt) 

15% 
(20 nt) 

100% OsAPx1s  
(309 nt) 

OsAPx8 OsAPx7 OsAPx6 OsAPx5 OsAPx4 OsAPx3 OsAPx2 OsAPx1 Construções RNAi 

Entre parênteses encontram-se os números de nucleotídeos compartilhados em seqüência contígua entre cada um dos genes de OsAPx e a 
seqüência alvo do RNAi. 
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Iniciadores específicos às seqüências escolhidas foram utilizados para obtenção de 

produtos amplificados por PCR. O produto do PCR foi então clonado no vetor Gateway 

pDONOR ou pENTR, o qual, em seguida, foi recombinado no vetor pANDA (MIKI & 

SHIMAMOTO, 2004) (Figura 3). O produto de PCR foi incorporado por recombinação no 

vetor no sentido senso e antisenso, cuja transcrição leva a formação de estrutura em 

grampo. Neste vetor, a transcrição da seqüência introduzida é regulada pelo promotor 

ubiquitina (UBI) de milho. Entre o promotor e as seqüências introduzidas, está presente um 

íntron, para aumentar a expressão do RNA. Uma seqüência do gene b-glucuronidase (Gus) 

encontra-se entre as 2 regiões inseridas. O vetor pANDA apresenta terminador NOS. Os 

genes de seleção presentes no vetor são o gene de resistência à higromicina (Hpt) e o gene 

de resistência à canamicina (NptII). O trabalho de obtenção e recombinação das 

construções RNAi foi desenvolvido pelo pesquisador Felipe Teixeira. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Transformação de Escherichia coli 

 

Após a obtenção do vetor pANDA com as seqüências específicas para o 

silenciamento pós-transcricional, foi feita a clonagem do vetor em Escherichia coli XL1 

blue competente. As bactérias competentes para eletroporação foram preparadas seguindo 

o protocolo descrito a seguir. Uma pré-cultura foi preparada inoculando a bactéria em 50 

mL de meio de cultura Luria-Broth (LB) líquido e mantendo a mesma sob agitação 

constante de 225 rpm, a 37o C por 16 horas. Diluiu-se 10 mL da pré-cultura em 1 litro de 

Figura 3. Vetor pANDA (MIKI & SHIMAMOTO, 2004). 
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LB líquido e esta foi mantida sob agitação nas mesmas condições anteriores até a cultura 

atingir densidade ótica de 0,5-0,8 a 600 nm. A cultura foi resfriada no gelo por 30 minutos 

e, a seguir, centrifugada a 4000 g por 15 minutos, a 4o C. Após o descarte do sobrenadante, 

o precipitado contendo as células concentradas foi ressuspendido em 1 litro de água 

destilada a 4o C. A centrifugação foi repetida e a lavagem das células com água destilada 

foi realizada com 500 mL. A mistura foi centrifugada novamente a 4000 g por 15 minutos, 

a 4o C e o sobrenadante descartado. O precipitado foi então ressuspendido em 3 mL de 

glicerol 10 % a 4o C, dividido em alíquotas de 80 mL e armazenado em nitrogênio líquido. 

Durante a manipulação, as amostras foram conservadas no gelo.  

Para a transformação de E. coli por eletroporação, um volume entre 1 e 1,5 mL de 

DNA recombinado foi homogeneizado com 40 mL de bactéria competente e eletroporado 

na voltagem de 2,500 V. Após a eletroporação, 250 mL de LB líquido foram acrescentados 

à cubeta de eletroporação. O material foi então transferido para um tubo de 

microcentrífuga de 1,5 mL e mantido a 37o C por 1 hora. Volumes de 50 e 240 mL do meio 

de cultura contendo as bactérias foram plaqueados em duas placas com meio LB sólido 

contendo canamicina (25 mg/mL) para seleção de bactérias transformadas. As placas foram 

mantidas em estufa a 37o C por 24 horas. As colônias de bactérias que cresceram no meio 

contendo canamicina foram selecionadas e realizado o protocolo de Miniprep (ver o 

protocolo a seguir). A transformação das colônias de bactérias selecionadas foi confirmada 

por  PCR utilizando os iniciadores específicos da contrução RNAi.   

 

 

Transformação de Agrobacterium tumefaciens 

 

As células A. tumefaciens foram transformadas por choque térmico. O primeiro passo 

da transformação foi a obtenção de células competentes. Essas células foram produzidas 

inoculando A. tumefaciens AGL1 em 4 mL de LB líquido contendo 100 mg/mL de 

rifampicina. Esta pré-cultura foi mantida a 28o C sob agitação constante de 225 rpm por 1 a 

2 dias. Volume de 500 mL da pré-cultura foi inoculado em 50 mL de LB líquido contendo 

100 mg/mL de rifampicina. A cultura foi mantida a 28o C sob agitação constante por 1 dia 

(densidade ótica de 0,5 à 600 nm). A mistura foi então centrifugada a 5000 g, por 5 

minutos a 4o C. Após o descarte do sobrenadante, o precipitado foi ressuspendido em 2 mL 
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de LB líquido. Alíquotas de 200 mL foram armazenadas em Nitrogênio líquido e 

descongeladas somente no momento da transformação. 

Para a transformação de A. tumefaciens por choque térmico, 1 mg de DNA plasmidial 

foi homogeneizado a 200 mL de células de A. tumefaciens competentes. Após 

congelamento por 5 minutos em N2 líquido, a mistura foi incubada a 37o C por 25 minutos. 

A seguir, as células foram transferidas para um novo tubo contendo 1 mL de LB líquido e 

incubadas a 28o C por 1 hora sem agitação e por mais 2 horas sob agitação constante. As 

células foram concentradas centrifugando-as por 3 minutos a 13000 g. O precipitado de 

células foi ressuspendido em 500 mL de LB líquido. As bactérias em cultura líquida foram 

plaqueadas em LB sólido contendo 25 mg/mL de canamicina, 100 mg/mL de rifampicina. 

As placas foram mantidas a 28o C por 2 dias.  

Após a obtenção de colônias isoladas, foi extraído DNA plasmidial. Assim como na 

transformação de E. coli, a transformação de A. tumefaciens foi confirmada por PCR 

utilizando iniciadores específicos da seqüência introduzida no vetor pANDA.  

 

 

Transformação de Oryza sativa L. subespécie japonica cultivar Nipponbare 

 

A transformação de Oryza sativa L. supespécie japonica cultivar Nipponbare foi 

mediada por A. tumefaciens segundo protocolo descrito por UPADHYAYA et al., 2000. A 

seguir está descrito o protocolo utilizado. Os meios de cultura estão detalhados no 

Apêndice 2. 

A indução de calos de arroz foi feita removendo-se a casca da semente e a 

esterilizando com etanol 70% (1 minuto), lavagem com água esterilizada por 3 vezes e 

então lavagem com hipoclorito de sódio (1,25 – 2,5%) por 30 minutos. Seguiu-se nova 

lavagem com água em condições assépticas. As sementes foram plaqueadas em meio N6D 

e mantidas na luz a 28o C por 6 a 8 semanas até a produção de calos. 

Os calos produzidos foram transferidos para placas contendo meio NB e mantidos no 

escuro a 28o C. Os calos foram repicados a cada 4 semanas. Para transformação, foram 

utilizados calos com no máximo 3 repicagens. 

A transformação dos calos por A. tumefaciens seguiu os seguintes passos: 
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1) Cerca de 30 calos saudáveis foram transferidos para nova placa de NB (2 

placas de NB foram utilizadas por transformação). 

2) No terceiro dia do passo 1, duas placas de A. tumefaciens contendo a 

construção foram repicadas em placas de meio LB contendo rifampicina (100 

mg/mL) e canamicina (25 mg/mL) e mantidas a 28o C. 

3) Após o segundo dia do passo 2, as bactérias foram transferidas para 50 mL 

NB líquido suplementado com 100 mM de acetoseringona. Os calos do passo 

1 foram adicionados ao meio contendo bactérias e acetoseringona. 

4) Após incubação de 10 minutos, o meio líquido foi descartado e os calos 

foram então transferidos para placas contendo meio NB sólido com 100 mM 

de acetoseringona (NBA). As placas foram mantidas no escuro a 28o C por 3 

dias. 

5) Após o co-cultivo, os calos foram lavados com 50 mL de água destilada 

autoclavada contendo timentina (150 mg/mL). Foram realizadas 3 a 4 

lavagens por 10 a 15 minutos em agitação constante.  

6) Quando a solução contendo os calos ficou límpida, os calos, inicialmente 

passados para placa com papel filtro estéril, foram transferidos para placa 

NB-HTC, meio que contém higromicina (50 mg/mL), timentina (150 mg/mL) 

e cefotaxima (200 mg/mL) (visando a seleção dos calos transformados 

resistentes à higromicina e a eliminação de bactérias restantes). As placas 

foram incubadas no escuro por 30 dias a 28oC. 

7) Novos calos resistentes foram então selecionados para nova placa de NB-

HTC, tendo-se o cuidado de transferir apenas 1 calo de cada evento. A placa 

foi mantida a 28o C no escuro.  

8) Após cerca de 3 semanas, os calos transformados resistentes à higromicina 

que cresceram no meio NB-HTC foram novamente transferidos para nova 

placa, eliminando-se os calos não resistentes. 

9) Após proliferação, os calos foram transferidos para meio de pré-regeneração. 

Mantidos por 8 a 10 dias no escuro a 28o C. O mesmo foi feito com calos 

não-transformados para obtenção de plantas não-transformadas (controles). 

10) Após a incubação no meio de pré-regeneração, os calos foram transferidos 

para meio de regeneração e mantidos na luz a 28o C. 
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11) A partir de 20 dias, os calos transformados regeneraram plantas. Plantas com 

raiz e parte aérea adequadas foram transferidas para meio MS½  contendo 

higromicina (50 mg/mL). Este foi um passo adicional de seleção. Os calos 

não-transformados foram transferidos para meio MS½ na ausência de 

higromicina. As plantas foram mantidas na luz a 28o C. 

12) Após no mínimo 14 dias no meio MS½ com higromicina, as plantas 

resistentes foram transferidas para vermiculita contendo solução nutritiva 

(soluções concentradas de A-G conforme Apêndice 2.4) ou foram 

diretamente transferidas para o solo. As plantas na vermiculita foram 

transferidas para o solo após cerca de 3 semanas. Inicialmente, as plantas 

foram mantidas fechadas com plástico para aclimatação e aos pouco este foi 

sendo removido. 

13) As plantas em vasos foram mantidas a 28o C em fotoperíodo de 12 horas de 

luz, submergidas em água. A cada 2 semanas, era adicionado fertilizante à 

água de submersão. 

 

 

Minipreparação de DNA plasmidial (Miniprep) 

 

Após a construção do vetor RNAi em E. coli e da transformação de A. tumefaciens, 

colônias isoladas de bactérias foram selecionadas e lançadas em 4mL de meio de cultura 

LB líquido contendo canamicina (25 mg/mL). Quando se cultivava A. tumefaciens, 

rifampicina (100 mg/mL) era também adicionada ao meio. A extração de plasmídeos ou 

miniprep foi realizada de acordo com SAMBROOK et al., 1989. Células de 1,5 mL da 

suspensão de bactérias foram concentradas por centrifugação em 13000 g por 1 minuto. 

Após o descarte do sobrenadante, 200 mL da solução I (Tris-HCl 25 mM pH 8,0; EDTA 10 

mM; glicose 25 mM) foram adicionados às células  com homogeneização em vortex. Em 

seguida, a solução II (200 mL) contendo NaOH 0,2 N e SDS 1% foi misturada lentamente 

por inversão à mistura anterior. Finalizando esta etapa, 200 mL da solução III (acetato de 

sódio 5 M pH 5,2) foram adicionados e homogeneizados as outras por inversão. Após 

centrifugação por 5 minutos a 13000 g, 600 mL do sobrenadante foi transferido para novo 

tubo. Os plasmídeos foram então precipitados utilizando 600 mL de isopropanol e 
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centrifugação por 20 minutos em 13000 g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado 

lavado com 350 mL de etanol 70%. A mistura foi centrifugada por 5 minutos a 13000 g. O 

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco em estufa a 37o C. Os plasmídios 

extraídos foram ressuspendidos em 50 mL de água ultra pura autoclavada. 

 

 

Extração de DNA 

 

A extração de DNA das folhas das plantas transgênicas e não-transformadas foi 

realizada conforme o protocolo PureGene desenvolvido por N.M. Upadhyaya (CSIRO 

Plant Industry). As folhas foram coletas em gelo e 20-40 mg do material foram 

pulverizados com N2 líquido. Ao material macerado, foram adicionados 600 mL de solução 

de lise de células (TE – Tris 10 mM e EDTA 1 mM, pH 8,0 – com 1 % SDS). A mistura 

foi incubada a 65o C por 1 hora e centrifugada por 3 minutos a 13000 g. O sobrenadante foi 

transferido para novo tubo, ao qual foi adicionado 200 mL de solução de precipitação de 

proteínas (Acetato de amônio 6 M). A seguir, a mistura foi agitada no vortex por 20 

segundos. Após centrifugação a 13000 g por 5 minutos, 600 mL do sobrenadante foi 

transferido para novo tubo. A precipitação do DNA foi realizada adicionando 600 mL de 

isopropanol, seguido de 50 inversões para homogeneização e incubação em freezer por 30 

minutos. O sobrenadante resultante da centrifugação por 20 minutos a 13000 g foi 

descartado e 350 mL de etanol 70% foram adicionados ao tubo de microcentrífuga para 

lavagem do DNA. Após centrifugação por 5 minutos em 13000 g e descarte do 

sobrenadante, o precipitado foi seco a 37o C. O DNA extraído foi ressuspendido em 40 mL 

de água ultra pura autoclavada. 

 

 

Extração de RNA  

 

A extração de RNA de pool de folhas completas de plantas transgênicas e plantas 

não-transformadas foi feita com o reagente Trizol (Invitrogen), seguindo o protocolo 

determinado pelo fabricante. 
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As folhas coletadas foram imediatamente congeladas em N2 líquido, no qual foram 

maceradas. 50-100 mg do tecido macerado foram homogeneizados em 1 mL de Trizol (o 

volume de material não deve ultrapassar 10% do volume de Trizol). As amostras foram 

incubadas no Trizol por 5 min numa temperatura entre 15 e 30o C para permitir a completa 

dissociação dos complexos nucleoprotéicos. Em seguida, foram adicionados 200 mL de 

clorofórmio para cada 1 mL de Trizol. Após agitação vigorosa por 15 segundos, os tubos 

de microcentrífuga foram incubados por 5 minutos entre 15 e 30o C. As amostras foram 

centrifugadas em no máximo 12000 g por 10 minutos. Após a centrifugação, a fase aquosa, 

a qual contém o RNA, foi coletada.  

Para a precipitação do RNA, a fase aquosa foi transferida para um tubo novo. 0,5 mL 

de isopropanol foi adicionado para cada 1 mL de Trizol inicial. As amostras foram 

incubadas por 10 minutos entre 15 e 30o C, seguindo centrifugação por 10 minutos em 

velocidade máxima de 12000 g. O sobrenadante foi descartado. 

O “pellet” de RNA foi lavado com 1 mL de etanol 70% para cada 1 mL de Trizol 

inicial. As amostras foram agitadas em vortex e centrifugadas a 7500 g por 5 minutos. O 

sobrenadante foi descartado e o precipitado de RNA foi seco em estufa a 37o C. O RNA foi 

ressuspendido em 30 mL de água ultra pura autoclavada. 

 

 

Síntese de DNA complementar (cDNA) 

 

A síntese de cDNA foi realizada utilizando a enzima transcriptase reversa M-MLV 

RT (Promega). A reação da transcriptase reversa foi feita para um volume final de 50 mL. 

Inicialmente, foi preparado o Mix I contendo 1 mL de Poli 24TV (0,5 mM), 1 mL de dNTP 

10 mM e 8 mL de água ultra pura autoclavada para cada reação. Ao volume de 10 mL do 

Mix I foi adicionado 2 mL de RNA e homogeneizado por pipetagem. As amostras foram 

incubadas a 65o C por 5 minutos e incubadas imediatamente no gelo por 5 minutos. A cada 

amostra foram adicionados 38 mL do Mix II contendo 10 mL de tampão 5 X, 27 mL de água 

ultra pura autoclavada e 1 mL de enzima M-MLV RT (200 U/mL). As soluções foram 

homogeneizadas por pipetagem. As amostras foram incubadas por 2 horas a 37oC. Após o 

tempo de incubação, a enzima foi inativada à temperatura de 70o C por 15 minutos. A 

solução estoque foi então preparada diluindo 10 vezes o volume final de 50 mL obtido na 
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síntese de cDNA. Para as reações de PCR em Tempo Real, a solução estoque foi diluída 10 

vezes (diluição final 1:100).  

 

 

Reação em cadeia da DNA polimerase (PCR) 

 

As reações de PCR foram feitas geralmente utilizando 0,75 mL de MgCl2 (50 mM); 

2,5 mL  de tampão (10 X); 0,5 mL de dNTP (10 mM); 0,5 mL de Mix de primer “forward” e 

“reverse” (10 mM); 19 mL de água ultra pura autoclavada; 0,25 mL de enzima Taq DNA 

polimerase (5 U/mL) e 1 mL de DNA. O programa utilizado para polimerização iniciava 

com 5 minutos a 94o C, seguido de um ciclo de 30 repetições de 1 minuto a 94o C, 1 minuto 

a 55o C e 1 minuto a 72o C. Finalizando a polimerização, o programa apresentava 5 minutos 

a 72o C.  

As reações de PCR foram realizadas para confirmação da transformação de E. coli e 

A. tumefaciens. Nessas reações foram utilizados os iniciadores específicos para cada 

construção RNAi: OsAPx1s, OsAPx2s, OsAPx3s, OsAPx4s, OsAPx1/2s e OsAPx3/4s 

(Apêndice 1). 

Para a confirmação da transformação de plantas pela inserção da construção RNAi 

foram utilizados iniciadores específicos para o gene Hpt (Hpt1: 5’ GAGCCTGACCTA 

TTGCATCTCC; Hpt2: 5’ GGCCTCCAGAAGAAGATGTTGG) e Gus (Gus1: 5’ 

CATGAAGATGCGGACTTACG; Gus2: 5’ ATCCACGCCGTATTCGG), todos presentes no 

vetor pANDA. 

Reações de PCR foram realizadas para analisar o cDNA sintetizado. Para este fim 

foram utilizados iniciadores específicos de OsPip1.2 (proteína intrínseca da membrana 

plasmática de arroz) (OsPip1.2F: 5’ GTTTGCGGTGTT CTTGGTTC; OsPip1.2R: 5´ 

TTGAATGGAATTGCCCTGAT), gene constitutivo em folhas de plantas de Oryza sativa L. 

japonica cv. Nipponbare (conforme trabalho em desenvolvimento orientado pela Dra. 

Márcia Margis). 

As amostras de PCR, assim como amostras de DNA e RNA, foram analisadas por 

eletroforese em gel de agarose 1 a 2% corados com GelRedTM (Biotium, Inc.). 

 

 



 

49 
 

PCR em Tempo Real Quantitativo (qRT-PCR) 

 

As análises da expressão dos genes da família APx foi realizada por PCR em Tempo 

Real (Applied Biosystem 7500 Real-time PCR System), após a síntese de cDNA a partir 

das folhas de plantas transformadas e não-transformadas. SYBR-green (Molecular Probes) 

foi utilizado para a detecção da amplificação e para estimar os valores de CT, além da 

determinação da especificidade. 

A expressão relativa dos genes APx foi avaliada utilizando o método 2-DDCt (LIVAK 

& SCHMITTGEN, 2001) e o programa SDS. Para as reações de PCR em Tempo Real 

foram utilizados 2,5 ng/mL de cDNA, 0,2 mM de iniciadores “forward” e “reverse”, 0,1 

mM de dNTPs, 1 x de Tampão de PCR, 1,5 mM de MgCl2, 0,1 x de Sybr Green 

(Invitrogen, Molecular Probes, SYBRTM Safe DNA Gel Stain 10.000X concentrado em 

DMSO, Cat. Num. S33120) and 0,25 U de Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen). A 

qRT-PCR iniciou com 300 segundos a 94o C. Este passo foi seguido por 40 ciclos de 15 

segundos a 94o C (desnaturação), 10 segundos a 60o C (hibridização), 15 segundos a 72o C 

(alongação) e 35 segundos a 60o C (leitura da fluorescência). A curva de desnaturação foi 

formada utilizando as seguintes etapas: 10 segundos a 94o C, 120 segundos a 50o C e 

variação de 0,1o C por segundo de 50o C a 99o C. Os genes que serviram de controles 

internos utilizados para a normalização da concentração de mRNA nas amostras foram 

Formaldeído Desidrogenase (Fdh) (Número de Acesso GenBank U77637.1), Ubiquitina 

(Ubi) (Número de Acesso GenBank AK103230) e “elongation Factor” (eF) 

(LOC_Os03g08010). A amplificação dos genes APx e dos controles internos foi realizada 

utilizando iniciadores específicos, os quais foram desenhados para obter fragmentos de 

DNA de tamanho entre 180 a 220 pares de bases. Os iniciadores específicos para 

amplificação de cada gene APx estão descritos no Apêndice 1. O par de iniciadores 

específicos para os normalizadores são eF1a F: 5’ TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT e 

eF1a R: 5’ GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA; Fdh F: 5´ 

CAAAATCAGCTGGTGCTTCTC e Fdh R: 5´ TTCCAATGCATTCAAAGCTG; Ubi5 F: 5´ 

ACCACTTCGACCGCCACTACT e Ubi5 R: 5´ ACGCCTAAGCCTGCTGGTT.  
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Estresses Abióticos 

  
Alta intensidade de radiação UV-B em plantas jovens  

Plantas não-transformadas e plantas da geração T1 das linhagens 5 e 10 de 

OsAPx1/2s com 30 dias de idade foram submetidas à radiação UV-B (1,28 lmolm-2 s-1) 

durante 4 horas por 2 dias consecutivos (fotoperíodo de 16 horas luz e temperatura de 28o 

C. A distância entre a lâmpada UV-B e as plantas era de aproximadamente 40 cm. As 

plantas expostas ao estresse encontravam-se em solução hidropônica Furlani & Furlani (48 

mg/L N–NO3
−; 12 mg/L N–NH4

−; 200 mg/L Ca; 200 mg/L K; 40.6 mg/L Mg; 8.0 mg/L P; 

151 mg/L S; 234 mg/L Cl; 4.85 mg/L Fe; 0.67 mg/L Mn; 0.36 mg/L B; 0.20 mg/L Zn; 0.05 

mg/L Cu; 0.11 mg/L Mo) (FURLANI & FURLANI, 1998). No terceiro dia (24 horas após 

o último período de estresse), um pool de folhas inteiras foi coleto para análise de 

clorofila-A, conforme protocolo descrito por XING e colaboradores (2007). As folhas 

maceradas foram colocadas em etanol 95% e mantidas no escuro por 16 horas a 4o C. 

Prosseguiu-se a leitura do extrato alcoólico em espectrofotômetro nos comprimentos de 

onda de 649 nm e 665 nm. O conteúdo de clorofila-A foi calculado utilizando a seguinte 

equação: 

Clorofila-A = 13,95 A665 – 6,88 A649 

 

 

Estresse com alta concentração de alumínio 

Plantas não-transformadas e plantas OsAPx1/2s das linhagens 5 e 10, germinadas em 

papel filtro úmido por 7 dias (28o C, escuro), foram submetidas a estresse com diferentes 

concentrações de Alumínio (AlCl3) (20 ou 100 ppm). Para o tratamento com 100 ppm, a 

adição de alumínio na solução hidropônica Furlani & Furlani (FURLANI & FURLANI, 

1998) foi gradual, iniciando com 4 dias de estresse com 50 ppm de Alumínio. A solução 

controle e a solução contendo alumínio foram mantidas em pH 4,0. A duração total do 

estresse foi de 14 dias (fotoperíodo de 12 h e 28o C). 
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Análises estatísticas 

 

Os resultados de RT-PCR quantitativo foram analisados quanto a sua significância 

estatística utilizando ANOVA, pelo teste de Tukey HSD (p < 0,05), através do programa 

SSPS versão 10. Os dados referentes à expressão relativa dos genes OsAPx em plantas 

OsAPx2s foram analisados pelo teste-T de Student utilizando-se o programa Excel 2007 

(Microsoft). 

 

 

 

 

Outros protocolos utilizados para desenvolvimento desta dissertação de mestrado 

estão descritos no Material e Métodos do artigo anexado no item referente à caracterização 

das isoformas citosólicas de APx. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1. Obtenção das Plantas Transgênicas 

 

As plantas transgênicas foram obtidas a partir da transformação por A. tumefaciens de 

calos de arroz (Oryza sativa L.) da subespécie japonica cultivar Nipponbare. Após a 

recombinação do vetor pANDA com as seqüências de interesse, o vetor obtido foi 

introduzido em E. coli. Esta etapa foi efetuada para obtenção de quantidade suficiente dos 

vetores pANDA recombinados (pANDA-OsAPx1/2s; pANDA-OsAPx1s; pANDA-

OsAPx2s; pANDA-OsAPx3/4s; pANDA-OsAPx3s; pANDA-OsAPx4s). Após isolamento 

dos plasmídeos por Miniprep e quantificação dos mesmos em gel de agarose, 

aproximadamente 1mg de DNA plasmidial foi utilizado para a transformação de A. 

tumefaciens. As transformações de E. coli e de A. tumefaciens foram confirmadas por 

PCR. Os iniciadores utilizados foram os mesmos utilizados na amplificação das seqüências 

das construções RNAi (Apêndice 1).  As Figuras 3 e 4 são representativas dos resultados 

obtidos por PCR para confirmação da transformação de bactérias.  

A transformação de calos de arroz com A. tumefaciens consiste de duas etapas de 

seleção com higromicina: a primeira ocorre na fase de calos e a segunda após a 

regeneração de plantas (Figura 5). O vetor pANDA contém o gene Hpt, que confere 

resistência à higromicina. Desta forma, apenas os calos e as plantas transformados são 

capazes de sobreviver em meio de cultura com este antibiótico. A presença do T-DNA nas 

plantas obtidas pela transformação foi ainda confirmada por PCR utilizando iniciadores 

desenhados para o gene Hpt ou para o gene Gus, ambos presentes no vetor pANDA. A 

Figura 6 é representativa dos géis de PCR obtidos na confirmação das plantas transgênicas.  
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Figura 3. Confirmação da transformação de Escherichia coli com vetor pANDA-
OsAPx2s. Resultado do PCR com iniciadores desenhados para construção RNAi 
visando o silenciamento de OsAPx2 (225 pb). Foi utilizado como controle 
positivo alíquota do vetor pANDA recombinado com construção OsAPx2s. 
Como controle negativo foi utilizada água. As amostras amplificadas são 
derivadas de 2 colônias isoladas de Escherichia coli transformadas e 
multiplicadas em meio de cultura contendo canamicina. 
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Figura 4. Confirmação da transformação de Agrobacterium tumefaciens com vetor 
pANDA-OsAPx4s. Resultado do PCR com iniciadores desenhados para construção 
RNAi visando o silenciamento de OsAPx4 (245 pb). Foi utilizado como controle 
positivo alíquota de vetor pANDA recombinado com construção OsAPx4s. Como 
controle negativo foi utilizada água. As amostras amplificadas são derivadas de 2 
colônias isoladas de A. tumefaciens transformadas e crescidas em meio de cultura 
contendo rifampicina e canamicina. 
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5.1 

NT OsAPx1/2s 

5.2 

5.5 

5.3 

5.4 

Figura 5 – Transformação de calos de arroz Oryza sativa L. subespécie japonica cultivar Nipponbare por Agrobacterium tumefaciens 
AGL1/RNAi. 5.1) Co-cultivo de calos de arroz com A. tumefaciens transformada com o vetor pANDA – OsAPx1/2s. 5.2) Calos 
transformados em meio de cultura contendo higromicina (NB-HTC). Apenas as células transformadas são capazes de se multiplicar em 
higromicina. 5.3) Após cerca de 3 meses em meio com higromicina e 10 dias em meio de pré-regeneração, os calos de arroz são 
transferidos para meio de regeneração. 5.4) Plantas regeneradas são mantidas por ao menos 2 semanas em meio MS½ contendo 
higromicina. 5.5) As plantas que sobrevivem à higromicina são passadas para solo. A) Planta não-transformada (NT). B) OsAPx1/2s-5. 
C) OsAPx1/2s-13. 
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Figura 6. Confirmação da inserção da construção RNAi nas plantas transformadas. 
Foto do gel obtido a partir da amplificação por PCR de DNA extraído de plantas 
transformadas e não-transformada. Os iniciadores Hpt foram utilizados na 
amplificação (456 pb). Planta contendo o gene Hpt foi utilizada como controle 
positivo. 
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6.2. Caracterização funcional dos genes das ascorbato peroxidases citosólicas 

 

Silenciamento simultâneo dos genes OsAPx1 e OsAPx2 

 

O estudo funcional dos genes codificantes das OsAPx citosólicas mediante a 

utilização de plantas silenciadas para ambos genes OsAPx1 e OsAPx2 simultaneamente 

resultou no artigo “Activation of efficient compensatory antioxidant mechanisms in 

response to post-transcriptional silencing of cytosolic APx genes in rice (Oryza sativa)” 

de autoria de Sílvia B. Rosa, Andréia Caverzan, Sérgio Ferreira-Silva, Joaquim A. 

Silveira, Felipe K. Teixeira, João Abreu-Neto, Mauro Rosa, Rogério Margis e Márcia 

Margis-Pinheiro. Este artigo, anexado a seguir, será encaminhado para publicação. 

 

Resumo 

 

Ascorbato peroxidases (APx, EC 1.1.11.1) catalisam a conversão de H2O2 em 

H2O, utilizando ascorbato como doador específico de elétrons. APx são membros da 

classe I da família de heme-peroxidase e são reguladas por sinais redox e H2O2. 

Previamente, descrevemos a presença de 8 genes codificantes de APx no genoma 

nuclear de arroz e determinamos que as proteínas codificadas por esses genes são 

localizadas em diferentes compartimentos subcelulares. O objetivo do presente trabalho 

é caracterizar a função das isoformas citosólicas de APx mediante análise dos efeitos do 

duplo silenciamento dos genes de arroz APx1 e APx2 no crescimento das plantas e sua 

resposta a estresses. Plantas transgênicas APx1/2 silenciadas apresentaram alteração na 

expressão dos outros genes APx, assim como na resposta oxidativa. Em relação aos 

estresses, as plantas transgênicas apresentaram maior tolerância à concentração tóxica 

de alumínio e tolerância inalterada à irradiação UVB. Estes resultados revelaram a 

ativação de um mecanismo antioxidante eficiente, possivelmente mediado por H2O2, em 

resposta ao silenciamento dos genes APx citosólicos em arroz. 
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Abstract 

Ascorbate peroxidases (APx, EC 1.1.11.1) catalyse the conversion of H2O2 into 

H2O. In this reaction, APx use ascorbate as a specific electron donor. APx are members 

of class I of the super family of heme-peroxidases and are regulated by redox signals 

and H2O2. We have previously described the presence of eight APx encoding genes in 

the nuclear genome of rice and determined that the proteins encoded by these genes are 

located in different subcellular compartments. The present work aims to characterize the 

function of cytosolic APx isoforms by analyzing the effects of the double silencing of 

rice APx1 and APx2 genes on plant growth and on plant stress responses. Transgenic 

double APx1/2 silenced plants have altered expression of other APx genes and changes 

in the oxidative response. Besides, transgenic plants presented greater tolerance to toxic 

concentration of aluminum and unaltered tolerance against UV irradiation. These results 

reveal the activation of an efficient antioxidant mechanism, possibly mediated by the 

H2O2 level, in response to the silencing of cytosolic OsAPx genes in rice.  

 

 

Introduction 

Biotic and abiotic stress can increase the generation of reactive oxygen species 

(ROS) such as superoxide radicals, hydroxyl radicals and hydrogen peroxide in the 

intracellular environment. Aerobic organisms developed several nonenzymatic and 

enzymatic systems to neutralize these compounds. The enzymatic systems include a set 

of genes such as: superoxide dismutases (SoD), catalases (Cat), ascorbate peroxidases 

(APx) and glutathione peroxidases (GPx) (Scandalios, 2002). A major hydrogen 

peroxide detoxifying system in plant cells is the ascorbate-glutathione cycle. In this 

cycle, ascorbate peroxidase (APxs, EC 1.1.11.1) is the key enzyme catalyzing the 

conversion of H2O2 into H2O, using ascorbate as a specific electron donor. The 

ascorbate peroxidases are members of class I of the super family of heme-peroxidases 

and are regulated by redox signals and H2O2 (Sharma and Dubey, 2004) . 

APx sequences were found in green plants and in chloroplastic protists, which 

acquired chloroplasts by secondary endosymbiosis (Passardi et al., 2007). In higher 

plants, APx are encoded by a multigene family, and the different isoforms are classified 

according to their subcellular localization. Soluble isoforms are found in the cytosol, 

mitochondria and chloroplast stroma while membrane-bound isoforms are found in the 
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peroxisomes and chloroplast thylakoids. APx subcellular location is determined by the 

presence of targeting peptides and transmembrane domains in the N- and COOH-

terminal regions of the proteins (Jimenez et al., 1998; Yoshimura et al., 2000; Shigeoka 

et al., 2002; Mittova et al., 2004; Teixeira et al., 2004). In Arabidopsis from six 

described APx genes two encode cytosolic isoforms, two peroxisomal and two 

chloroplastic ones. In Arabidopsis, like in rice, chloroplastic isoforms (stromal and 

thylakoid bound) are encoded by separate genes (Jespersen et al., 1997; Teixeira et al., 

2004). On the other hand, chloroplastic isoforms  are generated by alternative splicing 

of a single gene in spinach (Ishikawa et al., 1997), tobacco (Nicotiana tabacum) 

(Yoshimura et al., 2002), pumpkin (Curcubita sp.) (Mano et al., 1997) and iceplant 

(Mesembryanthemum crystallinum). In these species, alternative splicing is determined 

by a conserved putative splicing regulatory cis-element (SRE), upstream of the acceptor 

site in intron 12 (Yoshimura et al., 2002). 

The expression of APx genes is regulated in response to a number of 

environmental stimuli that produce reactive oxygen species, such as drought, high-

intensity light, high temperature, salt stress and pathogen attacks (Yoshimura et al., 

2000; Menezes-Benavente et al., 2004; Mittova et al., 2004; Sharma and Dubey, 2004; 

Teixeira et al., 2006). These studies indicate that APx plays an important role 

scavenging ROS that are produced when plants are growing under stress conditions 

(Asada, 1999; Mittler, 2002; Shigeoka et al., 2002). Currently it is well known that ROS 

metabolism coordination in different sub-cellular compartment is highly complex since 

ROS, such H2O2, can diffuse between those compartments (Hernandez et al., 2000; 

Mittler et al., 2004; Mullineaux et al., 2006). As example of this complexity, in 

Arabidopsis cytosolic APx (APx1) but not a chloroplastic isoform can protect the 

chloroplast from the oxidative damage during light stress (Davletova et al., 2005). In 

addition, analyses of double mutants for different antioxidant enzymes revealed that, at 

least in Arabidopsis and tobacco, different signals are produced in plants lacking 

different antioxidant enzymes located in different sub-cellular compartments (Rizhsky 

et al., 2002; Miller et al., 2007). 

Cytosolic APx isoforms have been subject of many studies. Those genes can be 

activated by different stress (Fourcroy et al., 2004; Davletova et al., 2005; Teixeira et 

al., 2006) suggesting that they could play a protective function against stressful 

conditions. In addition, elegant functional studies were carried out in order to access the 
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functional role of these isoenzymes in the dicotyledonous plant model Arabidopsis 

thaliana  (Asai et al., 2002; Rizhsky et al., 2002; Pnueli et al., 2003; Davletova et al., 

2005; Rossel et al., 2006; Miller et al., 2007). However, a comprehensive functional 

study, combining gene expression and enzyme activity analyses attempting to 

understand the role played by the different APx isoforms in crops in general, and in rice 

in particular, are lacking. Previously, we have identified eight APx genes in the rice 

(Oryza sativa L.) genome through in silico analysis: 2 cytosolic isoforms, 2 putative 

peroxisomal isoforms and 4 putative chloroplastic. The phylogenetics and structural 

organization of APx genes indicate that the different APx genes arose by a complex 

evolutionary process involving several gene duplications and suggest a close 

relationship among proteins located in the same subcellular compartment (Teixeira et 

al., 2004; Teixeira et al., 2006). In addition, transcript accumulation analysis showed 

specific expression patterns for each member of the APx family according to 

developmental stage and in response to salt stress (Teixeira et al., 2006).  

To access the functional role of the OsAPx enzymes isoforms located at different 

subcellular compartments we produced transgenic rice silenced on different APx 

encoding genes, by the RNAi strategy. Here we report the effects of the double 

silencing of rice OsAPx1 and OsAPx2 genes on plant growth and on plant stress 

responses. Transgenic double OsAPx1/2 silenced plants (OsAPx1/2s) presented altered 

expression of other OsAPx genes and changes in the oxidative response as indicated by 

antioxidative enzyme activities and H2O2 and ascorbate levels. In addition, transgenic 

plants showed greater tolerance to toxic concentration of aluminum and unaltered 

resistance against UV irradiation. Our results point out to the activation of an efficient 

antioxidant mechanism, possibly mediated by the H2O2 level, in response to the 

silencing of cytosolic OsAPx genes in rice.  

 

 

Materials and Methods 

 
Plant material and growth conditions 

Rice plants (Oryza sativa) cv. Nipponbare were used in this study. Plants were 

grown under greenhouse conditions of 28° C temperature, 12 h photoperiod and 

submerged in water as described previously (Upadhyaya et al., 2000) .  
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Transgenic plants were phenotypically analyzed in order to detect eventual 

phenotype change resultant from silencing of the genes under study. The different 

aspects of the plant physiology such as germination, vegetative growth, panicle 

development, and root development, were analyzed. In addition, the response of these 

plants to environmental stresses such as UV irradiation and aluminum excess were also 

evaluated. 

Seeds were germinated in water at 28o C under dark conditions. Four-day-old 

seedlings were transferred to plastic pots containing Baier´s solution (Baier et al., 1995)  

and grown in at 28 ± 2o C, 12h photoperiod. Nutrients composition of Baier’s solution is 

as follow: 10 µM (NH4)2SO4, 400 µM CaCl2.2H2O, 250 µM MgCl2.6H2O, 650 µM 

KNO3, 40 µM NH4NO3. For aluminum treatment for 4-day-old seedlings were grown in 

nutrient solution supplemented by 20 ppm AlCl3. The pH of the solution was adjusted to 

4.0 with 0.1 N HCl or 1 N NaOH. Volume and pH of the nutrient solution were 

monitored daily and changed each four days. Plant materials were sampled at the times 

indicated, and immediately frozen at -80° C. For UV light treatment, transgenic and 

non-transformed plants were transferred to the growth chamber and exposed to 

continuous UV-B illumination (1.28 lmolm–2 s–1) for 4 h during 2 days, and then kept 

under light for recovery. Analyses were performed 24 h after the onset of the UV 

irradiation. Alternatively, in some experiments two-week-old seedlings were irradiated 

with UV light (254 nm) provided by a germicidal lamp.  

 

Construct of plant vector and plant transformation 

Chimeric genes producing mRNA sequences with a hairpin structure (hpRNA) 

were constructed based on the sequence of OsAPx2 gene. Sequence specific primers (5´ 

CGCCGCCAACGCCGGCCTCGA e 5´ CACTCAAACCCATCTGCGCA) allowed 

PCR amplification of products corresponding to the plus strand sequence of the gene 

and one of the strands of the mRNA hairpin. The PCR product was cloned into the 

Gateway vector, pANDA. In the construct, hairpin RNA is transcribed from a strong 

maize ubiquitin promoter, and an intron is placed 5' upstream of inverted repeats to 

enhance RNA expression (Miki and Shimamoto, 2004). 

Agrobacterium mediated transformation was performed as described previously 

(Upadhyaya et al., 2000). 
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Quantitative Real Time PCR (qRT-PCR)  

Real Time PCR experiments were carried out on cDNAs synthesized from Trizol 

(Invitrogen) purified total RNA. The synthesis of cDNAs from 0.1 to 2 mg of total 

RNAs were made after 2 h incubation at 40o C with 200 units of MMLV reverse 

transcriptase (Promega) and the 24TV primer. Subsequent PCR amplifications were 

performed using gene specific primers (OsAPx1F: 5´ 

CTCGAGCTACAAGGAGGCCCACCTCA, OsAPx1R: 5´ GGTACCTC 

GAGCCGCATTTCATACCAACACA; OsAPx2F: 5´ ACCTGAGGTCCCCTTCCA,  

OsAPx2R: 5´ CTCTCCTTGTGGCATCTTCC; OsAPx3F: 5´ GGAGTTGT 

TGCCGTTGAAGT, OsAPx3R: 5´ ACCATCAAATCCTGATCTTTC, OsAPx4F: 5´ 

CTCGACTGACAAGGCATTGTTGGAAG, OsAPx4R: 5´ GGTACCTCGAGCAGCT 

GCAGCAACAGCTACC, OsAPx5F: 5´ CTCGAGAGGGCAATCTTGGACATCTG, 

OsAPx5R: 5´ GGTACCTCGAGGATCAAACTTTGCCCCAAGA, OsAPx6F: 5´ 

CTCGAGAGGGCAATCTTGGACATCAC, OsAPx6R: 5´ GGTACCTCGAGGA 

TCAAACTTTGCTCCGAGA, OsAPx7F: 5´ CTCGAGGAGCAATCTGGG 

TGCAAAAT, OsAPx7R: 5´ GGTACCTCGAGGACTCGTGGTCAGGAAAAGC,  

OsAPx8F: 5´ CTCGAGGCTGCGAAATACTCCTACGG, OsAPx8R: 5´ 

GGTACCTCGAGAGGAGGTCATCAGACCATCG). Primers were designed to 

produce DNA amplicons ranging from 180 to 220 bp. Primer pairs to amplify the Fdh3 

gene (GenBank Acc. No. U77637.1) (Fdh F: 5´ CAAAATCAGCTGGTGCTTCTC e 

Fdh R: 5´ TTCCAATGCATTCAAAGCTG), Ubi gene (Genebank Acc. No. 

AK103230) (Ubi5 F: 5´ ACCACTTCGACCGCCACTACT and Ubi5 R: 5´ 

ACGCCTAAGCCTGCTGGTT) and eFa1 gene (LOC_Os03g08010)  (eF1a F: 5’ 

TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT and eF1a R: 5’ 

GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA) were used as internal controls, to normalize 

the amount of mRNA present in each sample. Relative quantifications of amplified 

products were made by the  2-DDCt method (Livak and Schmittgen, 2001) using the 

Applied Biosystem 7500 Real-time PCR with the SDS software. SYBR-green 

(Invitrogen, Molecular Probes, SYBRTM Safe DNA Gel Stain 10.000X concentrado em 

DMSO, Cat. Num. S33120) was used to detect amplification and estimate CT values and 

to determine specificity of amplicons by denaturing curves and melting temperatures 

(Tm). The reactions were done with 2.5 ng/mL cDNA, 0.2 mM primers forward and 

reverse, 0.1 mM dNTPs, 1 x Buffer PCR, 1.5 mM MgCl2, 0.1 x Sybr Green and 0.25 U 
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Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen). The qRT-PCR began with 300 seconds at 

94o C. This step was followed for 40 cycles of 15 seconds at 94o C, 10 s at 60o C, 15 s 

of 72o C and 35 s at 60o C. The desnaturation curve was done with 10 s at 94o C, 120 s 

at 50o C and a variation of 0,1o C for s from 50o C to 99o C.  

 

Extraction and enzyme assay 
Leaf samples (0.5 g FW) were homogenized with a mortar and pestle in 3 mL of 

ice-cold 100 mM K-phosphate buffer pH 6.8, containing 0.1 mM EDTA for 5 min. 

After filtration in cheesecloth the homogenate was centrifuged at 4°C at 15000 g for 15 

min and the supernatant used as the source of enzymes. The protein content of crude 

enzyme extracts was estimated according to Bradford (1976), using BSA as standard. 

Cat (EC 1.11.1.6) activity was determined by adding 50 mL of enzymatic extract to 3 

mL of a solution containing 50 mM potassium phosphate buffer, pH 7.0 and 20 mM 

H2O2 and by measuring the decrease in absorbance at 240 nm, at 30°C (Havir and 

McHale, 1987). The enzyme activity was calculated using the molar extinction 

coefficient of 36 x 103 mM-1 cm-1 and expressed as nmol H2O2 oxidized g-1 protein min-

1. The activity of SoD (EC 1.15.1.1) was determined by adding 100 mL of the enzymatic 

extract to a solution containing 13 mM L-methionine, 75 mM p-nitro blue tetrazolium 

chloride (NBT), 100 mM EDTA and 2 mM riboflavin in a 50 mM potassium phosphate 

buffer, pH 7.8. The reaction took place in a chamber under illumination of a 30 W 

fluorescent lamp at 25° C. The reaction was started turning the fluorescent lamp on and 

stopped 5 min later turning it off (van Rossum et al., 1997). The blue formazane 

produced by NBT photoreduction was measured by the increase in the absorbance at 

560 nm. Control reaction mixture had no enzyme extract. The blank solution had the 

same complete reaction mixture but it was kept in the dark. One SoD AU was defined 

as the amount of enzyme required to inhibit 50% of the NBT photoreduction in 

comparison with tubes lacking the plant extract. Because the soluble protein values did 

not show significant alterations between the different treatments during the whole 

experimental period, the enzymatic activities were expressed in protein basis (AU g-1 

protein min-1). APx activity was measured by following the decrease in absorbance at 

290 nm due to ascorbate (AsA) oxidation for 5 min, according to Nakano and Asada 

(1981). The reaction mixture contained: 1 mL of 0.68 mM AsA and 0.1 mM EDTA in 
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100 mM K-phosphate buffer pH 7.0, 1 mL of 4 mM H2O2 and 100 mL of the enzyme 

extract. 

 

Ascorbate assay 
Ascorbate content was assayed according to Kampfenkel et al. (1995). The leaf 

samples (0.1 g FW) were homogenized in cold 6 % TCA (w/v), and the homogenate 

was centrifuged at 12000 g (4° C) for 20 min and the supernatant was then used. The 

assay is based on the reduction of Fe3+ to Fe2+ by AsA and the spectrophotometric 

detection of Fe2+ complexed with 2,2` bipirydyl that produces a pink color with the 

maximum absorbance at 525 nm. 

 

Hydrogen peroxide assay  

Hydrogen peroxide content was assayed according to Gay et al. (1999). Leaf 

samples (0.25g FW) were ground to a fine powder in liquid nitrogen. Next, they were 

homogenized in 100 mM potassium phosphate buffer, pH 6.4, containing 5 mM KCN 

for 5 min. The homogenate was filtered through two layers of cheesecloth and then 

centrifuged at 4° C at 12000 g for 15 min and the total amount of supernatant was 

analysed using the FOX method. 

 

Lipid peroxidation (TBARS) 

The level of lipid peroxidation was determined in terms of TBARS concentration 

as described in Cakmak and Horst (1991), with minor modifications. Samples (0.25 g) 

were homogenized in 3 mL of 1.0 % (w/v) TCA at 4° C. The homogenate was 

centrifuged at 20000 g at 4° C for 15 min and 0.5 mL of the obtained supernatant was 

added to 3 mL of 0.5 % (v/v) TBA in 20 % TCA. The mixture was incubated at 95° C 

in a shaking water bath for 50 min, and the reaction stopped by cooling the tubes in ice 

water bath. Then, the samples were centrifuged at 9000 g, 10 min, and the absorbance 

of the supernatant read at 532 nm. The value for non-specific absorption at 660 nm was 

subtracted. The concentration of TBARS was calculated using the absorption coefficient 

of 155 mM-1 cm-1 (Cakmak and Horst, 1991). 
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Histochemical  staining of H2O2 and chlorophyll content 

The diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) staining was used to localize 

H2O2 accumulation. Rice leaves were incubated with 0.1% (w/v) DAB (Sigma) in 10 

mM MES (Sigma), pH 5.8, for 12 h. Leaves were cleared by boiling in 96% ethanol for 

10 minutes before photography (Schraudner et al., 1998). Chlorophylls content was 

determined according to Xing et al. (2007). 

 

 

Results 

 

Generation, phenotype and molecular/biochemical analyses of double silenced 

OsAPx1/OsAPx2 transgenic rice  

The coding regions of OsAPx genes are well conserved (nucleotide and amino 

acid sequence identities among the members are 72% to 82% and 78% to 95%, 

respectively), and there exist contiguous stretches of nucleotides in which 21 to 49 

bases are identical between OsAPx genes encoding proteins located at same subcelular 

compartment. We designed an inverse repeat (IR) construct transcribing a dsRNA 

harboring 250 bp from a specific region of OsAPx2 gene that also has 82% of identity 

with a region of OsAPx1 gene. The selected region shares with OsAPx1 sequence a 

stretch of 26 bases with perfect match (Table 1). This region does not have more than 

62% identity or 14 perfect match sequences with other member of the OsAPx family, 

which permitted us to target specifically cytosolic APx genes with the hairpin 

constructs. We transformed the RNAiAPx1/2 construct on rice and produced 23 

independent transgenic lines. All APx1/2s transgenic plants obtained did not present any 

visible altered phenotype when growing in control conditions (Figure 1A). Quantitative 

PCR analyses of OsAPx1 and OsAPx2 mRNAs in transgenic rice plants showed that the 

expression of both cytosolic OsAPx genes were strongly reduced in all OsAPx1/2s 

transgenic regenerated lines. We analyzed a total of 9 independent transgenic plants and 

observed efficient suppression of OsAPx1 and OsAPx2 mRNAs in all of them (Figure 

1B). 

Biochemical analyses showed that APx activity was reduced by 20 to 40 % on 

OsAPx1/2s lines (Figure 2A). On the other hand, catalase, ascorbate oxidase and SoD 

activities were significantly enhanced in these transgenic plants (Figures 2B, 2C and 
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2D). We also quantified ascorbate, H2O2 and TBARS in leaf extracts from non-

transformed and double APx1/2 silenced plants. OsAPx1/2s plants had higher levels of 

H2O2 (Figure 2F) and reduced form of AsA (Figure 2G) contents. However, the level of 

TBARS (Figure 2E) decreased in transgenic plants compared to non-transformed plants. 

 

Effect of reducing the cytosolic H2O2 scavenging capacity on peroxisomal and 

chloroplastic/mitochondrial APx mRNA accumulation  

To investigate the expression of different OsAPx genes in response to the silencing 

of cytosolic OsAPx genes we analyzed the transcript accumulation of all members of 

OsAPx gene family (OsAPx1-OsAPx8) by qRT-PCR in mature regenerated plants. The 

results expressed as mean of three independent measures (Figure 3) reveal that the 

expression of the majority of these genes is altered in response to the simultaneous 

silencing of OsAPx1 and OsAPx2 genes. Only the mitochondrial OsAPx6 was not 

affected by the silencing of cytosolic OsAPx. The other APx isoform were 

approximately reduced by 50%.  

Similar results were obtained when transgenic plants from T1 generation were 

used in the analysis. However, the level of OsAPx2 silencing was not so reduced on this 

generation when compared to the parental (To) plants. On the other hand, when the 

same analysis was performed using young plants (5-days old), the reduction of 

expression of the ensemble of OsAPx genes, which were not targeted by the RNAi 

construct, was not observed (See non-stressed plants on Figure 6).  

 

Response of double silenced OsAPx1/OsAPx2 transgenic rice to abiotic stress 

Plants double silenced on OsAPx1 and OsAPx2 were submitted to abiotic stress 

and the responses to these treatments were analyzed. The in situ localization of H2O2 by 

DAB staining reveals that in RNAi plants the content of H2O2 was maintained high after 

30 minutes of the end of the germicidal UV irradiation treatment, while the H2O2 

content was reduced to the control levels in non-transformed plants (Figure 4A). In spite 

of this result, non-transformed and silenced plants were visually equally affected by the 

UV stress and the content of chlorophyll was similar in both non-transformed and 

silenced plants (data not shown).  

The mRNA expression of all OsAPx gene family members was analysed in 

response to UV irradiation in both non-transformed plants and in double silenced rice 
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(Figure 4B). The UV-B irradiation increased the expression of OsAPx1 and OsAPx7; 

and reduced the transcript level of OsAPx5 and OsAPx8 in non-transformed plants. 

OsAPx2, OsAPx3, OsAPx4, OsAPx6 genes were not significantly altered by this 

treatment. In silenced plants the induction of OsAPx1 promoted by UV-B irradiation 

was not able to overpass the post-transcriptional silencing produced by the RNAi 

construct. However, the treatment was able to reduce at lower level the expression of 

OsAPx5 in comparison to the already reduced level of the transcript of this gene in non-

stressed double silenced plants. In addition, the OsAPx4 expression was reduced in 

stressed transgenic plants. This result contrast to the response of the non-transgenic 

plant submitted to UV-B irradiation. 

The result presented on Figure 4B shows the quantification of transcript 

accumulation normalized by the transcript level of OsAPx1 in non-transformed plants. 

This analysis permitted us to compare the amount of transcript among the different 

OsAPx genes. Results revealed that the most expressed OsAPx gene corresponded to the 

OsAPx2 and the less expressed was OsAPx3 in this condition. 

To analyze the effect of silencing of cytosolic OsAPx genes in response to 

aluminum stress, we grew rice seedlings in the presence of 20 ppm aluminum. Figure 

5A shows the result of a representative experiment using three independent transgenic 

lines. One can observe that the transgenic silenced plants are healthier than non-

transformed plants growing in the presence of 20 ppm aluminum (Figure 5A). To 

investigate if the level of H2O2 changes during this treatment and if transgenic plants 

responses differed to the non transformed plants, we performed an experiment in which 

four weeks old seedlings were submitted to 20 ppm aluminum during 24 hours. In situ 

localization of H2O2 by DAB staining revealed that, in response to Al, the levels of 

hydrogen peroxide increased one hour after the onset of treatment in transgenic and 

non-transgenic plants. However, the levels of H2O2 at this point of the time course are 

higher in silenced plants than in non-transformed plants (Figure 5B). The transcript 

levels of different OsAPx genes were quantified in shoots of 5-days old plants after 8h 

of this treatment (Figure 6).  OsAPx1 and OsAPx3 transcript levels were significantly 

increased in response to the aluminum treatment in non-transformed plants. Silenced 

plants were not able to induce transcription of these genes in the same levels. However, 

differently to the control non-transformed plants, double OsAPx1/OsAPx2 silenced 
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plants have increased levels of mRNA corresponding to the peroxisomal OsAPx4 and 

chloroplastic OsAPx8.      

We also submitted mature plants to 40 ppm aluminum treatment for 2 weeks and 

analyzed biochemical parameters (Figure 7). The results showed that total APx activity 

increased in non-transformed plants in response to the treatment (Figure 7A). Silenced 

plants presented lower level of APx activity but are still able to induce its activity in 

response to aluminum. However, the induced level in silenced plants is still about 50% 

lower than the APx activity of control non-transformed plants. SoD activity was 

induced in both non-trasngenic and silenced plants (Figure 7B). Catalase activities did 

not vary in response to the treatment (Figure 7C). TBARS increased in both plants 

submitted to aluminum, but the level was lower in transgenic plants in comparison to 

the non-transgenic plants (Figure 7E). The concentration of the reduced form of 

ascorbate was also determined. The AsA content was higher in silenced plants in both 

control and stressed growth conditions (Figure 7D). In both plants the content of AsA 

increased in response to aluminum, however in silenced plants this value was 

significantly higher. The concentration of hydrogen peroxide was also determined in 

these plants. The results showed that Al-treatment induced, in both non-transformed and 

silenced plants, an increase in the H2O2 concentration in parallel to the lipid 

peroxidation levels (Figure 7F). 

 

Effects of exogenous H2O2 treatments on the expression of rice APx gene family. 

All transgenic OsAPx1/2s presented higher content of H2O2. In order to investigate 

how H2O2 can modulate the OsAPx gene family expression we treated non-transformed 

plants with exogenous 10 µM H2O2. qRT-PCR indicated that both cytosolic OsAPx 

genes are modulated by H2O2; in addition, OsAPx5, OsAPx6 and OsAPx7 expression 

were also significantly increased by this treatment (Figure 8). It is remarkable that only 

genes encoding soluble enzymes were induced by H2O2, in contrast all genes encoding 

membrane-bound isoforms (peroxisomal OsAPx3 and OsAPx4, and thylakoid OsAPx8) 

were not affected by exogenous H2O2.  
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Discussion  

 
A number of recent studies with A. thaliana APx knockout mutants revealed an 

incontestable link between ROS and different physiological processes related to plant 

development and response to biotic and abiotic stress (Rizhsky et al., 2002; Pnueli et 

al., 2003; Davletova et al., 2005; Rossel et al., 2006; Lu et al., 2007; Miller et al., 

2007). In contrast to these studies, analyses of mutants carrying APx knockout using 

rice, the monocot plant model, were not yet addressed. In addition, these works did not 

examine the effect of blocking the expression of all APx genes that encode APx 

isoforms present in a specific subcellular compartment. In earlier works, we described 

the presence of eight OsAPx encoding genes in the nuclear genome of rice (Teixeira et 

al., 2004) and determined that the proteins encoded by these genes are located in 

different subcellular compartments (Teixeira et al., 2004; Teixeira et al., 2006). The 

understanding of how antioxidant metabolism is regulated in plant cells seems to be 

highly complex, since these enzymes have substrates that also function as signal 

molecules and are represented by several isoforms targeted to different intracellular 

compartments. The eight members of the rice OsAPx gene family appear to play 

different roles during plant development and in response to abiotic stress. Two of them, 

OsAPx1 and OsAPx2, encode cytosolic isoforms. In order to understand the role of the 

isoforms located at this subcellular compartment in the antioxidant metabolism in rice, 

we produced transgenic lines double silenced in both OsAPx1 and OsAPx2 genes. The 

effects of this genetic manipulation on plant growth and stress response were 

determined. The double silencing of OsAPx1 and OsAPx2 did not produce any visible 

phenotype suggesting that a compensatory H2O2 scavenging mechanism was activated. 

Enzymatic activity measurements indicate that total APx activity on double silenced 

plants was reduced by 20-40 % (Figure 2A) suggesting that the post-transcriptional 

silencing of these genes had significant impact on the APx mRNA translation. On the 

other hand, catalase and SoD activities were significantly enhanced in these transgenic 

plants (Figures 2B and C). The enhanced activity of different antioxidant enzymes 

indicates that these activities could compensate the lack of cytosolic APx in the 

scavenging of ROS. The increased activity of SoD may indicate that an excess of 

electrons are flowing in the photosystem I. Tobacco plants with suppressed APx1 
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expression also contained elevated levels of transcripts corresponding to CuZnSoD, 

Catalase and Glutathione Reductase suggesting the existence of a compensatory 

mechanism (Rizhsky et al., 2002). On the other side, the response of Arabidopsis plants 

to APx1 deficiency did not affect the transcript level of Catalase, CuZnSoD or 

Glutathione Reductase (Pnueli et al., 2003). The contrast of responses to the reduced 

expression of cytosolic APx genes in different plants reveals specificities on antioxidant 

systems related to specific plant lineages. 

We quantified ascorbate, H2O2 and TBARS in leaf extracts of non-transformed 

and double OsAPx1/2 silenced plants. The levels of these compounds represent good 

markers of the oxidative stress suffered by plants. The higher levels of H2O2 (Figure 2F) 

and of the reduced form of ascorbate (Figure 2G) on OsAPx1/2s plants correlated with 

the reduced level of APx activity in these plants. The reduced level of TBARS (Figure 

2E) in transgenic plants compared to non-transformed plants indicates that, in the 

control conditions, silenced plants can support the elevated level of H2O2 without plant 

penalty, certainly due to the efficient compensatory mechanism represented by other 

enzymes such as catalase. The transgenic plants also present higher level of ascorbate 

oxidase (AO) activity (Figure 2D). Ascorbate oxidase is widely distributed and is only 

present in plants. However, its biological role is still not clear. The enzyme may be 

involved in plant defense by modifying the ascorbate level and thus redox state in the 

apoplast. The pool of reduced ascorbate in the apoplast results from the balance between 

inputs from newly synthesized AsA transported from the cytosol and losses associated 

with enzymatic metabolism and oxidation by cell wall localized AO (Smirnoff, 2000). 

The increasing of AO activity could be understood as a response to the elevation of 

H2O2 levels as result of the lack of cytosolic APx activity. The cells could perceive this 

as the plant was submitted to an environmental stress, and in this way activate the AO to 

equilibrate the apoplastic redox status. Sanmartin et al. (2007) demonstrated that 

modulation of AO activity occurs by sudden changes in apoplastic redox state in 

response to abiotic or biotic cues. Heat stress and wounding trigger induction of melon 

CmAO4 mRNA accumulation. Moreover, jasmonic acid (JA), a well-known wound-

related hormone, induces an up-regulation of CmAO4 transcript abundance, while 

salicylic acid, a known JA antagonist hormone, causes the opposite effect.  

The analysis of the expression of the all members of the OsAPx gene family in 

double silenced plants showed that the expression of the majority of these genes is 
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altered in response to the simultaneous silencing of OsAPx1 and OsAPx2 in mature 

plants, but not in 5 days-old seedlings. In addition, the level of the repression of the 

transcript accumulation of OsAPx3 and OsAPx4, two highly close related OsAPx genes, 

differ largely. These results suggest that the reduction of the expression of other 

members of the APx gene family was not an unspecific RNAi out targeting effect, but 

could represent a response to the altered levels of signal molecules, such as H2O2 and 

ascorbate (or other unknown), which effect apparently was dependent on the plant 

developmental stage.   

When OsAPx1/OsAPx2 silenced plants were submitted to abiotic stress, such as 

UV irradiation and aluminum treatment, their H2O2 contents were significantly higher 

when compared to the H2O2 levels accumulated in non-transformed plants. In spite of 

this, non-transformed and silenced plants were equally affected by the UV stress. 

Besides, silenced plants seem to be more tolerant to the treatment with aluminum than 

non-transformed plants. This result was not expected since cytosolic APx genes are 

induced in response to different kinds of stress such as UV (Figure 4), salt (Menezes-

Benavente et al., 2004) and aluminum treatment (Sharma and Dubey, 2007) (Figure 6), 

suggesting that its activity could be fundamental for scavenging the excess of H2O2 

produced in response to these stresses. Our results point out that a compensatory 

antioxidant mechanism was activated in response to the post-transcriptional silencing of 

cytosolic OsAPx genes. To corroborate this assumption, other antioxidant enzymes 

presented higher specific activity in silenced plants when compared to non-transformed 

control plants. The compensatory effects could be triggered by the increasing content of 

signal molecules such H2O2 and ascorbate, or other not yet characterized signal 

compounds. Hydrogen peroxide may be actively produced by cell metabolism under 

normal growth conditions, playing physiological roles such as biosynthesis and 

developmental related modifications of the structural components of cell walls (Ros 

Barceló, 2005). In addition, recent data suggests that ROS also behave as second 

messengers. In bacteria, yeasts and animals, ROS production can modify redox-

sensitive transcription factors, which are involved in ROS-scavenging (Moradas-

Ferreira and Costa, 2000; Catani et al., 2001; Georgiou, 2002). In plants, redox-

sensitive regulation of gene expression was also described (Mou et al., 2003). 

The response to the silencing of cytosolic APx genes in rice contrasted with the 

effect of the mutation of APx1 gene in Arabidopsis thaliana, which absence was 
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responsible for the collapse of entire chloroplastic H2O2-scavenging system. In 

Arabidopsis, cytosolic APx1 corresponds to a central component of the reactive oxygen 

gene network, protecting the chloroplast during light stress (Davletova et al., 2005). Our 

results point out an important role of cytosolic APx in the control of the content of 

hydrogen peroxide, which could function as a signal (or activate a signal) that could 

maintain the cell in an alert state allowing the plant to cope with environmental stresses 

such as high level of aluminum.  However, in rice, high expression of the cytosolic APx 

genes was not fundamental for plant survival or development under control or stressed 

conditions. Our results revealed that rice responds differently from Arabidopsis to the 

lack of cytosolic APx genes, suggesting that the plant anti-oxidant system is very 

complex and exhibit specificities depending on the plant analyzed. Contrasting with the 

results described by Davletova et al. (2005), Asai and co-works (2004) demonstrated 

that the lack of the Arabidopsis APx1 activate a multiple antioxidative system that 

permitted mutant plants to develop similar to the wild-type plants.  The reason of the 

contrasting results are not clear but could be explained by the differences on the growth 

conditions in the two works carried out by the different groups (Asai et al., 2004). 

These results indicate that the different mutants obtained must be systematically 

submitted to different situations in order to give us the complete picture of the 

interactions of the antioxidant metabolism in plants.  

We have attempted to relate the content of H2O2 with the modulation of OsAPx 

gene family in transgenic double silenced plants submitted to stress conditions. Our 

strategy was to determine the modulation of the expression of the entire family in 

response to exogenous treatment of H2O2. In this analysis all soluble APx encoding 

genes (OsAPx1, OsAPx2, OsAPx5, OsAPx6 and OsAPx7) were induced by H2O2. 

However, in spite of the increasing of the content of H2O2 in transgenic plants submitted 

to the stress, their responses differed in relation to the responses obtained by the 

treatment of non-transformed plants with H2O2. These results suggest that the treatment 

with exogenous H2O2 did not affect the plant physiology in the same way when the 

H2O2 scavenging enzyme was lacking in a specific sub-cellular compartment.  

The ensemble of our results revealed that cytosolic APx and other antioxidant 

systems work in an aparently redundant but integrated way in rice. In addition, in this 

plant the reduction of the expression of both cytosolic OsAPx genes may activate a 

stress response system that can be useful under stressful conditions, permitting plants to 
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be more tolerant to the stress. Further analyses must be carried out in order to identify 

the stress-related genes that are activated in the transgenic plants OsAPx1/2s in response 

to the reduced activity of cytosolic APx, and also the signal responsible for that 

activation. As already demonstrated for dicotyledonous plants, there is a complex 

regulation mode within ROS network in plants. In this network, H2O2 could be 

responsible for the communication between different subcellular compartments. The 

functional analysis of genes belonging to this network in a monocot plant like rice can 

reveal specificities of this group of plants and/or help us to understand the highly 

complex processes involving the responses of plants to abiotic stress. 
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Legends of Table and Figures 

 

Table 1. Similarity between the sequence of the RNAi construction and the OsAPx 

genes.  

On parenthesis is the number of contiguous stretches nucleotides shared between each 

OsAPx gene and the target sequence of the RNAi. 

 

Figure 1: Characterization of OsAPx1/2s plants silenced on cytosolic OsAPx genes. A) 

Photograph of non-transformed (NT) and two independent lines of OsAPx1/2s plants 

(OsAPx1/2s-5 and OsAPx1/2s-13) grown under controlled conditions.  No visible 

phenotype associated with the reduction of cytosolic APx gene expression is shown 

under these conditions. B) Determination by qRT-PCR of cytosolic APx mRNA 

accumulation on leaves of non-transformed (NT) and silenced plants (OsAPx1/2s lines 

1, 5, 9, 10, 11, 13, 15, 18, and 23) submitted to controlled conditions of growth. Fdh 

expression was used as internal control. Transcript level of OsAPx1 and OsAPx2 present 

in non-transformed plants was used to normalize transcript accumulation in silenced 

plants. Values represent the means +/- SD (N=3). 
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Figure 2: Effect of silencing of cytosolic OsAPx genes on the activity of Ascobate 

Peroxidase-APx (A), Superoxide dismutase-SoD (B), Catalase-Cat (C), Ascorbate 

oxidase-AO (D), and the content of TBARS (E), H2O2 (F) and AsA (G). Determinations 

were performed in leaves of 4-week-old transgenic rice OsAPx1/2s (black bars) and 

non-transformed (NT) plants (white bars) grown under control conditions. Values 

represent the means +/- SD (N=3). Different letters (a-c) at the top of the error bars 

indicate statistical different means (P<0.05).  

 

Figure 3: Expression analyses of OsAPx genes in OsAPx1/2s plants (black bars) in 

comparison to the expression observed in non-transformed plants - NT (white bars). The 

OsAPx mRNA accumulation was determined by qRT-PCR using three different 

constitutive genes to normalize the gene expression. The 10-log graph shows the mean 

of the three lines of OsAPx1/2s plants normalized by the OsAPx1 transcript 

accumulation found in NT. Values represent the means +/- SD (N=3).  

 

Figure 4: Response of OsAPx1/2s and NT plants to germicidal UV and intense UV-B 

light stress. A) In situ localization of H2O2 in leaves of silenced and NT plants (20 days 

old) submitted to the UV irradiation (two exposures of 15 min to UVC with 15 min of 

interval). Determinations were performed immediately (t0) and 30 min (t30) after the end 

of the stress period. The photograph was taken after DAB reaction. Leaves of 

OsAPx1/2s plants accumulated higher content of H2O2 than leaves of non-transformed 

plants (NT) under germicidal UV stress. B) Effect of UV irradiation (exposure of 4 

hours to UVB during two days) on the expression of OsAPx genes in NT plants 

(NT+UV) and silenced plants (APx1/2s+UV) (6 months old). Plants maintained under 

control conditions of growth (NT and APx1/2s) were used as control. The OsAPx 

mRNA accumulation was determined by qRT-PCR using three different constitutive 

genes (elongation factor, FDh and ubiquitine) to normalize the gene expression. Values 

represent the means +/- SD (N=3). The normalization of all genes was made using the 

transcript level of OsAPx1 in NT plants.  

 

Figure 5: Enhanced tolerance to aluminum of OsAPx1/2s plants in relation to the non-

transformed plants (NT). A) Seedlings were grown on hydroponics medium 
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supplemented with 20 ppm of aluminum. Experiments were performed with T1 progeny 

of three OsAPx1/2s independent lines (APx1/2s-5, APx1/2s-10 and APx1/2s-11). B) In 

situ localization of H2O2 determined by DAB staining in leaves of silenced and NT 

plants submitted to the aluminum stress. Determinations were performed with 20 days 

old seedlings immediately (+Al 0 min), 30 min (+Al 30 min), 1 hour (+Al 1h), and 1 

day (+Al 1day) after the onset of the stress. After 1 hour under 20 ppm aluminum stress 

transgenic plants OsAPx1/2s accumulated higher content of H2O2 than NT plants, but it 

returned to normal level in both plants after 24 hours under stress.  

 

Figure 6: Effect of the exposure to 20 ppm aluminum on the expression of OsAPx 

genes in non-transformed plants (NT+Al) and silenced plants (APx1/2s+Al) (5 days 

old). Plants maintained under control conditions of growth (NT and APx1/2s) were used 

as control. The OsAPx mRNA accumulation was determined by qRT-PCR using three 

different constitutive genes (elongation factor, FDh and ubiquitine) to normalize the 

gene expression. The normalization of all genes was made using the transcript level of 

OsAPx1 in NT plants. Values represent the means +/- SD (N=3).  

 

Figure 7: Biochemical characterization of OsAPX1/2s plants under aluminum stress. 

Effect of the silencing of cytosolic OsAPx genes on the plants response to aluminum 

treatment in relation to their activities of APx (A), SoD (B), Cat (C), and to their 

contents of AsA (D), TBARS (E), and H2O2 (F). Determinations were performed in 

transgenic rice OsAPx1/2s (black and dark gray bars) and non-transformed (NT) plants 

(white and light gray bars) of 8-months-old plants grown under 40 ppm aluminum. 

Values represent the means +/- SD (N=3). Different letters (a-c) at the top of the error 

bars indicate statistical different means (P<0.05) by the Tukey HSD Test.  

 

Figure 8: Expression analysis of the OsAPx genes in response to exogenous H2O2 

treatment (Seedlings were incubated during 2 h, 4 h or 8 h in MS medium supplemented 

with 10 mM H2O2). The OsAPx mRNA accumulation was determined by qRT-PCR 

using three different constitutive genes (elongation factor, Fdh and ubiquitine) to 

normalize the gene expression. Values represent the means +/- SD (N=3). * Indicates 

statistical different means (P<0.05) by the Tukey HSD Test.  
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Figure 7.  
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Alguns resultados obtidos referentes à caracterização das plantas OsAPx1/2s não 

foram incluídos no artigo previamente apresentado e serão detalhados a seguir.  

O estresse com alumínio 100 ppm foi conduzido em hidroponia por 14 dias. O pH da 

solução controle foi mantido em 4,0 para reduzir interferentes do estresse. A Figura 7 

mostra 3 plantas NT e 3 plantas das linhagens 5 e 10 de OsAPx1/2s submetidas ao estresse 

com alumínio e crescidas na solução hidropônica com pH 4,0. As plântulas com redução 

da expressão de OsAPx citosólicas mostraram maior sensibilidade ao estresse com 

alumínio 100 ppm. As partes aéreas das plantas RNAi apresentaram-se necrosadas na 

quase totalidade de seu volume foliar. As plantas NT, após 14 dias de estresse, 

diferentemente das plantas RNAi, apresentavam folhas expandidas. As plantas na condição 

controle não diferiram entre si. 

Plântulas de 1 mês de idade foram submetidas ao estresse com alta intesidade de 

radiação UV-B. O efeito da luz UV-B nas plântulas RNAi não foi visualmente diferente do 

efeito sobre as plântulas não-transformadas. Da mesma forma, os conteúdos de clorofila-A 

não variaram significativamente entre as plântulas tratadas (dados não apresentados). 

Os experimentos de estresse com alumínio e alta intensidade de luz UV-B em plantas 

jovens foram realizados com plântulas transformadas da primeira geração (T1). A 

utilização de T1 nestes experimentos foi possível, pois quase a totalidade das plântulas T1 

apresentaram reação de PCR positiva para o T-DNA contendo a construção RNAi. A 

Tabela 3 mostra a proporção de plantas T1 transgênicas.  
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Figura 7. Plantas OsAPx1/2s linhagens 5 e 10 e plantas não-transformadas (NT) 
submetidas à solução hidropônica pH 4,0 com alumínio 100 ppm (7.1) e na 
ausência de alumínio (7.2). As plantas foram mantidas em solução hidropônica por 
14 dias.  
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Plantas OsAPx1s silenciadas no gene OsAPx1 

 

A transformação de plantas contendo a construção RNAi para o silenciamento do 

gene OsAPx1 resultou na produção de 4 linhagens independentes de plantas OsAPx1s, 

confirmadas por reações de PCR. As 4 linhagens OsAPx1s apresentaram o mesmo fenótipo 

nas condições ideais de crescimento. As plantas OsAPx1s apresentam retardo no 

desenvolvimento, com redução do crescimento e parte aérea visualmente débil. No estágio 

de florescimento, comparando-as com plantas não-transformadas, as plantas OsAPx1s 

mostraram-se estéreis (Figura 8). As plantas OsAPx1s apresentaram morte precoce. 

Após a confirmação por PCR da inserção da construção RNAi nas plantas 

regeneradas, foi feita análise por RT-PCR quantitativo da expressão transcricional dos 

genes da família OsAPx nas plantas RNAi. Inicialmente, foi extraído RNA total utilizando 

Trizol (Figura 9.1) e sintetizado cDNA. A qualidade do cDNA foi analisada por reação de 

PCR utilizando iniciadores desenhados para amplificar o gene OsPip1.2 (Figura 9.2). Estas 

análises foram conduzidas para as plantas transgênicas contendo as diferentes construções 

RNAi. 

Tabela 3. Análise quanto a presença do T-DNA contendo a construção RNAi nas 
plantas T1 OsAPx1/2s por PCR utilizando iniciadores específicos para os genes Hpt 
ou  Gus. 

Linhagem 

 
Plantas Analisadas 

 
Plantas 

Transgênicas 

OsAPx1/2s-5 11 

 
9 

 
OsAPx1/2s-9 

 
18 

 
14 

 
OsAPx1/2s-10 

 
41 

 
39 

 
OsAPx1/2s-11 

 
18 

 
15 
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Figura 8. Plantas de arroz contendo a construção para silenciamento de OsAPx1 e plantas não-transformadas. As plantas nas fotos 
8.1 e 8.2 estão no solo há dois meses (fotoperíodo de 12h, 28o C). Na foto 8.3, são apresentadas planta não-transformada (NT) e 3 
diferentes linhagens de OsAPx1s (linhagens 6, 30 e 40). A planta NT, com mesma idade das plantas RNAi (3 meses no solo), está 
em estágio de florescimento.  

8.1 8.2 8.3 

NT OsAPx1s OsAPx1s-6 OsAPx1s-30 
OsAPx1s NT 
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Figura 9. Avaliação da qualidade do RNA total extraído e do cDNA sintetizado. 9.1) Gel de agarose ilustrativo do RNA total 
extraído. 9.2) Resultado do PCR do cDNA de folhas de plantas RNAi. A reação de PCR foi realizada com iniciadores OsPip1.2 
(201pb).  
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Os resultados obtidos por RT-PCR quantitativo confirmaram a redução da expressão 

transcricional do gene OsAPx1 nas plantas OsAPx1s com 2 meses em solo (Figura 10). O 

nível do silenciamento pós-transcricional por RNAi foi diferente em cada linhagem. As 

linhagens 6 e 40 apresentaram redução de cerca de 75% na expressão de OsAPx1, 

enquanto este gene foi reduzido 96% nas folhas de OsAPx1s-30.  

A expressão transcricional dos genes OsAPx2, OsAPx3, OsAPx6, OsAPx7 e OsAPx8 

não foi alterada nas plantas OsAPx1s. O silenciamento do gene OsAPx1 resultou na 

redução do acúmulo do RNA mensageiro dos genes OsAPx4 peroxissomal e OsAPx5 

mitocondrial (diferença significativa pelo Teste Tukey HSD, p < 0.01).   

A análise da expressão transcricional dos genes da família OsAPx mostrou que 

OsAPx2 e OsAPx4 são os genes com maior expressão na folha de plantas jovens OsAPx1s, 

assim como em plantas NT de mesma idade. O gene OsAPx3, seguido do gene OsAPx5, 

apresenta menor expressão dentro da família OsAPx nas condições analisadas (Figura 10). 

 

 

Plantas OsAPx2s silenciadas no gene OsAPx2  

A transformação de calos com a construção RNAi visando o silenciamento pós-

transcricional de OsAPx2 resultou em apenas 1 linhagem independente: OsAPx2s-13. As 

plantas deste evento possuem redução de tamanho da parte aérea quando comparadas com 

plantas não-transformadas (Figura 11). As plantas OsAPx2s ainda não alcançaram o 

estágio de florescimento. 

Apesar da inserção do vetor ter sido confirmada por PCR, os resultados de RT-PCR 

quantitativo mostraram que não ocorreu redução do acúmulo de mRNA do gene OsAPx2 

em 3 diferentes plantas da linhagem OsAPx2s-13 (Figura 12), assim como não ocorreu 

alteração na expressão dos transcritos dos outros genes OsAPx em condição ideal de 

crescimento (variação não significativa pelo teste-T).    
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Expressão Relativa OsAPx  em Plantas OsAPx1s  e NT
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Figura 10. Expressão relativa dos genes da família OsAPx em plantas OsAPx1s por RT-PCR quantitativo. O gráfico 
respresenta o logaritmo da expressão dos genes OsAPx relativo à expressão dos genes Fdh e Ubiquitina em plantas não-
transformadas (NT) e em 3 linhagens OsAPx1s (2 meses no solo). A normalização dos resultados foi feita em relação à 
expressão relativa do gene OsAPx1 em plantas NT.  
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Figura 11. Plantas de arroz contendo a construção para silenciamento de OsAPx2 e plantas não-transformadas (NT). Na 
foto são apresentadas plantas NT e 2 plantas da linhagem OsAPx2s-13 com 2 meses no solo (fotoperíodo de 12h, 28o C). 

NT NT OsAPX2s-13 
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Figura 12. Expressão relativa dos genes da família OsAPx em plantas OsAPx2s por RT-PCR quantitativo. O gráfico representa o 
logaritmo da expressão dos genes OsAPx relativo à expressão dos genes Fdh e Ubiquitina em plantas não-transformadas (NT) e 
média de 3 plantas da linhagem OsAPx2s-13 (2 meses no solo). A normalização dos resultados foi feita em relação à expressão 
relativa do gene OsAPx1 em plantas NT.  
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6.3. Caracterização funcional das ascorbato peroxidases peroxissomais 

 

Silenciamento simultâneo dos genes OsAPx3 e OsAPx4 

 

Seis diferentes linhagens OsAPx3/4s foram regeneradas contendo a construção RNAi 

para o silenciamento de ambos os genes peroxissomais. O tamanho das plantas OsAPx3/4s 

é levemente inferior ao das plantas não-transformadas crescidas em condições ideais de 

cultivo (Figura 13). Apesar do florescimento das plantas OsAPx3/4s, poucas panículas 

forneceram sementes. A maioria das panículas continha cariopsis vazias. As plantas 

OsAPx3/4s e as correspondentes não-transformadas de mesma idade são ainda mantidas na 

casa de vegetação. Após 1 ano em solo, as plantas OsAPx3/4s perderam a capacidade de 

florescer, diferentemente das plantas controle que ainda fornecem sementes. As plantas 

com redução de ambas OsAPx peroxissomais parecem mais sensíveis à senescência do que 

as plantas não-transformadas (dado não apresentado). 

A expressão relativa dos genes OsAPx de quatro diferentes linhagens de OsAPx3/4s 

foi avaliada por RT-PCR quantitativo (Figura 14). As quatro linhagens avaliadas 

apresentaram redução da expressão de ambos genes peroxissomais. O silenciamento pós-

transcricional mostrou-se mais efetivo para o gene OsAPx3. As plantas OsAPx3/4s da 

linhagem 14 mantiveram apenas 1,5% da expressão do gene OsAPx3. Nas outras 

linhagens, a expressão deste gene foi reduzida de 84 a 94% quando comparada com a 

expressão em planta não-transformada. A expressão do gene OsAPx4 foi reduzido cerca de 

90% nas 4 linhagens avaliadas. O silenciamento por RNAi dos genes OsAPx 

peroxissomais não afetou significativamente a expressão transcricional dos outros genes da 

família OsAPx (diferença não significativa pelo Teste Tukey HSD, p < 0.01). 
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Figura 13. Plantas de arroz contendo a construção para silenciamento de OsAPx3 e OsAPx4 (OsAPx3/4s) e plantas não-
transformadas (NT) (fotoperíodo de 12h, 28o C). 
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Expressão Relativa OsAPx em Plantas OsAPx3/4s  e NT
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Figura 14. Expressão relativa dos genes da família OsAPx em plantas OsAPx3/4s por RT-PCR quantitativo. O gráfico 
representa o logaritmo da expressão dos genes OsAPx relativo à expressão dos genes Fdh, eFa1 e Ubiquitina em plantas 
não-transformadas (NT) e em 4 linhagens OsAPx3/4s (3 meses no solo). A normalização dos resultados foi feita em 
relação à expressão relativa do gene OsAPx1 em plantas NT.  
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Plantas OsAPx3s silenciadas do gene OsAPx3  

 

Foram obtidas 4 linhagens independentes de plantas contendo o inserto visando o 

silenciamento do gene OsAPx3 peroxissomal. O resultado da PCR utilizando os iniciadores 

para os genes Hpt ou Gus foi positivo para todas as plantas OsAPx3s obtidas.  

O tamanho das plantas OsAPx3s é levemente reduzido quando comparado com 

plantas não-transformadas de mesma idade e crescidas em igual condição de 

desenvolvimento (Figura 15). Poucas sementes foram obtidas das plantas OsAPx3s, apesar 

do desenvolvimento inicial normal da panícula. Na senescência, praticamente todas as 

folhas das plantas OsAPx3s estão mortas, diferentemente das plantas não-transformadas de 

mesma idade (dados não apresentados).  

A análise da expressão transcricional de OsAPx3 por RT-PCR quantitativo confirmou 

a redução da expressão em 2 linhagens analisadas (Figura 16). Comparando com plantas 

não-transformadas, a linhagem OsAPx3s-3 manteve apenas 3% da expressão transcricional 

de OsAPx3. A linhagem OsAPx3s-26 apresentou redução de aproximadamente 65% da 

expressão do gene alvo em plantas não-transformadas. A linhagem OsAPx3s-29 foi 

analisada 3 vezes, inclusive RNA de diferentes plantas da linhagem foi utilizado para 

síntese de cDNA desta linhagem. Entretanto, a expressão de OsAPx3 não foi detectada nas 

concentrações usuais de cDNA utilizado para as reações de PCR em tempo real. Com o 

mesmo cDNA foi possível analisar outros genes da família de OsAPx. Diante deste 

resultado, postulamos que a expressão do gene OsAPx3 na linhagem 29 é inferior à 

sensibilidade do aparelho. Por outro lado, a linhagem OsAPx3-41 apresentou elevação da 

expressão de OsAPx3 (dados não apresentados), que pode ter sido causado pela inserção do 

T-DNA em um gene ou região envolvidos na regulação da expressão do próprio gene 

OsAPx3. Como descrito por diversos pesquisadores, os genes APx são regulados por 

diversos fatores ambientais e moléculas sinalizadoras endógenas (ZHANG et al., 1997; 

YOSHIMURA et al., 2000; ROSSEL et al., 2006; ZAVALETA-MANCERA et al., 2007). 

A expressão transcricional de OsAPx4 foi afetada pelo silenciamento pós-

transcricional de OsAPx3 (diferença significativa pelo Teste de Tukey HSD, p < 0,05). A 

redução da expressão de OsAPx4 foi mais intensa quanto maior o nível de silenciamento de 

OsAPx3. A expressão transcricional dos outros genes da família OsAPx não foi alterada. 
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Figura 15. Plantas de arroz contendo a construção para silenciamento de OsAPx3 (OsAPx3s) e plantas 
não-transformadas  (NT) (fotoperíodo de 12h, 28o C). 

NT OsAPx3s-3 OsAPx3s-29 
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Figura 16. Expressão relativa dos genes da família OsAPx em plantas OsAPx3s por RT-PCR quantitativo. O gráfico 
representa o logaritmo da expressão dos genes OsAPx relativo à expressão dos genes Fdh e Ubiquitina em plantas não-
transformadas (NT) e em 2 linhagens independentes OsAPx3s (4 meses no solo). A normalização dos resultados foi feita em 
relação à expressão relativa do gene OsAPx1 em plantas NT.  
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Plantas OsAPx4s silenciadas do gene OsAPx4 

 

A transformação de calos de arroz com a construção OsAPx4s resultou na produção  

de 3 linhagens, confirmadas por reações de PCR com os iniciadores para os genes Gus e 

Hpt. As plantas OsAPx4s não apresentaram nenhuma variação no seu desenvolvimento até 

a etapa de florescimento (Figura 17). Assim como nas outras linhagens de silenciamento de 

OsAPx peroxissomal, poucas sementes foram obtidas. As plantas transgênicas na 

senescência estão mais deterioradas que plantas não-transformadas (dado não apresentado). 

As 3 linhagens OsAPx4s apresentam redução da expressão transcricional de OsAPx4 

(Figura 18). A redução da expressão do gene alvo entre as linhagens variou entre 83% e 

96% da expressão observada nas plantas não-transformadas. Pelo teste de Tukey HSD, 

considerando a média das 3 linhagens, o silenciamento pós-transcricional de OsAPx4 não 

afetou a expressão dos outros genes da família OsAPx (p < 0,05). 
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Figura 17. Plantas de arroz contendo a construção para silenciamento de OsAPx4 (OsAPx4s) e plantas não-
transformadas (NT)(fotoperíodo de 12h, 28o C). 
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Figura 18. Expressão relativa dos genes da família OsAPx em plantas OsAPx4s por RT-PCR quantitativo. O gráfico representa o 
logaritmo da expressão dos genes OsAPx relativo à expressão dos genes Fdh e Ubiquitina em plantas não-transformadas (NT) e em 3 
linhagens OsAPx4s (4 meses no solo). A normalização dos resultados foi feita em relação à expressão relativa do gene OsAPx1 em 
plantas NT.  



 

109 
 

 

7. DISCUSSÃO  E CONCLUSÃO  

 

Os organismos aeróbicos produzem continuamente ERO resultantes do metabolismo 

do oxigênio atmosférico. As ERO são produzidas principalmente nos cloroplastos e 

peroxissomos, nos quais ocorrem os processos de fotossíntese e fotorrespiração. Esses 

processos são considerados as principais fontes de ERO em condições normais de 

crescimento. Condições ideais dificilmente são possíveis no cultivo de plantas. 

Geralmente, as culturas são desafiadas por múltiplos estresses, sendo esses tanto bióticos 

quanto abióticos. A necessidade de plantas resistentes a diversos estresses torna a enzima 

APx alvo interessante para estudo, uma vez que está envolvida com vias múltiplas de 

resposta a estresses. O ataque por patógeno, seca, salinidade, geada são desafios para o 

aumento da produção de sementes. Os diferentes estresses bióticos e abióticos envolvem 

aumento da produção de ERO. Como conseqüência, as plantas desenvolveram mecanismos 

antioxidantes adequados para a decomposição destas moléculas tóxicas e para evitar o 

estresse oxidativo. O conhecimento dos mecanismos antioxidantes pode conduzir a 

descoberta de gene, conjunto de genes ou vias metabólicas capazes de proporcionar 

resistência múltipla aos diferentes estresses, o que resultaria em plantas com melhor 

qualidade, maior produção e com menor degradação ambiental.  

A APx é uma enzima fundamental no desenvolvimento adequado das plantas. 

Davletova e colaboradores (2005) mostraram que o nocaute da cAPx resulta na redução da 

capacidade fotossintética. Plantas com redução da atividade de tAPx apresentam maior 

sensibilidade ao estresse oxidativo (TARANTINO et al., 2005). Comparando cultivares 

tolerantes à seca com cultivares sensíveis, observou-se que as plantas tolerantes analisadas 

apresentavam maior atividade total de APx. As pesquisas envolvendo mecanismos 

antioxidantes mostram a importância da APx tanto em condições ideais de crescimento, 

como durante períodos de estresses. A presença de famílias multigênicas codificantes de 

APx em diversas plantas confirma a importância desta enzima para os vegetais 

(TEIXEIRA et al., 2004).  

Apesar de muitos estudos terem sido realizados visando a caracterização funcional da 

APx, pouco foi elucidado em arroz, planta modelo entre as monocotiledôneas. Além disso, 

o papel de cada isoenzima de APx ainda não foi compreendido. Cada isoforma de APx 

atua aparentemente de maneira diferente dentro do âmbito celular, uma vez que a 
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expressão e a atividade de cada APx é variável em resposta a diferentes estresses e nas 

fases do desenvolvimento, como descrito por YOSHIMURA et al., 2000; AGRAWAL et 

al., 2003; MENEZES-BENAVENTE et al., 2004; PARK et al., 2004 e TEIXEIRA et al., 

2006, entre outros. Inclusive, em cada planta a função das isoformas de APx pode ser 

distinta (RIZHSKY et al., 2002; PNUELI et al., 2003). 

Visando a caracterização funcional das isoformas citosólicas e peroxissomais, 

desenvolvemos plantas de arroz com redução da expressão dos genes OsAPx1, OsAPx2, 

OsAPx3 e OsAPx4. A estratégia utilizada foi o silenciamento pós-transcricional via RNAi, 

utilizando construções para formação de estrutura em grampo de mRNA para o 

silenciamento específico de cada gene e para o silenciamento simultâneo dos genes 

codificantes de APx de mesma localização subcelular. 

Foram obtidas plantas transgênicas contendo inserto de T-DNA para cada uma das  

construções RNAi desenvolvidas. O efeito do RNAi no acúmulo de mRNA do gene alvo 

foi distinto em cada linhagem obtida, chegando a uma redução de cerca de 97% da 

expressão do gene alvo em OsAPX3s. O promotor de ubiquitina de milho foi utilizado para 

dirigir a expressão de todas as seqüências RNAi inseridas na cultivar Nipponbare de Oryza 

sativa L. subespécie japonica. A variação na redução da expressão do gene alvo pode ter 

sido conseqüência do número de cópias inseridas e/ou do local da inserção do T-DNA 

contendo a construção RNAi. Efeitos epigenéticos podem estar regulando a expressão das 

construções RNAi.  

A linhagem obtida de OsAPx2s não apresentou redução da expressão do gene 

OsAPx2, apesar do T-DNA contendo a construção OsAPx2s ter sido inserido no seu 

genoma, resultado confirmado por PCR. Possivelmente, o T-DNA nesta linhagem foi 

inserido em região pouco expressa, resultando na pequena expressão transcricional do 

transgene. Além disso, entre os genes da  família OsAPx , o OsAPx2 é um dos genes mais 

expressos em folhas. A pequena expressão da construção RNAi OsAPx2s combinada com 

a alta expressão endógena do gene alvo também podem ter contribuído ou ter sido uma 

outra causa do não silenciamento do gene OsAPx2 nestas plantas transgênicas.  

As plantas RNAi obtidas foram avaliadas fenotipicamente em condições ideais de 

crescimento. Como descrito no artigo que faz parte da presente dissertação, as plantas 

OsAPx1/2s não apresentam variação morfológica visível ao serem comparadas com plantas 

não-transformadas em condições normais. Entretanto, as plantas OsAPx1s com redução da 
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expressão apenas do gene citosólico OsAPx1 desenvolveram-se deficientemente, como 

plantas anãs. Outros trabalhos envolvendo mutantes APx citosólicas mostraram que a 

redução da expressão deste gene resultou em plantas com crescimento reduzido 

(DAVLETOVA et al., 2005; MILLER et al., 2007). Além da importância da APx no 

desenvolvimento normal de plantas, o citosol é uma região considerada tamponante dos 

efeitos oxidativos e modula as moléculas sinais transmitidas dos compartimentos celulares 

para o núcleo (SHIGEOKA et al., 2002; ISHIKAWA et al., 2005). A redução da APx 

citosólica pode ter resultado em desequilíbrio homeostático e sinalização de estresse para o 

núcleo. O acúmulo de H2O2 pela redução de OsAPx1s pode ter conduzido à indução ou à 

repressão de genes específicos que afetam tanto o crescimento, como o florescimento das 

plantas OsAPx1s. O H2O2 é conhecido como molécula sinalizadora de defesa, além da sua 

atividade tóxica. O silenciamento de OsAPx1s pode ter produzido um nível de H2O2 

semelhante ao nível de acúmulo desta ERO em plantas em situação de estresse. Desta 

forma, as plantas reconhecendo uma situação que requer a ativação das defesas, 

reprimiram genes envolvidos com o metabolismo normal, por exemplo, genes de 

crescimento, e reservaram energia para genes envolvidos com a defesa da planta. O H2O2 

também pode ter afetado a síntese de hormônios importantes para o adequado 

desenvolvimento (AGRAWAL et al., 2003). Outro fato relevante que pode ter afetado o 

crescimento destas plantas é o efeito exercido pelas ERO na biossíntese de lignina 

(KOTCHONI & GACHOMO, 2006). Miller e colaboradores (2007), utilizando mutantes 

cAPx1, tAPx e mutantes para ambos genes detectaram diferentes sinais desenvolvidos pelas 

plantas de cada mutante. Mutantes para ambos os genes apresentaram florescimento tardio 

e baixa oxidação protéica durante estresse luminoso o que não foi visualizado pelo mutante 

tAPx, nem pelo mutante cAPx1, o qual apresentou redução do crescimento. Diferentemente 

dos resultados encontrados pelo nosso grupo o duplo mutante manteve a redução de 

crescimento. O crescimento deficitário apenas pelas plantas OsAPx1s e não pelas plantas 

transgênicas com redução dos dois genes citosólicos pode ser explicada pelo 

desenvolvimento de diferentes sinais nesses dois tipos de plantas RNAi. 

O silenciamento das OsAPx peroxissomais, tanto de genes isolados, como o de 

ambos os genes afetou a fase reprodutiva da planta relacionada com a formação das 

sementes. As panículas foram formadas, mas poucos grãos foram obtidos. A manutenção 

da inserção do T-DNA nas plantas da geração T1 ainda não foi analisada. Outro efeito 
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geral da redução dos genes OsAPx peroxissomais foi a sua suscetibilidade à senescência. 

As plantas OsAPx4s, OsAPx3/4s e principalmente OsAPx3s apresentam menos folhas 

verdes do que plantas não-transformadas de mesma idade. A transformação com a 

contrução RNAi OsAPx3s também foi a que mais afetou o tamanho da parte aérea, que é 

reduzido em relação às plantas não-transformadas. Estas análises confrontam o resultado 

obtido por Narendra e colaboradores (2006), os quais relataram que a APx peroxissomal 

não seria importante para o desenvolvimento de A. thaliana, ao menos na condição 

aplicada por eles. 

As plantas OsAPx1s, diferentemente das plantas OsAPx1/2s, apresentaram redução 

da expressão transcricional dos genes OsAPx4 peroxissomal e OsAPx5 mitocondrial. O 

silenciamento de ambos genes citosólicos resultou na redução do acúmulo de mRNA de 

todos os outros genes OsAPx, com exceção do gene mitocondrial OsAPx6. Por outro lado, 

o silenciamento pós-transcricional dos genes peroxissomais afetou menos a expressão dos 

outros genes da família. A transformação com as construções de RNAi OsAPx3/4s e 

OsAPx4s não alterou a expressão dos outros genes. As plantas OsAPx3s, além da redução 

do gene OsAPx3, apresentaram repressão do outro gene peroxissomal OsAPx4. 

 

 

 Expressão relativa dos transcritos dos genes OsAPx em plantas RNAi em 
relação a expressão destes genes em plantas não-transformadas em mesma 

condição de crescimento.  
Plantas 
RNAi 

OsAPx1 OsAPx2 OsAPx3 OsAPx4 OsAPx5 OsAPx6 OsAPx7 OsAPx8 

OsAPx1/2s ¯ ¯ ¯ ¯ ¯ = ¯ ¯ 

OsAPx1s ¯ = = ¯ ¯ = = = 

OsAPx3/4s = = ¯ ¯ = = = = 

OsAPx3s = = ¯ ¯ = = = = 

OsAPx4s = = = ¯ = = = = 

 
Tabela 4. Expressão relativa dos transcritos dos genes OsAPx em plantas RNAi em relação 
a expressão em plantas não-transformadas em mesma condição de crescimento. ¯ : 
Redução do acúmulo de transcritos em plantas RNAi. = : Similar acúmulo de transcritos 
entre as plantas RNAi e WT. 
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A redução da expressão de outros genes, que não os genes alvos, pode ter sido 

causada por ação da RNA polimerase dependente de RNA (RDRP). Esta enzima tem a 

capacidade de utilizar pequenas seqüências de RNA como iniciadores da polimerização do 

RNA. Desta forma, a RDRP poderia ter ampliado a seqüência de dupla fita de RNA 

resultante da construção RNAi, formando assim novos siRNA. Uma vez que estes novos 

siRNA fossem formados de seqüências conservadas entre o gene alvo da construção RNAi 

e os outros genes da família, o alinhamento dos novos siRNA poderia causar a degradação 

dos transcritos endógenos dos outros genes, levando a redução do acúmulo destes. As 

RDRP podem atuar dependente ou independentemente da presença de seqüências 

iniciadoras (BAULCOMBE, 2004; GAZZANI et al., 2004; MIKI et al., 2005; SCHWACH 

et al., 2005). Entretanto, a redução da expressão dos genes OsAPx não alvos das 

construções RNAi não deve ter sido causada por efeito das enzimas RDRP. Caso as 

RDRPs estivessem atuando, ocorreria redução generalizada dos genes OsAPx, o que não 

foi visualizado nas plantas RNAi. Além disso, era esperado que o silenciamento pós-

transcricional para o qual foi utilizada a construção RNAi para o gene OsAPx1 levasse ao 

silenciamento simultâneo do gene OsAPx2. Isto porque os 20 nucleotídeos da seqüência da 

construção OsAPx1s estão presentes idênticos e contínuos no gene OsAPx2. Entretanto, 

essa redução não foi observada. Este resultado indica a grande especificidade das 

construções utilizadas. A redução da expressão dos genes OsAPx nas plantas RNAi, 

principalmente nas plantas com silenciamento de ambos genes citosólicos, pode ser 

explicada por regulação transcricional induzida pelo aumento de H2O2 e desequilíbrio 

homeostático da célula.  

Uma vez que o substrato da APx é uma molécula sinalizadora, a dificuldade de 

compreender os resultados obtidos é maior. Avaliando o padrão de expressão transcricional 

das plantas OsAPx1/2s quando submetidas aos estresses com alumínio e radiação UV-B 

podemos afirmar que existe uma regulação dos genes OsAPx por efeito do estresse. O 

padrão de expressão dos genes OsAPx variou conforme o estresse que as plantas foram 

submetidas e a idade das plantas. Desta forma, a redução da expressão dos genes não alvos 

do silenciamento por RNAi pode ter sido causada por efeito do aumento dos níveis de 

H2O2 e sinalização por parte desta ERO ou de outras moléculas sinalizadoras. O que 

corrobora esta hipótese é que a variação da expressão dos genes não alvos ocorreu com 

maior intensidade em plantas silenciadas nos genes citosólicos. Como já descrito 
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anteriormente, o citosol é capaz de modular os sinais para o núcleo. Pouco se conhece a 

respeito das propriedades detoxificantes do núcleo, que deve apresentar fatores de 

transcrição sensíveis ao equilíbrio redox (MITTLER, 2002). Vale ressaltar que, segundo 

resultado obtido previamente pelo nosso grupo, análises confocais da localização de 

OsAPx1-GFP em células BY-2 de tabaco revelaram a possibilidade desta enzima estar 

também localizada no núcleo (TEIXEIRA, 2005). Uma vez que o H2O2 pode ultrapassar 

membranas (HENZLER & STEUDLE, 2000), o efeito do acúmulo desta ERO nos 

peroxissomos nas plantas silenciadas para os genes OsAPx3 e OsAPx4 pode ter sido 

reduzido pela ação das APx citosólicas, caso a atividade das próprias enzimas 

peroxissomais fossem ineficientes. Sendo assim, seria mais difícil o aumento de H2O2 nos 

peroxissomos ocasionar sinalização para modificar a expressão gênica. 

O complexo mecanismo antioxidante é capaz de superar a falta de uma enzima pelo 

aumento da atividade de outra enzima. Frente à importância dos mecanismos antioxidantes 

para o adequado desenvolvimento das plantas, os organismos desenvolveram enzimas com 

atividades sobrepostas e complementares, como é o caso da Cat e APx. As análises 

bioquímicas das plantas OsAPx1/2s mostraram indução da atividade de outras enzimas 

antioxidantes provavelmente para compensar a falta da atividade de APx. 

As ERO devem ter sua concentração finamente regulada para evitar danos oxidativos 

e induzir a defesa da planta mediante sinalização.  A análise das plantas OsAPx1/2s em 

situações de estresse revelou que a sensibilidade das plantas é dependente da intensidade 

do estresse. As plantas RNAi não resistiram ao estresse com 100 ppm de alumínio, 

entretanto em menor concentração as plantas foram levemente afetadas, não sendo 

distinguidas das plantas não-transformadas. Em algumas situações, como visto em 

estresses em concentrações de 20 ppm de alumínio ou 25 mM de cloreto de sódio (dado 

não apresentado), as plantas RNAi mostraram-se mais resistentes que as plantas controle. 

Como descrito por Ishikawa e colaboradores (2005), pequenas doses de ERO podem 

mimetizar uma situação de estresse e conduzir as plantas à aclimatação. Nas situações 

analisadas, é possível que a concentração de H2O2 nas células das plantas OsAPx1/2s 

encontrava-se em nível adequado de indução prévia das respostas ao estresse, conduzindo 

as plantas a tolerarem as situações desfavoráveis leves. Frente a estresses intensos, o nível 

reduzido de APx não foi capaz de ser compensado por outros componentes antioxidantes, 

resultando em maior sensibilidade nessas situações do que em plantas controle. 



 

115 
 

 

Estudos mostraram que a superexpressão de enzimas antioxidantes combinadas é 

capaz de aumentar a tolerância a diversos estresses (YABUTA et al., 2002; BADAWI et 

al., 2004; ROSSEL et al., 2006; TANG et al., 2006; LEE et al., 2007a; LEE et al., 2007b; 

LU et al., 2007). Frente aos resultados obtidos sobre as APx citosólicas e peroxissomais foi 

observado que a alteração da atividade de cada enzima APx é capaz de provocar diferentes 

efeitos nas plantas. Acredita-se que a obtenção de plantas resistentes a múltiplos estresses 

somente será possível ao serem combinados diversos genes com funções complementares. 

Entretanto, primeiramente, muitos estudos em biologia básica necessitam ser realizados 

para aprimorar o entendimento do complexo mecanismo antioxidante. 

A redução da expressão transcricional de APx pelas diferentes plantas RNAi obtidas 

e especialmente a análise mais detalhada das linhagens silenciadas para os genes OsAPx1 e 

OsAPx2 demonstraram que essa estratégia é eficiente para o estudo funcional de cada 

isoforma de OsAPx e para a determinação da função específica dessas isoformas nos 

diferentes compartimentos na célula. 

O silenciamento pós-trascricional resultou em diferentes sinais na planta para cada 

gene que teve sua expressão reduzida. Inclusive, os efeitos na expressão gênica e na 

morfologia e desenvolvimento das plantas foram diferentes quando apenas um gene foi 

silenciado ou ambos genes da mesma localização subcelular. Com os resultados obtidos, 

foi possível observar que alterações diretas no nível redox no citosol são capazes de 

influenciar a expressão gênica dos outros membros dessa família gênica mais intensamente 

do que quando é feita redução dos genes APx localizados nos peroxissomos. A 

compartimentalização subcelular parece importante para a determinação da sinalização 

adequada para a defesa das células aos fatores ambientais que a planta está submetida.  

O presente trabalho consistiu no desenvolvimento de ferramentas para a 

determinação da função das isoformas citosólicas e peroxissomais das APx. As análises 

moleculares e fisiológicas iniciais aqui desenvolvidas revelaram que as plantas silenciadas 

têm grande potencial para o estudo funcional desses genes. Como perspectivas imediatas 

deste trabalho estão: i) serão realizadas análises do transcriptoma e do proteoma das 

plantas transgênicas em comparação com plantas não silenciadas, tendo em vista o 

aumento dos níveis do H2O2; ii) análise das respostas dessas plantas ao ataque de agentes 

patogênicos como fungos e bactérias; iii) análise do potencial fotossintético das plantas 

silenciadas; iv) análise das plantas silenciadas frente a outros estresses abióticos, tais como  
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salino e alta intensidade luminosa; v) desenvolvimento de novas linhagens OsAPx2s; vi) 

comparação dos efeitos das plantas RNAi com plantas mutantes por inserção.     

O conjunto de resultados descritos nesse trabalho revelaram que, para o equilíbrio 

homeostático e sobrevivência em condições extremamente variáveis, as plantas 

desenvolveram  um mecanismo antioxidante altamente complexo e eficiente. A elucidação 

completa desse mecanismo vai requerer estratégias envolvendo estudos que abrangem as 

diferentes áreas da biologia.   
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APÊNDICE 1:  
 
 

Seqüências genômicas e cDNA dos genes OsAPx e alinhamento dos iniciadores 
utilizados nas construções RNAi e para análise da expressão transcricional por RT-
PCR quantitativo. 
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Seqüências de iniciadores: (A seqüência realçada é a região que se alinha ao gene OsAPx, 
a outra região do iniciador corresponde a parte do sítio de recombinação ao vetor.) 
 
 
 

Seqüência de iniciadores utilizados para a construção RNAi 
OsAPx1/2s 5’CGCCGCCAACGCCGGCCTCGA 

5’CACTCAAACCCATCTGCGCA  
OsAPx1s 5’AAAAAGCAGGCTCCCTACAAGGAGGCCCACCTCA 

5’AGAAAGCTGGGTCCCGCATTTCATACCAACACA 
OsAPx2s 5’AAAAAGCAGGCTCCCCAAGTGACAAAGCCCTCAT 

5’AGAAAGCTGGGTCAAGGCGCAAAATACAAATCG 
OsAPx3/4s 5’CACCTCCTGATGCTAAGAAAG 

5’GGATCTTCCAACAATGCCT  
OsAPx3s 5’AAAAAGCAGGCTCCCGAAAGATCAGGATTTGATGGT 

5’AGAAAGCTGGGTCCCCAGCTCAGATCGCTTCTTGT 
OsAPx4s 5’AAAAAGCAGGCTCCTGACAAGGCATTGTTGGAAG 

5’AGAAAGCTGGGTCCAGCTGCAGCAACAGCTACC 
 
 

 
Seqüência de iniciadores específicos para amplificação dos genes OsAPx utilizados para 

análise do acúmulo de transcritos por qRT-PCR 
OsAPx1 5’CTCGAGCTACAAGGAGGCCCACCTCA   

5’GGTACCTCGAGCCGCATTTCATACCAACACA 
OsAPx2 5’ACCTGAGGTCCCCTTCCA 

5’CTCTCCTTGTGGCATCTTCC 
OsAPx3 5’GGAGTTGTTGCCGTTGAAGT 

5’ACCATCAAATCCTGATCTTTC 
OsAPx4 5’CTCGACTGACAAGGCATTGTTGGAAG 

5’GGTACCTCGAGCAGCTGCAGCAACAGCTACC 
OsAPx5 5’CTCGAGAGGGCAATCTTGGACATCTG 

5’GGTACCTCGAGGATCAAACTTTGCCCCAAGA 
OsAPx6 5’CTCGAGAGGGCAATCTTGGACATCAC 

5’GGTACCTCGAGGATCAAACTTTGCTCCGAGA 
OsAPx7 5’CTCGAGGAGCAATCTGGGTGCAAAAT 

5’GGTACCTCGAGGACTCGTGGTCAGGAAAAGC 
OsAPx8 5’CTCGAGGCTGCGAAATACTCCTACGG 

5’GGTACCTCGAGAGGAGGTCATCAGACCATCG 
  

 
 
*Seqüências sublinhadas referem-se às regiões transcritas do gene. 
**TAA: refere-se ao códon de terminação de tradução 
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OsAPx1 
 
Seqüência Genômica TIGR: LOC_Os03g17690 
ATGGCTAAGAACTACCCCGTCGTGAGCGCCGAGTACCAGGAGGCCGTCGAGAAGGCCAGGC
AGAAGCTGCGCGCCCTCATCGCCGAGAAGAGCTGCGCCCCTCTCATGCTCCGCCTCGCGTA
AGCCGTCGCCCTCGCACTCGCTCGCTTCTAGGTTTTGTGTAGAGGCGGATTTCCGTAGACT
GATCCGGTTTTTGTGGAGACGGATCGCGCAGGTGGCACTCGGCGGGGACGTTCGACGTGTC
GTCGAAGACCGGGGGCCCGTTCGGGACGATGAAGACCCCGGCGGAGCTGTCGCACGCCGCC
AACGCGGGGCTGGACATCGCGGTGCGGATGCTCGAGCCCATCAAGGAGGAGATACCCACCA
TCTCCTACGCCGATTTCTACCAGGTTCGCCGCGAGCCCCGGATAGATCTGGATGGACGGCC
CCGATCTGGTCAAACGGACGTGGTTCTGATGTTTTTTCCCCGTTGTTTTTGCGCAGCTTGC
CGGAGTTGTGGCCGTCGAGGTGTCCGGTGGACCTGCCGTCCCCTTCCACCCAGGAAGGGAG
GTGAGATTTCCTATTACCTTTCAACTCTTGGGGTTTTTCTCAGGGTTCTAGTTAGGCCTTG
ATATGGCAGTGGTAAACTGGATGGCGTGTGGATTTGTTTGTGATGCCACGAGATTAGTCGT
AATTTGTTAGTGCTCCATTGATGTGTGTGCTTTTCATTTGTGGGGACTGGGGGTTGGTGGT
TCCTAGAGAGTAGACAAAGTGATCACCACTAATCTAAGGCCAGCAGTATAATAATATTTTA
ACAGTACGGACTTTTCTATATTATATACCCGGATAATACCGTCAAATTGGGTTTGTTCGTA
TTCTTGTTGGTGGGTCGGCGTTACTTGACATCCTCTAGATCTAGAGGTGGTTAAATATCCG
TGACCTCATTTACATTTCCGTAAGACCTTGTTTATTTACCATAAACATGCTAATTGTTATT
TTTTAGTTATTGTTGGCTCATGTGTTTGTGTCAGTTGAGTCACATAGGATTCATTTTCATG
CATGCTGTATGGTGTGAAGTTTGTTATCCATTCATGCACAAGGATATTATTTTTAAGGATG
TCGCCTTATCCTTTTTCTTTGTAGTCTGGCTATTCTCAAAGTAGTCACTGATTTACCATGG
TTGTTTGCGGCATTTCCCTGTTCAGGGTTTTGATAGTTACTGATCTTTCATTTTATCATTT
TTATTTTTTACTCAGGATAGTAGTTCTCATCCTAATCGATGTCATACTCTAAACCATGACA
AATAAACAATTATTTTCTGAATTAATGGAAGAAGCCTTGGGGACCTGGAAGAAGCCTTGGG
GACCGGGGTTGTTTCCGTTCTCTATGCATGATATAGTTTGATCTGTTGGATTGTGCCATGT
AGGATATTTGTTGTGCTTTGTGAATATAAACTTAAGAAAGCATCCATTATTTACAAGTCTA
GTTGGTTCAGATAAAGTATATTAGGGCCTCCCAACTTATTGCATTGACATAAAATGATAAT
TAGGGGTTCAATCTGAAGGCAGTTGGAAAGCTTAATGAAAAAACAGTGGGCCGATATATAT
CTATATGTTATGTTTTAGGAAACTTTAGAAAGGTGACTTGGTGCTTGTTTTAGGATATAAT
AACTGTTATGGATATATCTTTTTTTATAAATACATAATGTTCAGTAATTATTATGCACCTT
CAACAATATCACCGATGATAGTAATATATATCATATATGTAACATTATACAGTGCTTAAAA
TTTGCTTGTGCATATCTGGCTCATCTTTATATTTATTTCTAAAATGGAGAGATGATTAAGT
GTTTTTTTATGTTCCATTTTATATTCATTGTGTTGTTAATTGAGATTGTTTTCATCCTTCC
TTGACCTTTTGCAGGACAAACCTGCACCCCCACCTGAGGGCCGTCTTCCTGATGCTACCAA
GGGTATGTTGCCAGTTTACACTACTAGTCTCTTCCAGGAACTATAGAAACATTCACCACTA
TTGCCATAAAAGAAACCCTTGCAAATAAGTCATCCTTTAAAATGTTTTTGTTTCTGCAATA
GTTGAGGTGTTATTTCTGTGTAGCACATCTAAAATGCTTAGTTATGGTAGAAGTTTTTCCC
ACTGCACACTTGACAAATGATTCCTGTGTTGTTGTAGGCATGTTGTATTTTTCTGCATGCT
TCATTTCTGATATGATCCTGCTTTGACCTTGTTCTAGTAAACCTCATGTAAAGCACCATTG
CTTACACTTTGAGCTTGATTGCTTTACCAGGTTCTGACCACCTAAGGCAGGTCTTCGGTGC
GCAGATGGGCTTGAGTGATCAGGACATTGTTGCCCTCTCTGGCGGTCACACCCTGGTTAGT
TTGGCTATTAACCATTGTATGCCTCTGCAGTATGTAGGAGTACATGTTCTAATGTCGGATT
TCTGTGCTTTGTTCTGCAGGGAAGGTGCCACAAGGAAAGATCTGGTTTTGAGGGACCTTGG
ACAAGAAACCCTCTGCAGTTTGACAACTCTTACTTCACGTAAGCGATGTTACGAGTGGTTG
AATTTTGTTCTTATGCTGAACAAAGTTGGTAACAAAAATGTTGAACTCATCTCTCCGCGAC
GATTTTAATAGGGAGCTTCTGAGTGGTGACAAGGAGGGCCTTCTTCAGCTTCCTAGTGACA
AAGCCCTGCTGAGTGACCCTGCCTTCCGCCCACTCGTCGAGAAATATGCTGCAGTATGTCT
CCTATCAATCATCATCTTGTGTTCCACGTTTTGCATCTTGTGTTCCTCGTTTTGCAGAGAT
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ATGCCAGAACATGATACTGATTGTGTTTTTTTTCCCCAATTCTGCTAGGATGAGAAGGCTT
TCTTTGAAGACTACAAGGAGGCCCACCTCAAGCTCTCCGAACTGGGGTGAGTAATGGTTTG
TCAATCCATTTATCGTGTTATCTTTCATGACAACAAGGTCATGGTAGCTAATTGTACTCTT
GTGATTTCAGGTTCGCTGATGCTTAA 
 
 
 
Seqüência cDNA completo (Número de Acesso NCBI: D45423 e ES351505) 
TCTCCTCCTCCTCCTCGATTCGGAGCTCCACCCGCAGCCATGGCTAAGAACTACCCCGTCG
TGAGCGCCGAGTACCAGGAGGCCGTCGAGAAGGCCAGGCAGAAGCTGCGCGCCCTCATCGC
CGAGAAGAGCTGCGCCCCTCTCATGCTCCGCCTCGCGTGGCACTCGGCGGGGACGTTCGAC
GTGTCGTCGAAGACCGGGGGCCCGTTCGGGACGATGAAGACCCCGGCGGAGCTGTCGCACG
CCGCCAACGCGGGGCTGGACATCGCGGTGCGGATGCTCGAGCCCATCAAGGAGGAGATACC
CACCATCTCCTACGCCGATTTCTACCAGCTTGCCGGAGTTGTGGCCGTCGAGGTGTCCGGT
GGACCTGCCGTCCCCTTCCACCCAGGAAGGGAGGACAAACCTGCACCCCCACCTGAGGGCC
GTCTTCCTGATGCTACCAAGGGTTCTGACCACCTAAGGCAGGTCTTCGGTGCGCAGATGGG
CTTGAGTGATCAGGACATTGTTGCCCTCTCTGGCGGTCACACCCTGGGAAGGTGCCACAAG
GAAAGATCTGGTTTTGAGGGACCTTGGACAAGAAACCCTCTGCAGTTTGACAACTCTTACT
TCACGGAGCTTCTGAGTGGTGACAAGGAGGGCCTTCTTCAGCTTCCTAGTGACAAAGCCCT
GCTGAGTGACCCTGCCTTCCGCCCACTCGTCGAGAAATATGCTGCAGATGAGAAGGCTTTC
TTTGAAGACTACAAGGAGGCCCACCTCAAGCTCTCCGAACTGGGGTTCGCTGATGCTTAAG
AGGTTTCTAGTCTACTACTGCTAGTACATTGCCCGTGGTACTCTTGTTTTGCATCTAGGCT
AGGGCCAGTGTGAACCAGCAGACTACCACTGTGAGTCGCCTCTGTAATAAAATTTGTTCGG
CCTATGGCATCCTCAGTACGTTGTCAATGTCTCGGTGGGCTGTTATGCTCAACTGCAATGC
TGCATCCACTGAAACCTCTTTCTAGATGTGTTGGTATGAAATGCGG 
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OsAPx2 
 
Seqüência genômica TIGR: LOC_Os07g49400 
ATGGGCAGCAAGTCGTACCCGACGGTGAGCGATGAGTACCTGGCGGCCGTGGGCAAGGCGA
AGCGCAAGCTCCGCGGCCTCATCGCCGAGAAGAACTGCGCCCCACTCATGCTCCGCCTCGC
GTAACTTTCTTCTTCTTCTTCTTCTACTGATTAATTTCCAGAAGATAGAGTAGGAGGAGTA
GATGTTGAATTGCAGTGGCTGGCTGGCTGCAGGTGGCACTCTGCTGGCACCTTCGATGTGT
CGTCGAGGACCGGCGGGCCCTTCGGCACCATGAAGAACCCCGGCGAGCAGTCCCACGCCG

CCAACGCCGGCCTCGACATCGCCGTCAGGCTTCTCGACCCCATCAAGGACCAACTTCCCA
TCCTCTCCTACGCCGACTTCTACCAGGTAAGGTTCACTTCCCTCCCTTCCTCCCTTCCTTC
CTCTCAACTCATCAACCTCTTAATTGGAGTCTCTCCCTCTCTATTGGCAGCTTGCTGGCGT
TGTGGCCGTCGAGGTCACCGGCGGACCTGAGGTCCCCTTCCATCCGGGCAGGCAGGTCAGA
ATCACATTTCCCATCCCTAAACCCTCTCCCTCTCTCTCCCCCCTTCTTCTTTCTTCTTCTG
GTAGATGCAAATGGTATTTTTCTTAAGTCAATTCTTTTCTTTCGTCATCTTGTACGCCGCT
GTTTCCTTTCCCTGAATTCTCCACTGTCTTGTGAATGTTGATGATGTGATGTGTTTGTTTC
TAGGACAAGCCTGAGCCTCCTCCTGAAGGCCGTCTTCCTGATGCCACACAAGGTATTAAGA
TTTCCTCTGTATTAAGTTACCCCTATGACAATGCATTTCCCAATGTGTTGGTGATTAAATT
TTCTAGATCTATGACCAGCATTTGTATGTGCTACTGATGGAGTAGTTCATATTGCAAGTCC
ATTACCAGAATTCTTTCATGCTTAAGTAAGTTGTGTAACCTACATAAGACTAAAATTTTCC
AACCCTGTTTATGCAAACCACATTACTAAAGTTTGTTTTGTGTTCCTGTTTATTCTTCTTT
CTTATATGGAGCATACATGTTACCTGTGTGTTCTTTAATTAACAGTGTGCCAATTTGTGGA
TGCGAGATAACTAATATGTCATGGTCTTCTGGCTGTTGGTCCAGGTTCTGACCACCTAAGG
CAGGTCTTTTCTGCGCAGATGGGTTTGAGTGACAAGGACATAGTTGCTCTTTCTGGTGGT
CACACCCTGGTTGGTACACTTGTGCAATTGCCCTAGTGTGTTTCTCATATCTTGTAACCGG
AAGGGTTATTCATGCAGCTTCACTTCATCTTCTGTAGGGAAGATGCCACAAGGAGAGATCT
GGCTTTGAGGGAGCCTGGACGTCCAACCCTTTGATCTTTGACAACTCTTACTTCACGTGCG
TGATCTCTGATTCTTTTTAAAGATGCATCCTGTCTGTTGATAAACAGCCAGCCACAGCTTG
TTTCCTTGTATGCTAAAGAATGAAAACCAAAATCTCCTCTCGATCAACAGCGAGCTTGTGA
GTGGCGAGAAGGAAGGCCTTCTTCAGCTGCCAAGTGACAAAGCCCTCATGGCTGACCCAGC
CTTCCGTCCACTGGTGGAGAAATATGCTGCGGTACACCCCTTGATCCTTGCATTATTTTCT
CTCGTCTTCTTTCTAAAGAGTTGTTTTTTTTAAAATAAAAGAAATAAGAGAAATGGATCAT
CGTTGATCTCTTAAAAAGTAGATGATTGTTGCCTGATATGTAGGATGAGGACGCCTTCTTT
GCGGATTACGCCGAGGCCCACCTCAAGCTCTCTGAACTGGGGTAAGGGATGCAACTGGTGT
GCTTGTCTGTGATGCGTTATTGGAGTGCTTTGTGCCAGAGTTTCACTAATTATTGTTGTGT
TTGTGGGTTTCAGATTTGCTGAGGAATAA 
 
 
 
Seqüência cDNA completo (Número de Acesso NCBI: AB053297): 
AGGTGAGTTGAGTTGGGGATTGATTGATTGATTCGGATTGGGAAGAAGAAGAAGCAGGGGA
GCATGGGCAGCAAGTCGTACCCGACGGTGAGCGATGAGTACCTGGCGGCCGTGGGCAAGGC
GAAGCGCAAGCTCCGCGGCCTCATCGCCGAGAAGAACTGCGCCCCACTCATGCTCCGCCTC
GCGTGGCACTCTGCTGGCACCTTCGATGTGTCGTCGAGGACCGGCGGGCCCTTCGGCACCA
TGAAGAACCCCGGCGAGCAGTCCCACGCCGCCAACGCCGGCCTCGACATCGCCGTCAGGC
TTCTCGACCCCATCAAGGACCAACTTCCCATCCTCTCCTACGCCGACTTCTACCAGCTTGC
TGGCGTTGTGGCCGTCGAGGTCACCGGCGGACCTGAGGTCCCCTTCCATCCGGGCAGGCAG
GACAAGCCTGAGCCTCCTCCTGAAGGCCGTCTTCCTGATGCCACACAAGGTTCTGACCACC
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TAAGGCAGGTCTTTTCTGCGCAGATGGGTTTGAGTGACAAGGACATAGTTGCTCTTTCTG
GTGGTCACACCCTGGGAAGATGCCACAAGGAGAGATCTGGCTTTGAGGGAGCCTGGACGTC
CAACCCTTTGATCTTTGACAACTCTTACTTCACCGAGCTTGTGAGTGGCGAGAAGGAAGGC
CTTCTTCAGCTGCCAAGTGACAAAGCCCTCATGGCTGACCCAGCCTTCCGTCCACTGGTGG
AGAAATATGCTGCGGATGAGGACGCCTTCTTTGCGGATTACGCCGAGGCCCACCTCAAGCT
CTCTGAACTGGGATTTGCTGAGGAATAAGAAGCCTTTAGAGAGCGGGATATCCGCAAAAGA
TTAATGCCGATTTGTATTTTGCGCCTTAGAGTCAGTACGATCAAGACTGTCGTGGCGGTTG
TAATAAAAATTAGTGCGCTTTGGGCCATCTTTTTATGTGATTCCAATTGTCTTTCTCTTCA
TTCTTGCTTTGATGCTCTTTGTCTGGACCTCTAGACCGCCGTATTGTACTGTGGAGTTTCA
AAGTTACCAAGCTATTTGCTGTCAAGATAACTATGGATTGAATTCCCCTTGATGGATGAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAA 
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OsAPx3 
 
Seqüência Genômica TIGR: LOC_Os04g14680 
ATGTCGGCGGCGCCGGTAGTGGACGCGGAGTACATGGCGGAGGTCGAGAGGGCGCGCCGCG
ACCTGCGCGCCCTCATCGCCAGCAAGAGCTGCGCTCCCATCATGCTCCGCCTGGCGTGCGT
TGCCGTTTCATCTTCTTCTTCTTCTTCCTTTGTCTCTGCTGTCCTTGCTATGCTCCACGAT
CGTGTATGTCTAGCTCGCCGCTGATGTCGTCTGCTCTGGCGCCGCCGCCGCCGCCGGCCGC
CGCTGTTTTTGCGCAGGTGGCACGACGCCGGCACGTACGACAAGGCGACGAAGACGGGAGG
GCCCAACGGCTCCATCAGGTTCCCGCAGGAGTACAGCCACGCCGCGAATGCGGGCATCAAG
ATTGCTATTGATCTGCTAGGTCTGTGCATGTTTCTGTCAGATTCTTGTTCAGGATGTGAAC
TTGTTTTTTGATGCTGTTGTTGTTAATTTTGTTCTGACCTTAACAAGTTTGATTTGAGATG
ATATATATGGTTCTTTCATGTGGTGCAGAACCGATGAAACAGAAGCATCCCAAGATTACCT
ATGCTGACCTGTATCAGGTAACTCAGCTGCATATTTGAACACTAACAAGTAACCTTACAAT
GGGCCTGTTCGGCAGCTCGATTACGCAGCTGTTTTGGCTGTGCTGTACAGCCCAGCCGTTC
GTCTGCCTGTTGGCTGGCAGCGGCCTGGCTGTTGGCTGCCTGCAGCCTCTACAGCCGCTGT
TAGCTAGCTGCTGTAGCACTGTAGCTGCTGCTGCCGTGCAGCTGCAGCGCTGCAGCAGCAA
TCTCATCCGAACAAGCCCAATCCTACTTTCCTGCTGGTAAACTTCACCAATCACATACCAA
TTATAAATCTCATCACCTCTAATTTCAGCTTGCCGGAGTTGTTGCCGTTGAAGTCACCGGT
GGGCCAACTATAGATTATGTTCCTGGCAGGAGGGTGAGTTGATGCATCGACATTGATTTTT
TTTCCAGACTGAATATCTTATGAAACCATCTTGAGTTCTCCTTTTTTTTTTCTCATTTATC
TACAGGATTCTTCAGATTCCCCAGAGGAAGGCCGTTTGCCAGATGCTAAGAAAGGTTGATT
CATGACCCGTTATCTCTGCTCCTATCTACTAATCTAAAATAAAATATCAGCTCCAATGCAT
TGATACTTTTTTCTGTGATTTCTTGGGTTAATTTTGCTAATTATAAATGATTAAATGAAAT
GAGCGCTGAAACCTTCCAATATGTTGTATGCACAAAGTTCAGATGATACAATTAAATTCGA
AATTTTGTTTTTCTGGATAATTTGCTTCAAAAATGTCAAAGGTATTTAGTTTCTTGTACTA
TATTTTACTTTTTTGAAAAGGTGCTGCGCATCTGAGGGAAGTCTTCTACAGGATGGGCTTA
TCAGACAAGGACATAGTAGCACTCTCAGGCGGCCATACTCTCGTATGCAACATCATCTTTC
TACTGGTGTATATAATATATCAACTACTATTTTCCAGCTAAATTAGAGATCATGTTCTGAA
TAGTTCATTTTCAGGGGAAAGCTCGTCCCGAAAGATCAGGATTTGATGGTGCCTGGACAAA
GGATCCACTGAAATTTGACAACTCCTATTTCATGTAAGATTAAATATGACTTGTCCCTCCA
CAGAATTAATTATTGATGGTGCTTGGACAAAGAATCCTCCGAAATTTGATAACTCCTATTT
CATGTAATATTAAATATGACTTATCCATCTATAGAATTAATTAAATATCACCATTTGCTTC
AATGCAGTGAGCTTCTGAAAGAGAATTCAGAAGGGCTTCTGAAGTTGCCTACTGACAAGGC
TCTTGTTGAAGATCCTACATTCCGCCGCTATGTCGAACTATATGCCAAGGTACATCGCATT
TATATCCCAAATCTTTTCTATTCACTGTAACATTTCAGGTAGCTTATCAGGATGGTAATTA
ATTTTTTTTCTTTTCTGAAAATCGTAGTGCTTCTGTAAATGTCATGTTTTCCTTTGTTATG
GTAATCACAATAGTTTGTAAACTATAAACTTTCTGATAGATTGCATTAGTATTGCACAAAT
AGAAACCTAACCAGAATGATGTGTGCAATGAGCAATTGAGCATTCTCTAGTTAGTAGTTAA
TGAGTTCTTGATTTGCTAACAATAATTTGTATTTTTCTTTGTAGGACGAAGATGCATTTTT
CAGGGACTATGCAGAGTCGCACAAGAAGCTATCTGAGCTGGGGTTCACGCCTCCTCGCTCT
GCATTCATCTACAAATCATGCCAGAAACCAAAGTCCCTGTTGATGCAAACTGCAGCTGGGG
TTGCAGTTGCTGCTGCAGTTGTCGCATGGGCTTACCTCTGTGAATCCAACAAGAGGCTTGG
CTAA 
 
 
 
Seqüência cDNA completo (Número de Acesso NCBI: AY382617): 
CTATCACCTCTCCTCGGATCGTCAGCAACAGCGGCGGCGATGTCGGCGGCGCCGGTGGTGG
ACGCGGAGTACATGGCGGAGGTCGAGAGGGCGCGCCGCGACCTGCGCGCCCTCATCGCCAG
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CAAGAGCTGCGCTCCCATCATGCTCCGCCTGGCGTGGCACGACGCCGGCACGTACGACAAG
GCGACGAAGACGGGAGGGCCCAACGGCTCCATCAGGTTCCCGCAGGAGTACAGCCACGCCG
CGAATGCGGGCATCAAGATTGCTATTGATCTGCTAGAACCGATGAAACAGAGGCATCCCAA
GATTACCTATGCTGACCTGTATCAGCTTGCCGGAGTTGTTGCCGTTGAAGTCACCGGTGGG
CCAACTATAGATTATGTTCCTGGCAGGAGGGATTCTTCAGATTCCCCAGAGGAAGGCCGTT
TGCCAGATGCTAAGAAAGGTGCTGCGCATCTGAGGGAAGTCTTCTACAGGATGGGCTTATC
AGACAAGGACATAGTAGCACTCTCAGGCGGCCATACTCTCGGGAAAGCTCGTCCCGAAAGA
TCAGGATTTGATGGTGCCTGGACAAAGGATCCACTGAAATTTGACAACTCCTATTTCATTG
AGCTTCTGAAAGAGAATTCAGAAGGGCTTCTGAAGTTGCCTACTGACAAGGCTCTTGTTGA
AGATCCTACATTCCGCCGCTATGTCGAACTATATGCCAAGGACGAAGATGCATTTTTCAGG
GACTATGCAGAGTCGCACAAGAAGCTATCTGAGCTGGGGTTCACGCCTCCTCGCTCTGCAT
TCATCTACAAATCATGCCAGAAACCAAAGTCCCTGTTGATGCAAACTGCAGCTGGGGTTGC
AGTTGCTGCTGCAGTTGTCGCATGGGCTTACCTCTGTGAATCCAACAAGAGGCTTGGCTAA
TTTAATTTGCATCGATCACAATGATCGTTATTTCGTCTCAACCACTAATGGCTGTACAATA
AGAAGGTACTCGATTGGAACATTTGGATGATGTATATGTGTTTGTTGGTATATATATGTGA
GTGCTGCTAAGTCTGCTATGTTG 
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OsAPx4 
 
Seqüência genômica TIGR: LOC_Os08g43560 
ATGGCCGCCCCGGTCGTGGACGCCGAGTACCTCCGCCAGGTCGACAGGGCGCGCCGCCACC
TCCGCGCCCTCATCTCCTCCAAGGGATGCGCGCCCATCATGCTCCGCCTCGCGTACGTACC
TACCGGCCTACCCCCCATCTCCTGCTCCTCCTAGAACCCTCCCCTAGTTCCTAATCCTTGT
GATGGATTCGCGCGGCGGTGGCGAGGGAGGGAGCTCTCGTGTGTTTGGATTTGGAGCCCGC
TCGGCTCTGCTTGCCTCGAGTGGTGGGATGAGTTACTGCTGGTGGTGGTGAGATGGGTCGC
TTGCGATTGCGAGACTGTATGATTGGGTTTGGTTAGTTGCTTGCGGCGGGTACCTGCGCTG
GTCCGTGGCGTGGCTGTTGGGCGAGGCAATTCGACGAACACCTTGAGTGCGTGCGCGCCTG
CTTTGGATGGCTCCCAGATTTGGTTTTGATTGTGTGACTGCGCCTTTGGAATTAACGAGGA
ACGGCGGACGATGTTTAGTTCGCTAGTTCACATGTAGAGTGCACGCGTTTTTCTGTTGATC
CGTTGGTTCTCTCATACTAGTCAGGAAACTAGCAACCTAGCAGGGGAGAGCGAGCATTTTT
AATCACTCCCCATATTCCGTCATAACGGCAATATCGCAGGAAGCTAAGACGAATTTCTTAT
TTCTGTCTATAGTAGGTGTTCCACTCCATGAGCTTCGTGTTACATTTGTGGAGCTGATGAG
AGACCAGTGTTACAAACTGGAACAAATAAGTGATGTTTCATTATCTAAAAAAAGGGGATGT
TTGCACTACTGCTGCAAATGTTCTATGTATATTGTAATTACGAATGGACTCAGAAGAAGCA
TTACCATTTAACGCACCATTACAGATAGTGCAGCGTGTATTTGCTAATTAATTAGTACTTT
ATATATGGAATTGTGATTTTTTTTATCTTATATGTTGTATACAGTGTTCTTCTGTAATGTA
CTATGAGTTTTTCTCATTTATCATGGAGGATATTCTGCGTGCTCTTGGATTACTCTTGGAC
TAAAACTTAGTTCCTGTGCACTCCCTTGCAGATGGCATGACGCGGGCACTTATGACGTGAA
CACAAAAACTGGTGGTGCAAATGGTTCAATTAGATACGAGGAAGAGTACACTCACGGTTCA
AATGCTGGTCTAAAGATTGCTATTGATCTTCTCGGTATGTATTGTTTGTCCCCAATGTGTT
CCTAGATGATTAGACGAAAGTAGCTTTCACTTTTCCCCCATTGTCAGAATGGCTCTAGTTC
CCTTTAAACCACTCATCAGCTATATGATTGATGCCTCTTAAGAAATCAATTTGAGTTTTCT
TGTCAGTTTCTCAAAATTCTTTTCTTTTTCTATTGTTTTGGGTTTTACCTTGATCGGACTA
CAAACTAACTCTTTTTTTTCTCTAATTCGGGGATCAAATATTTTGGGAGAAATAACTAAAA
AACAAGAAACTCCCATATTTTTGCAACTATTCTCAATGGTGTTGCAGTACTCACCACTCTT
CTCTGTACAATTGCATTATTTACCTGTTCCACGTTATCTAGTTTATTGTTATATTGTCACT
TTATTCAGTGATGAAATAAATCGAATGATTACTTATGCTTCTCCAATTGTCTTTTACTGTA
ACAGAGCCTATTAAAGCCAAGAGCCCTAAGATCACATATGCTGACCTTTATCAGGTAAATT
AGCGTTGCTTGAATTGGTTCTTGTGCTGCCAACTTATTATAAGAGTGCCTTGATACTGTGA
CATCTTTTTTTTTTCTTGTCGCACATTTGATCTTTTTTATCTTATCGATTACTGTGTAAAT
TTTTAAGATCCTAACTAGATTTTTCTTACAGCTTGCTGGAGTTGTTGCAGTTGAAGTTACT
GGGGGTCCAACTGTTGAGTTCATTCCTGGAAGACGTGTACGTGAAATAACATTTCTTTATG
AATGGATGCATCTTTTATTGATTCACACTTATTAAGTTCTTTTGACCTGAATCAGGATTCG
TCAGTTTGCCCCCGTGAAGGGCGTCTTCCTGATGCTAAGAAAGGTAATTGCCACAAACTA
TTCTTTGAACTGGTCTACCTTTTCTTTTGTCATTATAATCATGCTTCCTGACTCCTAGTGT
TTGAAGCAATGAGTCAAAATATGTGTTAGTATTCTACATGTATCACATTTAGTCCCATGCA
TTTCTCCTGTACTTGTCTGCTAGTACTCATGTTCTGGCATTTAGTACTTAGTGTTGCTTGA
GACAACCCAGTTCATGCAATACATACCGTAATATGTACATTATCTTAAACACACATACATC
TCTTCATAGATGGGAGCCTCGTCTTTCATTTATCTTATATTCCTGCATATCTGGTATAGTT
GTCATTTAGGTGTCATACCAGCAGGTGCTGTTGTATGTCTGGTAATTTGTTTTATGTTATT
TATCTGTTTTCCTATTCCTTCTGCCGAAGTCTGTTTTCCTTTCTTACATTTACTGGGATGC
AAGGTGCCAGTTCCTATTTTAGTATTTTAATAACTGGTGCCAGAATCCTGTTTTGATATGT
ATAATCGTAATCATATATCTATTTTTATGGGGGTATATCTGCATTTTATCTTTGTTTCATG
AGCAGGTGCACTGCACTTGAGGGACATCTTTTACCGGATGGGCTTATCAGACAAAGATATA
GTAGCTTTATCTGGGGGTCACACTCTGGTAAATGCTCTAATTAATGTAGAATTTGTGTAAT
GGTAATCCTGATTCTTCATGAGAAGCACAGTTTTAACAACTCGCTTTATACTTCAAGGGAA
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GGGCACATCCTGAAAGGTCTGGATTTGAAGGCGCATGGACTCAGGAGCCTCTGAAGTTTGA
CAATTCGTACTTTCTGTAAGTTGAATACAAAACTGGGTCATTTACGTACTAATTCTGGGCA
CTAGATTTGAGGTTAGAAGATAACAGTGTAATATTTTATTTAACTGCAGTGAGCTACTGAA
GGGGGAATCTGAGGGGCTTCTGAAGCTCCCAACTGACAAGGCATTGTTGGAAGATCCTTC
ATTTAGACGCTATGTGGATCTTTATGCCAGGGTAAAAAGGATCTTTTATATATATATTTTT
TTTCTATTCCTTGCACTTAAAACTCCCCCATTTTATATGCCCTTTCATCCATTTTTTAGGA
CTATAGGACCATTAACAAACTATAAAGTATTTGAATTTGTTAGTTGAAAATGCAATTAATA
GATTTATTTATTGTCAAATATGATTTCGGAGCATTATATTTTTACAACTTTTACTGCTATA
TAATTGGAAGTGAATAATTTTCAAAATGCTACAAGAACTGTGAATATTTCATGCCGACGTA
CTATGCCTTGCGGTGCTCCATAATATAAGTTTTACATTCAGAACCATTTCTTCTGTTCATA
TGGCAGGATGAAGACACCTTCTTCAAGGACTACGCTGAATCGCACAAGAAGCTTTCTGAAC
TTGGCTTCACTCCACGGAGCAGCGGCCCTGCATCTACGAAATCTGATCTTTCAACTGGTGC
TGTACTCGCACAGAGTGCTGTCGGGGTAGCTGTTGCTGCAGCTGTAGTTATCGTGAGCTAC
CTATACGAGGCTTCTAAGAAGAGCAAGTAA 
 
 
 
Seqüência cDNA completo(Número de Acesso NCBI: AK070842): 
GAGTGAGTACTAGTCACACCACACGCTTGGCTTGACGCCGCACGCCTCCGCTCCGCTCCGC
CGCCGCGGCCGATCTCTCTAGGGCTTCCAACCTCGCCGGCGACGCGACGCCACGCCATGGC
CGCCCCGGTCGTGGACGCCGAGTACCTCCGCCAGGTCGACAGGGCGCGCCGCCACCTCCGC
GCCCTCATCTCCTCCAAGGGATGCGCGCCCATCATGCTCCGCCTCGCATGGCATGACGCGG
GCACTTATGACGTGAACACAAAAACTGGTGGTGCAAATGGTTCAATTAGATACGAGGAAGA
GTACACTCACGGTTCAAATGCTGGTCTAAAGATTGCTATTGATCTTCTCGAGCCCATTAAA
GCCAAGAGCCCTAAGATCACATATGCTGACCTTTATCAGCTTGCTGGAGTTGTTGCAGTTG
AAGTTACTGGGGGTCCAACTGTTGAGTTCATTCCTGGAAGACGTGATTCGTCAGTTTGCCC
CCGTGAAGGGCGTCTTCCTGATGCTAAGAAAGGTGCACTGCACTTGAGGGACATCTTTTA
CCGGATGGGCTTATCAGACAAAGATATAGTAGCTTTATCTGGGGGTCACACTCTGGGAAGG
GCACATCCTGAAAGGTCTGGATTTGAAGGCGCATGGACTCAGGAGCCTCTGAAGTTTGACA
ATTCGTACTTTCTTGAGCTACTGAAGGGGGAATCTGAGGGGCTTCTGAAGCTCCCAACTGA
CAAGGCATTGTTGGAAGATCCTTCATTTAGACGCTATGTGGATCTTTATGCCAGGGATGA
AGACACCTTCTTCAAGGACTACGCTGAATCGCACAAGAAGCTTTCTGAACTTGGCTTCACT
CCACGGAGCAGCGGCCCTGCATCTACGAAATCTGATCTTTCAACTGGTGCTGTACTCGCAC
AGAGTGCTGTCGGGGTAGCTGTTGCTGCAGCTGTAGTTATCGTGAGCTACCTATACGAGGC
TTCTAAGAAGAGCAAGTAAGATTGCTATGTTCTTCATCAGCATGGCCTCATAGTAAGTATC
AGGGTCAAATAACAGAATTCTAGTGATGATCCAGCCATACGAACACTTCCTTCATGTCTAC
ATATACCCTATCAATATTTCATGGGGAATTATATGGAGATGACATAGCTTCACTATTTAAA
AGCACTTTGGACATATATTATTCCGTCTTCTGTGTGCTCTCTAATATCTACAAGAACAGTG
GTTTGTGTCCT 
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OsAPx5 (Número de Acesso NCBI: AK073910) 
 
Seqüência cDNA completo: 
TCCCCCCCCCCCCCCCCAAACCCTTCCTCTCCCCTCGACTCCGGCGCCGACATGGCCGTCG
TGCACCGCATCCTCCGCCGCGGGCTCTCCGCCGCCTCTCCCCTCCCTTCTCTCCGCGGCCT
CCTCCTCGTCTCCCCTCAGGAGCTCGGCAGGCGTCCGGCGAGCTCGTCGTCGTCGGCGGCG
GCGGCTGCGGGGGACGTGGAGGCTGAGCTGCGCGCCGCGCGGGAGGACGTCAGGCAGCTGC
TCAAGTCCAACCCCTGCCATCCCATCCTGGTTCGGTTAGGGTGGCATGACGCTGGCACTTA
CGATAAGAACATCACTGAATGGCCAAAGTGTGGTGGTGCGAATGGTAGCTTGAGATTTGGA
GTTGAGTTAGTACATGCAGCTAACAAAGGTCTTCTGAAGGCGTTATTCTTGGTCATTCCCA
TCAAGAGCAAGTATGCAGGTGTCACTTATGCAGATATATTTCAACTTGCCAGTGCTACAGC
CATTGAGGAAGCCGGTGGCCCCAAGATCCCCATGATCTATGGAAGGGCTGATGTTGCTGAT
GGTGAAGAATGCCCACCTGAGGGGAGACTTCCTGCTGCTGACCAACCTTCACCTGCTGAAC
ACTTGCGAGAAGTATTCTACAGAATGGGCCTGAGTGACAAGGAAATTGTTGCGTTGTCAGG
AGCTCATACACTTGGTCGAGCTAGACCAGAGCGTAGTGGATGGGGTAAACCAGAAACAAAA
TACACTGAAAATGGGCCTGGTGCTCCTGGAGGGCAATCTTGGACATCTGAGTGGCTCAAGT
TTGACAACAGCTACTTCAAGGAAATCAAAGAACGCCGAGATGAGGATCTTCTAGTTCTCCC
TACTGATGCTGTGCTCTTTGAGGACTCATCATTCAAGATCCATGCTGAAAAGTATGCTGAG
GATCAGGATGCATTTTTCGAAGACTATGCTGAAGCTCATGCCAAACTGAGCAATCTTGGGG
CAAAGTTTGATCCTCCAAAGGGTATTTCACTTGAATAGCTGGCGTCAGCTGCCGATGAACT
GCATTTTGGCGAGTGATAAACAAGATAATACCTTGTTTGTTCTTGCTACTATAGAGCATAT
TCTGGTTTTACTACCCATCCAGAAATTTAACTTATTGTAAATGTGATGCTGGTGCTGTGTA
TTGAGCTGTGTTACTGCTTGCCATCTTATCTATTGTACTATATTATAAAGATAGCTCGAAA
AAGAGCAACCAAATTTGTTCAGGTCAACAATTAGATGCATCACAACCTCAGTTAGATAATA
CTAGGTTTTTATATAACGAAGTTAGTAATGCG 
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OsAPx6 (Número de Acesso NCBI: AK061107) 
 
Seqüência cDNA completo: 
GACCACGGAGCAGCGAACCACTCCCAAAACGCCACCAAAACCCTCCTCTCCCCACCTCCGC
CGCCGCCGACATGGCCGTCGTCCACCGCCTCCTCCGCCGCGGCCTCTCCGCCGCCTCTCCC
CTCCCCTCTCTTCAGGAGCTCGGGAGGCGTCCGGCGAGCTCGTCGGCGGCGGCGGCGGGGG
ACGCGGCGGCTGAGCTGCGGGGCGCGCGGGAGGACGTCAAGCAGCTGCTCAAGTCCACCTC
CTGCCATCCCATCCTGGTTCGGTTAGGGTGGCATGATGCTGGTACTTATGACAAGAACATT
ACTGAATGGCCAAAGTGTGGTGGTGCCAATGGTAGCTTGAGATTCGAAATTGAGTTAAAAC
ATGCGGCTAATGCAGGTCTTGTGAATGCTTTGAAGCTGATCCAGCCCATCAAAGACAAGCA
TGCAGGTGTCACTTATGCAGATCTGTTTCAGCTCGCCAGTGCTACAGCCATTGAGGAAGCC
GGTGGCCCCAAGATCCCCATGATCTATGGAAGGGTTGATGTTGCTGCCCCTGAACAATGCC
CGCCAGAGGGGAGACTTCCTGCTGCTGGCCCTCCTTCACCTGCGGAACATCTACGAGAAGT
ATTCTATAGAATGGGCCTGAGTGACAAGGAAATTGTTGCATTGTCAGGAGCTCATACACTT
GGACGATCTAGACCAGAGCGCAGTGGATGGGGCAAACCAGAAACTAAATACACTAAAAACG
GACCTGGTGCACCTGGAGGGCAATCTTGGACATCACAGTGGCTGAAGTTTGATAATAGCTA
CTTCAAGGACATCAAAGAACGCCGAGATGAGGACCTTCTAGTTCTGCCTACTGATGCTGTG
CTCTTTGAGGACTCATCATTCAAGATCTATGCTGAAAAGTACGCCGCAGATCAGGATGCAT
TTTTTGAAGACTATGCTGAAGCTCATGCCAAACTGAGCAATCTCGGAGCAAAGTTTGATCC
TCCAAAGGGTATTTCACTGGAATAAGTGGCGTCTGCTGCCGATGAGCTGCATTTTGGCGAA
TGAACAAGACGATACCCTGTTTCTTCTTGCTACTATAGAGCATATTATGGTTTTATTACCG
ATCCAGAAATTTAATCCATTGATCGGCAAATGTGATGTTGGTGTTTTGTATTGAGTTGTGC
TCTCCATTAGAAATAAAAATAGCGGTGGCCATTTTCGTTTCCAGGACCAAACATTTTGGCA
CATTACAATACAATGTTTTAGATGATGTCTGCATTGAGCTCTTACACAGGATGATCAAAAT
ATATGACATAATTTATTACTG 
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OsAPx7 (Número de Acesso NCBI: AB1148551, AK103344) 
 
Seqüência cDNA completo: 
GCAAGGCCACGCTCCCCTCCCTCCCACCAACCCACCACCAGCGTCACCCATGGCGGCCCAG
CGACTCGCCGCCCTCCACGCCGCCGCGCCGTCGGCCTTCTCCTCCACCTCCTCCGCCTCGC
ATGGCCGCCCCGCGGCGCGATCCAGCACCACCGCTCTCCTCCCGGTGGCCCTCCCGCGCGC
CTCCGCCACCCTCCGCGCCGCACCTTCTCGGCTCCTCCCCCAGGAGGCGAAGGCGGCGGGG
AGCGGCAGGTCGGTGATGTGCATGGCGTCGGCGTCGGCGTCGGCGGCGTCGGCGGCGGTGG
CGTCGGGCGCGGCGGAGCTGAAGGCCGCTCGCGAGGACATCAGGGAGCTCCTCAAGACGAC
GCACTGCCACCCCATCCTGGTTCGTCTTGGATGGCATGATTCCGGTACGTATGACAAGAAT
ATTAAAGAGTGGCCACAACGAGGTGGAGCTAATGGAAGCTTGAGATTTGATGTTGAGTTAA
AACATGGAGCCAATGCTGGGCTGGTAAATGCTCTAAAGCTTGTCCAACCTATCAAGGACAA
ATACCCAAATATCTCATATGCGGATTTATTCCAGCTGGCAAGTGCTACAGCAATTGAGGAA
GCTGGTGGTCCAAAGATTCCAATGACATATGGACGGATTGATGTCACAGGTCCTGAGCAGT
GTCCACCTGAGGGGAAGCTTCCCGATGCTGGCCCAAGTGCACCTGCGGATCACTTGAGGAA
GGTATTTTACAGGATGGGTCTTGATGACAAGGAGATTGTTGTGCTGTCTGGAGCACATACA
CTTGGAAGGTCCAGACCTGAACGGAGTGGCTGGGGGAAACCAGAAACGAAATATACTAAGA
ATGGCCCTGGTGCACCTGGTGGGCAATCGTGGACAGCTGAATGGCTTAAGTTTGATAACAG
TTATTTCAAGGAGATAAAAGAGAAAAGAGATCAGGATCTCCTGGTCTTGCCTACAGATGCT
GCATTATTTGAGGACCCAACATTCAAGGTCTATGCAGAAAAATACGCAGAGGACCAAGAAG
CATTCTTTAAAGACTATGCCGGAGCTCATGCTAAACTGAGCAATCTGGGTGCAAAATTCAA
TCCTCCTGAGGGATTCACGTTGGACGGTTAATGCGATGCGCATGAGCCAGATCGCTGAAGT
GGCCAACCACTTTTACAGAAAGGATCAAGAGAGAAACACTACACAATCCAATTTCCTGCTC
CAACGTTGTGTCATCATTCCAGATGAAGCTTTTCCTGACCACGAGTCATATTGGATTTGGA
AACTGAGTATTCGAATAAAAAAACAGACTGGCTAGAGAGGCAAATTTGAGCCGAACTTGCG
GACCAAATTCGACGAGAAACCAAAAAGAAAAACATTTTAATACTATTCTTTACTTATTATG
CTTT 
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OsAPx8 (Número de Acesso NCBI: AB114856.1) 
 
Seqüência cDNA completo: 
AAAAACTCACTCGACTCGAGCGCGCGCGCCATGGCGGAGCGCATCGCCGCCTCCCTCCTCC
CGGCTGCCTCGCCCTCGCCTGCTCCGTCCCCTCCCCCCCCGCGCCCCCGCGTCTCCGCCGC
GGCCGCCGCCTCCTTCCCATGCTGCTCCACCAGCGCCGGCGGCCTCCGCCTCCGCTCCCGC
CCGTCTCGCTTCCCGCAGAAGGCTGCGACGACGAGGAGCGGGCGCGCCGGCGCGGGGGCGC
GGGCGGTGGTCCGGTGCATGGCGGCGGCGGCGGTGGCGGCGTCCGACGCGGCGCAGCTCAA
GAGCGCCCGGGAGGACATCAGGGAGATCCTCAAGACCACCTACTGCCACCCCATCATGGTC
CGTCTTGGGTGGCACGATTCTGGCACGTACGACAAGAACATCGAGGAGTGGCCGCAGAGGG
GCGGAGCCGACGGGAGCTTGAGATTTGACGCCGAATTGAGCCACGGAGCCAATGCTGGTCT
GATTAATGCTTTGAAGCTTATCCAACCAATCAAGGACAAATACCCGGGTATAACTTATGCT
GATTTGTTCCAGTTGGCAAGTGCTACAGCAATTGAGGAAGCTGGTGGGCCGAAAATTCCAA
TGAAATATGGACGAGTTGATGTCACAGCAGCTGAGCAGTGCCCACCAGAGGGGAGGCTTCC
TGATGCCGGTCCACGTGTGCCCGCTGATCATCTTAGGGAGGTATTCTACAGGATGGGCCTT
GATGACAAGGAAATTGTTGCATTATCTGGAGCACACACACTTGGAAGATCAAGACCTGACA
GGAGTGGCTGGGGAAAGCCAGAAACAAAATATACTAAGGATGGGCCTGGTGAACCTGGAGG
GCAATCATGGACAGTTGAATGGTTGAAGTTTGATAACAGTTACTTCAAGGACATAAAAGAG
CAAAGGGACCAGGATCTTCTAGTGCTACCCACAGATGCTGCATTATTTGAGGATCCGTCCT
TCAAGGTATATGCCGAAAAATATGCAGAGGATCAGGAGGCATTCTTTAAAGACTACGCTGA
AGCTCATGCTAAACTGAGCGACCTTGGTGCAAAGTTCGATCCACCTGAGGGATTTTCACTG
GACGATGAACCAGCCGTCGAAGAGAAGGATCCTGAACCAGCACCAGCGCCAGCAGCAGCAC
CACCACCTCCACCAGTCGAGGAGAAGAAGGAAGCTGAACCAACTCCAGTACCAGTAACGGT
AGGAGCAGCAGTGGCATCATCGCCAGCGGATGACAACAACGGTGCAGCACCGCAACCAGAG
CCCTTCGTCGCTGCGAAATACTCCTACGGAAAGAAGGAGCTGTCGGACTCGATGAAGCAGA
AGATCAGGGCGGAGTACGAGGGATTCGGAGGCAGCCCGGACAAGCCTCTGCAGTCCAACTA
CTTCCTCAACATCATGCTCTTGATCGGAGGGCTGGCCTTCTTGACGTCTCTGCTCGGGAGC
TGAGAGCGATGGTCTGATGACCTCCTCTGACGAGTGTTTTGAGTTGTTCTGCCTGTGCTAA
GATTTGCGTGTTTCTCTTTCCATGTTTTGAGTCGTTATTCCGTAAATAAATTGAGGTAAAA
GGATGGGCATGTGAATGGATTCCAGTACTTTCTGAACTTCTTGAGTAATTCCTCTAGAGAA
ATATTTGTCGGAGAGAAATGTCACATTATCTAGTTGTCATGGCTCATGACT 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

148 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

APÊNDICE 2: 
 
 

Meios de cultura e solução nutritiva utilizados na transformação de arroz. 
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A) N6 (NH4)2 SO4 9,3 g 
B) N6 KNO3 53,6 g 
C) N6 MgSO4.7H2O 3,7 g 
D) N6 CaCl2.2H2O 3,3 g 
E) N6 KH2 PO4 8 g 

F) FeSO4.7H2O 556 mg 
Na2 EDTA 746 mg 

G) B5 

H3 BO3 60 mg 
MnSO4.H2O 200 mg 
ZnSO4.7H2O 40 mg 
KI 15 mg 
Na2MoO4.2H2O 5 mg 
CoCl2.6H2O (substock) 0,5 mg 
CuSO4.5H2O (substock) 0,5 mg 

H) VIT B5 

Tiamina 200 mg 
Piridoxina 20 mg 
Ác.Nicotinico 20 mg 
Mio Inositol 2000 mg 

 Sacarose 600 g 
 Água destilada q.s.p. 2000 mL 

 
 

Apêndice 2.1. Meio 20x concentrado de NB (UPADHYAYA et al., 2000). 
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1º Micro do B5 (100 x conc) 200 mL 
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2º Fe EDTA do MS(100 x conc) 200 mL 
3º Vitaminas do B5(100 x conc) 200 mL 
4º Sacarose 180 g 
5º Complete c/água q.s.p. 1000 mL 
6º (NH4)2 SO4 9,3 g 
7º KNO3 53,6 g 
8º Sacarose 180 g 
9º MgSO4.7H2O 3,7 g 
10º CaCl2.2H2O 3,3 g 
11º Sacarose 180 g 
12º KH2 PO4 8 g 
13º Sacarose 60 g 
14º Caseína Hidrolisada 6 g 
15º Glutamina 10 g 
16º Prolina 10 g 
17º Complete c/água q.s.p. 2000 mL 

Distribuir em alíquotas de 50 mL e 100 mL 
 
 

Apêndice 2.2. Meio NB concentrado 20 x (UPADHYAYA et al., 2000). A ordem citada na tabela deve ser mantida para evitar precipitação 
dos sais. 
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  Massa/L 
de meio 

Concentração 
do estoque 

Massa/ 
estoque 

Volume do 
estoque 

Volume 
no meio 

A) KNO3 2500 mg 100 X 125 g 500 mL 10 mL 
B) CaCl2.2H2O 150 mg 100 X 7,5 g 500 mL 10 mL 
C) MgSO4.7H2O 250 mg 100 X 12,5 g 500 mL 10 mL 
D) (NH4)2SO4 134 mg 100 X 6,7 g 500 mL 10 mL 
E) NaH2PO4.H2O 150 mg 100 X 7,5 g 500 mL 10 mL 
 MICROELEMENTOS   Massa/estoque   

F)* 
Na2 EDTA 37,3 mg 100 X 3730 mg 

1 L 10 mL 
FeSO4.7H2O 27,8 mg 100 X 2780 mg 

G) 

H3BO3 3 mg 100 X 150 mg 499,8 mL** 

10 mL 
 

MnSO4.H2O 10 mg 100 X 500 mg 
ZnSO4.7H2O 2 mg 100 X 100 mg 
KI 0,75 g 100 X 37,5 g 
Na2MoO4.2H2O 0,25 mg 100 X 12,5 mg 

G’)** 
CoCl2.6H2O 0,025 mg 1000 X 12,5 mg 

2mL +200mL CuSO4.5H2O 0,025 mg 1000 X 12,5 mg 
Vit 
do B5 

Tiamina 10 mg 100 X 500 mg 

500 mL 10 mL 
Pyridoxina 1 mg 100 X 50 mg 
Ac. Nicotínico 1 mg 100 X 50 mg 
Mio Inositol 100 mg 100 X 5000 mg 

 
Apêndice 2.3. Soluções estoques de B5 (GAMBORG, 1968). 
* aquecer e dissolver os 2 separados, misturar o EDTA no Ferro e completar com H2O. 
**note que é necessário fazer um subestoque G’ para melhor precisão de pesagem. 
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 MACROELEMENTOS Massa/L de 
meio 

Concentração 
do estoque 

Massa/ 
estoque 

Volume do 
estoque 

Volume no 
meio 

A) NH4NO3 1,650 g 50 X 82 g 1 L 20 mL 
B) KNO3 1,900 g 50 X 95 g 1 L 20 mL 
C) MgSO4.7H2O 0,370 g 100 X 18,5 g 500 mL 10 mL 
D) CaCl2.2H2O 0,440 g 100 X 22 g 500 mL 10 mL 
E) KH2PO4 0,170 g 100 X 8,5 g 500 mL 10 mL 
 MICROELEMENTOS Massa/L de 

meio 
 Massa/ 

estoque 
  

F)* Na2 EDTA 37,3 mg 100 X 3730 mg 
1 L 10 mL 

FeSO4.7H2O 27,8 mg 100 X 2780 mg 
G) H3BO3 6,2 mg 100 X 310 mg 499,8 mL** 

10 mL 
 

MnSO4.H2O 16,9 mg 100 X 845 mg 
ZnSO4.7H2O 8,6 mg 100 X 430 mg 
KI 0,83 mg 100 X 41,5 mg 
Na2MoO4.2H2O 0,25 mg 100 X 12,5 mg 

G’)** CoCl2.6H2O 0,025 mg 1000 X 12,5 mg 
2mL +200mL CuSO4.5H2O 0,025 mg 1000 X 12,5 mg 

H) Vit 
do 
B5*** 

Tiamina 10 mg 100 X 500 mg 

500 mL 10 mL 
Pyridoxina 1 mg 100 X 50 mg 
Ac. Nicotínico 1 mg 100 X 50 mg 
Mio Inositol 100 mg 100 X 5000 mg 

* Aquecer e dissolver os 2 separados, misturar o EDTA no Ferro e completar com H2O. 
**Note que é necessário fazer um subestoque G’ para melhor precisão de pesagem. 
***Não se utiliza as vitaminas do MS, pois esse é muito pobre em tiamina. 

 

Apêndice 2.4. Soluções estoques de MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962). 
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  Massa/L de meio  Massa/ 2 L Volume do concentrado 
A) NH4NO3 1,650 g x20 33 g 

 
 
 
 
 
 
 
 

COMPLETAR PARA 
2000 mL 

 
 
 
 
 
 
 
 

B) KNO3 1,900 g x20 38 g 
C) MgSO4.7H2O 0,370 g x20 7,4 g 
D) CaCl2.2H2O 0,440 g x20 8,8 g 
E) KH2PO4 0,170 g x20 3,4 g 
 MICROELEMENTOS Massa/L de meio  Volume/2 L 

F) 
Na2 EDTA 37,3 mg 

10 mLx20 200 mL 
FeSO4.7H2O 27,8 mg 

G) 

H3BO3 6,2 mg 

10 mLx20 200 mL 

MnSO4.H2O 16,9 mg 
ZnSO4.7H2O 8,6 mg 
KI 0,83 mg 
Na2MoO4.2H2O 0,25 mg 
G’)CoCl2.6H2O 0,025 mg 
CuSO4.5H2O 0,025 mg 

H) 
Vit 
B5 

Tiamina 10 mg 

10 mLx20 200 mL 
Pyridoxina 1 mg 
Ac. Nicotínico 1 mg 
Mio Inositol 100 mg 

 SACAROSE 30 g x20 600 g 
 

 

 
 
 
 
  
 

Apêndice 2.5. Meio MS 10 X concentrado para o volume de 20 L (MURASHIGE E SKOOG, 1962). Em um erlenmeyer de 2 L deve 
ser colocado primeiro os líquidos F, G e H e depois os sais, antes de colocar a sacarose, complete para 1 L, pois esse aumenta muito o 
volume da solução, complete para 2 L e deixe dissolver bem antes de separar em alíquotas de 50 mL e 100 mL, coloque no freezer 
devidamente fechado e identificado. 
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 NB sólido NB líquido NBA HTC Pré-regeneração Regeneração 
NB concentrado 
(conforme apêndice 
2.2) 

100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 

Fitagel 3,5 g -- 3,5 g 3,5 g 4,5 g 4,5 g 
2,4D (1 mg/mL) 2 mL 2 mL 2 mL 2 mL -- -- 
BAP (10 mg/mL) -- -- -- -- 200 mL (2 mg/L) 300 mL (3 mg/L) 
ANA (10 mg/mL) -- -- -- -- 100 mL (1 mg/L) 50 mL (0,5 

mg/L) 
pH* 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8 
Água destilada q.s.p. 1 L q.s.p. 1 L q.s.p. 1 L q.s.p. 1 L q.s.p. 1 L q.s.p. 1 L 
Autoclavar 15’ 15’ 15’ 15’ 15’ 15’ 
Acetoseringona 
(19,62 mg/mL) 

-- -- 1 mL -- -- -- 

Timentina (259 
mg/mL) 

-- -- -- 581 mL (150 
mg/mL) 

  

Cefotaxima (200 
mg/mL) 

-- -- -- 1000 mL (200 
mg/mL) 

-- -- 

Higromicina (50 
mg/mL) 

-- -- -- 1000 mL (50 
mg/mL) 

-- -- 

ABA (10 mg/mL) -- -- -- -- 500 mL (5 mg/L) -- 
 
Apêndice 2.6. Meios de cultura de tecidos de arros – Oryza sativa L. subespécie japonica cv. Nipponbare.  
* Dependendo da autoclave a ser utilizada, ocorre alteração do pH do meio. O pH final do meio após ser autoclavado deve ser 5,8. 
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  N6D 
Macroelementos N6 (10X)  

KNO3 28,3 g/L  
CaCl2.2H2O 1,7 g/L  
MgSO4.7H2O 1,9 g/L 100 mL/L 
(NH4)2SO4 4,6 g/L  
KH2PO4 4 g/L  

FeEDTA  
Na2 EDTA 37,3 mg 10 mL/L 
FeSO4.7H2O 27,8 mg  

Microelementos N6 (1000X)  
MnSO4.4H2O 440 mg/100 mL  
ZnSO4.7H2O 150 mg/100 mL 1 mL 
H3BO3 160 mg/100 mL  
KI 80 mg/100 mL  

Vitaminas  
Glicina 20 mg/100 mL  
Tiamina-HCl 10 mg/ 100 mL 1 mL/L 
Piridoxina-HCl 5 mg/100 mL  
Ácido Nicotínico 5 mg/100 mL  

Myoinositol 100 mg/L 
Caseína hidrolisada 300 mg/L 

Prolina 2,9 g/L 
2,4D (1 mg/mL) 2 mL/L 

Sacarose 30 g/L 
Fitagel 3 g/L 

pH 5,8 
Autoclavar 15 min 

Apêndice 2.7. Meios de cultura de tecidos de arros – Oryza sativa L. subespécie japonica cv. Nipponbare: indução de calos – N6D.  
* Dependendo da autoclave a ser utilizada, ocorre alteração do pH do meio. O pH final do meio após ser autoclavado deve ser 5,8. 
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 MS ½ sem higromicina MS ½ com higromicina 
MS concentrado (conforme apêndice 2.5) 50 mL 50 mL 
Fitagel 3,5 g 3,5 g 
pH* 5,8 5,8 
Água destilada q.s.p. 1 L q.s.p. 1 L 
Autoclavar 15’ 15’ 
Higromicina (50mg/mL) -- 1000 mL (50 mg/mL) 

 
 Apêndice 2.8. Meios de cultura de tecidos de arros – Oryza sativa L. subespécie japonica cv. Nipponbare.  

* Dependendo da autoclave a ser utilizada, ocorre alteração do pH do meio. O pH final do meio de cultura após ser autoclavado 
deve ser 5,8. 


