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Resumo
ERO sao produzidas continuamente por organismos aerdbicos. Em situagbes de
estresse, a producao de ERO é aumentada, podendo causar a morte celular. Para
manter uma concentracido ideal de ERO dentro da célula, as plantas
desenvolveram um complexo sistema antioxidante para prote¢cdo das membranas
celulares e organelas contra os efeitos danosos causados pela acao dessas ERO
sobre os tecidos vegetais. A ascorbato peroxidase (APx) é uma das principais
enzimas do sistema de detoxificacdo de ERO nas plantas, catalisando a
conversao do peroxido de hidrogénio em agua, usando o ascorbato como doador
de elétrons. No arroz, oito genes codificam APx. As diferentes isoformas sao
classificadas de acordo com a localizagdo subcelular em citosolicas (APx1 e
APx2), peroxissomais (APx3 e APx4), mitocondriais (APx5 e APx6) e
cloroplastidicas (APx7 e APx8). O desenvolvimento do presente trabalho teve
como objetivo geral caracterizar funcionalmente os genes de APx em arroz (Oryza
sativa) com o intuito de identificar a fungao dos diferentes membros dessa familia
no controle dos niveis de ERO na planta. Foi analisado o padrao de expressao
dos genes que codificam as diferentes isoformas de APx em arroz cultivado sob
condicbes de estresses abidticos tais como o tratamento com concentragdes
téxicas de aluminio, frio, seca e exposigcdo ao peroxido de hidrogénio exdégeno.
Utilizando a estratégia de silenciamento por RNA de interferéncia (RNAi), foram
produzidas construgdes para o silenciamento simultaneo dos genes OsAPx5 e
OsAPx6 e, também, para os genes OsAPx7 e OsAPx8. Adicionalmente, foram
ainda geradas construgdes génicas para o silenciamento individual dos genes
OsAPx7 e OsAPx8. Linhagens de arroz contendo construcbes RNAi para o
silenciamento individual de OsAPx7 e OsAPx8 apresentaram reducao de cerca de
90% na expressao relativa destes genes quando comparadas com plantas nao-
transformadas. Os oito membros da familia génica APx em arroz mostraram
padrao de expressao diferencial frente as condicbes de estresse testadas,

indicando um complexo modo de regulagao desses genes.



Abstract

Aerobic organisms continuously produce Reactive Oxygen Species (ROS). Under
stress conditions ROS production is increased and can lead to cellular death. To
keep the ideal concentration of ROS inside the cells, plants developed a complex
antioxidant system to protect cellular membranes and organelles against harmful
effects produced by the action of these ROS. Ascorbate peroxidase (APXx) is a
major enzyme of the ROS detoxification system in plants, catalyzing the
conversion of hydrogen peroxide into water using ascorbate as electron donor. In
rice (Oryza sativa), eight genes encode APx. The different isoforms are classified
according to their subcellular localization in cytosolic (APx1 and APXx2),
peroxisomal (APx3 and APx4), mitochondrial (APx5 and APx6) or chloroplastidic
(APx7 and APx8). The general aim when developing the present work was to
functionally characterize the APx genes in rice in order to identify the function of
different members of this family in the control of ROS levels in the plant cell. The
expression pattern of genes encoding different isoforms of APx in rice was
analyzed when plants were grown under abiotic stress conditions such as under
the treatment with toxic concentrations of aluminum, cold, drought and exposition
to exogenous hydrogen peroxide. Using the strategy of gene silencing by
interference RNA (RNAIi), were produced RNAIi constructs to simultaneously
silence the OsAPx5 and OsAPx6 genes, and also the OsAPx7 and OsAPx8
genes. In addition, it was produced constructs to individually silence the OsAPx7
and OsAPx8 genes. Rice lines carrying RNAI to silence OsAPx7 and OsAPx8
individually presented reduction of gene expression of about 90% when compared
to the expression assayed in non-transformed plants. The eight genes coding APx
presented different expression patterns in response to the stress conditions tested,

indicating that these genes are under a complex mode of regulation.
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1. INTRODUGAO

1.1 Espécies Reativas de Oxigénio

O acumulo de oxigénio na atmosfera mudou profundamente as condi¢des
necessarias para a vida na Terra. Usando a agua como fonte redutora e liberando
oxigénio no ambiente, a fotossintese mudou a atmosfera da terra de um ambiente
redutor para um oxidado, alterando a diregdo da evolucdo. O acumulo do
dioxigénio (O2) na atmosfera da Terra proporcionou a evolugdo de uma grande
variedade de organismos aerdbicos que usam oxigénio como aceptor de elétrons,
fornecendo, deste modo, um alto rendimento de energia, quando comparado com
a fermentacao e a respiragao anaerobica (SCANDALIOS, 2002; 2005).

O metabolismo aerdbico € um processo oxidativo onde os compostos
organicos sado oxidados e metabdlitos intermediarios como, por exemplo, a
nicotinamida-adenina dinucleotideo (NAD") e a flavina-adenina dinucleotideo
(FAD), atuam como receptores de elétrons e estes, por sua vez, séo re-oxidados
nas mitocéndrias para a produgdo de adenosina trifosfatada (ATP). Na cadeia
transportadora de elétrons, a energia € liberada e controlada pela transferéncia de
elétrons entre os diferentes carreadores até o receptor final, o oxigénio
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Uma limitacdo quimica da molécula de O,
faz com que a adicao de elétrons ocorra por meio de reagdes sequenciais de
reducdo univalente, o que leva a formacdo de intermediarios parcialmente
reduzidos conhecidos como Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) (Figura 1);
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; SCANDALIOS, 2002). A expressao “radical
livre” também é empregada para designar as ERO sendo que, quimicamente, um
radical livre é definido como um atomo, ion ou molécula quimica capaz de
existéncia independente e que possui um ou mais elétrons livres ndo pareados.

Essas particulas, formadas por elétrons livres ou ndo pareados, tém uma
instabilidade elétrica muito grande e, por esta razdo, mesmo tendo meia-vida
muito curta, apresentam alta capacidade reativa. Sendo assim, sdo consideradas

ERO o radical superéxido (O,*), o radical hidroxila (OH"), o oxigénio singleto ('0O,)
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e o peréxido de hidrogénio (H2O;) (BOLWELL & WOJTASZEK, 1997;
SCANDALIOS, 2002; SHARMA & DUBEY, 2004).

O peroxido de hidrogénio, que € a forma protonada do ion peréxido, néo
possui qualquer elétron ndo pareado e, portanto, ndo é considerado um radical
livre (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). No entanto, o perdéxido de hidrogénio
tem uma grande importancia nos sistemas bioldgicos por sua capacidade de gerar
o radical hidroxila na presenca de metais divalentes. Sendo assim, o peréxido de
hidrogénio € considerado uma ERO. O peroxido de hidrogénio € um oxidante
relativamente estavel e ausente de carga, o que pode facilitar a sua passagem
através da camada bilipidica da membrana celular. Essa capacidade de se
difundir rapidamente através da membrana celular favorece a rapida indug¢ao da
resposta vegetal. O superdéxido pode ser produzido por meio de varios
mecanismos incluindo a ativagdo de NADPH-oxidases/sintases ligadas a
membrana, peroxidases da parede celular e lipoxigenases como resultado
imediato da transferéncia de elétrons nas mitocéndrias ou nos cloroplastos. Como
consequéncia, o perdxido de hidrogénio pode oxidar varias moléculas organicas
como o ascorbato (ASC) (REZENDE, 2003). Os radicais hidroxila, embora tenham
meia-vida curta, sdo ERO potencialmente fortes e com alta afinidade por
biomoléculas no seu sitio de produgdao (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999), o

que dificulta o estudo dos mesmos.

Em comum, os diferentes tipos de ERO possuem a capacidade de causar
danos as proteinas, ao DNA e aos lipideos, podendo levar a morte celular. Varias
evidéncias indicam que as ERO também funcionam como moléculas sinalizadoras
em plantas e que possuem um papel importante na ativacdo de fatores de
transcrigdo, ativando (ou reprimindo) a expressédo de genes relacionados com a
resposta de defesa a patdgenos, e durante o desenvolvimento da planta
(SCANDALIOS, 2002; APEL & HIRT, 2004). Estudos recentes realizados por
diferentes grupos utilizando diversos organismos indicam que o estresse oxidativo
€ um denominador comum fundamental em muitas doencas e estresses
ambientais, os quais podem levar a morte celular em todos os organismos

aerobicos. Este fato demonstra que os estresses abidticos e bidticos causam seus
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efeitos deletérios direta ou indiretamente, via geragdo de ERO (SCANDALIOS,
2005).

{ ..'.
a/ N,
- "j"_.. \
y
+e +e g~ g
[ ': | C:""'I - > |—:{ ] b IC —| [ |‘:C
H* B H* H* H*

Overall reaction: O, + 4e” 4H" —= 2H,0

Figura 1. Formagao de ERO pela redugao univalente do oxigénio molecular
(reproduzido de SCANDALIOS, 2002) “Overall reaction”, do inglés, significa

“reacao geral”).

1.2 Estratégias para a geracao de ERO e seus papéis fisiologicos

As ERO sao geradas em diferentes compartimentos celulares, como
subprodutos do metabolismo aerobico. Plantas e animais possuem mecanismos
comuns de producdo de ERO que sdo a respiragao celular e as reacgdes
oxidativas que ocorrem no sistema de endomembranas e nos peroxissomos. No
entanto, alguns mecanismos sao particulares do reino vegetal. Sendo assim, uma

énfase desses mecanismos especificos sera apresentada neste trabalho.

Em condigdes fisioldgicas, o equilibrio entre a produgéo e a eliminagao de
ERO pode ser perturbado por fatores ambientais adversos. Como resultado
desses disturbios, o nivel intracelular de ERO pode aumentar rapidamente. Cada
organela ou compartimento tem o potencial para ser alvo de danos oxidativos,
assim como possuem mecanismos de eliminagdo de excesso das ERO
(SCANDALIOS, 2005). As organelas com alta taxa de atividade metabdlica
oxidante e com uma alta taxa de fluxo de elétrons, como os cloroplastos e as

mitocdndrias, sdo a maior fonte de produgao dessas espécies reativas nas células
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das plantas. Muitas reag¢des envolvidas na fotossintese e na respiracdo sao
responsaveis pela produgdo de peroxido de hidrogénio. Isto significa que o
peréxido de hidrogénio e outras ERO s&o inevitavelmente produtos do
metabolismo aerdbico normal. As plantas também geram ERO ativando varias
oxidases e peroxidases que as produzem em resposta a certas mudangas
ambientais (MITTLER et al., 2004).

O rapido aumento na concentragdo de ERO é chamado de explosao
oxidativa (do inglés, “oxidative burst’). As condicbes externas que afetam
adversamente as plantas podem ser bidticas, impostas por outros organismos, ou
abidticas, originadas de um excesso ou déficit no ambiente fisico ou quimico.
(APEL & HIRT, 2004). O termo “estresse oxidativo” refere-se a uma situagdo de
sérios desequilibrios entre a producdo de ERO e as defesas antioxidantes. Em
principio, o estresse oxidativo pode resultar da diminuicdo dos antioxidantes ou,
entdo, do aumento da produgdo de ERO. As células normalmente toleram o
estresse oxidativo brando, o qual frequentemente resulta na modificacdo da
regulagéo do sistema de defesa antioxidante na tentativa de restaurar o balango
oxidante e antioxidante (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Quando o estresse
oxidativo ocorre, a célula age contra o efeito oxidante para restaurar o balango
redox. Desta maneira, a atividade celular conduz a ativagdo ou ao silenciamento
de genes que codificam enzimas de defesa, fatores de transcricdo e proteinas
estruturais (SCANDALIOS, 2005).

O oxigénio & continuamente produzido durante o transporte de elétrons
fotossintético e simultaneamente removido dos cloroplastos pelo processo de
reducao e assimilagdo. Existem alguns processos associados a fotossintese que
consomem oxigénio diretamente como, por exemplo, a reagdo de oxigenagao da
ribulose-1,5-bifosfato-carboxilase-oxigenase (rubisco) e a reducado direta do
oxigénio molecular pelo fotossistema | (PSI) durante o transporte de elétrons
(APEL & HIRT, 2004). Os dois processos primarios envolvidos na formagéo de
ERO durante a fotossintese sdo a fotorredugcéo do oxigénio produzindo o radical
superoxido devido a reducdo dos componentes de transporte de elétrons

associados com o PSI, e reacgbes ligadas ao ciclo foto-respiratorio, incluindo a
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rubisco no cloroplasto e a glicolato-oxidase e a catalase (CAT)-peroxidases no
peroxissomo. (APEL & HIRT, 2004).

A formacdo de ERO impde riscos oxidativos aos seres vivos. Por outro
lado, estas moléculas apresentam um potencial para desempenhar papéis
fisiolégicos importantes, atuando como moléculas para a transdugdo de sinais e
tendo significativa fungao na ativacao de fatores de transcricdo como o NF-kB e
AP1 (ambos envolvidos na proliferagdo e diferenciacéo celular e morfogénese).
Baixas doses de perdxido de hidrogénio (<20uM) podem induzir mudangas na
fosforilagdo de proteinas regulatérias especificas. Além disto, as ERO estéo
também envolvidas na indugcdo da expressdo de genes de defesa contra
patdgenos, na formacao da parede celular e na promogdo da morte celular
programada (SCANDALIOS, 2002; APEL & HIRT, 2004).

A geragdo de ERO nos compartimentos celulares como mitocdndria e
cloroplasto resulta na mudanca do transcriptoma nuclear, indicando que a
informacao deve ser transmitida dessas organelas para o nucleo. No entanto, a
identidade do sinal transmitido permanece desconhecida (APEL & HIRT 2004).
Segundo os mesmos autores, existem trés modos principais de agao pelas quais
as ERO podem afetar a expressao génica: i- sensores de ERO devem ser
ativados para induzir cascatas de sinalizagdo que resultam na repressdo ou na
expressao dos genes; ii- componentes das rotas de sinalizagcdo podem ser
oxidados pelas ERO; iii- as ERO podem mudar a expressdao dos genes

modificando a atividade de fatores de transcricéo.

Em plantas, o perdoxido de hidrogénio mantém-se no citoplasma das
células em concentragdes suficientes para alcancar os nucleos das células
vegetais ou de patdégenos, podendo reagir com ions metalicos intracelulares.
Desta forma, embora moderadamente reativas, muito do prejuizo celular causado
por perdxido de hidrogénio e pelo radical perdxido resulta da conversao destas
moléculas para espécies ainda mais reativas (MOLLER, 2001). Conforme ja
mencionado, esses radicais podem reagir com proteinas e, assim, reduzir a

atividade de enzimas. Além disso, podem reagir com lipideos e modificar a
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permeabilidade das membranas e, ainda, reagir com o DNA causando mutagdes
(Tabela 1).

Por muitos anos, o cloroplasto foi considerado a principal fonte de
producao de ERO nas células e, conseqlentemente, um dos principais alvos de
danos durante o estresse. Segundo MITTLER (2002), além do cloroplasto, outros
compartimentos subcelulares sdo considerados fontes adicionais de ERO, tais
como a mitocéndria € o nucleo. Quando as plantas sdo expostas a luz, a
quantidade de peréxido de hidrogénio produzida na mitocéndria € menor que a
dos cloroplastos ou peroxissomos, mas, no escuro ou em tecidos nao-verdes, a
mitocdndria pode ser a maior fonte de ERO (SLESAK et al., 2007). Além disso,
estudos recentes demonstraram que a mitocondria € uma reguladora-chave da
morte celular programada em plantas e que o aumento do nivel de ERO na
mitocdndria pode conduzir a morte celular programada. Ambos, mitocondrias e
cloroplastos, contém mecanismos de eliminagdo de ERO. Por outro lado, pouco é
conhecido sobre as propriedades de eliminacdo dessas espécies no nucleo
(MITTLER, 2002).

As ERO produzidas em um sitio especifico por exemplo, no cloroplasto
durante um certo estresse e no apoplasto durante o ataque de um patégeno,
podem afetar outros compartimentos celulares, reduzindo a capacidade dos
mesmos em elimina-las, alterando o padrdo de expressdo de genes durante o
estresse, infecgdo por patégeno e morte celular programada. O citosol, com o
ciclo do ascorbato-glutationa, e os peroxissomos, com CAT, podem atuar como
zonas de protecao para o controle de todos os niveis de ERO que reagem com
diferentes compartimentos celulares durante estresse e o metabolismo normal.
Sendo assim, a importancia do peroxissomo no metabolismo das ERO esta
comecando a ganhar reconhecimento devido ao fato de que os peroxissomos néo
sdo apenas o sitio de detoxificacdo de ERO pela CAT mas, também, por serem o
sitio de produgdo de ERO pela glicolato-oxidase e pela B-oxidagdo de acidos
graxos, podendo ser também um sitio celular para a sintese do 6xido nitrico
(MITTLER, 2002; APEL & HIRT, 2004).

O peréxido de hidrogénio é também produzido no citoplasma, na

membrana plasmatica e na matriz extracelular. No citoplasma, a cadeia de
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transporte de elétrons associada com o reticulo endoplasmatico € a principal fonte
de peroxido de hidrogénio/ERO. O citosol ndo pode ser considerado como a
principal fonte de perdxido de hidrogénio nas células das plantas, mas ele pode
atuar na eliminagcdo do perdoxido de hidrogénio de outros compartimentos
celulares. No entanto, a fungao do peréxido de hidrogénio gerado no citosol ainda
nao é compreendida (SLESAK et al., 2007).

Tabela 1. Exemplos de danos oxidativos causados pelas ERO ao DNA,
lipideos e proteinas (adaptado de SCANDALIOS, 2005).

Danos oxidativos ao DNA

= delegcbes, mutagdes e translocagdes

» degradagéao de bases e quebra de fitas simples

» ligagdo cruzada entre DNA e proteinas

Danos oxidativos aos lipidios

= ocorre via varios mecanismos envolvendo a reacao de ERO com acidos graxos
na membrana lipidica, conduzindo a morte celular
* nos alimentos, a peroxidacao de lipidios desenvolve odores e sabores

desagradaveis

= modificagdes de sitios especificos nos aminoacidos
» fragmentacao da cadeia peptidica

= alteracdo da carga elétrica

= aumento da suscetibilidade a protedlise

= oxidacao de centros Fe-S pelo superéxido que destréi fungcdes enzimaticas

= oxidacao de aminoacidos especificos
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1.3 Mecanismos celulares para a inibigdo do acumulo das ERO em
diferentes compartimentos

A célula dispbe de varios mecanismos para evitar o acumulo de ERO.
Segundo MITTLER (2002), esses mecanismos incluem adapta¢gdes anatdmicas
como o0 movimento e o dobramento da folha, o desenvolvimento de uma epiderme
refrataria e de estbmatos escondidos sob estruturas especializadas, adaptacbes
fisiologicas como o metabolismo das plantas C, e CAM e mecanismos
moleculares que rearranjam os aparatos fotossintéticos e seus pigmentos de
acordo com a qualidade e a intensidade da luz, ou completamente suprimem a
fotossintese.

A producao de ERO também pode ser evitada nas mitocéndrias e nos
cloroplastos pelas enzimas oxidases alternativas que podem desviar elétrons da
cadeia de transporte de elétrons e usa-los para reduzir o oxigénio a agua. Essa
estratégia permite, por um lado, evitar a formagéo de ERO e, por outro, diminuir a
concentragado de oxigénio celular. Moléculas antioxidantes, enzimas simples e um
sistema mais complexo de detoxificacdo podem estar envolvidos na protecao
celular contra o acumulo de ERO. Conhecidas como “scavengers” ou
‘recicladoras”, varias enzimas antioxidantes reguladoras impedem a agao toxica
das ERO nas células vegetais (MITTLER, 2002; MITTLER et al, 2004).

1.3.1 Mecanismos nao enzimaticos de eliminagao de ERO

Antioxidantes n&o enzimaticos s&o encontrados em todos os
compartimentos celulares. HALLIWELL & GUTTERIDGE (1999) definiram os
compostos antioxidantes como substancias que em concentragdes relativamente
baixas competem com outros substratos oxidaveis e, portanto, diminuem ou
inibem a oxidacao destes substratos. Sob esta definicdo encontram-se os
componentes com propriedades intrinsecas como o a-tocoferol (vitamina E), B-
caroteno, ascorbato (vitamina C) e glutationa (GSH). Adicionalmente, incluem-se
nesta classe flavonodides, alcaléides e carotendides (Tabela 2) (APEL & HIRT,
2004; SACANDALIOS, 2005). Estes podem atuar diretamente na detoxificacéo de
ERO e radicais derivados ou, entdo, atuar como substratos redutores para as
enzimas antioxidantes (MITTLER, 2002).
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A GSH, por exemplo, é oxidada por ERO formando glutationa oxidada
(GSSG), a qual esta presente em todos os compartimentos celulares. Ela é
também a principal forma de armazenamento do enxofre e atua como
detoxificadora de xenobidticos pela conjugacdao GSH. Junto com sua forma
oxidada GSSG, a GSH mantém o balango redox nos compartimentos celulares.
Varios estudos indicam que a mesma esta envolvida na regulacdo da expressao
de genes e também no ciclo celular devido as propriedades do par GSH:GSSH
(MITTLER, 2002).

Nas plantas, o ASC é encontrado nas organelas da maioria dos tipos
celulares e também no apoplasto. A capacidade de doar elétrons em reacgdes
enzimaticas e nao enzimaticas faz do ASC o principal componente detoxificador
das ERO na fase aquosa. O ASC pode eliminar diretamente o superéxido, os
radicais hidroxila e o oxigénio singleto e, assim, reduzir o perdxido de hidrogénio a
agua via reacgado da ascorbato peroxidase (BLOKINA et al., 2003). Segundo os
mesmos autores, o ASC esta envolvido na regulagédo da divisdo celular, na
progressao da fase G1 para S do ciclo celular e na alongagéao celular.

Com relagdao aos componentes fendlicos, flavondides e carotendides,
pouco €& conhecido sobre a atividade de detoxificacdo de ERO por esses
compostos em plantas. O a-tocoferol (vitamina E) € o maior detoxificador de
radicais peroxila (ROO’) em bicamadas lipidicas. O a-tocoferol presente na
membrana dos cloroplastos protege a mesma contra danos foto-oxidativos. Em
relacdo as varias fungcbes nao antioxidantes da vitamina E na membrana,
acredita-se que a mesma estabiliza a estrutura da membrana e modula a fluidez
de uma maneira similar ao colesterol e, também, a permeabilidade da membrana

para pequenos ions € moléculas (BLOKINA et al., 2003).

1.3.2 Mecanismos enzimaticos de eliminagao de ERO

As enzimas antioxidantes envolvidas na eliminagcdo de ERO em plantas
incluem a superéxido dismutase (SOD), a ascorbato peroxidase (APx), a
glutationa peroxidase (GPX), a catalase (CAT), a glutationa S-transferase,
peroxidases (n&o-especificas), a monodesidroascorbato redutase (MDHAR) e a
desidroascorbato redutase (DHAR), (Tabela 2) (APEL & HIRT, 2004;
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SACANDALIOS, 2005). As SODs atuam na primeira linha de defesa contra as
ERO, dismutando o superéxido a perdxido de hidrogénio. As enzimas APx, GPX e
CAT subsequentemente detoxificam o perdxido de hidrogénio. Ao contrario da
CAT, a APx requer um sistema de regeneragado do ascorbato e GSH, o ciclo do
ascorbato-glutationa (Figura 2).

Ao contrario de muitos organismos, as plantas possuem multiplos genes
codificando SOD e APx. Diferentes isoformas sao especificas dos cloroplastos,
das mitocéndrias e dos peroxissomos, bem como do citosol. A abrangéncia do
estresse oxidativo numa célula é determinada pela quantidade de superéxido,
peroxido de hidrogénio e radicais hidroxila. Desta maneira, o balan¢o da atividade
de SOD, APx e CAT parece ser crucial para reduzir o nivel téxico de ERO em
uma célula, sendo que mudancas no balango dessas parecem induzir
mecanismos compensatorios (APEL & HIRT, 2004; SCANDALIOS, 2002; 2005).

Tabela 2- Antioxidantes naturais enzimaticos e nao-enzimaticos (adaptado
de SCANDALIOS, 2005).

Antioxidantes nao-enzimaticos

Molécula antioxidante Localizagao subcelular

Ascorbato (vitamina C) Plastideo; apoplasto; citosol;
vacuolo;

B-Caroteno Plastideo

Glutationa, reduzida (GSH) Plastideos; mitocondria; citosol

Poliaminas (putrescina, espermina) Nucleo; plastideo; mitocéndria;
citosol

a-Tocoferol Membranas celular e de plastideo

Zeaxantina Cloroplasto

Antioxidantes enzimaticos Localizagao subcelular

Enzima Numero EC

Ascorbato peroxidase 1.11.1.11 Citosol, estroma e membranas de

plastideo, peroxissomo, mitocéndria

24



Peroxidases (ndo-especificas) 1.11.1.7 Citosol; parede celular

Catalase 1.11.1.6 Glioxissomo; peroxissomo; citosol;
mitocéndria
Superoxido dismutase 1.15.1.1 Citosol  (Cu/ZnSOD); plastideo

(Cu/ZnSOD; FeSOD); mitocondria
(MnSOD); peroxissomo; citosol;

plastideo
Desidroascorbato redutase 1.8.5.1 Citosol; plastideo
Glutationa redutase 1.6.4.2 Mitocdndria; citosol; plastideo
Monodesidroascorbato redutase 1.6.5.4 Estroma dos plastideos
Glutationa S-transferase 2.5.1.18 Citosol; microssoma

1.3.2.1 Superéxido dismutases

O radical superéxido é o primeiro intermediario formado pela adi¢ao de
um elétron ao O,, este radical pode sofrer dismutacdo espontanea, no entanto,
nas células as enzimas superéxido dismutases (SOD, EC 1.15.1.1) catalisam a
dismutacdo do superdxido a peroxido de hidrogénio (APEL & HIRT, 2004;
SCANDALIOS, 2005). Essas enzimas podem estar ligadas a um ion metalico
(Cu/Zn, Mn, Fe e Ni). As SODs foram isoladas e caracterizadas em muitos
organismos. S&o consideradas importantes agentes antioxidantes, sendo
extremamente eficientes, reagindo com o superdoxido em uma velocidade limitada
apenas pela difusdo. Essas proteinas estdo presentes desde bactérias e
leveduras a animais e plantas (HALLIWEL & GUTERIDGE,1999).

Uma classe de superdxido dismutases consiste das SODs contendo Cu
() e Zn (1) no sitio ativo (Cu/ZnSOD), outra contendo Mn (lI) (MnSOD), uma
terceira com o Fe (lll) (FeSOD) e uma quarta classe com o Ni (lv) (NiSOD). As
Cu/ZnSODs sao geralmente encontradas no citosol de células eucaridticas, em
cloroplastos e em alguns procariotos. As MnSODs encontram-se em procariotos e
na mitocondria. As FeSODs s&o geralmente encontradas em procariotos, em

algas e em alguns cloroplastos de plantas superiores. Ja as NiSODs foram
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encontradas em Streptomyces. Ao contrario de muitos organismos que possuem
apenas um tipo de cada SOD nos varios compartimentos celulares, as plantas
tém multiplas formas de cada tipo, codificadas por mais de um gene
(SCANDALIOS, 2005).

1.3.2.2 Catalases

As catalases (CAT, EC 1.11.1.6) sédo proteinas tetraméricas que
catalisam a conversao do peréxido de hidrogénio em agua. Sdo amplamente
distribuidas em organismos como bactérias, alguns eucariotos inferiores, fungos,
animais e plantas. Sdo largamente, mas nao exclusivamente, encontradas nos
peroxissomos, organelas que possuem metabolismo primariamente oxidativo. Sao
altamente eficientes podendo atuar sobre o perdoxido de hidrogénio produzido
antes mesmo dele difundir-se para outras partes da célula. Como no caso das
SODs, multiplas CATs sao codificadas por genes especificos em plantas,
enquanto os animais possuem apenas uma forma de CAT. Ambos os genes, Cat
e Sod, respondem diferentemente a varios estresses que produzem ERO
(SCANDALIOS, 2005).

1.3.2.3 Ascorbato peroxidase

As peroxidases exercem importantes fungcbes na defesa antioxidante,
removendo peroxidos, incluindo o peréxido de hidrogénio gerado pelas reagdes
de oxi-reducao. Nas plantas, as peroxidases sao classificadas em trés classes. A
classe | corresponde as peroxidases intracelulares de origem procariética (ex.
citocromo c-peroxidase, ascorbato peroxidase); a classe Il inclui as enzimas
secretorias de fungos (ex. peroxidase dependente de manganés); e a classe Il
que sao as enzimas secretorias de plantas (TEIXEIRA et al., 2004). As ascorbato
peroxidases (APx, EC 1.1.11.1) sdo membros da classe | da super-familia de
heme-peroxidases, cujo grupo prostético € a protoporfirina e sao reguladas por
sinal redox e peroxido de hidrgénio (SHARMA & DUBEY, 2004). Elas sao
encontradas em plantas superiores, cloréfitas e algas vermelhas. As APX
apresentam alta especificidade por ascorbato como substrato redutor e catalisam

a redugao do perdxido de hidrogénio em agua.
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O processo de detoxificagcdo do peroxido de hidrogénio catalisado pela
enzima ascorbato peroxidase € acompanhado por uma série de reagdes que, em
conjunto, formam uma das vias antioxidantes mais importantes presentes nas
plantas, o ciclo do ascorbato-glutationa (Figura 2). Neste ciclo, o ascorbato e a
glutationa sao utilizados como fonte redutora para a detoxificagdo do perdxido de
hidrogénio e os compostos oxidados sao recuperados por varias reagdes, a custa
de ATP e NAD(P)H. Desta maneira, o radical monodesidroascorbato (MDHA),
gerado pela oxidagédo do ascorbato pela APx durante a detoxificagédo do peréxido
de hidrogénio é regenerado por duas vias: ele pode ser convertido a ascorbato
pela acdo da enzima monodesidroascorbato redutase (MDHAR, EC 1.6.5.4)
utilizando NAD(P)H ou, ent&o, devido a sua instabilidade, ele pode gerar o radical
desidroascorbato (DHA) em uma reagao ndo enzimatica. Em seguida, o DHA é
regenerado a ascorbato pela enzima desidroascorbato redutase (DHAR, EC
1.8.5.1) utilizando o glutationa como fonte redutora. Por fim, a glutationa oxidada
€ recuperada pela agdo da glutationa redutase (GR EC1.8.1.7), as custas de
NAD(P)H (Figura 2) (TEIXEIRA et al., 2005). O principal papel do ciclo do
ascorbato-glutationa € a protecdo dos compartimentos celulares contra os danos
oxidativos causados pelas ERO. Nas plantas, o ciclo do ascorbato-glutationa é
particularmente importante nos cloroplastos, visto que estes sdo importantes
fontes produtoras de peréxido de hidrogénio. Este ciclo também opera no citosol,
no peroxissomo e nas mitocondrias (JIMENEZ et al., 1997).

Por apresentar alta especificidade por ascorbato, uma das propriedades
caracteristica da APx é a sua instabilidade na auséncia de ASC. Sob condi¢des
onde a concentracdo de ASC é menor que 20 upM, a atividade da APx é
rapidamente perdida (SHIGEOKA et al., 2002). As isoenzimas APx sao
distribuidas em quatro compartimentos celulares distintos: mitocéndria (miAPXx),
citosol (cCAPx), peroxissomo/glioxissomo (mAPx) e no cloroplasto (chlAPx). No
cloroplasto, a APx ocorre em duas isoformas: a forma soluvel no estroma (sAPx)
e a forma da membrana tilacoide (tAPx) (MANO, et al., 1997; YOSHIMURA, et al.,
2000; SHIGEOKA et al., 2002; MADHUSUDHAM et al., 2003; MITTOVA, et
al.,2004). Segundo ASAI et al. (2004), as APx estromal e da membrana tilacoide

estdo envolvidas na eliminagdo do peroxido de hidrogénio produzido pela
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fotossintese e a mMAPX e a miAPX eliminam o peréxido de hidrogénio produzido
pela foto-respiragdo e pela respiragéo, respectivamente. A funcgao fisioldgica da
cAPx parece ser a protecdo das plantas sob varias condicdes de estresse. Em
arroz e Arabidopsis, as isoformas cloroplastidicas sdo codificadas por genes
distintos (JESPERSEN et al., 1997; TEIXEIRA et al., 2004).

Os componentes enzimaticos podem funcionar independentemente em
diferentes compartimentos celulares ou, entdo, cooperarem um com o(s) outro(s).
As APx protegem as células contra o peréxido de hidrogénio sob condi¢bes
normais, bem como em condi¢des estressantes. O aumento da atividade de APx
em resposta a estresses ambientais como salinidade, frio, intoxicagdao por metais,
seca, calor, ozbnio, alta intensidade luminosa e ataque por patdégenos, entre
outros, tem sido relatada em diferentes espécies de plantas (YOSHIMURA et al.,
2000; MITTOVA et. al., 2004; SHARMA & DUBEY, 2004). Esses dados indicam
que estas enzimas desempenham papel importante na detoxificagdo de ERO

produzidas em condi¢des de estresses (SHIGEOKA et al., 2002).
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Figura 2. A eliminagao enzimatica de ERO via ciclo do ascorbato-glutationa.
APXx — Ascorbato peroxidase; CAT — Catalase; DHA — Desidroascorbato; DHAR —
Desidroascorbato redutase; MDHA - Monodesidroascorbato; MDHAR -
Monodesidroascorbato-redutase; GR — Glutationa redutase; GSH — Glutationa
reduzida; GSSG — Glutationa oxidada; SOD — Superéxido dismutase (reproduzido
de TEIXEIRA et al., 2005).
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Diversas sequéncias génicas e de cDNA foram obtidas a partir de
diferentes espécies de plantas, indicando que as APx s&o largamente distribuidas
no reino vegetal, sendo codificadas por pequenas familias génicas (SHIGEOKA et
al., 2002). Analises in silico indicaram que as APx de arroz sao codificadas por
uma familia génica de oito membros e que os produtos desses genes estido
localizados em diferentes compartimentos celulares: duas isoformas citosdlicas
(OsAPx1 e OsAPx2); duas isoformas peroxissomais/glioxissomais (OsAPx3 e
OsAPx4); e quatro isoformas cloroplastidicas (OsAPx5, OsAPx6, OsAPx7 e
OsAPx8), sendo que OsAPx8 pode estar associada a membrana tilacoide.

A localizacdo cromossOmica de cada um dos genes de APX, os codigos
de acesso aos cDNAs e proteinas no banco de dados “GenBank” acessaveis
pelas ferramentas de bioinformatica disponiveis pelo “National Center for
Biotechonology Information” (NBCI), os numeros de éxons e introns, os tamanhos
dos cDNAs e das fases abertas de leitura (ORF, do inglés, “open reading frame”),
os tamanhos preditos das proteinas, os numeros de aminoacidos e as provaveis
localizagbes subcelulares dos produtos génicos estdo indicados na Tabela 3
(TEIXEIRA et al., 2004).

Em Arabidopsis, seis genes APx foram descritos, sendo que seus
produtos génicos apresentam as seguintes localizagbes: duas isoformas
citosdlicas, duas localizadas nos peroxissomos/glioxissomos, uma no estroma e
outra em tilacoides de cloroplastos (JEPERSEN et al., 1997). Em eucalipto, seis
genes foram descritos (TEIXEIRA et al., 2005). Em espinafre (ISHIKAWA et al.,
1996), abobora (MANO et al., 1997), tabaco e Mesembryanthemum crystalinum
(SHIGEOKA et al., 2002), as isoformas cloroplastidicas, do estroma e das
tilacoides sao codificadas a partir de um unico gene, cujo transcrito primario sofre

processamento (“splicing”) alternativo.
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Tabela 3. Estrutura dos genes e principais caracteristicas das isoformas de
ascorbato peroxidase em arroz (reproduzido de TEIXEIRA et al., 2004).

Nimerode cDNA/ORF Proteina PM Numerode acesso NCBI  Localizagéo

Cromossomo < inons () (aa) (kDa) cDNA  proteina Subcelular Predita
OsAPX! 3 9 8 983753 250 272 DA5423  BAACS2S Citosol
OsAPx2 7 9 8 1160756 251 271 ABOS3G7 BAAJOBED Citosol
OsAPX3 4 9 8 1060876 291 320 AY38617 AAQEBI05  Peroxisomo
OsAPx4 8 9 8 12441876 291 37 AKO70842 - Peroxisome
OsAPX5S 12 M0 1129983 30 348 AKOTION0 - Cloroplasto
OsAPX6 12 M0 1288930 309 335 AKOB110T - Cloroplasto
OsAPX? 4 2 11 13021080 359 383 ﬁiléggji BACTS362  Coroplasto
OsAPX8 2 12 11 16081407 478 512  AKOT0842 BACTS363  Cloroplasto

A localizagao subcelular das diferentes isoformas de APx é determinada
pela presenca de peptideos de direcionamento organela-especifica e de dominios
transmembrana encontrados nas regides N-terminal e C-terminal das proteinas
(Figura 3). Além disto, analises filogenéticas das isoenzimas de APXx revelaram
que as isoformas de um mesmo compartimento celular sdo mais semelhantes
entre si do que quando comparadas as isoformas de diferentes compartimentos

celulares de um mesmo organismo (TEIXEIRA et al., 2004).
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Figura 3. Estrutura protéica das isoformas de APx em plantas superiores. Na
figura esta ilustrada uma comparagdo da estrutura primaria das proteinas de
diferentes compartimentos subcelulares. As localizagdes preditas das APx de
arroz estao indicadas (adaptado de TEIXEIRA et al., 2004).

1.4 Estresse ambiental e estresse oxidativo

As plantas freqlientemente enfrentam condi¢des rigorosas de estresses
ao longo de suas vidas tais como baixas e altas temperaturas, calor, salinidade,
seca, inundacao, estresse oxidativo, intoxicacdo por metais pesados e ataques de
patdgenos, entre outros. Esses estresses, muitas vezes, conduzem a uma seérie
de mudangas morfologicas, fisioldgicas, bioquimicas e moleculares causando
danos irreparaveis aos vegetais, reagindo com seu potencial genético e limitando
seu crescimento, reproducao e a produtividade. Atividades antropogénicas podem
ter acentuado os fatores de estresses até entdo existentes (MAHAJAN &
TUTEJA, 2005).

Segundo WANG et al. (2003), seca, salinidade, temperaturas extremas e
estresse oxidativo estdo frequentemente interconectados e podem induzir danos
celulares similares. Por exemplo, seca e salinidade manifestam-se primeiramente
como estresse osmotico, resultando no rompimento da homeostase e distribuigao

de ions na célula. O estresse oxidativo que geralmente acompanha os danos
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derivados de altas temperaturas, salinidade e seca, entre outros, pode causar
desnaturacdo funcional e estrutural das proteinas. Consequentemente, esses
diversos estresses ambientais muitas vezes ativam rotas de sinalizacdo e
respostas similares nas células tais como a produgao de proteinas anti-estresse,

a regulacao de antioxidantes e a acumulacéo de solutos compativeis.

Os estresses abibticos sdo a principal causa para a redugdao da
produtividade da colheita de graos, chegando a até 50% de redu¢cdo da mesma.
Centenas de milhdes de dolares sdo perdidos a cada ano devido a redugao da
produtividade, o que ameaca a sustentabilidade da agricultura. Um estresse
bioldgico € uma forga adversa ou uma condicdo que impede o funcionamento e a
constituicdo normais de um sistema biologico. O estresse € primeiro percebido
por receptores presentes na membrana das células de plantas; o sinal &, entéo,
transmitido para o interior da célula, resultando na geracdo de mensageiros
secundarios incluindo calcio, ERO e inositol fosfato (MAHAJAN & TUTEJA, 2005).
Estudos prévios demonstraram que o estresse ambiental que inclui mudancas na
temperatura, deficiéncia de agua e um excesso de ions metalicos, causa danos
moleculares as plantas, direta ou indiretamente, via produgao de ERO (MITTLER,
2002).

Conforme mencionado, sdo inumeros os estresses que as plantas
enfrentam durante o seu ciclo de vida, e esses prejudicam o crescimento, o
desenvolvimento e a producdo das mesmas. Neste trabalho, vamos dar énfase
aos efeitos causados pela intoxicagao por aluminio, frio, seca e pelo tratamento

com peroxido de hidrogénio.

1.4.1 Aluminio

O aluminio (Al) € um dos elementos mais abundantes no solo e se torna
mobilizado na forma fitotoxica (AI**) sob condigdes acidas (pH abaixo de 5,0). Sua
toxicidade depende da quantidade em que se encontra na solu¢cdo do solo e a
relacdo com outros elementos, principalmente calcio (Ca), fosforo (P), potassio
(K) e magnésio (Mg). Em solos acidos, a toxicidade por Al parece ser o principal

fator limitando a colheita e a produtividade. Estudos realizados com diferentes
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especies mostraram que o Al é extremamente toxico e causa a inibicdo do
crescimento e morte celular. O Al, além de inibir a divisdo celular, também inibe o
fluxo de ions e afeta a estabilidade e a fungdo da membrana plasmatica (ROUT et
al., 2001; MA et al., 2007).

Segundo ROUT et al. (2001), séo varios os efeitos prejudiciais do Al,
entre esses destacam-se a interferéncia na divisdo celular nas pontas das raizes
e raizes laterais, o aumento da rigidez da parede celular pela deposi¢do de
pectinas, a reducdo da replicacdo do DNA, a fixacdo de fésforo na superficie
radicular, a diminuicdo da respiracdo radicular, a interferéncia na atividade
enzimatica responsavel pela fosforilacdo de acucares e deposicdo de
polissacarideos na parede celular, e a interferéncia no transporte de alguns
nutrientes essenciais e agua para a planta. Entre as culturas de importancia
econbmica, o arroz € uma das mais tolerantes ao Al. A tolerdncia de varias
espécies vegetais ao Al tem sido atribuida a capacidade das plantas de manterem
em suas raizes e parte aérea niveis adequados de certos macro e micronutrientes
essenciais para as mesmas (MENDONCA et al., 2003).

1.4.2 Frio

Muitas espécies de plantas sdo sensiveis ao frio, especialmente nos
estagios precoces do desenvolvimento. Cada espécie de planta tem seu préprio
requerimento de temperatura 6tima para seu crescimento e desenvolvimento.
Condicdes otimas de temperatura para uma determinada espécie pode ser
estressante para outra. Durante e apds a exposicédo a baixas temperaturas, a taxa
de fixacdo de dioxido de carbono (CO;) diminui e o suplemento disponivel de
NADP" para a cadeia de transporte de elétrons é restrito, conduzindo & reducéo
excessiva do oxigénio e, desse modo, aumentando a geracdo de espeécies
reativas (AROCA et al., 2003).

As plantas apresentam varios sintomas fenotipicos em resposta ao frio e
estes incluem a redugcdo da expansdo foliar, o murchamento, a clorose
(amaleramento das folhas) e pode, também, levar a necrose (morte do tecido).

Em nivel celular, o frio resulta na perda da integridade das membranas que leva a
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disperséo de solutos. A integridade intracelular das organelas € rompida levando
a perda da compartimentalizagcdo, a redugado da fotossintese e de processos
metabdlicos gerais. Em arroz, plantas expostas a temperaturas baixas na época
da antese (abertura floral) tém o desenvolvimento reprodutivo afetado resultando
na esterilidade das flores (MAHAJAN & TUTEJA, 2005). As plantas das regides
tropicais e subtropicais podem ser severamente prejudicadas pelas temperaturas
abaixo de 12°C. O modo como as plantas aclimatizam-se a estresses como o frio
ainda ndo € bem compreendido em nivel bioquimico, mas plantas de arroz
expostas a baixas temperaturas mostraram varias mudangcas em seus
transcriptoma e proteoma (RABBANI et al., 2003).

1.4.3 Seca

A seca ou déficit hidrico pode ser definida como uma condicdo de
auséncia de umidade adequada necessaria para uma planta crescer normalmente
e completar seu ciclo de vida. A falta de umidade necessaria geralmente ocorre
em areas com baixas incidéncias de chuvas e pobre irrigagdo. Como resultado
ocorrem danos a membrana, proteinas citosélicas e organelares podem reduzir
suas atividades ou, ainda, sofrerem completa desnaturagcdo quando desidratadas.
A alta concentracédo celular de eletrdlitos, devido a desidratacdo do protoplasto,
pode também causar o rompimento do metabolismo celular. Como consequéncias
do estresse por seca, algumas mudangas ocorrem na ceélula incluindo a mudancga
no nivel de expressao dos genes como, por exemplo, daqueles codificadores das
chaperonas (proteinas que auxiliam no reparo de outras proteinas) e enzimas
envolvidas na producgao e eliminagao de ERO. Em termos fisiolégicos, a seca nas
plantas afeta o desenvolvimento, restringe o aproveitamento dos nutrientes e a
aquisicao de agua (JALEEL et al., 2007).

A reducao do crescimento vegetativo, em particular, o crescimento dos
brotos e a diminui¢do da divisdo celular sdo também decorrentes do estresse. A
reducdo da expansdo foliar € um efeito benéfico para plantas sob estresse
hidrico, pois, com uma menor area foliar exposta, menor € a transpiracdo.
Evidéncias indicam que a primeira resposta de todas as plantas ao déficit de agua

€ o fechamento dos estématos para prevenir a perda de agua por transpiragao.
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Contudo, este leva a diminuigcdo da taxa fotossintética. Muitas plantas
respondem ao estresse hidrico acelerando a senescéncia e a abscisdo de folhas
velhas, processos também conhecidos como ajustamento da area foliar. Em
relacdo as raizes, o crescimento relativo pode sofrer aumento, o qual facilita a
capacidade do sistema radicular de extrair mais agua das camadas mais
profundas do solo. A tolerancia a seca € fundamental para as plantas que passam
por periodos prolongados de deficiéncia de agua no solo. Plantas tolerantes
podem manter o conteudo de agua de seus tecidos, permitindo as mesmas
sobreviverem a reducao do conteudo de agua nos mesmos € se recuperam mais
efetivamente apos a reabsorcao de agua (MAHAJAN & TUTEJA, 2005).

1.5 Arroz: modelo de estudos, importancia agricola e econdémica

O arroz (Oryza sativa) é considerado a planta modelo de estudos entre
as monocotileddéneas, assim como Arabidopsis é considerada a planta modelo
para as dicotiledéneas. E um organismo dipléide com 24 cromossomos e com
genoma de 460 megabases (Mb), 0 menor entre os cereais. Devido a sintenia do
genoma de arroz com o de outros cereais como milho e trigo, o progresso nos
protocolos de transformacédo mediada por Agrobacterium, a disponibilidade de
etiquetas de genes expressos ou ESTs (do inglés, “Expressed Sequence Tags”) e
de mapas moleculares saturados, fazem do arroz um organismo modelo para
estudos fisiolégicos, genéticos e de evolugcado dentre as plantas, principalmente
em relacdo as monocotiledéneas (GALE & DEVOS, 1998; SHIMAMOTO &
KYOZUKA, 2002;).

Entre os cereais, 0 arroz € um dos mais importantes do mundo, cultivado
e consumido em todos os continentes, destacando-se pela produgdo e area de
cultivo, contribuindo tanto no aspecto econdmico quanto social. Cerca de 150
milhdes de hectares de arroz s&o cultivados anualmente no mundo, chegando a
uma producao de cerca de 590 milhdes de toneladas. Na maioria dos paises em
desenvolvimento, o arroz é a cultura alimentar de maior importancia. O cereal é
alimento basico para cerca de 2,4 bilhdes de pessoas, possuindo um excelente
balanceamento nutricional, fornecendo 20% da energia e 15% da proteina per
capita necessaria a dieta humana (EMBRAPA, 2007).
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Por ser uma cultura extremamente versatil, que se adapta a diferentes
condi¢cdes de solo e clima, o arroz € considerado a espécie que apresenta um
grande potencial para o combate a fome no mundo. O Brasil esta entre os dez
principais produtores mundiais de arroz, com cerca de 11 milhdes de toneladas
para um consumo de 11,7 milhdes de toneladas (EMBRAPA, 2007). Tendo em
vista a importancia social e econbémica do arroz e os efeitos extremamente
danosos dos estresses abioticos sobre a agricultura, um maior conjunto de dados

a respeito das interagdes entre ERO e as respostas vegetais faz-se necessarios.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar funcionalmente os genes
codificadores de ascorbato peroxidase em arroz com o intuito de identificar a
funcado dos diferentes membros dessa familia no controle dos niveis de ERO na
planta. Assim, os objetivos especificos propostos para o desenvolvimento deste
trabalho foram:

- Produzir e analisar plantas transgénicas de arroz silenciadas nos genes
OsAPx5, OsAPx6, OsAPx7 e OsAPXx8.

- Estudar o padrao de expressdo dos genes que codificam as diferentes
isoformas de APx em arroz sob condigcdes de estresses abioticos tais como
o tratamento com concentragdes toxicas de aluminio, frio, seca e

exposicao ao peroxido de hidrogénio exdgeno.
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3. MATERIAIS

3.1 Material vegetal

Plantas de arroz (Oryza sativa L. ssp. japonica cv. Nipponbare) foram
usadas neste estudo. As plantas foram crescidas em casa de vegetacdo a
temperatura de 28°C e fotoperiodo de 12 h em potes permanentemente irrigados
por submersdo das suas bases em agua. Calos embriogénicos de arroz foram

induzidos a partir de sementes e cultivados em meio NB a 28°C no escuro.

3.2 Meios de cultura para plantas de arroz

3.2.1 Meio hidropénico para o cultivo de arroz

O meio para cultivo de plantas em hidroponia consistiu de uma
formulagéo de sais descrita por FURLANI & FURLANI (1998): (NH4)SO4 a 56,6
g/L; Ca(NO3)..4H,0 a 202,3 g/L; CaCl, a 90,9 g/L; K,SO4 a 55,8 g/L; MgS0O,4.7H,0
a 136,9 g/L; KH,PO4 a 35,1 g/L; FeS04.7H,0 a 24,1 g/L; Na.EDTA a 25,1 g/L;
MnCl,.4H,0 a 2,34 g/L; H3BO3; a 2,04 g/L; ZnS0O,4.7H,0 a 0,88 g/L; CuS04.5H,0 a
0,20 g/L; NazMo704.2H,0 a 0,26 g/L. O pH do meio foi ajustado para 5,8.

3.2.2 Meio de inducgao de calos (N6D)

O meio de indugdo de calos, denominado N6D foi constituido de
(NH4)2SO4 a 460 mg/L; KNO3 a 2.830 mg/L; KH,PO4 a 400 mg/L; MgS0,4.7H,0 a
190 mg/L; H3BO3 a 1,6 mg/L; ZnS0O,4.7H,O a 2 mg/L; Kl a 0,75 mg/L; CaCl,.2H,0
a 170 mg/L; FeS04.7H,0 a 27,8 mg/L; Na,EDTA a 37,3 mg/L; mioinositol a 100
mg/L; caseina hidrolisada a 300 mg/L; prolina a 2,9 g/L; 2,4-D a 1 mg/mL;
sacarose a 30 g/L; Fitagel (Sigma) a 3 g/L. O pH do meio foi ajustado para 6,4 e a

solugao foi autoclavada por 15 minutos a 1,5 atm.
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3.2.3 Meio NB para proliferagao de calos

O meio NB concentrado foi constituido de (NH4)>.SO4 a 460 mg/L; KNO3 a
2.830 mg/L; MgS04.7H,0O a 190 mg/L; CaCl,.2H,0 a 170 mg/L; KH,PO,4 a 400
mg/L; FeS04.7H,0O a 27,8 mg/L; Na,EDTA a 37,3 mg/L; H3BO3; a 1.6 mg/L;
MnSO4.H,0 a 10 mg/L; ZnS0O4.7H,0 a 2 mg/L; Kl a 0,75 mg/L; Na;Mo0O4.2H,0 a
0,25 mg/L; CoCl,.6H,0 a 0,025 mg/L; CuS0O4.5H,0 a 0,039 mg/L; tiamina a 0,1
mg/L; piridoxina a 0,05 mg/L; acido nicotinico a 0,05 mg/L; mioinositol a 100 mg/L;
caseina hidrolisada a 300 mg/L; glutamina a 500 mg/L; prolina a 500 mg/L;
sacarose a 30 g/L. Fitagel (Sigma) a 3 g/L. O pH da solugao foi ajustado para 6,4

e a solugao foi autoclavada por 15 minutos a 1,5 atm.

3.2.4 Meio NBA (NB+acetoceringona)

O preparo do meio NBA foi realizado conforme descrito no item 3.2.3 e,
ap6s autoclavagem, foi adicionado ao meio acetoseringona para uma

concentragéo final de 100 uM (ou 19,62 mg/mL).

3.2.5 Meio de selecdo NB-HTC

O meio de selegdo NB-HTC (NB + higromicina a 50 ug/mL, timetina 150
ug/mL e Claforan a 200 ug/mL) foi preparado seguindo os mesmos passos do
item 3.2.3 e os antibidticos esterilizados por ultrafiltracdo em membrana Millipore

de 14 ou 22 um foram adicionados ao meio apds a autoclavagem.

3.2.6 Meio de pré-regeneragao

Para o preparo de um litro de meio pré-regeneragao foram adicionados
100 mL de NB concentrado, 3 g de Fitagel, N-benziladenina (BAP) a 2 mg/mL e
acido naftalenoacético (ANA) a 1 mg/mL, e completado o volume para um litro
com agua destilada. O pH da solugdo foi ajustado para 6,4 e a solugéao foi
autoclavada por 15 minutos a 1,5 atm. Posteriormente, foi adicionado ao meio
acido abscisico (ABA) esterilizado por ultrafiltragdo em membrana Millipore de 14

ou 22 um para a concentracéo final de 5 mg/mL.
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3.2.7 Meio de regeneragao

O preparo do meio de regeneracao foi realizado conforme descrito no
item 3.2.7, no entanto com 3 mg/mL de BAP e ANA a 0,5 mg/mL e sem a adigao

de ABA apés a autoclavagem.

3.2.8 Meio de cultivo in vitro de plantulas de arroz

O meio de cultivo de plantulas regeneradas foi constituido da mistura de
sais de MURASHIGE & SKOOG (MS, 1962), acrescido de Fitagel a 3% e o
antibidtico de selecéo (higromicina a 50 ug/mL). O pH do meio foi acertado para

6,4. As condicdes de autoclavagem foram de 15 minutos a 1,5 atm.

3.2.9 Meio de cultura para bactérias

Para o preparo do meio LB sélido para bactérias foi adicionado 32 g do
composto LENNOXL AGAR (Invitrogen) em &agua destilada até completar o
volume de 1 L. Para o preparo do meio LB liquido foi adicionado 25 g do
preparado comercial LURIA BROTH BASE (Invitrogen) em agua para o volume

final de 1 L. Os meios foram autoclavados por 15 minutos a 1,5 atm.
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4. METODOS

4.1 Construgao dos vetores de transformacgao de planta

Os cDNAs codificando os genes OsAPx5, OsAPx6, OsAPx7 e OsAPx8
(cédigos de acesso GenBank AKO073910, AK061107, AB114855/AK103344;
AKO070842, respectivamente) foram clonados usando tecnologia de clonagem
Gateway™ (Invitrogen) por TEIXEIRA (2005). Para adicionar a seqiiéncia
completa dos sitios de recombinacdo affB nas extremidades dos cDNAs de
interesse, duas reagdes em cadeia da DNA-polimerase (PCR) foram realizadas.
Na primeira reacdo, os pares de primers especificos para a amplificagcdao dos
fragmentos correspondentes a OsAPx5/6, OsAPx7/8, OsAPx7 e OsAPx8 foram
usados. Na segunda reagao de amplificagédo, o par de primers contendo o sitio de
recombinagdo foi usado a temperatura 47°C de anelamento: primer forward -
AttB1 5’- GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT-3’ e primer reverse - AttB2
5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT-3'.

A primeira reagdo de recombinacdo (recombinacdo BP) envolveu a
clonagem dos produtos de PCR flanqueados por attB junto ao vetor pPDONR™201
(Invitrogen). Para obter os plasmideos pENTR-OsAPx, uma segunda reacéo de
recombinacdo (recombinacdo LR) foi realizada com 150 ng dos plasmideos
PENTR-OsAPx5/6, pENTR-OsAPx7/8, pENTR-OsAPx7 e pENTR-OsAPx8, os
quais foram recombinados com 150 ng do vetor pANDA (MIKI & SHIMAMOTO,
2004) (Figura 16) para gerar os vetores pANDAOsAPx5/6, pANDAOsAPx7/8,
pANDAOsAPx7 e pANDAOsAPx8. Sequéncias de mRNA com uma estrutura
“hairpin” (hpRNA) foram construidas baseadas na sequéncia do gene OsAPx5
para a construcdo RNAiIOsAPx5/6 e do gene OsAPx7 para a construgao
RNAIOsAPx7/8. Essas constru¢des foram desenvolvidas por TEIXEIRA (2005) na
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). As Construgcdes RNAI para os
genes OsAPx7 e OsAPx8 individualmente foram desenvolvidas na Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) durante o desenvolvimento da presente
dissertacdo. As construcdes RNAIOsAPx7 e RNAIOsAPx8 basearam-se nas
sequéncias dos seus respectivos genes. Em cada construgdo, o RNA “hairpin” foi

transcrito sob o controle do promotor forte da ubiquitina de milho (Zea mays). Um
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intron esta presente na regido 5 da repeticdo invertida visando aumentar a
expressao do “hairpin” (MIKI & SHIMAMOTO, 2004). Células competentes de E.
coli XL1-Blue foram transformadas por eletroporacédo e semeadas em placas de
LB agar contendo canamicina (50ug/ml) para a transformacgao via eletroporagao
(ver item 4.2).

As bactérias contendo os clones obtidos foram multiplicadas visando a
amplificagdo e a purificagdo dos plamideos. Os DNAs plasmidiais foram usados
para confirmar a clonagem por PCRs usando-se os primers HPT1: 5-
GAGCCTGACCTATTGCATCTCC-3 e HPT2: 5-
GGCCTCCAGAAGAAGATGTTGG-3 e os primers OsAPx5/6 F e R (OsAPx5/6-F
5-CACCGGAGTTGAGTTAGTAGA-3 e OsAPX5/6-R 5'-
AGGTGGGCATTCTTCACCAT-3’ (204 bp); e OsAPx7/8 F e R (OsAPx7/8 F 5'-
TCAAGACCCATCCTGTAA-3 e OsAPx7/8-R 5'-
CACCCTCTAAAGCTTGTCCAAC-3' (238 bp); OsAPx7 F e R (OsAPx7-F 5'-
AAAAAGCAGGCTCCGAGCAATCTGGGTGCAAAAT-3* e  OsAPx7-R  5'-
AGAAAGCTGGGTCGACTCGTGGTCAGGAAAAGC-3’ (220 bp); OsAPx8 F e R
(OsAPx8-F 5-AAAAAGCAGGCTCCGCTGCGAAATACTCCTACGG-3' e OsAPx8-
R 5’-AGAAAGCTGGGTCAG-3’ (227 bp) para os genes de ascorbato peroxidase.

A transformacéo de A. tumefaciens foi feita por choque térmico (ver item
4.3). Os clones obtidos foram langados em cultura, igualmente como descrito
acima. A confirmagcao das clonagens foi realizada por PCR usando os primers
HPT e APx. As bactérias contendo os vetores de transformacao foram utilizadas

na transformacao dos calos de arroz.

4.2 Transformacao de Escherichia coli

As células competentes de E. coli XLI-Blue para transformacéo por
eletroporagao foram produzidas conforme o protocolo descrito em SAMBROOK et
al. (1989) Para a transformacéo de E. coli, 1 a 10 ng de DNA foram adicionados a
40 pl de células competentes. A mistura foi incubada por 30 s no gelo e, em
seguida, eletroporada em cubeta de 0,2 cm sob pulso elétrico de 2,5 volts, 25 uF
e 200 Q, no eletroporador (Bio Rad, Gene Pulser® I1). A seguir, 1 mL de LB liquido

foi adicionado as células e a suspensao foi incubada por 2 h a 37°C sob agitagao
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constante de 225 rpm. Por ultimo, as bactérias foram inoculadas sobre meio LB
sélido contendo 50 ug/mL de canamicina para as células transformadas com
plasmideos derivados do pDONR™201, e mantidas a 37°C por 16 h.

4.3 Transformagao de Agrobacterium tumefaciens

Visando obter células de A. tumefaciens AGL1 competentes para a
transformacado por choque térmico, uma pré-cultura em 5 mL de LB liquido
contendo 100 pug/mL de rifampicina foi inoculada com uma colénia isolada da
bactéria. Depois de 1 a 2 dias de multiplicagdo a 28°C sob agitagdo constante de
225 rpm, 500 pL da pré-cultura foram inoculados em 100 mL de LB liquido com
100 pg/mL de rifampicina. O inéculo foi mantido a 28°C sob agitagao constante
até atingir a D.O. de 0,5 a 600 nm, quando foi centrifugado a 5.000 xg, por 5
minutos a 4°C. Apdés a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi ressuspendido em 2 mL de LB liquido. Aliquotas de 200 uL foram
estocadas a -80°C e descongeladas somente para transformacao.

Para a transformacgéo, 1 ug do DNA foi adicionado a 200 uL de células
de A. tumefaciens e congeladas por 5 minutos em nitrogénio liquido. A seguir, a
mistura foi incubada a 37°C. Depois de 25 minutos, as células foram transferidas
para um novo tubo contendo 1 mL de LB liquido e incubadas a 28°C por 1 hora
sem agitacdo e por mais 2 horas sob agitacdo constante. Por ultimo, as células
foram centrifugadas por 3 minutos a 14.000 xg, e o precipitado foi ressuspendido
em 500 pL de LB liquido e plaqueado em LB sélido contendo 100 ug/mL de

rifampicina e 50 pg/mL de canamicina e mantidas a 28°C por 3 dias.

4.4 Extracao de plasmideos

A extragdo de plasmideos de E. coli e A. tumefaciens foi realizada pelo

processo de lise alcalina conforme descrito por SAMBROOK et al. (1989).
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4.5 Transformacgao de calos de arroz por Agrobacterium tumefaciens

A transformacido de calos de arroz por A. tumefaciens foi realizado
baseado no protocolo de UPADHYAYA et al. (2000).

4.6 Extracao de DNA genémico de arroz

O material foliar de arroz foi pulverizado em nitrogénio liquido utilizando
graal e pistilo e distribuido em tubos de microcentrifuga até alcangar a marca de
0,5 mL. A cada tubo foi adicionado 0,6 mL de tampéao de extragédo (Tris/HCL 10
mM pH 8, EDTA 1 mM, SDS 1%; Protocolo PureGene, CSIRO Plant Industry) e a
mistura foi agitada em um vortex por 30 s. Apds uma incubagdo a 65°C por 1
hora, foram adicionados 3 uL de solugdo de RNAse a 5 mg/mL e a mistura foi
incubada durante 30 minutos a 37°C.

Apos centrifugagdo a 16.000 xg por 3 minutos, a fase aquosa foi
adicionado 200 uL de acetato de aménia a 6 M e a mistura foi agitada em vértex
por 30 s e centrifugada por 5 minutos a 13.000 xg. Apds centrifugagao, o
sobrenadante foi transferido para um tubo novo. Em seguida, foi adicionado 1
volume de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) sendo a mistura agitada
em um vortex por 30 s e centrifugada por 10 minutos como descrito
anteriormente.

A fase aquosa foi recuperada em outro tubo e misturada a 600 pL de
isopropanol, por inversdo (50 vezes). Apdés a centrifugagdo (13.000 xg) por 5
minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado 3 vezes em
etanol a 70%. O precipitado foi seco em estufa a 37°C por 15 minutos, e

solubilizado em agua ultrapura e estéril e estocado a -20°C.

4.7 Extracao de RNA total

As amostras de tecido vegetal (parte aérea ou raiz) foram coletadas e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e estocadas em freezer -80°C
até o momento da extragdo. A extracdo do RNA total foi realizada com o reagente

TRIZOL (Invitrogen) seguindo as instrucdes do fabricante.
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4.8 Sintese de cDNA a partir de RNA total

A sintese de cDNA a partir de RNA total foi realizada utilizando-se a
enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) seguindo-se as recomendacoes
do fabricante, com as seguintes adaptagdes: em um volume final de 20 uL, foi
utilizado uma quantidade inicial de 2 uL de RNA total de arroz, 1 uL do
oligonucleotideo poli-T (1 ug/uL), 1uL de desoxirribonucleotideos (ANTP) a 10
mM, 8 uL de agua ultrapura. Visando desnaturar o RNA, a solugao foi incubada a
65°C por 5 minutos e imediatamente incubada em gelo por mais 5 minutos. A
seqguir, 4 uL de tampao 2,5X (First Strand Buffer 2,5X), 2 uL de DTT 0,1 M, 1 uL
de H20, 1 uL de M-MLV Reverse Transcriptase (200 U/uL) foram adicionados a
solugdo. A reagao foi mantida a 37°C por 2 horas e em seguida incubada a 70°C
por 15 minutos. Todos os cDNAs foram checados por PCR usando primers

constitutivos FDH e/ou PiP.

4.9 PCR

As reacgdes de amplificacdo dos DNAs gendmico e plasmidial foram
realizados usando primers especificos para cada APx e, ainda, os primers HPT
e/ou GUS. Para a reagao de amplificagéo, foram adicionados 2 uL de DNA, 0,5 uL
de dNTP a 10 mM, 2 uL de tampao de PCR 10X concentrado (Tris/fHCL a 100
mM, (pH 8,0), KCl a 500 mM), 1 uL de MgCl, a 10 mM, 1 uL de cada primer a 10
mM (forward e reverse), 0,2 uL de Tag DNA-polimerase (5 U/uL) e 12,3 uL de
agua ultrapura estéril. As condi¢des utilizadas na amplificagdo dos DNAs foram:
94°C por 5 min, seguido de 30 ciclos de desnaturagdo (94°C por 1 min),
anelamento 55°C, (1 min) e extens&o (72°C por 1 min). O ultimo ciclo foi seguido
de uma extensdo final de 5 min a 72°C. A amplificagdo e o tamanho dos

fragmentos de DNA foram confirmados por eletroforese em gel de agarose.

4.10 qRT-PCR

As analises por PCR semi-quantitativo (QRT-PCR) foram realizadas em

um aparelho “Applied Biosystems 7500 Real-Time System”. As qRT-PCRs foram
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compostas de um passo inicial de desnaturagdo de 5 min a 94°C seguido de 40
ciclos de 10 s a 94°C, 15 s a 60°C e 15 s a 72°C. As amostras foram mantidas por
2 min a 40°C para reanelamento e, entdo, aquecidas de 55 para 99°C para
adquirir dados procedentes da curva de desnaturagao do produto de amplificacao.
Os gRT-PCRs foram feitos usando 10 uL da amostra de cDNA diluido 100X em
2,0 yL tampéo PCR 10X, 1,2 yL MgCl, 50 mM, 0,1 yL dNTPs 5 mM, 0,2 uL de
cada primer 10 uM, 4,25 pL H,0, 2,0 yL SYBER GREEN (1:100,000), e 0,05 uL
Platinum Taq DNA Polymerase (5 U/uL; Invitrogen). O volume final da reagao por
tubo foi de 20 pL. Os primers utilizados nas reacdes estao listados na Tabela 4.
Como normalizadores internos da reagado, foram utilizados trés sequéncias
génicas: fator de alongagcdo (eF; cdédigo de acesso no GenBank AJ252135);
Ubiquitina (Ubi; cdédigo de acesso no GenBank AK103230) formaldeido-
desidrogenase (FDH; cédigo de acesso no GenBank U77637.1) e posteriormente
foi feito a média dos genes controles. Todas as reag¢des foram realizadas com
quatro repeticdes experimentais e o calculo foi feito utilizando o método 244¢7
(LIVAK & SCHMITTGEN, 2001).

4.11 Cultivo de plantas para analise da expressao génica das ascorbato
peroxidases

Sementes maduras de arroz Nipponbare foram descascadas e
esterilizadas com solugéo de hipoclorito de sodio comercial (MAZZAROLLO, 8%)
a 50% por 5 minutos sob agitacdo constante e em trés repeticbes e
posteriormente lavadas 5 vezes com agua ultrapura e estéril. As sementes foram
germinadas em placas de Petri contendo papel de filtro umedecido com agua
ultrapura e estéril em B.O.D. a 28°C + 2°C durante 4 dias no escuro. Para todos
os tratamentos, o material vegetal foi coletado de um “pool’ de trés plantas, com
trés repeticdes bioldgicas. Os experimentos foram repetidos pelo menos duas
vezes, exceto para o tratamento com aluminio e perdxido de hidrogénio. As
amostras foram coletadas em nitrogénio liquido e estocadas em freezer a -80°C

até extracao do RNA com o reagente TRIZOL (Invitrogen).
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4.11.1 Tratamento com aluminio

Plantulas de 4 dias foram colocadas em potes de plastico contendo
solugao hidropbnica conforme descrito por FURLANI & FURLANI (1998) e
crescidas em camara de crescimento a 28°C e 12 h de luz por 5 dias. Apds este
periodo, as plantas foram submetidas ao tratamento com 20 ppm de cloreto de
aluminio (AICIs) e, entdo, amostras do tecido radicular foram coletadas de plantas
em tempos de 4 e 8 h de estresse. Como controles, foram utilizadas plantas nao

tratadas com aluminio, mas mantidas nas mesmas condigdes.

4.11.2 Tratamento com peréxido de hidrogénio

Plantulas foram cultivadas em vidros contendo meio MS a metade da
concentracao original (MURASHIGE & SKOOG, 1968) sob condicbes assépticas
e mantidas em camera de crescimento a 28°C e 12 h de escuro/luz por 5 dias.
Para o tratamento, primeiramente foi substituido o meio MS sélido por MS liquido
e, entdo, adicionado o peréxido de hidrogénio a 10 mM. O material vegetal
utilizado foi a parte aérea e este foi coletado de plantas em diferentes tempos de

tratamento: 2, 4 e 8 h de estresse.

4.11.3 Frio

As plantulas foram colocadas em vasos de plastico contendo solo
comercial “Solomax” (Eucatex Quimica e Mineral Ltda.) e crescidas em camera de
crescimento a 28°C e 12 h de escuro/luz durante quatro semanas. Apds esse
periodo, as plantas foram submetidas ao tratamento com frio a 10°C. As
amostras, parte aérea, foram coletadas as 6 e 24 h de exposicado ao frio. Plantas
controle foram mantidas em condi¢cées normais a 28°C e o material foi coletado

seguindo 0s mesmos procedimentos.

4.11.4 Seca

As plantulas foram colocadas em vasos de plastico contendo solo
comercial “Solomax” (Eucatex Quimica e Mineral Ltda.) e crescidas em camera de
crescimento a 28°C e 12 h de escuro/luz durante quatro semanas submersos em

bandejas com agua. Para o tratamento com estresse hidrico foi retirado a 4gua da
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bandeja e escoado a agua restante dos vasos. As amostras das folhas foram
coletadas aos 6 e 15 dias de estresse. Uma bandeja de plantas controle foi
mantida em condi¢des normais, ou seja, com agua e coletado as amostras

dessas seguindo os mesmos procedimentos.

4.11.5 Tratamento com luz UV

Para o tratamento com luz UV, plantas transgénicas e plantas néao
transformadas foram expostas a irradiacdo UV de 254 nm, proveniente de
lampadas germicidas por 15 minutos. Em seguida, as plantas foram mantidas em
condigcdes normais por 30 minutos. Apds esse periodo as plantas foram
submetidas novamente por mais 15 minutos a exposicdo a luz UV.
Posteriormente, folhas das plantas irradiadas foram coletadas e incubadas em

0.1% de solucédo de tetraidrocloreto de diaminobenzidina (DAB; Sigma).

4.13 Localizagao in situ de peréxido de hidrogénio

A deteccdo do perdxido de hidrogénio em tecidos foliares de arroz foi
realizada pela coloracdo com DAB. Para tanto, as folhas de arroz foram cortadas
na sua regido basal e incubadas com 0.1% de DAB em 10 mM de tampao MES
(Sigma), pH 5,8, por 12 h. A clorofila foi entdo removida por lavagem em etanol a

96% fervente durante 10 minutos.

4.14 Anadlises estatisticas

As analises estatisticas foram feitas pelo teste t de Student com P < 0,05

de significancia usando o programa Excel (Microsoft Corporation).
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Tabela 4.

Primers utilizados nas analises de expressao dos genes APx por gRT-

PCR.
Primer F/R Seqliéncia dos primers
OsAPx1 |F 5-CTCGAGCTACAAGGAGGCCCACCTCA-3

R 5-GGTACCTCAGCCGCATTTCATACCAACACA-3’
OsAPx2 |F 5-CTCGAGCCAAGTGACAAAGCCCTCAT-3’

R 5-GGTACCTCGAGAAGGCGCAAAATACAAATCG-3
OsAPx3 F 5-GGTACCTCGAGCGAAAGATCAGGATTTGATGGT-3’

R 5-CTCGAGCCCAGCTCAGATAGCTTCTTGT-3
OsAPx4 |F 5-CTCGAGTGACAAGGCATTGTTGGAAG-3’

R 5-GGTACCTCGAGCAGCTGCAGCAACAGCTACC-3’
OsAPx5 |F 5-CTCGAGAGGGCAATGTTGGACATCTG-3

R 5-GGTACCTCGAGGATCAAACTTTGCCCCAAGA-3
OsAPx6 |F 5-CTCGAGAGGGCAATCTTGGACATCAC-3’

R 5-GGTACCTCGAGGATCAAACTTTGCTCCGAGA-3’
OsAPXx7 |F 5-GAGCAATCTGGGTGCAAAAT-3’

R 5-GGTACCTCGAGGACTCGTGGTCAGGAAAAGC-3’
OsAPx8 |F 5-CTCGAGGCTGCGAAATACTCCTACGG-3

R 5-GGTACCTCGAGAGGAGGTCATCAGACCATCG-3’
OseF F 5-TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT-3’

R 5-GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA-3’
OsFDH |F 5'- CAAAATCAGCTGGTGCTTCTC-3’

R 5-TTCCAATGCATTCAAAGCTG-3
OsUbi |F 5-ACCACTTGCACCGCCACTACT-3

R 5-ACGCCTAAGCCTGCTGGTT-3’
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5. RESULTADOS

5.1 Construgoes de hpRNA para os genes de APx

Para investigar in vivo a fungado dos genes de ascorbato peroxidase em
arroz, foram produzidas construgdes “hairpin’ para os genes OsAPx5, OsAPx6,
OsAPx7 e OsAPx8, dirigidas pelo promotor da ubiquitina de millho (MIKI &
SHIMAMOTO, 2004). As constru¢cdes foram projetadas de forma a produzirem
RNAs de dupla fita (dsRNA) de regides especificas de cada um dos genes
OsAPx. Foram produzidas construgcdes RNAI para o silenciamento especifico dos
genes OsAPx7 e OsAPx8, bem como para o silenciamento simultdneo de ambos
os genes. Essas constru¢gdes basearam-se nas sequéncias de cada um dos
genes, sendo que RNAIOsAPXx7 possui onze nucleotideos continuos idénticos a
sequéncia de OsAPx8. Ja a construcao RNAIOsAPx8 possui quatro nucleotideos
continuos idénticos a sequéncia de OsAPx7 (Tabela 5). A construgéo
RNAiIOsAPx7/8, ou seja, para o silenciamento simultdneo de ambos os genes, foi
baseada na sequéncia de OsAPx7 e possui 34 nucleotideos continuos iguais a
sequéncia de OsAPx8 (Tabela 6).

Com relagao aos genes OsAPx5 e OsAPx6, somente foi possivel produzir
uma construcdo RNAI para o silenciamento simultdneo dos dois genes, devido a
similaridade na sequéncia de nucleotideos (Tabela 5). Ou seja, nao foi possivel
projetar-se construgdes para o silenciamento especifico de cada um desses
genes. A construgcdo RNAIOsAPx5/6 foi baseada na sequéncia do gene OsAPx5 e
possui 61 nucleotideos continuos idénticos a sequéncia de OsAPx6 (Tabela 6).
Células competentes de E. coli XL1-Blue foram transformadas com os plasmideos
OsRNAI e inoculadas em placas contendo meio LB sdélido com canamicina (50
ug/mL) como agente de selegdo. Para confirmar a clonagem dos insertos no vetor
de transformacao de plantas, foram realizadas PCRs a partir do DNA plasmidial
utilizando-se primers especificos para cada gene OsAPx e/ou hpt. Foi possivel
observar, como demonstrado nas Figuras 4A, 4B e 5, os fragmentos amplificados
de tamanhos esperados com os primers especificos para cada construgdo ou
para o gene hpt, confirmando-se, assim, a transformacgéao de E. coli XL1-Blue com

as construgcdes RNAI corretas. Apds a confirmacao da transformacgao de E. col,
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foram realizadas as transformacgdes de A. tumefaciens AGL1 com as construgdes
obtidas. Nestas, foi possivel observar, conforme ilustrado pelas Figuras 6A, 6B e
7, a confirmacgao da transformacgéao das constru¢gdes RNAi segundo os respectivos

fragmentos amplificados com o emprego dos primers especificos.

5.2 Obtengao de plantas transgénicas de arroz e analise do nivel de
transcritos dos genes OsAPx nas mesmas

Para a obtencdo de plantas transgénicas, foram transformados calos
embriogénicos de arroz (Oryza sativa L. ssp japonica cv. Nipponbare) por A.
tumefaciens (UPADHYAYA et al., 2000) portadoras dos plasmideos contendo
individualmente as construgdes RNAiIOsAPx5/6, RNAIOsAPx7/8, RNAIOsAPX7 e
RNAiIOsAPx8. Primeiramente, foram transformados calos com T-DNAs derivados
dos plasmideos RNAIOsAPx5/6 e RNAIOsAPx7/8. No entanto, somente os calos
transformados com RNAiIOsAPx5/6 produziram, de fato, calos derivados com
nitida resisténcia ao agente seletivo. Foram selecionadas trés linhagens de calos
resistentes derivadas desta construcdo RNAI. Esses calos foram multiplicados e
transferidos para meio de pré-regeneragcdo e regeneragdo, onde produziram
plantulas que foram selecionadas em meio contendo higromicina. No total, as trés
linhagens produziram 27 plantas que foram crescidas em casa de vegetacéo.

Para confirmar a integragdo do T-DNA no genoma das plantas, foi feita a
extracdo de DNA de tecidos foliares e PCRs utilizando primers especificos aos
genes HPT e GUS. Todas as plantas regeneradas foram positivas para a
presenca do transgene. Como controle negativo, foi utilizada uma planta da cv.
Nipponbare ndo-transformada (dados ndo mostrados). Em seguida, procederam-
se as extragdes de RNA total (parte aérea) e as sinteses de cDNA a partir dessas
plantas transgénicas. Analises semi-quantitativas por PCR em tempo real (QRT-
PCR) foram realizadas para verificar os niveis de mRNAs dos genes OsAPx5 e
OsAPx6 produzidos pelas plantas contendo a construcdo RNAIOsAPx5/6. Os
resultados obtidos mostraram que a expressdo de ambos os genes OsAPx nao foi
reduzida nas linhagens transgénicas obtidas (dados ndo mostrados).

As transformagdes com as construcoes RNAIOsAPx7 e RNAIOsAPx8
foram realizadas em um segundo momento. Para RNAiOsAPx7, foram obtidas 27

linhagens de calos resistentes. Os calos resistentes foram multiplicados e
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transferidos para meio de pré-regeneragdo e regeneragdo. Para a construgao
RNAiIOsAPx8, foram selecionados 22 calos resistentes a higromicina. Apenas
uma linhagem de calos transformados com cada construgdo RNAIOsAPx7 e
RNAIOsAPx8 permitiu a regeneragado de plantas. No total, 16 plantas derivadas
da linhagem RNAIOsAPx7 e seis plantas derivadas da linhagem RNAiIiOsAPx8
foram obtidas, o que nos permitiu realizar algumas analises. O baixo rendimento
na obtencdo de plantas transgénicas foi provavelmente devido a um erro no
preparo do meio de cultura, onde os antibiéticos necessarios para regeneragao
nao foram adicionados ao meio. As plantulas obtidas foram transferidas para meio
MS e, em seguida, para solo (Figura 9A). A confirmacdo da integracdo do
transgene nas plantas obtidas foi realizada por PCR (Figura 8A e 8B).

Para verificar os niveis de mRNA relativos aos genes OsAPx7 e OsAPx8
nas plantas transgénicas RNAIOsAPx7 e RNAIOsAPx8, analises de qRT-PCRs
foram realizadas. Como resultados, duas plantas transgénicas de cada linhagem
foram escolhidas ao acaso para as analises (Figura 9B e 9C). Como controle,
foram utilizadas plantas da cv. Nipponbare nao-transformadas e os niveis de
transcritos foram normalizados relativamente aos niveis de expressdo dos genes
ubi, fdh e ef. Com as analises por gRT-PCR foi possivel demonstrar que a
expressdao de ambos os genes OsAPx foi fortemente reduzida nas linhagens
transgénicas obtidas (Figura 10A e 10B). Os niveis de expresséo dos diferentes
genes OsAPx em resposta ao silenciamento das isoformas cloroplastidicas,
também foram analisados quanto ao acumulo de transcritos de OsAPx1 e
OsAPx8 por qRT-PCR nas plantas transgénicas OsRNAIAPx7 e OsRNAIAPx8. Os
resultados demonstram que a expressao da maioria dos genes OsAPx nao é
alterada em resposta ao silenciamento dos genes OsAPx7 e OsAPx8 (Figura 11).
Apenas a expressao do gene codificador da isoforma peroxissomal OsAPx3 foi
afetada pelo silenciamento do gene OsAPXx8.

Os fendtipos das plantas RNAIOsAPx7 e RNAiIOsAPx8 foram avaliados
ao longo do desenvolvimento das mesmas. Interessantemente, essas plantas n&o
produziram sementes. A maioria delas floresceu mas, no entanto, as flores
caracterizaram-se como estéreis. Embora ndo tenham produzido sementes, as

plantas RNAIOsAPx8 nao apresentaram diferengas visiveis quanto a estatura e
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demais caracteristicas morfologicas em relagdo a planta controle (Figura 9C).
Este ndo foi o resultado observado nas plantas RNAIOsAPx7, as quais
apresentaram estatura bastante inferior a planta nao-transformada (Figura 9B).
Um estudo mais detalhado ao longo do desenvolvimento das plantas, bem como
da anatomia das paniculas, podera contribuir para o entendimento do efeito do
silenciamento génico de genes APx sobre a fertilidade/esterilidade dessas
plantas.

As mesmas plantas transgénicas RNAiIOsAPx7 e RNAIOsAPx8 foram
submetidas a luz UV e, em seguida, foram incubadas com DAB para a
determinacdo do acumulo consequente de perdoxido de hidrogénio nos tecidos
foliares. O principio do método fundamenta-se no fato do perdxido de hidrogénio
atuar como agente polimerisante de DAB. O polimero formado é insoluvel e forma
um precipitado de coloragcao vermelho-marrom. Como resultado destas analises,
nao foi possivel observar sinais de marcagao por peroxido de hidrogénio nos

tecidos das plantas silenciadas (dados ndo mostrados).

5.3 Analises do padrao de expressao dos genes APx de arroz em resposta a

diferentes tratamentos

Com o objetivo de estudar o padrao de expressdo dos genes que
codificam as diferentes isoformas de ascorbato peroxidase em arroz em resposta
a condi¢cdoes de estresse, foram realizados experimentos nos quais plantas de
arroz foram submetidas a condi¢cbées de frio, estresse hidrico e concentracdes

téxicas de aluminio e peroxido de hidrogénio exdgeno.

5.3.1 Tratamento com aluminio

As plantas de arroz de uma semana foram submetidas ao tratamento
com aluminio conforme descrito em Métodos (item 4.11.1). As raizes foram
coletadas apds 4 e 8 horas de tratamento e analises por qRT-PCR foram
realizadas para os oito membros da familia génica codificadores de ascorbato
peroxidases de arroz. As analises do padréo de expressao dos diferentes genes

de APx em resposta ao tratamento com Al mostraram que os mesmos respondem
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diferencialmente ao tratamento (Figura 12). Os genes OsAPx5 e OsAPx6
sofreram reducgao significativa na expressao apos 4 horas de tratamento. O gene
codificador da isoforma cloroplastidica OsAPx8 também sofreu uma leve reducao
apos 4 horas de tratamento, mas foi induzida apds 8 horas de exposicao ao Al. As
expressdes de OsAPx1, OsAPx2, OsAPx3, OsAPx4 e OsAPx7 nao variaram no
tempo de 4 horas de estresse. Por outro lado, os genes codificadores das
isoformas OsAPx1, OsAPx3, OsAPx5 e OsAPx7 foram fortemente induzidos apds
8 horas de tratamento. A expressdo de OsAPx2 e OsAPx4 nao variou, mesmo

com 8 horas de tratamento com Al.

5.3.2 Tratamento com peréxido de hidrogénio

Apés tratamento com 10 mM de perdxido de hidrogénio (Metddos, item
4.11.2), as amostras de tecido foliar de plantas de arroz com uma semana de
idade foram coletadas para extragdo de RNA depois de decorridas 2, 4 e 8 horas
de tratamento. As analises de qRT-PCR indicaram que as expressdes da maioria
dos genes OsAPx sao, de fato, moduladas por peréxido de hidrogénio (Figura
13). Os genes OsAPx1, OsAPx2, OsAPx5, OsAPx6 e OsAPx7, os quais codificam
enzimas APx soluveis, foram significativamente induzidos pelo tratamento por
peréxido de hidrogénio. Os genes que codificam as isoformas peroxissomais
OsAPx3 e OsAPx4, bem como o gene OsAPx8 que codifica a APx da membrana
tilacéide, nao tiveram suas expressodes alteradas pelo tratamento com peréxido de

hidrogénio.

5.3.3 Frio

Com o objetivo de avaliar o efeito do frio sobre as expressbdes dos genes
codificadores de APx, as plantas de arroz foram primeiramente cultivadas em
vasos com solo e mantidas em camara de crescimento a temperatura de 28°C por
quatro semanas. Apds este periodo, as plantas foram submetidas a temperatura
de 10°C. O material foliar para extragdo de RNA total foi coletado apds 6 e 24
horas de estresse. Os dados de gRT-PCR permitiram concluir que os genes
OsAPx séo alterados quando submetidos a baixa temperatura (Figura 14). As
expressdes dos genes OsAPx1, OsAPx2, OsAPx3, OsAPx4, OsAPx6 e OsAPx7
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foram significativamente induzidas apés 6 horas de exposicdo a baixa
temperatura. Por outro lado, OsAPx5 teve uma reducdo na sua expressao em
resposta ao estresse. Os genes OsAPx2 e OsAPx8 também sofreram

significativas alteragdes, sendo reprimidos apds 24 horas de exposi¢do a 10°C.
5.3.4 Seca

Os dados referentes as analises por gRT-PCR mostraram alteracdo no
nivel de expressao dos genes de OsAPXx sob estresse de seca conforme ilustrado
na Figura 15. Os genes codificadores das isoformas cloroplastidica OsAPx8 e
peroxissomal OsAPx4 foram fortemente reprimidos apés 15 dias de estresse de
seca. Por outro lado, os genes das isoformas citosodlicas OsAPx1 e OsAPx2, das
mitocondriais OsAPx5 e OsAPx6 e, ainda, a OsAPx7 estromal foram

significativamente induzidos por esta condi¢cao de estresse.
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6. DISCUSSAO

Com o intuito de caracterizar funcionalmente os genes de ascorbato-
peroxidase em arroz, neste trabalho foram produzidas e caracterizadas
parcialmente plantas transgénicas e silenciadas nos genes OsAPx7 e OsAPXx8.
Além disso, foram analisados os perfis de expressdao dos oito genes que
constituem a familia génica codificadora das APx de arroz em plantas selvagens
submetidas a diferentes estresses.

A regulacdo do metabolismo antioxidante em células de plantas é
altamente complexa, envolve uma série de enzimas representadas por varias
isoformas que atuam em diferentes compartimentos celulares. O funcionamento
dos mecanismos antioxidantes nas plantas ainda ndo estd completamente
elucidado. No entanto, existem evidéncias da existéncia de mecanismos
compensatoérios entre os diferentes sistemas antioxidantes (BLOKINA et al., 2003;
ASAI et al., 2004). As diversas isoenzimas de APx exercem uma importante
funcdo na eliminagdo do peréxido de hidrogénio em varios compartimentos
celulares. Sendo assim, a elucidagcédo da fungéo e o modo de regulagdo dos seus
genes sob condicdées normais e de estresse € de extrema importancia para o
entendimento dos mecanismos antioxidantes vegetais. Em trabalhos previamente
desenvolvidos pelo nosso grupo (TEIXEIRA et al., 2004; 2006) foi descrita a
presenga de uma familia génica codificadora de APx em arroz composta de oito
genes, cujos produtos estao localizados em diferentes compartimentos celulares.

O padrédo de expressao dos genes OsAPx foi analisado nas plantas
silenciadas RNAiIOsAPx7 e RNAiIOsAPx8. O nivel de transcritos dos genes
OsAPx7 e OsAPx8 decorrente do silenciamento nas linhagens transgénicas foi
analisado por PCR semi-quantitativa em tempo real (Figura 10A e 10B). As
analises mostraram uma forte reducdo da expressdo de cerca de 90% para
ambos 0s genes nas plantas silenciadas em relagdo a planta controle (nao-
transformada). Os niveis de mRNA nos demais genes OsAPx também foram
analisados, visando verificar se o silenciamento de OsAPx7 e OsAPx8 provocou
alteracdo nas expressdes destes (Figura 11). Os genes citosolicos (OsAPx1 e

OsAPx2) o peroxissomal (OsAPx4) e os mitocondriais (OsAPx5 e OsAPx6) foram
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induzidos em resposta ao silenciamento do gene cloroplastidico OsAPx7. Por
outro lado, com o silenciamento do gene cloroplastidico OsAPx8 o gene
codificador da isoforma peroxissomal OsAPx3 sofreu uma significativa reduc&o na
sua expressao em resposta ao silenciamento desse gene, no entanto com
silenciamento do gene cloroplastidico OsAPx8 o gene codificador da isoforma
OsAPx7 (estromal) foi fortemente induzido. Resultados semelhantes foram
observados por ROSA et al. (resultados ndo publicados) com o silenciamento
simultédneo dos genes citosolicos OsAPx71 e OsAPx2. No trabalho, os autores
demonstraram que a expressdo de OsAPx3 foi fortemente reprimida em resposta
ao silenciamento dos genes citosélicos, enquanto que OsAPx4, que codifica uma
isoforma bastante homodloga a OsAPx3, apresentou apenas 50% de reducédo no
nivel de acumulagdo do seu mRNA. A mesma redugéo de 50% ocorreu nos genes
cloroplastidicos OsAPx7 e OsAPx8, sendo que apenas a sequéncia codificadora
da isoforma mitocondrial OsAPx6 nao afetada pelo silenciamento de OsAPx1 e
OsAPx2 (ROSA et al., resultados n&o publicados).

O peroxido de hidrogénio pode atuar como molécula-sinal regulando a
expressao génica (SCANDALIOS, 2005). A alteragdo da expressdo de outros
genes da familia génica APx em resposta ao silenciamento daqueles
codificadores das isoformas cloroplastidicas pode ter sido resultado de um
possivel aumento do nivel dessa molécula decorrente da reducao dos niveis de
ascorbato peroxidase nas plantas transgénicas. Anadlises bioquimicas visando
determinar o conteudo de perdxido de hidrogénio nessas plantas serdo ainda
realizadas. Essas analises sdo fundamentais para a compreensao dos
mecanismos que regulam a expressao dos genes OsAPx nas plantas silenciadas.

A literatura cientifica apresenta relatos do efeito do nocaute génico de
APx em plantas de Arabidopsis thaliana (MILLER et al., 2007). Um complexo
modo de regulagdo nos genes envolvidos com o sistema antioxidante foi
observado em duplo-mutantes de Arabidopsis silenciadas nos genes apx1
(citosolica) e tylapx (tilacéide). Diferentes sinais foram gerados nas plantas: na
falta da APx cloroplastidica, a tolerancia ao estresse promovido por excesso de
calor aumentou, enquanto que na auséncia da APx citosdlica, houve um retardo

no crescimento e um aumento da suscetibilidade das plantas ao estresse
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oxidativo. Ja em duplo-mutantes nocaute apx1/tylapx, uma resposta diferente foi
observada envolvendo um sinal novo que bloqueou o crescimento e aumentou o
acumulo de antocianinas (MILLER et al., 2007). No presente trabalho, o nivel de
silenciamento das plantas transgénicas RNAi foi bastante alto, resultando na
reducao de mais de 80% dos niveis de mMRNA dos genes cloroplastidicos.

Experimentos de estresse oxidativo que resultassem no aumento da
producdo de peroxido de hidrogénio nos cloroplastos poderiam fornecer
indicagdes da importancia desses genes cloroplastidicos na planta. Por exemplo,
0 estresse por excesso de luz, o qual pode resultar na super-producdo de
peréxido de hidrogénio principalmente nos cloroplastos (SLESAK et al., 2007). Até
o presente momento, foi testado apenas o estresse por radiagdo UV nas plantas
geradas pelo presente trabalho. As plantas RNAi foram submetidas a luz UV e
posteriormente foi analisada a localizagéo in situ do peréxido de hidrogénio. No
entanto, ndo foram observadas diferengas no acumulo dessa molécula nas folhas
das plantas transgéncias em comparagdo com as plantas nao-transformadas.
Uma explicacdo possivel para este fato € que a sensibilidade do método testado
nao tenha sido suficiente para detectar essa diferenca.

O cloroplasto possui uma alta taxa de atividade metabdlica oxidante e
uma alta taxa de fluxo de elétrons. Consequentemente, sofre mais danos
causados pelas ERO uma vez que os genes OsAPx, responsaveis pela
detoxificagdo do perdxido de hidrogénio, encontram-se inativados nessa organela,
sendo as células altamente suscetiveis aos danos provocados por estresses
oxidativos. Um bom numero de tratamentos e estresses como frio, estresse
hidrico, herbicidas, alta temperatura entre outros, poderiam fornecer importantes
indicagdes das fungdes exercidas pelas APx cloroplastidicas. Como observado
por YABUTA et al. (2002), quando plantas transgénicas de tabaco super-
expressando APx codificador da isoforma cloroplastidica foram geradas, estas
exibiram um aumento da tolerancia a estresses oxidativos causados por
metilviologeno, alta intensidade luminosa e frio. Por outro lado, plantas com
reducdo da atividade do gene codificador da APx cloroplastidica em Arabidopsis
mostraram um aumento da suscetibilidade a herbicidas (TARANTINO et al.,
2005). Segundo SLESAK et al. (2007), a atividade das APx nos cloroplastos
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parece ser a formagdo de uma segunda barreira de defesa contra o peroxido de
hidrogénio produzido nessas organelas. Analises mais detalhadas das plantas
silenciadas nos genes de APx cloroplastidicas s&o necessarias para a
compreensao da funcdo desses nas plantas superiores e sua interacdo com
outras enzimas do metabolismo antioxidante.

Para ambas as construgbes visando o silenciamento dos genes que
codificam as APXx cloroplastidicas foi obtida apenas uma linhagem transgénica
para cada uma das transformacgdes. As plantas obtidas apresentaram alteragcdes
fenotipicas, RNAIOsAPx7 teve seu desenvolvimento alterado e esterilidade,
enquanto RNAIOsAPx8 apresentou apenas esterilidade. A auséncia de um maior
numero de linhagens de plantas silenciadas inviabilizou a comprovagdo do
fendtipo apresentado pelas plantas RNAIOsAPx7 e RNAIOsAPx8, bem como da
resposta dessas plantas frente a diferentes estresses. Nao se pode descartar a
possibilidade de que o fenétipo observado seja decorrente do efeito de posi¢ao da
insercdo do transgene no genoma da planta. Somente apds analisar diferentes
linhagens independentes sera possivel confirmar a relagcéo entre o fenétipo obtido
e o silenciamento génico.

Para as construgbes de silenciamento simultdneo dos genes
OsAPx5/0sAPx6 e OsAPx7/0sAPx8 foram obtidas linhagens transgénicas
apenas para os genes das isoformas mitocondriais (OsAPx5/0sAPx6). As PCRs
utilizando os primers especificos para os genes HPT e GUS confirmaram a
presenga dos transgenes nessas plantas (dados nado apresentados) em trés
linhagens independentes. No entanto, pelas analises de qRT-PCR, n&o foi
observada reducdo na expressdo de ambos os genes APx em quaisquer das
linhagens transgénicas obtidas (dados n&o apresentados). Para a construgao
visando o silenciamento simultdneo de ambos os genes OsAPx7/0OsAPx8, nao foi
obtida qualquer linhagem transformada. Existem duas possiveis explicacdes para
esses resultados: (i) os calos embriogénicos Nipponbare utilizados nas
transformacdes poderiam estar com uma baixa viabilidade e, desse modo,
poderiam ter interferido na transformacéo; e (ii) problemas com as construgbes

RNAI estariam de algum modo inviabilizando o processo de silenciamento
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simultdneo dos genes OsAPx5/0sAPx6 e, até mesmo, a obtencdo de plantas
transgénicas para os genes OsAPx7/0OsAPX8.

Diante desses fatos, analisamos as constru¢gdes RNAIOsAPx5/OsAPXx6 e
RNAiIOsAPx7/0OsAPx8, e ainda, as construcbes RNAIOsAPx7 e RNAiIOsAPx8
visando detectar algum problema eventual que justificasse a ineficacia da
construcdo RNAiIOsAPx5/0sAPx6 em silenciar os respectivos genes, e a
auséncia de plantas transgénicas com a utilizagdo da construgéo
RNAIOsAPx7/0OsAPx8. Foram feitas PCRs com os primers especificos para cada
construgcdo. Uma PCR foi feita somente com o primer forward, outra apenas com
O primer reverse e uma terceira com os dois primers juntos. Uma vez que nessas
construgdes uma sequéncia do gene esta presente em uma repetigao invertida, a
PCR com primer forward nao deve produzir nenhum fragmento (o sentido de
amplificagdo desse primer seria invertido e estende para fora da regido
compreendida entre os dois primers). Por outro lado, o produto da PCR com o
primer reverse deve amplificar um fragmento de 1.500 pb correspondente as duas
copias do fragmento inserido e a toda regiao do gene GUS (Figura 17 A).

Dessa maneira, apds exaustivas tentativas foi verificado que as
construgbes para o silenciamento simultdneo dos genes OsAPx5/0sAPx6,
OsAPx7/0sAPx8 nao amplificavam o fragmento esperado de 1.500 pb, apenas o
fragmento obrigatério de 250 pb quando a reagdo era realizada com os dois
primers (forward e reverse) (Figura 17 B). Por outro lado, as outras construcbes
para o silenciamento dos genes OsAPx7 e OsAPx8 individualmente as reagbes
de PCR amplificaram o fragmento obrigatério 250 pb (com ambos os primers), e
ainda, o fragmento de 1.500 pb (com apenas o primer reverse) (Figura 17 B).
Desse modo, concluimos que as construgdes RNAIOsAPx5/0sAPx6 e
RNAiIOsAPx7/0OsAPx8 nao expressam o hairpin possivelmente por possuirem
apenas uma copia do fragmento alvo clonado no vetor pANDA. Essas analises
confirmaram a validade das construgdes RNAi dos genes OsAPx7 e OsAPX8,
corroborando os dados de gRT-PCR que mostram o silenciamento eficiente nas
plantas portando essas construgcbes (Figura 10 A, B). Apds as analises que
comprovaram os problemas com as construgdes RNAIOsAPx5/0OsAPx6 e

RNAiIOsAPx7/0OsAPx8, novas construcbes foram obtidas e analisadas, e no

60



momento linhagens transformadas com as mesmas estdo em fase de selecdo em
processo de cultura de tecidos.

A obtencdo de plantas silenciadas para os genes mitocondriais e
cloroplastidicos de OsAPx, bem como a avaliagdo da expressao dos diferentes
membros da familia génica quando esses genes encontram-se inativados € de
extrema importancia para fornecer indicagdes sobre a fungcdo de cada gene nos
mecanismos de defesa da planta a estresses oxidativos, bem como a interacéo
com outros genes do metabolismo antioxidante.

Em paralelo foram realizados experimentos visando o estudo da
expressao de todos os genes da familia das ascorbato peroxidases de arroz em
resposta a diferentes estresses e tratamentos. A compreensdo dos mecanismos
de regulacdo dos genes que codificam as isoenzimas APx em resposta a
estresses ambientais € uma abordagem importante para ajudar a elucidar as
respostas de tolerancia a estresses oxidativos em plantas superiores (SHIGEOKA
et al., 2002). O perfil de expressao de cada gene de OsAPx foi estudado frente a
diferentes estresses em plantas n&o-transformadas cv. Nipponbare.

O tratamento com concentracbes téxicas de aluminio provocou
alteragbes na expressdo dos genes OsAPx. Foi observada uma redugéo
significativa no nivel de transcritos dos genes das isoformas mitocondriais
(OsAPx5 e OsAPx6) apos 4 horas de exposicao ao Al (Figura 12). Por outro lado,
ap6s 8 horas de exposicdo a expressao dos genes das isoformas OsAPx1,
OsAPx3, OsAPx5 e OsAPx7 foi fortemente induzida. O gene que codifica a
isoforma da membrana do tilacéide (OsAPx8) também foi induzido nesse tempo,
apods sofrer uma leve repressdo as 4 horas de tratamento. O contrario foi
observado em estudos com toxidez ao Al em plantulas de arroz submetidas a 160
MM de aluminio (SHARMA & DUBEY, 2007). Nesse trabalho foi verificado um
declinio na atividade das enzimas cloroplastidicas, bem como diferentes
alteragdes nas demais isoformas. Normalmente, as plantas resistem ao estresse
oxidativo pela indugdo da atividade de enzimas antioxidantes, entretanto,
membros individuais da mesma familia freqientemente respondem
diferentemente a varios estimulos de estresse (AROCA et al., 2003). Além do

mais, o nivel de peroxido de hidrogénio difere nos varios compartimentos
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celulares e esses niveis estdo relacionados com o tipo de estresse e com a
intensidade do mesmo (SLESAK et al., 2007).

O estresse oxidativo € um fator chave na produg¢ao de danos em plantas
expostas a condi¢gdes de estresses, incluindo toxicidade por metais. No entanto, o
estresse oxidativo causado por metais varia dependendo das espécies de planta.
O arroz é considerado tolerante ao Al, mas serve como um importante modelo de
estudos entre as monocotiledéneas (YANG et al., 2007).

A exposicdo de plantas de arroz ao peroxido de hidrogénio exdgeno
revelou resultados interessantes. Nesta analise todos os genes que codificam
isoformas de APx soluveis (OsAPx1, OsAPx2, OsAPx5, OsAPx6 e OsAPx7)
foram induzidas pelo peréxido de hidrogénio. Ao contrario, nenhuma alteragao no
perfil de expressao nos genes que codificam isoformas ancoradas a membrana
(OsAPx3 e OsAPx4 peroxissomal, e OsAPx8 tilacéide) foi observada (Figura 13).
Rosa et al. (resultados n&o publicados) observaram aumento do conteudo de
peréxido de hidrogénio em plantas transgénicas silenciadas para os genes das
APx citosdlicas submetidas ao estresse. O aumento do perdxido de hidrogénio
nao afetou o nivel de mRNA das outras APx em plantulas, no entanto, reduziu o
nivel desses transcritos na plantas adultas. As respostas decorrentes do
silenciamenteo das APx citosolicas diferem das respostas obtidas pelo tratamento
com peroxido de hidrogénio exdégeno em plantas de arroz nao-transformadas.
Esses resultados sugerem que o tratamento com peroxido de hidrogénio exdgeno
nao afeta a fisiologia da planta do mesmo modo quando enzimas que eliminam
peréxido de hidrogénio estao faltando em um compartimento celular especifico.

Em um trabalho realizado por YOSHIMURA et al. (2000) com tratamento
exodgeno de acido abscisico e herbicida, os niveis de transcritos das isoformas
cloroplastidicas e peroxissomais de APx nao foram alterados em plantas de
espinafre. De maneira contraria, os transcritos das APx citosdlicas foram
fortemente induzidos pelo tratamento com o herbicida. Esse padrdo de expressao
coincide os resultados obtidos em nosso trabalho com aplicagdo exdgena de
peroxido de hidrogénio, onde as isoformas citosélicas foram induzidas e as
cloroplastidica (APx8) e peroxissomal (APx3) nao sofreram alteragdes. No

trabalho realizado por TSAI & KAO (2004) a aplicagdo de acido abscisico
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exdégeno em raizes de arroz provocou diferentes mudangas na atividade das
enzimas antioxidantes e nas concentragées de perdxido de hidrogénio dessas
enzimas. Foi observado um significativo decréscimo na atividade das enzimas
superoxido dismutases e catalases, e por outro lado, um aumento da atividade da
APx e glutationa redutase, dessa maneira demonstrando a complexidade do
sistema antioxidante.

Quando plantas de arroz foram submetidas a baixa temperatura ocorreu
uma inducao significativa na expressao dos genes OsAPx1, OsAPx2, OsAPXx3,
OsAPx4, OsAPx6 e OsAPx7 ap0s 6 horas de exposigao ao estresse (Figura 14).
Por outro lado, apds 24 horas sob 10°C, os genes OsAPx2 e OsAPx8 foram
reprimidos. Esses resultados demonstraram mais uma vez a existéncia de uma
regulacao diferencial na expressao desses genes. KANG & SALTVEIT (2002)
demonstraram que niveis elevados da atividade de enzimas antioxidantes como
SOD, APx e CAT correlacionou com o aumento da tolerancia ao frio em plantas
de pepino. E ainda, que a APx parece ser uma das enzimas do sistema
antioxidante mais importantes na defesa contra injuria a baixa temperatura (KANG
& SALTVEIT, 2002).

Na maioria dos estresses os niveis de expressdao dos genes das
isoformas citosolicas foram aumentados. Esses resultados podem estar
relacionados com o aumento da atividade das APx citosdlicas (OsAPx1 e
OsAPx2) com intuito de proteger os componentes celulares contra o efeito do
peréxido de hidrogénio originado pelo estresse oxidativo. Segundo SHIGEOKA et
al. (2002) Os genes citosolicos sao responsaveis pelas respostas as mudangas
ambientais, resultando na protecdo dos compartimentos celulares contra o
estresse oxidativo e no estrito controle do nivel de peroxido de hidrogénio na
sinalizagdo celular. PANCHUK et al. (2005) investigaram o envolvimento dos
genes de APx de Arabidopsis na modulagao do nivel de perdoxido de hidrogénio
durante a senescéncia. Diferentes alteracbes no padrdo de expressao foram
observadas nos oito genes dessa familia em folhas derivadas de uma unica
planta, e em folhas derivadas de plantas de diferentes idades. Além disso, os
genes de APx cloroplastidica da membrana do tilacoide e APx4 peroxissomal

mostraram forte reducdo na expressao em folhas de ambas as plantas.
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Interessantemente, nossos dados de estresse hidrico coincidem com os
resultados de senescéncia obtidos por PANCHUK et al. (2005), os genes da
isoforma cloroplastidica OsAPx8 e a peroxissomal OsAPx4 foram fortemente
reprimidas apds 15 dias de estresse de seca (Figura 15). Ao contrario, os genes
das isoformas citosélicas, mitocondriais e APx estromal foram significativamente
induzidas por esta condicao de estresse. TEIXEIRA et al. (2006) apds exposi¢cao
de plantas de arroz ao sal observaram reducdo da expressdao dessa mesma
isoforma cloroplastidica. Em nossos experimentos a seca e o frio produziram a
mesma alteragdo nesse gene, indicando que diferentes estresses provocaram
reducdo na expressao da APx cloroplastidica (OsAPx8). Esses resultados
sugerem que esta isoforma exerce fungdes importantes nas respostas a estresses
que causam estresse oxidativo.

De um modo geral, cada gene de APx em arroz mostrou padrdo
diferencial de expressao nos diferentes tratamentos e estresses. Esses resultados
sugerem que as isoformas de ascorbato peroxidases estdo amplamente
relacionadas com a detoxificacdao de ERO produzidas sob diferentes condicdes de
estresse. A regulacao diferencial dos oito membros revela a complexidade do

sistema antioxidante nas plantas.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho, foi realizado um estudo de caracterizagao funcional dos
genes codificadores de ascorbato peroxidases de arroz visando contribuir para a
elucidacado da fungdo de cada membro dessa familia génica. Além disso, foi feita
uma analise do perfil de expressdo desses genes em resposta a condigdes de

estresse abidtico.

As anadlises do padrdao de expressdao dos oito genes de APx
demonstraram uma diversificagdo na regulacdo dos mesmos. Nos diferentes
estresses que as plantas foram submetidas, ocorreram fortes alteragdes na
expressao dos genes referentes a todas as isoformas de APX, indicando uma
diversificacao funcional dos genes em estudo. Estes resultados reafirmaram a
complexidade da regulacdo das enzimas que fazem parte do metabolismo
antioxidante em plantas. Um estudo mais detalhado do perfil de expressao de
cada gene frente a outras condigdes de estresse podera contribuir para fornecer
um quadro mais completo do papel das diferentes isoformas de APx. Analises do
perfil de expressao das demais enzimas que fazem parte do sistema antioxidante
nos vegetais em condigdes de estresse oxidativo podera ajudar a elucidar a

interacdo dessas com as APx em plantas na detoxificagdo de ERO.

Os resultados relacionados com a inativagdo dos genes OSAPx7 e
OsAPx8 forneceram importantes indicacbes sobre o papel desses no
metabolismo antioxidante. No entanto, a analise de um numero maior de
linhagens de plantas silenciadas para os genes cloroplastidicos e mitocondriais
devera fornecer mais indicagcées da funcao desses nos mecanismos de defesa da
planta. Para isso, novas transformacdes encontram-se em andamento. Além
disso, analises bioquimicas das enzimas APx e das demais enzimas relacionadas
ao sistema antioxidante estdo em andamento nas plantas RNAIOsAPx7 e
RNAiIOsAPx8 ja obtidas.

A localizagdo subcelular dos produtos dos diferentes genes de APx foi
determinada por analises in silico (TEIXEIRA et al., 2005). Além disso, foi

determinada experimentalmente a localizacdo subcelular das proteinas
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codificadas por apenas trés dos genes, OsAPx1, OsAPx3 e OsAPx6 (TEIXEIRA
et al., 2006). Essas analises foram realizadas em sistema heterdlogo utilizando
células BY-2 de tabaco. Por esta razio, paralelamente ao desenvolvimento deste
trabalho, foram construidos vetores visando o estudo da localizac&do subcelular de

todas as proteinas APX em fusdo com a proteina fluorescente GFP.

Essas construgdes permitirdo o estudo da localizacdo dessas proteinas
em sistema homodlogo utilizando calos transgénicos de arroz ou plantas
regeneradas. As andlises em plantas transgénicas permitirdo verificar se a
localizagc&o dessas proteinas pode variar em resposta a estimulos ambientais. No
momento, calos embriogénicos Nipponbare transformados com essas
construgdes encontram-se em selecido no processo de cultura de tecidos para,

posteriormente, serem analisados por microscopia confocal.
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Figura 4. Confirmagcao da obtencao dos clones RNAiIOsAPx5/6 e
RNAiOsAPx7/8. Analise de eletroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de
PCR. (A) PCR utilizando como molde o DNA plasmidial dos clones
RNAIOsAPx5/6 obtidos da transformacao de E. coli. (B) PCR usando como molde
o DNA plasmidial dos clones RNAIiOsAPXx7/8 obtidos da transformacéao de E. coli.
Os primers HPT (forward e reverse) foram utilizados na reagao produzindo um
fragmento de 500 pb (M - marcador 1 kb /adder (Promega); a - ¢ - clones; c+ -
controle positivo (plasmideo pENTR contendo o fragmento); ¢- - controle negativo

(plasmideo vazio). E. coli XL1-Blue foi usada nas transformacdes.
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Figura 5. Confirmagao da obtengao dos clones RNAiOsAPx7 e RNAiOsAPx8.
Andlise de eletroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de PCR.
(Canaletas a, b, ¢c) PCR usando como molde o DNA plasmidial dos clones
RNAIOsAPx7 obtidos da transformacdo de E. coli. (Canaletas d, e, f) PCR
usando como molde o DNA plasmidial dos clones RNAIOsAPx8 obtidos da
transformacao de E. coli. Primers especificos para OsAPx7 e OsAPx8 (forward e
reverse) foram utilizados na reacdo produzindo, em ambos o0s casos, um
fragmento de 250 pb (M - marcador 100 pb (Ludwing Biotec); ¢+ controle positivo
(plasmideo pENTR contendo o fragmento); c- controle negativo (plasmideo

vazio). E. coli XL1-Blue foi usada nas transformacoes.
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Figura 6. Transformagao de A. tumefaciens com os clones RNAiOsAPx5/6 e
RNAiOsAPx7/8. Analise de eletroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de
PCR (A) PCR usando como molde o DNA plasmidial dos clones RNAIOsAPx5/6
obtidos da transformacgéo de A. tumefaciens. (B) PCR utilizando como molde o
DNA plasmidial dos clones RNAiIOsAPx7/8 obtidos da transformacédo para A.
tumefaciens. O primer HPT (forward e reverse) foi utilizado na reagao produzindo
um fragmento de 500 pb (M - marcador 1 kb /adder (Promega); a - ¢ clones; c+
controle positivo; c- controle negativo). A. tumefaciens AGL1 foi usada nas

transformacoes.
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Figura 7. Transformacado de A. tumefaciens com os clones RNAiOsAPx7 e
RNAiIOsAPx8. Analise de eletroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de
PCR. (Canaletas a - d), PCR usando como molde o DNA plasmidial dos clones
RNAIOsAPx7 obtidos da transformacédo de A. tumefaciens. (Canaletas e - h),
PCR utilizando como molde o DNA plasmidial dos clones RNAIOsAPx8 obtidos da
transformacao para A. tumefaciens. Primers especificos para OsAPx7 e OsAPx8
foram utilizados na reacido produzindo em ambas as reagdes, um fragmento de
250 pb (M - marcador 100 pb (Ludwing Biotec); ¢+ controle positivo; c- controle

negativo). A. tumefaciens AGL1 foi usada nas transformacoes.
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Figura 8. Confirmagdo da transformacao genética das plantas de arroz.
Analise dos produtos de PCR em eletroforese em gel de agarose a 1%. Na PCR
foi utilizado o DNA gendmico das plantas RNAIOsAPx7 e RNAIOsAPx8 contendo
0 gene de resisténcia a higromicina (hpt). (A) DNA gendmico de plantas
RNAIOsAPx7 (M - marcador 1 kb /adder (Promega); NT - planta n&o-
transformada; a - p plantas transgénicas positivas). (B) DNA genémico de plantas
RNAIOsAPx8 (M - marcador 1 kb ladder (Promega); a - f plantas transgénicas
positivas; NT - planta nao-transformada). Primer HPT (forward e reverse) foi
usado nas PCRs para confirmar a transgenia, produzindo um fragmento de 500
pb.
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Figura 9. Plantas transgénicas RNAiOsAPx7 e RNAiOsAPx8. (A) Plantas
RNAIOsAPx7 e RNAiIOsAPx8 em casa de vegetacado. (B) Plantas RNAIOsAPx7
usadas para analise de qRT-PCR (NT - planta nao-transformada; plantas
RNAiOsAPx7a e RNAiIOsAPx7b). (C) Plantas RNAIOsAPx8 usadas para analise
de qRT-PCR (NT - planta nao-transformada; plantas RNAiOsAPx8a e
RNAIOsAPx8b).
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Figura 10. Analises por PCR em tempo real (qQRT-PCR) dos niveis de mRNA
em plantas RNAiOsAPx. (A) Acumulo de mRNA de OsAPx7 em plantas
RNAIOsAPx7 (NT - planta nao-transformada; 7A e 7B - plantas transgénicas da
linhagem RNAIOsAPx7). (B) Acumulo de mRNA de OsAPx8 em plantas
RNAIOsAPx8 (NT - planta ndo-transformada; 8A e 8B - plantas transgénicas da

linhagem RNAiIOsAPx8). Os niveis de transcritos foram normalizados em relagao

aos niveis de expressao dos genes ubi, fdh e ef.
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Figura 11. Quantificacao dos transcritos correspondentes aos genes OsAPx
nas plantas RNAiOsAPx7 e RNAiOsAPx8. As andlises foram realizadas por
PCR em tempo real (QRT-PCR). Os niveis de transcritos foram analisados em
todos os genes de OsAPx nas plantas transgénicas e silenciadas para os genes
OsAPx7 e OsAPx8. Os niveis de transcritos foram normalizados em relagao aos

niveis de expressao dos genes ubi, fdh e ef.
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Figura 12. Determinacao do nivel de expressao dos genes da familia das
APx de arroz em resposta ao tratamento com Al. O RNA total das raizes foi
utilizado para a sintese de cDNA e as analises foram realizadas usando gRT-
PCR. As raizes foram coletadas apds 4 e 8 h de tratamento com 20 ppm de Al. O
nivel de expressao foi normalizado em relagdo ao nivel de expressao dos genes
ubi, fdh e ef. Os simbolos # e * indicam que os valores diferem significativamente
quando comparados com a planta controle. ** Alto nivel de significancia (P <
0,05). (# 4 h de tratamento; * 8 h de tratamento). (C4 - controle 4 h; C8 - controle
8 h; AL4 - aluminio 4 h; AL8 - aluminio 8 h).
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Figura 13. Analises por qRT-PCR do nivel de expressao dos genes da familia
das APx de arroz em resposta ao tratamento com H;0,. As analises foram
realizadas em plantas submetidas apos 2, 4 e 8 h de tratamento com 10 mM de
peréxido de hidrogénio. O nivel de expressao foi normalizado em relagdo ao nivel
de expressao dos genes ubi, fdh e ef. Asteriscos indicam que os valores diferem
significativamente quando comparados com a planta controle. ** Alto nivel de

significancia (P < 0.05).
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Figura 14. Analises por qRT-PCR do nivel de expressao dos genes da familia
das APx de arroz submetidas ao frio. O material vegetal foi coletado apos 6 e
24 h de tratamento a temperatura de 10°C. O nivel de expressao foi normalizado
em relagdo ao nivel de expressdo dos genes ubi, fdh e ef. Os simbolos # e *
indicam que os valores diferem significativamente quando comparados com a
planta controle. ## Alto nivel de significancia (P < 0.05). (# 6 h de tratamento; * 24
h de tratamento). (C 6h - controle 6 h; C 24h - controle 24 h; F 6h - frio 6 h; F 24h -
frio 24 h).
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Figura 15. Analises por qRT-PCR do nivel de expressao dos genes da familia
das APx de arroz submetidas a seca. O material vegetal foi coletado aos 6 e 15
dias de estresse a seca. O nivel de expressao foi normalizado em relagao ao nivel
de expressao dos genes ubi, fdh e ef. Os simbolos # e * indicam que os valores
diferem significativamente quando comparados com a planta controle. ## e ** Alto
nivel de significancia (P < 0.05). (# 6 dias de estresse; * 15 dias de estresse) (C6d
- controle 6 dias; C15d - controle 15 dias; S6d - seca 6 dias; S15 - seca 15 dias).

79



Gateway system for RNAi construction
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Figura 16. Sistema de clonagem Gateway para construgdao RNAi. O cDNA de
interesse € amplificado por PCR usando primers especificos (1) e transferido para
o vetor de entrada pENTR (2), posteriormente o clone de entrada é clonado no
vetor de destino pANDA (3).
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Figura 17. Representagao esquematica das reagées de PCR com os primers
especificos para as constru¢cées OsRNAi. (A) Esquema representando a
abrangéncia dos primers forward e reverse para as constru¢gdes RNAI. (B) Analise
de eletroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de PCR. Reacéo de PCR
com os primers forward e reverse separados e, ainda com primers
forward/reverse juntos para as contrucdbes RNAIOsAPx7 e RNAIOsAPx5/0sAPx6.
Canaleta 1 marcador 1 kb Ladder (Promega); Canaleta 2 Reagao PCR realizada
com o primer reverse RNAIOsAPx7; Canaleta 3 Reacdo PCR realizada com o
primer forward RNAIOsAPx7; Canaleta 4 Reacado PCR realizada com os primers
forward/reverse RNAIOsAPx7; Canaleta 5 Reacdo PCR realizada com o primer
reverse RNAiOsAPx5/0OsAPx6; Canaleta 6 Reagdo PCR realizada com o primer
forward RNAiOsAPx5/0OsAPx6; Canaleta 7 Reagcdo PCR realizada com o primer
forward/reverse RNAIOsAPx5/0sAPX6.

81



Tabela 5. Construgdoes RNAi para o silenciamento especifico dos genes
OsAPx. A diferenga de nucleotideos continuos e idénticos entre os oito genes
APx e a porcentagem de similaridade destes referente a cada constru¢ao RNAI
especifica estdo indicadas. Os quadros sombreados indicam os genes de APX

individualmente silenciados.

Construgao | APx1 | APx2 | APx3 | APx4 | APx5 | APx6 | APx7 | APx8

RNAiOsAPx5| 11 nt 9 nt 12nt | 12nt | 100% | 39nt | 14 nt | 14 nt
47% 45% | 44% 47% 85% 71% 73%

RNAiIOsAPx6 | 11 nt 7 nt 11nt | 11nt | 40nt | 100% | 14 nt | 14 nt
48% 46% 40% 39% 85% 70% 72%

RNAiIOsAPx7 | 6 nt 5nt 5nt 5nt 9 nt 9nt | 100% | 11 nt
13% 5% 8% 9% 13% 16% 26%

RNAiOsAPx8 | 10 nt 9nt 6 nt 8 nt 7 nt 5nt 4nt | 100%
24% 7% 8% 1% 9% 15% 8%
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Tabela 6. Construgoes RNAi para o silenciamento simultaneo dos genes
OsAPx. A diferenga de nucleotideos continuos e idénticos entre os oito genes
APx e a porcentagem de similaridade destes referente a cada constru¢ao RNAI
simultaneamente estdo indicadas. Os quadros sombreados indicam os genes de
APx simultaneamente silenciados.

Construgdo APx1 APx2 APx3 APx4 APx5 APx6 APx7 APx8
RNAiOsAPx5/6 | 51% | 53% | 50% | 52% | 100% | 82% | 69% | 65%

(204 nt) (Ont) | 9nt) | (7nt) | (6Bnt) [(204 nt) | (61 nt)| (11 nt) | (11 nt)
RNAiIOsAPx7/8 | 55% | 58% | 55% | 59% 70% 71% | 100% | 81%

(238 nt) 8nt) | 9nt) |(11nt)| (9nt) | (13 nt) | (11 nt)|(238 nt) | (34 nt)
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ANEXO I- Insertos RNAi especifico

OsAPXx5 (254 nt) pcDNA-OsAPx5
AAAAAGCAGGCTCCAGGGCAATCTTGGACATCTGAGTGGCTCAAGTTTGACA

ACAGCTACTTCAAGGAAATCAAAGAACGCCGAGATGAGGATCTTCTAGTTCTC
CCTACTGATGCTGTGCTCTTTGAGGACTCATCATTCAAGATCCATGCTGAAAA
GTATGCTGAGGATCAGGATGCATTTTTCGAAGACTATGCTGAAGCTCATGCCA
AACTGAGCAATCTTGGGGCAAAGTTTGATCGACCCAGCTTTCT

OsAPx6 (254 nt) pEST-OsAPx6
AAAAAGCAGGCTCCAGGGCAATCTTGGACATCACAGTGGCTGAAGTTTGATA

ATAGCTACTTCAAGGACATCAAAGAACGCCGAGATGAGGACCTTCTAGTTCT
GCCTACTGATGCTGTGCTCTTTGAGGACTCATCATTCAAGATCTATGCTGAAA
AGTACGCCGCAGATCAGGATGCATTTTTTGAAGACTATGCTGAAGCTCATGC
CAAACTGAGCAATCTCGGAGCAAAGTTTGATCGACCCAGCTTTCT

OsAPX7 (220 nt) pEST-OsAPx7
AAAAAGCAggCTCCGAGCAATCTGGGTGCAAAATTCAATCCTCCTGAGGGATT

CACGTTGGACGGTTAATGCGATGCGCATGAGCCAGATCGCTGAAGTGGCCA
ACCACTTTTACAGAAAGGATCAAGAGAGAAACACTACACAATCCAATTTCCTG
CTCCAACGTTGTGTCATCATTCCAGATGAAGCTTTTCCTGACCACGAGTCGAC
CCAGCTTTCT

OsAPx8 (227 nt) pOs-APx8F3
AAAAAGCAggCTCCGCTGCGAAATACTCCTACGGAAAGAAGGAGCTGTCGGA

CTCGATGAAGCAGAAGATCAGGGCGGAGTACGAGGGATTCGGAGGCAGCCC
GGACAAGCCTCTGCAGTCCAACTACTTCCTCAACATCATGCTCTTGATCGGA
GGGCTGGCCTTCTTGACGTCTCTGCTCGGGAGCTGAGAGCGATGGTCTGAT
GACCTCCTGACCCAGCTTTCT
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ANEXO lI- Insertos RNAi simultineo
RNAiOsAPx5/6 (204 pb)

GGAGTTGAGTTAGTACATGCAGCTAACAAAGGTCTTCTGAAGGCGTTATTCTT
GGTCATTCCCATCAAGAGCAAGTATGCAGGTGTCACTTATGCAGATATATTTC

AACTTGCCAGTGCTACAGCCATTGAGGAAGCCGGTGGCCCCAAGATCCCCAT
GATCTATGGAAGGGCTGATGTTGCTGATGGTGAAGAATGCCCACCT

RNAiOsAPXx7/8 (238 pb)

CTCTAAAGCTTGTCCAACCTATCAAGGACAAATACCCAAATATCTCATATGCG
GATTTATTCCAGCTGGCAAGTGCTACAGCAATTGAGGAAGCTGGTGGTCCAA
AGATTCCAATGACATATGGACGGATTGATGTCACAGGTCCTGAGCAGTGTCC
ACCTGAGGGGAAGCTTCCCGATGCTGGCCCAAGTGCACCTGCGGATCACTT
GAGGAAGGTATTTTACAGGATGGGTCTTGA
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