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Resumo

Ascorbato peroxidase (APx) é uma enzima fundamental do metabolismo
antioxidante, que catalisa a decomposicdo do peréxido de hidrogénio em agua,
utilizando o ascorbato como doador de elétrons. O peroxido de hidrogénio € uma
espécie reativa de oxigénio (ERO) que é produzida constantemente pelo
metabolismo aerdbico, e em situacBes de estresse bidtico ou abibdtico tem sua
producdo aumentada, sendo que em grandes quantidades pode causar diversos
danos celulares. Em arroz, APx é codificada por oito genes, cujos produtos sao
classificados por sua localizacdo subcelular: citosélica, peroxissomal, mitocondrial ou
cloroplastidial. A caracterizagao dos genes codificadores de APxs vem sendo feita e
o estudo de promotores é uma ferramenta de grande importancia que possibilita
analisar o padrdao de expressédo global de genes em plantas. O objetivo deste
trabalho foi estudar o padrdo de expresséo conferido pela sequéncia promotora do
gene OsAPx3 de ascorbato peroxidase (peroxissomal). Para estas analises foi
isolada uma sequéncia nucleotidica de aproximadamente 2 kb anterior ao sitio de
iniciacdo da traducéo do gene, a qual foi clonada no vetor de entrada pENTR e em
seguida no vetor de destino , pHGWFS7, especifico para o estudo de promotores. O
vetor contendo a sequéncia promotora, denominado PromAPx3, foi utilizado para a
transformacéao de calos embriogénicos de arroz via Agrobacterium tumefaciens. Os
calos transformados foram regenerados e cultivados em meio de selecdo. Foram
obtidas oito linhagens de plantas expressando Gus sob controle do promotor do
gene OsAPx3 e a confirmacao da transgenia foi verificada por PCR. Segmentos das
plantas transformadas com o vetor PromAPx3 foram coletados e analisados por
ensaios histoquimicos com X-Gluc . Em condicao padréo, a expressao do gene Gus
foi verificada em folhas, anteras, sendo a marcagdo nas anteras mais forte na fase
R4, quando ocorre a antese. Em teste de seca houve repressdo da expressao nas
folhas-bandeira, e inducdo de expressdo nas anteras. Analises in silico revelaram
cis-elementos envolvidos na reposta a luz, anaerobiose, giberelina, ABA e falta de
acucar. Outros ensaios serdo feitos e como perspectivas estdo analises
histoquimicas e quantificacdo fluorimétrica de GUS em outros tecidos vegetais, tanto
em condicbes controle quanto em condicbes de estresse. Além disso, serao
realizados testes experimentais para confirmar apredicdo dos cis-elementos da

regiao promotora.
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Abstract

Ascorbate peroxidase (APx) is a key enzyme of the antioxidant metabolism,
catalyzing the decomposition of hydrogen peroxide in water using ascorbate as
electron donor. Hydrogen peroxide is a reactive oxygen species (ROS), which is
constantly produced by aerobic metabolism, and under biotic and abiotic stress
production is increased, and in large quantities can cause several cellular damage. In
rice, the APx is encoded by eight genes, whose products are classified by their
subcellular localization: cytosolic, peroxisomal, mitochondrial or chloroplastic. The
characterization of genes encoding APXs has been taken and the study of promoters
is a very important tool, which allows to analyze the global pattern of gene
expression in plants. The aim of this work was to study the expression pattern of the
promoter sequence of the gene OsAPx3 of ascorbate peroxidase (peroxisomal). For
these analyzes, a 2 kb nucleotide sequence up stream to the translation start site of
the gene was isolated and cloned into pENTR vector and then into the destiny vector
pHGWFS7, specific for promoter analyses. The vector containing the promoter
sequence called PromAPx3 was used for transformation of rice calli via
Agrobacterium tumefaciens. The transformed calli were regenerated into plants and
grown in selective media. Eight lines expressing the Gus gene under the control of
the OsAPX3 promoter were obtained. The confirmation of the transgene integration
was carried out by PCR. Segments of the plants transformed with the vector
PromAPx3 were collected and analyzed by histochemical assays with X-Gluc. In the
control condition, the expression of Gus gene was detected in leaves and anthers,
with the strongest staining in the anthers at R4 stage, when anthesis occurs. In
drought test there was expression repressing in flag leaves, and induction of
expression in anther. In silico analysis revealed the presence of cis elements of
response to light, anaerobiosis, gibberellin, ABA and sugar shortage. Other tests will
be done such as histochemical analysis and GUS fluorimetric quantification in other
plant tissues, both in control conditions and under stress. Moreover, experimental
tests to confirm the prediction of cis elements present in the promoter region will be

carried out.
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1. Introducéo

1.1 Estresse oxidativo

Do ponto de vista fisioldgico, estresse € a condi¢do causada por fatores que tendem
a alterar um equilibrio (Nilsen e Orcutt, 1996). “O estresse comeca com uma
limitacdo bidtica ou abidtica, que causa flutuacbes altamente imprevisiveis impostas
ao padrdo metabdlico regular, gerando tensdo no organismo, doenca ou uma

fisiologia aberrante” (Gaspar et al., 2002).

As espécies cultivadas, assim como todas as plantas, sofrem diversos
estresses durante seu ciclo de vida, podendo ser um estresse natural ou
antropogénico. Dentre os estresses naturais, ha os abidticos (alteragdes climaticas,
excesso ou falta de agua, radiacao, calor, frio) e os bidticos (ataques de pragas e
doencas) (Lichtenthaler, 2004). O estresse antropogénico € aquele causado pela
interacdo humana, como poluicdo do ar e do solo e uso indiscriminado de herbicidas
(Schutzendubel e Polle, 2002). Situacdes ambientais adversas encontradas pela
planta durante o seu ciclo de vida impdem limitacbes severas ao crescimento e
reproducdo vegetal, interferem na homeostase fisioldgica, limitando o potencial
genético e, em Ultima analise, refletindo-se na produtividade das culturas agricolas

(Dhaliwhal e Arora, 1999).

Mudancas drasticas na homeostase celular ocasionam danos moleculares,
diminuicdo do crescimento e desenvolvimento e até mesmo a morte da planta. O
baixo crescimento € uma caracteristica adaptativa da planta que cresce em
condicBes de estresse, pois isso a possibilita alocar seus recursos de maneira a nao
prejudicar seu total desenvolvimento. Porém, o efeito mais negativo que o estresse

pode causar a planta € a inibicao da divisao celular (Zhu, 2001).

A maioria dos agentes estressantes gera 0 que Se conhece por estresse
oxidativo (Gille e Sigler, 1995; Bartosz, 1997). De maneira geral, o estresse oxidativo
pode ser definido como o aumento da producédo de espécies reativas de oxigénio

(ERO), gerando um descontrole do potencial de oxidacdo. Este desequilibrio na



relacdo entre compostos antioxidantes e pré-oxidantes € devido as taxas de
producdo de ERO superiores a taxa do metabolismo, causando danos oxidativos
aos componentes metabdlicos. Durante o quadro de estresse oxidativo, a taxa de
reparo do dano é menor que a oxidacdo, causando acumulo de componentes de
danos celulares que levam a perda de funcéo de organelas e eventual morte (Foyer

e Noctor, 2011).

Um dos fatores ambientais que mais limitam maior produtividade e distribuicéo
das culturas de cereais, principalmente em culturas irrigadas, é o estresse causado
por fatores abidticos, que podem ser divididos em atributos fisicos, tais como
iluminacdo excessiva, radiacdo ultravioleta UV-A e UV-B, seca, calor, frio e injlrias,
além dos atributos quimicos (deficiéncias minerais, excesso de sais) (Lichtenthaler,
2004).

Geralmente, metais pesados induzem uma variedade de efeitos bioquimicos e
disturbios metabdlicos, como diminuicdo de crescimento e possiveis anomalias de
desenvolvimento (Mazen, 2004), reducéo de biomassa e sintomas cloréticos (Yruela,

2005) e influenciam na absorcao de outros metais (Fernandes, 2006).

A deficiéncia hidrica resulta em diminuicdo do volume celular, aumento na
concentracdo de soluto e progressiva desidratacdo do protoplasto (Larcher, 2004),
influencia o transporte de solutos (absorcdo de ions e nutrientes) em grandes
extensoes, afetando as reacdes fotossintéticas nos cloroplastos de varias maneiras

(Shao et al. 2007), além de causar disturbios na respiracdo (Larcher, 2004).

A alta concentracdo de sal nos solos influencia negativamente o crescimento
das plantas devido ao aumento do potencial osmético, aumento da concentracdo de
fons ou outras toxinas presentes no solo, bem como o aumento de ions nos tecidos
das plantas (Lee et al., 2001). O estresse salino causa desbalanco ibnico e estresse
hiperosmético em plantas e, como consequéncias destes efeitos primarios, ocorrem
danos devido ao estresse oxidativo (Zhu, 2001). O estresse causado pelo aumento
da salinidade (geralmente pelo excesso de NaCl) quebra a homeostase no potencial

osmotico e na distribuicdo de ions, tanto no nivel celular quanto na planta inteira.
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Interacdes entre estresse salino e estresse oxidativo foram relatadas em varias
espécies vegetais. Estes relatos demonstraram diversas alteragcdes no metabolismo
antioxidante quando plantas ou culturas de células foram expostas ao sal. Todos os
organismos tém respostas adaptativas para o estresse oxidativo induzidos por
mudancas nos niveis de ERO, levando a ativagdo ou silenciamento de genes que
codificam enzimas de defesa, fatores de transcricdo ou proteinas estruturais (Dalton
et al, 1999). A maioria dos estudos que descrevem as alteracdes decorrentes do
estresse oxidativo é baseada na dosagem da atividade de enzimas antioxidantes e
dos danos oxidativos aos componentes celulares. Alguns trabalhos realizados com
plantas de arroz submetidas a diversos estresses abi6ticos tém sido publicados. (Lin
e Kao, 2000; Lee et al., 2001; Dionisio-Sesee Tobita, 1998; Menezes-Benavante et
al., 2004; Tan Jet al., 2014; Wei, S. et al., 2014), demonstrando a alta relevancia

desta area de estudo.

1.2 Espécies Reativas de Oxigénio

Quando plantas sofrem estresse oxidativo, diferentes vias sédo afetadas e os
elétrons com altos niveis de energia sdo transferidos para o oxigénio molecular

formando ERO, tais como superoxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila.

Diversas reac¢des quimicas acontecem para gerar as ERO, iniciando com a
reducdo de um elétron do oxigénio para gerar o superoxido. Em pH baixo, ocorre a
dismutacédo do superoxido que, junto com a adicdo de protons, forma o peroxido de
hidrogénio. Além disso, na presenca de metais, como o ferro e o cobre, outras
reacdes ocorrem (Reacdo de Fenton e Haber-Weiss), formando o radical hidroxila,
gue é a ERO mais reativa dos sistemas biolégicos (Gill e Tuteja.,, 2010). Elas
causam nas plantas baixa produtividade, danos e até mesmo a morte celular (Grene,

2002). A Figura 1 resume as reacdes que ocorrem para a producéo de ERO.
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Figura 1. Geracdo de ERO por transferéncia de energia (modificado de Gill e Tuteja, 2010).

Desde a introdugdo do oxigénio molecular no nosso ambiente, através do
aparecimento de organismos fotossintetizantes, as ERO tornaram-se companhia
obrigatéria da vida aerdbica (Halliwell, 2006). Estas moléculas sdo produzidas
continuamente em baixos niveis pelo metabolismo natural das células, entretanto, na
presenca de algum estresse, ocorre um aumento na sua producédo (Miller et al.,
2010). As ERO estéao localizadas em diferentes compartimentos celulares, como
cloroplastos, mitocéndrias, peroxissomos, citosol, apoplasto e também séo
produzidas continuamente como subprodutos de varias vias metabdlicas (Del Rio et
al., 2006; Navrot et al., 2007;Gill e Tuteja, 2010). As principais fontes produtoras de
ERO nas células vegetais sédo a fotossintese, a respiracédo e a fotorespiracdo, além
de NADPH oxidases, amina oxidases e peroxidases de parede celular, ativadas
durante a morte celular programada e defesa contra patdgenos (Mittler, 2002). A
Figura 2 apresenta um esquema das vias relacionadas com o metabolismo das
ERO.
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Figura 2. Relacdo entre producdo de ERO, remocdo, modificacdo, sinalizacdo, e danos nas
células vegetais em (a) condicdo ndo estressada e (b) condicdes de estresse (modificado de Moller et
al. 2007).

Existem diferentes tipos de ERO produzidas na célula vegetal e cada molécula
de ERO esta relacionada com a ativacao de vias de sinalizacdo diferentes (Foyer e
Noctor, 2011; Gadjev et al., 2006). A alta producdo de ERO durante estresse salino
€ ocasionada pela deficiéncia do sistema de transporte de elétrons em cloroplastos e
mitocondrias e pela inducdo de vias metabdlicas, como a fotorespiracao (Sivakumar
ET al., 2000). Para tentar minimizar a superproducdo de ERO, as plantas utilizam
alguns mecanismos para reduzir seus efeitos, como: adaptacbes anatbmicas nas
folhas alterando o movimento foliar, adaptacdes fisiolégicas como o metabolismo
das plantas C4 e CAM, mecanismos moleculares para reprogramacdo da
fotossintese alterando fotossistemas e induzindo oxidases alternativas (Mitttler,
2002). A resposta da planta ao aumento dos niveis de ERO dependera da
concentracdo e sitio de producdo de ERO, bem como da interacdo destas com

outras moléculas de resposta a estresse (Moller et al., 2007).
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Quando as ERO estdo presentes em grandes quantidades dentro da célula
tornam-se altamente citotoxicas e podem reagir com diversos metabdlitos causando
danos oxidativos a enzimas, proteinas, lipidios e acidos nucléicos. Moléculas de
ERO séo causadoras de diversos processos degenerativos, incluindo peroxidagéo
de lipidios de membrana e morte celular programada. Os danos oxidativos podem
também expressar-se em hipo ou hipermetilacdo do DNA, delecdo e substituicdo de
bases do DNA, alteracbes cromossdmicas (aneuploidia e poliploidia) e rearranjo
cromossOmico, que podem resultar em variagcdo somaclonal (Swanson e Gilroy,
2010).

Por outro lado, as ERO também atuam como moléculas sinalizadoras no
metabolismo, ndo sendo somente subprodutos téxicos. Como moléculas
sinalizadoras, as ERO controlam diversos processos metabdlicos tais como ciclo
celular, crescimento, morte programada da célula, senescéncia, sinalizacao
hormonal, resposta a estresses abioticos, defesa contra patdgenos, respostas
sistémicas e desenvolvimento (Mittler et al., 1998; Mittler, 2002; Vranova et al., 2002;
Vandenabeele et al., 2003; Vacca et al. 2004; de Pinto et al., 2006; Kwak et al.,
2006; Torres et al., 2006; Queval et al., 2007; Slesak et al., 2007; Zavaleta-Mancera
et al., 2007).

A atuacao das espécies reativas de oxigénio como metabdlitos toxicos, fatores
de protecdo ou sinalizacdo depende do delicado equilibrio entre a producédo e

remocao dessas moléculas na célula em tempo adequado (Gratao et al., 2005).

1.3 Perodxido de hidrogénio

O peroxido de hidrogénio € gerado a partir da dismutacdo do superéxido. Essa
molécula tem uma reatividade moderada, alta permeabilidade através das
membranas e maior meia-vida, de 1 ms (Gill e Tuteja, 2010). Por esses motivos € a
ERO mais abundante nos sistemas biolégicos aerdbicos (Wan e Liu, 2008). O
peroxido de hidrogénio € constantemente produzido pelo metabolismo normal da
célula, mas tem sua producdo aumentada em resposta a estresses abidticos, como

radiacao ultravioleta, estresse salino, seca, excesso de luz, alta e baixa temperatura,
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induzindo resisténcia a estes estresses e protegendo a célula (Gill e Tuteja., 2010).
Quando altos niveis acumulam na célula, o peroxido de hidrogénio pode direta ou
indiretamente oxidar o pool de ascorbato e glutationa e alterar o estado redox da
célula (Wan e Liu., 2008).

A funcdo do perdxido de hidrogénio ndo é somente atuar como molécula
sinalizadora de estresse nas plantas. Apesar de ter sua concentragdo aumentada
guando a planta sofre alguma injaria, o peroxido de hidrogénio também esta
presente em varios processos metabolicos que ocorrem na célula vegetal. Ele
participa de muitos mecanismos de resisténcia a estresses, incluindo o reforgo da
parede celular e producdo de fitoalexinas (Dempsey e Klessig., 1995). Além da
atuacao direta do peréxido de hidrogénio, esta molécula também atua indiretamente
induzindo a expressdo de genes que codificam proteinas relacionadas ao
metabolismo, transporte e degradacdo proteica, organizacao celular e biogénese,
defesa e fatores de transcricao (Desikan et al., 2001).

O peréxido de hidrogénio também € importante nas interacdes planta-
patdgeno, pois sua inducdo pode eliminar o patdgeno ou induzir genes de defesa
gue irdo limitar a infeccdo (Bozso et al., 2005). Estudos recentes tém demonstrado
gue o peroxido de hidrogénio € um dos componentes centrais da cascata de
transducdo de sinal envolvida na adaptacdo da planta em resposta a mudancas
ambientais (Neill et al., 2002a).

Em resumo, o peroxido de hidrogénio atua como um metabdlito celular téxico,
porém também funciona como uma molécula sinalizadora envolvida nas respostas a
varios estimulos tanto em células vegetais como animais. Em plantas, o peréxido de
hidrogénio desempenha um duplo papel, quando em baixas concentracdes na célula
atua como uma molécula de sinalizacdo envolvida na aclimatacédo para tolerancia a
diversos estresses bidticos e abidticos e, em altas concentracdes, leva a morte
celular programada (Quan et al., 2008; Neill et al., 2002). O peroxido de hidrogénio
esta envolvido em uma ampla gama de processos fisiolégicos, como um regulador

chave para a senescéncia, fotorrespiracdo, fotossintese, movimento dos estématos,
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ciclo celular, crescimento e desenvolvimento da planta (Peng et al., 2005; Noctor e
Foyer., 1998; Bright et al., 2006; Mittler et al., 2004; Foreman et al., 2003).

1.4 Mecanismos de defesa antioxidante

Qualquer circunstancia em que a homeostase redox da célula é desfeita pode
levar ao estresse oxidativo ou a geracédo de ERO. As ERO séo produzidas em todos
0s organismos aerobios dentro das células e estdo normalmente em equilibrio com

moléculas antioxidantes (Scandalios, 2002).

As células das plantas mantém os componentes de defesa antioxidante em
niveis bastante altos, dependendo do requerimento das condi¢cbes ambientais, e
removem as ERO das células como resposta defensiva ao estresse oxidativo.
Porém, como citado anteriormente, as ERO ndo s&o unicamente moléculas que
causam danos as células, sendo também indicadores de estresse oxidativo. Essas
moléculas detectam o estresse e ativam mecanismos de resisténcia antioxidantes.
Esses mecanismos de defesa sdo extremamente importantes para as células, pois
as protegem de processos enzimaticos redox, preservam a integridade da
membrana e protegem o DNA e as proteinas (Grene., 2002). Portanto, como o
acumulo de ERO pode resultar em prejuizos consideraveis, a célula dispde de varios

mecanismos para detoxificar eficientemente essas moléculas.

Moléculas antioxidantes, enzimas simples, e um sistema mais complexo de

detoxificacdo podem estar envolvidos na protecéo celular contra ERO acumuladas.

O sistema de defesa antioxidante das células vegetais é formado por
componentes ndo-enzimaticos e enzimaticos. Os componentes ndo-enzimaticos sédo
moléculas de baixo peso molecular, como o ascorbato (AsA), a glutationa, o
tocoferol e os carotendides (Chun et al., 2005; Soares., 2002). O ascorbato e a
glutationa sdo moléculas essenciais para o crescimento e desenvolvimento da planta
(Foyer e Noctor., 2011).
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Estes dois antioxidantes sdo mantidos em seus estados reduzidos dentro da
célula por um grupo de enzimas capazes de usar o NAD(P)H para regenerar
ascorbato e glutationa oxidados, sendo elas: monodeidroascorbato redutase
(MDHAR), deidroascorbatoredutase (DHAR) e glutationa redutase (GR) (Mittler et
al., 2004). Também sdo utilizados como co-fatores pelas enzimas ascorbato
peroxidase e glutationa peroxidase nas reagfes de reducdo do perdxido de
hidrogénio em agua (Slesak et al., 2007).

Moléculas transportadoras de ascorbato e glutationa tém papel de destaque na
determinacdo das concentracBes especificas destes componentes e do potencial
redox em cada compartimento subcelular (Noctor e Foyer, 1998; Pignocchi e Foyer,
2003).

Os componentes enzimaticos sdo enzimas reguladoras que impedem a acao
toxica das ERO a célula vegetal. Séo elas: superéxido dismutase (SOD), ascorbato
peroxidase (APx), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e peroxiredoxina
(PrxR) (Scandalios, 2002; Mittler et al., 2004). A enzima SOD ¢é a responsavel por
detoxificar o superoxido, produzindo o peroxido de hidrogénio, este pode ser
eliminado pelas demais enzimas antioxidantes. Sendo assim, o balanco entre a
concentracdo de SOD e a concentracdo das enzimas detoxificadoras de peroxido de
hidrogénio é crucial para manter o equilibrio entre os niveis de superoxido e

peroxido de hidrogénio na célula (Mittler et al., 2004).

Uma via antioxidante muito importante para a detoxificacdo de ERO é o Ciclo
do Ascorbato-Glutationa (Figura 3). Este compreende grande parte das enzimas
detoxificantes e pode ser encontrado em diversos compartimentos subcelulares. O
ciclo do ascorbato-glutationa envolve a reducdo do peroxido de hidrogénio a agua
pela enzima APX, que utiliza o ascorbato (AsA) como doador de elétrons. O AsA
oxidado gera o monodeidroascorbato (MDHA) e este pode ser espontaneamente
reduzido a dehidroascorbato (DHA). O AsA reduzido € recuperado pela acdo da
MDHAR, que utiliza NADPH nesta reacdo. O DHA também é recuperado para formar

AsA reduzido através da acdo da DHAR, usando a glutationa (GSH) como doador de
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elétrons. A forma reduzida de GSH é regenerada pela enzima GR, também
dependente de NADPH (Asada, 1999; Shigeoka et al., 2002).

0,” —{SOD——>H,0, _ ~Ascorbato . ;q, 2 GSH NADPH
# NADP =\ \ / X
(CAT) (APx) (MDHAR) DHAR)  (GR)
, NADPH 7
] 7 A Y
“~H,0~ ~ MDHA —— ~ DHA" GSSG  “NADP

Figura 3. Ciclo do Ascorbato-Glutationa (Teixeira et al., 2005)

As diferentes enzimas antioxidantes sdo encontradas em quase todos os
compartimentos subcelulares, e geralmente mais de um tipo de enzima ocorre em
cada compartimento, inclusive enzimas com funcdes semelhantes (Mittler et al.,
2004). A afinidade com o substrato, a taxa de reacdo e a concentracdo enzimatica
sdo parametros importantes que vao definir a relativa contribuicdo de cada enzima

no sistema antioxidante (Mittler, 2002).

1.5 Ascorbato Peroxidase

Ascorbato peroxidases (APx, EC 1.11.1.11) sdo heme-peroxidases de classe I.
Parecem ser as primeiras enzimas envolvidas na remocdo do peroxido de
hidrogénio das células das plantas (Allen et al., 1997), protegendo-as dos efeitos
toxicos desta ERO. Estas enzimas utilizam o ascorbato como doador de elétrons

para a reducado do peréxido de hidrogénio a agua (Li et al., 2007).

Diversos trabalhos ja descreveram o mecanismo catalitico das APxs, assim
como a estrutura 3D baseada em estudos cristalograficos e o sitio de ligacdo ao
ascorbato (Patterson e Poulos, 1995; Mandelman et al., 1998; Wada et al., 2002;
Raven, 2003; Sharp et al., 2003). Estes estudos demonstraram a existéncia de um
nacleo catalitico comum nas APxs, contendo dois dominios tipicos de heme-

peroxidases. O sitio ativo possui uma histidina distal, que atua como catalisador na
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reacdo entre o perdxido de hidrogénio e a enzima, e uma histidina proximal,

presente no sitio de ligacao ao grupo heme (Henrissat et al. 1990).

Varias isoformas de APx tém sido descritas em diversas espécies de plantas,
como algodado, arroz, Arabidopsis, abobora, ervilha, soja (Teixeira et al, 2004,
Koussevitzky et al., 2008; Nito et al., 2001; Mittler e Zilinskas, 1991; Shi et al., 2008;
Li et al., 2007), e também em algas, euglenas e outros organismos (revisado por Gill
e Tuteja, 2010).

As APx podem ser encontradas em variados compartimentos celulares,
incluindo citosol, peroxissomos, mitocondrias e cloroplastos (Teixeira et al., 2004,
Teixeira et al., 2006; Li et al.,, 2007). A isoformas de APxs sdo classificadas de
acordo com a localizacdo subcelular de cada enzima. No citosol e no estroma do
cloroplasto sdo encontradas as isoformas sollUveis, enquanto que as isoformas
ligadas as membranas sao encontradas nos peroxissomos e tilacoides do
cloroplasto. A localizacdo de cada isoforma dentro da célula é determinada pela
presenca de peptidios sinal organela especificos e dominios transmembrana nas

regides N-terminal e C-terminal de cada enzima (Teixeira et al., 2004).

Estudos sobre APxs demonstraram a modulacdo da expressao destas enzimas
em resposta a estresses, como seca, salinidade, alta e baixa temperatura,
intensidade luminosa, ataque de patdgenos, tratamento com peroxido de hidrogénio
e acido abscisico (Zhang et al., 1997; Mittler et al., 1998; Yoshimura et al., 2000;
Sato et al. 2001; Shigeoka et al., 2002; Agrawal et al., 2003; Fryer et al., 2003;
Menezes-Benavente et al., 2004; Teixeira et al., 2006). A expressdo dos genes APX
€ também dependente do tecido e da fase do desenvolvimento (Agrawal et al., 2003;
Teixeira et al.,, 2006). Na planta modelo Arabidopsis thaliana, diversos trabalhos
caracterizando as isoformas de APx foram feitos. A expressao dos genes AtAPXxs foi
induzida em resposta a estresses de frio, luz UV, peréxido de hidrogénio e paraquat
(Zhang et al., 1997), calor (Panchuk et al., 2002), acido abscisico e alta intensidade
luminosa (Fryer et al., 2003; Rossel et al., 2006). Plantas nocautes para 0s genes
gue codificam APx podem ou ndo apresentar diferencas fenotipicas. O nocaute do

gene AtAPx1 citosdlico resultou em plantas com supressdo no crescimento e
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desenvolvimento e alteracdo na resposta dos estomatos (Pnueli et al., 2003).
Também causou o colapso do sistema cloroplastidico de decomposicao de peroxido
de hidrogénio, o aumento de peroxido de hidrogénio, a reducéo fotossintética e a
oxidacao de proteinas (Davletova et al., 2005). Entretanto, quando plantas de
Arabidopsis nocautes para os genes que codificam as APxs cloroplastidicas foram
obtidas, estas ndo apresentaram diferencas significativas em relagcéo as plantas ndo-
transformadas (Davletova et al., 2005; Tarantino et al., 2005). A superexpresséo de
APx gera plantas mais resistentes aos estresses (Rossel et al., 2006; Lu et al.,
2007), como foi relatado em outras espécies submetidas a estresses, como arroz,
batata, espinafre, Festuca arundinacea, tabaco e trigo (Teixeira et al., 2006, Tang et
al., 2006; Yoshimura et al., 2000; Ishikawa et al., 2005; Zavaleta-Mancera et al.,
2007).

Em arroz, foi identificada uma familia multigénica com oito genes que codificam
isoformas de ascorbato peroxidases. Cada isoforma de APx tem uma resposta
diferente a estresses ambientais, indicando uma especializacdo funcional de cada
isoforma na remocao do peréxido de hidrogénio das células (Sharma e Dubey, 2005;
Teixeira et al., 2006).

As APx de arroz estdo localizadas em quatro diferentes compartimentos
subcelulares, sendo 2 isoformas citosdlicas (APx1 e APx2), 2 isoformas
peroxissomais (APx3 e APx4), 1 isoforma mitocondrial (APx6), 2 isoformas
cloroplasticas (APx7 e APx8) e 1 isoforma encontrada na mitocondria e no
cloroplasto (APx5) (Teixeira et al., 2004; Teixeira et al., 2006, Caverzan., 2014).

Plantas RNAi APx foram produzidas e estudadas por nosso grupo,
apresentando resultados muito interessantes, como o0 caso do silenciamento
individual de cada APXx citosolica (CAPX) apresentar plantas com menor crescimento
e estéreis, no entanto o silenciamento duplo de cAPx ndo produziu diferencas
fenotipicas com a planta ndo transgénica, inclusive levou a maior tolerancia a

aluminio em baixas concentracdes. (Rosa., 2010).
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A identificacdo e caracterizagdo de genes que codificam enzimas pertencentes
ao metabolismo antioxidante € muito importante para entender o funcionamento
deste sistema na detoxificacdo de ERO derivadas do metabolismo normal da célula
ou geradas em resposta a estresses ambientais. Ha estudos que mostram que
plantas transgénicas superexpressando enzimas envolvidas na protecao oxidativa,
como superéxido dismutases e ascorbato peroxidases, tém uma maior resisténcia
guando crescidas em condi¢cfes de estresse (Zhu, 2001). A superexpressao de uma
APx em tabaco (N. tabacum) aumentou a protecéo das plantas ao estresse oxidativo
(Allen et al., 1997).

A superexpressdo de uma SOD e APx em plantas de batata transgénicas
aumentou a tolerancia contra estresse oxidativo e altas temperaturas (Tang et al.,
2006). Esses estudos indicam que as enzimas antioxidantes possuem grande
importancia fisioldgica no combate ao estresse oxidativo sofrido pelas plantas,
mostrando que plantas modificadas, superexpressando essas proteinas, apresentam

uma resposta antioxidante mais eficiente as perturbacdées do meio ambiente.

Sendo assim, o estudo de enzimas do metabolismo antioxidante € de extremo
interesse. Nosso grupo desenvolve uma linha de pesquisa que explora o genoma do
arroz, visando uma analise evolutiva e funcional dos genes que codificam enzimas
do metabolismo antioxidante em plantas, especialmente a ascorbato peroxidase.
Foram identificados oitos genes que codificam diferentes isoformas de APx em arroz
e foi realizada uma caracterizacéo prévia da familia (Teixeira et al., 2004; Teixeira et
al., 2006). Posteriormente, foram geradas plantas de arroz silenciadas para as
isoformas citosdlicas de APx (OsAPx1 e OsAPx2) e constatou-se que o0
silenciamento combinado das duas isoformas citosolicas produziu plantas com

fendtipo semelhante a planta ndo-transformada.

Entretanto, o silenciamento de uma Unica isoforma citosélica produziu plantas
anas e estéreis. Analises bioquimicas revelaram um maior acumulo de peréxido de
hidrogénio nas plantas transformadas e a modulacéo de outras enzimas do sistema
antioxidante, como CAT e SOD (Rosa et al.,, 2010). As plantas APx1/2s também
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apresentaram uma maior resisténcia quando submetidas a estresse de baixas

concentracdes de aluminio (Rosa et al., 2010).

O efeito do silenciamento do gene OsAPx4 em plantas de arroz sobre a
atividade de outras enzimas do sistema antioxidante foi analisado. Plantas APx4s,
além de apresentarem reducdo da atividade de APX, também possuem menor
atividade das enzimas CAT, SOD e menor acumulo de peréxido de hidrogénio.
Apresentam também uma senescéncia muito maior que as ndo transformadas, com
baixa producdo de sementes. Plantas APx3s apresentam grande dificuldade na sua
obtencado, com baixa taxa de regeneracao, morte muito adiantada e esterilidade, em
um quadro mais grave que o das plantas APx4s (Ribeiro., 2012).

1.6 Modelo vegetal: arroz

O arroz (Oryza sativa L.) pertence a familia Poaceae. E uma planta anual, com
caule de 40 a 150 cm e panicula de tamanhos que variam de 9 a 30 cm, espiguetas
oblongas, com ou sem aristas. Possui seis anteras, amarelas. E uma espécie
comum, amplamente cultivada. Existem diversas variedades de arroz cultivadas que
diferem principalmente por suas caracteristicas agronémicas. Uma caracteristica
importante do arroz € que os graos ficam retidos na espigueta apos a maturacgao,

permitindo o uso de tecnologia na colheita (Davidse et al., 1994).

Para facilitar a classificacdo das fases de desenvolvimento do arroz, um
sistema empregando critérios morfologicos foi desenvolvido por Counce et al.
(2000). Neste sistema, o desenvolvimento ontogenético do arroz é dividido em trés
fases: plantula, fase vegetativa e fase reprodutiva. A fase de plantula é dividida em 4
estagios (SO a S3), que se inicia na germinacdo e termina na emergéncia do
coledptilo. Cada fase vegetativa € determinada pela formac&o do colar foliar para
cada folha emitida. Esses estagios classificam-se em VO até Vn, onde n € o nimero

final de folhas com colares no caule principal.
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A fase reprodutiva € constituida por dez estdgios baseados em critérios
morfolégicos, sendo eles: iniciagdo da panicula (R0), diferenciacdo da panicula (R1),
formacdo do colar da folha bandeira (R2), emissdo da panicula (R3), antese (R4),
expansdo do grao em comprimento e largura (R5), profunda expansao dos graos
(R6), secagem do gréo (R7), presenca de um grdao maduro (R8) e maturidade
completa da panicula (R9). Os estagios de RO a R3 referem-se ao desenvolvimento
da panicula, enquanto os estagios de crescimento de R4 a R8 referem-se ao
desenvolvimento individual de flores ou grdos em uma panicula. A Figura 4
apresenta os estagios do desenvolvimento reprodutivo do arroz de acordo com a

classificacdo de Counce et al. (2000).

A flor do arroz desperta um grande interesse nas pesquisas, pois possui um
fascinante modelo de desenvolvimento floral, que diverge dos modelos mais
conhecidos de dicotiledoneas. A estrutura floral do arroz, a panicula, € uma
inflorescéncia composta de unidades estruturais especificas de gramineas, as
espiguetas (Yoshida e Nagato, 2011). A espigueta é a unidade primaria da
inflorescéncia, formada pelas glumas e a flor (em inglés “floret”). A flor € composta
pelo lema e palea (6rgéos especificos de gramineas), lodiculos, estames e carpelos.
Entre as gramineas, o numero de flores em cada espigueta varia entre as espécies.
Entretanto, no arroz, cada espigueta possui uma unica flor fértil, com um par de
lemas estéreis e glumas rudimentares (Yoshida e Nagato, 2011). O desenvolvimento
floral € comandado pelos meristemas, sendo que em arroz o meristema inicial € o
meristema da inflorescéncia, seguindo com o desenvolvimento do meristema de
ramos, meristema de espigueta e, por fim, o meristema floral. A Figura 5 apresenta a

estrutura da espigueta do arroz.

A partir do meristema da inflorescéncia, uma série de modificacbes ocorrem
espaco-temporalmente coordenadas, levando a transicdo entre os diferentes
meristemas e determinando assim a forma da panicula do arroz (Yoshida e Nagato,
2011).

Além de sua enorme importancia econémica, o0 arroz também se destaca no

campo das pesquisas de genética e gendmica funcional. E considerada a planta

23



modelo para estudos em monocotiledéneas, pois possui 0 menor genoma entre as
monocotileddneas cultivadas, de aproximadamente 390 mega bases (Mb). Em 2002,
foi publicado o sequenciamento completo do genoma do arroz (Yu et al., 2002; Goff
et al. 2002), o que gerou uma grande quantidade de informagbes gendmicas
disponiveis para a comunidade cientifica e permitiu avancos nos estudos de

genodmica, transcriptoma, protedmica, metabolémica e melhoramento de cereais.

Além de ser uma espécie com genoma sequenciado e anotado, 0 arroz possui
um protocolo de transformagdo genética eficiente e uma alta sintenia entre as
gramineas, fazendo desta planta um modelo para estudos em monocotileddneas
(Hiei et al., 1994; Moore et al., 1995).
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Figura 4. Representacdes esqueméticas da estrutura da inflorescéncia do arroz (A) e espigueta
(B). MA, meristema apical; MI, meristema de inflorescéncia; MR, meristema de ramos; ME, meristema
de espigueta; MF, meristema floral; rmp, regido marginal da palea; cp, corpo da palea (modificado de
Yoshida e Nagato, 2011)

24



Estagio de

- RO R1 R2 R3 R4
crescimento
Iniciodo Formacéo dos Formacéodo Emissdoda Uma ou mais
desenvolvimento ramos da colar da folha panicula, ponta | floresiniciam a
da panicula panicula bandeira da panicula antese
Marcador esta acima da
morfolégico folha bandeira
llustracdo
Estagio de
crescimento R5 R6 R7 R8 R9
No minimouma | No minimouma | No minimoum No minimoum | Todos os grdos
caridpsis da cariopsisda gréo da panicula gréoda da fase R6 tém
M d panicula esta panicula esta tema casca paniculatem a acasca
arc§ F’r alongando para o | alongada para o amarela casca marrom marrom
morfologico final da casca final da casca
llustracdo

Figura 5. Estagios do crescimento reprodutivo do arroz baseados em marcadores morfoloégicos

(modificado de Counce et al., 2000).
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De acordo com o] “Rice Genome Annotation Project7”
(http://rice.plantbiology.msu.edu/), cerca de 49 mil genes foram identificados e
depositados nos bancos de dados de arroz. Atualmente, tém-se uma grande
guantidade de dados sobre transcritos de arroz, em relagdo a diferentes fases do
desenvolvimento, tecidos da planta, respostas a estresses bidticos e abioticos, vias
de co-expressao, entre outras. A identificacdo e caracterizacdo de transcritos
possibilitaram a descoberta de novos genes, alguns de importancia agronémica.

1.7 Estudo de promotores

O estudo de promotores é uma ferramenta de grande importancia que nos
possibilita analisar o padrdo de expressdo de genes em plantas, e assim melhor
compreender sua regulacdo em um nivel tecidual, em uma analise mais fina.
Resultados anteriores permitiram uma caracterizacdo da expressao destes genes
em plantas de arroz, de maneira temporal e tecidual. Essa caracterizacéo foi muito
importante para identificar o padrdo de expressédo dos genes das enzimas de defesa
antioxidante. Plantas de arroz foram transformadas com a sequéncia promotora do
gene OsAPx3 fusionada ao gene repoérter Gus (PROMAPX3::GUS). A partir da
construcdo PROMAPX3::GUS gerou-se oito linhagens de plantas transformadas,
adultas e que ja produziram sementes.

Estudos de expressdo de promotores ja foram realizados para o gene que
codifica a isoforma APx2 de arroz, onde a sequéncia promotora do gene OsAPx2
mostrou regular a expressao da proteina repérter Gfp de maneira constitutiva, com
altos niveis de expressao em tecidos vegetativos e reprodutivos, sendo considerado
um promotor constitutivo potencial para a transformacédo de plantas de arroz (Park et
al., 2010). A expressdo da sequéncia promotora do gene OsAPx4 também ja foi

caracterizada e apresentou expressao em tecidos de folhas, raizes e paniculas.
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O estudo da regido regulatéria do gene APX3 € uma ferramenta importante
para elucidar em detalhes sua resposta a diferentes estimulos abioticos espago e
temporalmente. O presente estudo foi realizado durante meu estagio de trabalho de
concluséo de curso no Nucleo de Genémica Funcional de plantas, coordenado pela
Professora Marcia Pinheiro-Margis. Este projeto visa caracterizar o promotor do

gene de arroz que codifica uma isoforma peroxissomal APx
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2 Objetivos

Este projeto teve como objetivo analisar o padrdo de expressao do gene
OsAPX3, que codifica a enzima ascorbato peroxidase peroxissomal em plantas de

arroz.

2.1 Objetivos Especificos

a) ldentificar cis-elementos na regido promotora do gene de OsAPX3;

b) Regenerar plantas de arroz transformadas com a construgdo
PROMAPXx3::GUS, a qual permite a expressao do gene repdlrter Gus sob o controle
do promotor do gene OSAPXS;

c) Analisar o padrao de expresséo dirigido pela regido promotora deste gene
através de ensaios histoquimicos de GUS;

d) Quantificar a expressao do gene Gus através de ensaios fluorimétricos;
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3. Material e Métodos

3.1 Construcgéo do vetor para estudo do promotor de OsAPx3

Para verificar o padrao de expressao da regidao promotora do gene OsAPx3
(LOC_0s049g14680) foi isolada uma sequéncia (em anexo) de aproximadamente 2
kb anterior ao sitio de iniciagdo da traducdo (primers: PromAPx3F: 5 CACC
TTGGATTTCTGCTGTTTTGC ; PromAPx3R: 5 CGATCCGAGGAGAGGTGATA).
Esse fragmento foi clonado no vetor de entrada pENTR e posteriormente
recombinada no vetor pHGWFS7 (figura 1, em anexo), especificamente usado para
estudo de promotores (Karimi et al., 2005). Esse vetor possui dois genes reporteres,
gus e gfp e 0 gene de selecdo hpt, que confere resisténcia a higromicina (Figura 6).
A clonagem dos insertos foi realizada utilizando células de Escherichia coli
termocompetentes da cepa TOP10. Foram adicionados a bactéria 1,5 uL do produto
da recombinagcédo e o choque térmico ocorreu com 42 °C por 90 s em gelo. Apos a
transformacéao, 500 pl de meio LB (Invitrogen®) foram adicionados a bactéria e a
suspensao foi incubada por 45 min a 37 °C. Posteriormente, essa suspensao
bacteriana foi semeada em meio LB agar (Invitrogen®) suplementado com 100
pHg/mL de espectinomicina. A insercdo correta das sequéncias promotoras nos
vetores foi confirmada por sequenciamento.

3.2 Transformacéo de calos embriogénicos de arroz por Agrobacterium

tumefaciens

A transformacéo de calos de arroz foi mediada por Agrobacterium tumefaciens
seguindo o protocolo de Upadhyaya et al. (2000). Calos embriogénicos de arroz
foram selecionados e repicados em meio de cultura NB para proliferacdo. Células de
A. tumefaciens contendo o vetor foram cultivadas em meio LB Agar (Invitrogen®)
contendo canamicina (25 pg/mL) e rifampicina (100 pg/mL) e cultivadas por um
periodo de dois dias a 28 °C. As agrobactérias cultivadas foram transferidas para
meio NB liquido suplementado com 100 puM de acetoseringona e, posteriormente, 0s
calos foram adicionados a este meio, sendo incubados durante 30 min a
temperatura ambiente. Os calos foram transferidos para placas contendo meio NBA
(suplementado com 100 uM acetoseringona) e mantidos por trés dias a 28 °C no
escuro. Ap6s o co-cultivo, os calos passaram por cinco lavagens de 10 min com

agua destilada estéril contendo timentina (150 uM), sendo posteriormente
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transferidos para meio de selecdo HTC contendo higromicina (50 pg/mL), timentina
(100 pg/mL) e cefotaxima (200 pg/mL) (para selecdo dos calos transformados e
eliminacdo das bactérias restantes) e mantidos no escuro por 30 dias a 28 °C. Os
calos ndo-transformados néo cresceram no meio de selecéo e foram eliminados. Os
calos transformados cresceram neste meio e foram repicados para novo meio HTC

para proliferacéo.

Ap6s a fase de selecdo, os calos foram transferidos para o meio de pré-
regeneracao por 10 dias a 28 °C no escuro e depois transferidos para o meio de
regeneracdo, onde foram mantidos a 28 °C com fotoperiodo de 16 h até a
regeneracdo de parte aérea e raiz. Plantulas regeneradas foram transferidas para
meio ¥2 MS (Murashige e Skoog, 1962), com metade da concentracdo de sais,
acrescido de higromicina (50 pg/mL). As plantas transformadas foram transferidas
para substrato vermiculita, inicialmente protegidas por saco plastico para
aclimatacdo, sendo este removido aos poucos em duas semanas. Apos a
aclimatacdo as plantas foram transferidas para vasos com terra, submergidas em
agua, e colocadas em casa de vegetacdo a 28 °C com fotoperiodo de 12 h. O

processo de transformacao genética de plantas de arroz € mostrado na Figura 7.

Utilizando o mesmo procedimento metodoldgico de regeneracao, foram obtidas
plantas controles, ndo-transformadas, derivadas dos calos iniciais, e regeneradas via
cultura de tecidos, porém sem terem sofrido transformacdo. A regeneracdo das
plantas ndo-transformadas ocorreu simultaneamente com a regeneracéo das plantas

transformadas.

3.3 Ensaios histoquimicos de GUS

O vetor contendo a sequéncia promotora do gene OsAPx3 foi utilizado para a
transformacédo de plantas de arroz. O vetor foi denominado de PromAPx3, para o
estudo da sequéncia promotora do gene OsAPx3. Apds a regeneracao das plantas
transformadas, segmentos de folhas, raizes, caules e paniculas foram coletados e
analisados por ensaios histoquimicos com X-Gluc (Fermentas®), substrato da

enzima B-glucuronidase codificada pelo gene Gus, de acordo com Jefferson et al.
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(1987), com algumas modificacées. Segmentos inteiros foram incubados em uma
solugcdo contendo 5-bromo-4-cloro-3-indolyl B-D-glucoronideo (X-gluc) 1 mM e
tampdo fosfato 100 mM (pH 7,0), na presenca de 2 mM de ferricianeto de potéssio e
0,5% de Triton X100. As amostras foram entdo incubadas por um periodo de 16
horas a 37 °C. Apés o desenvolvimento da reacdo, os tecidos verdes foram

incubados com etanol 70% para remocao da clorofila.

3.4 Extracao de DNA das plantas de arroz

A extracdo de DNA foi realizada conforme o protocolo PureGene desenvolvido
por N.M. Upadhyaya (CSIRO Plant Industry). O DNA de plantas transformadas e nao
transformadas foram isolados através de maceracdo das folhas de arroz em
nitrogénio liquido e posterior homogeneizacdo do tecido. Ao material macerado
foram adicionados 600 uL de solucao de lise de células (TE — Tris 10 mM e EDTA 1
mM, pH 8.0 — com 1% SDS). A mistura foi incubada por 1 h a 65 °C e centrifugada
por 3 min a 13000 x g.

O sobrenadante foi transferido para novo tubo, ao qual foi adicionado 200 pL
de solucdo de precipitacdo de proteinas (Acetato de aménio 6 M). A seguir, a
mistura foi agitada no vortex por 20 segundos. Apos centrifugacdo por 5 min a 13000
X g, 600 pL do sobrenadante foi transferido para novo tubo. A precipitacdo do DNA
foi realizada adicionando 600 pL de isopropanol, seguido de 50 inversdes para
homogeneizacéo e incubacdo em freezer por 30 min. O sobrenadante resultante da
centrifugacéo por 20 min a 13000 x g foi descartado e 350 pL de etanol 70 % foram
adicionados ao tubo de microcentrifuga para lavagem do DNA. Apds centrifugacao
por 5 min a 13000 g e descarte do sobrenadante, o precipitado foi seco a 37 °C. O

DNA extraido foi ressuspendido em 40 uL de agua ultra pura estéril.
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3.5 Selegéo das plantas transformadas

As plantas regeneradas, cultivadas em vermiculita, foram analisadas por PCR
para determinar se houve integragcédo do transgene no genoma do arroz. A reacao de
amplificagao foi realizada utilizando 20 ng do DNA isolado das folhas de plantas nao-
transformadas e transformadas como molde, 200 uM de cada dNTP (Invitrogen®),
tampao de PCR 1 X (20 mM Tris-HCI pH 8.4), 1,5 mM MgCl,, 8 pmol de cada primer
e 0,25 U de Tag DNA Polymerase (Invitrogen®) em uma reacgédo de 25 pL. Foram
utilizados primers para amplificacéo dos genes Hpt (Hptl:
5’GAGCCTGACCTATTGCATCTCC; Hpt2: 5 GGCCTCCAGAAGAAGATGTTGG) e
Gus (Gus1: 5 CATGAAGATGCGGACTTACG; Gus2: 5ATCCACGCCGTATTCGG).
O programa utilizado no termociclador foi [1x] 94 °C 1 min, [30x] 94 °C 30 s, 55 °C
30s,72°C30s, e[1x] 72 °C 5 min. Os produtos de amplificacdo foram analisados

em gel de agarose 1 % com brometo.

3.6 Identificacdo dos cis-elementos

Andlise in silico: para a analise in silico de cis-elementos na regido promotora

de OsAPx3 foram utilizadas as seguintes bases de dados disponiveis on-line:

- PlantPan (plantpan.mbc.nctu.edu.tw/)

- Plantcare (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/)

3.7 Quantificacdo da expresséo de Gus por ensaio fluorimétrico

A extracdo de proteinas foi realizada em amostras das folhas na fase
reprodutiva (folhas-bandeira), que foram maceradas em nitrogénio liquido e a seguir

foi acrescido o tampao de extracdo protéico (10% tampéo fosfato, 0,1% SLS e 10
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mM B-mercaptoetanol), o macerado foi centrifugado (por 20 min a 17.500 x g a 4 °C)
e 0 sobrenadante foi recolhido para a analise enzimética. Foi realizada a medicdo da
atividade de GUS em fluorimetro pela leitura da producdo de MU ap@s reagir com o
substrato MUG (presente no tampé&o de reacdo: tampao de extracdo com 1 mM de
MUG). As reacdes ocorreram em um tubo contendo 150 pyL do tampéo de reacéo e
50 pL da solucdo protéica a 37 °C, sendo retiradas aliquotas de 10 pL em triplicata
técnica e adicionadas a 190 pL do tampdo de parada (0,2 M de NayCOsj),
prosseguindo para a leitura. As amostras foram mensuradas em placa de fundo
plano ndo opaca, com leitura da fluorescéncia em 460 nm e 590 nm. As leituras
ocorreram nos tempos 0, 30 minutos, 1 hora e 2 horas de reagdo. Foram produzidas
também as curvas padréo de proteinas com diluicBes seriadas segundo o método de
guantificacédo de proteinas Bradford, a fim de quantificar a concentragcao protéica das
amostras (absorbancia em 595 nm) e outra curva padrdo de MU, para correta

mensuragcao das amostras.

Ao final foi feito o calculo de nM de MU produzidos durante a reagéo para cada
linhagem, padronizando-se a quantidade de proteinas, em funcdo do tempo de

reacao.

3.8 Experimento de déficit hidrico

Plantas das linhagens testadas no experimento de quantificacdo da expressao
de Gus por ensaio fluorimétrico tiveram seus vasos retirados das bacias de agua em
gue estavam por 16 horas. Amostras de tecidos foram recolhidas apos este periodo,

e incubadas em X-Gluc segundo o protocolo anteriormente descrito.

33



4. Resultados e Discussdes

As analises in silico foram realizadas buscando cis-elementos ja descritos na
literatura a partir da sequéncia do promotor (em anexo), utilizando os programas
PlantPan e Plantcare, que realizaram o pareamento de bases na sequéncia do
promotor para encontrar estes cis-elementos para plantas de arroz. Utilizando essa
estratégia, foi possivel identificar os cis-elementos que sdo relacionados com a
ativacao da expressao génica quando a célula é exposta a luz, anaerobiose, ao
hormdnio giberelina ou na deficiéncia de acucar na célula (Figura 8).
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Figura 8 Cis-elementos preditos segundo PlantPan presentes na sequéncia do promotor de OsAPXx3.
AACACOREOSGLUB1 (indicador de ativacdo na semente e endosperma); ABREOSRAB21
(elemento de resposta a ABA); AMYBOX1, AMYBOX2 e PROLAMINBOXOSGLUB1 (indicador de
ativacdo na semente); ANAERO1CONSENSUS (cis-elemento para anaerobiose); ARFAT (elemento
de resposta a auxina); BIHD1OS (resposta de resisténcia a doengas); BP50SWX (ancora de
proteinas MYC); GATABOX e GT1CONSENSUS (resposta a alta-luz, indica expressédo nas folhas e
meristema apical); MYBGAHV (resposta a giberelina); PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A (ativador em
situacdo de falta de acucar, indica expressdo em embrido e semente); RYREPEATVFLEB4 (resposta
a ABA e giberelina, provaveis tecidos com expressao seriam embrido e semente); SITEIATCYTC
(indicador de gene envolvido na maquinaria de fosforilagdo oxidativa, possivel expressdo no
meristema); TATCCAOSAMY, TATCCAYMOTIFOSRAMY3D e WRKY710S (resposta a giberelina e a
falta de acgucar)
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O programa PlantPan também identificou elementos que dirigem a expresséo
tecido especifica, tais como: semente, folhas e meristema apical. Baseado neste
resultado, é possivel esperar a expressao do Gus dirigido pelo promotor de OsAPx3
em tecidos que sofram a acdo do fitohomonio giberelina, como sementes e
meristema apical. A proteina APx3 tem destino final o peroxissomo, que participa da
fotorespiragdo celular, e isso corrobora a luz e a anaerobiose como indutores de cis-

elementos, e as folhas e meristema apical como tecidos com expresséao ativada.

Os experimentos de transformacdo genética resultaram na obtencdo de 8
linhagens transgénicas (figura 9). ApGs a etapa de aclimatacdo, seis linhagens
atingiram a fase madura com producao normal de sementes. N&ao foram encontradas
diferencas de fendtipo comparando-se as plantas ndo-transformadas e as plantas
contendo o vetor de interesse, mostrando que a fusdo PROMAPx3::GUS nao alterou

o desenvolvimento da planta.

Figura 9: confirmacao de transgenia das linhagens de arroz PromAPx3 por PCR. Gel de agarose 1%
mostrando amplificag@o por PCR do gene Higromicina fosfotransferase (Hpt).

:* Banda 2kb (1kb DNA Ladder Biolabs)Os numeros correspondem as linhagens aprovadas,
posteriormente renomeadas com letras.

+ Corresponde ao controle positivo, vetor pHGWFS7 vazio

- Corresponde ao controle negativo, planta ndo transformada

As analises histoquimicas de GUS mostraram que trés entre as linhagens
obtidas apresentaram um padrao reproduzivel de expresséo (linhagens PromAPX3A,
PromAPx3l e PromAPx3T), as marca¢fes nos ensaios histoquimicos de GUS

apresentaram 0 seguinte padrao: folhas-bandeiras durante todas as fases
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reprodutivas, com o apice de intensidade nas fases R4 e R5, com marcacao nas
anteras de modo moderado nestas duas fazes (figura 10), momento em que ocorre a
antese (fase R4) e o comecgo do enchimento do gréo (fase R5) (Counce et al., 2000).
Ndo foram detectadas marcacbes nas raizes, ou outros tecidos, de maneira
consistente. Apesar de apresentarem o mesmo padréo, foi verificada diferenca na
intensidade das marcacodes. A linhagem PromAPx3T apresentou a maior intensidade
nas marcagoes, enquanto a linhagem PromAPXx3A teve a menor intensidade. Essa
diferenca da intensidade de expresséo pode ser explicada pelo efeito da posi¢do da
insercdo do cassete do promotor fusionado a Gus e Gfp (fusdo PROMAPx3::GUS)
no genoma da planta. Além disso, o nivel de expressdo pode depender do niumero
de cépias inseridas e que estejam plenamente funcionais. As diferencas de
intensidade de marcacdo entre as linhagens nao invalidam os resultados obtidos,
indicando que o padréo percebido € o mais proximo do real. Além disso, o padrao de
marcacdo nos orgaos observados também foi verificado em bancos de dados que

agrupam dados de microarranjos (figuras 11 e 12)
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Figura 10: padréo de marcacéo de
Gus: folhas com diferentes
intensidades; A - linhagem
PromAPx3T; B — linhagem
PromAPx3lI, C — linhagem
PromAPx3A; D — anteras.

37



oy

Expressalogs  Interactors

Rice eFP Browser at bar.utoronto.ca
LOC_0s04q14680  ©0s.4987.1.51 at

Log2 Fatio
3.14 (8.8-Fold) -
251 _
1.58 7
1.25
0E2
-0.01
-053
-126
-1 &9
—252
-3.14

Masked

Inflorescence (P2) Inflorescence (P3)  Inflorescence (P4) Inflorescence (P5)  Inflorescence (P§) Seedling Root

Genom

Figura 11: Padrdo de expressdo do gene OsAPX3 segundo o Rice eFP browser. Resultado dos
dados de microarranjo de arroz utilizando sonda Unica para o gene OsAPx3. O maximo da expressao
ocorre na fase R4/R5, que nesta representagao é demonstrado pela panicula na fase P5.
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Figura 12: Padrdo de expressdo do gene OsAPX3 segundo o Rice eFP browser. Resultado dos
dados de microarranjo de arroz utilizando sonda Unica para o gene OsSAPx3, demonstrando o
aumento de expressédo em resposta a seca, em plantulas de sete dias.

A andlise do padrédo de expressdao de Gus nas folhas-bandeira medido pelo
método fluorimétrico (figura 13) confirmou a atividade enzimatica de Gus e
demonstrou a mesma diferenca entre as intensidades das marcacdes, mostrando a
funcionalidade de nossa construcdo e confirmando os resultados encontrados
anteriormente com 0s ensaios histoquimicos.
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Figura 13: Ensaio fluorimétrico para medicéo da atividade de Gus nas folhas bandeira das linhagens
PromAPx3A, PromAPx3l e PromAPXx3T

Buscas que foram realizadas em banco de dados de microarranjos (Rice eFP
Browser) forneceram informacdes que sustentam os resultados provenientes dos
ensaios histoquimicos de GUS: a expressdao de OsAPx3 nos microarranjos de
paniculas com apice na fase R4 confirma a marcacdo de GUS nas anteras (figura
11). Outro dado visualizado nesta busca mostra que o gene OsAPx3 é expresso em
condicBes de seca em plantulas de 7 dias (figura 12), e esta informacédo nos levou a
estudar o padrdo de expressao em plantas submetidas a seca. O experimento de
seca por 16 horas induziu uma diminuicdo da marcacdo de GUS nas folhas-
bandeira, o que demonstra uma diferenca na regulacdo da expressao de OsAPx3 na
fase vegetativa e fase reprodutiva em resposta a seca. Entretanto, essa diferenca de
resultados pode sinalizar que ha elementos que sédo capazes de interferir na
expressdo de OsAPx3 que estdo muito antes do cédon inicial de traducéo, acima
dos 2 kb utilizados para este estudo. Por outro lado, este tratamento de seca por 16
horas resultou em um forte aumento da expressédo nas anteras (fase R4/R5) (figura
14), indicando que a funcdo da APx3 esta altamente relacionada com a reproducao,
assim como o gene APx4, que quando silenciado resultou em um fendtipo

caracterizado pelo atraso no desenvolvimento da panicula (Ribeiro, 2012).

40



Apesar de varias isoformas de APx peroxissomais ja terem sido descritas em
diferentes plantas, pouco se sabe sobre as fungdes desses genes, e suas funcoes
sao preditas baseadas na funcdo do peroxissomo (Yamaguchi et al., 1995;
Bunkelman and Trelease, 1996; Ishikawa et al. 1998; del Rio et al.,, 2002). O
peroxissomo é um dos maiores sitios de producdo de peréxido de hidrogénio nas
células vegetais devido a fotorespiracao (Corpas et al. 2001; del Rio et al., 2002). A
fotorespiragdo € um processo que envolve trés organelas: peroxissomo, mitocéndria
e cloroplasto e tem maior atividade em situacdes em que a planta esteja sofrendo
algum tipo de estresse. Sendo as APxs peroxissomais induzidas em situacdes de
estresse, sugere-se que quando ocorre um maior acumulo de peroxido de
hidrogénio, estas enzimas atuam em colaboracdo com as catalases para mais
rapidamente detoxificar o peréxido de hidrogénio nessa organela (Narendra et al.,
2006).

CONTROLE DEFICIT HIDRICO

ANTERA

FOLHAS BANDEIRA

Figura 14: Comparacdo entre amostras em diferentes condi¢des. Na coluna da esquerda temos
amostras de antera e folha em condi¢fes padréo, e na coluna da direita temos amostras dos mesmos
Orgaos apos passar por seca de 16 horas. Podemos verificar que hd intensificacdo da marcacéo na
antera apos a seca, enquanto que nas folhas ha reducdo da marcacgéo
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Os resultados apresentados levantaram algumas questdes. A resposta da planta
transgéncia ao estresse produzido pela seca de 16 horas, reduzindo a expresséo do
gene, poderia sugerir que o silénciamento do gene favoreceria a tolerancia a seca?
Por outro lado, ainda que potencialmente benéfico do ponto de vista da resposta ao
estresse, o0 silenciamento deste gene em arroz levou a senescéncia prematura e a
reducdo da fertilidade da planta em condi¢cdo controle (Ribeiro, 2012). Quando a
isoforma peroxissomal APx3 de Arabidopsis thaliana foi silenciada, as plantas nao
apresentaram nenhuma deficiéncia no crescimento ou desenvolvimento (Narendra et
al., 2006), mas a superexpressao desta isoforma resultou em uma maior producao
de sementes sob estresse de seca e maior tolerancia destas plantas a estresse por
3-AT (inibidor de catalase) (Yan et al., 2003).A superexpressao de APxs gerou
plantas mais resistentes aos estresses (Rossel et al., 2006; Lu et al., 2007). Esses
resultados mostram a complexidade do sistema antioxidante. Essa mudanca no
padrdao de expressdo observado no teste de seca demonstra que a APx3 esta
relacionada com a resposta de plantas de arroz ao déficit hidrico. Durante o estresse
de seca ha o aumento da producéo de peroxido de hidrogénio (Gill e Tuteja, 2010),
gue nas células-guarda causam a liberacdo de célcio no citosol, e com isso o
fechamento do estdbmato, diminuindo a transpiracao, e também a fixacdo de carbono
(Jaleel et al., 2009a). Parte deste peréxido extra poderia ser proveniente da
diminuicdo da detoxificacdo de perdxido no peroxissomo, pela repressao das APXxs
peroxissomais, enquanto que a super expressao de OsAPx3 nas anteras pode ser a
via de principal de detoxificacdo neste tecido, uma vez que a OsAPx4 também tem
alta expressao nas anteras e ndo ha aumento da expressdo das APxs citosélicas ,
ao contrario do que ocorre nas folhas em resposta a seca, em que as APXxs
citosdlicas tém aumento da expressdo. Assim, esses resultados aparentemente
contraditorios, podem indicar que o padrdo complexo de expressao desses genes
reflete a dualidade da funcdo desempenhada pelo peroxido de hidrogénio como uma

molécula sinalizadora e ao mesmo tempo toxica para a célula.
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5. Conclusdes e Perspectivas

Os resultados obtidos com as plantas PromAPx3, relacionados com o padrao
de expressédo do gene, foram compativeis com os dados provenientes do banco de
dados de microarranjos, com a presenca de cis-elementos que indicam expresséo
nas folhas e com os dados de fendtipo das plantas RNAIAPx3, mostrando
participacdo na resposta a estresse hidrico em fase reprodutiva de plantas de arroz.

Como perspectiva para a conclusao do trabalho pretende-se:

1) Quantificar, através de ensaios fluorimétricos a modificacdo da expressao

génica em resposta a seca, tanto nas folhas bandeiras quanto nas anteras.

2) Entender melhor essa fina relagéo e regulacdo de OsAPx3 e OsAPx4 nas
fases reprodutivas das plantas de arroz, testando os cis-elementos preditos tanto

nas plantas PromAPx3::GUS, quanto nas PromAPx4::GUS.

3) compreender melhor o papel da APx3 e a regulacdo de sua expressao em
resposta ao déficit hidrico.
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6. Anexos
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Figura 1: Vetor pHGWFS7 sistema Gateway® utilizado na transformacéo dos calos de arroz.

Sequéncia do promotor

TTTC AN CICCIC NG A TAGTGCAAATTCAGTAAACCGTGTGAAGTGTAAGGTACAGTTG
TGTAATATAAGGAGATGGATTTTAATCTATCTACGGGCATGTGCCTTAAATAACAAAAAGGAAAAAAR
ATCCAAATAACCCCTATAAGTAACTGGTCTTTTCAATCTCTCCCAATAACTTAATTTTGTGCAACATA
TGCTCCCTACAAGTCCATTTTCTTCTTCTAACTTCCCACCTCTGTCTAGTTTTCACTGATTTCTGGCC
GCGCTTAGCAATTTCTCACATCTTTGTAGATCTCAGCATGGCTAGTGAAGTTGCTTTTGTCTTCTCTT
GTTGGGCATAAGATTCAATACACATTTTTATGAAATGAGATAATTATCATGTCTTACCGTCACATAGT
TGGTGGAATTAAAGTGTGTAAAAGTGAAAGGTAAAATAATGCTATGGTACACACACCTTTGGTGGAAA
GGAGCAACTACCCTCACAGTGATGGAGGGTCATAGGGTGTGAGARATAGCTAGAAATGGATAGAGGTG
GGAAGATGGAAAAAAAACAAACTTATTATGAGTGTTTTGTATGGAATTAAGTTGCAAAGGAAGTTTGA
AAACACTAGTGACTTGTAGGAGGTATTTGGATATTTCAAAAAATAAAAACAAAACACTCTGTATCCAT
GCACAACATATAAGATAAAATTATTAGTCCAATTCAAGAGAGGTCTCACTTTTAGTAGTATGATTTAG
TTTTTCTGATTTATTGAGGGATATGTATTATGCTATATTTCATACCCAACATTCTTGAAACGTCCTGT
AAGTCCTTATTTCGAAATAAAACAAATTGTGTATTTTATTCCTAGTACTCTTCTTTCAAATTAACTTA
TAAATTTGATGCATGTATTAAAAAAGTAGGTGGAATTAAATTGGAGAAAAT TGTGAATCATTTAGGAG
GGGGAGTAGCCGAGTAGGGCTGAATAAGACCCCTATCCAGATCTAGAATGTAGTACTAGTTTTCTATA
TTTAGGCCCGGTTTAGTTGGCAAAAAAATATTTGTTTTAAGGTGTCACATCAGATATATGGATACACA
TTTAAAGTATTAAACGTTGTCTAATAACAAAATAAATTACAGTTTCCGCCTAGAAACTGTGAGACGARA
TTTATTAATCCTAAGTAATCCATCATTAGCAAATGTTTACTGTAGCACCACATTGTCAAATCATGACG
CAATTAGGCTCAGAAGATTCGTCTCGCAATTTACACGCAAACTGTGTAATTGGTTTTTTTCCACATTA
AATACTCCATGCATGTATCAAACATTCATGTGATGGGTGAAAAATTTTTGT TTTGGGAACTAAACAGG
GCCTAGGACAGAGCCAGCGAAAAACTTCCTCACCTGAGGGTTTGTTTAGTTCACGAAAAAAAAATTTT
GGCTGTCACATCGGATGTTTGACCGGATGTCGGAAGGGGTTTTCGTACACTAATGAAAAAATTAATTT
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CATAACTCGTCTGAAAACCGTGAGACGAATCTTTTGAGCCTTATTAATCCGTAATTAGTACATGTGGG
TTACTGTATCACTTATGGTTAATCATGGACTAATTAGGCTCAAAAGATTCGTCTCGTGATTTTCTCCC
TAACTATGCAATTAGTTTGTTTAATCTATATTTAATGCTTCATGCATATGTCTAAAGATTTAATGTGT
CTAAAATTTTTTGGAAACATTTTCGAGTAACTAACCCAGGCCTGAATCAGTAATC TCGTCAGAAATCA
AGAGATTTTCCACCGTGGCTGTGTGTAGGCCCAGTGATGTGCATACCAGAGAAATCTCCCACAGATTC
CTGGGCACGTTGCCTTCCTCTGGAGACATCCCTTGCCTTCTCCACACCTCCACTCCATTCGATTCCTC
CCGCCCTTTCCTCCCCGCTTTTCCTACAAAAACCCCTGTGTCGCTCCARAAACCTGAGCTCCTCTGTTC
TGTTCCCTTCTCCACCHRTCACCTCTEETREEEATEE TCAGCAACAGCGGCGGCGATGTCGGCGGCGCC
GGTAGTGGACGCGGAGTACATGGCG

Legenda:
As sequéncias destacadas em cinza sdo as regides de pareamento dos primers para amplificacdo dos 2 kb
anteriores ao codon de transcricdo inicial, marcado em amarelo.
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