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Resumo

O niimero de genes atualmente identificados no genoma do arroz (Oryza sativa ssp
Jjaponica) é de cerca de 32.000. Gracas aos esforcos de diferentes grupos ao redor do
globo, o papel de muitos desses genes ¢ melhor compreendido no momento. A fungdo de
um gene pode ser inferida principalmente pela andlise de seu padrdo de expressdo, da
estrutura da proteina codificada e pela andlise de mutantes nos quais o gene se encontre
interrompido, silenciado ou super-expresso. Para esse propdsito, nosso grupo de pesquisa
vem desenvolvendo linhagens transgénicas pela inser¢do de uma constru¢do de T-DNA
baseada no sistema de transposons de dois componentes iAc/Ds. Uma dessas linhagens
(Ds72) apresenta estatura reduzida e sua inser¢cdo de T-DNA interrompe um locus, cuja
funcdo génica ainda € desconhecida. O objetivo desse trabalho € a identificacdo e
caracterizacdo desse gene, que denominamos de OsPMBPI (Prenylated Metal Binding
Protein 1). Para tal, analisamos a linhagem mutante, a estrutura da proteina prevista, as
possiveis relacdes filogenéticas com outros genes e o padrao de expressdao desse gene. Em
paralelo, induzimos a mobilizacdo do elemento Ds da sua inser¢do original no T-DNA da
linhagem original para gerar novas linhagens mutantes. A proteina codificada por esse
gene contém um motivo de associacdo a metais pesados e um sitio de prenilacdo.
Identificamos esse gene como um membro de um ramo até agora desconhecido da familia
das Proteinas Farnesiladas (FP), proteinas preniladas que se ligam a fons metélicos. Nossas
andlises mostram que a expressao de OsPMBPI é semelhante em raizes e na por¢ao aérea
de plantulas, porém, em condicdes de excesso de aluminio, a expressdo nesses Orgaos se
altera, sendo induzida em folhas e caules enquanto que em raizes € reprimida. Outros genes
da familia FP também respondem a estresses por excesso de ions metélicos, e foram
caracterizados como diretamente envolvidos no transporte e/ou detoxicacdo de metais
pesados. Em condi¢des normais, esse gene parece ser regulado pelo reldgio circadiano,
sendo um gene de expressdo tardia, com pico de expressdo proximo ao entardecer. A
andlise detalhada da linhagem Ds72 indicou que nao h4 ligacao entre o fenétipo observado
e a inser¢do de T-DNA. Os dados obtidos demonstram que OsPMBPI pode estar
envolvido na resposta a estresse por metal pesado ou no transporte desses ions, porém

ainda sdo necessarios mais estudos para melhor entender a funcdo desse gene na planta.



Abstract

The current number of identified genes in the rice genome (Oryza sativa ssp japonica) is
about 32,000. Thanks to the efforts of different researchers around the world, the role of
many of these genes is currently better understood. The gene function can be inferred
mainly by the analysis of its expression pattern, the structure of the encoded protein and by
the analysis of mutants where the gene is interrupted, silenced or over-expressed. For that
purpose, our research group has developed transgenic lines by the insertion of a T-DNA
construction that is based on the two-component iAc/Ds system of transposons. One of
these lines shows reduced height and has the T-DNA tag interrupting a locus, whose gene
function is yet unknown. The aim of the present study is the identification and
characterization of this gene, which we named as OsPMBPI1 (Prenylated Metal Binding
Protein 1). For that, we analyzed the mutant line, the predicted protein structure, the
filogenetic relationship with others proteins, and its expression pattern. In parallel, we
induced the mobilization of the Ds element from the original T-DNA insertion to generate
new mutant lines. OsPMBPIcoded protein has a heavy metal associated domain (HMA)
and a prenylation site. We identified this gene as a member of an unknown branch of the
Farnesylated Proteins family (FP), composed mostly of prenylated metal binding proteins.
Ours analyses showed that the OsPMBPI1 expression is equivalent in seedling roots and
shoots, but, under aluminum excess, its expression change in these organs, it was inducted
in the shoots and repressed in the roots. Others genes of the FP family also respond to
metallic ion stresses and have been characterized as directly involved in heavy metal
transport and detoxification. In normal conditions, this gene is apparently regulated by the
circadian clock, with expression apices close to the evening/dusk interface. The detailed
analysis of the Ds72 line indicated that there isn’t a relationship between the observed
phenotype and the T-DNA insertion. The data showed that OsPMBP1 may be involved in
the response to heavy metal stress or in its transport, but more analyses are required to a

better understanding of the role of this gene in the plant.
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Lista de Abreviaturas

bar: gene de resisténcia a fosfinotricina. Herbicida Basta® (bialaphos)
bla: gene da enzima B—lactamase (resisténcia & ampicilina)

CaMV: cauliflower mosaic virus- virus mosdico da couve-flor

cDNA : DNA complementar

CSIRO: Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization - Australia
DNA: Acido Desoxiribonucléico

En/l: Enhancer/Inhibitor — ativador/inibidor

EST: expressed sequence tag —“‘etiquetas” de sequéncia expressa
FST: flanking sequence tag —‘etiquetas” de sequéncia flanqueadora
GFP: Green Fluorescent Protein — proteina fluorescente verde

GUS: gene da enzima B-D-glucuronidase

hph: Gene da higrominica fosfotransferase

iAc/Ds: Activator imével/Dissociation

IRFGC: International Rice Functional Genomics Consortium
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nptll: neomicina fosfotransferase (gene de resisténcia a canamicina)
ocsT: terminador do gene da octopina sintetase

Ori: origem de replicacdo de vetor bacteriano

PCR: polymerase chain reaction

gRT-PCR: PCR quantitativo em tempo real

RNA: Acido Ribonucléico

sgfp: synthetic green fluorescent protein gene

T-DNA: DNA transferido da Agrobacterium ao vegetal infectado
TIGR: The Institute of Genomic Research

Ubi 1: gene da ubiquitina 1 de milho

X-Gluc: 5-bromo-4-cloro-3-indolil glucuronideo, substrato para B-glucuronidase em teste

histoquimico.



INTRODUCAO

Com uma populagdo mundial em crescimento quase exponencial, existe uma
necessidade urgente de aumento da producdo agricola, porém essa se encontra ameacada
por diversos fatores, que em sua maioria, sdo conseqii€éncias das acdes de nossa espécie.
Entre os fatores que ameagam a producdo estdo: a reducdo de dreas ardveis devido a uma
agricultura nao-sustentavel, que leva a erosdo e degradacido do solo e a redugdo de dgua
disponivel para a agricultura. Além disso, a previsdao é de que as mudancas climéticas
globais como secas, tempestades, inundacdes, ondas de calor e elevagdes do nivel do mar,
que ndo somente afetam o crescimento das culturas, mas também podem ameacar a
conservagao dessas dreas cultivdveis ocorram, cada vez, com maior frequéncia (Takeda e
Matsuoka, 2008). E por dltimo, a demanda crescente de lavouras destinadas a produgdo de
racdo animal, para atender ao aumento do consumo de carne em economias emergentes, € a
producdo de biocombustiveis, como fontes alternativas de energia, poderd reduzir a area
disponivel para lavouras destinadas a producao de alimentos (Edgerton, 2009).

Para superar esses problemas, juntamente com esforcos de conservacido da dgua e
da terra, novas tecnologias agricolas serdo necessdrias, como a melhoria de cultivares para
conferir maior tolerancia a estresses ambientais e maior producdo de biomassa (Takeda e
Matsuoka, 2008).

Os cereais da familia Poacea, como trigo, arroz, milho, sorgo, cevada, aveia e cana-
de-agucar, sdo responsaveis por prover cerca de metade das calorias da dieta humana e um
crescente papel na geragdo de biocombustiveis (Paterson et al,. 2005). Devido a
relativamente recente divergéncia, cerca de 50 milhdes de anos, os membros dessa familia
apresentam uma grande sintenia, semelhangas tanto em sequéncias gé€nicas conservadas,
quanto na organizacdo e estrutura do genoma. Por esse motivo, dados obtidos em uma
espécie podem ser utilizados para se conhecer melhor as demais (Paterson et al,. 2009).

Entre esses cereais, o arroz cultivado (Oryza sativa L.) foi o eleito como organismo
modelo, ndo somente dos cereais, mas de todas as monocotiledoneas. Essa escolha se deu
pelo vasto conhecimento ja existente de sua biologia celular, fisiologia e bioquimica, e seu
genoma compacto de 389 milhdes de pares de bases (Mb), cerca de um sexto do tamanho

do genoma do milho e 40 vezes menor que o do trigo (Jung et al.2008). Além de ser
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relativamente fécil de ser transformado geneticamente, uma vez que existem protocolos
eficientes ja estabelecidos, que possibilitam a andlise funcional de genes através da
expressdo modificada (superexpressao, silenciamento ou expressao ectdpica) dos mesmos
(Upadhyaya, 2006).

A maioria das cultivares de arroz pertence a duas subespécies: Oryza sativa ssp.
Jjaponica e Oryza sativa ssp. indica, que se diferenciam em caracteres fisiolégicos e
morfolégicos. Plantas do grupo indica encontram-se nas terras baixas da Asia tropical,
enquanto as do grupo japonica sdo originais das terras altas do sul da China, noroeste e
sudeste da Asia e Indonésia. As cultivares plantadas no Brasil, selecionadas para as
condi¢des do nosso solo e clima, pertencem a subespécie indica, enquanto que a variedade
mais estudada ao redor do mundo, Nipponbare, pertence ao grupo japonica. O genoma
desta cultivar foi o primeiro entre os de monocotileddneas a ser completamente
seqiienciado e disponibilizado ao publico (IRGSP, 2005). Atualmente, encontram-se
disponiveis seqiiéncias gendOmicas completas das duas subespécies, mapas moleculares
saturados, grandes colecdes de ESTs (expressed sequence tags) e cDNAs, e recursos
genéticos e gendmicos abundantes, incluindo mutantes e vasto banco de germoplasma com

variedades e espécies selvagens.

O arroz como ferramenta de gendmica funcional de cereais

Com a conclusdo do seqiienciamento do genoma, foi criado o Banco de Dados do
Projeto de Anotacdo do Arroz (Rice Annotation Project Database, RAP-DB) para prover
uma anotagcdo com alta precisdo e confiabilidade, reunindo ndo somente sequéncias, mas
também outras informacoes relacionadas que pudessem ser uteis a pesquisadores de arroz e
outros cereais (Rice Annotation Project, 2008).

Em janeiro de 2007, o banco de dados do Projeto de Anota¢do do Genoma do Arroz
do TIGR (The Institute for Genomic Research) publicou seu 5° release, no qual sdo
listados 66.710 modelos de genes (transcritos), correspondentes a 56.278 loci. Desses
modelos 33.882 foram validados pelo seqiienciamento de ESTs e transcritos completos
(full-length cDNA) e outras evidéncias de transcri¢do (Jung et al., 2008).

Muitos dos genes previstos no genoma do arroz ainda nao tém fun¢do conhecida
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(Itoh et al., 2007), e diversos grupos de pesquisa buscam a identificacdo da fun¢do desses
genes. O arroz pode ser utilizado com este fim, no estudo desses genes, € em especial dos
que parecem ser exclusivos de arroz e de outros cereais. Campbell e colaboradores (2007)
identificaram 861 genes altamente conservados e exclusivos da familia Poaceae. E ainda
existem outros 1.998 genes de arroz que ndao foram encontrados em Arabidopsis thaliana,
uma dicotiledonea que possui um genoma ~260Mb menor que o do arroz e que € a planta
modelo mais utilizada em estudos genéticos na atualidade (IRGSP, 2005).

A maioria das informacdes disponiveis sobre a fun¢do dos genes anotados nesses
bancos de dados € inteiramente especulativa, baseada somente em andlises ab initio e sem
nenhuma comprovacao in vivo (Itoh et al., 2007). Para realizar uma anotacdo funcional de
um gene, uma das melhores estratégias € a partir do estudo de organismos mutantes que
possuam a expressao desse gene alterada, amplificada ou reduzida (nocautes). Os nocautes
podem ser gerados de diversas formas: i) Mutagénese direcionada por recombinacdo
homdloga, uma estratégia ainda pouco desenvolvida em plantas; ii) silenciamento da
expressdo de um gene por RNA de interferéncia (RNAi) ou por virus-induced gene
silencing (VIGS); iii) producdo de mutantes por insercdes aleatdrias, que podem ser feitas
por inser¢do de retrotransposons, T-DNA e ou de transposons, tais como 0s sistemas de
dois componentes iAc/Ds e En/lI (Upadhyaya et al., 20006).

O uso de recombinacdo homodloga e RNAi sdo aplicdveis somente quando ja se
conhece a seqii€ncia do gene a ser silenciado. Essa pode ser obtida a partir de busca no
GenBank e de dados de outros trabalhos relacionados ao gene de interesse. Por outro lado,
para se descobrir a fun¢do de genes ainda ndo estudados, a obtencdo de mutantes por
insercOes aleatdrias constitui a ferramenta mais aplicavel (CHIN et al., 1999)

Grupos de pesquisa de diversos paises seguem esta estratégia, criando colec¢des de
mutantes com a finalidade de descobrir a fun¢do de genes de plantas, saturando o genoma
de insercOes a fim de produzir mutantes nocautes no maior nimero de genes possivel.

O Instituto Nacional de Ciéncias Agro-bioldgicas do Japao (NIAS) possui uma
colecdo de cerca de 50.000 linhagens de mutantes contendo inser¢des do retrotransposon
Tosl7, cada uma contendo cerca de 10 inser¢des desse retrotransposon. O Tosl7 € um
retrotransposon endégeno do arroz que € ativado pela cultura de tecidos e suas copias
nunca sdo mobilizadas nas plantas regeneradas, assim gerando somente mutagdes estdveis

(Hirochika, 2001). Colecdes semelhantes de mutantes sdo encontradas em institui¢des da
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Coréia do Sul e da Franca (Hirochika et al., 2004). A maior vantagem desse sistema € que
por utilizar um elemento natural do arroz e ndo um transgene, os mutantes por insercdo de
Tosl7 podem ser levados a campo possibilitando um maior screening para se detectar
fenétipos alterados, o que nao pode ser realizado por razdes de biosseguranca em plantas
que contenham construcdes compostas por transgenes, como T-DNA ou Ac e Ds .

Diversos projetos utilizam construgdes inseridas no genoma por Agrobacterium
tumefaciens. Por possuirem constru¢des conhecidas, esses T-DNA podem ser utilizados
como gene tags (“etiquetas de genes”), que permitem o resgate de regides flanqueadoras
das inser¢des, possibilitando a identificacdo da seqiiéncia do genoma que foi interrompida
(Hiei et al., 1994); essas sdo denominadas nos trabalhos recentes de Flanking Sequence
Tags (FSTs). Estes T-DNA normalmente sdo compostos por genes marcadores, utilizados
na selecdo de individuos mutados, e reporteres que sdo usados como armadilhas para
facilitar a identificacdo dos genes.

O uso de genes reporteres facilita o estudo de regides gé€nicas cujo nocaute nao
produz um fenétipo visivel, e nos informa sobre o padrio de expressdo do gene
interrompido. Isso porque os genes reporteres produzem um fendtipo facilmente
detectavel. Os genes reporteres mais utilizados sdo: o gene gfp que codifica a proteina GFP
a qual produz uma fluorescéncia verde sob determinada faixa de luz ultravioleta; e o gene
gus, cuja expressao faz com que o tecido em contato com o substrato X-Gluc se torne azul.
Os genes repérteres podem se encontrar sob a agdo de um promotor constitutivo da prépria
constru¢do evidenciando a integracdo dessa ao genoma ou sem promotor sendo transcrito
sob a acdo de promotores da regido do genoma onde se inseriu, desta forma ao analisar a
expressao desses genes podemos inferir sobre a taxa de transcri¢do da regido interrompida
do genoma, e se essa expressdo ocorre de forma constitutiva ou se sofre alteracdo sob
determinados estimulos. Outro uso para esses genes € a metodologia de Gene Trap
(armadilha para gene) na qual antes do repdrter existe um aceptor de splicing (AS). Se essa
constru¢do se inserir num intron de gene, o AS fard com que o gene reporter seja transcrito
no lugar do préximo exon dessa gene, formando uma proteina fusionada (parte da proteina
original juntamente com a proteina repdrter). Por se encontrar truncada, a proteina
provavelmente se tornard inativa, € por sua perda de funcdo pode gerar um fenétipo na
planta. E por estar fusionada com o repdrter pode permitir a visualizacdo dos tecidos e

situagdes em que esse gene € expresso e até a sua localizacdo subcelular (Lewis et
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al.,1998; Upadhyaya et al., 2002; Yang et al., 2004).

Os elementos Ac e Ds de milho foram os primeiros transposons a serem utilizados
como ferramentas de mutagénese por inser¢do em arroz (Izawa et al., 1991). Esse sistema
de transposons possui dois componentes, o elemento transponivel Ds (do inglés
Dissociation) que € mobilizado somente pela acdo da transposase Ac (Activator). Vetores
baseados nesses transposons usualmente sdo inseridos no genoma vegetal via T-DNA, e
sao desenhados de forma a funcionar tanto como gene tags quanto como gene traps,
possibilitando que uma grande quantidade de informacdo seja obtida a partir de uma tnica
inser¢do (Izawa et al, 1991 e 1997; Chin et al, 1999; Eamens et al., 2004; Yang et al.,
2004; Kolesnik et al., 2004; Hirochika et al., 2004; Upadhyaya et al., 2000, 2002 e 2006).

Entre as estratégias para aplicagdo desse sistema estdo, i) a criagdo de linhagens
contendo o Ds e o cruzamento destas com linhagens que contenham o Ac (Izawa et al.,
1997; Kim et al., 2004; Kolesnik et al., 2004; Upadhyaya et al., 2002 e 20006), ii) co-
transformacdo de calos com ambas as construcdes e, iii) super-transformamacio de
linhagens que ja contenham o Ds com Agrobacterium portando o Ac (Eamens et al., 2004;
Upadhyaya et al., 2002 e 2006). Desta forma sdo obtidas linhagens com a insercao original
do T-DNA (chamada de LP, do inglés Launch Pad) e linhagens produzidas a partir da
mobilizacdo dos transposons. As linhagens que possuem os dois elementos sdo altamente
mutagénicas, pois nelas, os transposons serdo constantemente mobilizados gerando novas
insercdes. Por outro lado, sdo obtidas linhagens mutantes estdveis a partir da segregacao
das inser¢des nas progénies destas plantas. Originalmente o Ac também era mével, porém
construcdes atuais utilizam uma forma mutada imével (iAc) para obter insercdes estaveis
desse elemento. Recentemente foi descrito um método de transformagcdo no qual o
elemento Ds é mobilizado do LP por uma expressao transiente de um iAc que nao chega a
se incorporar ao genoma (Upadhyaya et al., 2006).

Utilizando dessa metodologia de transformacdo transiente, Upadhyaya e
colaboradores (2006) obtiveram linhagens com insercdes tnicas de transposon na primeira
geracdo, sem necessidade de segregacdo. Suas construcdes permitem a localizacdo do
ponto de insercdo de modo relativamente simples e preciso, pelo resgate e seqiienciamento
de regides flanqueadoras da inser¢cdo (FST). A partir do seqiienciamento dessas FSTs é
possivel identificar o local do genoma do arroz onde o T-DNA se inseriu ao se comparar a

FST com as sequéncias de todo o genoma por BLAST (Basic Local Alignment Search
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Tool), ferramenta presente em todos os bancos de sequéncias e que indica qual regido do
genoma a FST corresponde.

Outra caracteristica a ser destacada € o fato do transposon Ds se inserir com uma
freqiiéncia de 36% a 67% em um ponto do genoma préximo do seu Launch Pad, sendo a
inser¢do geralmente localizada a até 1 cM de distancia do LP (Upadhyaya et al., 2006).
Desta forma € possivel saturar com o Ds regides proximas a inser¢do original do T-
DNA/Ds e assim direcionar a criagdo de mutantes em regides de interesse, para produzir

nocautes nos diferentes genes deste ponto do genoma.

A Genomica Funcional de Arroz

Com o aumento das informagdes a cerca do genoma do arroz e da fung¢do dos seus
genes, muitos pesquisadores viram a necessidade do estabelecimento de uma estrutura para
a producdo e o compartilhamento de dados para a anélise funcional dos genes de arroz.
Devido as grandes dificuldades e a necessidade de andlises multi-disciplinares, esse novo
passo da genética necessita de uma colaboracao internacional ainda mais extensiva do que
a requerida para o seqiienciamento do genoma. Dessa forma, no ano de 2002, no Global
Rice Gene Machine Workshop, (realizado em Canberra, Austrilia, e organizado pelo Dr.
Narayana Upadhyaya, CSIRO, veja http://www.pi.csiro.au/grgm02/), foi proposto que o
IRRI (International Rice Research Institute) deveria estabelecer um consércio
internacional de gendmica funcional de arroz (International Rice Functional Genomics
Consortium, IRFGC) que deveria coordenar e possibilitar o intercambio de dados e
organismos entre os pesquisadores (Hirochika et al., 2004).

Nosso grupo faz parte desta iniciativa internacional e o projeto aqui apresentado foi
desenvolvido como parte de um projeto maior de producdo e andlise de mutantes do grupo
de Gendmica Funcional de Arroz do CSIRO Plant Industry (Austrélia), coordenado pelo
Dr. N. Upadhyaya.

Para a utilizacdo eficiente de mutantes por inser¢ao como ferramenta de gendmica
funcional € essencial o mapeamento (localizacdo) dessas inser¢cOes no genoma € que
bancos de dados com as FST sejam criados, possibilitando o estudo desses genes por
genética reversa. Ou seja, partindo do conhecimento prévio de qual gene estd nocauteado,

busca-se determinar a sua fung¢do ao analisar o fendtipo do mutante. Desta forma todas as
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colecdes de mutantes, independente da fonte da mutacao, estdo ligadas a bancos de dados
que contém os genes nelas interrompidos.

Hirochika e colaboradores (2004) estimaram que o ndmero de mutantes
insercionais necessdrios para se analisar cada gene do arroz seria de 180.698 a 460.000
inser¢des. No momento, existem mais de 2.000.000 mutantes disponiveis em cole¢des de
institutos de pesquisa ao redor do mundo, porém devido a limitacdes de manipulacdo e
custo na identificacdo de FSTs, somente 1/1000 desses tiveram seu ponto de inser¢ao no
genoma identificado. E entre os 41.753 genes de arroz previstos que codificam proteinas,
somente 21.239 (50,8%) tiveram inser¢des identificadas em suas regides génicas (Krishnan
et al., 2009). De forma que parte do objetivo do IRFGC jéa foi realizado. E com os novos
métodos high-throughput de seqiienciamento e genotipagem, espera-se identificar os
pontos de insercao de modo menos custoso, identificando inclusive mutantes derivados de

mutacdes quimicas e fisicas, de obtenc¢do mais fécil que os por inser¢do de DNA.

A linhagem Ds72 e o gene OsPMBP1

Em trabalho prévio, durante a produ¢do de mutantes insercionais, obtivemos uma
linhagem fértil de arroz (Ds72) que contém uma unica inser¢do de T-DNA (Abreu Neto,
2006).

Esta linhagem foi obtida em nosso laboratério pela inser¢do de T-DNA da
constru¢do pMN393b2, pertencente ao sistema desenvolvido por Upadhyaya e
colaboradores (2006). A transformagdo ocorreu por co-cultivo de calos embriondrios de
arroz (O.sativa cv. Nipponbare) com A. tumefaciens portando esse vetor.

A constru¢do pMN393b2 (Figura 1A) registrada no GenBank sob Acc. No.
DQ225749, possui: uma origem de replicacdo bacteriana (ori RK2); um cassete que
confere resisténcia a espectinomicina (Sp~) e a sequéncia de T-DNA. Entre as bordas do T-
DNA encontra-se o promotor do virus do mosaico da couve-flor (CaMV35S) e o gene da
enzima higromicina fosfotransferase (hph ou hpt). Inserido entre o promotor € o hph se
encontra o elemento Ds que € composto por duas seqiiéncias correspondentes as bordas do
transposon Ds5’e Ds3’, as quais sdo reconhecidas pela transposase Ac . No interior do Ds,
junto a cada extremidade ha um intron do gene da proteina G de Arabidopsis (GPA1), que

contém sitios aceptores de splicing em todas as trés fases de leitura (SA). Esta
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caracteristica garante que o transcrito do gene repdrter contido no interior do Ds seja
processado corretamente, mantendo a fase de leitura de maneira a produzir uma proteina de
fusdo correspondente ao gene nocauteado e o gene repérter. Apds o SA encontram-se 0s
genes reporteres, proximo a extremidade 5° o eyfp (Enhencer Yellow Fluorescence Protein)
e proximo a 3’, o gus, gene da B-glucoronidase (uid). No interior do Ds ha mais dois
cassetes, um com o gene bar, que fornece ao organismo resisténcia a fosfinotricina (o
herbicida Basta®); o outro contém uma origem de replicacdo bacteriana e o gene de
resisténcia a ampicilina (bla) usadas para o sistema de recuperacdo de seqiiéncias

flanqueadoras (FST).

A
Eeporter Ds3’ Marcador Ds Cassete de FST Eeporter Ds3’
I7SA| * evfpnosT| —*335P-bar-ocsT * bla & ColiE On  |[nosT-uidA <{3A| 57
T
v Marcador da
'+ mobilizagdo
pMN393b2 E 58P hphi-tmlT onl > Sp R onER 2 ‘
B

Beporter Transposase

E—r Ubi P(i)-szfpS65T-nosT | #  Ubi P(i)-Q-ide-T > nptll ‘

pMN400d

Figura 1. Construgdes utilizadas no sistema de otencdo de mutantes insercionais: A) pMN393b2 (GenBank
Acc. No. DQ225749): constituido de diversos cassetes: um cassete que confere resisténcia a espectinomicina
(Sp R), junto a duas origens de replicagdo bacteriana diferentes oriRK2 e ori T. Bordas direita (RB) e
esquerda (LB) de T-DNA, entre elas o promotor CaMV35S (35S P) e o gene da enzima higromicina
fosfotransferase interrompido por intron, hph(i). Inserido entre o promotor e o hph se encontra o elemento
Ds que é composto por um gene trap bidirecional dentro do qual hd dois cassetes, um com o gene bar e o
outro que contém uma origem de replicacdo bacteriana e o gene de resisténcia a ampicilina (bla). O Ds
possui duas seqiiéncias reconhecidas pela transposase Ac como as bordas do transposon, essas sdo Ds5’e
Ds3’. No interior do Ds, junto a cada extremidades hd um aceptor triplo de splice do intron de GPAI1 (SA);
apds o SA encontramos genes repérteres sem promotores, o eyfp (Enhencer Yellow Fluorescence Protein) € o
gus (uidA). B) pMN400d (GenBank Acc. No. DQ225752) possui trés genes que estdo sob o controle de
promotores de ubiquitina (Ubi P):, nptll, que confere resisténcia a Canamicina e Geneticina, e, dentro do T-
DNA, o gene repdrter sgfp S65T; e o gene da transposase Ac imdvel(iAc) devido a substituicdo de sua
extremidade 5° pelo enhencer € fusionado ao Ubil. Em cinza elementos que ndo sdo inseridos no vegetal.
Xh, sitio de clivagem para a enzima Xhol. (Adaptado de Upadhyaya et al., 2006).
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Uma das grandes vantagens dessa constru¢do € a possibilidade de recuperar a
seqiiéncia flanqueadora da inser¢do (Flanking Sequence Tag, FST) usando o sistema de
resgate de plasmideo (Plasmid Rescue System). Como descrito anteriormente, dentro do
elemento Ds hd um cassete desenhado para essa finalidade. Nele encontramos o gene bla
que confere resisténcia a ampicilina e uma origem de replicacdo de plamideo de E. coli,
pBR322 (ColiE Ori) (Figura 1A).

Para o isolamento das seqiiéncias flanqueadoras da insercao, o DNA gendmico da
planta transformada € digerido com uma endonuclease de restricio que cliva um ponto
especifico na borda do cassete de recuperacdo de plasmideo. Desta forma, entre os
fragmentos obtidos, encontra-se um que comeca dentro desse cassete, € termina em um
ponto do DNA original da planta onde haja um sitio de clivagem para essa enzima. Ou
seja, esse fragmento contém a origem de replicacio e o gene de resisténcia ao antibidtico,
além de carregar também uma parte do DNA gendmico que flanqueia a insercdo. Os
fragmentos obtidos sdo entdo circularizados pela acdo de uma enzima ligase T4 e usados
para transformar E. coli (Fig. 2A).

As bactérias que receberam o DNA contendo gene bla e a origem de replicacdo
produzem colonias em meio contendo ampicilina. Os plasmideos obtidos sdo entdo
sequenciados permitindo a identificacdo da FST. No caso dos plamideos descritos por
Upadhyaya e colaboradores (2006), o perfil de digestdo produzido pela enzima Alw441
para o resgate do DNA que flanqueia a borda esquerda (LB) do T-DNA consiste de
fragmentos de 1616 pb, 1188 pb, 1146 pb, 1006 pb, 492 pb e 324 pb, as demais bandas
visualizadas no gel sdo provenientes do DNA da planta (Fig. 2B).

A andlise da FST da linhagem Ds72 mostrou que a insercao se localiza no brago
curto do cromossomo 1, na posicdo 1405845. Esse ponto corresponde ao locus
0s01g0125600 (IRGSP e GenBank, denominado de LOC_Os01g03940 no TIGR), mais
precisamente 18 nucleotideos apds o cddon de parada deste transcrito. Pesquisas em outros
bancos de dados com as duas versdes do genoma (TIGR e GenBank indicaram a mesma

posicao (Fig. 3).
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Figura 2. Plasmideo resgatado contendo uma FST. A) representacdo de um plasmideo desejado. Flecha
vermelha indica local de inicio do seqiienciamento. B) Gel de eletroforese em agarose 1% mostrando o perfil
de digestdo de diferentes plasmideos, com fragmentos de tamanho esperado que determinam a integridade de
cada plasmideo (Em preto estdo os fragmentos esperados somente em linhagens com o Ds ndo-mobilizado).

Rice Annotation Project Database

Home GBrowse G-integra BLAST BLAT Download |ID Converter

Chromosome >> 1|23 [4|5[6|7[8|9[10|11]12|Mt|Pt

Showing 4.5 kbp from chr1, positions 1,401,859 to 1,406,358

Overview of chri
; L L
o 10 20 3001 4011
Region of chri ﬂ
t t t t 1 t t t
aH 1.1M 1.2n 1.3M 1.”1 1.5M 1.6M 1.71 1.8M 1.51
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00120125500 0=01 20425600
| E—
RAPZ transcript {representative cDNA}
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LOC_0s01g03480.1 LOC_0s01503490.1

F5T ds72a
F5T ds72a )
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L It J
Sequénciaresgatada T-DNA

Figura 3. Localizag@o da inser¢do de T-DNA da linhagem Ds72 obtida por BLAST da FST ds72a contra a
sequéncia do genoma do arroz. Imagem dada ap6s BLAST no RAP-DB (Rice Annotation Project Database)
demonstrando a localiza¢do da inser¢do no cromossomo e mais precisamente no locus Os01g0125600.
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Apds a anotacdo desse locus passamos a denomind-lo de OsPMBI1 (Prenylated
Metal Binding Protein 1). O nome se deve a identificacdo in silico de um dominio de
associacdo a metais pesados (HMA, pfam00403) e um motivo CaaX de prenilacdo na
proteina codificada por esse gene.

A prenilacdo (ou isoprenilacdo) de proteinas é uma modificacdo pés-traducional na
qual um grupamento lipidico isoprendide (prenila) € adicionado através de uma ligacio
covalente tioéter (-C-S-C-) a um residuo de cisteina que se encontre a quatro residuos do
terminal carboxilico. Essa ligacdo pode ser promovida por trés enzimas diferentes: a
Farnesil transferase (FT), Geranilgeranil transferase 1 (GGT1) e Rab-geranilgeranil
transferase (Rab-GGT ou GGT2), que podem adicionar fernesil pirofosfato (cadeia
insaturada de 15 carbonos) ou geranilgeranil pirofosfato (de 20 carbonos) a cisteina. Apds
a prenilacdo, os trés aminodcidos terminais s@o removidos e a nova carboxila € metilada.
Esse processo permite que uma proteina hidrosolivel se ancore a membranas celulares pela
prenila, aumenta sua afinidade funcional com outras proteinas e a protege da degradacdo.
Proteinas preniladas estdo, em geral, envolvidas na sinalizacdo celular e transporte, sendo
importantes para o ciclo celular, crescimento e desenvolvimento (Galichet e Gruissem,
2003).

A linhagem mutante Ds72 apresenta uma redugdo de altura em relagdo a plantas
selvagens quando a insercao se encontra em homozigose, tal fato pode indicar que a fungao
do gene interrompido seja importante para o desenvolvimento normal da planta. Porém, até
o momento, nenhum estudo abordando qual seria essa fungdo foi publicado sobre esse gene
ou seus homoélogos em outras espécies vegetais € nenhum outro mutante por inser¢dao de
T-DNA ou transposon neste loco foi localizado nas cole¢des de mutantes disponiveis para

que se possa comparar seus fenotipos.
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OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho € caracterizar a linhagem Ds72 e o gene OsPMBPIno

qual se encontra a inser¢do de T-DNA,

Objetivos especificos:
1. Caracterizar a linhagem mutante Ds72;

ii.  Realizar andlises in silico visando caracterizar a estrutura da proteina codificada
pelo gene OsPMBPI;

iii.  Estabelecer relacdes filogenéticas de OsPMBP1 com outros genes, identificando
ortélogos e provaveis pardlogos;

iv.  Gerar uma subcolecdo de mutantes pela mobilizacdo do transposon Ds de sua
insercao original na linhagem Ds72;

v.  Avaliar o padriao de expressdo do gene em diferentes situacdes e tecidos por PCR

quantitativo em tempo real (QRT-PCR).
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MATERIAL E METODOS

i. Caracterizacao da linhagem mutante Ds72

Andlises iniciais indicaram que plantas dessa linhagem, homozigotas para a

insercdo de T-DNA, possuem estatura reduzida em relag@o a plantas ndo-transformadas.

Comparando fenétipo com plantas normais

Para caracterizar o fenétipo, 50 plantas homozigotas para a insercao Ds72 tiveram
seu desenvolvimento acompanhado, comparando-o com o de 50 plantas nao-transformadas
(NT) submetidas as mesmas condi¢Oes da germinagdo até a idade de trés meses.

Foram postas para germinar em papel filtro umedecido com dgua destilada 51
sementes da planta Ds72A-A (homozigota para a inser¢ao e obtida na T1 da planta
original) e 51 sementes coletadas no mesmo dia de planta NT com a mesma idade.

Apos trés dias no escuro a 28°C, as sementes germinadas foram transferidas para
potes contendo vermiculita e solucdo nutritiva composta pelos sais do meio MS a meia
forca (Murashige e Skoog, 1962), colocando trés sementes em cada pote. As plantulas
foram mantidas em camara de crescimento a 28°C com regime de luz de 16h luz/dia, tendo
a altura entre o substrato e a folha mais alta medida a cada semana de forma a acompanhar
seu desenvolvimento.

Apds um meés, as plantas foram transferidas para a terra e mantidas em casa de
vegetacdo com temperatura e foto-periodo médio semelhante ao da camara de crescimento.
Durante todo o tempo, as plantas foram mantidas nos mesmos grupos de trés individuos e
distribuicdo de grupos de plantas NT e Ds72, de forma a normalizar as condicdes
ambientais as quais foram submetidas. Nesta etapa a altura passou a ser medida de forma

mensal.
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Selecao de plantas sem a insercao

O arroz ¢ uma planta dipldide (2n) de autofecundacdo. A planta que deu origem a
linhagem Ds72 (individuo Ds72A) possuia somente uma inser¢do de T-DNA em um de
seus cromossomos 1, de forma que seus descendentes podem ser homozigotos ou
heterozigotos para a inser¢do ou ndo a possuirem (homozigoto nulo).

Plantas homozigotas nulas sio um controle mais apropriado a ser utilizado na
andlise de fenotipos gerados pela insercdo de T-DNA por serem mais semelhantes as
plantas testadas que as NT, diferenciando-se somente pela insercao.

Para descobrir a qual dessas trés categorias cada individuo pertence realizamos
reacoes de PCR (Polimerase Chain Reaction) com primers especificamente para a
linhagem Ds72 de forma a permitir inferir se uma planta ou calo dessa linhagem ¢é
homozigota ou heterozigota para a insercdo do T-DNA. Isso € realizado com duas reacdes
simples, uma contendo o primer de seqiienciamento a partir da borda esquerda do T-DNA
(TTLBnest3) em conjunto o primer Ds72fl, e a outra reagdo é utilizando os primers
Ds72f1 e Ds72rl, que se localizam a 404 pb a montante e 302 pb a jusante do ponto de
inser¢do, respectivamente. Dessa forma, se a primeira reacdo gerar fragmentos de DNA de
449 pb, a inser¢do se encontra no ponto esperado em pelo menos um dos cromossomos, €,
se a segunda reacdo gerar fragmentos de 706 pb, entdo no outro cromossomo 1 desse
individuo nao hd a insercao desse T-DNA e ele serd heterozigoto para a insercdo. E caso a
segunda reagdo ndo consiga amplificar esse fragmento, serd porque o organismo €&
homozigoto para a inser¢do (Fig.4, procedimentos do PCR encontram-se descritos na se¢ao
“Analises por PCR” e sequéncias dos primers em Anexo 1).

Para obter plantas sem a insercdo, germinamos sementes de plantas heterozigotas,
15 de Ds72A-1 e 5 de Ds72A-F. Apo6s crescidas e transferidas para a terra, as plantas

tiveram DNA extraido de suas folhas e realizamos as reacdes de PCR descritas acima.
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Resultado esperado do PCR
A B HOMOZIGOTOS PARA A INSERCAQ

TTLBnest3

Fragmentos amplificados: 450 pb

HETEROZIGOTOS PARA A INSERCAO

72R1
—_

h
DNA genémico TAA ATG | ~700 pb ao0.bo

HOMOZIGOTOS SEM A INSERCAO

[ == |
- —

| = |
f—

~700 pb

Figura 4. Metodologia de identificacdo de individuos homozigotos e heterozigotos para a inser¢ao de T-DNA
da linhagem ds72. A) Locais de anelamento dos primers TTLBnest3 (LB), 72R1 e 72F1 no T-DNA e no
genoma. B) Situagdes e produtos de PCR esperados. Representacdo dos dois cromossomos 1 de arroz, se o
cromossomo possui a insercdo LB+72F1 a reacdo de PCR produz fragmento de ~450pb; sem a insercio
nenhum produto é amplificado. Se ndo tiver a inser¢do 72R1+72F1 amplifica produto de ~700pb, Com a
presenca da insercao os primers ficam muito distantes e o produto nao € amplificado.

Expressao do gene OsPMBP1 em plantas mutantes

Para avaliar se a insercdo de T-DNA altera a expressdo do gene OsPMBPI, o RNA
total de plantulas NT e Ds72 homozigotas de duas semanas, quatro de cada, foi extraido
utilizando o reagente Trizol (Invitrogen). O cDNA sintetizado a partir dos RNAs
mensageiros dessas plantulas foram entdo utilizados em reacdes de QRT-PCR comparando
o nimero normalizado de transcritos de plantas normais com o de plantas homozigotas
para a inser¢do (procedimentos de qRT-PCR estdo descritos na se¢ao V- “Andlise do

padrao de expressao do gene gene OsPMBPI”).
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ii. Previsao do Produto Génico

A grande maioria dos genes de arroz ja passaram por uma anotacdo automatica ab
initio (a partir da sequéncia de nucleotideos) e previsdes sobre a estrutura e funcao deles se
encontram acessiveis ao publico. Como primeiro passo, reunimos os dados disponiveis
sobre o locus interrompido pela inser¢do de T-DNA na linhagem Ds72, desde a previsao
do padrdo de expressdo até a estrutura da proteina codificada pelo gene. Para tal,
utilizamos os servigos dos bancos de dados como NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), e
Uniprot (http://www.uniprot.org/). Os servi¢os dos servidores EXPASy - Expert Protein
Analysis System (http://ca.expasy.org/); PredictProtein (Rost et al. 2004) e =~ SWISS-
MODEL (Arnold et al., 2006) e PrePS-Prenylation Prediction Suite (Maurer-Stroh &
Eisenhaber, 2005) foram utilizados para as anélises de estrutura de OsPMBP1.

Utilizando o programa DeepView (Swiss Pdb-Viewer) (Guex & Peitsch, 1997),
disponibilizado pela plataforma SWISS-MODEL, procuramos modelar por homologia a

estrutura tercidria da proteina OsPMBP1.

iii. Analises Filogenéticas

Identificacao das sequéncias dos genes que codificam potenciais
proteinas preniladas de ligacao a metais.

Foram realizadas consultas freqiientes a banco de dados em busca das informagdes
mais atuais disponiveis sobre o gene OsPMBPI e de sequéncias similares em busca de
ortolégos presentes em outras espécies e possiveis pardlogos.

As seqiiéncias utilizadas foram encontradas em bancos de dados publicos como o
do GenBank-NCBI e TIGR (The Institute for Genomic Research), em especial do Rice
Genome Annotation Project (http://rice.plantbiology.msu.edu/), além de utilizar da
plataforma GRAMENE (http://www.gramene.org) especializada na anotacdo de genes de

gramineas e que reune as informacgdes destes dois bancos de dados.
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Filogenias

As sequéncias foram analisadas e trabalhadas com os programas BioEdit 7.0.9.0
(Hall, 1999) e MEGA 4.0 (Tamura et al.,2007). A construcdo de filogramas foi realizada
utilizando do método de Neighbor Joining, a partir de alinhamento com ClustalW2, através
do programa ClustalX 2.0.10 (Larkin et al., 2007). Sendo a confiabilidade de cada nédulo
testada por 1000 Bootstraps. Por fim, as arvores filogenéticas obtidas foram editadas com

o programa MEGA.

iv. Obtencao de mutantes

Como descrito anteriormente, utilizamos a metodologia desenvolvida por
Upadhyaya e colaboradores (2006) de mobilizacdao do elemento Ds do interior do T-DNA
pela transformacdo transiente de linhagens de arroz previamente transformadas - Ds72,
com o vetor que contém o gene da transposase iAc (pMN400d).

A constru¢do pMN400d (Figura 1B), disponivel no GenBank sob Acc. No.
DQ225752, € bem mais simples em relacio ao pMN393b2 . Esse vetor possui o gene de
selecdo nptll, que confere resisténcia a Canamicina e Geneticina em bactéria. Dentro do T-
DNA, ha o gene reporter sgfp S65T que produz uma proteina fluorescente verde (GFP) e,
por fim, o gene da transposase Ac imobilizado (iAc), para evitar a sua propria mobilizacdao
do T-DNA. Esses dois genes tém a expressdo controlada pelo promotor de ubiquitina de
milho. O iAc foi gerado pela substituicdo da regiao 5’ do Ac natural por um refor¢ador
(enhencer) Q de TMV fusionado ao promotor Ubil. Nao hd nenhum gene de sele¢do no
interior do T-DNA.

O plasmideo foi mantido tanto em Escherichia coli cepa XL1 Blue MRF (sup E44,
hsd R17, rec Al end Al, gyr A46, Thi, rel Al lac’, F'[ pro AB*lacI” lacZ A MSTn10 (tetr)]
(Stratagene Cloning Systems, Califérnia, EUA)), para amplificacdo do vetor, quanto em
Agrobacterium tumefaciens cepa AGLI, rif" (Lazo et al. 1991) para transformacio de
calos de arroz. Bactérias com o vetor foram mantidas em meio de cultura LB (Miller,
1972) contendo canamicina. Além desse antibiético, a bactéria A. tumefaciens também foi

mantida sob sele¢cdo do antibidtico rifampicina.
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Obtencao de calos de arroz

Os experimentos de transformacdo foram realizados em calos embriogénicos de
arroz obtidos a partir de sementes maduras de plantas da linhagem mutante Ds72. Essa foi
obtida pela transformacdo com o vetor pMN393b2 de calos gerados de sementes de plantas
nao-transformadas da cultivar Nipponbare, subespécie japonica de arroz. Os graos foram
descascados manualmente e, em seguida, desinfestados. Primeiro em Etanol 70% por 1
minuto e, apds serem lavados com 4gua destilada por trés vezes, mergulhados em solucao
de hipoclorito de sédio 50% por 30 minutos. Sob condi¢des assépticas, essas sementes
foram lavadas diversas vezes em dgua estéril e plaqueadas em meio s6lido N6D (Anexo 2).
As placas, cada uma contendo em média seis graos, foram mantidas na luz a 28°C num
periodo de 6 a 8 semanas para a producao de calos.

Os calos foram transferidos para placas contendo meio de proliferacio NB (Li et
al., 1993) e o herbicida Basta® que serve como agente de selecdo das linhagens contendo o
vetor pMN393b2. Esses calos foram mantidos a 28°C no escuro em B.O.D. (“Biologic
Oxygen Demand”’, ou Estufa Incubadora) e apds gerar massa suficiente utilizados para
transformagdao com pMN400d.

Somente calos heterozigotos para a insercdo de T-DNA foram utilizados nas
transformagdes para que existisse somente um (1) elemento Ds a ser mobilizado, e esse

gerasse somente mais uma inser¢ao no genoma.

Transformacao via Agrobacterium

O protocolo de transformacdo a ser utilizado foi adaptado de Hiei et al. (1994) e se
encontra descrito por Upadhyaya et al. (2000).

A transformacao foi feita por co-cultivo de calos jovens e sauddveis de Ds72 com
A. tumefaciens portando o vetor pMN400d em meio contendo 19,62 mg/L. de
acetoseringona. A acetoseringona ¢ importante para a transformagdo, pois compostos
fendlicos s@o um sinal quimico que desencadeia a infeccdo pela Agrobacterium por
normalmente indicar uma lesdo no tecido vegetal. Essa sinalizacdo permite que a
Agrobacterium infecte o arroz, que normalmente nao seria infectado por ela.

Apd6s um periodo de dois dias de co-cultivo com a agrobactéria, os calos foram

lavados repetidas vezes com agua estéril contendo o antibidtico. Os calos foram secos em

papel filtro estéril e transferidos para meio NB contendo os antibiticos Timentina
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(150mg/L) e Cefotaxima Sddica (200mg/L) e higromicina (50mg/L) (meio HTC descrito
no Anexo 2).

Com excecao das células transformadas, todos os calos devem morrer nesse meio
de selecdo. Desta forma observam-se pequenos calos jovens que proliferam sobre os
mortos, cada um deles formado por células originadas de um evento de transformacao
diferente. Depois de quatro semanas, esses calos jovens foram transferidos para placas
contendo meio de cultura novo, tendo o cuidado de se separar os diferentes calos, pois em
cada evento de transformacao o elemento Ds pode ter se inserido em um ponto diferente do
genoma e por isso cada um deve ser considerado uma linhagem diferente. Os calos
resistentes foram cultivados em meio de proliferacdo (NB) e quando atingiram massa

suficiente foram transferidos para meio de pré-regeneracdo (Anexo 2).

Mobilizacao do elemento Ds

Ao ser inserida no nucleo da célula vegetal o T-DNA da construcio pMN400d
passa a ser transcrita, levando a produgdo da transposase Ac que reconhece e mobiliza o
elemento Ds de sua insercdo original (launch pad, LP). Essa mobiliza¢dao faz com que o
promotor 35S ligue-se ao cassete que contém o gene hph e o terminador. Desta forma a
higromicina fosfotransferase passa a ser expressa, conferindo ao calo resisténcia a
higromicina. Da mesma forma, o fato desses individuos manterem a resisténcia ao Basta®
indica que o Ds continua a ser transcrito, inserido em outro ponto no genoma que nao o

LP.

Deteccao da fluorescéncia da GFP

A construcdo pMN400d, como ja descrito, possui como marcador visual o gene da
proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein, GFP) que indica a integracdo do
T-DNA no genoma do vegetal. Essa proteina pode ser detectada em microscépio de
fluorescéncia na faixa de excitacdo a 488 nm e com emissdo observada a 530 nm — filtro
BP 505-530. Desta forma todas as linhagens de calos contendo transposons mobilizados

passardo por essa andlise para identificar se essa construcao se integrou ao genoma.
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Selecao de linhagens estaveis

Calos GFP+, Higromicina resistentes apresentam o T-DNA da construcio
pMN400d inserido em seu genoma e a transposase iAc transcrita de forma continua,
fazendo o elemento Ds seja constantemente mobilizado. Estas linhagens de calos seriam
altamente instdveis, gerando plantas mutagénicas que apresentariam uma progénie
diversificada, porém de dificil estudo por apresentar mutagdes em cada ponto onde o
elemento transponivel se inseriu. As plantas que apresentem essas caracteristicas também
podem ser mantidas por nosso grupo, porém como a intencao deste trabalho € a criacdo de
uma colecdo de linhagens mutantes estdveis, selecionamos os calos GFP-, higromicina
resistentes, Basta® resistente que tiveram o iAc transcrito transientemente, sem se integrar

ao genoma, mas de forma capaz de mobilizar o elemento Ds de sua inser¢ao original.

De calo a planta

Ap6s uma rigorosa sele¢do, em média cinco calos jovens de cada linhagem foram
transferidos do meio HTC, para placas contendo meio de pré-regeneracdo no qual foram
mantidos por um periodo de 10 a 12 dias no escuro a 28°C em B.O.D. Os calos foram
entdo transferidos para o meio de regeneracdo. Neste meio os calos, mantidos a partir dessa
fase sob regime luminoso de 16 horas/dia, formam embrides que se desenvolvem em
plantulas.

As plantulas foram transferidas para vidros estéreis contendo meio de cultura sélido
MS (Murashige e Skoog, 1962), a meia for¢a (MSY%.), contendo higromicina para eliminar
possiveis escapes.

Ap6s duas semanas, as plantulas que sobreviverem e se desenvolverem foram
lavadas e transferidas para copos plésticos contendo o substrato vermiculita e solugdo
nutritiva MSY2. Os copos foram cobertos com sacos plésticos para impedir a dessecagdo
das plantulas que ainda nao possuiam protecdo contra a perda de dgua.

As plantas que se estabeleceram bem na vermiculita e alcancaram uma altura de
mais de 15 centimetros foram transferidas para vasos com “Solomax” (Eucatex Quimica e

Mineral Ltda) e mantidas em casa de vegetacao.
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Analises de PCR

A transgenia das plantas, assim como a transformagdo das bactérias com os vetores
foram comprovadas por reacdes de PCR (Polimerase Chain Reaction) com diferente pares
de primers para detectar diferentes genes que compdem a constru¢ao, como o gus, o hph e
0 bar (anexo 1). As reacdes de PCR foram feitas geralmente utilizando 0,75uL. de MgCl,
(50mM); 2,5uL de tampao (10X); 0,5uL de dNTP (10mM); 0,5uL. de Mix de primer
“forward” e “reverse” (10uM); 19uL de dgua MiliQ autoclavada; 0,25uL de enzima Taq
DNA polimerase (5U/uL) e 1uL de DNA (100ng/uL). O programa utilizado para
polimerizag¢do iniciava com 5 minutos a 94°C, seguido de um ciclo de 30 repeti¢oes de 1
minuto a2 94°C, 1 minuto a 55°C e 1 minuto & 72°C. Finalizando a polimerizacdo, o

programa apresentava 5 minutos a 72°C.

v. Analise do padrao de expressao do gene OsPMBP1

Para a analise da expressio do gene OsPMBPI foi utilizada a técnica de PCR
quantitativo em tempo real (QRT-PCR). Para tal, primeiro foi necessdrio a extragdo de
RNA total das plantas testadas, seguida pela sintese de cDNA a partir dos RNAs

mensageiros da amostra.

Condicoes experimentais

1. Estresse por Aluminio

Sementes de arroz ssp japonica (cv Nippombare) NT foram germinadas em papel filtro
por 2 a 4 dias no escuro a 28°C. As plantulas germinadas foram colocadas em solucdo
hidropdnica (Baier et al., 1995) por 12 dias, em camara de crescimento a 28°C e 12 h de
luz. A soluc@o hidropdnica foi trocada a cada quatro dias. No 12° dia de cultivo, as
plantulas foram submetidas a tratamento com 60 mg.L"' de cloreto de aluminio (AICls).
Amostras do tecido radicular e folhas foram coletadas nos tempos de 1, 4 e 8 h apds o
tratamento. Como controles foram utilizadas plantas ndo tratadas com Al, mas mantidas
nas mesmas condi¢des de cultivo e extraidas ao mesmo tempo que as amostras de Al 4 h,
evitando dessa forma outras varidveis que poderiam afetar as andlises. A solucdo controle e

a solucao contendo Al foram mantidas em pH 4.,5.
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2. Resposta a Luz

As plantulas foram colocadas em vasos de plastico contendo solo comercial “Solomax”
(Eucatex Quimica e Mineral Ltda.) e crescidas em cimara de crescimento a 28°C e 16 h de
luz/dia durante quatro semanas. Durante o experimento foram coletadas amostras de folhas
de duas plantas apds 12 horas expostas a luz (18:00 - seis horas da tarde) para servirem de
controle e as demais foram transferidas para estufas B.O.D., quatro numa com fotoperiodo
programado para as seis horas da manha e quatro numa B.O.D. programada para
permanecer escura. No dia seguinte, as oito horas da manha, foram coletadas amostras de
folha de duas plantas submetidas a luz por duas horas e de duas mantidas no escuro,

repetindo o processo com as demais plantas as 10 horas da manha.

Extracao de RNA

Amostras de parte aérea e/ou raizes foram coletadas das plantas e imediatamente
pulverizadas em nitrogénio liquido, ou estocadas no mesmo até o momento da extracdo. A
extracdo do RNA total foi realizada utilizando o reagente TRIZOL (Invitrogen) seguindo

as instrucgdes do fabricante.

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 recomendagdes do fabricante, com
as seguintes adaptacdes: em um volume final de 20 uL, foi utilizado uma quantidade
inicial de 2 pLL de RNA total de arroz, 1 pL do oligonucleotideo poli-T (1 pg/uL), 1uL de
desoxirribonucleotideos (ANTP) a 10 mM, 8 uL de dgua ultrapura. Visando desnaturar o
RNA, a solugio foi incubada a 65°C por 5 minutos e imediatamente incubada em gelo por
mais 5 minutos. A seguir, 4 UL de tampao 2,5X (First Strand Buffer 2,5X), 2 uL de DTT
0,1 M, 1 uL de H,O e 1 pL de M-MLV Reverse Transcriptase (200 U/uL) foram
adicionados a solucdo de forma a completar um volume final de 25 pL. A reacdo foi

mantida a 37°C por 2 horas e em seguida diluida 10x em H,O.
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PCR quantitativo em tempo real

As andlises por PCR quantitativo (QRT-PCR) foram realizadas em aparelho
“Applied Biosystems 7500 Real-Time System”. As qRT-PCRs foram compostas de um
passo inicial de desnaturag¢do 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 desnaturagio

do produto de amplificagdo.

Os qRT-PCRs foram feitos usando 10 pL. da amostra de cDNA diluido 100X em
2,0 pL tampao PCR 10X, 1,2 pL MgCl, 50 mM, 0,1 pL dNTPs 5 mM, 0,2 pL de cada
primer 10 uM, 4,25 pul. H,0O, 2,0 uL. SYBER GREEN (1:100,000), e 0,05 pL Platinum
Tag DNA Polymerase (5 U/uL; Invitrogen). Totalizando um volume de 20 pL por reagdo.
Os primers utilizados nas reagoes estdo listados no Anexo 1, para OsPMBP] foi utilizado o
par de primers 72RT3 e como normalizadores internos das amostras de cDNA foram
utilizadas duas seqii€ncias génicas de expressdo constitutiva: fator de alongacdo (eF;
codigo de acesso no GenBank AJ252135) e formaldeido-desidrogenase (FDH; c6digo de
acesso no GenBank U77637.1). Todas as reacOes foram realizadas com quatro repeti¢oes

experimentais e o cdlculo foi feito utilizando o método 2°4““" (Livak & Schmittgen, 2001).

Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando-se do teste t de
Student, com P < 0,05 de significancia. Os cdlculos foram realizados no programa Excel®
do pacote Microsoft Office 2007, nos quais foram criados os gréaficos apresentados neste

trabalho.
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l.

Resultados

Linhagem Ds72

Comparando o fenétipo da linhagem Ds72 com o de plantas

nao transformadas

A linhagem Ds72 foi obtida em trabalho prévio (Abreu Neto, 2006) através da
transformacao de arroz com a construcao pMN393b2 (Upadhyaya et al., 2006). Essa planta
contem uma insercdo do T-DNA contendo o elemento Ds. Apds obten¢do da progénie T1,
descendentes da linhagem Ds72, verificamos que as plantas homozigotas para a inser¢ao
apresentavam estatura inferior as plantas ndo-transformadas da mesma idade. Visando
confirmar essa observacao foi acompanhado o desenvolvimento de um grupo de plantas

homozigotas da linhagem Ds72 e de plantas ndo transformadas.
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80,00 -

60,00 -
Ds72

Altura {cm)
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0,00 T T T 1
10 30 60 90
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Figura 5. Crescimento médio de 50 plantulas NT e 50 plantulas Ds72 homozigotas para a insercio de
T-DNA, acompanhado durante os primeiros 90 dias de crescimento. Medi¢des mensais com desvio
amostral demonstrado.

Durante os trés meses de acompanhamento, plantas homozigotas para a inser¢ao
apresentaram em média estatura menor do que plantas NT e esta diferenca aumentou a
medida que as plantas se desenvolveram (Fig.5). Porém ao analisar a estatura de cada

planta individualmente verificamos uma variagdo crescente ao longo do
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desenvolvimento das plantas, de forma a existirem plantas NT menores que as transgénicas
e vice-versa. No entanto, a distribuicdo das plantas na escala de altura (Figura 6, eixo
horizontal) revela que o nimero de plantas com estatura reduzida é maior no grupo das
plantas de linhagem Ds72 quando comparadas com as plantas ndo transformadas. Esse

resultado foi recorrente nos trés estagios de desenvolvimento analisados (Fig.6).
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Figura 6 - Distribuicio da estatura de plantulas NT (Linha azul) e Ds72 (linha vermelha) nos primeiros
dois meses de crescimento. Nimero de individuos (eixo vertical) em relacdo a estatura em cm (eixo
horizontal). Fotos das plantas, uma fileira de Ds72 entre duas de NT nas respectivas datas de medicao.
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Selecao de plantas sem insercao

A cultura de tecidos, mais especificamente a regeneracdo de plantas a partir de
calos, pode gerar alteracdes genéticas e fenotipicas nas plantas que passaram por esse
processo, denominadas de variagdes somaclonais. Nas células em cultura, diversos
processos geradores de mutacOes podem ser induzidos: atividade de elementos
transponiveis (por exemplo, Tos17 que € responsavel por 5-10% das mutagdes (Hirochika,
2001)), pequenas insercodes, dele¢des e substituicdes de bases. Essas mutacdes “de fundo”
sdo um artefato que dificulta a anélise de mutantes por inser¢do de T-DNA, pois o fen6tipo
apresentado pela planta pode ser devido a essas muta¢des ndo-marcadas (que ndo podem
ser identificadas por FST) e ndo pela inser¢ao de T-DNA identificada (Guiderdoni et al.,
2007).

Para reduzir a influéncia de variagdes somaclonais diversos procedimentos sao
utilizados na produgdo e analise de mutantes. O processo de cultura de tecidos foi realizado
em condi¢des controladas, seguindo protocolos que gerem poucas variacdoes, € com
limitacdo, menos de um ano entre inducdo dos calos e a regeneragdo de plantas
transformadas. A andlise da segregacao do fenétipo nas plantas descendentes € de grande
importancia, para determinar se a caracteristica observada é ligada a inser¢do e isolar
outras mutacdes. E por fim, é desejavel a existéncia de diferentes mutantes com insercoes
no gene estudado para determinar se o fendtipo é diretamente ligado ao gene (Guiderdoni
et al., 2007; Krishinan et al., 2009).

Para analisar a segregacdo e em especial a identifica¢cdo de plantas da linhagem que
ndo possuissem a inser¢do, foram germinadas sementes de plantas heterozigotas para a
insercao de T-DNA. Dessas somente as de Ds72A-I germinaram e deram origem a plantas
que denominamos de Ds72A-I-A a O. Foram extraidas amostras de DNA dessas plantulas
juntamente com o de uma planta NT e duas Ds72 homozigotas do experimento de
crescimento. Duas plantulas, B e C, ndo tiveram DNA extraido por estarem fracas e muito
pequenas.

Essas 16 amostras de DNA foram utilizadas em reacdes de PCR com os pares de
primers: ds72F1+ds72R1, que amplifica na auséncia insercdo de T-DNA; ds72F1+
TTLBnest3(LB), que amplifica na presenca da inser¢do, mas produz uma banda
inespecifica um pouco maior que a banda esperada, e Bar5’_68" +Bar3’_489", que

. - A . ®
comprova a transgenia ao amplificar fragmento do gene de resisténcia ao Basta .
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Como resultado encontramos na prole de Ds72A-1 onze plantas heterozigotas para

a inser¢do de T-DNA em OsPMBPI, uma homozigota (F) e uma planta que ndo possui a

insercao, Ds72A-1-D (Fig. 7).
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Figura 7 — Segregacdo de progénie da planta Ds72-A-I. A) Eletroforese em gel de agarose 0,8% de produtos
de PCR das plantas da progénie de Ds72A-I (plantas A-O), NT e Ds72 homozigotas (Ta e Tb) como
controles. Primers: ds72F1+R1; ds72F1+ TTLBnest3(LB), e barF+R. M: 1Kb ladder Promega. ¢: Branco,
reacdo sem DNA. Coloracdo com Gel Red. B) Estatura dessas plantas, em cm, aos trés meses de idade. Em
azul, plantas sem a insercio e, em vermelho, plantas homozigotas para a inser¢do de T-DNA.

Essa planta, Ds72A-1-D, apresenta, aos trés meses, uma estatura intermedidria entre

a de plantas NT e homozigotas para a insercdo, existindo plantas dos dois grupos com

estaturas semelhantes (Fig. 7B). Por se tratar de um tnico individuo, seu fenétipo pode nao

refletir a realidade de todas as plantas da linhagem ds72 que ndo possuam a inser¢ao de

T-DNA e somente a partir da andlise de sua prole poderemos inferir com maior confianca
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se a reducdo de estatura esteja, ou ndo, ligada com a inser¢do em OsPMBP].

Porém entre as plantas irmas identificamos uma homozigota para a inser¢ao, Ds72-
A-I-F, que é maior que a planta Ds72-A-I-D. E todas as plantas da linhagem Ds72
apresentam estatura menor que a média de plantas NT, independentes de serem
homozigotas, heterozigotas ou homozigota nula para a insercdo (Fig. 7B). Tais fatos
indicam que o fendtipo observado provavelmente seja devido a variacdes somaclonais.
Porém devido ao pequeno nimero de plantas avaliadas, especialmente homozigotas nulas,

nao podemos excluir definitivamente a contribui¢do da inser¢ao no fenétipo observado.

Expressao do gene OsPMB1 em plantas mutantes

A expressdo do gene OsPMBI em nivel de acimulo de transcritos foi analisada por
gRT-PCR com amostras de cDNA provenientes da parte aérea de plantulas de duas
semanas mantidas nas condi¢des descritas em Materiais e Métodos. Essas andlises
mostraram que ocorreu uma redugdo de aproximadamente 20% no nivel de transcrito de
OsPMBP]I nas plantas homozigotas para a insercdo quando comparadas com plantas NT

(Fig.8). Porém estd diferenca ndo se mostrou estatisticamente significativa com P < 0,05.
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Figura 8 — Anélise por qRT-PCR da expressao relativa de OsPMBPI em amostras de cDNA de plantulas NT
e ds72. O nivel de expressdo foi normalizado em relacdo ao nivel de expressdo dos genes fdh e ef. A
normalizacdo dos resultados foi feita em relagdo a expressao relativa do gene OsPMBPI em plantas NT.
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ll. Obtencao de Novos Mutantes

Produzimos calos embriondrios de 35 sementes de plantas da linhagem Ds72,
desses oito morreram em meio contendo Basta® (provavelmente individuos sem a
inser¢do), nove se mostraram, em PCR, homozigotos para a inser¢do e 20 eram
heterozigotos (Fig. 9). Somente os melhores calos obtidos de individuos heterozigotos
foram utilizados para os experimentos de transformacao para que existisse somente um (1)
elemento Ds a ser mobilizado, gerando somente uma nova muta¢do por insercio que
diferencie as linhagens produzidas da linhagem original, Ds72 (que possui esse elemento

no interior do T-DNA inserido no l6cus de OsPMBPI).

o

72F1+R1

Figura 9. Calos obtidos de sementes da planta Ds72A-H(T1 heterozigota). A) Calos em meio de proliferacio
contendo Basta® (BTC). B) Produto de reacdo de PCR com DNA de calos resistentes ao Basta® com os
primers 72F1 e 72R1. A amplificacdo do produto de 700pb indica que pelo menos um dos cromossomos 1
destes individuos ndo possui a insercdo de T-DNA, de forma que na auséncia do produto o individuo
provavelmente seja homozigoto para a inser¢do (Gel de agarose 1% corado com GelRed, M: 1kb ladder
promega, H: DNA da planta mae. ¢: branco, reacao sem DNA).
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Ao longo dos dois anos do desenvolvimento desse trabalho, realizamos 16
experimentos de transformacdo de calos da linhagem Ds72, utilizando cerca de 120 calos
em cada co-cultivo com Agrobacterium tumefaciens contendo o vetor pNU400d.
Obtivemos 164 linhagens de calos provenientes da mobilizacdo do elemento Ds da
insercdo original. Esses calos representam eventos independentes e foram selecionados e
proliferados em meio contendo higromicina. Porém, plantulas de somente cinco linhagens
passaram pelas etapas seguintes de regeneragdo, selecdo e aclimagdo. Essas plantulas
foram transferidas para solo, mas nenhuma dessas conseguiu se estabelecer € morreram na
casa de vegetacdo antes de serem analisadas.

Andlises por microscopia de florescéncia demonstraram que entre as linhagens
obtidas nenhuma expressava GFP (marcador da insercdo do vetor pMN400d) ou eYFP
(expressao de proteina fusionada com gene interrompido pelo transposon). Testes de GUS
nao foram realizados.

Os experimentos de transformagio continuam em andamento, no momento existem
cinco linhagens em regeneracao e 28 calos resistentes resultantes do dltimo experimento e

que se encontram em meio de proliferacao.

lll. Previsdo do Produto Génico

A seqiiéncia correspondente a FST obtida da planta Ds72A corresponde ao 16cus
0s01g0125600 (NP_001041891.1, GenelD: 4326005) do genoma de arroz. Esse 16cus
contem uma fase aberta de leitura que corresponde a uma proteina de 420 aminodcidos. A
inser¢do de T-DNA estaria localizada a 18 nucleotideos a partir do cédon de parada. A
seqiiencia de aminodcidos deduzida desse locus foi comparada através de BLASTp com
sequéncias disponiveis nos bancos de dados, genomas de arroz, Arabidopsis, dlamo e
Sorgo.

A proteina deduzida apresenta como caracteristicas principais a presenca de um
dominio de associacdo a metais pesados HMA, do inglés Heavy Metal Associated-domain
(Fig.10A e B), e um sitio de prenilagdo que, segundo o programa PrePS, seria alvo tanto da
enzima Farnesil transferase (FT) quanto da Geranilgeranil transferase 1(GGT1) (fig.10C).
Por essas caracteristicas nominamos essa proteina de Prenylated Metal Binding Protein 1

(OsPMBP1)
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A primeira estratégia para a caracterizacdo dessa proteina foi a determinagdo in
silico das preniltransferases para as quais a OsPMBPI seria um substrato potencial. Para
determinar a associacdo entre a proteina alvo e trés as preniltransferases FT, GGT1 e
GGT?2, o programa PrePS leva em consideracao os onze residuos a jusante da extremidade
carboxil, além do tetrapeptideo CaaX (onde C: cisteina, a: qualquer aminoécido alifético,
X: preferencialmente serina, metionina, cisteina, alanina ou glutamina para FT e leucina
para GGT1). As enzimas FT e GGT1, possuem muitos alvos que se sobrepdem, trabalhos
anteriores demonstraram que a atividade de uma enzima pode compensar a caréncia da
outra e, em alguns casos, até mesmo utilizando como substrato a cadeia lipidica
preferencialmente usada pela outra preniltransferase, como a FT ligar geranilgeranil a uma
proteina alvo (Trueblood et al.,1993). Porém a atividade de GGT1 é trés vezes menor que a
de FT, de forma que em substratos que sejam alvos das duas enzimas a pontuacdo (Score)
dada pelo programa a GGT1 (no caso de OsPMBPI, 2.576) deve ser trés vezes maior que
o dado para FT (no caso da OsPMBP1, 1.930) para que a proteina seja preferencialmente
geranilgeranilada (Maurer-Stroh & Eisenhaber, 2005). Também devemos levar em
consideragdo que as predigdes por PrePS representam a capacidade da sequéncia do
substrato de ser modificada na presenca das enzimas. In vivo, atividade, afinidade e
disponibilidade de FT, GGT1 e GGT2 no contexto celular determinam por qual enzima e
se uma proteina serd prenilada. Da mesma forma, a conformacao do substrato € essencial,
caso a sequéncia terminal ndo esteja acessivel, ela ndo serd identificada nem modificada
por uma preniltransferase.

O dominio HMA possui um motivo CXXC (C: cisteina e X: qualquer aminoacido)
que se liga a fons metdlicos como os de cobre, cobalto e zinco. O HMA assume uma
conformagdo semelhante a ferrodoxima, em dobramento BapPaf, e € altamente conservado
em proteinas das mais variadas espécies. Identificamos essa estrutura na proteina
codificada pelo gene OsPMBP1 pelo programa “PROT predictions” do servidor
PredictProtein e pela modelagem da estrutura tercidria do dominio pelo Swiss-pdb View
(Fig.10A e B, respectivamente)

Pela presenca do dominio HMA que se liga a fons metélicos como os de cobre,
cadmio, cobalto e zinco, essa proteina foi categorizada temporariamente pelas principais
plataformas de dados como associada ao transporte e detoxificacdo de metais pesados.

Porém ndo hd nenhuma evidéncia experimental apresentada para suportar essa afirmacao.
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Somente o dominio HMA da proteina pode ser moldado por homologia (Fig. 10 B),
visto que essa € a unica por¢do da sequéncia peptidica que mostrou homologia a uma
proteina cuja estrutura j4 fora cristalografada por difracdo de raio X. A proteina em questio

¢ a metalochaperona ATX1 de Saccharomyces cerevisiae (G1:6324070).

A PredictProtein - PROF Predictions

. ‘. | YR e _mn‘“ Fita B
o N s s Ay

HMA: BaBBap

e PrePS - Prenylatlon Predlctlon Suite
=y Swiss-PdbViewer 40,1 Protein CaaX i
File Edit Select Build Tools Fit Display Color Prefs SwissModel Wi Running FT prediction for query saguence ., dona
q HHI A 3 Running GGTL pradiction for quary sequanca ... done
%@ mmmmmmmrgﬂ@ R:nr.ng GGT2 p:enn:Lim lb: que:: sequence .. done
90  Moesn |
. ++ L
51 867ea0f3abe98aBe80590bbab8obife (687 x 662 FT e
- ...HPGAAGYHPASNGDVETMFSDENTKGCVVM
S
FT - Caax Falnesy“laﬂsrelasé
POs.: 417 of 420 B
Score: 1.930
P-Value: B.0e-05
Click here for details!
N
GGT1 +++
...HPGAAGYHPASNGDVETMFSDENTKGCVVM
N
GGT1 - CaaX
Geranylgeranyltransferase S
Pos.: 417 of 420
Score: 2.576

P-Value: 5.2e-04 T
Click here for details!

o

GGT2 —

«-HPGAAGYHPASNGDVETMFSDENTKGCVVM

5
GGT2 - Rab
Geranylgeranyltransferase

HMM1 {Rab GTPase fold - E-valua):
NOT significant!

HMM2 (REP-interaction - Score):
NOT zbove prediction threshold!
Click here for details!

Figura 10. Previsdes da estrutura da proteina OsPMBP1 por diferentes programas. A) Estrutura secunddria
prevista pela probabilidade de cada residuo de formar uma hélice, uma fita ou uma al¢ca. Programa PROF
Prediction do servidor PredictProtein. B) Modelo da estrutura tercidria do dominio HMA de OsPMBPI,
visualizado e editado no programa Swiss-pdb View, em amarelo as duas cisteinas do sitio de ligacdo a metal.
C) Previsdo dada pelo programa PrePS de prenilagdo da extremidade carboxil pelas enzimas FT, GGT1 e
GGT?2 . Para uma visdo mais detalhada das figuras A e C, veja os anexos 3 e 4, respectivamente.
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IV. Analises Filogenéticas

De acordo com a plataforma GRAMENE, o gene OsPMBP1 sé possui um paralogo
no genoma de Oryza sativa ssp. japonica, LOC_Os11g05010, porém, foram encontrados
diversos genes no genoma do arroz que codificam proteinas com organizacdo estrutural
semelhante. Ao reunir todos os modelos de genes de arroz que, segundo a plataforma
GRAMENE, continham o dominio HMA (baseados no seqiienciamento de transcritos),
verificamos, através do programa PrePS, que cerca da metade contém um sitio hipotético
de prenilacdo (77 dos 148 modelos analisados). Porém a existéncia do motivo CaaX, como
ja demonstrado, pode ndo refletir uma prenilagcdo in vivo, principalmente no caso de 18
sequéncias que possuem o sitio de ligacdo a metais no C-terminal, onde o programa PrePS
encontrou o motivo de prenilacdo.

O alinhamento das sequéncias desses genes que apresentam os dominios HMA e de
prenilacdo com sequéncias de uma familia de proteinas ja descritas como contendo esses
dois elementos em A. thaliana, soja (Glicine max) e cevada (Hordeum vulgare), revelou
que existe a possibilidade de uma ligacdo filogenética entre OsGMBP1 e essa familia de
Proteinas Ferniladas. OsPMBP1 e proteinas semelhantes se agrupam dentro de um dos
ramos dessa familia, junto com ATFP6, ATFP7 e outras proteinas farnesiladas de soja,
cevada e arroz (Filograma no ANEXO 5).

A busca por seqiiéncias semelhantes a OsPMBP1 em outras espécies revelou
sequéncias peptidicas altamente conservadas no dominio HMA e na extremidade carboxil
(fig.11). Com o programa ClustalX 2.0, essas sequéncias foram alinhadas e uma &arvore
filogenética foi construida (Fig.12 ). Com essa andlise foi verificado que os genes de
espécies monocotiledoneas (arroz, sorgo (Sorghum bicolor), milho (Zea mays) e cevada),
estdo claramente separados dos genes de dicotiledoneas, como Arabidopsis, videira (Vitis
vinifera), alamo (Populus trichocarpa) e laranjeira (Citrus sinensis). O fato dos genes se
separarem entre OsPMBP1 e seu “pardlogo” que, provisoriamente, denominamos de
OsPMBP2, indica que a divergéncia dos dois deve ter ocorrido antes da formacdo das

Liliopsidas (monocotiledOneas).
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Extremidade Amino-terminal- Dominio HMA :

OsPMBP1 Oryza sativa ssp_ japonica
Sbh03g007520.1_ Sorghum bicolor
AK252001.1_Hordeum vulgare
grail3.0010056001_ Populus_trichocarpa
eugene3.00101074_ Populus_trichocarpa
GSVIVG000304590017Viti57vinifera
EY706910_Citrus_sinensis
AT1G23000.1-P Arabdopsls thaliana
LOC_0s11g05010.1_O. sativa SSp_. japonica
BGIOSIBCE033476 O. sativa ssp indica
LOC_OSquOSqu.l_O._sativa_ssp_japonica
BGIOSIBCE035717_O. sativa ssp_indica
Skh04g008870.1 Sorghumiblcolor
Skb08g002810.1 Sorghum_blcolor
Sb05g002820.1 Sorghum bicolor
Sh05¢g002800.1_ Sorghum bicolor
S5b05g002830.1_Sorghum_] bicolor
AC196024.3 FGP028_Zea mays
AC203399.3_FGP013_Zea mays
AC217256.1_FGP003_Zea_mays

AClB88612.3 FGP027_Zea mays
AT3G06130.1-P Arabdopsls thaliana
AT5G13090.1-P Arabdopsls thaliana
GSVIVGO00019905001 Vitis vinifera
C_LG_VIIIOOLE33_Fopulus_trichocarpa_
GSVIVGO0022864001 Vitis vinifera

FMTEKDEDEFKLVKIQTHVLRVNIHCDGCKHKVKEKLLQKIEGVYSVALDVDNHKVIVTGNVDSDTLIRKLTRGGKHAELWSQQKG
~MTEDEEFKLVEIQNHVLEVNIHCDGCRHKVRERLLOKIEGVYSVAIDVDNHKVSVTGDVDSETLIRKLTRGGKHAELWSQQKG
~MTEDEDEKLVEIQTHVLRVNIHCDGCKHKVRKELLQKIEGVYSVAIDVDNHKVTVTGSVDSEALIRKLTRGGRKHAELWSHHKG
"MTKEDDFKLLEKIQTCVLEVNIHCDGCKRKKVREELLQRIEGVYQVNICAEQQKVTISGTVDSATLIRKKLVRAGKHAEVWEFQRSN
~MTREDDFKLLEIQTCVLEVNIHCDGCRQRKVRRHLOQRIEGVYQVNICAEQQRKVTVSGTVDTATLIRKKLVRAGKHAEVWSQRSN
FMTEDEDEKLLEIQTCVLEVNIHCDGCRQKVRKELLQRIEGVYTVNILAEQQRVTVSGSVDSGTLIKKLVRAGKHAELWSQRSH
"MTEKEEDFKLLEKIQTCVLEVNIHCDGCRKQRKVEELLQRIEGVYQVNICAEQQRKVTVSGSVDSATLIKKLVRAGKHAELWSQKSN
~MTEDEDFKLLEIQTFSLRVNIHCEGCNRKKVRELLORIEGVCHVKIEAEHQKVTVSGSVDSATLINKLVRAGKHAELWSPNEN
FMSEKEE-——VLEIQTCVLEVNIHCDGCQRKVRKKILHKIEGVYQTSILAEQCKVTIVSCLVDEATIIKKLNRAGKEAELWGSKVG
"MSKEE-—-VLEKIQTCVLEVNIHCDGCQRKVEKILHKIEGVYQTSICAEQGKVTVSGLVDFATIIKKLNRAGKEFAELWGSKVG
~MSKEE-—-VLEIQTCVLEVNIHCDGCQRKVRRILHKIEGVYQTSICAEQGKVTVSGLVDEFATIIRKLNRAGKEAELWGSKVG
"MSKEE-—-VLEKIQTCVLKVNIHCDGCQRKVKKILHKIEGVYQTSILCAEQCGKVIVSGLVDEFATIIRKLNRAGKEAELWGSKVG
~MSKED—-—--VLEVQTLMLRVNIHCDGCERKVRRTLHKIDGVYQSSICAEQGKVTVSGLLDPDTIIRKLNRAGRKEAQLWGSKEG
-MSKED-——-VLEVQTCVLEVNIHCDGCERKVRRILHKIDGVYQSSICAEQGKVTVSGLMDEATVIRKLNRAGKEAQLWCAREG
"MSRQD-——ILKVQTLELKVPIHCDGCLKKVKKIVQKIDGVYQSSVLAALGKVIVTGLMDPETVITKIHKSGKPVRVWGERFG
~MSRQD-—-—-ILRKVQTLELRKVPIHCEGCLRKVRRIVQKIDGVYQSSVLAALGKVTVTGLMDPETVITKIHESGKPVRVWGEREG
FMSRED-——ILEVQTLELKVPIHCDGCLRKVKKIVQKIDGVYQSSVLAALGKVTIVTGLMDPETVITKIHKSGRKPVRVWGERPG
m—SKED-—-VLEVQTLMLRVNIHCDGCERKVEKKTLHKIDGVYQSSICAEQGKVTVSGLLDFDTIIRKLNRAGKEFAQLWGSKFEG
——SKED——-VLEVQTLMLRVNIHCDGCERKVRRTLHKIDGVYQSSICAEQGKVTVSGLLDPDTIIRKLNRAGKEAQLWGSKEG
——SKED-——VLEVQTLMLRVNIHCDGCERKVEKKTLHKIDGVYQSSICAEQCKVTIVSGCLLDPDTIIRKLNEAG KPeQLW'SKP.
FMSKED-—-VLEVQTCVLKVNIHCDGCERKVEKKILHKIDGVYQSSICAEQGKVTIVSGLMDFATVIKKLNEAGKEAQL
FMSKEE-——-FMRIQTCVLEVNIHCDGCRQRKVRRILOQKIEGVFTTKIDSEQGKVTVSGSVDPSVLIKKLAKSGKHAET
FMSEKEE-——EMEIQTCVLEVNIHCDGCRQKVRKKILQKIEGVETTKILAELCKVIVSCNVDPSVLIKKLLKSGRKHAEL
"MSKEE-—-FLEKIQTCVLKVNIHCDGCKHRKVRKILHKIEGVYTTKILADLGKVTVSGNVCAATLMKKLNEAGKHAEL
~MSKEE-——-FLEIQTCVLEVNIHCEGCRQKVRRILQKIDGVFTIKIESEQGKVTVSGNVDEAVLIRKKILARSGKHAELWCAPKG

TMSKQE-——-FLQSQTCVLKVNIHCDGCRKQKVKEKLLOQKIDGVYTTIICADQGKVIVSGCVDEFATLIRKLVKSGRKHAELWGVQRG
IHCXXC

Extremidade C-terminal - sitio de prenilagdo CaaX:

OsPMBFPL Oryza satliva SsSp Japonica T TLeaAl

BGIOSIBCEO001%6 0. sativa

Sb03g007520.1 Sorghum bicolor

locus RZ543 Sorghum propinguum
AC199210.2 FGPO01 Zea mays
AK252001.1 Hordeum wvulgare
eugene3.00101074 Populus trichocarpa
GSVIVG00030459001 Vvitis wvinifera -
AT1G23000.1-P Arabdopsis thaliana
sativa ssp japonica

LOC 0s11g05010.1 O.

BGIOSIBCEO033476 0. sativa

S IOTTEFAONOUVELIME SULNLIROLWV V-
YH--FEASNGDVETMESDENTRKGCVVM-

ssp indica

55 —FASNGDVETMESDENTEKGCVVM-
——PGSAGY-——FASNGDVETMESDENTKGCVVM-
——PGSAGY-—--PPSNGDVETMESDENTKGCVVM-

YHPGCAGTGDVETMEFSDENTKGCAIM-
——AEQPNYNGDFSRARASTE~MEFSDESTSSCSIM-
—~HCDTNYSGDHSAS—---HMESDENTSSCSIM-
——SDQYQQQSSHSHATNMSSEECAGNNNSCNIM-
YPMQP-HPHADPY~NYFSDENPNSCSVM-
YPMQP-HPHADPY~NYFSDENPNSCSVM-

ssp indica

Sb04g008870.1 Sorghum bicolor —-————-YPMAP-HSHADNY~NIFSDENPNSCSVM-
AC196024.3 FGP028 Zea mays —-———-YPMPP-HSHPEPYNIFSDENPNSTCSLM-
AC203399.3 FGPO13 Zea mays [~ lPVLDPHSHEEP' NIFSDENANSCSLM-
AC188612.3 FGP027 Zea mays 'HPMPQRHPHDNME SDENPNSCTVM-
sb08g002810.1 Sorghum bicolor [ ———— PYYYHPMPQRHPHDNMF SDENPNSCTVM-
Sb05g002820.1 Sorghum bicolor YYYAIPPQ-——-DNFESDENPNGCSVM-
Sb05g002800.1 Sorghum bicolor 'AIPPQRHPHDNMF SDENPNACSVM-

AT3G06130.1-P Arabdopsis thaliana
AT5G19090.1-P Arabdopsis thaliana
GSVIVG00019%05001 vitis wvinifera

C LG VIIIOO01833 Populus trichocarpa
GSVIVG00022864001 Vitis wvinifera
AC214115.2 FGPO1ll Zea mays

PYPYPYP-YPPPYGNDQYSHA
PYPYPYPPQYPPHNGDQYSDY
-———PYP--PQP-—-DPYTHF
PYPYPHP-HPHPNGNDQYTNFFSDENTSSCNVM-
———————— MOQYPVSDPYTHFEFSDENTSSCSIM-

5SAGYEA-TASNGDVESME SDENTKGCVVM-

FSDENTSSCDIM-
DENTSSCNIM-
SDENTSSCNVM-

Figura 11 — Alinhamento de sequéncias peptidicas realizado no programa ClustalX2. Regides altamente
conservadas no inicio (N-terminal) e no fim (C-terminal) das sequencias: dominio HMA e sitio de prenilacdo,
respectivamente. Somente as sequéncias menos divergentes estio representadas.

43



Dmel CG4354 Drosophila melanogaster

1000 [ BGIOSIBCE000196 O. sativa ssp indica

OsPMBP1 Oryza sativa ssp japonica

990 - Sb03g007520.1 Sorghum bicolor

locus RZ543 Sorghum propinquum

6641 AC199210.2 FGP0O1 Zea mays
AC214115.2 FGPO11 Zea mays
AK252001.1 Hordeum wlgare

975 892 grail3.0010056001 Populus trichocarpa

18

837

876

|
et

895

895 _|: eugene3.00101074 Populus trichocarpa
GSVIVG00030459001 Vitis vinifera
593 EY706910 Citrus sinensis
AT1G23000.1-P Arabdopsis thaliana
g20 | LOC Os11g05010.1 O. sativa ssp japonica
812 || BGIOSIBCE033476 O. sativa ssp indica
1000 1L | oc 0s12g05040.1 O. sativa ssp japonica
984 BGIOSIBCE035717 O. sativa ssp indica
1 973 AC196024.3 FGP028 Zea mays
Sb04g008870.1 Sorghum bicolor
1000|1000 AC217256.1 FGP003 Zea mays
885 AC203399.3 FGP013 Zea mays
1000 I: AC188612.3 FGP027 Zea mays
1000 Sb08g002810.1 Sorghum bicolor
991 Sb05g002820.1 Sorghum bicolor
_|: Sb05g002800.1 Sorghum bicolor
N 10000 3Sh05g002830.1 Sorghum bicolor 1
990 1000 AT3G06130.1-P Arabdopsis thaliana
1000 —|: AT5G19090.1-P Arabdopsis thaliana
li C LG V111001833 Populus trichocarpa
550 GSVIVG00019905001 Vitis vinifera
1000 C 700218 Populus trichocarpa

H

1000 GSVIVG00022864001 Vitis vinifera

1 1 1 1 1 1 1 1 ]
0.400.350.300.250.200.150.100.050.00

Monocotiledéneas

Dicotiledéneas

Monocotiledéneas

Dicotiledéneas

PMBP1

PMBP2?

Figura 12- Arvore filogenética representando as relagdes evolutivas entre OsPMBP1 e outras sequencias
contendo um dominio HMA e sitio de prenilagdo. Construida a partir do método de Neighbor Joining e

testada com 1000 Bootstraps no programa ClustalX 2.0.10.
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V. Analise do Padrao de Expressao do gene OsPMBP1

Expressao em raizes

Utilizando das amostras de cDNA de raizes e parte aérea das plantulas controle de
12 dias comparamos a expressdo entre esses Orgdos. As andlises de gRT-PCR
demonstraram que OsPMBP ¢ igualmente expresso em raizes e parte aérea nas condigdes
testadas (Fig.13A). Esse resultado contradiz a previsdo dos bancos de dados publicos que
sugerem que esse gene ndo seria transcrito em raizes, pois nenhuma EST dele foi
seqiienciada em bibliotecas de ¢cDNA de raiz de arroz, somente em amostras de calo,
panicula, caule, folha e flor (Fig.13B).

O gRT-PCR € uma técnica mais sensivel e precisa para a detec¢do e quantificagdo
do que o sequenciamento de EST. O sequenciamento de EST disponivel nos bancos de
dados publicos nao tem o objetivo de indicar niveis de expressdo, mas somente identificar
0os genes expressos nos tecidos analisados e existem poucas ESTs correspondentes a
OsPMBPI, mesmo nas bibliotecas onde ele € supostamente mais expresso. Esse dado
indica que o gene € pouco expresso em condi¢cdes normais € que para analisd-lo é

necessario o uso de técnicas mais sensiveis, como o qRT-PCR.

A B Expression profile suggested by analysis of EST counts.

E 2,00 - 05.962 - Os01g0125600: Os01g0125600

oM

= See Legend

a Note: Please mouseover the Tissue crterion fo view complete details

o 1,50 -

3 Breakdown by Body Sites

© 05.962

= 1,00 - callus 97 & 16/164502

© flower 7 11136501

[=} leaf 11 21171754

]

w 0,50 - panicle 70 » 117138121

"a‘- root 0 0/66205

u’f seed 0 0732358
0,00 . stem 63 - 81126877

Parte Aérea Raizes vegetative meristem 0 074594

Figura 13 — Expressdo de OsPMBPI em diferentes tecidos. A) Andlise por qRT-PCR mostrando a expressio
relativa de OsPMBPI em amostras de cDNA de raiz e parte aérea de plantulas. O nivel de expressdo foi
normalizado em relacdo ao nivel de expressdo dos genes fdh e ef. A normalizacdo dos resultados foi feita em
relacdo a expressdo relativa do gene OsPMBPI em raiz. B) Perfil de expressdo sugerido pela andlise de
contagem de ESTs pelo NCBIL.
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Expressao de OsPMBP1 em resposta ao excesso de aluminio

As anélises de qRT-PCR com cDNA de plantulas submetidas a 60 ppm de aluminio
mostrou que o gene OsPMBP]I responde ao estresse por esse metal de maneira diferente
em amostras de parte aérea e de raiz. Na porcdo aérea da plantas ocorreu um aumento no
nivel de transcritos de OsPMBP1 (Fig.14A), enquanto em raizes o acimulo de transcritos
foi reduzido em resposta ao tratamento com aluminio (Fig. 14B).

A Parte Aerea

3,00

2,50 T T

2,00

1,50

1,00

0,50

Expressao relativa de OsPMBP1

0,00
cT Al 4h Al 8h

Raizes
1,40 -

1,20

1,00 -

—

0,80 -
0,60 - * T

0,40 - T
0,20 -

Expressao relativa de OsPMBP1

0,00 T . .
CcT Al1h Aldh Al 8h

Figura 14 - Andlise por qRT-PCR da expressdo relativa de OsPMBPI em amostras de cDNA de plantulas
submetidas a 1, 4 e 8h de tratamento com 60 ppm de aluminio.CT: controle, planta mantida em solu¢do com
concentra¢do normal de aluminio. A) Anélise das amostras de parte aérea. B) Andlise das amostras de raizes.
O nivel de expressdo de parte aérea foi normalizado em relagdo ao nivel de expressdo dos genes fdh e ef,
enquanto o de raizes foi normalizado em relag@o a fdh, ef e 18S. A normalizacio dos resultados foi feita em
relacdo a expressdo relativa do gene OsPMBPI nas respectivas condi¢cdes controle (CT). *: difere
significantemente do controle (P < 0,05).

46



Expressao de OsPMBP1 em resposta a Luz

Uma andlise da regido 5’ ndo transcrita do gene utilizando o programa de
identificacdo de promotores PlantCARE (Lescot et al., 2002), revelou na regido reguladora
de OsPMBP] a existéncia de diversos cis-elementos relacionados com a resposta a luz. Por
esse motivo, analisamos a expressao do gene em um experimento no qual foi avaliada a
expressao do gene apds 12 horas de exposicao a luz (coleta das 18h), e ap6s duas e quatro
horas de exposi¢do pela manhd (coleta as 8h e 10h, respectivamente), usando como
controles plantas mantidas no escuro.

As andlises de qRT-PCR demonstraram que houve uma redugdo significativa, de
cerca de 50%, no nivel de transcritos de OsPMBPI nas amostras coletadas de manha em
relacdo as amostras coletadas ao final da tarde e as 10 horas é ainda menor. Entretanto nao

ha diferenca significativa entre as plantas expostas a luz e as mantidas no escuro (Fig. 15).

1,20 ~

Expressao Relativa de OsPMBP1

0,60 - 24
0,40 -
0,11 0,12
0,20 - Claro
I
0,00 . . L MW Escuro
18h 8h 10h

Figura 15. Andlise por qRT-PCR da expressdo relativa de OsPMBPI em resposta a luz. As amostras foram
coletadas as 18:00, 8:00 e 10:00 de plantas mantidas (histogramas cinza) no claro e de plantas mantidas no
escuro (histogramas pretos). O nivel de expressdo foi normalizado em relagdo ao nivel de expressdo dos
genes fdh e ef. A normalizag@o dos resultados foi feita em relacdo a expressdo relativa do gene OsPMBP]I as
18:00.*: difere significantemente do controle (18h), P < 0,05.
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Discussao

Proteinas preniladas ligantes de metais

Em trabalho prévio (Abreu-Neto, 2006) foi obtida a linhagem de arroz denominada
Ds72, a qual possui uma inser¢io de T-DNA na seqiiéncia correspondente ao ldcus
0s01g0125600 (GenBank NP_001041891.1, GenelD: 4326005) do genoma de arroz. A
proteina deduzida a partir da seqiiéncia de nucleotideos desse locus possui como
caracteristicas principais a presenca de um dominio de associag¢do a metais pesados HMA e
um sitio de prenilacdo. Esse gene foi entdo denominado Prenylated Metal Binding Protein
1 (OsPMBPI).

Conhecida hé trés décadas, inicialmente observada em fungos e depois em animais
e plantas, a prenilagdo de proteinas ¢ um mecanismo altamente conservado nos trés reinos
(Rodriguez-Concepcion et al, 1999). A prenilagdo € realizada pelas enzimas Farnesil
transferase (FT), Geranilgeranil transferase 1 (GGT1) e Rab-geranilgeranil transferase
(Rab-GGT ou GGT?2) que, respectivamente, ligam covalentemente farnesil pirofosfato ou
geranilgeranil pirofosfato a proteina alvo. FT e GGT1 sdo enzimas heterodimeras que
possuem uma subunidade o em comum, e se diferenciam por suas subunidades [, que
apresentam 25% de identidade de sequéncias e uma estrutura tercidria muito semelhante,
composta principalmente por a-hélices. As subunidades  possuem os sitios de ligagdo a
lipideos, de ligacdo a um fon de Zn>*, essencial para sua atividade catalitica, e sdo
responsaveis pela especificidade da enzima através do reconhecimento do motivo C-
terminal CaaX, onde “C” € cisteina, “a”, aminodcidos alifdticos, e “X” geralmente
corresponde a metionina, cisteina, serina, alanina ou glutamina para FT e leucina ou
fenilalanina para GGT1( Lane & Beese, 2006).

Em levedura (Saccharomyces cerevisiae) e na mosca-da-fruta (Drosophila
melanogaster) a perda de funcdo da proteina FT resulta em severos defeitos de crescimento
e a perda de GGT1 ¢€ letal. As proteinas preniladas conhecidas estdo envolvidas no controle

do ciclo celular, transdugao de sinais, organizagao do citoesqueleto, transporte de vesiculas

€ outros processos importantes para o crescimento e desenvolvimento de fungos e animais
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(Crowell, 2000).

Surpreendemente, o mesmo ndo € observado em plantas. Mutantes para a
subunidade- de FT (mutante eral), a subunidade-B de GGT1 (ggb) e a subunidade a (plp)
ja foram identificados em Arabidopsis thaliana e apresentam fendtipos semelhantes ao de
plantas selvagens, sendo viadveis e férteis (Johnson et al., 2005). Estudos realizados nessas
plantas demonstraram que apesar de ndo serem imprescindiveis, as preniltransferases sdo
de grande importancia para processos de crescimento, desenvolvimento e sinalizacdo,
estando envolvidas inclusive na resposta a estresses bidticos e abidticos (Goritschnig et al.,
2008). Em especial, esses mutantes demonstraram ligacdo entre a prenilacdo e as rotas de
sinalizacdo hormonal do 4cido abscisico (ABA), auxinas e citocininas (Johnson et al.,
2005; Galichet et al., 2008). Além disso, em mutantes de Catharanthus roseus com GGT1
silenciada por RNAI, a relacdo entre essa enzima e a rota de sinaliza¢do do jasmonato foi
demonstrada (Courdavault et al., 2008).

Entre os alvos comprovados de prenilacdo em plantas estdo: fatores de transcri¢cao
como APETALA1 e CAULIFLOWER de Arabidopsis ; proteinas reguladoras do tréfico de
vesicula e organizacdo do citoesqueleto como LeRablA de tomate e Racl3 de algodao;
responsaveis por sinalizacdo por Ca”* como as calmodulinas CaM53 de petiinia e CaM61
de arroz ; e proteinas de sinalizacdo hormonal como Aux2-11, induzida por auxina, e
AtIPT3, envolvida na biossintese de citocinina (Crowell, 2000; Galichet et al., 2008).

Dez anos atrds, Dykema e colaboradores (1999) caracterizaram a primeira familia
de proteinas vegetais capazes de serem preniladas e de se ligarem a fons metélicos.
Denominadas de FP (farnesylated protein), essas proteinas foram identificadas em uma
biblioteca de cDNAs que codificavam proteinas preniladas e possuiam motivos de ligacdao
a metais /L/MXCXXC semelhantes aqueles encontrados em proteinas responsaveis pela
homeostase e transporte de fons metalicos como a chaperona de cobre ATX1 de levedura,
nas quais um fon de Cu®* se liga aos dois residuos de cisteina.

Alguns membros dessa familia que foram estudados em mais detalhe t€ém
capacidade de se ligar, in vitro, a diferentes cations divalentes: ATFP3 (Arabidopsis
thaliana farnesylated protein 3) se liga preferencialmente a Cu**, Ni** e Zn** (Dykema et
al., 1999); a proteina induzivel por cidmio 19, CdI19, se liga eficientemente a Cd2+, Hg2+
e Cu2+, e sua expressao € induzida no excesso desses metais e de Fe?* (Suzuki et al., 2002);

e ATFP6 se liga a Pb**, Cd** e Cu™, e sua expressdo é induzida por cddmio, mas ndo por
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cobre (Gao et al, 2009). Essas trés proteinas encontram-se ancoradas a membrana
plasmdtica e estdo supostamente envolvidas na manuten¢do da homeostase de ions
metdlicos.

Plantas e outros eucariotos necessitam de sistemas altamente regulados para lidar
com os fons metdlicos, pois muitos deles sdo micronutrientes essenciais para o
crescimento, como cobre, zinco, manganés, niquel e ferro, porém em excesso sdo toxicos,
enquanto outros como caddmio, aluminio e chumbo ndo s@o essenciais, mas se encontram
no solo e sdo altamente toxicos. Esses fons agem como co-fatores cataliticos essenciais das
mais diversas rotas metabdlicas, desde a percepcdo de etileno até a sintese de DNA (Puig
et al.,2007).

O cobre e outros fons metdlicos possuem uma solubilidade limitada e alta
reatividade, podendo gerar danos irrepardveis a célula se ndo forem controlados.
Chaperonas de cobre ou metalochaperonas s@o proteinas soliveis que tém a funcdo de
mediar o transporte intracelular de Cu® para apoproteinas especificas que irdo formar Cu-
proteinas ativas. Como exemplo podemos citar a proteina ATX1 de Arabidopsis que como
sua homodloga a proteina antioxidante 1, Atx1, de levedura, leva cobre Cu’" até uma
ATPase do tipo P (proteina transmembrana que, consumindo ATP, transporta fons contra
o gradiente de concentra¢do) localizada no sistema trans-Golgi para ser translocado e
incorporado a uma Cu-proteina na rota secretora. Outros exemplos podem ser citados
como a Cu chaperona para Cu/ZnSOD (Ccsl), necessdria para a inser¢ao do cobre no sitio
ativo da Cu/ZnSOD (Cobre/Zinco Superoxido Dismutase) citosdlica, e Cox17, envolvida
no transporte de Cu** para a citocromo C oxidase (COX) mitocondrial (Puig et al., 2007).

As proteinas farnesiladas podem agir de uma forma semelhante, CdI19 foi descrita
como uma metalochaperona, preferencialmente expressa em tecidos vasculares. Sua a
funcdo seria de proteger a célula contra a acao de ions metalicos, sequestrando-0s no meio
intracelular e provavelmente os encaminhando para uma rota de detoxificacdo por extrusao
ou isolamento em vacuolos. Apesar de nio se saber exatamente como esse mecanismo de
detoxificag@o ocorre, a participacdo de CdI19 nele € clara, por gerar uma maior tolerancia a
cddmio em levedura e em plantas de Arabidopsis nas quais o gene foi superexpresso
(Suzuki et al., 2002).

Gao e colaboradores (2009) demonstraram a interacdo de ATFP6 com a proteina

ACBP2 (Acyl-CoA-binding protein 2) num mecanismo de resposta ao estresse por metal

50



pesado. Ambas tem transcricdo induzida por metais, sdo capazes de ligar Cd**, Cu** e Pb™,
se localizam na membrana plasmdtica e a interacao entre elas foi comprovada pelo sistema
de duplo hibrido em levedura. O cddmio, metal que induz a transcricdo de ATFP6, induz a
deplecao de glutationa e inibe a acdo de enzimas antioxidantes, desta forma gerando a
peroxidacdo de lipidios e o actimulo de perdxido de hidrogénio. No modelo sugerido,
ATFP6 estd envolvida com ACBP2 no reparo desses fosfolipideos peroxidados, modelo
embasado na capacidade de ACBP2 carrear acil-CoAs, substrato para o reparo da
membrana, e na tolerdncia aumentada a per6éxido de hidrogénio e cddmio em plantas
superexpressando esse gene.

Proteinas farnesiladas com dominio de ligacdo a metais pesados podem ter outras
funcdes além do transporte e detoxificacdo de metais pesados. Barth e colaboradores
(2004) identificaram em cevada (Hordeum vulgare) o gene HvFP1, que possui um motivo
de fernesilagdo, um dominio HMA e um sinal de localiza¢do nuclear. Com a transformacao
de células epidérmicas de cebola com vetores de expressao com fusdes de HvFP1 e GFP, a
localizagc@o subcelular dessa proteina foi demonstrada como sendo no ntcleo, devido ao
sinal de localizacdo nuclear, e mais especificamente no nucléolo, devido a farnesilacao.
Como as laminas, que também sdo proteinas nucleares farnesiladas, HvFP1 pode estar
envolvida na organizagdo estrutural e de expressdo do nucleo. A sua expressdo € muito
fracamente induzida por metais, mas responde de forma rdpida e transiente a outros
estresses abidticos como frio, excesso luminoso e seca. O nivel de transcritos € elevado em
folhas senescentes e aumentado em presenga de ABA. Se HvFP1 associa-se a um metal
como cobre, agindo de co-fator, e se essa ligacdo estd envolvida na sua possivel funcao
regulatdria no nicleo, sdo perguntas que os autores deixaram em aberto, necessitando de
futuros experimentos para respondé-las.

Da mesma forma ainda ndo podemos esclarecer a fun¢do de OsPMBPI. A proteina
codificada por este gene apresenta caracteristicas semelhantes as proteinas farnesiladas da
familia de ATFP3, como os motivos de ligacio a metais pesados e de prenilacdo.
Alinhamento de sequéncias peptidicas e subseqiiente construcdo de arvores filogenéticas
indicam que OsPMBP1 ou pertence a uma subfamilia dentro da familia FP, ou pertence a
uma familia muito préxima (Fig. 12 e ANEXO 5). Nossas andlises sugerem que membros
dessa familia se dividem em pelo menos dois grupos pardlogos, PMBP1 e PMBP2, estando

presentes em espécies tanto de monocotiledoneas quanto dicotiledoneas (milho, cevada,
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sorgo, videira, dlamo e Arabidopsis), sendo que nenhum desses genes foi estudado ou

classificado como proteina farnesilada até o momento (Fig. 11 e 12).

OsPMBP1 responde diferencialmente a estresse por aluminio

O aluminio é o metal mais abundante da crosta terrestre, porém uma grande por¢ao
desse elemento se encontra incorporado na forma de alumino-silicatos e 6xidos, sendo que
uma quantidade muito pequena se encontra em formas soluveis capazes de afetar sistemas
bioldgicos. Porém quando o pH do solo baixa para menos de 5,0, o hexahidrato octaedral
Al(H20)63+, normalmente referido a A13+, se solubiliza na solug@o do solo. Essa € a forma
téxica mais comum de aluminio, sendo capaz de afetar o crescimento da planta (Kochian et
al., 2005; Zheng & Yang, 2005).

O primeiro sintoma de toxidade por aluminio € a rdpida redug¢do no crescimento da
raiz e na formacgao de raizes laterais. Este fen6tipo € causado pela interrupcdo quase que
imediata do crescimento e alongamento das células do dpice radicular afetadas de diversas
maneiras por esse metal. O AI** inicialmente liga-se a sitios negativamente carregados na
matriz de pectina da parede celular (apoplasto), ocupando o lugar de outros ions como
Ca”™, e assim alterando propriedades mecanicas e estruturais da parede celular, tornando-a
mais rigida e dessa forma impedindo que a célula se alongue. Porém esse € o primeiro
efeito do aluminio na célula vegetal, devido a sua carga ele se liga a membrana plasmética
negativamente carregada, gerando uma despolarizacdo catastréfica, em especial
interrompendo o gradiente de H e fluxos de outros fons pela membrana, o que afeta toda a
rede de transducdo de sinais por Ca®* da célula. O aluminio também gera espécies reativas
de oxigénio (EROs) levando a peroxidacgdo de lipideos, e em exposicdes prolongadas afeta
o nucleo alterando a estrutura da cromatina (Kochian ef al., 2005 ).

A partir da andlise de duplo hapléides gerados do cruzamento de plantas de arroz
pertencentes a um ecotipo tolerante a aluminio (CT9993, da subespécie japonica) com as
de um ecotipo suscetivel (IR62266, da subespécie indica), Nguyen e colaboradores (2002)
identificaram vinte QTLs (Quatitative trait loci) envolvidos no crescimento de raizes sob
estresse por aluminio. Um desses, JQALRR-1-2, teve sua posi¢do mapeada ao lécus de

OsPMBPI.
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A esse QTL, os autores creditaram cerca de 18% da variacdo do fendtipo de
comprimento relativo de raiz atribuido ao ecotipo tolerante em relagdo ao suscetivel, sendo
o quarto QTL mais expressivo identificado para essa caracteristica, com um efeito aditivo
de 10,63. Porém, esse QTL nao foi identificado em nenhum outro trabalho, de forma que
os autores concluiram que esse seria exclusivo do ecotipo testado (Nguyen et al, 2002).

Recentemente outra proteina da familia FP foi descrita como relacionada a resposta
a aluminio. Em pontas de raizes leguminosa Medicago trunculata, Chandran e
colaboradores (2008) identificaram uma proteina isoprenilada ligante de metal (Metal-
binding isoprenylated protein) com transcricdo aumentada cerca de nove vezes em
resposta a excesso de aluminio. Ao alinhar a sequéncia dessa proteina (TC102873) com a
de outras proteinas preniladas ligantes de metal conseguimos agrupd-la com ATFP7
demonstrando que ela deve pertencer a um dos ramos da familia das proteinas farnesiladas
(ANEXO 5).

Os mecanismos mais estudados de defesa da planta contra o AP’* envolvem a
liberacdo de acidos organicos (malato, citrato e oxalato) para formar complexos nao
téxicos com o aluminio. Existem plantas que os secretam na rizosfera para quelar o Al
antes do metal entrar na raiz, enquanto outras utilizam mecanismos mediados por acido
orgnicos para detoxificar o AI’* internamente.

Na bibliografia analisada, ndo encontramos trabalhos que demonstrem a ligacao do
dominio HMA com Al3+, somente com fons divalentes de metais pesados (Cu, Cd, Zn, Co,
Pb e Hg) de forma que a associac@o entre o aluminio e proteinas isopreniladas pode nao se
dar por uma interacdo direta.

A resposta na expressdo de genes como OsPMBPI e a nova FP de M. trunculata
em situacdes de excesso de aluminio provavelmente se deve, nao ao A" em si, mas a uma
reacdo aos danos provocados pelo ion, que sdo muito semelhantes aos resultantes de
estresse por metais dicatibnicos como o cd* que, assim como o aluminio, induz a
formacdo de ROS e peroxidacdo de lipideos.

Diferente dos outros genes que tiveram sua expressdao induzida em raizes pelo
excesso de metal, OsPMBP]I teve sua expressao reprimida. Este fato pode indicar que essa
proteina ndo esteja ligada diretamente a uma rota de detoxificacdo, mas que pertenca a um
mecanismo de transporte de metais, onde a reducao no acimulo de seus transcritos ocorra

para regular os niveis intracelulares do metal quando a planta estd submetida a uma
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condi¢cdo de excesso do metal. Pelo resultado do qRT-PCR, foi observada uma resposta
rapida e significativa ao aluminio, sendo com uma hora de estresse a expressao é mais
reprimida do que as quatro e oito horas de tratamento, tempos nos quais ocorreu uma leve
tendéncia para normalizar a expressao (Fig. 14B).

Ja na por¢do aérea das plantulas, a resposta observada foi contrdria ao observado
nas raizes, em vez de reduzir pela metade o conteido relativo de transcritos duplicou,
mantendo-se nesse nivel de expressao tanto em quatro quanto em oito horas de tratamento
(Fig. 14A). Essa divergéncia indica que a proteina € regulada de maneira diferente nesses
orgdos, podendo desempenhar uma fungdo na raiz que seja diferente da desempenhada em
caule e folhas.

Nossa hipétese seria que OsPMBP1 atue no transporte de fons metédlicos. Nas
células das raizes que se encontram em grave estresse por excesso de metal, a expressao
desse gene, assim como de outros fatores que tragam mais metais para dentro da planta, é
reprimida.

Considerando essa hipdtese para a repressd@o na raiz, propomos dois modelos de
possiveis fungdes que podem explicar a indu¢do da expressao nos tecidos aéreos:

1. OsPMBPI1 pode participar em um mecanismo de detoxificacdo, ligando-se a
ions metdlicos, evitando que estes causem dano no meio intercelular e em interagcdo com
outras proteinas de rota de detoxificacdo levar os ions, por exemplo, para vactiolos nos
quais fiquem armazenados, longe de compartimentos celulares onde possam gerar dano.

2. A proteina pode ter uma fun¢cdo de metalochaperona, mediando o transporte de
ions metélicos para a formacdo (ou maturacdo) de proteinas que usem o ion como co-fator
e tenham papel importante na resposta ao estresse. Um exemplo ji citado é o da Cu-
chaperona Ccs que leva Cu®* a4 Cu/Zn-Superéxido dismutase, enzima que utilizando o
potencial redox do seu co-fator metélico converte superéxido em H,O,, uma das proteinas

antioxidantes mais importantes existentes em eucariotos (Puig et al., 2007).

54



A expressao de OsPMBP1 indica regulacao pelo ritmo circadiano

O experimento de resposta a luz mostrou que a expressao do gene OsPMBP1 nao é
alterada pela presenca/auséncia de luz. Porém nesse experimento foi verificada uma
reducdo no acumulo de transcritos do final da tarde ao inicio da manhd do dia seguinte,
tendéncia mantida pela coleta das 10 horas da manha (Fig. 15). Tal variacao € indicativa de
que a expressao desse gene possa ser regulada pelo relégio circadiano.

O reldgio circadiano é um regulador intricado e delicado da fisiologia dos mais
diversos organismos e que existe devido a um processo fundamental do planeta, a rotacao
da terra que produz ciclos de 24 horas, divididos em dias e noites. Normalmente, grandes
alteracdes ambientais estdo relacionadas ao ciclo didrio claro/escuro, além da
luminosidade, existem variagdes na temperatura e umidade. Fatores essenciais para a
fisiologia das plantas, em especial, devido a necessidade da luz ao processo fotossintese e
ao mesmo tempo de processos que evitem a dessecacdo durante o dia (por exemplo, o
fechamento dos estomatos). Este rel6gio interno permite que o organismo se antecipe a
estas mudancgas previsiveis (Harmer, 2009).

Couvington e colaboradores (2008) demonstraram que cerca de um terco dos
transcritos de A. thalina possuem regulacdo pelo ciclo circadiano. Entre os genes
identificados estdo genes de regulacdo e resposta a hormonios, além de genes de diversas
rotas de resposta a estresses abidticos. Os autores observaram regulacido circadiana em
genes induzidos por calor (30 de 57 genes avaliados), frio (41/111), seca (36/70) e sal
(62/124). Tal regulagdo protege a planta das variacdes ambientais didrias. Genes com
expressdo induzida pelo calor apresentam um pico de transcricio um pouco antes do
amanhecer, ji genes de resposta ao frio sdo mais expressos no inicio da noite. E a
expressdo de genes envolvidos na resposta a espécies reativas de oxigénio (ROS)
apresentou seu pico ao meio-dia, hordrio de maior incidéncia solar e atividade
fotossintética na planta.

Apesar da necessidade de avaliar a expressdo de OsPMBP1 em outros hordrios ao
longo do dia para afirmar com maior confiabilidade, o padrdo de expressao observado nos
trés horérios de coleta indica que o gene pertence ao grupo de genes de expressdo tardia,
com pico de expressdao ao final da tarde e anoitecer e queda da expressdo ao meio-dia. A

partir dessa informacdo, elaboramos um modelo de como seria a expressio de
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OsPMBP1 ao longo do dia, nos baseando no padrio de expressdo de genes regulados pelo
promotor evening element (EE), apresentado por Couvingon e colaboradores (2008) como
um dos principais cis-elementos responsaveis pela expressdo de genes ao entardecer e

inicio da noite (Fig. 16).
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Figura 16. Ciclo circadiano hipotético baseado na expressdo de OsPMBPI as 2, 4 e 12 horas de exposicdo a
luz (inicio do ciclo) (linha continua em vermelho). Tracejado em azul, o modelo elaborado com base na
expressdo de genes regulados pelo cis-elemento EE (Couvingon et al., 2008). Expressdo relativa de
OsPMBPI(eixo vertical) ao longo do tempo (eixo horizontal), determinado tanto em horas do ciclo (em
preto) quanto no hordrio oficial (abaixo, em letras cinzas). Fundo claro representa dia, enquanto o escuro
representa o periodo da noite.

Os genes induzidos nessa faixa de hordrio possuem, em sua maioria, promotores
com o motivo GATA (anti-senso, TATC) como elemento principal, como o Evening
Element (EE, que possui a sequéncia principal AATATCT), GATA-Box (CTTATCC ou
GGATAA) e CBS (Circadian-Clock-associated-1 binding site, AAAATCT) (Michael et
al, 2008; Couvingon et al., 2008). Apesar de nao identificarmos uma sequéncia candnica
de cis-elemento ja descrito, localizamos, na regido de 1 Kb antes do inicio do gene, trés
sequéncias que correspondem ao motivo (T/A)GATA(G/A), alvo dos membros da familia
de fatores de transcricio GATA (Manfield et al., 2007). Esses motivos encontram-se nas
posicdes -199, -688 e -710 a partir do inicio da traducdo (ATG), o padrdo de expressio
observado indica que provavelmente esta regido promotora seja responsivel pela

transcrig¢do ritmada do gene OsPMBP1 (Fig.17).
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AAGAGAGAATAAGTTTGCATTAAAAAGAAGAGCTAAGTGGCTTATTAAGCAGATCTGACCAATTAGATTTCTAAAAA
CCCAGCAAGCAAGTAAATAAATGCCACTCCAAAGAATCATAGTTGTAACCATCTTCTTATGAACCCTACATGCTCCT
TTAAAACACATGAATTTTATAAAAAATAATAATATATAAATATTAATTAAAATTTCCATAAAAATTACACGAAACTT
CTGCTTTCCAAAGTAGGTTTAAAATTCCAGCTAGTCAGCACCTTCTAAGTTATACTCCAAGAACTGATAAGTAATGA
CAGGGAAACTGATAAAATCCTCTCTCATGATACTACTTCCTCCATTCTAGAATATAACAATTTAGTACTGGATGAG
ACATATTATAGTACTACGAATTTAGACATGCATATGTCCAAATACATAATATTATTATACGTCTAATCCGATTATAG
ATTGTTATATTCTCGGAGGGAGGGAGTAGTAATATTTTTTAGTACTGCCAAGTCCAAACTTCAAAGCTCCCAACAGG
CCTTCCCCAGTCTCTTTAGACAATGTTCTGGAGAGACTACAAAAGTGATGTTTTACCCACACTATTCTAACCGAGAG
AGAGAAGAGAGAGGGTGCTCTGTATGTAACCATGCAAAAAAAAAAAAATTACTACACCGATGGAGGTGGTGGGGTCA
GGAAGAGAAGACCCTCACCCATGTGGGAGGGTCAGTGAGATTATAGAAGAGAGGAGGTAGAATTGTAGTAGTAGAAA
AGAGGAGGAGCTAGTAGTAGTAGAAGAAGAAGAGAGCAGATAGAAAGAACCCTTTCTTAAATGCAGGGAAGTAGTGG
CTTCACTTGCAACGGTACAAGAACCACCATCACTTCCCTACCACTCCACTACTAGCCACTGGCCATTGCTCCTICTCC
TCCCACTCTTCTTCTCCATCTCCTICTCCTCTCTTCTCTCATTCTCTTCCCTGCAACTTGCAAACAGTGCTCTGCAGA
ATGACCAAAGATGAGGATTTCAAGCTGGTCAAGATCCA-OsPMBP1

Figura 17. Regido promotora do gene OsPMBP1 (1Kb antes do inicio de transcri¢do), com os motivos GATA
destacados em negrito e a regido transcrita do gene em amarelo.

A Linhagem Ds72

A redugd@o no numero de transcritos de OsPMBPI na linhagem mutante nio foi
estatisticamente significativa nas condi¢des testadas (P<0,05). Porém para atestar que a
insercao de T-DNA nio alterou a expressdo do gene serdo necessarios novos experimentos,
utilizando amostras de tecidos diferentes (como raiz, folha adulta, caule e panicula) e
submetidas a condi¢des diferentes, principalmente de estresses por metal.

Outro fator a ser considerado é que a presenca de mRNA ndo necessariamente
comprova a expressdo do gene. O par de primers utilizado nas reacdes de qRT-PCR se
anelam na por¢ao inicial do gene, podendo estar amplificando transcritos que na realidade
se encontrem truncados ou alterados pela presenga de elementos do T-DNA. Além disso,
ainda que os transcritos estejam presentes, a funcionalidade dos mesmos poderia estar
comprometida pela inserc@o, o que resultaria na ndo traducao do mesmo. Portanto, andlises
posteriores para verificar a presenga da proteina expressa serdo necessarias para confirmar
a expressao de OsPMBPI na linhagem transgénica.

A ligacdo do fendtipo de estatura reduzida nas plantas dessa linhagem com a
inser¢dao de T-DNA ndo foi comprovada. Apesar das plantas Ds72 terem em média uma
estatura menor que as plantas NT (Fig.5), verificamos uma grande variacdo entre as plantas

dos dois grupos, existindo plantas Ds72 com estatura semelhante a de plantas NT (Fig. 6).
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Além disso, plantas da linhagem que sdo heterozigotas para a insercdo e, inclusive, uma
que ndo possui a insercao também apresentam estatura menor que as plantas NT (Fig.8). A
reduc@o no crescimento dessas plantas provavelmente estd associada a outro fator, como,
por exemplo, uma mutagao ocasionada pela cultura de tecidos em um locus diferente, que
segregou da insercdo de T-DNA na prole. Mutacdes desse tipo sdo umavaridvel essa a
qual todo projeto de criacdo de mutantes, por essa técnica,estd sujeito.

Plantas sdao organismos “robustos” em que mesmo a falta de um gene importante
pode ndo resultar em um fendtipo aparente em condicdes normais. Em muitos casos, como
o das preniltransferases, efeitos da falta do gene s6 se tornaram perceptiveis as plantas
foram submetidas a estresses. Dessa forma avaliagdes do crescimento de plantas dessa
linhagem em condi¢des adversas, como, por exemplo, caréncia e/ou excesso de cobre, sdo
necessdrias para a completa caracterizacao dessas plantas

Para isolar caracteristicas derivadas da caréncia de OsPMBPI nessa linhagem
pretendemos utilizar de outras plantas que possuam a expressao desse gene alterada. Como
informado na introdugao, nas cole¢des de mutantes com FST conhecida, ndo hd nenhuma
outra linhagem de arroz identificada que possua inser¢cdo de T-DNA ou transposon nesse
16cus.

Para realizar essa comparacdo, pretendemos utilizar linhagens geradas pela
mobilizacdo do elemento Ds, buscando linhagens com insercdes do transposon que afetem
mais a expressdo desse gene. Para isso pretendemos realizar novos experimentos de
transformacgao além de manter e analisar linhagens obtidas a partir deste trabalho. Outra
abordagem proposta para trabalhos futuros € o silenciamento de OsPMBP1 por RNAI.

Em paralelo, utilizaremos como controle os descendentes da planta Ds72A-1-D, que
nido possui a insercdo de T-DNA, mas apresentou estatura relativamente reduzida em
relacdo a plantas NT. Comparando essas plantas com as que possuem a inser¢do de T-
DNA, serd possivel isolar caracteristicas que mais provavelmente se encontrem ligadas a

insercdo no locus de OsPMBP].
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Conclusao e Perspectivas

Identificamos, em arroz, a proteina prenilada ligante de metal, OsPMBPI, que
pertence a um grupo de proteinas vegetais recentemente descoberto. Caracterizada ha 10
anos a familia das proteinas farnesiladas (FP) possui como caracteristicas principais a
presenca de um dominio de associacdo a metais pesados e um sitio de prenilacdo em sua
extremidade carboxil. Muito pouco se sabe sobre essas proteinas, sendo a elas atribuidas
funcdes relacionadas com o metabolismo, transporte e detoxica¢ao de metais pesados.

Nesta década em que passaram a ser conhecidas, poucas FPs foram alvo de
trabalhos publicados: CdI19 foi descrita como uma metalochaperona que ancorada na
membrana plasmadtica, principalmente de tecidos vasculares, impede que ions téxicos
como Cd** causem dano no meio intracelular (Suzuki et al., 2002); e ATPF6 interage com
a proteina ligante de acil-CoA ACP2 em um provdvel mecanismo de reparo de lipidios
peroxidados pela a¢do de ions metdlicos, em que parece ter papel na detoxica¢do de metais
como o cadmio, ancorada a membrana (Gao et al., 2009). Outro membro dessa familia,
HVFP1, apresenta uma ac¢do completamente diferente, a proteina se localiza no nucleo da
célula e responde fracamente a metais pesados, sua expressdo € induzida por outros
estresses abidticos, como frio e seca, e ele ainda se mostra altamente expresso em folhas
senescentes (Barth et al., 2004).

OsPMBP]I assim como outros membros desse grupo teve sua transcricdo afetada
em resposta a ions metélicos, em excesso de A13+, que provoca danos semelhantes a outros
cétions divalentes como Cd** . Curiosamente, a expressio do gene foi reprimida em raizes
e induzida em folhas e caule. Essa reacdo se mostra oposta a de CdI19, ATFP6 e HVFPI,
que foram induzidas em toda a planta, com uma resposta maior nas raizes. Tal variacao
pode ser resultado de mecanismo de regulacdo expressos diferencialmente em raizes e
parte aérea, e que afetam a expressdo de OsPMBPI. Esse resultado indica que esse gene
pode desempenhar uma funcao diferente das demais FPs descritas.

Também observamos indicios de que esse gene € regulado pelo ciclo circadiano,
com expressao tardia, alcangando o pico de transcri¢do ao final da tarde. A regulacdo pelo
relégio circadiano foi verificada em muitos genes de resposta a estresse, como OsPMBPI,

tendo a funcdo de preparar o organismo para estresses futuros.
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Este trabalho iniciou-se por uma linhagem mutante (Ds72) que apresenta uma
insercdo de T-DNA nesse gene e um fenétipo de estatura reduzida. Porém analises iniciais
nio comprovaram de maneira inequivoca uma alteragdo na expressao do gene na linhagem
mutante nem uma ligacao entre a inser¢do de T-DNA e o fenétipo.

Muito ainda nos falta para que possamos entender a funcdo e o funcionamento
dessa proteina na planta, experimentos adicionais para avaliar a expressdo em condicdes de
excesso e caréncia de metais serdo realizados para comprovar se o gene realmente esta
ligado a resposta a estresses abidticos, agindo no transporte e/ou detoxificacdo de metais
pesados.

A expressdo do gene serd avaliada em diferentes tecidos da plantas NT e Ds72, em
especial nas paniculas, que segundo o perfil de expressdo apresentado pelo NCBI € o
tecido onde o gene € mais transcrito em condicdes naturais (Fig.13B). Da mesma forma, as
plantas mutantes serdo submetidas a estresse por excesso/caréncia de metal pesado sendo

analisadas em busca de variacOes fenotipicas resultantes da deficiéncia dessa proteina.
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ANEXO 1. Primers utilizados

Nome do Primer Sequéncia
Ac_193 1+ iAc forward 5’-CAGCTCCAAAGACAAAGACAAC-3’
Ac_23 82 | iAcreverse 5’-TGCAGCAGCAATAACAGAGTC-3’
BarS’_68+ bar forward 5’-CCATCGTCAACCACTACATC-3’
Bar3 ’_489- bar reverse 5’-AGAAACCCACGTCATGC-3’
hphS’_5+ hph forward 5’-AAAAGCCTGAACTCACCGC-3’
Hph3’_51 5 | hphreverse 5’-TCGTCCATCACAGTTTGCC-3’
GUS_1346F | uidA forward 5’- TCACCGAAGTTCATGCCAGTCC-3’
GUS_1781R | uidA reverse 5’- ACGCTCACACCGATACCATCAG-3’
Ds3_6587+ | Ds3 forward 5’-CCGTCCCGCAAGTTAAATATG-3’
TTLBnest3 | LB flank 5’-ACGTCCGCAATGTGTTATTAAG-3’
Ds72f1 72 forward 5’- CTGGTTTTCAGGGCTACACC-3’
Ds72r1 72 reverse 5’- TGTTTAGTCCGATGCCATGA -3’
72rt forward 3 5’- TGATGGCTGTAAGCACAAGG- 3’
TR 72 rt reverse 3 5’- CTGTGACCACAGCTCTGCAT-3’
eF forward 5’- TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT-3’
Osel eF reverse 5’- GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA-3’
FDH forward 5’- CAAAATCAGCTGGTGCTTCTC-3’
OsFbH FDH reverse 5’- TTCCAATGCATTCAAAGCTG-3’
18S forward 5’-CTACGTCCCTGCCCTTTGTACA-3’
Os185 18S reverse 5’-ACACTTCACCGGACCATTCAA-3’
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ANEXO 2. Meios de cultura utilizados na cultura de tecidos.

Nome Composicao para 1 litro de meio de cultura:
N6 Macro-elementos: (NH4),SO4 4,6 mg; KNO; 28,3 mg; KH3PO4 4mg;
MgS04.7H,0 1,9 mg; CaCl,.2H,0 1,7 mg;
N6D N6 Micro-elementos: MnSO4.4H,O 4,4 mg; ZnSO,.7H,O 1,5 mg;
H;BO;3; 6 mg; KL 0,8 mg;
N6 Vitaminas: Glicina 0,2 mg; Tiamina-HCI 0,1 mg; Piridoxina-HCl
Meio de | 0,5mg; Acido Nicotinico 0,5 mg;
inducio  de FeEDTA™'36,75 mg; Mioinositol 100 mg, Acido Casaminico 300mg;
calos Prolina 2,9 g; 2,4—D*2 2mg; Sacarose 30g; Fitagel 3g;
pH 5,8
N6 Macro (metade da concentracao usada no meio N6D);
NB B5 Micro-elementos > (100X) 10 mL;

Meio base de
proliferacao
de calos

NB liquido

HTC

Meio de
selecdo com
Basta®

HTC

Meio de
selecao com
higromicina
PR

Meio de pré-
regeneracao
Reg

Meio de
regeneracao
MSY2

B5 Vitaminas(100X) 10mL;

FeEDTA 36,75 mg; Sacarose 30g; Prolina 0,5g; Glutamina 0,5g;
Caseina Enzimética Hidrolisada 0,3g; 2,4-D Fitagel 3g;

pH 5,8

Preparo igual ao NB s6lido, mas sem Fitagel

Preparar meio NB e, depois de autoclavado, acrescentar:

Timentina 150 mg/L
Cefatoxima Sddica 200mg/L
Basta® 10 mg/L

Preparar meio NB, e depois de autoclavado, acrescentar:

Timentina 150 mg/L

Cefatoxima Sddica 200mg/L

Higromicina 50mg/L

Preparar meio NB sem 2,4-D e acrescentar:
ANA 1 mg/L

BAP 2 mg/LL

Depois de autoclavado acrescentar:

ABA 5 mg/LL

Preparar meio NB sem 2,4-D e acrescentar:

ANA 0,5 mg/L
BAP 3 mg/LL

Sais e vitaminas do meio Murashige & Skoog, na metade da
concentracao/L
Sacarose 30g; Fitagel 2,5 g;

*1. Ferric-Sodium salt (Sigma cell culture); *2. Acido 2,4-dicloro-fenoxiacético; *3. Gamborg’s
vitamin solution (Sigma cell culture).
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ANEXO 3. Predicdo da estrutura secunddria de OsPMBP1 segundo o programa PROF
Prediction do servidor PredictProtein indicando ao longo da seqii€éncia peptidica pela
probabilidade de cada residuo de formar uma hélice (colunas vermelhas), uma fita (azuis)
ou uma al¢a (verdes).

PROF results (detail)

na MTRDEDFRLVKIGTEVLRVNTHCDECKHRVEKLLGRIZGVY SVALDVDNEKVTVT GV SDTL IRKLTRGEKHAE LS QUK GESHQGHKGSNNGORCG000GROQHGROHORQGANE SKDGNKNNN I LKDOGRQEGVGE

pH sec

pE_sec

pE_sec

pL_sec

pL_sec
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ANEXO 4. PrePS — Resultado do programa de predicao de prenilagcdo para a proteina
OsPMBPI.

PrePS§ - Prediction of Protein Prenylation Page 1 of |

PrePS - Prenylation Prediction Suite

Protein CaaX Farnesylation, CaaX Geranylgeranylation and Rab Geranylgeranylation

Running FT prediction for query sequence ... done
Running GGT1 prediction for query sequence ... done
Running GGT2 prediction for query seguence ... done

FT ++-

«+.HPGAAGYHPASNGDVETMFSDENTKGCVVM

FT - CaaX Farnesyltransferase
Pos.: 417 of 420

Score: 1.930

P-Value: 8.0e-05

Click here for details]

GGT1 +++.

«+.HPGAAGYHPASNGDVETMFSDENTKGCVVM

GGT1 - CaaX
Geranylgeranyltransferase
Pos.: 417 of 420

Score: 2.576

P-Value: 5.2e-04

Click here for details!

GGT2

«.HPGAAGYHPASNGDVETMFSDENTKGCVVM

GGT2 - Rab
Geranylgeranyltransferase

HMM1 (Rab GTPase fold - E-value):
NOT significant!

HMM2Z (REP-interaction = Score):
NOT above prediction threshold!
Click here for details!

The Mendel Site Details & Help Contact



ANEXO 5. Arvore filogenética demonstrando relagdes entre proteinas preniladas ligantes

de ions metalicos

CXXC: CaaX:

Drosophila melanogaster Dmel CG4354

1000,— At5g58060 ATGP1 Geranylgeranylated protein CTIL*****
L 050190964000 ATGP1-like CTIL*****
LOC 0s079g12900.1 cd/zm-transporting ATPase 2
LOC 0s06g48720.1 cd/zm-transporting ATPase 4
LOC 0s02g10290.1 copper-transporting ATPase 3 ISCASC
LOC 0s06g45500.1 copper-transporting ATPase RAN1 MTCANC
LOC 0s08g37950.1 copper-transporting ATPase PAAl MSCGGC
LOC 0s04g48410.1 copper chaperone for SOD MKCDGC
LOC 0s04g32800.1 LKCCRC CVIM*****
LOC 0s04g32810.1 LKCCRC  CAIM****
] LOC 0s04g32840.1 DNA binding protein LKCCRC CSVM****
LOC 0s04g32850.1 extensin precursor LQCCRC  CSIM*****
LOC 0s04g32820.1 LNCLRC CSVM****
LOC 0s11g41120.1 extensin-like protein percursor LACHKC CVIM*****
LOC 0s10g14050.1 YGCRCC CSIM*****
LOC 0s03g54050.1 LECERC CAIM*****
LOC 0s07g48390.1 LECEKC CAVM-*
Atl1gl6380 ATFP1 LDCPKC  CNIM*****x
1000 LOC 0s039g29920.1 LECDRC  CSVM****
L 1000 LOC 0s07g41600.1 LECDRC CSVM****
574 1000
LOC 0s04g39350.2 ATFP4-like CSIM* ** %%
LOC 0s04g39350.1 ATFP4-like CSIM* ****
LOC 0s04g39360.1 ATFP4-like MPCDGC  CSIM***x*
At3g07600 ATFP4 CRIM-
At5g48290 ATFPS CKIM-
LOC 0s02g37330.1 ATFP4-like CSIM* ****
LOC 0s02g37160.1 CCIL***x**
LOC 0s04g39320.2 CAIM* ****
LOC 0s04g39290.1 CSIL****x*
LOC 0s04g39300.1 CTIQ**
LOC 0s09g09930.1 CSIM* ****
200 1000 LOC 0s09g09830.2 ccoMm* *
693 LOC 0s01g14700.1 CIIQ**
E 4% LOC 0s04g56570.1 TSCDKC  CSIM*****
998 LOC 0s03g03500.1 GMFP5-like CAIC**
804 LOC 0s10g38870.1 CAIC**
1000 LOC 0s04g57200.2 CVIC**
1000 LOC 0s04g57200.1 CVIC**
LOC 0s02g30650.1 ATFP3-like MHCEAC  CVVM*****
LOC 0s02g30650.2 ATFP3-like MHCEAC  CVVM***x*
LOC 0s04g32030.1 ATFP3-like MHCEGC  CSVM***x
LOC 0s109g14870.1 ATFP3-like MHCEGC CTVA**
At3g63530 ATFP3 MHCEGC = CTVM*****
LOC 0s03g64340.1 LHCTGC CVIS***
LOC 0s04g50020.1 VHCKQC ~ CSVMx**x
At1g29000 LHCRKC CRIV**
LOC 0s07g20340.2 ATFP3-like VHCDGC ~ CTVM****
LOC 0s07g20340.1 ATFP3-like VHCDGC  CTVM****
LOC 0s03g05750.1 LHCAGC CSVM***x*
m LOC 0s10g30450.1 LHCAGC CSVM*****
LOC 0s02g57360.1 MHCDGC CSIA**
At5g03380 CdIl9 MHCEGC  CSVM***x
Glycine max GMFP5 LHCDGC  CSIM***#***
830 At2g36950 ATFP2 MHCEGC  CSVM***x
— LOC 0s10g30430.1 VHCNGC  CSIQ***
948‘— LOC 0s01g20830.1 MDCNGC CTIS**
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ANEXO 5. Relagdes filogenéticas entre proteinas preniladas ligantes de fons

(continuagdo)
957
prrs B
318
689 |
e i
274]
L 915
996
218 |
288 |
376 |
504

LOC 0s06935060.

-

LOC 0s01g55320.

-

LOC 0s10g39210.

.

LOC 0s03g02860.

-

Glycine max
At5g66110

At4g38580

At4g35060

LOC 0s03g06080.1
LOC 0s04917100.2
LOC 0s04917100.1
Hordeum vulgare
Hordeum vulgare
Hordeum vulgare
LOC 0s01g32330.1
LOC 0s03926650.

-

LOC 0s09920000.

.

LOC 0s089g31140.

.

GMFP7

ATFP6

farnesylated protein 2
farnesylated protein 1
farnesylated protein 1
HVFP1l farnesylated protein 1
HVFP2 farnesylated protein 2
HVFP3 farnesylated protein 3

farnesylated protein 2

At1g22990 ATFP7
At4g08570
Medicago truncatula TC102873 (Al responsive)

LOC 0503922490.1
LOC 0s07g47480.1
LOC 0s05g30570.

-

LOC 0s01g70710.

N

LOC 0s01g70710.
LOC 0s059g05820.1
At1g56210
LOC 0s08910490.1
R
Hordeum vulgare
At1g23000
At3g06130
At5319090
LOC 0s11g05010.1
LOC 0s12905040.1

copper chaperone putative

pro-resilin precursor

OsPMBP1
AK252001.1

CXXC:

IDCDGC
MDCAGC
MCCEGC
MCCSGC
LHCDGC
MDCEGC
MDCEGC
IDCEGC
MDCEGC
IDCEGC
IDCEGC
IDCEGC
MDCEGC
MDCEGC
MDCEGC
MDCDGC
MDCDGC
MDCDGC
IDCDGC
IDCGEC
MDCEGC
IHCLGC
IHCEGC
IHCEGC

IHCEGC
IHCEGC
IHCEGC
NCCDGC
IHCDGC
IHCDGC
IHCEGC
IHCDGC
IHCDGC
IHCDGC

IHCDGC

metalicos

CaaX:

CAVM* ** *
CSVM* **
CATM* ***
CSTM* ***
CSTM* ***
CTIM****
CUVM* ** *
CUVM* *
CAVM* ** *
CSVM* ** *
CSVM* ** *
CSVM* **
CTIM****
CTUM* ** *
CSTM* ***
CSLM* ***
CSIM****
CAVM* ** *
CTVM* ** *
CATM* ***
CSIM****
CSUM* ** *
CSVM* **
CSVM* **
CSVM* ** *
CSVM* **
CSVM* **
CATM* ***
CHVM--

CVVM* ** %
CAIM****
CNIM-***
CDIM--

CNIM-***

CSUM* ** *

w

w

*k

ANEXO 5. Arvore filogenética representando relagdes entre proteinas da familia FP (em azul) e outras
proteinas com sitios de ligacdo a fons metdlicos (CXXC) e de prenilacio (CaaX) em Arabidopsis thaliana,
Glicine max, Hordeum vulgare e Oryza sativa. *: indice de prenilacdo dado pelo programa PrePS. Destacado
em vermelho, a familia de OsPMBP1. Arvore gerada por ClustaX2 por NJ, testada com 1000 bootstraps e

editada em MEGA4.0 .
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