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Caracterizacao Fenotipica e Molecular de plantas de arroz silenciadas no gene OsGpx3

As especies reativas de oxigénio (EROs) sdo constantemente produzidas durante o metabolismo aerdbico pela cadeia respiratoria na mitocondria e pela
cadeia transportadora de elétrons da fotossintese. Essas moleculas podem reagir com componentes celulares e causar danos ao DNA, as proteinas e aos
lipidios, portanto, sua presenca deve ser estritamente controlada pela celula. Para atenuar a toxicidade desses compostos, 0S organismos aerobios
desenvolveram sistemas enzimaticos; dentre eles, enzimas da familia Glutationa peroxidase (GPx), que catalisam a reducdo de peroxido de hidrogénio ou
hidroperdxidos organicos a agua ou a alcoois correspondentes.

O papel das GPx nao se limita a proteger as plantas dos efeitos danosos das EROs; essas enzimas também atuam em complexas cascatas de
sinalizacao, assim, seu perfeito funcionamento € indispensavel para a célula. O estresse oxidativo derivado das EROs constitui um dos principais fatores de
danos as plantas expostas a condicbes ambientais adversas. A caracterizacao funcional de genes cujos produtos podem proteger as plantas dos efeitos do
estresse oxidativo pode contribuir para o desenvolvimento de cultivares mais resistentes e adaptadas ao meio ambiente e assim, aumentar sua produtividade.

- Metodologia e Objetivos

Para contribuir com a elucidacao das funcdes dos produtos génicos dessa Figura 1 — Escala de desenvolvimento da panicula (Counce et al., 2001)
familia, foram obtidas linhagens de plantas geneticamente R2 R3 R4 RS R6 R7 Ra R9
modificadas, carregando construcoes de RNA de interferéncia (RNAI) para
silenciar especificamente GPx3. Atraves do método de transformacdo mediado
por Agrobacterium tumefaciens, calos de arroz (cv. Nippombare) foram
transformados com o vetor pANDA (Miki & Shimamoto, 2004).

Paralelamente, tracamos um perfil de expressao dos genes de Glutationa
peroxidase durante o desenvolvimento da planta selvagem. Para tanto, foram
coletadas amostras de paniculas das fases R2 a R9 de acordo com a escala de
desenvolvimento de Counce et al. (Figura 1). Prosseguiu-se com a extracao de
RNA total, a sintese de cDNA e PCR quantitativa em Tempo Real,. Os resultados

foram analisados através do método 2-24Ct (Livak & Schmittgen, 2001). Formacdodo Externalizagdo  Antese em Inicioda ~ Pelomenos ~ Secamento  Maturidade Panicula
colar nafolha  da panicula uma ou expansao uma cariopse do grao do grao completamente
bandeira mais flores da cariopse expandida madura
da panicula

Resultados e Conclusoes
Analises por RT-gPCR mostraram a reducao da expressao do gene Durante a fase reprodutiva, foi possivel observar que os genes de
OsGpx3 em aproximadamente 95% quando comparado as plantas nao GPx sd0 mais expressos nas etapas R4 a R7, que correspondem as fases
transformadas (Gl’é.ﬁCO 1), enquanto que as outras quatro GPx presentes no relacionadas com a expansao de graos e Inicio da maturacao. Foi
genoma do arroz nao foram afetadas (Grafico 2). observada expressdo aumentada dos cinco genes GPx durante o estadio
R6, indicando que esta familia génica parece estar envolvida na expansao
Grafico 1 - Expressdo do gene OsGpx3 Grafico 2 - Expressdo de OsGPx em plantas RNAIOsGPx3 em profundidade da cariopse. Além disso, observou-se que o produto génico
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de OsGPx2 pode participar da expansao inicial da cariopse, ja que sua
expressao esta aumentada na fase Rb5.
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AT Grafico 3 — Perfil de Expressao dos genes de GPx de arroz durante a fase reprodutiva

¥ Linel

1,5

® OsGPx3

M Line 2 120

HLine 3

o
o))

o
»

100

Expressdo relativa OsAct/OsFDH

™ R2
™R3

Expressdo relativa OsAct/OsFDH
o
[00]

0,5 -

o
N}

Genes normalizadores: Actina e FDH Genes normalizadores: Actina e FDH

: B BN i o : % Ra
T T T 1 0 -
™ R5
NT Line 1 Line 2 Line 3 0sGPx1 0sGPx2 OsGPx4 0sGPx5 © = R6
& W R7
Grafico 1 — Expressao do gene OsGpx3 em plantas silenciadas Grafico 2 — Expressao dos Genes 1, 2, 4 e 5 de GPx nas plantas silenciadas para o 3 °0 * . -
para o Gene OsGPx3 gene OsGpx3 S + T R8
NT: Planta ndo transformada NT: Planta ndo transformada OsGPx — genes de Glutationa © m R9
Line 1 — Linhagem 1 de plantas RNAiOsGPx3 Line 1 — Linhagem 1 de plantas RNAiOsGPx3 Peroxidase de Oryza sativa 2 0 ol
Line 2 — Linhagem 2 de plantas RNAiOsGPx3 Line 2 — Linhagem 2 de plantas RNAiOsGPx3 (OsGPx1; OsGPx2; OsGPx3; z§
Line 3 — Linhagem 3 de plantas RNAiOsGPx3 Line 3 — Linhagem 3 de plantas RNAiOsGPx3 OsGPx4; OsGPx5). §
o
x
Ll

20

*
* % T
.I.
T I
T k
— — 3 «
— .% R I —-—i- -___ I —-—*i—:- — ' Xk I i%' —T I +* ‘

Gpx1 Gpx2 Gpx3 Gpx4 Gpx5

¥

Grafico 3 — Perfil de Expressao dos genes de GPx de arroz durante a fase reprodutiva.
Gene normalizador: SnU6

*p<0.05

**p<0.01

A\ , Os resultados obtidos indicam que esta familia génica parece
u.l - estar envolvida no desenvolvimento morfolégico das plantas. Mais

estudos séo necessarios para confirmar estes resultados.

As plantas silenciadas apresentaram desenvolvimento anormal da panicula, com

References

0 prolongamento de pedicelos e a reducdo no numero de graos, sugerindo a COUNCE, P. A. et al. CROP SCI. n.40, p. 436-443 (2000)
participacdo da GPx3 na formacao dessa estrutura. VARGIS R ot FEBS D a7t o A0 5070, (2008)

MIKI & SHIMAMOTO. Plant Cell Physiol. n.45, p.490-495 (2004)

Apoio Financeiro: CNPqg, FAPERGS, ICGEB, UNESCO.



