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(57) Resumo: CONSTRUGCAO GENICA, PROCESSO PARA
MODULAR A RESPOSTA OXIDATIVA EM ARROZ, PROCESSO
PARA MODULAR A TOLERANCIA DE PLANTAS AO ALUMINIO. A
presente invengao proporciona: constru¢gées génicas; processos para
modular resposta oxidativa em arroz; e processos para modular a
tolerancia de plantas ao aluminio. Os objetos da inveng¢éo tém como
conceito inventivo comum o uso de funcional de APX citosdlicas
(OsAPx1 e OsAPx2) e peroxissomais (OsAPx3 e OsAPx4) de arroz.
Em uma concretizagdo preferencial, os processos da invengao
compreendem, entre outros, o silenciamento pés-transcricional por
RNA de interferéncia (RNAI) dos genes individualmente e de ambos os
genes codificantes de isoformas do mesmo compartimento subcelular.
A redugédo da expressdo de cada gene, assim como de ambos os
genes de um compartimento, de acordo com a presente invengéao,
resulta no desenvolvimento de diferentes sinais. As plantas RNAI
apresentam diferentes fenétipos e padroes de expresséo transcricional
dos genes da familia OsAPXx.
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Relatério Descritivo de Patente de Invencao
CONSTRUGAO GENICA, PROCESSO PARA MODULAR A RESPOSTA

OXIDATIVA EM ARROZ, PROCESSO PARA MODULAR A TOLERANCIA DE
PLANTAS AO ALUMINIO

Campo da Invencao
A presente invencao estd no campo de Biotecnologia e Biologia

Molecular. Mais especificamente, a presente invengdo proporciona:
construgdes génicas; processos para modular resposta oxidativa em arroz; e
processos para modular a tolerancia de plantas ao aluminio. Os objetos da
invengado tém como conceito inventivo comum o uso de APX citosdlicas
(OsAPx1 e OsAPx2) e peroxissomais (OsAPx3 e OsAPx4) de arroz.

Antecedentes da Invengao
Organismos aerdbicos, em um mecanismo eficiente de obtencdo de

energia, utilizam o oxigénio atmosférico (Oz) para oxidar componentes
organicos. A redugéo univalente da molécula de O, produz um conjunto de
formas parcialmente reduzidas de oxigénio, denominadas de Espécies
Reativas de Oxigénio (ERO). Desta forma, a produgdo de ERO é inevitavel em
6éh‘ai96es 6timas de crescimento. A imposigéao de condigao de estresse bibtica
ou abiética conduz a elevacdo da produgado destas moléculas. O acimulo das
ERO, causado pelo aumento de sua produgio e ineficiéncia dos mecanismos

antioxidantes em decomporem estas moléculas em formas menos toxicas,

" pode resultar em diversos danos oxidativos em nivel celular (SHIGEOKA ef al.,

2002).

A disponibilidade das sequéncias completas de Arabidopsis (Arabidopsis
thaliana) e de arroz (Oryza sativa) e 0s avangos nas pesquisas, CoOmo em
gendémica funcional e protedmica, tém permitido melhor entendimento da
funcdo das ERO, referente ao seu papel na toxicidade celular e como molécula
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sinalizadora de diversos mecanismos celulares, entre esses, defesa a
estresses bidticos e abibticos.
Espécies Reativas de Oxigénio

Espécies Reativas de Oxigénio sdo formas parcialmente reduzidas de
oxigénio atmosférico. Sao formadas a partir da excitacdo do O, que resulta na
forma de oxigénio singlete ('O2) ou pela transferéncia de um, dois ou trés
elétrons para o O, formando, respectivamente, radical superéxido (O2),
peroxido de hidrogénio (H20>) ou radical hidroxila (HO®) (MITTLER, 2002).

As ERO s&o produtos secundarios inevitaveis do metabolismo aerdbico
(KOTCHONI & GACHOMO, 2006). Reagoes formadoras de ERO estédo
envolvidas com o metabolismo normal, como na fotossintese e respiragéo,
assim como pertencem a vias induzidas durante estresses abiéticos (MITTLER,
2002). As ERO podem ser geradas por diversas atividades enzimaticas, por
éxemplo, pela atividade das NADPH oxidases (MITTLER et al., 2004). Durante
condigées normais de crescimento, a produgao de ERO é baixa (240uM s’ 0y
e 0,5uM H,0O, em cloroplastos). Entretanto, diante de diversos tipos de
estresse, quando a homeostase celular é rombida, ocorre aumento da
produgéo destas espécies (240-720pM s O, e 5-15uM H,0, em cloroplastos)
(POLLE, 2001; MITTLER, 2002).

Organelas com alta atividade metabdlica oxidativa ou com intenso fluxo
de elétrons, como cloroplastos, mitocéndrias e peroxissomo, sdo a maior fonte
de produgdo de ERO nas células vegetais. O H;O, além de ser produzido
durante a fotossintese, fotorrespiragdo e respiragdo, também € gerado na
matriz extracelular. O citosol ndo é considerado grande fonte de ERO, mas
atua como um depédsito para estas moléculas derivadas de outros
compartimentos subcelulares (SLEVAK ef al., 2007).

O peréxido de hidrogénio € a molécula mais estavel entre as ERO e
apresenta papel crucial como molécula sinalizadora em varios processos
fisioldégicos. Niveis intracelulares e intercelulares de H,O, elevam-se em
estresses ambientais. O H0; é‘ o fator chave na mediagao do fenémeno de
aclimatizagao e tolerancia cruzada, através do qual uma exposi¢ao prévia a um
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estresse pode induzir tolerancia as subsequentes exposicbes ao mesmo ou
outro estresse (SATO et al., 2001; NEILL et al., 2002)._ H2O, interage com
proteinas contendo o grupo funcional tiol e ativa diferentes vias de sinalizagao,
assim como, fatores de transcrigdo. O HyO; é transportado pelas membranas
juntamente com &gua pelos canais de agua aquaporina (HENZLER &
STEUDLE, 2000). Conseqiuientemente, H.O, é capaz de regular expressao
génica e processos do ciclo celular (SLESAK et al., 2007).

Defesa versus morte celular

As ERO, além de indicadores celulares de estresse, sd0 mensageiros
secundarios envolvidos em vias de transdugdo de sinal de resposta a
estresses. A concentragao intracelular de ERO deve ser controlada finamente,
pois 0 acimulo destas espécies pode resultar em morte celular (MITTLER,
2002). Seu duplo papel nas reagbes metabdlicas, atuando como produto
secundario téxico do metabolismo aerobico e como regulador chave de
crescimento, desenvolvimento e vias de defesa, é dependente da sua
concentragdo intracelular (FOYER & NOCTOR, 2005; KOTCHONI &
GACHOMO, 2006). Uma questao pertinente € como as ERO, principalmente
H,0;, sdo capazes de atuar especificamente, apesar do duplo papel funcional e
das diversas respostas biolégicas que participam (Figura 1).

As ERO, como moléculas sinalizadoras, controlam diversos processos
metabdlicos: ciclo celular, crescimento, morte programada da célula,
senescéncia, sinalizagdo hormonal, resposta a estresses abiéticos, defesa a
patégenos, respostas sistémicas e desenvolvimento (MITTLER et al., 1998;
MITTLER, 2002; VRANOVA et al, 2002; VANDENABEELE et al., 2003;
VACCA et al., 2004; DE PINTO et al., 2006; KWAK et al., 2006; TORRES et al.,
2006; QUEVAL et al.,, 2007; SLESAK et al., 2007, ZAVALETA-MANCERA ef
al, 2007). Uma alteragdo sutil na homeostasia de ERO conduz a uma
modificagao da regulagdo da expressao de um conjunto especifico de genes,
como a alteracdo na expressdo de genes codificantes de proteinas
antioxidantes e de proteinas envolvidas na cascata de fosforilagao, via ativagao
de MAPK (KOVTUN et al., 2000; NEILL et al., 2002; KOTCHONI & GACHOMO,
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20086). Diferentes tipos de ERO afetam a expressdo génica nuclear ativando
distintas vias de sinalizacdo. Estresses que induzem a formagao de 'O, afetam
aproximadamente 5% do total do genoma de Arabidopsis, entretanto a
expressdo destes genes ndo é afetada da mesma forma quando ocorre
elevagdo dos niveis de O;/H20,. Nao se sabe até o momento se estas vias
operam separadamente ou interagem entre si. Inclusive, parece existir
antagonismo entre H.0, e '0, no que se refere as respostas a estresses
abidticos. Uma interagao cruzada entre as ERO parece ser essencial para o
controle fino dos ajustes antioxidantes quando em situagdo de estresse (LALOI
et al., 2007).

Tem sido sugerido que as ERO sdo necessarias para a indugdo da
resisténcia a doencas e para mediar a tolerancia a mdltiplos estresses em
plantas (KOTCHONI & GACHOMO, 2006). A indugao de genes relacionados a
defesa e a morte celular requer moléculas sinalizadoras adicionais para
transduzir e/ou amplificar o sinal, como acido abscisico, acido salicilico, acido
jasmonico, auxina e etileno. Estas moléculas sinalizadoras participam
possivelmente dos mecanismos de defesa das plantas induzido pelas ERO
(VAN CAMP et al, 1998, BOLWELL, 1999; NEILL et al., 2002;
VANDENABEELE et al, 2003; FOYER & NOCTOR, 2005; KOTCHONI &
GACHOMO, 2006). |

Quando as plantas sao submetidas a situagao de estresse (frio, intensa
luminosidade, ozénio, seca, estresse salino, patdgenos, irradiagao UV), a
geracdo de ERO é intensificada. O acumulo excessivo destas moléculas exige
a ativagdo de defesas adicionais (KOTCHONI & GACHOMO, .2006).- Em uma
situacéo na qual o organismo € incapaz de metabolizar efetivamente o excesso
de ERO, estas irdo rapidamente provocar peroiidagéo lipidica, oxidagdo de
proteinas, inibicdo enzimatica e danos ao DNA e RNA. Conseqiientemente, -
estes danos conduzirdo a disfungéo celular, lesées necréticas ou ainda morte
celular. Alternativamente, niveis elevados de ERO podem ativar a via de
apoptose, necessaria para a defesa a patégenos (MITTLER ef al, 1998;
FOYER & NOCTOR, 2005; KOTCHONI & GACHOMO, 2006).
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Mecanismos de defesa antioxidante na célula vegetal

Uma vez que as ERO séo téxicas e também participam de eventos de
sinalizagao, as células vegetais requerem mecanismos que regulem finamente
a concentragao intracelular destas moléculas (MITTLER, 2002; MITTLER et al.,
2004; NEILL et al, 2002; KOTCHONI & GACHOMO, 2006). A localizagao

subcelular e as propriedades bioquimicas distintas das enzimas antioxidantes,

'suas indugdes diferenciais em niveis génico e enzimatico e a presenga de

mecanismos nao-enzimaticos resulta em um sistema antioxidante versatil e
flexivel capaz de controlar o acimulo de ERO (VRANOVA et al.; 2002). A
concentragdo é determinada pela diferenga entre os mecanismos de produgao
e decomposigdo das ERO. Estes mecanismos podem ser alterados
bruscamente dependendo da condigao fisiolégica na qual a planta se encontra
e da integracdo dos estimulos bioquimicos, do desenvolvimento e do ambienté
(MITTLER, 2002).

A reducédo da produgdo de ERO pode evitar ou aliviar os efeitos do
estresse. Mecanismos que podem reduzir esta produgdo durante situagdes de
estresse sdo: (1) adaptacao anatdémica, como movimento e curvatura foliar; (2) .
adaptagdes fisiologicas, como metabolismo C4 e CAM (“Crassulacean acid
metabolism”); (3) mecanismos moleculares que regulam o aparato
fotossintético de acordo com a intensidade e qualidade da luz (MITTLER,
2002).

Em condigbes normais de crescimento, ERO sdo rapidamente
metabolizadas por vias antioxidantes enzimaticas e por metabdlitos nao-
enzimaticos de baixo peso molecular, como vitaminas antioxidantes, tidis
protéicos e ndo-protéicos (Lim ef al., 1993; KOTCHONI & GACHOMO, 2006).
Elementos antioxidantes nao-enzimaticos, como ascorbato (AsA) e glutationa
(GSH), sao crucias na defesa contra estresse oxidativo, exercendo papel de
tampdes antioxidantes (MITTLER, 2002; FOYER & NOCTOR, 2005). O pool
celular de ascorbato e glutationa € mantido no seu estado reduzido por um
conjunto de enzimas dependentes de NAD(P)H (monodehidroascorbato
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redutase, dehidroascorbato redutase e glutationa redutase) (MITTLER et al.,
2004).

Os principais mecanismos enzimaticos de decomposicdo de ERO em
células vegetais incluem superéxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase
(APX), glutationa peroxidase (GPX), peroxirredoxina (PrxR) e catalase (CAT).
Estas enzimas antioxidantes estdo presentes em praticamente todos os
compartimentos subcelulares. Usualmente, uma organela apresenta mais de
uma enzima que decompdem uma mesma ERO (MITTLER, 2002; MITTLER et
al., 2004). E importante destacar que o H20, apresenta a capacidade de
difusdo entre os diferentes compartimentos subcelulares (HENZLER &
STEUDLE, 2000). Além disso, o transporte de ascorbato e glutationa é central
na determinagao da concentracdo especifica destes compostos e do potencial
redox nos diferentes compartimentos celulares (PIGNOCCHI & FOYER, 2003;
MITTLER et al., 2004). }

O balango entre as atividades de SOD, APX e CAT é critico para
determinar o nivel intracelular do radical superdxido e de perdxido de
hidrogénio (MITTLER, 2002). Este balancgo e o sequestro de ions metalicos sdo
importantes para prevenir a formagéo de radicais hidroxila via reagdes de
Fenton (ASADA, 2006). APX e CAT utilizam como substrato H,0,. A diferenca
de afinidade pelo H,O, de APX (em nivel de uM) e de CAT (em nivel de mM)
sugere fungdes diferentes entre as duas enzimas: APX parece ser responsavel
pela modulagéo fina de ERO, enquanto a CAT deve exercer papel na remogao
de H,0O, durante estresse. Outra diferenga entre APX e CAT é a localizagéo
subcelular. Catalase encontra-se preferencialmente no peroxissomo. Além
disso, diferentemente de APX, a atividade de CAT n&o requer suprimento de
moléculas doadoras de elétrons (MITTLER, 2002). |

O ciclo da ascorbato-glutationa é essencial na decomposi¢ao de H,0..

- Os componentes deste ciclo antioxidante estdo presentes em praticamente

todos os compartimentos intracelulares (Figura 2). A APX utiliza ascorbato

(AsA) na sua forma reduzida como doador especifico de elétron para reduzir

- H202 em 4gua com concomitante geracao de monodehidroascorbato (MDASA).
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MDAsA pode ser espontaneamente reduzido a AsA e dehidroascorbato
(DAsA). AsA ainda pode ser recuperado pela agdo da MDAsA redutase
dependente de NAD(P)H. DAsA redutase, utilizando GSH como doador de
elétrons, reduz DAsA a ascorbato. A forma reduzida de glutationa é, por sua
vez, recuperada a partir de sua forma oxidada (GSSG) pela GSH redutase
dependente de NAD(P)H (ASADA, 1999; SHIGEOKA et al., 2002).
O Modelo Vegetal

O arroz (Oryza sativa L.) pertence a familia das grami‘rieas, na qual

estao incluidos milho, trigo, cevada e cana-de-agucar. Estes cereais fornecem
a principal base da alimentagdao mundial, inclusive da alimentagao animal.

O arroz é caracterizado como uma planta modelo entre as
monocotiledéneas. O genoma do arroz de 390 mega bases (Mb) (dado
divulgado por C. ROBIN BUELL no “Plant Genome Annotation Workshop” em
maio de 2007) é relativamente pequeno ao ser comparado com outros cereais.
O genoma do milho, cevada e trigo sao estimados em 3000, 5000 e 16000 Mb,
respectivamente. Apresentar o menor genoma entre os cereais cultivados foi
decisivo para o genoma do arroz ser completamente sequenciado. A sequéncia
do genoma do arroz foi publicada pela primeira vez em 2002, contendo muitas
lacunas e erros (YU et al., 2002; GOFF ef al, 2002). Dois grupos de
pesquisadores independentes, um publico e um privado, foram responsaveis
pelo sequenciamento do genoma do arroz das duas subespécies mais
cultivadas, indica e japonica. As informagdes genémicas resultantes,
disponiveis para a comunidade cientifica internacional, tém permitido o
desenvolvimento dovconhecimento em diversas areas, como em genodmica,

protedmica, metaboldmica e melhoramento de cereais.

Seqliéncias expressas do arroz tém sido ativamente identificadas. Mais
de 1,1 milhao de “expressed sequence tags” (EST) e seqiéncias completas de
DNA complementar (FL-cDNA) foram depositadas em bancos de dados (dado
divulgado por C. ROBIN BUELL no “Plant Genome Annotation Workshop” em
maio de 2007). Essas sequéncias transcritas derivam de diversos tecidos,
diferentes épocas de desenvolvimento e estresses bidticos e abidticos aos



10

15

20

25

30

8/62

quais a planta é submetida. A presen¢a destas seqiiéncias tém conduzido a
identificagcao e a descoberta de novos e importantes genes vegetais.

Em 2007, uma anotagdo acurada do genoma de Oryza safiva L. ssp.
japonica foi publicada, sugerindo que o numero de genes em arroz é
aproximadamente 32.000 genes. Foram identificadas linhagens de mutantes
insercionais interrompendo um total de 5000 genes codificantes de proteinas, o
que acelera a validagdo experimental das anota¢cdes e o a caracterizagao
funcional de genes responsaveis por importantes caracteristicas (HIROCHIKA
et al., 2004; The Rice Annotation Project, 2007).

Foram desenvolvidas varias ferramentas que reforcam o papel do arroz
como uma planta modelo: i) mapa genético saturado (Internacional Rice
Genome Sequencing Project, 2005; HARUSHIMA et al., 1998) e, ii) técnica
eficiente de transformacédo genética (HIEl ef al., 1994). Além disso, mapas
genéticos comparativos entre a familia de gramineas revelou regides extensas
de conteudo génico conservado e ordenado, ou seja, a existéncia de intensa
sintenia entre as gramineas (MOORE et al., 1995). Desta forma, a identificagdo
e o estudo de genes de arroz podem fornecer informagdes validas na
investigacao de caracteristicas e regides genémicas entre as gramineas, o que
pode resultar em melhoramento em nivel agrondmico destas éspécies
(BENNETZEN, 2002). Desta forma, o arroz € um organismo impaf para o
estudo da fisiologia, biologia do desenvolvimento, genética e evolugdo de
plantas. |

‘Do que se depreende da literatura pesquisada, nao foram encontrados
documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos da presente invencao,
de forma que a solugéo aqui proposta possui hovidade e atividade inventiva
frente ao estado da técnica.

Sumario da Invengao
E um dos objetos da presente invengdo proporcionar construgdes

génicas uteis para a modulagéo da resposta oxidativa em arroz.
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E um outro dos objetos dé'presente invengéo proporcionar construgdes
génicas Uteis para a modulagéo da tolerancia de plantas ao aluminio.

E um outro dos objetos da presente invengao proporcionar processos
para modular da resposta oxidativa em arroz. ,

E um outro dos objetos da presente invengéo proporcionar processos
para modular a tolerancia de plantas ao aluminio.

Em um aspecto, os objetos da invengao tém como conceito inventivo
comum a modulagdo, em plantas, da expressdo de genes codificadores de
APX. Em uma concretizagao preferencial, a referida modulagao se da por meio
do silenciamento poés-transcricional por RNA de interferéncia (RNAI) de genes
individuais e de ambos os genes codificantes de APX de mesma localizagao
subcelular.

Estes e outros objetos da invencédo serdao imediatamente valorizados
pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, e serdo
descritos em detalhes suficientes para sua reprodugéo na descri¢ao a seguir.

Breve Descricao das Figuras

A figura 1 mostra o ciclo ascorbato-glutationa e reagdes catalisadas
pelas enzimas antioxidantes SOD e CAT.

A figura 2 mostra a confirmagéo da transformacgéo de Escherichia coli
com vetor pANDA-OsAPX2s. Resultado do PCR com primers desenhados para
construgéo “hairpin” visando o silenciamento de OsAPX2 (225pb). Foi utilizado
como controle positivo aliquota do vetor pANDA recombinado com construgdo
OsAPX2s. Como controle negativo foi utilizada agua. As amostras amplificadas
sdo derivadas de 2 colonias isoladas de Escherichia coli transformadas e
crescidas em meio de cultura contendo canamicina.

A figura 3 mostra a confirmagao da transformagéo de Agrobacterium
tumefaciens com vetor pANDA-OsAPx4s. Resultado do PCR com primers
desenhados para construgéo “hairpin” visando o silenciamento de OsAPx4
(245pb). Foi utilizado como controle positivo aliquota de vetor pANDA

" recombinado com construgao OsAPx4s. Como controle negativo foi utilizada
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agua. As amostras amplificadas sdo derivadas de 2 colénias isoladas de A.
tumefaciens transformadas e crescidas em meio de cultura contendo
rifampicina e canamicina.

A figura 4 mostra a transformagdo de calos de arroz Oryza sativa L.
subespécie japonica cultivar Nipponbare por Agrobacterium tumefaciens
AGL1/RNAI. 4.1) Co-cultivo de calos de arroz com A. fumefaciens transformada
com o vetor pANDA - OsAPx1/2s. 4.2) Calos transformacdo em meio de
cultura contendo higromicina (NB-HTC). Apenas as células transformadas sao
capazes de se multiplicarem em higromicina. 4.3) Apos cerca de 3 meses em
meio com higromicina e 10 dias em meio de pré-regeneracéo, os calos de arroz
sdo transferidos para meio de regeneragédo. 4.4) Plantas regeneradas s&o
mantidas por a0 menos 2 semanas em meio MS‘/; contendo higromicina. 4.5)
As plantas que sobrevivem a higromicina séo passadas para solo. A) Planta
nao-transformada (NT). B) OsAPx1/2s-5. C) OsAPx1/2s-10. |

A figura 5 mostra a confirmagéo da inser¢ao da construgao “hairpin” nas
plantas transformadas. Foto do gel obtido a partir da amplificagdo por PCR de
DNA extraido de plantas transformadas e ndo-transformada. O primer Hpt foi
utilizadd na amplificagdo (456pb). Planta contendo o gene Hpt foi utilizada
como controle positivo.

A figura 6 mostra plantas OsAPx1/2s linhagens 5 e 10 e plantas nao-
transformadas (NT) submetidas a solugdo hidropdnica pH 4,0 com aluminio
100ppm (6.1) e na auséncia de aluminio (6.2). As plantas foram mantidas em
solugao hidropénica por 14 dias. ’

A figura 7 mostra plahtas OsAPx1s com redugdo da expresséo
transcricional do gene OsAPx1 citosdlico. As plantas nas fotos 7.1 e 7.2 estdo
no solo ha dois meses. Na foto 7.3, sdo apresentadas planta NT e 3 diferentes
linhagens de OsAPxTs (linhagens 6, 30 e 40). A planta' NT, com mesma idade
das plantas RNAI, esta em estagio de florescimento.

A figura 8 descreve a extracdo de RNA total e sintese de cDNA. 8.1) Gel
de agarose ilustrativo do RNA total extraido com Trizol. 8.2) Resultado do PCR
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do cDNA de folhas de p.lantas RNA.I. A reagdo de PCR foi realizada com primer
OsPIP1.2 (201pb). |

A figura 9 descreve a expressao relativa dos genes da familia OsAPx em
plantas OsAPx1s por RT-PCR quantitativo. O grafico respresenta o logaritmo
da expressdo dos genes OsAPx relativo a expressdo dos genes FDH e
Ubiquitina em plantas NT e em 3 linhagens OsAPx17s. A normalizagao dos
resultados foi feita em relacdo a expressao relativa do gene OsAPx71 em
plantas ndo-transformadas.

A figura 10 mostra plantas OsAPx2s com redugdao da expressado
transcricional do gene OsAPx2 citosélico. Na foto sado apresentadas plantas
nao-transformadas (NT) e 2 plantas da linhagem OsAPx2s-13.

A figura 11 descreve a Expressao relativa dos genes da familia OsAPx
em plantas OsAPX2s por RT-PCR quantitativo. O grafico representa o
logaritmo da expressao dos genes OsAPXx relativo a expressao dos genes FDH
e Ubiquitina em plantas nao-transformadas (NT) e média de 3 plantas da
linhagem OsAPx2s-13. A normalizagdo dos resultados foi feita em relagéo a
expressao relativa do gene OsAPx1 em plantas ndo-transformadas.

A figura 11a mostra a tolerancia reforgada ao aluminio de plantas
OsAPX1/2s em relagao a plantas nao transformadas (NT). A) Mudas cresceram
em meio hidropdnico suplementado com 20 ppm de aluminio. Experimentos
foram realizados com progenia T1 de trés linhas independentes OsAPX1/2s (a.
OsAPX1/2s-5, b. OsAPX1/2s-10 e c. OsAPX1/2s-11). B) Localizagao in situ de
H,O, determinado por coloragdo DAB em folhas de plantas silenciadas e NT
submetidas ao estresse por aluminio. Determinagbes foram realizadas com
mudas de 20 dias imediatamente (+Al 0 min), 30 minutos (+Al 30 min), 1 hora
(+Al 1h) e 1 dia (+Al 1dia) apés o inicio do estresse. Ap6s 1 hora sob estresse
por aluminio plantas transgénicas OsAPX1/2s acumularam maior conteudo de
H.O, que plantas NT, mas voltaram ao nivel nhormal em ambas as plantas
apos 24 horas sob estresse.
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A figura 11b mostra o efeito da exposigao em 20 ppm de aluminio na

expressdo dos genes OsAPx em plantas NT (NT'+AI) e plantas silenciadas
(Apx1/2s + Al).
Plantas mantidas sob condigdes controle de crescimento (NT e OsAPX1/2s )
foram usadas como controle. A acumulagdo do mRNA OsAPx foi determinada
por qRT-PCR usando 3 diferentes genes constitutivos (fator de alongamento,
FDH. e ubiquitina) para normalizar a expressdo génica. A normalizagdo de
todos os genes foi feita usando o nivel de transcricio de OsAPx1 em plantas
NT. Valores representam os meios +/- SD (n=3). '

A figura 11 ¢ mostra a caracterizagao bioquimica de plantas OsAPx1/2s
sob estresse por aluminio. Efeito do silenciamento de genes OsAPx citosdlicos
na resposta das plantas para tratamento com aluminio em relacdo a suas
ativdidades de APX (A), SOD (B), CAT (C) e aos seus contetdos de AsA (D),
TBARS (E) E H202 (F). Determinagdes foram realizadas em arroz transgénico
OsAPx 1/2s (barras pretas e cinzas escuras) e plantas nao transformadas (NT)
(barras brancas e cinzas claras) de plantas com 8 semanas de idade crescidas
sob 40 ppm de aluminio. Valores representam os meios +/- SD (n=3).
Diferentes letras (a-c) no topo das barras de erro indicam diferentes meios
estatisticos (P<0,05). A figura 12 mostra plantas OsAPx3/4s com redugao da
expressdo transcricional de ambos genes OsAPx peroxissomais. NT-Planta
nao-transformada.

A figura 13 descreve a expressao relativa dos genes da familia OsAPx
em plantas OsAPx3/4s por RT-PCR quantitativo. O grafico representa o
logaritmo da expressdo dos genes OsAPx relativo a expressdo dos genes
FDH, eF e Ubiquitina em plantas NT e em 4 linhagens OsAPx3/s. A
normalizagdo dos resultados foi feita em relagdo a expresséao relativa do gene
OsAPX1 em plantas nao-transformadas.

A figura 14 mostra plantas OsAPx3s com reducdo da expressao
transcricional do gene OsAPx3 peroxissomal. NT- Planta ndo-transformada.

A figura 15 descreve a expressao relativa dos genes da familia OsAPx
em plantas OsAPx3s por RT-PCR quantitativo. O grafico representa o



10

15

20

25

30

13/62

logaritmo da expresséao dos genes OsAPx relativo a expressao dos genes FDH
e Ubiquitina em plantas nao-transformadas (NT) e em 2 linhagens
independentes OsAPx3s. A normalizagao dos resultados foi feita em relagdo a
expressao relativa do gene OsAPx1 em plantas ndo-transformadas.

A figura 16 mostra plantas OsAPx4s com reducdo da expressido
transcricional do gene OsAPx4 peroxissomal. NT- Plantas ndo-transformadas.

A figura 17 descreve a expressao relativa dos genes da familia OsAPx
em plantas OsAPx4s por RT-PCR quantitativo. O grafico representa o
logaritmo da expressao dos genes OsAPXx relativo a expressao dos genes FDH
e Ubiquitina em plantas nao-transformadas (NT) e em 3 linhagens OsAPx4s. A

normalizagao dos resultados foi feita em relagao a expresséo relativa do gene

OsAPx1 em plantas nao-transformadas.

Descri¢do Detalhada da Invencao

Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar uma
das inUmeras maneiras de se realizar a inven¢éo, contudo sem limitar, o
escopo da mesma. ‘

Construcéo do vetor visando o silenciamento génico

A estratégia utilizada para caracterizar funcionalmente os genes
codificantes de APX citosoélicas e peroxissomais foi o silenciamento por RNA de
interferéncia. O primeiro passo foi determinar para cada gene a ter sua
expressao transcricional reduzida, a melhor seqiéncia para’ a construgéo do
mRNA com estrutura “hairpin”.

Realizando andlises in silico, regiées especificas de aproximadamente
250 pb da regido transcrita dos genes APx1 (nimero de acesso NCBI D45423),
APx2 (numero de acesso NCBI AB053297), APx3. (niumero de acesso NCBI
AY382617) e APx4 (nimero de acesso NCBI AB114856.1) foram escolhidas
para o silenciamento individual de cada gene (Listagem de sequéncias, ao final
destea descrigédo detalhada). Objetivando obter a redugdo da expressao de
ambos genes codificantes de isoenzimas de mesma localizagdo subcelular,
buscou-se regides conservadas entre os genes APx71 e APx2 e entre os genes
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APx3 e APx4. Para o silenciamento simultaneo das isoformas citosdlicas, uma
regido de 250 pb do gene APx2 foi utilizado. O gene APx7 apresenta 26
nucleotideos continuos idénticos a sequéncia de APx2 escolhida, o que levaria
o seu silenciamento pés-transcricional. Uma regiéo'do gene APx4 foi utilizada
5 para o silenciamento simultineo de ambos genes codificantes de APX
peroxissomais. O gene APx3 apresenta 19 nucleotideos continuos idénticos a
‘'sequéncia de APx4. As regides escolhidas para o silenciamento dos genes
alvos, apresentam no maximo 14 nucleotideos continuos idénticos nos outros
genes da familia de APx, o que teoricamente evita o silenciamento pods-
10 transcricional por RNAIi destes genes. Devido a grande similaridade entre os
genes APx1 e APx2, a melhor sequéncia para o silenciamento individual de
cada gene apresenta 20 nucleotideos continuos idénticos no outro gene.

Maiores detalhes das seqiiéncias utilizadas encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1
15 Construgdes
RNAi
I 15% 6% 4% 6% %
‘ (20 nt) 6oy | 7o | Goy | Goo | 6no)
R 5 29% 18% 27% 22%
| (20nt) (7 nt) (4 nt) (7 nt) (8 nt)
| | s8% 50% 40% 45% 47%
20 (2nt) | (11nt) | @) | (6nt)
25% 21% 22% 28%
6n) | @6n) | Gny | 2m)
55% 57% 62% 58%
(9 nt) (8 nt) (9 nt) (12 nt)
60% 57% 60% 62%
2| Aint | (11m) | ©n | (0ny)

“Primers” especificos as sequéncias escolhidas foram utilizados para
obten¢ao de produtos amplificados por PCR. O produto do PCR foi entdo
clonado no vetor Gateway pDONOR ou pENTR, os quais, em seguida, foram

30 recombinados no vetor pANDA (MIKI & SHIMAMOTO, 2004) (Figura 2). O
produto de PCR foi incorporado por recombinagao no vetor no sentido senso e
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antisenso, cuja transcrigéo leva a formagao de estrutura “hairpin”. Neste vetor,
a transcricdo da sequéncia introduzida é regulada pelo promotor ubiquitina
(UBI) de milho. Entre o promotor e as sequéncias introduzidas esta presente
um intron para aumentar a expressdo do RNA. Uma seqiiéncia do gene B-
glucuronidase (Gus) encontra-se entre as 2 regides inseridas. O vetor pANDA
apresenta terminador NOS. Os genes de seleg¢iao presentes no vetorA-séo (o}
gene de resisténcia a higromicina (Hpf) e o gene de resisténcia a canamicina
(Nptil). ’

Transformacéo de Escherichia coli

Apoés a obtengao do vetor pANDA com as sequéncias especificas para o
silenciamento pés-transcricional, foi feita a clonagem do vetor em Escherichia
coli XL1 blue competente. As bactérias competentes para eletroporagéao foram
preparadas seguindo o protocolo descrito a seguir. Uma pré-cultura foi
preparada inoculando a bactéria em 50mL de meio de cultura Luria-Broth (LB)
liguido e mantendo a mesma sob agitagdo constante de 225 rpm, a 37°C por
16 horas. Dilui-se 10 mL da pré-cultura em 1 litro de LB liquido e esta foi
mantida sob agitacdo nas mesmas condigées anteriores até a cultura atingir
densidade ética de 0,5-0,8 a 600 nm. A cultura foi resfriada no gelo por 30
minutos e, a seguir, centrifugada a 4000 x g por 15 minutos, a 4°C. Ap6s o
descarte do sobrenadante, o precipitado contendo as células concentradas foi
ressuspendido em 1 litro de agua destilada a 4°C. A centrifugacao foi repetida e
a lavagem das células com agua destilada foi realizada com 500 mL. A mistura
foi centrifugada novamente & 4000 x g por 15 minutos, a 4°C e o sobrenadante
descartado. O precipitado foi entdo ressuspendido em 3 mL de glicerol 10% a
4°C, dividido em aliquotas de 80 pL e armazenado em nitrogénio liquido.
Durante a manipulagao, as amostras foram conservadas no gelo.

Para a transformacgao de Escherichia coli por eletroporagao, um volume
entre 1 e 1,6 uL de DNA recombinado foi homogeneizado com 40 pL de
bactéria competente e eletroporado na voltagem de 2,5. Apés a eletroporagao,
250 pL (LB) liquido foi acrescentado a cubeta de eletroporagdo. O material foi

entao transferido para um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL e mantido a 37°C
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por 1 hora. Volumes de 50 e 300 uL do meio de cultura contendo as bactérias
foram plaqueados em 2 placas com meio LB sélido contendo canamicina (25
pg/mL) para selegéo de bactérias transformadas. As placas foram mantidas em
estufa a 37°C por 24 horas. As colénias de bactérias que cresceram no meio
contendo canamicina foram selecionadas e realizado o protocolo de Miniprep
(ver o protocolo a seguir). A transformacdo das col6nias de bactérias
selecionadas foi confirmada por PCR utilizando os primers especificos da
construgdo “hairpin”.

Transformacéao de Agrobacterium tumefaciens

As células A. tumefaciens foram transformadas por choque térmico. OA
primeiro passo da transformacao foi a obtencéo de células competentes. Essas
células foram produzidas inoculando A. tumefaciens AGL1 em 4 mL de LB
liquido contendo 100 ug/mL de rifampicina. Esta pré-cultura foi mantida a 28°C
sob agitagdo constante de 225 rpm por 1 a 2 dias. Volume de 500 plL da pré-
cultura foi inoculado em 50 mL de LB liquido contendo 100 pg/mL de
rifampicina. A cultura foi mantida a 28°C sob agitagdo constante por 1 dia
(densidade dtica de 0,5 a 600 nm). A mistura foi entdo centrifugada a 5000 x g,
por 5 minutos a 4°C. Ap6s o descarte do sobrenadante, o precipitado foi
ressuspendido em 2 mL de LB liquido. Aliquotas de 200 pL foram armazenadas
em Nitrogénio liquido e descongeladas somente no momento da
transformacao.

Para a transformagao de A. fumefaciens por choque térmico, 1 pg de
DNA (vetor pANDA recombinado) foi homogeneizado a 200uL de células de A.
tumefaciens competentes. Apés congelamento por 5 minutos em N liquido, a
mistura foi incubada a 37°C por 25 minutos. A seguir, as células foram
transferidas para um novo tubo contendo 1 mL de LB liquido e incubadas a
28°C por 1 hora sem agitagao e por mais 2 horas sob agitagdo constante. As
células foram concentradas centrifugando-as por 3 minutos a 13000 x g. O
precipitado de células foi ressuspendido em 500 puL de LB liquido. As bactérias

em cultura liquida foram plaqueada em LB sélido contendo 25 pg/mL de |
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canamicina, 100 ug/mL de rifampicina. As placas foram mantidas a 28°C por 2
dias.

Apods a obtengdo de colbnias isoladas, foi executada miniprep. Assim
como na transformag@o de E. coli, a transformacao de A. tumefaciens foi
confirmada por PCR utilizando primers especificos da seqiiéncia introduzida no
vetor pANDA.

Transformacéo de Oryza sativa L. subespécie japonica cultivar Nipponbare

A transformagdo de Oryza sativa L. superespécie japonica cultivar
Nipponbare foi mediada por Agrobacterium tumefaciens segundo protocolo
descrito por UPADHYAYA et al., 2000. A seguir esta descrito o protocolo

utilizado. Os meios de cultura estao detalhados nas tabelas 2-8 a seguir. .

Tabela 2. Meio 20x concentrado de NB (UPADHYAYA et al., 2000).

A)N6 (NH,); SO, 9,3
B) N6 KNO; 53,68
C) N6 MgSQ,.7H,0 3,7g
D) N6 "ICaCl,2H,0 _ ’ 3,3g
E)N6 -~ [KH2PO4 8g

F) FeSO,.7TH,O 556mg
Na, EDTA 746mg

H; BO;4 , 60mg

IMnSO4H,O . 200mg

ZnS0,.7H,0 40mg

G)BS5 ' 15mg

Na,Mo0,.2H,0 - 5Smg

CoCl,.6H,0 (substock) 0,5mg

CuS0,.5H,0 (substock) 0,5mg

Tiamina 200mg

Piridoxina 20mg

H) VITBS /Ac.Nicotinico 20mg
Mio Inositol : 2000mg

Sacarose 600g
Agua destilada q.s.p. 2000mL




18/62

Tabela 3. Meio NB concentrado 20x (UPADHYAYA et al., 2000). A ordem
citada na tabela deve ser mantida para evitar precipitagao dos sais.

1° Micro do B5 (100x conc) 200mL

20 Fe EDTA do MS(100x conc) 200mL e
30 Vitaminas do B5(100x conc) 200mL ES
4° Sacarose 180g §‘

- 5° Complete c/dgua q.s.p. 1000mL E
& (NH4)2 SO4 9,38 e
70 KNO3 53,6g ° 'g
8° Sacarose 180g % -:E
9° MgS0,.7H,0 3,7g S é’
10° CaCL.2H,0 3,3g 238
11° Sacarose 180g’ 5 g
122 KH2PO4 8g S E
13° Sacarose 60g %
14° Caseina Hidrolisada 6g _g
15° Glutamina 10g 8
16° Prolina , 10g g
17° Complete c/agua q.s.p. 2000mL

Distribuir em aliquotas de S50mL e 100 mL
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Tabela 4. Solugdes estoques de B5 (GAMBORG, 1968).
* aquecer e dissolver os 2 separados, misturar o EDTA no Ferro e completar

com Hzo :
5 ** érecomendavel fazer um sub estoque G’ para melhor precisdo de pesagem
mg/L. de meio  Conc do stock g/ stock Vol do stock Vol no meio
A) KNO; 2500mg 100X 125¢ 500mL 10mL
B) CaCl,.2H,0 150mg 100X 7,52 500mL 10mL
C) MgS0,7H,0 250mg 100X 12,5g 500mL 10mL
D)  (NH,),SO, 134mg 100X 6,7¢g 500mL 10mL
E) NaH,PO.H,0 150mg 100X 7,5¢ 500mL 10mL
MICROELEM. mg/stock
Na, EDTA 37,3mg 100X 3730mg
Fy FeS0,.7H,0 27,8mg 100X 2780mg 1L 10mL
H;BO; 3mg 100X 150mg
MnS0,.H,0 10mg 100X 500mg
G)  ZnS0,7H,0 2mg 100X 100mg 499,8mL** JomL
K1 & 0,75,2 100X 37,58
Na,M004.2H,Q) 0,25mg 100X 12,5mg
Gys CoCl6H:0 v 0,025mg 1000X 25mg 0 o00uL
CuS0,.5H,0 0,025mg 1000X 12,5mg
Vitdo Tiamina 10mg 100X 500mg
B5 idoxina 1m 100X 50m
}x:r.lNicotinico lmi 100X 50m§ 500mL 10mL
Mio Inositol 100mg 100X 5000mg
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Tabela 5. Solugdes Estoques de MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962)

MACROELEMENTOS  g/L de meio C":ff;:)f;f“ o/ stock V°:‘t‘(')‘;f( 40 yolume no meio
A)  NHNO, 1.6508 50X 828 1L 20mL
B)  KNO, 1,900g 50X 955 L 70mL
C)  MgSO,7H,0 . 0,370g 100X 18,5g 500mL 10mL
D) CaChL2H,0 0,440g 100X 222 500mL 10mL
E)  KH,PO, 0,170g 100X 8,58 500mL 10mL
MICROELEMENTOS “‘;’l/;:e mg/ stock
F)* Na, EDTA 37,3mg 100X 3730mg IL 10mL
FeS0,.TH,0 - 27,8mg 100X 2780mg
G) H;BO; 6,2mg 100X 310mg
MnSO, 15,0 16.9mg 100X 845mg
7080, TH,0 8 6mg 100X 430mg_ 499,8mL** oL
KI 0,83mg 100X 45me .
Na,Mo00,.2HQ 0,25mg 100X 12,5mg
GH**  CoCl.6H,O 0,025mg 1000X 12,5mg
CuSO4.5H20& 0,025mg T000X 12.5mg 20l *200uL
H) Vit Tiamina T0mg 100X 500mg
do Pyridoxina 1m, 100X © 50m,
B5*** “Ac. Nicotinico e 100X Some — S00ML 10mL
Mio Inositol 100mg 100X 5000mg

* aquecer e dissolver os 2 separados, misturar 0o EDTA no Ferro e completar com H,0

**note que é necessario fazer um sub estoque G’ para melhor precisdo de pesagem

***¥N3o se utiliza as vitaminas do MS, pois esse é muito pobre em tiamina
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Tabela 6. Meio MS 10X concentrado para o volume de 20 litros (MURASHIGE
E SKOOG, 1962). Em um erlenmeyer de 2L deve ser colocado primeiro os
liquidos F, G e H e depois os sais, antes de colocar a sacarose, complete para
1L, pois esse aumenta muito o volume da solugédo, complete para 2 litros e
deixe dissolver bem antes de separar em aliquotas de 50mL e 100mL, coloque
no freezer devidamente fechado e identificado.

: g/L de meio g/ 2L
A) NH,NO; . 1,650g x20 33g
B) KNO; 1,900g x20 38g
) MgS0,.7H,0 0,370g x20 7,4g
D) CaCl,.2H,0 0,440g x20 8,8g
E) KH,PO, 0,170g x20 34g
MICROELEM. mg/L de meio mL/2L
Na, EDTA 37,3mg :
F) FeSOL 7O 77 8mg 10mLx20 200mL
H;BO; 6,2mg
MnSO,.H,0 16,9mg COMPLETAR PARA
ZnS0,4.7H,0 8,6mg : 2000mL
G) KI 0,83mg 10mLx20 200mL
Na,M00,.2H,0 , 0,25mg
G’)CoCl,.6H,0 0,025mg ,
CuS0,.5H,0 0,025mg
Tiamina ~ 10mg
\}/{l)t Pyridoxina Img 10mLx20  200mL
BS Ac, Nicotinico Img
Mio Inositol 100mg

SACAROSE 30g x20 600g




22/62

Tabela 7 Meios de cultura de tecidos de arroz — Oryza sativa L. subespécie

japonica cv. Nipponbare.

* Dependendo da autoclave a ser utilizada, ocorre alteragéo do pH do meio. O
pH final do meio apés ser autoclavado deve ser 5,8

NB sélido NB NBA HTC Pré- Regeneragio
liquido regeneracio

NB concentrado | 100mL 100mL 100mL 100mL 100mL 100mL
(conforme

apéndice 2.2) .
Fitagel 3,5¢ -- 3,5¢g 3,5g 4,5¢ 4,5g

2,4D (1mg/mL) 2mL 2mL 2mL 2mL - -

BAP (10mg/mL) |-- - - - 200pL (2mg/L) | 300uL (3mg/L) |
ANA - - - 100ul. (Img/L) | 50pL
(10mg/mL) (0,5mg/L)
pH* 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8
__é_gua destilada qs.p. 1L {qgs.p. 1L |gs.p.1L |g.s.p. 1L g.s.p. 1L q.s.p. 1L
Autoclavar 15 15 15 15° 15° 15°
Acetoseringona -- -- ImL - -- --
(19,62mg/mL)

Timentina -- -- - 581pL

(259mg/mL) (150pg/mL)

Cefotaxima - - - 1000uL - -
(200mg/mL) (200pg/mL)

Higromicina -- -- -- 1000pL -- --
(50mg/mL) (50pg/mL)

ABA (10mg/mL) | -- - - - 500pL (Smg/L) | --
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Tabela 8. Meios de cultura de tecidos de arroz — Oryza sativa L. subespécie

japonica cv. Nipponbare.

* Dependendo da autoclave a ser utilizada, ocorre alteragdo do pH do meio. O
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pH final do meio de cultura apés ser autoclavado deve ser 5,8

MS ¥ sem Higromicina

MS ¥ com Higromicina

MS concentrado (conforme
apéndice 2.5)

50mL

50mL

Fitagel 3,5¢ 3,5g

pH* 5,8 58

Agua destilada s.p. 1L g.s.p. 1L
Autoclavar 15° 15°

Higromicina (50mg/mL) -- 1000pL (50pg/mL)

A indugéo de calos de arroz foi feita removendo-se a casca da semente
e a esterilizando com etanol 70% (1 minuto), lavagem com agua esterilizada
por 3 vezes e entdao lavagem com hipoclorito de sédio (1,25 - 2,5%) por 30
minutos. Seguiu-se nova lavagem com agua em condigdes assépticas. As
sementes foram plaqueadas em meio N6D e mantidas na luz a 28°C por 6 a 8
semanas até a producao de calos.

Os calos produzidos foram transferidos para placas contendo meio NB e
mantidos no escuro a 28°C. Os calos foram repicados a cada 4 semanas. Para
transformagéo, foram utilizados calos com no maximo 3 repicagens.

A transformacao dos calos por A. tumefaciens seguiu os seguintes passos:

1) Cerca de 30 calos saudaveis foram transferidos para nova placa
de NB (2 placas de NB foram utilizadas por transformacgao).

2) No terceiro dia do passo 1, duas placas de A. tumefaciens
contendo a construgido foram repicadas em placas de meio LB
contendo rifampina (100 pg/mL) e canamicina (25 pg/mL) e
mantidas a 28°C.

3) Apés o segundo dia do passo 2, as bactérias foram transferidas

para 50 pL NB liquido suplementado com 100 pM de
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acetoseringoha. Os calos.do passo 1 foram adicionados ao meio
contendo bactérias e acetoseringona.

Apés incubagédo de 10 minutos, o meio liquido foi descartado e os
calos foram entéo transferidos para placas contendo meio NB
solido com 100 uM de acetoseringona (NBA). As placas foram
mantidas no escuro a 28°C por 3 dias.

Apds o co-cultivo, os calos foram lavados com 50 mL de agua
destilada autoclavada contendo timentina (150 mg/mL). Foram
realizadas 3 a 4 lavagens por 10 a 15 minutos em agitacao
constante.

Quando a solugdo contendo os calos ficou limpida, os calos,
inicialmente passados para placa com papel filtro estéril, foram
transferidos para placa NB-HTC, meio que contém Higromicina (50
pg/mL), Timentina (150 pg/mL) e Cefotaxima (2004 pg/mL) (visando
a selegdo dos calos transformados resistentes a higromicina e a
eliminagao de bactérias restantes). As placas foram incubadas no
escuro por 30 dias a 28°C. Q
Novos calos resistentes foram entao selecionados para nova placa
de NB-HTC, tendo-se o cuidado de transferir apenas 1 calo de
cada evento. A placav foi mantida a 28°C no escuro.

Apébs cerca de 3 semanas, os calos transformados resistentes a
higromicina que cresceram no meio NB-HTC foram novamente
transferidos para nova placa, eliminando-se os calos nao
resistentes.

Apés proliferagcao, os calos foram transferidos para meio de pré-
regeneracdo. Mantidos por 8 a 10 dias no escuro a 28°C. O
mesmo foi feito com calos nao-transformados para obtengao de

plantas ndo-transformadas (controles).

10)Apds a incubagdo no meio de pré-regeneragdo, os calos foram

transferidos para meio de regeneragio e mantidos na luz a 28°C.
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11)A partir de 20 dias, os calos transformados regeneraram plantas.
Plantas com raiz e parte aérea adequadas foram transferidas para
meio MS%. contendo higromicina (50 pg/mL). Este foi um passo
adicional- de selegdo. Os calos nao-transformados foram
transferidos para meio MS)2 na auséncia de higromicina. As
plantas foram mantidas na luz a 28°C.

12)Apés no minimo 14 dias no meio MSY2 com higromicina, as
plantas resistentes foram transferidas para vermiculita contendo
solugdo nutritiva (solugbes concentradas de A-G conforme
Apéndice 2.4) ou foram diretamente transferidas para o solo. As
plantas na vermiculita foram transferidas para o solo apés cerca de
3 semanas. Inicialmente, as plantas foram mantidas fechadas com
plastico para aclimatizag@o e aos pouco este foi sendo removido.

13) As plantas em vasos foram mantidas a 28°C em fotoperiodo de 12
horas de luz, submergidas em agua. A cada 2 semanas, era
adicionado fertilizante a agua de submerséo.

Minipreparacio de plasmideo (Miniprep)

Apébs a cIonagém do vetor RNAi em Escherichia coli e da transformacgao
de Agrobacterium tumefaciens, colbnias isoladas de bactérias foram
selecionadas e langadas em 4mL de meio de cultura LB liquido contendo
canamicina (25 pg/mL). Quando se cultivava A. tumefaciens, rifampicina (100
ng/mL) era também adicionada ao meio. A extragdo de plasmideos ou miniprep
foi realizada de acordo com SAMBROOK et al.,, 1989. Células de 1,5 mL da
suspensdo de bactérias foram concentradas por centrifugacdo em 13000xg por
1minuto. Apds o descarte do sobrenadante, 200 plL da solugdo | (Tris-HCI 25
mM pH 8,0; EDTA 10 mM; glicose 25 mM) foi adicionado as células com
homogeneizacao em vortex. Em seguida, a solugéao Il (200 ulL) contendo NaOH
0,2M e SDS 1% foi misturada lentamente por inversdao a mistura anterior.
Finalizando esta etapa, 200 puL da solugao’lll (Acetato de sédio 5M pH 5,2) foi

adicionada e homogeneizada as outras por inversdo. Apo6s centrifugacao por 5
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minutos a 13000 x g, 600 uL do sobrenadante foi transferido para novo tubo.
Os plasmideos foram entdo precipitados utilizando 600 pL de isopropanol e
centrifugagédo por 20 minutos em 13000 x g. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado com 350 pL de etanol 70%. A mistura foi centrifugada por 5
minutos a 13000 x g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi secado
em estufa a 37°C. Os plasmideos extraidos foram ressuspendidos em 50 uL de

agua MiliQ autoclavada.

Extracdo de DNA

A extragdo de DNA das folhas das plantas transgénicas e néo-
transformadas foi realizada conforme o protocolo PureGene desenvolvido por
N.M. Upadhyaya (CSIRO Plant Industry). As folhas eram coletas em gelo e 20-
40 mg do material foram pulverizados com N; liquido. Ao material macerado,
foi adicionado 600 pL de solugéo de lise de células (TE — Tris 10mM e EDTA
1mM, pH 8,0 — com 1% SDS). A mistura foi incubada a 65°C por '1 hora e
centrifugada por 3 minutos a 13000 x g. O sobrenadante foi transferido para um
novo tubo, ao qual foi adicionado 200 pL de solugdo de precipitagdo de
proteinas (Acetato de amdnio 6M). A seguir, a mistura foi agitada no vortex por
20 segundos. ApésAcentrifugagéo a 13000 x g por 5 minutos, 600 pL do
sobrenadante foi transferido para novo tubo. A precipitagdo do DNA foi
realizada adicionando 600 uL de isopropanol, seguido de 50 inversdes para
homogeneiiagéo e incubagdo em freezer por 30 minutos. O sobrenadante
resultante da centrifugacdo por 20 minutos a 13000 x g foi descartado e 350 pL
de etanol 70% foi adicionado ao tubo de microcentrifuga para lavagem do DNA.
Apos centrifugagao por 5 minutos em 13000 x g e descarte do sobrenadante, o
precipitado foi secado a 37°C. O DNA extraido foi ressuspendido em 40 ulL de
ég.ua MiliQ autoclavada.
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Extracdo de RNA

A exfragao de RNA de folhas de plantas transgénicas e plantas n&o-
transformadas foi feita com o reagente Trizol (Invitrogen), seguindo o protocolo
determinado pelo fabricante.

As folhas coletadas foram imediatamente congeladas em N, liquido, no
qual foram maceradas. 50-100 mg do tecido macerado foi homogeneizado em
1mL de Trizol (o volume de material n&o deve ultrapassar 10% do volume de
Trizol). As amostras foram incubadas no Trizol por 5 min numa temperatura
entre 15 e 30°C para permitir a completa dissociagdo dos complexos
nucleoprotéicos. Em seguida, foram adicionados 200 mL de cloroférmio para
cada 1 mL de Trizol. Apds agitagcdo vigorosa por 15 segundos, os tubos de
microcentrifuga foram incubados por 5 minutos entre 15 e 30°C. As amostras
foram centrifugadas em no maximo 12000 x g por 10 minutos. Apds a
centrifugagéo, a fase aquosa, a qual contem o RNA, foi coletada.

Para a precipitagdo do RNA, a fase aquosa foi transferida para um tubo
novo. 0,5 mL de isopropanol foi adicionado para cada 1mL de Trizol inicial. As
amostras foram incubadas por 10 minutos entre 15 e 30°C, seguindo
centrifugacdo por 10 minutos em velocidade maxima de 12000 x g. O
sobrenadante foi descartado.

O pellet de RNA foi lavado com 1 mL de etanol 70% para cada 1mL de
Trizol inicial. As amostras foram agitadas em vortex e centrifugadas a 7500 x g
por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado de RNA foi
secado em estufa a 37°C. O RNA foi ressuspendido em 30 plL de agua MiliQ
autoclavada.

Sintese de DNA complementar (cDNA)

A sintese de cDNA foi realizada utilizando a enzima transcriptase

reversa M-MLV RT (Promega). A reagéo da transcriptase reversa foi feita para
um volume final de 50 uL. Inicialmente, foi preparado o Mix | contendo 1 pL de
Poli T-V (23 bases) (0,5 uM), 1 uL de dNTP 10 mM e 8 pL de agua MiliQ

autoclavada para cada reagao. Ao volume de 10 pL do Mix | foi adicionado 2 pL
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de RNA e homogeneizado por pipetagem. As amostras foram incubadas a 65
°C por 5 minutos, seguido imediatamente de 5 minutos no gelo. A cada
amostra foi adicionado 38 plL do Mix Il contendo 10 pL de tampé&o 5X, 27 pL de
agua MiliQ autoclavada e 1 uL de enzima M-MLV RT (200 U/uL). As solugdes
foram homogeneizadas por pipetagem. As amostras foram incubadas por 2
horas a 37°C. Apés o tempo de incubagdo, a enzima foi inativada a
temperatura de 70°C por 15 minutos. A solugio estoque foi entio preparada
diluindo 10 vezes o volume final de 50uL obtido na sintese de cDNA. Para as
reagbes de PCR em Tempo Real, a solugdo estoque foi diluida 10 vezes
(diluicao final 1:100).

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As reagdes de PCR foram feitas geralmente utilizando 0,75 uL de MgCl;
(50 mM); 2,5 uL de tampao (10X); 0,5 ul. de dNTP (10mM); 0,5 uL de Mix de
primer “forward” e “reverse” (10 uM); 19uL de agua MiliQ autoclavada; 0,25 pL
de enzima Tagq DNA polimerase (5U/uL) e 1 uL de DNA. O programa utilizado
para polimerizagao iniciava com 5 minutos a 94°C, seguido de um ciclo de 30
repetigdes de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C e 1 minuto a 72°C. Finalizando
a polimerizacgéo, o programa apresentava 5 minutos a 72°C.

As reacbes de PCR foram realizadas para confirmagdo da
transformagao de Escherichia coli e Agrobacterium tumefaciens. Nessas
reagoes foram utilizados os primers especificos para cada construgdo RNA:;
OsAPx1s, OsAPx2s, OsAPx3s, OsAPx4s, OsAPx1/2s e OsAPx3/4s.

Para a confiimagdo da transformagdo de plantas pela insergao da
construgdo RNAI foram utilizados primers especificos para o gene Hpt (Hpt1: 5’
GAGCCTGACCTA TTGCATCTCC; Hpt2: 5
GGCCTCCAGAAGAAGATGTTGG) e Gus (Gus1: 5
CATGAAGATGCGGACTTACG; Gus2: 5  ATCCACGCCGTATTCGG),
presentes no vetor pANDA.

Reacbdes de PCR foram realizadas para analisar o cDNA sintetizado.
Para este fim foram utilizados primers especificos de OsPip1.2 (OsPip1.2F. 5’
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GTTTGCGGTGTT CTTGGTTC; OsPip1.2R: TTGAATGGAATTGCCCTGAT),
gene constitutivo em folhas de plantas de Oriza safiva L. japonica cv.
Nipponbare.

As amostras de PCR, assim como amostras de DNA e RNA, foram
analisadas por eletroforese em gel de agarose 1 a 2% corados com GelRed™
(Biotium, Inc.).

PCR em Tempo Real Quantitativo (QRT-PCR)

As anadlises da expressdo dos genes da familia APX foi realizada por

PCR em Tempo Real (Applied Biosystem 7500 Real-time PCR System), apés a
sintese de cDNA a partir das folhas de plantas transformadas e néo-
transformadas. '
A expressio relativa dos genes APx foi obtida utilizando o método 244t
(GACHON et al., 2004, WONG & MEDRANO, 2005). Os genes que serviram
de controles internos utilizados para a normalizagao da concentragao de mRNA
nas amostras foram Formaldeido Desidrogenase (FDH) (Numero de Acesso
GenBank U77637.1), Ubiquitina (Ubi) (NOmero de Acesso GenBank AK103230)
e ‘“elongation Factor” (eF) (Numero de Acesso GenBank AJ252135). A
amplificagdo dos genes APx e dos controles internos foi realizada utilizando
primers especificos, os quais foram desenhados para obter fragmentos'de DNA
de tamanho entre 180 a 250 pares de bases. Os primers especificos para
amplificagdo de cada gene APx estdo descritos no Apéndice 1. O par de

primers especificos para o0s normalizadores sdao eFfa F. &

TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT e eF1a R: 5
GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA; FDH F: CAAAATCAGCTGGTGCTTCTC
e FDH R: TTCCAATGCATTCAAAGCTG; Ubi5 F:

ACCACTTCGACCGCCACTACT e Ubi5 R: ACGCCTAAGCCTGCTGGTT.

Estresses Abidticos

Alta Intensidade de Radiacdo UV-B em Plantas Jovens

Plantas nao-transformadas e plantas da geragéo T1 das linhagens 5 e
10 de OsAPx1/2s com 30 dias de idade foram submetidas a radiagdo UV-B



10

15

20

25

30

30/62

durante 4 horas por 2 dias consecutivos. As plantas expostas ao estresse
encontravam-se em solugéo hidropénica Furlani & Furlani (48 mg/L N-NO3™; 12
mg/L N-NH,"; 200 mg/L Ca; 200 mg/L K; 40.6 mg/L Mg; 8.0 mg/L P; 151 mg/L
S; 234 mg/L Cl; 4.85 mg/L Fe; 0.67 mg/L Mn; 0.36 mg/L B; 0.20 mg/L Zn; 0.05
mg/L Cu; 0.11 mg/L Mo) (Furlani and Furlani, 1998). No terceiro dia (24 horas
apés o ultimo periodo de estresse), pool de folhas foram coletas para analise
de clorofila-A, conforme protocolo descrito por XING e colaboradores (2007).
As folhas maceradas foram colocadas em etanol 95% e mantidas no escuro
por 16 horas a 4°C. Prosseguiu-se a leitura em espectrofotometro nos
comprimentos de onda de 649 nm e 665 nm. O conteido de clorofila-A foi
calculada utilizando a seguinte equagao:

Clorofila-A = 13,95 Ages — 6,88 Agag

Estresse com Alta Concentragéo de Aluminio

Plantas nao-transformadas e plantas OsAPx1/2s das linhagens 5 e 10,
germinadas em papel filtro umido por 7 dias, foram submetidas a estresse com
diferentes concentragbes de Aluminio (AICI3) (20 ou 100ppm). Para o
tratamento com 100ppm, a adi¢do de aluminio na solugao hidropénica Furlani
& Furlani (Furlani and Furlani, 1998) foi gradual, iniciando com 4 dias de
estresse com 50ppm de Aluminio. A solugéo controle e a solugdo contendo
aluminio foram mantidas em pH 4,0. A duragéao total do estresse foi de 14 dias.
Obtencéo das Plantas Transgénicas |

As plantas transgénicas foram obtidas a partir da transformagéo por
Agrobacterium tUmefaciens de calos de arroz (Oryza sativa L.) da subespécie
Japonica cultivar Nipponbare. Apés a recombinacdo do vetor pANDA com as
seqliéncias de interesse, o vetor obtido foi introduzido em Escherichia coli. Esta
etapa foi efetuada para obtencao de quantidade suficiente dos vetores pANDA
recombinados (pANDA-OsAPx1/2s; pANDA-OsAPx1s; pANDA-OsAPx2s;
pANDA-OsAPx3/4s; pANDA-OsAPx3s; pANDA-OsAPx4s). Apés isolamento
dos plasmideos por Miniprep e quantificagdo dos mesmos em gel de agarose,
aproximadamente 1 ug de DNA plasmidial foi utilizado para a transformacéo de

Agrobacterium tumefaciens. As transformagbes de Escherichia coli e de
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Agrobacterium tumefaciens foram confirmadas por PCR. Os primers utilizados
foram os mesmos utilizados na amplificagdo das sequéncias das construgdes
“hairpin” (Listagem de sequéncias, ao final desta descrigdo detalhada). As
Figuras 2 e 3 sao representativas dos resultados obtidos por PCR para
confirmacgao da transformagao de bactérias.

A transformagéo de calos de arroz com A. tumefaciens consiste de duas
etapas de sele¢gdo com higromicina: a primeira ocorre na fase de calos ea
segunda apés a regeneragéo de plantas (Figura 4). O vetor pANDA apresenta
o gene HPT que confere resisténcia a higromicina. Desta forma, apenas os
calos e as plantas transformadas sao capazes de sobreviver em meio de
cultura com este antibidtico. A presenga do T-DNA nas plantas obtidas pela
transformagéo foi ainda confirmada por PCR utilizando primers desenhados
para o gene HPT ou para o gene GUS, ambos presentes no vetor pANDA. A
Figura 5 é representativa dos géis de PCR obtidos na confirmagao das plantas
transgénicas.

Caracterizacdo Funcional dos genes das Ascorbato Peroxidases Citosélicas

Silenciamento Simultaneo dos Genes OsAPx1 e OsAPx2 em arroz

As regides codificantes dos genes OsAPx s@o bem conservadas
(sequéncia de nucleotideos e aminoacidos identidades entre os membros séao
72% a 82% e 78% a 95%, respectivamente), e existem trechos contiguos de
nucleotideos nas quais 21 a 49 bases sao idénticas entre genes OsAPx que
codificam proteinas localizadas no mesmo compartimento subcelular.
Delineamos u‘ma repeticdo inversa (IR) para construir a transcrigdo do dsRNA
constituido por um fragmento de 250bp de uma regido especiﬁba do gene
OsAPx2, mas que contém 82% de identidade com uma regiao do gene
OsAPx1. Partes da regido selecionada com um trecho da seqiéncia OsAPx1
de 26 bases com perfeito emparelhamento. Esta regido nao dispée de mais de
62% de identidade ou 14 sequéncias de emparethamento perfeitas com outro
membro da familia de genes OsAPXx, o que nos permitiu o alvo especificamente
citosolico de genes APX com a construgdo “hairpin®. Transformamos a

RNAiAPx1/2 construida no arroz e produzimos 23 linhas transgénicas
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independentes de plantas que transportam o gene-“hairpin”. Todas as plantas
transgénicas (APx1/2s) obtidas nao apresentaram nenhuma alteragéo visivel
no fendtipo quando crescendo em condigdes controle (Figura 4). Andlises de
PCR de transcrigdo reversa quantitativa de OsAPx1 e OsAPx2 mRNAs em
arroz transgénico mostrou que a expressdo ambos os genes citosoélicos OsAPx
foram fortemente reduzidos em todas as linhas regeneradas transgénicas
OsAPx1/2s. Foram analisados um total de 9 plantas transgénicas
independentes e observou-se eficiente supressdo do OsAPx1 e OsAPx2
mRNAs em todos eles. |

Analises bioquimicas mostraram que a atividade APX foi reduzida em
20-40% nas linhas OsAPx1/2s.Por outro lado, as atividades da catalase,
ascorbato oxidase e SOD foram significativamente refor¢adas nestas plantas
transgénicas. Também foi medido o conteldo da forma reduzida do ascorbato,
H20, e TBARS em extratos de folhas néo transformados e a dupla APx1/2 de
plantas silenciadas. As plantas OsAPx1/2s tinham niveis mais elevados de
H.O, e AsA. No entanto, o nivel de TBARS diminuiu em comparagéo a plantas

transgénicas de plantas nao-transformadas.

Efeito da reducéo da capacidade de seqilestro H202 citosdlica na acumulagéo

‘peroxisomal e chloroplastic / mitochrondrial APX mRNA

Para investigar a expresséao de diferentes genes OsAPx em resposta ao
silenciamento da expressdo génica de OsAPx citosélico nés analisamos a
acumulagdo de transcricdo de todos os membros da familia do gene OsAPx
(OsAPx1-OsAPx8) por qRT-PCR em experimentos plantas regeneradas
maduras. Os resultados expressaram como média de trés medidas
independentes revelam que a expressdo da maioria desses genes é alterada
em resposta ao silenciamento simultdneo dos genes OsAPx1 e OsAPx2.
Apenas o OsAPx6 mitocondrial ndao foi afetado pelo silenciamento do gene
citosdlico OsAPx. Interessantemente, enquanto OsAPx3 foi fortemente
reprimido, OsAPx4, que esta proximo do APx3 apresentando apenas 50% de

- redugéo sobre o nivel de acumulagdo de mRNA. As expressdes cloroplasticas

OsAPx7 e OsAPx8 também foram ambas reduzidas em 50%.
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Resultados similares foram obtidos quando plantas transgénicas da
geragdo T1 foram utilizados na analise. No entanto, o nivel de OsAPx2
silenciamento sobre essas geragées foi reduzida nessas geragdes quando
comparadas com a plantas regeneradas. Por outro lado, quando a mesma
andlise foi feita utilizando-se plantas jovens (5 dias de idade) a reducédo de
expressao do conjunto de genes OsAPX, que nao foram orientados pelo RNAI
construido, nao foi observado.

Resposta do duplosilenciamento OsAPx1/OsAPx2 de arroz transgénico a
estresse abidtico ‘

Plantas de duplo silenciamento nos OsAPx1 e OsAPx2 foram submetidos
a estresses abibticos e as respostas a estes tratamentos foram analisadas. A
localizagao in situ de H,O, por coloragdo DAB revela que, em plantas
transgénicas silenciadas o teor de H,O, foi mantido elevado apés 30 minutos
do fim do tratamento com radiagdo UV germicida. Neste momento, 30 minutos
ap6s a interrupgao do tratamento, o contetido reduzido de H,;O, para niveis
controle de plantas nédo-transformadas. Apesar deste resultado, plantas nédo
transformadas e silenciadas foram igualmente visualmente afetadas pelo stress
UV e o conteldo de clorofila foi semelhante em ambas as plantas nao
transformadas e silenciadas. A

A analise da expressao de diferentes genes em resposta a irradiagdo UV
foi realizada em plantas nao-transformadas em duplo silenciamento de arroz. A
radiagao UV-B aumentou a expressao de OsAPx1 e OsAPx7; e reduziu o nivel
de transcrigdo de OsAPx5 e OsAPx8 em plantas ndo-transformadas. OsAPx2,
OsAPx3, OsAPx4, OsAPx6 genes nao foram significativamente alterados por
este tratamento. Em plantas silenciadas a indugdo do OsAPx1 promovida pela
radiacdo UV-B nado foi capaz de ultrapassar o silenciamento pés-transcricional
produzido pelo “hairpin” construido. No entanto, o tratamento foi capaz de
reduzir ao menor nivel de expressao de OsAPx5, em comparagdo com o ja
reduzido nivel da transcricao desse gene em plantas duplamente silenciadas

nao-estressadas. Além disso, a expressao de OsAPx4 foi reduzida em planta
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transgénica estressada. Este resultado contrasta com a resposta das plantas
nao-transgénicas submetidas a irradiagédo UV-B.

Para analisar o efeito do silenciamento dos genes citosdlicos OsAPx em
resposta ao estresse ao aluminio, temos o crescimento de mudas de arroz na
presenga de 20ppm aluminio. Figura 11aA mostra o resultado de um
experimento representativo utilizando trés linhas transgénicas independentes.
Pode-se observar que as plantas transgénicas silenciadas sdo mais saudaveis
do que de plantas nao-transformadas que crescem na presenga de 20ppm de
aluminio (Figura 11a). Para verificar se o nivel de H,O, varia durante este
tratamento, e se as respostas das plantas transgénicas ndo diferiram das
plantas ndo transformadas foi realizado um experimento no qual mudas de
quatro semanas foram submetidas a 20ppm de aluminio durante 24 horas. A
localizagdo in situ de H;0, por coloragao DAB revelou que, em resposta ao
aluminio, os niveis de peréxido de hidrogénio aumentaram uma hora ap6s o
inicio do tratamento em plantas transgénicas e nao-transgénicas. No entanto,

os niveis de H,0,, neste ponto no tempo sao significativamente maiores nas

plantas silenciadas do que em plantas nao-transformadas (Figura 11aB). A

transcricao de diferentes niveis de genes OsAPx foram quantificados na parte
aérea das plantas de 5 dias apés 8h deste tratamento (Figura 6). Niveis de
transcricdo de OsAPx1 e OsAPx3 foram significativamente aumentados em
resposta ao tratamento com aluminio de plantas nao-transformadas. Plantas
silenciadas n&o foram capazes de induzir a transcricdo desses genes nos
mesmos niveis de plantas nao-transformadas. No entanto, de forma diferente
para o controle de plantas nao-transformadas, a dupla de plantas silenciadas
OsAPx1/0OsAPx2 induzidas aumentou dos niveis de mRNA correspondente aos
genes peroxisomal OsAPx4 e cloroplastico OsAPx8.

Plantas maduras foram tambeém submetidas ao tratamento com 40ppm de
aluminio durante 2 semanas e analisados parametros bioquimicos (Figura 11c).
Os resultados mostraram que o total da atividade de APX aumentou em plantas
nao-transformadas, em resposta ao tratamento (Figura 11cD). Plantas
silenciadas apresentaram menor nivel de atividade de APX, mas aihda séo
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capazes de induzir essa atividade em resposta ao aluminio. No entanto, o nivel
induzido em plantas silenciadas ainda é cerca de 50% inferior a atividade de
APX de plantas ndo-transformadas controle. A atividade SOD foi induzida em
ambos, plantas nao transgénicas e silenciadas. As atividades da catalase nao
variaram em resposta ao tratamento. TBARS aumentou em ambas as plantas
submetidas ao aluminio, mas o nivel foi maior em plantas transgénicas, em
comparagdo com as plantas nao-transgénicas. A concentragdo da forma
reduzida do ascorbato também foi determinada. O contetido AsA foi maior em
plantas silenciadas tanto em condi¢gdes de crescimento em estresse como no
controle. Em ambas as plantas o teor de AsA aumentou em resposta ao
aluminio, porém, em plantas silenciadas esse valor foi significativamente maior.
A concentragdo de peroxido de hidrogénio foi também determinada nessas
plantas. Os resultados mostraram que tanto as plantas nao transformadas
como silenciadas mostraram um significativo aumento de aluminio induzido na
concentracdo H,O, em paralelo com os niveis de peroxidagdo lipidica
salientada (Figura 11c).

Efeitos de tratamentos com H>O, exégenos sobre a expressao da familia do

gene APX do arroz.

Todos os transgénicos OsAPx1/2s apresentaram maior teor de H;O;. A
fim de verificar como H>0; pode modular a expressédo da familia génica OsAPX,
temos tratado de plantas nao-transformadas com 10uM de H,O, exdégeno.
gRT-PCR indicou que ambos os genes citosdlicos OsAPx sdo modulados por
H20,; além disso, a expressdao de OsAPx5, OsAPx6 e OsAPx7 também foi
significativamente alterada por este tratamento. E notavel que apenas genes
que codificam enzimas soldveis foram induzidos por H,0O,, em contrapartida,
todos os genes que codificam isoformas do limite da membrana (peroxisomal
OsAPx3 e OsAPx4, e tilacdides OsAPx8) nao foram afetados pelo HzO-
exoégeno.

Uma série de estudos recentes com mutantes knockout de A. thaliana
APX revelaram uma incontestavel ligagao entre ROS e diferentes processos

fisioldgicos relacionados ao desenvolvimento da planta e resposta a estresse
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bidtico e abidtico (Rizhsky et al., 2002; Pnueli et al., 2003; Davletova et al,,
2005; Rossel et al., 2006, Lu et al., 2007, Miller et al., 2007). Em contraste a
estes estudos, analises de desempenho de mutantes APX knockout utilizando
arroz, o modelo de plantas monocotiledéneas, ainda nao foram abordadas.
Além disso, esses trabalhos nao examinaram o efeito de bloqueamento da
expressao de todos os genes que codificam isoformas APX presentes em um
determinado compartimento subcelular. Em trabalhos anteriores, que
descreveram a presenga de oito genes codificantes OsAPx no genoma nuclear
de arroz (Teixeira et al., 2004) e determinou-se que as proteinas codificadas
por esses genes estao localizados em diferentes compartimentos subcelulares
(Teixeira et al., 2004; Teixeira et al., 2006). A compreensdo da forma como o
metabolismo antioxidante é regulado em células vegetais parece ser altamente
complexa, uma vez que estas enzimas téfn substratos que também funcionam
como moléculas sinal e s&o representadas por varias isoformas orientadas
para diferentes compartimentos intracelulares. Os oito membros da familia de
genes OsAPx do arroz parecem desempenhar papéis diferentes durante o
desenvolvimento vegetal e em resposta a estresse abidtico. Dois deles,
OsAPx1 e OsAPx2, codificam isoformas citosolicas. A fim de compreender o
papel das isoformas localizadas neste compartimento subcelular no
metabolismo antioxidante do arroz, foram produzidas linhas transgénicas
duplamente silenciadas em ambos os genes OsAPx1 e OsAPx2. Os efeitos
desta manipulagéo genética no crescimento das plantas e na resposta ao
estresse foram determinadas. O duplo silenciamento de OsAPx1 e OsAPx2
nao produziu qualquer fén()tipo vis_ivel sugerindo que um mecanismo
compensatério de captura de H,O foi ativado. Medidas da atividade enzimatica
indicam que o total da atividade APX das plantas silenciadas duplamente foi
reduzida em 20-40%, sugerindo que o silenciamento pds-transcricional destes
genes teve reflexo significativo sobre a tradugdo do mRNA APX. Por outro lado,
catalase e atividades SOD foram significativamente reforgadas nestas plantas
transgénicas. A maior atividade de diferentes enzimas antioxidantes indica que
essas atividades podem compensar a falta do APX citosélico na captura de
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ROS. O aumento da atividade de SOD pode indicar que um excesso de
elétrons sdo decorrentes do fotossistema |. Plantas de Tabaco com expresséao
suprimida APx1 também continham niveis elevados de transcrigbes
correspondentes a CuZnSoD, Catalase e Glutationa Redutase sugerindo a
existéncia de um mecanismo compensatério (Rizhsky et al ., 2002). Por outro
lado, a resposta das plantas Arabidopsis para deficiéncia de APx1 néo afetou o
nivel de Catalase, CuZnSOD ou Glutationa redutase (Pnueli et al., 2003). O
contraste das respostas para a reduzida expressa@o de genes citosélicos APX
em diferentes plantas revela especificidades sobre os sistemas antioxidantes
relacionados com linhagens de plantas especificas.

Foi medido o conteiido do ascorbato, H,O, € TBARS em extratos de
folhas de plantas nao transformadas e OsAPx1/2 duplamente silenciadas. Os
niveis destes compostos representam bons marcadores de estresse oxidativo
sofrido pelas plantas. Os niveis mais elevados de H,O, e da forma reduzida do
ascorbato sobre plantas OsAPx1/2s correlacionadas com a redugao do nivel de
atividade de APX nestas plantas. O nivel reduzido de TBARS em plantas
transgénicas comparado ao de plantas nao-transformadas indica que o controle
em condi¢gdes de plantas silenciadas pode suportar o elevado nivel de H,0,
sem penalidade para planta, certamente devido ao eficiente mecanismo
compensatério representado por outras enzimas, tais como catalase. As
plantas tranSgéhicas também apresentam maiores niveis de atividade da
ascorbato oxidase (AO). Ascorbato oxidase € amplamente distribuida e s6 esta
presente nas plantas. No entanto, o seu papel biolégico ainda nao é claro. A
enzima pode estar envolvida na defesa de plantas através da modificagdo do
nivel de ascorbato e, portanto, no estado redox apoplastico. O conjunto de
ascorbato reduzido no apoplasto resultam do equilibrio entre as entradas a
partir de AsA recém-sintetizada transportado do citosol e perdas associadas
com metabolismo enzimatico e oxidagdo pela parede celular localizada AO
(Srhirnoff, 2000). O aumehto da atividade da AO poderia ser entendido como
uma resposta a elevagao dos niveis HO, como resultado da falta de atividade
de APX citosolico. As células poderiam perceber como a planta foi submetida
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a um estresse ambiental, e, desta forma, a AA foi ativada para equilibrar o
estado redox apoplastico. Sanmartin et al. (2007), demonstraram que a
modulagdo da atividade AO ocorre por subitas mudangas no estado redox
apoplastico em resposta a estimulos bidticos ou abiéticos. Estresse ao calor e
indugdo por dano desencadeiam a acumulagdo de mMRNA CmAO4 do meléo.
Além disso, acido jasménico (JA), um conhecido hormdnio, produz uma
regulagao positiva da transcrichgo CmAO4 abundéncia, enquanto &cido
salicilico, um conhecido horménio antagonista JA, provoca o efeito oposto.

A analise da expressao de todos os membros da familia de gene OsAPx
silenciados duplamente plantas mostraram que a expressado da maioria desses
genes é alterada em resposta ao silenciamento simultaneo de OsAPx1 e
OsAPx2 em plantas maduras, mas ndao em mudas de 5 dias. Além disso, o
nivel da repressao da acumulagdo da transcrigdo de OsAPx3 e OsAPx4,dois
genes OsAPx relacionados altamente préximos, diferem largamente. Estes
resultados sugerem que a redugéo da expressao de outros membros da familia
dos genes APX nao foi uma segmentagao efeito do RNAi nao-especifico a,
mas pode representar uma resposta aos niveis alterados de moléculas sinal,
tais como H;O, e ascorbato (ou outro desconhecido), que o efeito
aparentemente foi dependente do estagio de desenvolvimento da
planta.Quando plantas silenciadas APx1/OsAPx2 foram submetidas a estresse
abiético, como a radiagdo UV e tratamento com aluminio, seu contetdo de
H,O, foi significativamente maior quando comparado com niveis acumulados
de H,O, de plantas nao-transformadas. Apesar disto, plantas néo
transformadas e silenciadas foram igualmente afetadas pelo estresse ao UV.
Além disso, plantas silenciadas parecem ser mais tolerantes ao tratamento com
aluminio do que de plantas nao-transformadas. Este resultado n&do era
esperado uma vez que genes APX citosélicos sao induzidos em resposta a
diferentes tipos de estresse, tais como UV, sal (Menezes-Benavente et al.,
2004) e tratamento com aluminio (Sharma e Dubey, 2007), sugerindo que sua
atividade poderia ser fundamental para a limpeza do excesso de H;0,

produzido em resposta a estes estresses. Nossos resultados apontam para
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que um mecanismo compensatorio antioxidante foi ativado em resposta ao
silenciamento‘ pés-transcricional de genes OsAPx citosdlicos. Para corroborar
esta hipotese, outras enzimas antioxidantes apresentaram maior atividade
especifica em plantas silenciadas, quando comparados as plantas néao-
transformadaé controle. Os efeitos compensatérios poderiam ser
desencadeados pelo aumento no conteudo das moléculas sinal como H,O; e
ascorbato, ou outros compostos sinal ainda ndo caracterizados. Peréxido de
hidrogénio pode ser ativamente produzido pelo metabolismo celular sob
condi¢des normais de crescimento, desempenhando papel fisiolégico, como a
biossintese e de desenvolvimento relacionados com alteragbes dos
componentes estruturais das paredes celulares (Ros Barceld, 2005). Além
disso, dados recentes sugerem que ROS também se comportam como
segundo mensageiros. Em bactérias, leveduras e animais, a produgao de ROS
pode modificar fatores de transcri¢cao redox-sensiveis, que estdo envolvidos na
ROS-sequestro (Moradas-Ferreira e Costa, 2000; Catani et al., 2001; Georgiou,
2002). Nas plantas, a regulagéo redox-sensivel da expressédo génica também
foi descrito (Mou et al., 2003). ‘

A resposta para o silenciamento de genes APX citos6licos em arroz contrastou
com o efeito da mutagéo do gene APx1 em Arabidopsis thaliana, que ausente
foi responsavel pela queda de todo sistema de sequestro de H,O; cloroplastico.
Em Arabidopsis o APx1 citosélico corresponde a um componente central da
rede de genes oxigénio reativos, protegendo os cloroplastos durante o estresse
a luz (Davletova et al., 2005). Nossos resultados apontam para um importante
papel de APX citosélica no controle do teor de peréxido de hidrogénio, que
poderia funcionar como um sinal (ou ativar um sinal), que poderia manter a
célula em um estado de alerta permitindo que a planta reaja com o estresse
ambiental, tais como nivel elevado teor de aluminio. No entanto, em arroz, a
alta expressdo de genes APX citoséOlicos nao foi fundamental para a
sobrevivéncia da planta ou desenvolvimento sob condigdes de estresse ou
condigbes controle. Nossos resultados revelaram que o arroz responde de
maneira diferente de Arabidopsis a falta de genes APX citosdlicos sugerindo
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que o sistema anti-oxidante da planta & bastante complexo e apresentam

.especificidades, dependendo da planta analisada. Contrastando com os

resultados descritos por Davletova et al. (2005), Asai e colaboradores (2004)
demonstraram que em Arabidopsis, a falta de APx1 ativa um sistema
antioxidativo multiplo que permitiu plantas mutantes para o desenvolvimento
semelhante ao tipo de plantas selvagens. Os motivos do contraste de
resultados ndo sido claros, mas poderiam ser explicados pelas diferengas em
condigcbes de crescimento que diferem dos dois trabalhos realizados pelos
diferentes grupos (Asai et al, 2004). Estes resultados sugerem que os
diferentes mutantes obtidos devem ser sistematicamente submetidos a
diferentes situagdes a fim de dar-nos a imagem completa das interagées do
metabolismo antioxidante em plantas.

Nés tentamos relacionar o teor de H,O, com a modulagéo da familia de
genes OsAPx em plantas transgénico duplamente silenciadas submetidas a
condi¢des de estresse. Nossa estratégia foi a de determinar a modulagéo da

expressdo de toda a familia, em resposta ao tratamento exégeno de H;0,.

Nesta analise todos os genes codificantes APX soltveis (OsAPx1, OsAPx2,

OsAPx5, OsAPx6 e OsAPx7) foram induzidos por H>O,. No entanto, apesar do
aumento do teor de H,O, em plantas transgénicas submetidas ao estresse,
suas respostas diferiram das respostas obtidas pelo tratamento de plantas n&o-
transformadas com H,O,. Estes resultados sugerem que o tratamento com o
H.0O, exdgeno nao afetou a fisiologia da planta, da mesma forma como quando
o HO2 capturando a enzima foi ausente em um determinado compartimento
sub-celular.

O conjunto dos nossos resultados revelaram que o APX citosélico e
outros sistemas antioxidantes trabalham em um caminho redundante no arroz.
Além disso, nestas plantas a reducdo da expressdo de ambos os genes OsAPx
citosélicos pode ativar um sistema de resposta ao estresse que pode ser usado
sob condi¢cbes estressantes permitindo que plantas sejam mais tolerantes ao
estresse. Outras analises devem ser realizadas a fim de identificar os genes

stress-relacionados que sao ativados em plantas transgénicas OsApx1/2s em
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resposta a atividade reduzida do APX citosélico, e também o sinal responsavel
por tal ativacdo. Como ja demonstrado para plantas dicotiledénias plantas,
existe um modo de regulagdo complexa com a rede ROS nas plantas. Nesta
rede, H,O, poderia ser responsavel pela comunicagcdo entre os diferentes
compartimentos subcelulares. A analise funcional de genes pertencentes a esta
rede em uma planta monocotileddnea como arroz pode revelar especificidades
deste grupo de plantas e/ou nos ajudar a compreender o complexo altamente
processo envolvendo as respostas de plantas ao estresse abiético.

Plantulas de 1 més de idade foram submetidas ao estresse com alta
intensidade de radiagdo UV-B. O efeito da luz UV-B nas plantulas RNAi nao foi
visualmente diferente do efeito sobre as plantulas nao-transformadas. Da
mesma forma, os contetudos de clorofila-A nao variaram significativamente
entre as plantulas tratadas.

Os experimentos de estresse com aluminio e alta intensidade de luz UV-
B em plantas jovens foram realizados com plantulas transformadas 1 (T1). A
utilizagao de T1 nestes experimentos foi possivel, pois quase a totalidade das
plantulas T1 apresentaram reacao de PCR positiva para o T-DNA contendo o
“hairpin”. A Tabela 9 mostra a proporgéao de plantas T1 transgénicas.

Tabela 9. Analise da integragdo do T-DNA contendo o “harpin” nas plantas T1
OsAPx1/2s por PCR utilizando primer Hpt ou Gus

Linhagem Plantas Analisadas Plantas Transgénicas
OsAPx1/2s-5 11 9
OsAPx1/25-9 18 14

OsAPx1/2s-10 41 39
OsAPx1/2s-11 18 15
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Caracterizacao Funcional das Ascorbato Peroxidases Peroxissomais

Silenciamento Simultaneo dos Genes OsAPx3 e OsAPx4

Seis diferentes linhagens OsAPx3/4s foram regeneradas contendo a
construgao “hairpin” para o silenciamento de ambos os genes peroxissomais. O
tamanho das plantas OsAPx3/4s é levemente inferior ao das plantas nao-
transformadas crescidas em condigbes ideais de cultivo (Figura 12). Apesar do
florescimento das plantas OsAPx3/4s, poucas paniculas forneceram sementes.
A maioria das paniculas continha sementes vazias. As plantas OsAPx3/4s e as
correspondentes nao-transformadas de mesma idade sao ainda mantidas na
casa de vegetagdo. Apos 1 ano em terra, as plantas OsAPx3/4s perderam a
capacidade de florescer, diferentemente das plantas controle que ainda
fornecem sementes. As plantas com redugao de ambas OsAPx peroxissomais
apresentam-se mais sensiveis a senescéncia do que as plantas néo-
transformadas.

A expressao relativa dos genes OsAPx de 4 diferentes linhagens de
OsAPx3/4s foi avaliada por’ RT-PCR quantitativo (Figura 13). As 4 linhagens
avaliadas apresentaram redugdo da expressdo de ambos genes
peroxissomais. O silenciamento pés-transcricional mostrou-se mais efetivo para
o gene OsAPx3. As plantas OsAPx3/4s da linhagem 14 mantiveram apenas
1,5% da expressao do gene OsAPx3. Nas outras linhagens, a expresséo deste
gene foi reduzida de 84 a 94% quando comparada com a expressao em planta
nao-transformada. A expressao do gene OsAPx4 foi reduzida cerca de 90%
nas 4 linhagens avaliadas. O silenciamento por RNA de interferéncia dos genes
OsAPx peroxissomais ndo afetou significativamente a expressao transcricional
dos outros genes da familia OsAPx (diferenga nao significativa pelo Teste
Tukey HSD, p < 0.01).

Plantas OsAPx3s silenciadas do gene OsAPx3

Foram obtidas 4 linhagens independentes de plantas contendo o inserto
visando o silenciamento do gene OsAPx3 peroxissomal. O resultado da PCR
utilizando os primers Hpt ou Gus foi positivo para todas as plantas OsAPx3s
obtidas.
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O tamanho das plantas OsAPx3s € levemente reduzido quando
comparado com plantas nao-transformadas de mesma idade e crescidas em
igual condicdo de desenvolvimento (Figura 14). Poucas sementes foram
obtidas das plantas OsAPx3s, apesar do desenvolvimento inicial normal da
panicula. Na senescéncia, praticamente todas as folhas das plantas OsAPx3s
estao mortas, diferentemente das plantas nao-transformadas de mesma idade
(dados néao apresentados).

A andlise da expressao transcricional de OsAPx3 por RT-PCR
quantitativo confirmou a redugdo da expressdo em 2 linhagens analisadas
(Figura 15). Comparando com plantas nao-transformadas, a linhagem
OsAPx3s-3 manteve apenas 3% da expressao transcricional de OsAPx3. A
linhagem OsAPx3s-26 apresentou reducdo de aproximadamente 65% da
expressao do gene alvo em plantas ndo-transformadas. A linhagem OsAPx3s-
29 foi analisada 3 vezes, inclusive RNA de diferentes plantas da linhagem foi
utilizado para sintese de cDNA desta linhagem.' Entretanto, a expressado de
OsAPx3 n'éo foi detectada nas concentragdes usuais de cDNA utilizado para as
reagoes de PCR em tempo real. Com o mesmo cDNA foi possivel analisar
outros genes da familia de OsAPx. Diante deste resultado, postulamos que a
expressdao do gene OsAPx3 na linhagem 29 é inferior a sensibilidade do
aparelho. Por outro lado, a linhagem OsAPx3-41 apresentou elevagéo da
expressao de OsAPx3 (dados ndo apresentados).

A expressao transcricional de OsAPx4 foi afetada pelo silenciamento
pés-transcricional de OsAPx3 (diferenca significativa pelo Teste de Tukey HSD,
p < 0,05). A reducdo da expressao de OsAPx4 foi mais intensa quanto maior o
nivel de silenciamento de OsAPx3. A expressdo transcricional dos outros

genes da familia OsAPx nao foi alterada.

Plantas OsAPx4s silenciadas do gene OsAPx4

A transformacgéo de calos de arroz com a construgdo OsAPx4s resultou
na produgdo de 3 linhagens, confirmadas por reagées de PCR com os primers
Gus e Hpt. As plantas OsAPx4s n&o apresentaram nenhuma variagdo no seu
desenvolvimento até a etapa de florescimento (Figura 16). Assim como as
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outras linhagens de silenciamento de OsAPx peroxissomal, poucas sementes
foram obtidas. As plantas transgéncias na senescéncia estdo mais deterioradas
que plantas nao-transformadas (dado nao apresentado).

As 3 linhagens OsAPx4s apresentam redugdo da expressdo
transcricional de OsAPx4 (Figura 17). A reducdo da expressdo do gene alvo
entre as linhagens variou entre 83% e 96% da expresséo observadé nas
plantas nao-transformadas. Pelo teste de Tukey HSD, o silenciamento pés-
transcricional de OsAPx4 nao afetou a expressao dos outros genes da familia
OsAPx (p < 0,05).

Os organismos aerébicos produzem continuamente ERO resultantes do
metabolismo do oxigénio atmosférico. As ERO sdo produzidas principalmente
nos cloroplastos e peroxissomos, nos quais ocorrem 0Ss processos de
fotossintese e fotorrespiragdo. Esses processos sao considerados as principais
fontes de ERO em condicbes normais de crescimento. Condi¢des ideais

- dificilmente sao possiveis no cultivo de plantas. Geralmente, as culturas sao

desafiadas por multiplos estresses, sendo esses tanto bidticos, quanto
abioticos. A necessidade de plantas resistentes a diversos estresses torna a
enzima APX alvo interessante para estudo, uma vez que esta envolvida com
vias multiplas de resposta a estresses. O ataque por patégeno, seca,
salinidade, geada sdo desafios para o aumento da produgéo de sementes. Os
diferentes estresses bidticos e abiéticos envolvem aumento da producédo de
ERO. Como conseqiiéncia, as plantas desenvolveram mecanismos
antioxidantes adequados para a decomposi¢do destas moléculas toxicas e
para evitar o estresse oxidativo. O conhecimento dos mecanismos
antioxidantes pode conduzir a descoberta de gene, conjunto de genes ou vias
metabdlicas capazes de proporcionar resisténcia mdltipla aos diferentes
estresses, o que resultaria em plantas com melhor qualidade, maior produgéao e
com menor degradag¢ao ambiental.

A APX é uma enzima fundamental no desenvolvimento adequado das
plantas. Davletova e colaboradores (2005) mostraram que o nocaute da cAPx
resulta na redugdo do sistema fotossintético. Plantas com redugédo da atividade
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de tAPX apresentam maior sensibilidade ao estresse oxidativo (TARANTINO et
al., 2005). Comparando cultivares tolerantes a seca com cultivares sensiveis,

. observou-se que as plantas tolerantes analisadas apresentavam maior

atividade total de APX. As pesquisas envolvendo mecanismos antioxidantes
mostram a importancia da APX tanto em condi¢bes ideais de crescimento,
como durante periodos de estresses. A presenga de familias multigénicas
codificantes de APX em diversas plantas confirma a importancia desta enzima
para os vegetais (TEIXEIRA ef al., 2004).

Apesar de muitos estudos terem sido realizados visando a
caracterizagdo funcional da APX, pouco foi desenvolvido em arroz, planta
modelo entfe as monocotiledéneas. Além disso, o papel de cada isoenzima de
APX ainda nao foi compreendido. Cada isoforma de APX atua aparentemente
de maneira diferente dentro do ambito celular, uma vez que a expresséo € a
atividade de cada APx é varidvel em resposta a diferentes estresses e nas
fases do desenvolvimento, como descrito por YOSHIMURA et al., 2000;
AGRAWAL et al., 2003; MENEZES-BENAVENTE et al., 2004; PARK et él.,
2004 e TEIXEIRA et al., 2006, entre outros. Inclusive, em cada planta a fungéo
das isoformas de APX pode ser diferente (RIZHSKY ef al., 2002; PNUELI et al.,
2003). ,

Visando a caracterizagdo funcional das isoformas citosdlicas e
peroxissomais, desenvolvemos plantas de arroz com redugdo da expressao
dos genes OsAPx1, OsAPx2, OsAPx3 e OsAPx4. A estratégia utilizada foi o
silenciamento pés-transcricional via RNA de interferéncia, utilizando

construcées para formagdo de “hairpin” de mRNA para o silenciamento

especifico de cada gene e para o silenciamento simultdneo dos genes
codificantes de APX de mesma localizagao subcelular. | |
Foram obtidas plantas transgénicas contendo o inserto de T-DNA para
todas as construgdes “hairpin” desenvolvidas. O efeito do RNAI na expressao
do gene alvo foi diferente para cada linhagem obtida, chegando a uma redugao
de cerca de 97% da expressdo do gene alvo em OsAPX3s. O promotor de
Ubiquitina de milho foi utilizado para dirigir a expresséo de todas as seqiiéncias
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“hairpin” inseridas na cultivar Nipponbare de Oryza sativa L. subespécie
Jjaponica. A variagdo na redugcdo da expressdo do gene alvo pode ter sido
conseqiéncia do nimero de copias inseridas e/ou do local da inser¢éo do T-
DNA contendo a construgao “hairpin”. Efeito epigenético pode estar regulando
a expressao do “hairpin”. ’

A linhagem obtida de OsAPx2s nao apresentou redugao da expresséd
do gene OsAPx2, apesar do T-DNA contendo a construgao OsAPx2s ter sido
inserido no seu genoma, resultado confirmado por PCR. Possivelmente, o T-
DNA nesta linhagem foi inserido em regido de heterocromatina, o que resultou
na inativagdo da expressao do “hairpin”. Além disso, entre os genes da familia
OsAPx , o OsAPx2 é um dos gene mais expressos em folhas. A pequena
expressao do hairpin OsAPx2s combinada com a alta expressao endogena do
gene alvo podem ter sido a causa da auséncia do silenciamento do gene
OsAPx2 nestas plantas transgénicas.

Outro fato interessante relacionado ao grau de silenciamento envolve a
linhagem OsAPx3s-41, a qual apresenta o T-DNA com a construgdo OsAPx3s,
mas foi observada elevacdo da expressao transcricional deste gene por
analises em PCR em Tempo Real. O T-DNA pode ter sido inserido no genoma
das plantas desta linhagem em um gene ou regido envolvidos na regula¢ao da
expressdo do préoprio gene OsAPx3. Como descrito por diversos
pesquisadores, os genes APx séo regulados por diversos fatores ambientais e
moléculas sinalizadoras endégenas (ZHANG et al.,, 1997, YOSHIMURA et al.,
2000; ROSSEL et al., 2006; ZAVALETA-MANCERA et al., 2007).

As plantas RNAi obtidas foram avaliadas fehotipicamente em condigdes
ideais de crescimento. As plantas OsAPx1/2s nao apresentam variagao
morfolégica ao serem comparadas com plantas nao-transformadas em
condigdes normais. Entretanto, as plantas OsAPx7s com redugdo da expressao
apenas do gene citosolico OsAPx1 desenvolveram-se deficientemente, como
plantas anas. Outros trabalhos envolvendo mutantes APx citosélicas
mostraram que a redug¢ado da expressao deste gene resultou em plantas com
crescimento reduzido (DAVLETOVA et al., 2005; MILLER et al., 2007). Além da
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importancia da APX no desenvolvimento normal de plantas, o citosol € uma
regido considerada tamponante dos efeitos oxidativos e modula as moléculas
sinais transmitidas dos compartimentos celulares para o nucleo (SHIGEOKA et
al., 2002; ISHIKAWA et al., 2005). A redugdo da APX citosdlica pode ter
resultado em desequilibrio homeostatico e sinalizagcdo de estresse para o
nacleo. O acumulo de H,0; pela reducdo de OsAPx1s pode ter conduzido a
inducéo ou a repressao de genes especificos que afetam tanto o crescimento,
como o florescimento das plantas OsAPx71s. O H;0, é conhecido como
molécula sinalizadora de defesa, além da sua atividade toxica. O silenciamento
de OsAPx1s pode ter alcan¢ado nivel de H,O, semelhante ao nivel de acumulo
desta ERO em plantas em situagdo de estresse. Desta forma, as plantas
reconhecendo uma situagdo que requer a ativagcao das defesas, reprimiram
genes envolvidos com metabolismo normal, por exemplo, genes de
crescimento, e reservaram energia para genes envolvidos com a defesa da
planta. O H,0, também pode ter afetado a sintese de horménios importantes
para o0 adequado desenvolvimento (AGRAWAL et al, 2003). Outro fato
relevante que pode ter afetado o crescimento destas plantas é o efeito exercido
pelas ERO na biossintese de lignina (KOTCHONI & GACHOMO, 2006). Miller e
colaboradores (2007), utilizando mutantes cAPx1, {APx e mutantes para ambos
genes detectaram diferentes sinais desenvolvidos pelas plantas de cada
mutante. Mutantes para ambos os genes apreséntaram florescimento tardio e
baixa oxidagdo protéica durante estresse luminoso o que nao foi visualizado
pelo mutante tAPx, nem pelo mutante cAPx1, o qual apresentou redugao do
crescimento. Diferentemente dos resultados encontrados pelo nosso grupo o
duplo mutante manteve a redugéo de crescimento. O crescimento deficitario
apenas pelas plantas OsAPx1s e nao pelas planfas transgénicas com redugao
dos dois genes citosolicos pode ser explicada pelo desenvolvimento de |
diferentes sinais nesses dois tipos de plantas RNAI.

O silenciamento das OsAPx peroxissomais, tanto de genes isolados,
como o de ambos os genes afetou a etapa de formagdo das sementes. As
paniculas foram formadas, mas poucos gréos foram obtidos. A manutengéo da
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inser¢ao do T-DNA ns plantas da ge‘ragéo T1 ainda nao foi analisada. Outro
efeito geral da reducao dos genes OsAPx peroxissomais foi a sensibilidade a
senescéncia. As plantas OsAPx4s, OsAPx3/4s e principalmente OsAPx3s
apresentam menos folhas verdes do que plantas nao-transformadas de mesma
idade. A transformagéo com “hairpin” OsAPx3s também foi a que mais afetou o
tamanho da parte aérea, que é reduzido em relagdo as plantas nao-
transformadas. Estas analises confrontam o resultado obtido por Narendra e
colaboradores (2006), os quais relataram que a APX peroxissomal nao seria
importante para o desenvolvimento de A. thaliana, ao menos na condigdo
aplicada por eles.

As plantas OsAPx1s, diferentemente das plantas OsAPx1/2s,
apresentaram reducdo da expressao transcricional dos genes OsAPx4
peroxissomal e OsAPx5 mitocondrial. O silenciamento de ambos genes
citosdlicos resultou na redugao do acimulo de mRNA de todos os outros genes
OsAPx, com excecdao do gene mitocondrial OsAPx6. Por outro lado, o
silenciamento pés-transcricional dos genes peroxissomais afetou menos a
expressao dos outros genes da familia. O “hairpin” OsAPx3/4s e OsAPx4s nao
alterou a expressao dos outros genes. As plantas OsAPx3s, além da redugéao
do gene OsAPx3, apresentaram repressdo do outro gene peroxissomal
OsAPx4.

A reducdo da expressdo de outros genes que nao os genes alvos
poderia ter sido causado por acdo da RNA polimerase dependente de RNA
(RDRP). Esta enzima tem a capacidade de utilizar pequenas seqiiéncias de
RNA como iniciadores da polimerizagao do RNA. Desta forma, a RDRP poderia
ter ampliado a seqiiéncia de dupla fita de RNA resultante da construgao
“hairpin”, formando assim novos siRNA. Uma vez que estes novos siRNA
fossem formados de seqiiéncias conservadas entre o gene alvo da construgao
“hairpin” e os outros genes da familia, o alinhamento dos novos siRNA poderia
causar a degradacgao dos transcritos enddgenos dos outros genes, levando a
reducdo do acumulo destes. As RDRP podem atuar dependente ou
independentemente da presenga de sequéncias iniciadoras (BAULCOMBE,
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2004; GAZZANI et al, 2004; MIKI et al., 2005, SCHWACH et al, 2005).
Entretanto, a redugcdo da expressdao dos genes OsAPx nao-alvos das
construgdes “hairpin” ndo deve ter sido causada por efeito das enzimas RDRP.
Caso as RDRPs estivessem atuando, ocorreria redugédo generalizada dos
genes OsAPx, o que nao foi visualizado nas plantas RNAi. Além disso, era
esperado que o silenciamento pés-transcricional para o qual foi utilizada a
cohstrugéo “hairpin” para o gene OsAPx1 levasse ao silenciamento simultaneo
do gene OsAPx2. Isto porque os 20 nucleotideos da sequéncia da construgéo
OsAPx1s estao presentes idénticos e continuos no gene OsAPx2. Entretanto,
essa reducdao nao foi observada. Este resultado mostrou a grande
especificidade das construgdes. A redugao da expressdo dos genes OsAPx
nas plantas RNAI, principalmente nas plantas com silenciamento de ambos
genes citosolicos, pode ser explicada por regulagao transcricional induzida pelo
aumento de H,O; e desequilibrio homeostatico da célula. |

Uma vez que o substrato da APX é uma molécula sinalizadora, a
dificuldade de compreender os resultados obtidos € maior. Avaliando o padrao
de expressao transcricional das plantas OsAPx7/2s quando submetidas aos
estresses com aluminio e radiagdo UV-B podemos afirmar que existe uma
regulagdo dos genes OsAPx por efeito do estresse. O padrao de expressio
dos genes OsAPx variou conforme o estresse que as plantas foram submetidas
e a idade das plantas. Desta forma, a redugao da expressao dos genes nao
alvos do silenciamento por RNAI pode ter sido causada por efeito do aumento
dos niveis de H,0, e sinalizagido por parte desta ERO ou de outras moléculas
sinalizadoras. O que corrobora esta hipétese € que a variagéo da expressao
dos genes nao alvos ocorreu com maior intensidade em plantas silenciadas
nos genes citosodlicos. Como ja descrito anteriormente, o citosol é capaz de
modular os sinais para o0 nlcleo. Pouco se conhece a respeito das
propriedades detoxificantes do nucleo, que deve apresentar fatores de
transcrigdo sensiveis ao equilibrio redox (MITTLER, 2002). Vale ressaltar que
analises confocais da localizagdo de OsAPx71-GFP em células BY-2 de tabaco

revelaram a possibilidade desta enzima estar também localizada no nicleo
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(TEIXEIRA, 2005). Uma vez que o H,O, pode ultrapassar membranas
(HENZLER & STEUDLE, 2000), o efeito do acumulo desta ERO nos
peroxissomos nas plantas silenciadas para os genes OsAPx3 e OsAPx4 pode
ter sido reduzido pela agdo das APX citosélicas, caso a atividade das proprias
enzimas peroxissomais fossem ineficientes. Sendo assim, seria mais dificil o
aumento de H,O; nos peroxissomos ocasionar sinalizagdo para modificar a
expressao génica.

O complexo mecanismo antioxidante é capaz de superar a falta de uma
enzima pelo aumento da atividade de outra enzima. Frente a importancia dos
mecanismos antioxidantes para o adequado desenvolvimento das plantas, os
organismos desenvolveram enzimas com atividades sobrepostas e
complementares, como é o caso da catalase e ascorbato peroxidase. As
analises bioquimicas das plantas OsAPx1/2s mostraram indugéo da atividade
de outras enzimas antioxidantes provavelmente para compensar a falta de
APX.

As ERO devem ter sua concentragdo regulada finamente para evitar
danos oxidativos e induzir a defesa da planta mediante sinalizagdo. A analise
das plantas OsAPx1/2s em situa¢des de estresse revelou que a sensibilidade
das plantas é dependente da intensidade do estresse. As plantas RNAI
submetidas ao estresse com 100ppm de aluminio nao resistiram, entretanto,
em menor concentragdo as plantas foram levemente afetadas, ndo sendo
distinguidas das plantas nao-transformadas. Em algumas situagdes, como visto
em estresses em concentragdes de 20 ppm de aluminio ou 25mM de cloreto de
sodio (dado ndo apresentado), as plantas RNAi mostraram-se mais resistentes
que as plantas controle. Como descrito por Ishikawa e colaboradores (2005),
pequenas doses de ERO podem mimetizar uma situagdo de estresse e

conduzir as plantas a aclimatagéo. Nas situagdes analisadas, é possivel que a

~concentrac@o de H;02 nas células das plantas OsAPx1/2s encontrava-se em

nivel adequado de indugéo prévia das respostas ao estresse, conduzindo as
plantas a tolerarem as situagdes desfavoraveis leves. Frente a estresses
intensos, o nivel reduzido de APX nao foi capaz de ser compensado por outros
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componentes antioxidantes, resultando em maior sensibilidade nessas
situagbes do que plantas controle.
Estudos mostraram que a superexpressdo de enzimas antioxidantes
combinadas é capaz de aumentar a tolerancia a diversos estresses (YABUTA
5 et al, 2002; BADAWI et al., 2004; ROSSEL et al., 2006; TANG et al., 2006;
LEE et al., 2007a; LEE et al., 2007b; LU et al., 2007). Frente aos resultados
obtidos sobre as APX citosélicas e peroxissomais foi observado que a
alteragdo da atividade de cada enzima APX é capaz de provocar diferentes
efeitos nas plantas. ‘
10 A redugdo da expressao transcricional de APx pelas diferentes plantas
“hairpin” obtidas e especialmente a analise mais detalhada das linhagens
silenciadas para os OsAPx1 e OsAPx2 demonstraram que essa estratégia é

e OsAPx e para a

—gficiente para o estudo funcionai de cada isoforma d
determinagdo da fungdo especifica dessas isoformas nos diferentes
15 compartimentos na célula.

O silenciamento poés-transcricional resultou no desenvolvimento de
diferentes sinais para cada gene que teve sua expressao reduzida. Inclusive,
os efeitos na expressao génica e na morfologia e desenvolvimento das plantas
foram diferentes quando apenas um gene foi silenciado ou ambos genes da

20 mesma localizagdo subcelular. Com os resultados obtidos, foi possivel
observar que alteragdes diretas no nivel redox no citosol sdo capazes de
influenciar a expressao génica dos outros membros dessa familia génica mais
intensamenfe do que quando é feita redugao dos genes APx localizados nos
peroxissomos. A compartimentalizagdo subcelular parece importante para a

25 determinagdo da sinalizagdo adequada para a defesa das células aos fatores
ambientais que a planta esta submetida. |
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Listagem de sequéncias

Seqiiéncias genémicas e cDNA dos genes OsAPx e alinhamento dos "pﬁmers"
utilizados nas construgdes “hairpin” e para analise da expressao transcricional
5 por RT-PCR quantitativo.

OsAPx1

Seqiiéncia Gendmica TIGR: LOC_0Os03g17690
10 ATGGCTAAGAACTACCCCGTCGTGAGCGCCGAGTACCAGGAGGCCGTCGAGAAGGCCAGGC
AGAAGCTGCGCGCCCTCATCGCCGAGAAGAGCTGCGCCCCTCTCATGCTCCGCCTCGCGTAA
GCCGTCGCCCTCGCACTCGCTCGCTTCTAGGTTTTGTGTAGAGGCGGATTTCCGTAGACTGAT
CCGGTTTTTGTGGAGACGGATCGCGCAGGTGGCACTCGGCGGGGACGTTCGACGTGTCGTCG
AAGACCGGGGGCCCGTTCGGGACGATGAAGACCCCGGCGGAGCTGTCGCACGCCGCCAACG
15 CGGGGCTGGACATCGCGGTGCGGATGCTCGAGCCCATCAAGGAGGAGATACCCACCATCTC
CTACGCCGATTTCTACCAGGTTCGCCGCGAGCCCCGGATAGATCTGGATGGACGGCCCCGAT
CTGGTCAAACGGACGTGGTTCTGATGTTTTITTICCCCGTTGTTTTTGCGCAGCTTGCCGGAGTT
GTGGCCGTCGAGGTGTCCGGTGGACCTGCCGTCCCCTTCCACCCAGGAAGGGAGGTGAGATT
TCCTATTACCTTTCAACTCTTGGGGTTTTTCTCAGGGTTCTAGTTAGGCCTTGATATGGCAGT
20 GGTAAACTGGATGGCGTGTGGATTTGTTTGTGATGCCACGAGATTAGTCGTAATTTGTTAGT
== =G CTCCATTGATGTGTGTGCTTTTCATTIGIGGGGACTGGGGGTTGGTGGTTCCTAGAGAGTAG
ACAAAGTGATCACCACTAATCTAAGGCCAGCAGTATAATAATATTTTAACAGTACGGACTTT
TCTATATTATATACCCGGATAATACCGTCAAATTGGGTTTGTTCGTATTCTTGTTGGTGGGTC
GGCGTTACTTGACATCCTCTAGATCTAGAGGTGGTTAAATATCCGTGACCTCATTTACATTTC
25  CGTAAGACCTTGTTTATTTACCATAAACATGCTAATTGTTATTTITITAGTTATTGTTGGCTCAT
GTGTTTGTGTCAGTTGAGTCACATAGGATTCATTTTCATGCATGCTGTATGGTGTGAAGTTTG
TTATCCATTCATGCACAAGGATATTATTTTTAAGGATGTCGCCTTATCCTTTTTCTTTGTAGTC
TGGCTATTCTCAAAGTAGTCACTGATTTACCATGGTTGTTTGCGGCATTTCCCTGTTCAGGGT
TTTGATAGTTACTGATCTTTCATTTTATCATTTTTATTTTTTACTCAGGATAGTAGTTCTCATC
30 CTAATCGATGTCATACTCTAAACCATGACAAATAAACAATTATTTTCTGAATTAATGGAAGA
AGCCTTGGGGACCTGGAAGAAGCCTTGGGGACCGGGGTTGTTTCCGTTCTCTATGCATGATA
TAGTTTGATCTGTTGGATTGTGCCATGTAGGATATTTGTTGTGCTTTGTGAATATAAACTTAA
GAAAGCATCCATTATTTACAAGTCTAGTTGGTTCAGATAAAGTATATTAGGGCCTCCCAACT
TATTGCATTGACATAAAATGATAATTAGGGGTTCAATCTGAAGGCAGTTGGAAAGCTTAATG
35 AAAAAACAGTGGGCCGATATATATCTATATGTTATGTTTTAGGAAACTTTAGAAAGGTGACT
TGGTGCTTGTTTTAGGATATAATAACTGTTATGGATATATCTTTTTTTATAAATACATAATGT
TCAGTAATTATTATGCACCTTCAACAATATCACCGATGATAGTAATATATATCATATATGTAA
CATTATACAGTGCTTAAAATTTGCTTGTGCATATCTGGCTCATCTTTATATTTATTTCTAAAAT
GGAGAGATGATTAAGTGTTTTTTTATGTTCCATTTTATATTCATTGTGTTGTTAATTGAGATTG
40 TTTTCATCCTTCCTTGACCTTTTGCAGGACAAACCTGCACCCCCACCTGAGGGCCGTCTTCCT
GATGCTACCAAGGGTATGTTGCCAGTTTACACTACTAGTCTCTTCCAGGAACTATAGAAACA
TTCACCACTATTGCCATAAAAGAAACCCTTGCAAATAAGTCATCCTTTAAAATGTTTTTGTTT
CTGCAATAGTTGAGGTGTTATTTCTGTGTAGCACATCTAAAATGCTTAGTTATGGTAGAAGTT
TTTCCCACTGCACACTTGACAAATGATTCCTGTGTTGTTGTAGGCATGTTGTATTTTTCTGCAT
45  GCTTCATTTCTGATATGATCCTGCTTTGACCTTGTTCTAGTAAACCTCATGTAAAGCACCATT
GCTTACACTTTGAGCTTGATTGCTTTACCAGGTTCTGACCACCTAAGGCAGGTCTTCGGTGCG
CAGATGGGCTTGAGTGATCAGGACATTGTTGCCCTCTCTGGCGGTCACACCCTGGTTAGTTT
GGCTATTAACCATTGTATGCCTCTGCAGTATGTAGGAGTACATGTTCTAATGTCGGATTTCTG
TGCTTTGTTCTGCAGGGAAGGTGCCACAAGGAAAGATCTGGTTTTGAGGGACCTTGGACAAG
50 AAACCCTCTGCAGTTTGACAACTCTTACTTCACGTAAGCGATGTTACGAGTGGTTGAATTTTG
TTCTTATGCTGAACAAAGTTGGTAACAAAAATGTTGAACTCATCTCTCCGCGACGATTTTAAT
AGGGAGCTTCTGAGTGGTGACAAGGAGGGCCTTCTTCAGCTTCCTAGTGACAAAGCCCTGCT
GAGTGACCCTGCCTTCCGCCCACTCGTCGAGAAATATGCTGCAGTATGTCTCCTATCAATCAT
CATCTTGTGTTCCACGTTTTGCATCTTGTGTTCCTCGTTTTGCAGAGATATGCCAGAACATGA
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TACTGATTGTGTTTTTTTTCCCCAATTCTGCTAGGATGAGAAGGCTTTCTTITGAAGA
GCTCTCCGAACTGGGGTGAGTAATGGTTTGTCAATCCATTTATCGT
GTTATCTTTCATGACAACAAGGTCATGGTAGCTAATTGTACTCTTGTGATTTCAGGTTCGCTG
ATGCTTAA

*Seqiiéncias sublinhadas referem-se as regides transcritas do gene.

Seqiiéncia cDNA completo (Nimero de Acesso NCBI: D45423 e ES351505)
TCTCCTCCTCCTCCTCGATTCGGAGCTCCACCCGCAGCCATGGCTAAGAACTACCCCGTCGTG
AGCGCCGAGTACCAGGAGGCCGTCGAGAAGGCCAGGCAGAAGCTGCGCGCCCTCATCGCCG
AGAAGAGCTGCGCCCCTCTCATGCTCCGCCTCGCGTGGCACTCGGCGGGGACGTTCGACGTG
TCGTCGAAGACCGGGGGCCCGTTCGGGACGATGAAGACCCCGGCGGAGCTGTCGCACGCCG
CCAACGCGGGGCTGGACATCGCGGTGCGGATGCTCGAGCCCATCAAGGAGGAGATACCCAC
CATCTCCTACGCCGATTTCTACCAGCTTGCCGGAGTTGTGGCCGTCGAGGTGTCCGGTGGAC
CTGCCGTCCCCTTCCACCCAGGAAGGGAGGACAAACCTGCACCCCCACCTGAGGGCCGTCTT
CCTGATGCTACCAAGGGTTCTGACCACCTAAGGCAGGTCTTCGGTGCGCAGATGGGCTTGAG

TGATCAGGACATTGTTGCCCTCTCTGGCGGTCACACCCTGGGAAGGTGCCACAAGGAAAGAT -

25

30

35

40

45

50

~ CTGGTTTTGAGGGACCTTGGACAAGAAACCCTCTGCAGTTTGACAACTCTTACTTCACGGAG

CTTCTGAGTGGTGACAAGGAGGGCCTTCTTCAGCTTCCTAGTGACAAAGCCCTGCTGAGTGA
CCCTGCCTTCCGCCCACTCGTCGAGAAATATGCTGCAGATGAGAAGGCTTTCTTTGAAGACH
GCTCTCCGAACTGGGGTTCGCTGATGCTIIGAGGTTTCTAG
TCTACTACTGCTAGTACATTGCCCGTGGTACTCTTGTTTTGCATCTAGGCTAGGGCCAGTGTG
AACCAGCAGACTACCACTGTGAGTCGCCTCTGTAATAAAATTTGTTCGGCCTATGGCATCCT

CAGTACGTTGTCAATGTCTCGGTGGGCTGTTATGCTCAACTGCAATGCTGCATCCACTGAAA

CCTCTTTCTAG

Seqiiéncias de “primers”: (A seqiiéncia realgada ¢ a regido que se alinha ao gene Os4Px, a outra regifo
corresponde a parte sitio de recombinagdo ao vetor)

Construgiio OsAPxlIs:

“Forward”: AAAAAGCAGGCTCCCHNENNENNEEEEE
“Reverse”: AGAAAGCTGGG TN

gRT-PCR: (seqiiéncias de “primers” sobrepSem-se aos utilizado na construgdo Os4PxIs)

“Forward”: CTCGAGCTACAAGGAGGCCCACCTCA

“Reverse”: GGTACCTCGAGCCGCATTTCATACCAACACA
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OsAPx2

Seqiiéncia genémica TIGR: LOC_0Os07g49400
TGGGCAGCAAGTCGTACCCGACGGTGAGCGATGAGTACCTGGCGGCCGTGGGCAAg JGCGA
AGCGCAAGCTCCGCGGCCTCATCGCCGAGAAGAACTGCGCCCCACTCATGCTCCGCCTCGCG
TAACTTTCTTCTTCTTCTTCTTCTACTGATTAATTTCCAGAAGATAGAGTAGGAGGAGTAGAT

GTTGAATTGCAGTGGCTGGCTGGCTGCAGGTGGCACTCTGCTGGCACCTTCGATGTGTCGTC
GAGGACCGGCGGGCCCTTCGGCACCATGAAGAACCCCGGCGAGCAGTCCC
—CATCGCCGTCAGGCTTCTCGACCCCATCAAGGACCAACTTCCCATCCTCT
CCTACGCCGACTTCTACCAGGTAAGGTTCACTTCCCTCCCTTCCTCCCTTCCTTCCTCTCAACT
CATCAACCTCTTAATTGGAGTCTCTCCCTCTCTATTGGCAGCTTGCTGGCGTTGTGGCCGTCG
AGGTCACCGGCGGACCTGAGGTCCCCTTCCATCCGGGCAGGCAGGTCAGAATCACATTTCC
CATCCCTAAACCCTCTCCCTCTCTCTCCCCCCTTCTTCTTTCTTCTTCTGGTAGATGCAAATGG
TATTTTTCTTAAGTCAATTCTTTTCTTTCGTCATCTTGTACGCCGCTGTTTCCTTTCCCTGAATT
CTCCACTGTCTTGTGAATGTTGATGATGTGATGTGTTTGTTTCTAGGACAAGCCTGAGCCTCC
TCCTGAAGGCCGTCTTCCTGATGCCACACAAGGTATTAAGATTTCCTCTGTATTAAGTTACCC
CTATGACAATGCATTTCCCAATGTGTTGGTGATTAAATTTTCTAGATCTATGACCAGCATTTG

- TATGTGCTACTGATGGAGTAGTTCATATTGCAAGTCCATTACCAGAATTCTTTCATGCTTAAG

TAAGTTGTGTAACCTACATAAGACTAAAATTTTCCAACCCTGTTTATGCAAACCACATTACTA
AAGTTTGTTTTGTGTTCCTGTTTATTCTTCTTTCTTATATGGAGCATACATGTTACCTGTGTGT
TCTTTAATTAACAGTGTGCCAATTTGTGGATGCGAGATAACTAATATGTCATGGTCTTCTGGC

TTCTOACCACETAAGGCAGGTCTTIIT
AAGGACATAGTTGCTCTTTCTGGTGGTCACACCCTGGTTGGTACACTTGTGCAATTGCCCTAG
TGTGTTTCTCATATCTTGTAACCGGAAGGGTTATTCATGCAGCTTCACTTCATCTTCTGTAGG
GAAGATGCCACAAGGAGAGATCTGGCTTTGAGGGAGCCTGGACGTCCAACCCTTTGATCTT
TGACAACTCTTACTTCACGTGCGTGATCTCTGATTCTTTTTAAAGATGCATCCTGTCTGTTGA
TAAACAGCCAGCCACAGCTTGTTTCCTTGTATGCTAAAGAATGAAAACCAAAATCTCCTCTC
GATCAACAGCGAGCTTGTGAGTGGCGAGAAGGAAGGCCTTCTTCAGCTGCEEEENGN
I G G C TGACCCAGCCTTCCGTCCACTGGTGGAGAAATATGCTGCGGTACACCCCTT
GATCCTTGCATTATTTTCTCTCGTCTTCTTTCTAAAGAGTTGTTTTTTTTAAAATAAAAGAAAT
AAGAGAAATGGATCATCGTTGATCTCTTAAAAAGTAGATGATTGTTGCCTGATATGTAGGAT
GAGGACGCCTTCTTTGCGGATTACGCCGAGGCCCACCTCAAGCTCTCTGAACTGGGGTAAGG
GATGCAACTGGTGTGCTTGTCTGTGATGCGTTATTGGAGTGCTTTGTGCCAGAGTTTCACTAA
TTATTGTTGTGTTTGTGGGTTTCAGATTTGCTGAGGAA

*Seqiiéncias sublinhadas referem-se as regies transcritas do gene.

Seqiiéncia cDNA completo (Nimero de Acesso NCBI: AB053297):
AGGTGAGTTGAGTTGGGGATTGATTGATTGATTCGGATTGGGAAGAAGAAGAAGCAGGGGA
GCATGGGCAGCAAGTCGTACCCGACGGTGAGCGATGAGTACCTGGCGGCCGTGGGCAAGGC
GAAGCGCAAGCTCCGCGGCCTCATCGCCGAGAAGAACTGCGCCCCACTCATGCTCCGCCTCG
CGTGGCACTCTGCTGGCACCTTCGATGTGTCGTCGAGGACCGGCGGGCCCTTCGGCACCATG
aAacaAaccccGGeGAGeAGTeCCA I C A TCGCCGTCAGGCTT
CTCGACCCCATCAAGGACCAACTTCCCATCCTCTCCTACGCCGACTTCTACCAGCTTGCTGGC
GTTGTGGCCGTCGAGGTCACCGGCGGACCTGAGGTCCCCTTCCATCCGGGCAGGCAGGAC
AAGCCTGAGCCTCCTCCTGAAGGCCGTCTTCCTGATGCCACACAAGGTTCTGACCACCTAAG
GCAGGTCTTTT CAAGGACATAGTTGCTCTTTCTGGTGGT

CCTTTGATC”I"ITGACAACTCTTACTTCACCGAGCTTGTGAGTGGCGAGAAGGAAGGCCTTCTT
cAGCeTGCHEEEEEEEEEEEEEEE G G C TGACCCAGCCTTCCGTCCACTGGTGGAGAAAT
ATGCTGCGGATGAGGACGCCTTCTTTGCGGATTACGCCGAGGCCCACCTCAAGCTCTCTGAA

CTGGGATTTGCTGAGG GAAGCCTTTAGAGAGCGGGATATCCGCAAAAGATTAATGC
GAGTCAGTACGATCAAGACTGTCGTGGCGGTTGTAATAAA
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AATTAGTGCGCTTTGGGCCATCTTTTTATGTGATTCCAATTGTCTTTCTCTTCATTCTTGCTTT
GATGCTCTTTGTCTGGACCTCTAGACCGCCGTATTGTACTGTGGAGTTTCAAAGTTACCAAGC
TATTTGCTGTCAAGATAACTATGGATTGAATTCCCCTTGATGGATGAAAAAAAAAAAAAAAA

Seqiiéncias de “primers”: (A seqiiéncia realgada é a regido que se alinha ao gene OsAPx, a outra regido
alinha-se ao vetor, em paréntese encontra-se a seqiiéncia inversa complementar do “primer reverse™)

Contrugio OsAPx1/2s:

“Forward”: |
“Reversa™

Contrugdo OsAPx2s:

“Forward”: AAAAAGCAGGCTCCC
“Reverse”: AGAAAGCTGGGT

gRT-PCR OsAPx2s:

“Forward”: ACCTGAGGTCCCCTTCCA

“Reverse”: CTCTCCTTGTGGCATCTTCC

\

OsAPx3

Seqiiéncia Gendmica TIGR: LOC_Os04g14680
ATGTCGGCGGCGCCGGTAGTGGACGCGGAGTACATGGCGGAGGTCGAGAGGGCGCGCCGCG
ACCTGCGCGCCCTCATCGCCAGCAAGAGCTGCGCTCCCATCATGCTCCGCCTGGCGTGCGTT
GCCGTTTCATCTTCTTCTTCTTCTTCCTTTGTCTCTGCTGTCCTTGCTATGCTCCACGATCGTGT
ATGTCTAGCTCGCCGCTGATGTCGTCTGCTCTGGCGCCGCCGCCGCCGCCGGCCGCCGCTGTT
TTTGCGCAGGTGGCACGACGCCGGCACGTACGACAAGGCGACGAAGACGGGAGGGCCCAAC
GGCTCCATCAGGTTCCCGCAGGAGTACAGCCACGCCGCGAATGCGGGCATCAAGATTGCTAT
TGATCTGCTAGGTCTGTGCATGTTTCTGTCAGATTCTTGTTCAGGATGTGAACTTGTTTTTTGA
TGCTGTTGTTGTTAATTTTGTTCTGACCTTAACAAGTTTGATTTGAGATGATATATATGGTTCT
TTCATGTGGTGCAGAACCGATGAAACAGAAGCATCCCAAGATTACCTATGCTGACCTGTATC
AGGTAACTCAGCTGCATATTTGAACACTAACAAGTAACCTTACAATGGGCCTGTTCGGCAGC
TCGATTACGCAGCTGTTTTGGCTGTGCTGTACAGCCCAGCCGTTCGTCTGCCTGTTGGCTGGC
AGCGGCCTGGCTGTTGGCTGCCTGCAGCCTCTACAGCCGCTGTTAGCTAGCTGCTGTAGCAC
TGTAGCTGCTGCTGCCGTGCAGCTGCAGCGCTGCAGCAGCAATCTCATCCGAACAAGCCCAA
TCCTACTTTCCTGCTGGTAAACTTCACCAATCACATACCAATTATAAATCTCATCACCTCTAA
TTICAGCTTGCCGGAGTTGTTGCCGTTGAAGTCACCGGTGGGCCAACTATAGATTATGTTC
CTGGCAGGAGGGTGAGTTGATGCATCGACATTGATTTITTTTTCCAGACTGAATATCTTATGA
AACCATCTTGAGTTCTCCTTTTTTITTTCTCATTTATCTACAGGATTCTTCAGATTCCCCAGAG
GAAGGCCGTTTGCCAGATGCTAAGAAAGGTTGATTCATGACCCGTTATCTCTGCTCCTATCT
ACTAATCTAAAATAAAATATCAGCTCCAATGCATTGATACTTTTTTCTGTGATTTCTTGGGTT
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AATTTTGCTAATTATAAATGATTAAATGAAATGAGCGCTGAAACCTTCCAATATGTTGTATG
CACAAAGTTCAGATGATACAATTAAATTCGAAATTTTGTTTTTCTGGATAATTTGCTTCAAAA
ATGTCAAAGGTATTTAGTTTCTTGTACTATATTTTACTTTTTTGAAAAGGTGCTGCGCATCTG
AGGGAAGTCTTCTACAGGATGGGCTTATCAGACAAGGACATAGTAGCACTCTCAGGCGGCC
ATACTCTCGTATGCAACATCATCTTTCTACTGGTGTATATAATATATCAACTACTATTTTCCA
GCTAAATTAGAGATCATGTTCTGAATAGTTCATTTTCAGGGGAAAGCTCGTCCCEG
I G CCTGGACAAAGGATCCACTGAAATTTGACAACTCCTATTTCATGTAA
GATTAAATATGACTTGTCCCTCCACAGAATTAATTATTGATGGTGCTTGGACAAAGAATCCT
CCGAAATTTGATAACTCCTATTTCATGTAATATTAAATATGACTTATCCATCTATAGAATTAA
TTAAATATCACCATTTGCTTCAATGCAGTGAGCTTCTGAAAGAGAATTCAGAAGGGCTICTG
AAGTTGCCTACTGACAAGGCTCTTGTTGAAGATCCTACATTCCGCCGCTATGTCGAACTATAT
GCCAAGGTACATCGCATTTATATCCCAAATCTTTTCTATTCACTGTAACATTTCAGGTAGCTT
ATCAGGATGGTAATTAATTTTTTTTCTTTTCTGAAAATCGTAGTGCTTCTGTAAATGTCATGTT
TTCCTTTGTTATGGTAATCACAATAGTTTGTAAACTATAAACTTTCTGATAGATTGCATTAGT
ATTGCACAAATAGAAACCTAACCAGAATGATGTGTGCAATGAGCAATTGAGCATTCTCTAGT
TAGTAGTTAATGAGTTCTTGATTTGCTAACAATAATTTGTATTITTCTTTGTAGGACGAAGAT
GCATTTTTCAGGGACTATGCAGAGTCG GTTCACGCCTC
CTCGCTCTGCATTCATCTACAAATCATGCCAGAAACCAAAGTCCCTGTTGATGCAAACTGCA
GCTGGGGTTGCAGTTGCTGCTGCAGTTGTCGCATGGGCTTACCTCTGTGAATCCAACAAGAG
GCTTGGCTAA

*Seqiiéncias sublinhadas referem-se as regidies transcritas do gene,

Seqiiéncia ¢cDNA completo (Nimero de Acesso NCBI: AY382617):
CTATCACCTCTCCTCGGATCGTCAGCAACAGCGGCGGCGATGTCGGCGGCGCCGGTGGTGGA
CGCGGAGTACATGGCGGAGGTCGAGAGGGCGCGCCGCGACCTGCGCGCCCTCATCGCCAGC
AAGAGCTGCGCTCCCATCATGCTCCGCCTGGCGTGGCACGACGCCGGCACGTACGACAAGG
CGACGAAGACGGGAGGGCCCAACGGCTCCATCAGGTTCCCGCAGGAGTACAGCCACGCCGC
GAATGCGGGCATCAAGATTGCTATTGATCTGCTAGAACCGATGAAACAGAGGCATCCCAAG
ATTACCTATGCTGACCTGTATCAGCTTGCCGGAGTTGTTGCCGTTGAAGTCACCGGTGGGC
CAACTATAGATTATGTTCCTGGCAGGAGGGATTCTTCAGATTCCCCAGAGGAAGGCCGTTTG
CCAGATGCTAAGAAAGGTGCTGCGCATCTGAGGGAAGTCTTCTACAGGATGGGCTTATCAG
ACAAGGACATAGTAGCACTCTCAGGCGGCCATACTCTCGGGAAAGCTCGTCCCHEEEEN
GCCTGGACAAAGGATCCACTGAAATTTGACAACTCCTATTTCATTGAG
CTTCTGAAAGAGAATTCAGAAGGGCTTCTGAAGTTGCCTACTGACAAGGCTCTTGTTGAAGA
TCCTACATTCCGCCGCTATGTCGAACTATATGCCAAGGACGAAGATGCATTTTTCAGGGACT
ATGCAGAGTC GTTCACGCCTCCTCGCTCTGCATTCAT
CTACAAATCATGCCAGAAACCAAAGTCCCTGTTGATGCAAACTGCAGCTGGGGTTGCAGTTG
CTGCTGCAGTTGTCGCATGGGCTTACCTCTGTGAATCCAACAAGAGGCTTGGCTAATTTAATT
TGCATCGATCACAATGATCGTTATTTCGTCTCAACCACTAATGGCTGTACAATAAGAAGGTA
CTCGATTGGAACATTTGGATGATGTATATGTGTTTGTTGGTATATATATGTGAGTGCTGCTAA
GTCTGCTATGTTG

Seqiiéncias de “primers”: (A seqiiéncia realgada é a regido que se alinha ao gene OsAPx, a outra regio
alinha-se ao vetor, em paréntese encontra-se a seqiiéncia inversa complementar do “primer reverse”)

Construcio OsAPx3s:
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“Forward”: AAAAAGCAGGCTCCCHIN
“Reverse”: AGAAAGCTGGGTCIEI

qRT-PCR: O “primer Reverse” sobrepde-se ao “primer Forward” da constru¢io Os4Px3.

“Forward”: GGAGTTGTTGCCGTTGAAGT

“Reverse”: ACCATCAAATCCTGATCTTTC

OsAPx4

Seqiiéncia gendmica TIGR: LOC_Os08g43560
ATGGCCGCCCCGGTCGTGGACGCCGAGTACCTCCGCCAGGTCGACAGGGCGCGCCGCCACC
TCCGCGCCCTCATCTCCTCCAAGGGATGCGCGCCCATCATGCTCCGCCTCGCGTACGTACCTA

CCGGCCTACCCCCCATCTCCTGCTCCTCCTAGAACCCTCCCCTAGTTCCTAATCCTTGTGATG

GATTCGCGCGGCGGTGGCGAGGGAGGCAGCTCTCGTGTGTTTGCATTTGGAGCCCGETCGGT

TCTGCTTGCCTCGAGTGGTGGGATGAGTTACTGCTGGTGGTGGTGAGATGGGTCGCTTGCGA
TTGCGAGACTGTATGATTGGGTTTGGTTAGTTGCTTGCGGCGGGTACCTGCGCTGGTCCGTG
GCGTGGCTGTTGGGCGAGGCAATTCGACGAACACCTTGAGTGCGTGCGCGCCTGCTTTGGAT
GGCTCCCAGATTTGGTTTTGATTGTGTGACTGCGCCTTTGGAATTAACGAGGAACGGCGGAC
GATGTTTAGTTCGCTAGTTCACATGTAGAGTGCACGCGTTTTTCTGTTGATCCGTTGGTTCTC
TCATACTAGTCAGGAAACTAGCAACCTAGCAGGGGAGAGCGAGCATTTTTAATCACTCCCCA
TATTCCGTCATAACGGCAATATCGCAGGAAGCTAAGACGAATTTCTTATTTCTGTCTATAGTA
GGTGTTCCACTCCATGAGCTTCGTGTTACATTTGTGGAGCTGATGAGAGACCAGTGTTACAA
ACTGGAACAAATAAGTGATGTTTCATTATCTAAAAAAAGGGGATGTTTGCACTACTGCTGCA
AATGTTCTATGTATATTGTAATTACGAATGG
ACTCAGAAGAAGCATTACCATTTAACGCACCATTACAGATAGTGCAGCGTGTATPTGCTAAT
TAATTAGTACTTTATATATGGAATTGTGATTTTTTITATCTTATATGTTGTATACAGTGTTCTIT
CTGTAATGTACTATGAGTTTTTCTCATTTATCATGGAGGATATTCTGCGTGCTCTTGGATTAC
TCTTGGACTAAAACTTAGTTCCTGTGCACTCCCTTGCAGATGGCATGACGCGGGCACTTATG
ACGTGAACACAAAAACTGGTGGTGCAAATGGTTCAATTAGATACGAGGAAGAGTACACTCA
CGGTTCAAATGCTGGTCTAAAGATTGCTATTGATCTTCTCGGTATGTATTGTTTGTCCCCAAT
GTGTTCCTAGATGATTAGACGAAAGTAGCTTTCACTTTTCCCCCATTGTCAGAATGGCTCTAG
TTCCCTTTAAACCACTCATCAGCTATATGATTGATGCCTCTTAAGAAATCAATTTGAGTTTTC
TTGTCAGTTTCTCAAAATTCTTTTCTTTTTCTATTGTTTTGGGTTTTACCTTGATCGGACTACA
AACTAACTCTTTTTTTTCTCTAATTCGGGGATCAAATATTTTGGGAGAAATAACTAAAAAAC |
AAGAAACTCCCATATTTTTGCAACTATTCTCAATGGTGTTGCAGTACTCACCACTCTTCTCTG
TACAATTGCATTATTTACCTGTTCCACGTTATCTAGTTTATTGTTATATTGTCACTTTATTCAG
TGATGAAATAAATCGAATGATTACTTATGCTTCTCCAATTGTCTTTTACTGTAACAGAGCCTA
TTAAAGCCAAGAGCCCTAAGATCACATATGCTGACCTTTATCAGGTAAATTAGCGTTGCTTG
AATTGGTTCTTGTGCTGCCAACTTATTATAAGAGTGCCTTGATACTGTGACATCTTTTTTTITTT
CTTGTCGCACATTTGATCTTTTTTATCTTATCGATTACTGTGTAAATTTTTAAGATCCTAACTA
GATTTTTCTTACAGCTTGCTGGAGTTGTTGCAGTTGAAGTTACTGGGGGTCCAACTGTTGAGT
TCATTCCTGGAAGACGTGTACGTGAAATAACATTTCTTTATGAATGGATGCATCTTTTATTGA
TTCACACTTATTAAGTTCTTTTGACCTGAATCAGGATTCGTCAGTTTGCCCCCGTGAAGGGCG
TCTtectgatgetaagaaagGTAATTGCCACAAACTATTCTTTGAACTGGTCTACCTTTTCTTTTGTCA

TTATAATCATGCTTCCTGACTCCTAGTGTTTGAAGCAATGAGTCAAAATATGTGTTAGTATTC
TACATGTATCACATTTAGTCCCATGCATTTCTCCTGTACTTGTCTGCTAGTACTCATGTTCTGG
CATTTAGTACTTAGTGTTGCTTGAGACAACCCAGTTCATGCAATACATACCGTAATATGTAC
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ATTATCTTAAACACACATACATCTCTTCATAGATGGGAGCCTCGTCTTTCATTTATCTTATAT
TCCTGCATATCTGGTATAGTTGTCATTTAGGTGTCATACCAGCAGGTGCTGTTGTATGTCTGG
TAATTTGTTTTATGTTATTTATCTGTTTTCCTATTCCTTCTGCCGAAGTCTGTTTTCCTTTCTTA
CATTTACTGGGATGCAAGGTGCCAGTTCCTATTTTAGTATTTTAATAACTGGTGCCAGAATCC
TGTTTTGATATGTATAATCGTAATCATATATCTATTTTTATGGGGGTATATCTGCATTTTATCT
TTGTTTCATGAGCAGGTGCACTGCACTTGAGGGACATCTTTTACCGGATGGGCTTATCAGAC
AAAGATATAGTAGCTTTATCTGGGGGTCACACTCTGGTAAATGCTCTAATTAATGTAGAATT
TGTGTAATGGTAATCCTGATTCTTCATGAGAAGCACAGTTTTAACAACTCGCTTTATACTTCA
AGGGAAGGGCACATCCTGAAAGGTCTGGATTTGAAGGCGCATGGACTCAGGAGCCTCTGAA
GTTTGACAATTCGTACTTTCTGTAAGTTGAATACAAAACTGGGTCATTTACGTACTAATTCTG
GGCACTAGATTTGAGGTTAGAAGATAACAGTGTAATATTITATTITAACTGCAGTGAGCTACT
GAAGGGGGAATCTGAGGGGCTTCTGAAGCTCCCAACEEEGEGEGEGEE . TTCATTTA
GACGCTATGTGGATCTTTATGCCAGGGTAAAAAGGATCTTTTATATATATATTTTTTTTCTAT
TCCTTGCACTTAAAACTCCCCCATTTTATATGCCCTTTCATCCATTTTTTAGGACTATAGGACC
ATTAACAAACTATAAAGTATTTGAATTTGTTAGTTGAAAATGCAATTAATAGATTTATTTATT
GTCAAATATGATTTCGGAGCATTATATTTTTACAACTTTTACTGCTATATAATTGGAAGTGAA
TAATTTTCAAAATGCTACAAGAACTGTGAATATTTCATGCCGACGTACTATGCCTTGCGGTG
CTCCATAATATAAGTTTTACATTCAGAACCATTTCTTCTGTTCATATGGCAGGATGAAGACAC
CTTCTTCAAGGACTACGCTGAATCGCACAAGAAGCTTTCTGAACTTGGCTTCACTCCACGGA
GCAGCGGCCCTGCATCTACGAAATCTGATCTTTCAACTGGTGCTGTACTCGCACAGAGTGCT

cTcGGH T G TTATCGTGAGCTACCTATACGAGGCTTCTAAGA
AGAGCAAGTAA ‘

*Seqiiéncias sublinhadas referem-se as regiGes transcritas do gene.

Seqiiéncia cDNA completo(Niimero de Acesso NCBI: AK070842):
GAGTGAGTACTAGTCACACCACACGCTTGGCTTGACGCCGCACGCCTCCGCTCCGCTCCGCC
GCCGCGGCCGATCTCTCTAGGGCTTCCAACCTCGCCGGCGACGCGACGCCACGCCATGGCCG
CCCCGGTCGTGGACGCCGAGTACCTCCGCCAGGTCGACAGGGCGCGCCGCCACCTCCGCGCC
CTCATCTCCTCCAAGGGATGCGCGCCCATCATGCTCCGCCTCGCATGGCATGACGCGGGCAC
TTATGACGTGAACACAAAAACTGGTGGTGCAAATGGTTCAATTAGATACGAGGAAGAGTAC
ACTCACGGTTCAAATGCTGGTCTAAAGATTGCTATTGATCTTCTCGAGCCCATTAAAGCCAA
GAGCCCTAAGATCACATATGCTGACCTTTATCAGCTTGCTGGAGTTGTTGCAGTTGAAGTTA
CTGGGGGTCCAACTGTTGAGTTCATTCCTGGAAGACGTGATTCGTCAGTTTGCCCCCGTGAA
GGGCGTCTtectgatgetaagaaagGTGCACTGCACTTGAGGGACATCTTTTACCGGATGGGCTTATC
AGACAAAGATATAGTAGCTTTATCTGGGGGTCACACTCTGGGAAGGGCACATCCTGAAAGG
TCTGGATTTGAAGGCGCATGGACTCAGGAGCCTCTGAAGTTTGACAATTCGTACTTTCTTGA
GCTACTGAAGGGGGAATCTGAGGGGCTTCTGAAGCTCCCAACHIEGEGEEE - tcc T T
CATTTAGACGCTATGTGGATCTTTATGCCAGGGATGAAGACACCTTCTTCAAGGACTACGCT
GAATCGCACAAGAAGCTTTCTGAACTTGGCTTCACTCCACGGAGCAGCGGCCCTGCATCTAC
GAAATCTGATCTTTCAACTGGTGCTGTACTCGCACAGAGTGCTGTCG
AGTTATCGTGAGCTACCTATACGAGGCTTCTAAGAAGAGCAAGTAAGATTGCT
ATGTTCTTCATCAGCATGGCCTCATAGTAAGTATCAGGGTCAAATAACAGAATTCTAGTGAT
GATCCAGCCATACGAACACTTCCTTCATGTCTACATATACCCTATCAATATTTCATGGGGAAT
TATATGGAGATGACATAGCTTCACTATTTAAAAGCACTTTGGACATATATTATTCCGTCTTCT
GTGTGCTCTCTAATATCTACAAGAACAGTGGTTTGTGTCCT

Seqiiéncias de “primers”: (A seqiiéncia realgada € a regifio que se alinha ao gene OsAPx, a outra regido
alinha-se ao vetor, em paréntese encontra-se a seqiiéncia inversa complementar do “primer reverse™)

Contrucio OsAPx3/4s:

“Forward”: CACCtectgatgctaagaaag
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“Reverse”: ggatcttccaacaatgect

Construc¢iio OsAPx4s: O “primer Reverse” sobrepde-se ao “primer Reverse” da construgdo OsA4Px3/4s.

“Forward”: AAAAAGCAGGCTCCH
“Reverse”; AGAAAGCTOGGTCHE

qRT-PCR: O “primer Reverse” sobrepde-se ao “primer Reverse” da construgio OsAPx3/4s
“Forward”: CTCGACTGACAAGGCATTGTTGGAAG

“Reverse”: GGTACCTCGAGCAGCTGCAGCAACAGCTACC

OsAPx5 (Numero de Acesso NCBI: AK073910)

Seqiiéncia cDNA completo:
TCCCCCCCCCCCCCCCCAAACCCTTCCTCTCCCCTCGACTCCGGCGCCGACATGGCCGTCGTG
CACCGCATCCTCCGCCGCGGGCTCTCCGCCGCCTCTCCCCTCCCTTCTCTCCGCGGCCTCCTC
CTCGTCTCCCCTCAGGAGCTCGGCAGGCGTCCGGCGAGCTCGTCGTCGTCGGCGGCGGCGGC
TGCGGGGGACGTGGAGGCTGAGCTGCGCGCCGCGCGGGAGGACGTCAGGCAGCTGCTCAAG
TCCAACCCCTGCCATCCCATCCTGGTTCGGTTAGGGTGGCATGACGCTGGCACTTACGATAA
GAACATCACTGAATGGCCAAAGTGTGGTGGTGCGAATGGTAGCTTGAGATTTGGAGTTGAGT
TAGTACATGCAGCTAACAAAGGTCTTCTGAAGGCGTTATTCTTGGTCATTCCCATCAAGAGC
AAGTATGCAGGTGTCACTTATGCAGATATATTTCAACTTGCCAGTGCTACAGCCATTGAGGA
AGCCGGTGGCCCCAAGATCCCCATGATCTATGGAAGGGCTGATGTTGCTGATGGTGAAGAAT
GCCCACCTGAGGGGAGACTTCCTGCTGCTGACCAACCTTCACCTGCTGAACACTTGCGAGAA
GTATTCTACAGAATGGGCCTGAGTGACAAGGAAATTGTTGCGTTGTCAGGAGCTCATACACT
TGGTCGAGCTAGACCAGAGCGTAGTGGATGGGGTAAACCAGAAACAAAATACACTGAAAAT
GGGCCTGGTGCTCCTGGAGGGCAATCTTGGACATCTGAGTGGCTCAAGTTTGACAACAGCT
ACTTCAAGGAAATCAAAGAACGCCGAGATGAGGATCTTCTAGTTCTCCCTACTGATGCTGTG
CTCTTTGAGGACTCATCATTCAAGATCCATGCTGAAAAGTATGCTGAGGATCAGGATGCATT
TTTCGAAGACTATGCTGAAGCTCATGCCAAACTGAGCAATCTTGGGGCAAAGTTITGATCCT
CCAAAGGGTATTTCACTTGAATAGCTGGCGTCAGCTGCCGATGAACTGCATTTTGGCGAGTG
ATAAACAAGATAATACCTTGTTTGTTCTTGCTACTATAGAGCATATTCTGGTTTTACTACCCA
TCCAGAAATTTAACTTATTGTAAATGTGATGCTGGTGCTGTGTATTGAGCTGTGTTACTGCTT
GCCATCTTATCTATTGTACTATATTATAAAGATAGCTCGAAAAAGAGCAACCAAATTTGTTC
AGGTCAACAATTAGATGCATCACAACCTCAGTTAGATAATACTAGGTTTTTATATAACGAAG
TTAGTAATGCG

Seqiiéncias de “primers”: (A seqiiéncia realgada é a regifio que se alinha ao gene OsAPx, a outra regido
alinha-se ao vetor, em paréntese encontra-se a seqiiéncia inversa complementar do “primer reverse”)

qRT-PCR: ‘
“Forward”: CTCGAGAGGGCAATCTTGGACATCTG

“Reverse”: GGTACCTCGAGGATCAAACTTITGCCCCAAGA
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OsAPx6 (Numero de Acesso NCBI: AK(061107)

Seqiiéncia cDNA completo:
GACCACGGAGCAGCGAACCACTCCCAAAACGCCACCAAAACCCTCCTCTCCCCACCTCCGCC
GCCGCCGACATGGCCGTCGTCCACCGCCTCCTCCGCCGCGGCCTCTCCGCCGCCTCTCCCCTC
CCCTCTCTTCAGGAGCTCGGGAGGCGTCCGGCGAGCTCGTCGGCGGCGGCGGCGGGGGACG
CGGCGGCTGAGCTGCGGGGCGCGCGGGAGGACGTCAAGCAGCTGCTCAAGTCCACCTCCTG
CCATCCCATCCTGGTTCGGTTAGGGTGGCATGATGCTGGTACTTATGACAAGAACATTACTG
AATGGCCAAAGTGTGGTGGTGCCAATGGTAGCTTGAGATTCGAAATTGAGTTAAAACATGC
GGCTAATGCAGGTCTTGTGAATGCTTTGAAGCTGATCCAGCCCATCAAAGACAAGCATGCAG
GTGTCACTTATGCAGATCTGTTTCAGCTCGCCAGTGCTACAGCCATTGAGGAAGCCGGTGGC
CCCAAGATCCCCATGATCTATGGAAGGGTTGATGTTGCTGCCCCTGAACAATGCCCGCCAGA
GGGGAGACTTCCTGCTGCTGGCCCTCCTTCACCTGCGGAACATCTACGAGAAGTATTCTATA
GAATGGGCCTGAGTGACAAGGAAATTGTTGCATTGTCAGGAGCTCATACACTTGGACGATCT
AGACCAGAGCGCAGTGGATGGGGCAAACCAGAAACTAAATACACTAAAAACGGACCTGGT
GCACCTGGAGGGCAATCTTGGACATCACAGTGGCTGAAGTTTGATAATAGCTACTTCAAG
GACATCAAAGAACGCCGAGATGAGGACCTTCTAGTTCTGCCTACTGATGCTGTGCTCTTTGA
GGACTCATCATTCAAGATCTATGCTCGAAAACTACGCCGCAGATCAGGATGCATTTTTIGAAG
ACTATGCTGAAGCTCATGCCAAACTGAGCAATCTCGGAGCAAAGTTTGATCCTCCAAAGG
GTATTTCACTGGAATAAGTGGCGTCTGCTGCCGATGAGCTGCATTTTGGCGAATGAACAAGA
CGATACCCTGTTTCTTCTTGCTACTATAGAGCATATTATGGTTTTATTACCGATCCAGAAATT
TAATCCATTGATCGGCAAATGTGATGTTGGTGTTTIGTATTGAGTTGTGCTCTCCATTAGAAA
TAAAAATAGCGGTGGCCATTTTCGTTTCCAGGACCAAACATTTTGGCACATTACAATACAAT
GTTTTAGATGATGTCTGCATTGAGCTCTTACACAGGATGATCAAAATATATGACATAATTTAT
TACTG

Seqiiéncias de “primers”: (A seqiiéncia realgada ¢ a regifio que se alinha ao gene OsAPx, a outra regifio
alinha-se ao vetor, em paréntese encontra-se a seqiiéncia inversa complementar do “primer reverse”)

qRT-PCR:
“Forward”: CTCGAGAGGGCAATCTTGGACATCAC
“Reverse”: GGTACCTCGAGGATCAAACTTTGCTCCGAGA

OsAPx7 (Numero de Acesso NCBI: AB1148551, AK103344)

Seqiiéncia cDNA completo:
GCAAGGCCACGCTCCCCTCCCTCCCACCAACCCACCACCAGCGTCACCCATGGCGGCCCAGC
GACTCGCCGCCCTCCACGCCGCCGCGCCGTCGGCCTTCTCCTCCACCTCCTCCGCCTCGCATG

- GCCGCCCCGCGGCGCGATCCAGCACCACCGCTCTCCTCCCGGTGGCCCTCCCGCGCGCCTCC

GCCACCCTCCGCGCCGCACCTTCTCGGCTCCTCCCCCAGGAGGCGAAGGCGGCGGGGAGCG
GCAGGTCGGTGATGTGCATGGCGTCGGCGTCGGCGTCGGCGGCGTCGGCGGCGGTGGCGTC
GGGCGCGGCGGAGCTGAAGGCCGCTCGCGAGGACATCAGGGAGCTCCTCAAGACGACGCAC
TGCCACCCCATCCTGGTTCGTCTTGGATGGCATGATTCCGGTACGTATGACAAGAATATTAA
AGAGTGGCCACAACGAGGTGGAGCTAATGGAAGCTTGAGATTTGATGTTGAGTTAAAACAT
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GGAGCCAATGCTGGGCTGGTAAATGCTCTAAAGCTTGTCCAACCTATCAAGGACAAATACCC
AAATATCTCATATGCGGATTTATTCCAGCTGGCAAGTGCTACAGCAATTGAGGAAGCTGGTG
GTCCAAAGATTCCAATGACATATGGACGGATTGATGTCACAGGTCCTGAGCAGTGTCCACCT
GAGGGGAAGCTTCCCGATGCTGGCCCAAGTGCACCTGCGGATCACTTGAGGAAGGTATTTTA
CAGGATGGGTCTTGATGACAAGGAGATTGTTGTGCTGTCTGGAGCACATACACTTGGAAGGT
CCAGACCTGAACGGAGTGGCTGGGGGAAACCAGAAACGAAATATACTAAGAATGGCCCTGG
TGCACCTGGTGGGCAATCGTGGACAGCTGAATGGCTTAAGTTTGATAACAGTTATTTCAAGG
AGATAAAAGAGAAAAGAGATCAGGATCTCCTGGTCTTGCCTACAGATGCTGCATTATTTGAG
GACCCAACATTCAAGGTCTATGCAGAAAAATACGCAGAGGACCAAGAAGCATTCTTTAAAG
ACTATGCCGGAGCTCATGCTAAACTGAGCAATCTGGGTGCAAAATTCAATCCTCCTGAGGG
ATTCACGTTGGACGGTTAATGCGATGCGCATGAGCCAGATCGCTGAAGTGGCCAACCACTTT
TACAGAAAGGATCAAGAGAGAAACACTACACAATCCAATTTCCTGCTCCAACGTTGTGTCAT
CATTCCAGATGAAGCTTTITCCTGACCACGAGTCATATTGGATTTGGAAACTGAGTATTCGA
ATAAAAAAACAGACTGGCTAGAGAGGCAAATTTGAGCCGAACTTGCGGACCAAATTCGACG
AGAAACCAAAAAGAAAAACATTTTAATACTATTCTTTACTTATTATGCTTT

Seqiiéncias de “primers”: (A seqiiéncia realgada ¢ a regido que se alinha ao gene OsAPx, a outra regifio
alinha-se ao vetor, em paréntese encontra-se a seqliéncia inversa complementar do “primer reverse”)

qRT-PCR:
“Forward”: CTCGAGGAGCAATCTGGGTGCAAAAT

“Reverse”: GGTACCTCGAGGACTCGTGGTCAGGAAAAGC

OsAPx8 (Nﬁmerb de Acesso NCBI: AB114856.1)

Segqiiéncia cDNA completo:
AAAAACTCACTCGACTCGAGCGCGCGCGCCATGGCGGAGCGCATCGCCGCCTCCCTCCTCCC
GGCTGCCTCGCCCTCGCCTGCTCCGTCCCCTCCCCCCCCGCGCCCCCGCGTCTCCGCCGCGGC
CGCCGCCTCCTTCCCATGCTGCTCCACCAGCGCCGGCGGCCTCCGCCTCCGCTCCCGCCCGTC
TCGCTTCCCGCAGAAGGCTGCGACGACGAGGAGCGGGCGCGCCGGCGCGGGGGCGCGGGCG
GTGGTCCGGTGCATGGCGGCGGCGGCGGTGGCGGCGTCCGACGCGGCGCAGCTCAAGAGCG
CCCGGGAGGACATCAGGGAGATCCTCAAGACCACCTACTGCCACCCCATCATGGTCCGTCTT
GGGTGGCACGATTCTGGCACGTACGACAAGAACATCGAGGAGTGGCCGCAGAGGGGCGGA
GCCGACGGGAGCTTGAGATTTGACGCCGAATTGAGCCACGGAGCCAATGCTGGTCTGATTA
ATGCTTTGAAGCTTATCCAACCAATCAAGGACAAATACCCGGGTATAACTTATGCTGATTTG
TTCCAGTTGGCAAGTGCTACAGCAATTGAGGAAGCTGGTGGGCCGAAAATTCCAATGAAAT
ATGGACGAGTTGATGTCACAGCAGCTGAGCAGTGCCCACCAGAGGGGAGGCTTCCTGATGC
CGGTCCACGTGTGCCCGCTGATCATCTTAGGGAGGTATTCTACAGGATGGGCCTTGATGACA
AGGAAATTGTTGCATTATCTGGAGCACACACACTTGGAAGATCAAGACCTGACAGGAGTGG
CTGGGGAAAGCCAGAAACAAAATATACTAAGGATGGGCCTGGTGAACCTGGAGGGCAATCA
TGGACAGTTGAATGGTTGAAGTTTGATAACAGTTACTTCAAGGACATAAAAGAGCAAAGGG
ACCAGGATCTTCTAGTGCTACCCACAGATGCTGCATTATTTGAGGATCCGTCCTTCAAGGTAT
ATGCCGAAAAATATGCAGAGGATCAGGAGGCATTCTTTAAAGACTACGCTGAAGCTCATGC
TAAACTGAGCGACCTTGGTGCAAAGTTCGATCCACCTGAGGGATTTTCACTGGACGATGAAC
CAGCCGTCGAAGAGAAGGATCCTGAACCAGCACCAGCGCCAGCAGCAGCACCACCACCTCC
ACCAGTCGAGGAGAAGAAGGAAGCTGAACCAACTCCAGTACCAGTAACGGTAGGAGCAGC
AGTGGCATCATCGCCAGCGGATGACAACAACGGTGCAGCACCGCAACCAGAGCCCTTCGTC
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GCTGCGAAATACTCCTACGGAAAGAAGGAGCTGTCGGACTCGATGAAGCAGAAGATCAGG
GCGGAGTACGAGGGATTCGGAGGCAGCCCGGACAAGCCTCTGCAGTCCAACTACTTCCTCA
ACATCATGCTCTTGATCGGAGGGCTGGCCTTCTTGACGTCTCTGCTCGGGAGCTGAGAGCGA
TGGTCTGATGACCTCCTCTGACGAGTGTTTTGAGTTGTTCTGCCTGTGCTAAGATTTGCGTG
TTTCTCTTTCCATGTTTTGAGTCGTTATTCCGTAAATAAATTGAGGTAAAAGGATGGGCATGT
GAATGGATTCCAGTACTTTCTGAACTTCTTGAGTAATTCCTCTAGAGAAATATTTGTCGGAGA
GAAATGTCACATTATCTAGTTGTCATGGCTCATGACT

Seqiiéncias de “primers”: (A seqiiéncia realgada ¢ a regifo que se alinha ao gene OsAPx, a outra regifo
alinha-se ao vetor, em paréntese encontra-se a seqiiéncia inversa complementar do “primer reverse™)

gRT-PCR:

“Forward”: CTCGAGGCTGCGAAATACTCCTACGG
“Reverse”: GGTACCTCGAGAGGAGGTCATCAGACCATCG

Os versados na arte valorizardo os conhecimentos aqui apresentados e
poderdo reproduzir a invengdo nas modalidades apresentadas e em outros
variantes, abrangidos no escopo das reivindicagbes anexas.
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Reivindicacdes
CONSTRUCAO GENICA, PROCESSO PARA MODULAR A RESPOSTA
OXIDATIVA EM ARROZ, PROCESSO PARA MODULAR A TOLERANCIA DE

PLANTAS AO ALUMINIO

1. Construgéo génica util para a modulagéo da resposta oxidativa em arroz,
caracterizada por compreender pelo menos parte de uma sequéncia
nucleotidica do gene APX, sequéncia esta capaz mecanismos de modulagao
de expressao génica do referido gene.

2. Construgdo génica atil para a modulagao da tolerancia de plantas ao
aluminio, caracterizada por compreender pelo menos parte de uma sequéncia
nucleotidica do gene APX, sequéncia esta capaz mecanismos de modulagao
de expressao génica do referido gene.

3. Processo para a modulagao da resposta oxidativa em arroz, caracterizada
por compreender o uso de pelo menos parte de uma sequéncia nucleotidica do
gene APX, sequéncia esta capaz mecanismos de modulagdo de expresséo
génica do referido gene.

4. Processo para a modulagdo da tolerancia de plantas ao aluminio,
caracterizada por compreender o uso de pelo menos parte de uma sequéncia
nucleotidica do gene APX, sequéncia esta capaz mecanismos de modulagdo

de expressao génica do referido gene.
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Figura 11 a
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Figura 13
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Figura 16
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Resumo
CONSTRUCAO GENICA, PROCESSO PARA MODULAR A RESPOSTA

OXIDATIVA EM ARROZ, PROCESSO PARA MODULAR A TOLERANCIA DE
PLANTAS AO ALUMINIO

A presente invengao proporciona: construgdes génicas; processos para
modular resposta oxidativa em arroz; e processos para modular a tolerancia de
plantas ao aluminio. Os objetos da invengdo tém como conceito inventivo
comum o uso de funcional de APX citosélicas (OsAPx1 e OSAPxQ) e
‘peroxissomais (OsAPx3 e OsAPx4) de arroz. Em uma concretizagio
preferencial, os processos da inveng¢ao compreendem, entre outros, o
silenciamento pés-transcricional por RNA de interferéncia (RNAI) dos genes
individualmente e de ambos 0s genes codificantes de isoformas do -mesmo
compartimento subcelular. A redugéo da expressao de cada gene, assim como
de ambos os genes de um compartimento, de acordo com a presente invengao,
resulta no desenvolvimento de diferentes sinais. As plantas RNAi apresentam
diferentes fenotipos e padroes de expressao transcricional dos genes da familia
OsAPx.
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