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Ascorbato peroxidase (APx) é uma enzima fundamental do metabolismo antioxidante, a qual
catalisa a decomposicdo do peroxido de hidrogénio em agua, utilizando o ascorbato como
doador de elétrons. O peroxido de hidrogénio é uma espécie reativa de oxigénio (ERO) e é
produzido constantemente pelo metabolismo aerdbico, e em situagfes de estresse bidtico ou
abiotico tem sua producdo aumentada, sendo que em grandes quantidades pode causar
diversos danos celulares. Em arroz, as diferentes isoformas de APx sdo codificadas por oito
genes, cujos produtos sao classificados em fungdo de suas localizagcdes subcelulares em:
citosolica, peroxissomal, mitocondrial ou cloroplastidial. A caracterizacdo dos genes
codificadores das APxs vem sendo feita e 0 estudo de promotores é uma ferramenta de
grande importancia que possibilita analisar o padrdo de expressdo de genes em plantas. O
objetivo deste trabalho foi estudar o padrdo de expressdo da sequéncia promotora do gene
OsAPx1 (citosolico) de ascorbato peroxidase. Para esta andlise foi isolada uma sequéncia
nucleotidica de aproximadamente 2kb anterior ao sitio de iniciacdo da traducao, clonado no
vetor de entrada pENTR e recombinado no vetor para estudo de promotores pHGWFS7. O
vetor contendo a sequéncia promotora, denominado pPROM1, foi utilizado para a
transformacéo de calos de arroz via Agrobacterium tumefaciens. Os calos transformados
foram cultivados em meio de selecdo e em seguida regenerados em plantas. Foram obtidas
seis linhagens expressando o gene gus sob o controle da sequéncia promotora do gene
OsAPx1. A confirmacédo da transgenia foi realizada por PCR utilizando primers especificos
para as sequencias nucleotidicas dos genes gusehpt,. Segmentos das plantas transgénidas
foram coletados e analisados por ensaios histoquimicos com X-Gluc. Em condicdo padrao de
cultivo, a expressdo do gene Gus foi verificada em folhas e ligula. Além disso, a expresséo foi
também observada em regiGes nas quais as plantas sofreram injdria, sem visualizacdo
aparente de expressdo diferenciada temporalmente. Analises in silico revelaram a presenca de
cis elementos de reposta a seca, luz e horménios vegetais, entre outros. Testes preliminares
foram feitos adicionando os hormonios 6-benzilaminopurina (BAP) e o acido abscisico
(ABA) na solucdo nutitiva das plantas crescidas em hidroponia e, posteriormente, analisadas
histoquimicamente. Foi possivel verificar a coloracdo de GUS de forma diferencial entre as
plantas. No tratamento com BAP, as plantas apresentaram expressdo de GUS nas pontas das
folhas dos perfilhos novos (menos de 5 cm de tamanho), e no tratamento com ABA, a
expressao foi detectada nas raizes novas. Outros ensaios serdo feitos e como perspectivas
estdo as analises histoquimicas com GUS em outros tecidos vegetais, tanto em condicGes
controle quanto em condices de estresse; o teste da funcionalidade dos cis elementos da
regido promotora preditos; a quantificacdo da expressao do gene Gus atraveés de PCR em
tempo real e de ensaios fluorimétricos.



