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TOLERANCIA A METAIS EM PLANTAS, CELULA TRANSFORMADA,
PROCESSO PARA MODULAR A TOLERANCIA A METAIS DE
PLANTAS, E PROCESSO PARA CONTROLE DA MODULAQAO DE
TOLERANCIA A METAIS. A presente invengdo proporciona
construgdes génicas, células transformadas, processos para modular a
tolerancia a metais em plantas, processo para controle da modulagéo
de tolerancia a metais. Os objetos da invencédo tém como conceito
inventivo comum o uso de proteinas ASR (ABA, Stress and Ripening)
de forma indireta para modular a atividade de outros materais
biolégicos que contribuem para a prote¢éo celular contra metais
especialmente contra Aluminio (Al).
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Relatorio Descritivo de Patente de Invencao

CONSTRUGAO GENICA PARA MODULAGAO DA TOLERANCIA A METAIS EM
PLANTAS, CELULA TRANSFORMADA, PROCESSO PARA MODULAR A
TOLERANCIA A METAIS DE PLANTAS, E PROCESSO PARA CONTROLE DA
MODULACAO DE TOLERANCIA A METAIS

Campo da Invencao

A presente invengao esta no campo de Biotecnologia e Biologia
Molecular. A presente invengado proporciona construgdes génicas, células
transformadas, processos para modular a tolerancia a metais em plantas, e
processo para controle da modulagdo de tolerancia a metais. Os objetos da
invengéo tém como conceito inventivo comum o uso de proteinas ASR (ABA,
Stress and Ripening) de forma indireta para modular a atividade de outros
materiais biolégicos que contribuem para a protegdo celular contra metais,

especialmente contra Aluminio (Al).

Antecedentes da Invencio

O Aluminio (Al) € o metal mais abundante da crosta terrestre,
compreendendo aproximadamente 7% de sua massa € ndo € de regra um
nutriente essencial, mas, em pequenas quantidades pode ajudar no
crescimento das plantas e induzir efeitos desejadds (Foy, 1983). A maioria do
Al encontra-se ligado em quelantes ou apresenta-se em forma nao toxicas
como alumino silicatos ou precipitados. A toxicidade pelo Al ocorre pela sua
solubilizagdo em solos com condi¢des acidas (pH abaixo de 5,0), (Famoso et
al. 2010). Foi estimado que aproximadamente 50 % das terras araveis no
mundo sao negativamente impactadas pelo Al devido aos solos acidos (Panda
et al. 2009). A toxicidade ao Al é considerada um dos maiores fatores limitantes
na produgédo agricola (Matsumoto 2000), inibindo o crescimento das raizes e a
absor¢cao de minerais (Liu & Luan 2001), levando a uma redugéo do sistema

radicular, que afeta diretamente a absor¢do de agua e nutrientes. Existem
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diversos possiveis sitios de ligagdo que podem ser afetados pela interagdo com
o Al incluindo a parede celular, a superficie da membrana plasmatica, o cito
esqueleto e o nicleo (Panda et al, 2009). Além disso, o Al liga-se fortemente a
parede celular de células epidermais e corticais da raiz (Delhaize et al. 1993).
Entretanto, algumas plantas sdo capazes de tolerar niveis tdxicos de Al em
solos acidos. Estas plantas desenvolveram mecanismos para detoxificar o Al
interna e externamente (Kochian et al. 2005).

"No sistema de detoxificacdo interna, as plantas acumulam Al nos
vacuolos quelando-os com acidos orgéanicos (AO) como citrato e oxalato (Ma
2007). Por outro lado, a maioria das plantas tolerantes exclui o Al do apice da
raiz liberando acidos organicos como malato, citrato e oxalato no solo (Ma et al.
2001; Kochian et al. 2005). O complexo AO-Al previne a entrada do Al na célula
reduzindo a concentragéo e a toxicidade do Al ao apice da raiz (Ma et al. 2001)
em espécies como cevada e trigo (Sasaki et al. 2004; Magalhaes et al. 2007).

O arroz & considerado o cereal mais tolerante ao Al (Fageria 1989;
Duncan & Baligar 1990), mas existe variabilidade entre gendétipos, sendo esta
tolerancia amplamente diferente entre cultivares (Ferreira 1995). Em dois
estudos independentes, Ma et al. (2002) e Yang et al. (2008) observaram um
aumento do acumulo de Al no apice da raiz de uma cultivar sensivel
comparada a cultivar tolerante sem a ocorréncia de exudacao de acidos
organicos. Estes resultados demonstraram que altos niveis de tolerancia ao Al
sdo mediados por um novo mecanismo em arroz, que é independenté da
exclusao de acidos organicos (Famoso et al. 2010).

Apesar de estudos genéticos terem identificados mais de dez
‘quantitative trait loci (QTL)” para tolerancia ao Al em arroz, genes
responsaveis nao foram clonados até recentemente (Huang et al. 2009). Os
genes STAR1 e STAR2 foram isolados de uma cultivar tolerante ao AL
previamente irradiada com raios gama (Ma et al. 2005). A disrrupgao de
qualquer um dos genes resultou em hipersensibilidade e toxicidade ao Al.
STAR1 codifica uma proteina com dominio de ligagdo a nucleotideo, enquanto

que STAR2 codifica uma proteina com dominio trans-membrana do tipo
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transporte ABC. Analises indicam que STAR1 e STAR2 formam um complexo
que funciona como um transporte do tipo ABC, que € requerido na
detoxificacdo do Al em arroz. O transporte ABC transporta UDP-glicose, que
pode ser usado para modificar a parede celular (Huang et al. 2009). Yamaji et
al. (2009) isolaram um fator de transcricdo do tipo dedo de zinco chamado
ART1 que regula multiplos genes implicados na tolerdncia ao Al em arroz
incluindo STAR1, STAR2 e Nrat1 que € um transportador especifico para o ion
trivalente de "Al em arroz, requerido na detoxificagdo interna através do
sequuestro em vacuolos (Xia et al. 2010).

Usando uma abordagem protedmica, Yang et al. (2007) identificaram
proteinas responsivas ao Al em raizes de arroz, entre elas, ASR5 que
apresentou aumento de sua expressdo. Os genes ASR (Abscisic acid, Stress
and Ripening) foram inicialmente descritos em tomate (lusen et al. 1993).
Subsequuentemente, os genes ASR foram identificados em batata (Silhavy et
al. 1995), pinus (Chang et al. 1996), miho (Riccardi et al. 1998), arroz
(Vaidyanathan et al. 1999), cana-de-agucar (Sugiharto et al. 2002), uva (Cakir
et al. 2003) dentre outros, sendo amplamente e restritamente distribuidos no
reino vegetal. Intrigantemente, os genes ASR ndo ocorrem no genoma de
Arabidopsis thaliana (Maskin et al. 2001). Os genes ASR sao induzidos em
reposta a ABA, diversos estresses abidticos incluindo seca e estresse salino e
também durante o amadurecimento de frutos (Carrari ef al. 2004). Kalifa et al.
(2004) demonstraram que a protél’na ASR1 de tomate encontra-se localizada
no citosol como um mondmero desestruturado e um homodimero estruturado
no nucleo, onde pode se ligar a DNA. A proteina ASR1 citosélica possui uma
atividade de chaperona e pode estabilizar diversas proteinas protegendo-as
contra experimentos de desnaturagédo (Konrad & Bar-Zvi 2008). Além do mais,
a proteina ASR de uva liga-se ao promotor de um gene que codifica um
transportador de hexose (Cakir et al. 2003), sugerindo um papel como fator de
transcricado envolvido no metabolismo de agucar. Analises in silico revelaram
em arroz seis copias do gene ASR no genoma, mapeados em diferentes

cromossomos e confirmados por ESTs (Frankel ef al. 2006).
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Na presente invencgéao, foi desenvolvido o uso da expressao de genes da
familia ASR na protecao ao Al. Os resultados da invengao indicam que todos
os membros da familia ASR possuem um grau de expressdo variavel,
mostrando que os genes ASR sao diferencialmente regulados em reposta ao Al
na cultivar tolerante Nipponbare. Por outro lado, ASR5 nao responde a
exposi¢cdo ao Al em raizes do arroz da cultivar Taim, que em contraste a
cultivar Nipponbare, apresenta alta sensibilidade ao Al (Freitas et al. 2006). De
acordo com Ma et al. (2002), de uma maneira geral, cultivares da subespécie
Japonica sao mais resistentes ao Al do que cultivares da subespécie Indica.
Em adi¢cdo aos dados de expressao, plantas transgénicas silenciadas para os
genes ASR foram obtidas e um aumento da susceptibilidade ao Al foi
observado nas plantas da geragdo T1. Alem disso, calos embriogénicos de
arroz transformados com a fusdo ASR5-GFP revelaram a localizagao nuclear e
citoplasmatica da proteina ASR sugerindo um papel como fator de transcrigao.

Do que se depreende da literatura pesquisada, ndo foram encontrados
documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos da presente invengéo,
de forma que a solugdo aqui proposta, aos olhos dos inventores, possui

novidade e atividade inventiva frente ao estado da técnica.

Sumario da Invencao

Em um aspecto, a_presente invengdo proporciona novas e inventivas
construgdes génicas e processo para rﬁodular a tolerdncia de plantas ao
aluminio compreendendo, como conceito inventivo comum, a modulagéo, em
plantas, da atividade biolégica de material biolégico relacionado aos genes
ASR (Aba, stress and ripening).

E, portanto, um objeto da presente invencdo construgdes génicas
heter6logas compreendendo pélo menos um material bioldgico relacionado a
manipulagéo da expressao dos genes ASR (Aba, stress and ripening).

E, portanto, um objeto adicional da presente invengdo células
transformadas compreendendo constru¢des génicas heter6logas com material

biolégico relacionado aos genes ASR (Aba, stress and ripening).
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E, ainda, outro objeto adicional da presente invengdo um processo para
modular a tolerancia de plantas a metais compreendendo a modulagdao, em
plantas, da atividade biolégica de material bioldégico relacionado aos genes
ASR (Aba, stress and ripening).

E um objeto adicional da presente invengédo um processo para controle
de tolerdncia a metais em plantas compreendendo a quantificacdo da
modulagao da atividade de material biolégico relacionado ao ASR em plantas.
Em uma realizacao preferencial, essa quantificagdo compreende a contagem -
de transcritos de material bioldgico relacionado a ASR em plantas.

A presente invengdo proporciona também plantas transformadas
compreendendo construgbes génicas heterdlogas compreendendo material
biolégico relacionado aos genes ASR (Aba, stress and ripening). Em uma
realizagdo preferencial, a modulacdo da atividade de ASR atua de forma
indireta na tolerancia a metais, modulando a atividade de outros materiais
biolégicos presentes na planta de forma que a atuagdo conjunta desses
materiais € responsavel para prote¢cao da planta contra metais, especialmente
Al.

Estes e outros objetos da invencdo serdo imediatamente valorizados
pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, e serao

descritos em detalhes suficientes para sua reprodugéo na descrigdo a seguir.

Breve Descricadao das Fiquras

A Figura 1 demonstra que a Familia génica ASR responde ao estresse
de aluminio. Determinagéo dos niveis de expressdo da familia ASR de arroz,
em resposta ao tratamento com Al. O RNA total foi extraido a partir de raizes e
usado para a sintese de cDNA. As analises foram conduzidas por RT qPCR.
Raizes da cultivar Nipponbare foram coletadas apés 4 e 8 horas de tratamento
com Al (150uM) Os valores representam a média + / -. SD (N = 4). Os
asteriscos indicam médias estatisticamente diferentes: (*) P <0,05.

A Figura 2 demonstra que o ASR5 néao responde ao estresse por Al na

cultivar sensivel. O RNA total foi extraido de raizes e parte aerea, e utilizado
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para a sintese do cDNA. As andlises foram conduzidas por RT qPCR. Raizes e
parte aerea da cultivar Nipponbare e raizes da cultivar Taim foram coletadas
apo6s 8 horas de tratamento com Al (450uM). Os valores representam a média
+/-SD (N = 4). Os asteriscos indicam médias estatisticamente diferentes: (*) P
<0,05.

A Figura 3 demonstra que os niveis de expressdao de ASR5 aumentam
drasticamente no apice radicular apdés a exposicdo ao Al. O RNA total foi
extraido das raizes, e utilizado para a sintese do cDNA. As analises foram
conduzidas por RT qPCR. Ap6s 8 horas de tratamento com Al (450uM), raizes
da cultivar Nipponbare foram coletados e divididos em dois segmentos: a base
e o apice (0,5 cm). As barras com letras diferentes sao significativamente
diferentes (ANOVA, P <0,05).

A Figura 4 demonstra a caracterizagdo de plantas ASR-RNAI. (A) O RNA
total foi extraido de folhas, e utilizado para a sintese do cDNA. As analises
foram conduzidas por RT qPCR. As medi¢cdes foram realizadas utilizando
folhas de 3 semanas das plantas ASR-RNAi (barras cinza) e néao-
transformados (NT) (barras brancas) cultivadas sob condi¢gdes normais. Os
valores representam a média + / - SD (N = 4). Os asteriscos indicam médias -
estatisticamente diferentes: (*) P <0,05. (B) analise de Western blot da
expressdao da proteina ASR5 em plantas ASR-RNAi e plantas nao-
transformadas (NT). .

A Figura 5 exemplifica Plantas silenciadas para ASR s30 sensiveis ao
aluminio. (A) plantas geracdo T1 (ASR-RNAIi) e plantas nao-transformados
(NT) cultivadas por 12 dias em solugéao contendo 450 uM de Al. (B) diferengas
no comprimento radicular das plantas RNAi e nao transformadas (NT). As
barras com letras diferentes sao significativamente diferentes (ANOVA, P
<0,05). k

A Figura 6 demonstra plantas silenciadas para ASR sao sensiveis a
seca. Andlises de conteudo relativo de agua e porcentagem de umidade em

plantas geracdo T1 (ASR-RNAI) e nao-transformados (NT) com 5 meses de
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idade submetidos a estresse hidrico por 15 dias. As barras com letras

diferentes sao significativamente diferentes (ANOVA, P <0,05).

Descri¢cao Detalhada da Invengiao

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

Em um aspecto, a presente invengao proporciona novas e inventivas
construgdes génicas, processo para modulagéo da expresido génica em arroz e
processo para modular a tolerancia de plantas ao aluminio compreendendo,
como conceito inventivo comum a modulagdo, em plantas, da atividade
biolégica de material bioldgico relacionado aos genes ASR (Aba, stress and
ripening).

Modulacao da atividade biolégica

A modulagao da atividade da presente invengdo compreende qualquer
modificagdo na expresséo de elementos como DNA, RNA e/ou proteinas nas
células-alvo e/ou qualquer modificagdo no comportamento das células durante
el/ou apds a expressdo do gene relacionado a ASR nas células-alvo, com o
intuito de promover tanto a superexpressdo de ASR, quanto o seu
silenciamento.

Material bioldgico

O material biolégico da presente invencao inclui, mas nao se limita, a
elementos como cDNA, RNAs e/ou proteinas, inteiros ou parciais, encontrados
em células e/ou tecidos e/ou érgaos de um organismo eucarioto e/ou procarioto

ou obtidos sinteticamente e idénticos aos encontrados no organismo.

Construcdes génicas heterélogas

As construgbes génicas heterdlogas da presente invengao
compreendem pelo menos um material biolégico relacionado aos genes ASR
(Aba, stress and ripening) juntamente com qualquer outro material bioldgico,
fazendo com que as ditas construgdes sejam artificiais, diferentes daquelas

encontradas na natureza.
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Processo para controle quantificado da tolerancia a metais em plantas

A presente invengdo um processo para controle de tolerancia a metais
em plantas compreendendo a quantificacdo da modulagdo da atividade de
material biolégico relacionado ao ASR em plantas. Em uma realizagao
preferencial, essa quantificagdo compreende a contagem de transcritos de
material biolégico relacionado a ASR em plantas.

Processo para modulacéo da tolerancia de plantas

O processo para modulagdo da tolerancia de plantas ao aluminio
compreendendo a modulagao, em plantas, da atividade biolégica de material
biolégico relacionado aos genes ASR (Aba, stress and ripening).

Em uma realizagao preferencial, a modulagdo da atividade de ASR atua
de forma indireta, modulando a atividade de outros materiais biolégicos
presentes na planta de forma que a atuagdo conjunta desses materiais €
responsavel para prote¢do da planta contra metais, especialmente Al.

Plantas compreendendo construcéo génica heterologa

A presente invengdo adicionalmente proporciona, a partir do uso das
construgdes génicas da invengao, plantas com tolerancia ao Aluminio.

Exemplo 1 — Realizagdo Preferencial

Material e métodos
Material vegetal e condi¢gées de crescimento

Para o tratamento com Al, sementes de arroz ssp Japonica cv
Nipponbare e de ssp Indica cv Taim foram germinadas em papel filtro po; 4
dias no escuro a 28°C. As plantulas foram entdo cultivadas em solucao
hidropdnica (Baier et al. 1995) durante 12 dias em camara de crescimento a
28°C e 12 horas de luz. A solugao hidropénica foi trocada a cada 2 dias. Apos
12 dias, as plantulas foram tratadas com 150uM de AICI;. Amostras do tecido
radicular foram coletados a 4 e 8 horas apos o inicio do tratamento. As mesmas
condi¢des foram usadas para o experimento usando 450uM de AICl;. Amostras
foram coletadas apos 8 horas de tratamento (raizes e parte aérea foram
coletadas de plantas Nipponbare, e somente raizes de plantas Taim). Para as

analises de expressao da base e apice da raiz, as plantulas foram cultivadas
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nas mesmas condi¢cdes descritas acima e amostras de raizes de Nipponbare
foram coletadas e divididas em dois segmentos: apice (0,5cm) e base (4cm %
0,5cm). Como controle,,foram usadas plantas crescidas nas mesmas
condi¢cbes nao tratadas com Al. Todas as plantas foram crescidas em pH 4,5.

Para as analises de resposta ao estresse por frio, plantulas de 2
semanas de vida (cv Nipponbare) foram transferidas para camara de
crescimento e expostas a 4°C por 12 horas. Plantas controle foram mantidas a
28°C. Para o tratamento com luz UV, plantulas de 2 semanas de vida (cv
Nipponbare) foram expostas a dois tratamentos de 4 horas de iluminagao
continua de UV-B (0.25 kJ m™? min™") com 20 horas de intervalo, e entdo
mantidas em condicdo normal de luz para recuperacdo. As analises foram
realizadas 24 horas apos as irradiagdes de luz UV-B. Para o experimento de
seca, plantulas (cv Nipponbare) foram cultivadas ate o estagio de 4 folhas em
solo com condigcbes normais de agua. Apos este estagio, plantas controle
foram normalmente regadas, enquanto que plantas estressadas permaneceram
sem rega por 14 dias.

PCR em tempo real (RT qPCR)

Amostras dos tecidos foram coletadas, imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e o RNA extraido usando Trizol (Invitrogen) de acordo com as
especificagcdes do fabricante. A sintese de cDNA foi realizada usando a enzima
transcriptase reversa M-MLV RT (Promega). A reagcédo de transcricdo reversa
foi feita em um volume final de 50p|. Uma solugdo 1:10 do cDNA total foi
preparadé (solucao estoque). Para as reagdes de RT qPCR; a solugao estoque
foi diluida para 1:100. O protocolo da reagdo de RT gqPCR foi: um passo inicial
de 5 minutos a 94°C seguido de 40 ciclos de 10segundos a 94°C, 15 segundos
a 60°C e 15 segundos a 72° C. As amostras foram mantidas por 2 minutos a
40°C para o reanelamento e entéo aquecidas de 55°C para 99° C\'para
aquisicao dos dados da curva de desnaturagdo relativa dos produtos
amplificados. RT qPCRs foram realizadas utilizando 10 pL de cDNA diluido
(1:100), 2,0 pL de tampao de PCR 10X (Tris/HCL 100 mM, (pH 8,0), KCI 500
mM), 1,2 uL MgCl; 50 mM, 0,1 uL dNTPs 5 mM, 0,2 uL de cada primer 10 uM,
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4,25 uL Hx0, 2,0 uL SYBR GREEN (1:100,000), e 0,05 uL Platinum Taqg DNA
Polymerase (5 U/uL; Invitrogen), em um volume final de 20ul. Todas as
reagdes foram realizadas em 4 replicatas técnicas e o calculo foi realizado
utilizando o método 24C7
foram: ASR1 5-TGGTGGACTACGACAAGGAGA-3 e 5'-
GCCACCTCCTCCTTCACC-3’; ASR2 5- CATGGCGGCTACGGCTAC -3 € 5'-
GGTCCTTCTTCGCCTGGT -3’; ASR3 5- CACCACAAGAACGACGACAA -3’ e
5-TGTGATGCTCGTGGATGG-3’; ASR4 5- CGACTATCGCAAGGAGGAGA -3’
e 5'- CGATCCCTTCCTTCATCTTG -3’; ASR5 5'-
CCAGGACGAGTACGAGAGGT -3 e 5- CGATCTCCTCCGTGATCTTG -3
ASR6 5’- GCCCGGAGAAGTACAGGAAG -3’ e 5- GCCCTCCTCGATCCTGTG

-3. Os primers eFa &-TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT-3 e 5'-

(Livak & Schmittgen, 2001). Os primers utilizados

GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA-3’; FDH 5-
'CAAAATCAGCTGGTGCTTCTC-3 e 5&-TTCCAATGCATTCAAAGCTG-3' e
Actin 5-GACTCTGGTGATGGTGTCAGC-3’ e 5'-

GGCTGGAAGAGGACCTCAGG-3’ foram usados como controles internos, para
normalizar a quantidade de RNA mensageiro presente em cada amostra. Os
primers STAR1 (Huang et al. 2009) 5-TCGCATTGGCTCGCACCCT-3' e 5-
TCGTCTTCTTCAGCCGCACGAT-3' foram usados como controles positivos
para o estresse com Al. A quantidade dos produtos amplificados foi comparada
utilizando o aparelho Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System.
Construgao dos vetores e transformagéo- de plantas

O gene quimérico para a produgdo do RNA com estrutura erﬁ forma de
grampo (hairpinRNA) foi construido com base na sequéncia do l6cus de ASR5
(LOC_0s11g06720.1). Os seguintes primers foram utilizados para amplificar os
417 pares de base da sequéncia de ASRS: 5'-
CACCATGGCGGAGGAGAAGCAC -3 e 5- TCAGCCGAAGAGGTGGTG -3. O
produto de PCR foi clonado no vetor de entrada pENTR (Invitrogen) e a seguir
recombinado no vetor pANDA (Miki & Shimamoto 2004).

Para a localizagdo subcelular da proteina em calos transgénicos de

arroz, o cDNA completo de ASRS foi clonado em fusdo com a sequuéncia do
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cDNA do gene GFP na posigao amino terminal no vetor pH7 FWG2 modificado,
no qual o promotor 35S foi substituido pelo promotor da ubiquitina de milho
utilizando enzimas de restricdo. A transformagéo dos calos de arroz mediado
por Agrobacterium foi realizada de acordo com (Upadhyaya et al. 2000)
utilizando a cv Nipponbare. Para a expressao transiente de GFP-ASRS5 em
protoplastos de arroz, o cDNA completo de ASR5 foi clonado em fusdo com a
sequéncia do cDNA do gene GFP na posi¢cao amino terminal no vetor Gateway
pART-YFP. O isolamento de protoplastos foi realizado como descrito por Chen
et al. (2006) e a transformacao de protoplastos como descrito por Tao et al.
(2002). Os protoplastos transformados foram incubados no escuro por 24-48
horas a 27°C previamente a visualizagdo. A microscopia de fluorescéncia foi
realizada no microscopio confocal a laser Olympus FluoView 1000 equipado
com um conjunto de filtros capaz de distinguir entre proteinas amarelas e
verdes fluorescentes (EGFP e EYFP, respectivamente) e autofluorescéncia de
plastidios. As imagens foram capturadas no detector de alta sensibilidade
photomultiplier.
Caracterizagdo das plantas RNAi-ASR

Sementes da geragdo T1 e sementes de plantas nao-transformadas
foram germinadas em papel filtro a 28°C no escuro. Plantulas de 4 dias foram
entdo transferidas para potes plasticos contendo solugao Baier (controle) e
solucao Baier suplementada com 450uM de AICI; (tratadas). As plantulas foram
mantidas por 12 dias e o comprimento das raizes foi medido. O pH (4,5 para
ambos os tratamentos) foi monitorado diariamente e a solugao trocada a cada
4 dias. Para o estresse de seca, plantas da geracdo T1 e plantas nao-
transformadas foram cultivadas em solo por 5 meses com suprimento normal
de agua e entao submetidas a seca por 15 dias. A determinacao do conteudo
relativo de agua (CRA) das folhas foi realizada de acordo com Cairo (1995). 20
discos foliares de 12mm de didmetro foram coletados aleatoriamente e a
massa fresca (MF1) foi determinada em balanga analitica. Os discos foram
entao transferidos para uma placa de petri contendo agua destilada e mantidos

por 12 horas a temperatura ambiente e iluminagdo constante (40 pmol m?s™).
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Apos este periodo, os discos foliares foram removidos da placa de petri,
colocados em papel filtro e submetidos a leve pressao para eliminar o excesso
de agua. Imediatamente, os discos foram pesados novamente (MF2). Os
discos foram colocados entdo em sacos de papel e mantidos em camara de
ventilagdo a 75°C por um periodo de 48 horas a fim de determinar sua massa

seca (MS). O CRA foi realizado utilizando a seguinte equacao:

CRA (%) = MF1-MS/MF2-MSx100

A porcentagem de umidade dos tecidos foliares foi determinada de acordo com

Slavik (1974) a partir da relagao:
% umidade = MF1-MS/MF1x100
Western Blot

Plantulas de arroz nao-transformadas e RNAI-ASR com 12 dias de vida

foram maceradas e homogeneizadas em 0.5M Tris-HCI, pH 8.3, 2% Triton X-

100, 20mM MgCI2, 2% B-mercaptoetanol, 1mM PMSF, 2.5% PEG e 1 mM - -

EDTA e incubadas a 4°C por 1 hora. O extrato foi centrifugado e o precipitado
descartado. Amostras de 50ug de proteina foram carregadas e fracionadas em
gel SDS-PAGE 15%. A proteina ASR5 foi detectada utilizando anticorpo de
coelho policlona| para ASR5 (1:1500). Para o preparo do énticorpo, o cDNA
completo de ASR5 foi clonado em vetor pGEX e o clone recombinante foi
introduzido em E. coli (BL21). A expressao de ASRS foi induzida por IPTG e a
proteina foi purificada com Glutationa Sepharose 4B (GE). A proteina purificada

foi injetada em coelho e o soro foi usado como anticorpo. O anticorpo de cabra

anti IgG de coelho (1:1000) conjugado com fosfatase alcalina foi utilizado como

anticorpo secundario. As bandas foram detectadas com uma solugéo pré-mix

de BCIP/NBT (Sigma) e reveladas em filmes de raios-X.
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Analises estatisticas

Os dados representam a média + erro padrdao da média (EPM). Os
dados foram analisados por ANOVA seguida pelo teste de Duncan post hoc,
utilizando o programa estatistico SPSS 15.0 for Windows (www.spss.com). Os
valores foram considerados estatisticamente diferentes quando p <0,05.
Analises in silico

As analises in silico foram realizadas utilizando a plataforma de

“microarranjo (RiceXPro) - disponivel em

(http://ricexpro.dna.affrc.go.jp/index.html) e BLAST (bl2seq) para a comparagao

de aminoacidos, disponivel em
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/bl2seq/wblast2.cqi).
Resultados

Perfil de expressao de genes ASR de arroz

O padrao de expressdo dos diferentes genes ASR em resposta a Al
(150uM), usando PCR quantitativo em tempo real - RT qPCR foi analisado. Em
plantas Nipponbare, uma cultivar de arroz tolerante ao excesso de Al, a
expressao dos genes ASR foi regulada em resposta ao tratamento com Al (Fig.
1). Os niveis de transcritos correspondentes aos genes ASR1, ASR4 e ASR5
foram aumentados ap6s 4 e 8 horas de tratamento, enquanto ASR2 e ASR6
mostraram um aumento no seu nivel de transcritos somente apés 8 horas de
tratamento e ASR3 somente apds 4 horas de tratamento. Quando o tratamento
foi realizado com uma concentragao maior de Al (450uM), a expressé:o do gene
ASRS foi ainda maior que nas plantas trafadas com 150uM de Al. Na parte
aerea e raizes, a expressao de ASRS aumentou quando tratadas com 450uM
de Al por 8 horas. Em contrapartida, em raizes da cultivar Taim (ssp Indica),
que € sensivel ao Al, a expressao de ASR5 nao respondeu ao tratamento com
450uM de Al (Fig. 2). O nivel de expressao dos transcritos de ASR5 em dois
segmentos da raiz (apice e base) em Japonica (cv Nipponbare) submetidos a
450uM de Al sao comparaveis em ambos base e apice em plantas controle. No
entanto, em resposta ao tratamento com Al, os niveis de transcritos de ASRS

aumentaram em ambos os segmentos, mas com aumento mais intenso no
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apice da raiz (Fig. 3). Para confirmar o efeito do Al sobre a expressao génica,
o gene STAR1 foi utilizado como controle positivo (Huang et al. 2009).
Plantas silenciadas para ASR séao sensiveis ao Al e a seca

Plantas transgénicas silenciadas para o gene ASRS como alvo primario
foram obtidas. A analise de expressao dessas plantas mostrou o silenciamento
de ASR1 e ASRS (Fig. 4a). Andlises de western blot mostraram um decréscimo
também no nivel de proteina de ASRS (Fig. 4b). Nao houve diferengas entre
plantas ' ndo-transformadas e RNAi quanto a altura, numero de folhas e
desenvolvimento de raizes em condigbes normais. Entretanto, as plantas
transgénicas mostraram um atraso de 15 dias no florescimento, apresentaram
um desenvolvimento anormal da panicula e redugdo no numero de sementes
quando comparadas as plantas nao-transformadas. Além disso, as plantas
transformadas apresentaram uma redugdo no numero de tricomas em folhas,
palea e lema (Fig. 4c, d). As sementes da geragdo T1 foram germinadas e
cultivadas por 12 dias em uma solugdo contendo 450 uM de Al. Um aumento
na susceptibilidade foi observado nas plantas T1 apresentando uma forte
inibicdo da elongacao da raiz (Fig. 5a e b). Plantas RNAi submetidas a seca
por 15 dias também mostraram grande susceptibilidade a esta condi¢do (Fig.
6). Estes resultados indicam que o silenciamento de ASR5 apresenta um efeito
em plantas de arroz aumentando a sensibilidade a estresses abibticos.
Proteina ASRS5 localiza-se no niucleo e citoplasma

A fim de identificar a localizagédo subcelular da proteina ASRS5 in vivo,:o
cDNA completo de ASRS foi fusionado com GFP (Green fluorescente protein).
O vetor modificado (veja material e métodos) pH7FWG2 foi utilizado para a
expressao estavel e o vetor pART para os ensaios de expressao transiente.
Nas analises de expressdao estavel, calos embriogénicos de arroz
transformados c\arregando a construcdo ASR5-GFP revelaram a localizagao
nuclear e citoplasmatica de ASR5 (Fig. 7).
Anadlises da sequéncia de ASR5

De acordo com nossas analises in silico, a sequéncia de aminoacidos de
ASR5 de arroz e ASR1 de tomate apresentam 88% de identidade. Um sitio de
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ligagdo ao DNA dependente de zinco descrito em ASR1 de tomate (Kalifa et al.
2004b) também esta presente e conservado na proteina ASRS5 de arroz, com
diferenca em somente 2 aminoacidos. Além disso, ASR1 de tomate possui um
sitio putativo de ligacdo a metal em sua regido amino-terminal, que também
esta presente e conservado na proteina ASR5 de arroz.
DISCUSSAO

Os genes ASR estao bem estabelecidos como uma familia relacionada a
resposta a ABA, estresse abidtico incluindo déficit hidrico e salinidade, e
também estao envolvidos com o processo de amadurecimento do fruto (Carrari
et al. 2004, Kalifa et al. 2004 e Konrad & Bar-Zvi, 2008). Neste trabalho, nos
mostramos que ndo somente ASRS, mas a familia génica inteira € modulada
aumentando seus niveis de transcritos quando plantas de arroz sao
submetidas a altas concentragées de Al. A proteina ASRS foi previamente
identificada como responsiva ao Al (Yang et al. 2007). Além do mais, analises
de transcriptomas comparando duas linhagens isogénicas de trigo (Triticum
aestivum L.) contrastando no grau de tolerancia ao Al revelaram um aumento
nos transcritos de ASR1 em plantas estressadas com Al (Guo et al. 2007).
Portanto, o envolvimento dos genes ASRs baseados na sua expressao em
resposta ao Al é recorrente em arroz e trigo. Embora existam alguns dados na
literatura mostrando a resposta do gene ASR ao Al, o envolvimento direto desta
classe de genes no mecanismo de tolerdncia ao Al ainda nao foi reportado.
Nesse sentido, nossos esforgos corﬁparando a acumulagao dos niveis de RNA
mensageiro em resposta ao Al em duas variedades de arroz com contrastante
sensibilidade ao estresse por Al representam a primeira avaliagdo do papel
funcional dos genes ASR no mecanismo de defesa das plantas. Nossos
resultados revelaram que o nivel de expressao de ASR5 néo foi afetado apés o
tratamento com Al na cultivar de arroz sensivel Taim, enquanto que aprese‘htou
um aumento significativo na cultivar tolerante Nipponbare (Fig. 2).
Corroborando com nossos resultados, a expressao do gene ASRS foi induzida
na cultivar de arroz resistente a salinidade “Pokkali” em resposta ao tratamento

com NaCl, mas n&o na cultivar sensivel “IR29” (Salekdeh et al. 2002). Além
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disso, em nossos experimentos, os niveis de RNA mensageiro aumentaram
significativamente no apice da raiz (Fig. 3). De acordo com Panda et al. (2009),
a raiz é a regidao mais sensivel a toxicidade ao Al. A toxicidade bloqueia a
divisdo celular e como resultado, o desenvolvimento da raiz e inibido (Clarkson
1965). O apice da raiz e a zona de elongacao sao altamente sensiveis ao Al e
acumulam Al facilmente. Como resultado, mais danos fisicos podem ocorrer
nestas zonas comparadas a regides maduras da raiz (Panda et al. 2009). Em
contraste a outros estresses, o tratamento com frio ndo afetou a expressao de
ASRS. Apesar disso, e possivel que ASRS possa estar desempenhando um
papel de protecdo nas folhas ao invés das raizes, uma vez que Kim et al.
(2009) reportaram o aumento dos niveis de transcritos de ASR em folhas de
arroz apos 3 e 6 horas de frio. Além disso, a superexpressdo de ASR5
aumentou a tolerancia ao frio em plantas de arroz transgénicas (Kim et al.
2009). Também em outras plantas, a superexpressdo de ASR indica um uso
potencial destes genes no melhoramento de plantas. A expresséo estavel de.
ASR1 de tomate em tabaco e batata aumentou a toleréncia a salinidade e
influenciou no metabolismo de glicose, respectivamente (Kalifa ef al. 2004b;
Frankel et al. 2007). Em Arabidopsis, a superexpressdo de uma ASR de lirio
resultou no aumento da tolerancia a salinidade (Yang et al. 2005).

Apesar de muitos estudos envolvendo os genes ASR terem sido
realizados, ndo ha relatos conhecidos da caracterizagdo da familia inteira em
reposta a estresse abidtico e mais especifibamente em reposta ao Al. Estes
genes respondem é diferentes estresses abibticos, incluindo Al, sugérindo um
papel importante na protegdo da planta contra estresses ambientais da familia
génica ASR.

Para avaliagcao funcional do papel das ASRs em arroz, n6s geramos
plantas transgénicas silenciadas para o gene ASR5. O silenciamento foi
confirmado em nivel transcricional e traducional (Fig. 4a e b). Em adigdo, ASR1
também foi silenciado (Fig. 4a). Devido a alta homologia entre os membros da
familia génica ASR, e possivel que a construgdo RNAI tenha silenciado outros
membros mas, como ASR2, ASR3, ASR4 e ASR6 apresentaram 100 vezes
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menos niveis de transcritos que ASR1 e ASRS5 (Fig. 1), nossas analises nao
detectaram seus transcritos em plantas RNAI. Estes resultados sugerem que a
construgdo RNAI foi capaz de afetar toda a familia génica ASR. As plantas
ASR-RNAI apresentaram atraso no florescimento, desenvolvimento anormal da
panicula e reducdo no numero de sementes quando comparadas a plantas
nao-transformadas. (Fig. 4c). Além disso, plantas transgénicas apresentaram
redugédo no numero de tricomas em folhas, palea e lema (Fig. 4d)..

Tricomas podem ser importantes para diversas fungdes biologicas e foi
demosntrado que a produgao de tricomas € um carater variavel, com heranga
simples em varias espécies (Karkkainen et al. 2004). Além disso, a maior
densidade de tricomas diminui as taxas de perda de agua em varias espécies’
(Ehleringer & Mooney, 1978, Ehleringer, 1981, Perez-Estrada et al. 2000), o
que poderia ajudar a explicar a suscetibilidade a seca das plantas de arroz
ASR-RNA. (Fig. 6).

As plantas ASR-RNAi apresentaram aumento da susceptibilidade a
exposicao ao Al (Fig. 5a). O fenétipo principal foi a drastica inibicao de raizes,
que € o principal sintoma de fitotoxicidade ao Al (Fig. 5b). Este resultado esta
de acordo com o padrao de expressdao observado nas plantas ASR-RNA,
sugerindo que as proteinas ASR estdo funcionalmente envolvidas no
mecanismo de tolerancia ao Al. Além disso, essas plantas também
apresentaram maior susceptibilidade a seca, apresentando conteudo relativo
de agua e menor percentual de umidade quando comparado as plantas
controle (Fig. 6). O envolwmento de genes ASR nas respostas ao estresse
hidrico foi proposto por outros grupos (Padmanabhan et al. 1997, Riccardi et al.
1998, Sugiharto et al. 2002), mas nossos resultados sdo a primeira
demonstragao inequivoca da participagdo desses proteinas nos mecanismos
de tolerancia ao stress metalico. :

A maioria das proteinas ASR possuem um sinal de localizagao nuclear
na regiao carboxi-terminal (Padmanabhan ef al. 1997, Cakir et al. 2003, Kalifa
et al. 2004a), composto por dois conjuntos de aminoacidos basicos

conservados entre os diferentes membros de monocotiledéneas e
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dicotiledéneas separados por um segmento composto por cerca de 10
aminoacidos nao conservado, ou um conjunto continuo de aminoacidos
basicos (Wang et al., 2005). Nas analises de expressdao estavel, calos
embriogénicos carregando expressando a proteina ASR5 fusionada a GFP
revelou que a proteina ASR5 reside no nucleo e no citoplasma como previsto
pela analise in silico (Fig. 7). Estes resultados coincidem com trabalhos
precedentes que mostram que as proteinas ASR estdo localizados
principalmente no ndcleo onde podem regular promotores especificos (Cakir et
al.2003, Wang et al 2005;. Yang et al.2005).

Analises in silico revelaram algumas semelhangas entre ASR1 de tomate
e a proteina ASR5 de arroz. Goldgur et al. (2007) mostraram que a proteina de
tomate ASR1 apresenta-se como uma proteina intrinsecamente néao
estruturada utilizando uma série de algoritmos de previsdo. A adigao de ions de
zinco resulta em uma mudanga global na estrutura da proteina ASR1 de
mondmero para homodimero. Apo6s a ligagdo dos ions de zinco, a proteina
torna-se ordenada conforme mostrado por espectrometria e microcalorimetria.
Além disso, analises in silico mostraram que todas as proteinas codificadas
pelos genes ASR de arroz possuem um dominio conservado denominado WDS
(Water deficit stress) na regiao carboxi-terminal. A proteina ASR1 de tomate
apresenta uma atividade de ligagdo a DNA zinco-dependente, como
demonstrado por Kalifa et al. (2004b). O sitio de ligagao foi mapeado na regido
que compréende os aminoacidos 60-68. Dois outros sitios de ligagao de zinco
foram encontrados na regiao amino-terminal do  polipeptideo.

A sequéncia de aminoéacidos do arroz que codifica a proteina ASR5
alinhada com a sequéncia de aminoacidos de tomate ASR1 mostrou uma
identidade de 88%. O sitio de ligagao a DNA zinco-dependente da ASR1 de
tomate esta presente e conservada na proteina ASR5 arroz, com diferenca de
apenas dois residuos de aminoacidos. Além disso, ASR1 de tomate possui um
sitio de ligagdo a metal na regido amino-terminal, que também esta presente e
conservado em ASRS5 de arroz. Desta forma, o potencial de proteina ASR5 ser

um fator de transcricdo indica que essa proteina pode atuar através da
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regulacdo da expressao de diferentes genes que, juntos, contribuem para a
protecdo da célula. Outro desafio € a identificagdo dos promotores alvo
reconhecido pela proteina ASR. Isso nos ajudara a entender como os genes
ASRs participam do mecanismo de tolerancia das plantas de arroz aos niveis
excessivos de Al. Além disso, nossos resultados evidenciam o potencial dos
genes ASR sendo promissores para biotecnologia vegetal com o objetivo de
obter plantas com maior resisténcia ao Al, em especial em solos acidos.

Em conclusdo: A familia génica que codifica proteinas ASR esta
implicada nas respostas de defesa da planta em concentragbes tdxicas de
aluminio. A superexpressdo de ASR em plantas resulta no aumento da
tolerancia a esse tipo de stresse.

Os versados na arte valorizardo os conhecimentos aqui apresentados e
poderao reproduzir a invengdo nas modalidades apresentadas e em outros

variantes, abrangidos no escopo das reivindicagdes anexas.
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Reivindicagoes

CONSTRUCAO GENICA PARA MODULACAO DA TOLERANCIA A METAIS EM
PLANTAS, CELULA TRANSFORMADA, PROCESSO PARA MODULAR A
TOLERANCIA A METAIS DE PLANTAS, E PROCESSO PARA CONTROLE DA
MoDULACAO DE TOLERANCIA A METAIS

1.. Construgdo génica heterdloga para modulacdo da tolerancia de
plantas ao Aluminio caracterizada por compreender pelo menos um material
biolégico relacionado aos genes ASR (Aba, stress and ripening).

2. Construgao génica de acordo com a reivindicagédo 1, caracterizada por
compreender elementos moduladores dos genes ASR1, ASR2, ASR3, ASR4,
ASR5, ASR6 e/ou combinagdo dos mesmos.

3. Processo para modulagao da tolerancia de plantas caracterizado por
compreender a etapa de modular, em plantas, a atividade biol6égica de pelo
menos um m\aterial biolégico relacionado aos genes ASR (Aba, stress and
ripening) a fim de modular a tolerancia de plantas ao Aluminio.

4. Processo de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado pela
modulagao da atividade de material bioldgico relacionado aos genes ASR atuar
de forma indireta na tolerancia a metais em plantas.

5. Processo de acordo com a reivindicagdo 3 ou 4, caracterizado por
compreendér a modulagdo de material biolégico relacionado aos genes ASRT1,
ASR2, ASR3, ASR4, ASR5, ASR6 e/ou combinagdo dos mesmos.

6. Processo para controle de tolerdncia a metais em plantas
caracterizado por compreender a quantificagdo da modulagéo da atividade de
material bioldgico relacionado ao ASR em plantas.

7. Processo de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado pela
quantificacdo compreender a contagem de transcritos de material biolégico

relacionado a ASR em plantas.
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Resumo

CONSTRUCAO GENICA PARA MODULACAO DA TOLERANCIA A METAIS EM
PLANTAS, CELULA TRANSFORMADA, PROCESSO PARA MODULAR A
5 TOLERANCIA A METAIS DE PLANTAS, E PROCESSO PARA CONTROLE DA
MODULACAO DE TOLERANCIA A METAIS

A presente invengcao proporciona construgbes génicas, células
transformadas, processos para modular a tolerdncia a metais em plantas,
10 processo para controle da modulagéo de tolerancia a metais. Os objetos da
invengcao tém como conceito inventivo comum o uso de proteinas ASR (ABA,
Stress and Ripening) de forma indireta para modular a atividade de outros
materiais biolégicos que contribuem para a protegcdo celular contra metais,
especialmente contra Aluminio (Al).
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