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RESUMO

A redugcdo do oxigénio molecular a a4gua em organismos aerobios permitiu a
obtengdo de energia quimica de maneira muito mais eficiente, representando um
importante ganho adaptativo no metabolismo energético. No decorrer deste
processo, porém, moléculas chamadas de espécies reativas de oxigénio (ERO) sao
formadas. Apesar de toxicas quando em altas concentragdes, as ERO atuam como
moléculas sinalizadoras durante o desenvolvimento da planta, além de sinalizar para
vias responsivas a estresses bioticos e abiodticos. O acumulo destas moléculas nas
células é modulado pela agdo do sistema antioxidante, o qual € composto por
componentes enzimaticos e nao-enzimaticos. As enzimas do tipo ascorbato
peroxidase (APX) sao codificadas por uma pequena familia génica presente nos
genomas de algas e plantas, onde exercem papel fundamental no metabolismo do
peréxido de hidrogénio. Trabalhos prévios do nosso grupo revelaram a existéncia de
um gene anotado como provavel APX no genoma de arroz (Oryza sativa L.),
entretanto, analises filogenéticas mostraram que esta proteina ndo agrupa com
membros da familia APX, mas integra uma familia distinta de heme peroxidases de
classe |, até entdo desconhecida, a qual foi intitulada ascorbate peroxidase-related
(APX-R). Linhagens mutantes de Arabidopsis thaliana com expressao reduzida de
APX-R, bem como linhagens transgénicas que superexpressam o0 gene resultaram
em uma diminui¢do significativa da taxa de germinagdo das sementes. Na literatura,
APX-R de Arabidopsis thaliana é denominada APX6, e foi caracterizada como uma
proteina de localizagdo subcelular supostamente citosdlica. Nosso grupo, porém, ja
demonstrou experimentalmente a localizagao cloroplastidica de APX-R de arroz em
protoplastos. Com o propédsito de determinar a localizacdo subcelular de APX-R na
planta modelo Arabidopsis thaliana, o presente trabalho objetivou a obtencdo de
linhagens transgénicas superexpressando AtfAPx-R fusionada a proteina
fluorescente enhanced yellow fluorescente protein (EYFP). Apds a transformacéo e
selecdo das linhagens transgénicas, estas plantas foram analisadas em microscopio
de fluorescéncia, por meio do qual se pode comprovar a obtengdo de linhagens
transgénicas superexpressando a proteina recombinante de maneira estavel. Estas
linhagens servirao para uma analise detalhada em microscopia confocal de forma a
determinar a localizagao subcelular de APX-R em Arabidopsis thaliana.

Palavras-chave: peroxidase, espécies reativas de oxigénio, estresse oxidativo,

localizacao subcelular.



ABSTRACT

The reduction of molecular oxygen to water in aerobic organisms allowed the
attainment of chemical energy in a much more efficient way, representing an
important adaptive gain in the energetic metabolism. During this process, however,
molecules known as reactive oxygen species (ROS) are generated. Although toxic in
high concentrations, ROS act as signaling molecules during plant development,
besides being involved in biotic and abiotic stress responsive pathways. Reactive
oxygen species accumulation inside plant cells is modulated by the antioxidant
system, which is composed by enzymatic and non-enzymatic components. The
ascorbate peroxidase (APX) enzymes are coded by a small gene family present in
plant and algae genomes, where they exert an essential role in hydrogen peroxide
metabolism. Previous work of our group revealed the existence of a gene annotated
as a putative APX in the rice genome (Oryza sativa L.). However, phylogenetic
analysis showed that this protein does not cluster with the APX family, but integrates
a distinct class | haem peroxidases family, unknown by the date, which was
addressed as ascorbate peroxidase-related (APX-R). Mutant lineages of Arabidopsis
thaliana with reduced expression of APX-R, as well as transgenic lineages that
overexpress this gene showed a significant reduction in the seeds germination rate.
In the literature, Arabidopsis thaliana APX-R is known as APX6 and is characterized
as a cytosolic protein. Our group, however, has already experimentally shown the
chloroplastic localization of APX-R in rice protoplasts. In order to determine the
subcellular localization of APX-R in the model plant Arabidopsis thaliana, transgenic
lineages overexpressing AtAPX-R fusioned to the enhanced yellow fluorescent
protein (EYFP) were generated. After transformation and selection of the transgenic
lineages, these plants were analyzed by fluorescence microscopy, through which it
was proved the obtainment of transgenic plants stably overexpressing the
recombinant protein. These lineages will be useful for a detailed analysis in confocal
microscopy in order to determine the subcellular localization of APX-R in Arabidopsis
thaliana.

Keywords: peroxidase, reactive oxygen species, oxidative stress, subcellular

localization.
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1. INTRODUGAO

1.1. ESTRESSE OXIDATIVO EM PLANTAS

Quando as primeiras formas de vida comecaram a se desenvolver no planeta, o
oxigénio era componente escasso na atmosfera. Ao longo de milhdes de anos,
porém, com o surgimento do processo fotossintético e dos mecanismos de
transporte de elétrons associados ao O, presente na respiragao aerdbica, compostos
intermediarios conhecidos como espécies reativas de oxigénio (ERO) passaram a
ser gerados. Quando presentes em quantidade excessiva, as ERO induzem uma
condicao fisioldgica de “estresse oxidativo”, definida como um desbalanco entre a
producdo de ERO e a defesa antioxidante celular. Em outras palavras, quando os
niveis de ERO excedem a capacidade de defesa dos mecanismos antioxidantes,
estas moléculas causam extensivos danos aos componentes celulares,
caracterizando um cenario de estresse (Yadav et al.,, 2014). Dessa forma, fez-se
necessaria a evolugdo concomitante de sistemas antioxidantes que prevenissem e
neutralizassem estas moléculas. Estes sistemas de defesa antioxidante se tornaram
amplamente distribuidos, variados, coordenados e efetivos, protegendo as células
dos efeitos prejudiciais destes compostos (Haliwell, 1999; Yadav et al., 2014).

Assim como os demais seres vivos, as plantas também precisaram lidar com a
toxicidade dos subprodutos do metabolismo aerdbico durante a evolugéo, adquirindo
diferentes antioxidantes e enzimas removedoras/detoxificadoras de ERO para
enfrentar o aumento dos niveis de oxigénio atmosférico (Mittler et al., 2011). Nos
organismos vegetais, as espécies reativas de oxigénio s&do geradas nao apenas
pelos processos metabdlicos basais, mas também induzidas por uma variedade de
estresses bidticos e abidticos e estagios especificos do desenvolvimento da planta.
Radiagdo ultravioleta, ataque de patdgenos, amadurecimento, senescéncia e
escassez de oxigénio estdo presentes na lista de fatores que culminam com a
producdo de ERO em plantas, induzindo dano oxidativo em uma ampla classe de
biomoléculas, como o DNA, proteinas e lipidios (Yadav et al., 2014).

Devido a multifuncionalidade das ERO, como sera discutido mais adiante, a
célula precisa controlar rigidamente os seus niveis para evitar dano oxidativo, mas
também, impedir sua completa eliminagdo. A percepcdo, sinalizagdo e

reprogramacgao transcricional decorrentes do estresse oxidativo sdo criticas na
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decisdo do futuro celular, seja em direcdo a adaptacdo ao estresse ou a morte
celular (Wrzaczek et al., 2011). Do ponto de vista dos mecanismos de defesa, a
colaboracao entre os sistemas antioxidantes enzimaticos e nao-enzimaticos fornece
a célula um sistema eficiente e elaborado para regular os niveis de ERO (De Gara et
al., 2010; Foyer & Noctor., 2009; Miller et al., 2010), evitando e/ou combatendo os
efeitos deletérios derivados do estresse oxidativo, como serd abordado mais

detalhadamente nos préximos topicos.

1.1.1. ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ERO)

Os elétrons em um atomo sao distribuidos aos pares em camadas que
circundam o nucleo, onde prétons e néutrons coexistem. Em um atomo estavel, o
numero de prétons é igual ao numero de elétrons. A reatividade de uma molécula
depende da conformacgao dos elétrons na érbita mais exterior de seus atomos, o que
define a facilidade com que a molécula pode aceitar ou doar elétrons. Quando uma
molécula possui elétrons ndo pareados em sua estrutura atémica, refere-se a ela
como radical livre, por ser extremamente reativa. As ERO, por sua vez, sdo formas
parcialmente reduzidas de oxigénio atmosférico (O.), capazes de oxidagao irrestrita
de varios componentes celulares que podem levar a destruicdo oxidativa da célula
(Mittler, 2002). Enquanto algumas espécies sao radicais livres, como o superoxido
(O27), o hidroperoxila (HO») e a hidroxila ((OH), outras, apesar de também muito
reativas, ndo se caracterizam como radicais, como é o caso do peroxido de
hidrogénio (H.O.) (Krieger-Liszkay, 2005; Yadav et al., 2014).

As diferentes ERO exibem caracteristicas particulares ndo compartilhadas entre
si. O radical superéxido, por exemplo, € uma molécula carregada sob a maioria das
condi¢cbes fisioldégicas vegetais, que nao pode ser transportado passivamente
através de membranas. No entanto, pode ser facilmente convertido a peroxido de
hidrogénio, que por sua vez, é facilmente transportado através de membranas de
forma passiva ou por canais de agua. Em conjunto, superoxido e peréxido de
hidrogénio podem mediar a formacdo de peroxidos de lipidios, soluveis em
membranas (Mittler et al., 2011). Da mesma maneira, as demais ERO exibem
propriedades quimicas singulares que implicam em sua reatividade e potencial

oxidante.
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Apesar de serem moléculas bioquimicamente simples, as ERO nao sédo apenas
subprodutos citotoxicos do metabolismo com potencial danoso de oxidacdo, mas
também s&o poderosas moléculas de sinalizagdo envolvidas no controle do
crescimento e desenvolvimento das plantas, assim como sinais primarios em
respostas de aclimatagédo a estimulos estressores (Foyer & Noctor, 2009). Uma vez
que as células vegetais foram capazes de sobrepujar a toxicidade das ERO, elas
passaram a utiliza-las como agentes sinalizadores que, atualmente, ocupam papéis
centrais como reguladores da adaptagdo a estresses, morte celular programada, e
desenvolvimento vegetal (Mittler et al., 2011; Wrzaczek et al., 2011).

Interessantemente, existem diversas vantagens na utilizacdo das ERO como
moléculas sinalizadoras. Devido ao eficiente sistema antioxidante presente nas
células vegetais, as ERO podem ser geradas e removidas de maneira simultédnea, o
qgue possibilita mudancas rapidas e dindmicas na concentracdo das espécies. Além
disso, o rigido controle sobre a localizagado subcelular dos sinais de ERO propicia
que flutuagcbes na quantidade das moléculas possam ser limitadas a determinados
compartimentos celulares, tornando seu controle espacial altamente especifico. Uma
terceira vantagem reside na capacidade de autopropagacdo das ERO a longas
distdncias: um sinal pode ser transmitido de célula a célula, ativando mecanismos
produtores de ERO ao longo do caminho de maneira autbnoma, carregando o sinal
e, assim, possibilitando o estabelecimento de respostas de maneira coordenada e
sistémica (Mittler et al., 2011). Estes compostos também interagem com diversas
outras redes de sinalizacdo em plantas, incluindo proteinoquinases, sinalizacdo de
calcio, e respostas redox. Em alguns casos, o sinal de ERO precede a ativagao de
sinalizacdo através destas outras redes, enquanto em outros exemplos, a
acumulacao de ERO sucedeu estes sinais (Mittler et al., 2011).

Outro exemplo da funcionalidade destas espécies reativas de oxigénio no
metabolismo vegetal € o seu envolvimento na resposta a estresses. As ERO foram
identificadas como componentes comuns em resposta a todos estresses abibticos
analisados, variando-se apenas as espécies formadas e os compartimentos
celulares envolvidos (Jaspers & Kangasjarvi, 2010). Ja em estresses bidticos, apos o
reconhecimento de um patdégeno, por exemplo, cascatas de sinalizagdo séao
desencadeadas, acarretando em mudancgas no pH, transporte de ions para dentro e
fora da célula, ativacdo de enzimas e mesmo a producdo intracelular de ERO,

podendo levar a mudangas no padrao de expressdo de genes especificos, e até
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mesmo a morte celular programada (Yadav et al., 2014). A rede de genes envolvidos
com o metabolismo oxidativo em plantas é responsavel pela regulagdo da
homeostase celular relativa ao acumulo de ERO nestes organismos. Em
Arabidopsis, esta rede inclui em torno de 150 genes (Bailly et al., 2008), cujas
funcdes sio controlar a producdo e a remocido das ERO, evitando os efeitos
danosos do estresse oxidativo e permitindo que estas moléculas cumpram seu papel
sinalizador, essencial na regulagdo do crescimento e desenvolvimento da planta,
morte celular programada, sinalizagdo hormonal, e resposta a estresses (Bailly et al.,
2008).

Resumidamente, acredita-se que a necessidade de controlar fontes de ERO,
tanto internamente quanto externamente, tenha contribuido para a evolugéo destas
espécies quimicas como moléculas sinalizadoras. A capacidade de difusdo das ERO
dentro da célula, aliada ao conceito de “onda temporal-espacial”’ (autopropagag¢éao do
sinal ao longo do organismo), torna a sinalizagédo por meio das ERO um processo
dindmico que ocorre no ambiente intracelular (entre organelas) e extracelular (entre
células a longas distancias) (Mittler et al., 2011). Apesar de estruturalmente simples,
as ERO sao moléculas versateis que exercem fungdes centrais no metabolismo
vegetal, e cuja intrincada especificidade, ainda ndo completamente entendida, tem

motivado um numero crescente de estudos na area (Gadjev et al., 2006).

1.1.2. DEFESA ANTIOXIDANTE NAO-ENZIMATICA

O abrangente sistema de defesa antioxidante das plantas € subdividido em dois
grupos: o sistema enzimatico e o ndo-enzimatico. Dentre os componentes da frente
de defesa ndo-enzimatica, encontra-se uma diversidade de moléculas hidrofilicas e
lipofilicas que interagem com os componentes celulares de diversas maneiras,
modulando o crescimento e desenvolvimento vegetal em processos como a mitose,
senescéncia e morte celular (Sharma et al., 2012). Dentre estas substéncias
antioxidantes encontram-se cofatores enzimaticos, bem como moléculas que atuam
regulando os niveis das ERO prevenindo sua formagédo, ou promovendo sua
remogao e degradacao (Barbosa et al, 2014). Alguns dos compostos de maior
relevancia para a protegdo antioxidante das células vegetais séo:

« Acido ascérbico (AsA): a molécula antioxidante hidrofilica mais abundante em

plantas. Este composto de baixo peso molecular € um poderoso antioxidante,
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devido a sua capacidade de doar elétrons em diversas reagcdes enzimaticas e
nao-enzimaticas (Sharma et al., 2012), sendo uma molécula extremamente
versatil. Apesar de detectavel na maioria dos tipos celulares, é
particularmente abundante nos tecidos fotossintetizantes, onde atua como um
antioxidante muito potente em sua forma reduzida (Smirnoff et al., 2004).
Desempenha um papel-chave na defesa ao estresse oxidativo, protegendo
macromoléculas e membranas biolégicas através de reagao direta com o
radical superdoxido e o perdéxido de hidrogénio, e da regeneragdo do a-
tocoferol (Sharma et al., 2012). A maior parte do pool intracelular de AsA se
encontra no citoplasma, mas uma por¢ao substancial € exportada para o
apoplasto, onde acredita-se que represente a primeira linha de defesa contra
potenciais agentes oxidantes externos. No cloroplasto, sob condi¢des
fisiolégicas normais, existe majoritariamente na forma reduzida, onde age
como cofator da violaxantina de-epoxidase, auxiliando na dissipacdo do
excesso de energia (Sharma et al., 2012). Em conjunto com a glutationa
(GSH), participa do ciclo do Ascorbato-Glutationa (AsA-GSH), no qual o
peréxido de hidrogénio é eliminado pela acdo de enzimas ascorbato-
peroxidases mediante a peroxidagao de AsA, que é entao reciclado por meio
da oxidacdo da GSH, posteriormente reduzida por glutationa redutases (GR)
(Barbosa et al., 2014).

e Glutationa (GSH): antioxidante hidrofilico que possui papel central em diversos
processos fisioldgicos, como a regulagao do transporte de sulfato, transdugao
de sinais, conjugacdo de metabdlitos, detoxificagdo de xenobidticos e
remocdo de ERO (Noctor & Foyer, 1998). Detectavel em diversos
compartimentos celulares como cloroplastos, mitocdndrias, citosol, reticulo
endoplasmatico e vacuolos, a GSH protege macromoléculas reagindo
diretamente com o radical superoxido, o perdxido de hidrogénio e o radical
hidroxila (Sharma et al., 2012), além de ser substrato para diversas reagoes
celulares que culminam com a oxidacdo da molécula e a dimerizagao por
meio de uma ponte dissulfeto. A razdo entre os niveis de glutationa oxidada
(GSSG) e glutationa reduzida (GSH) reflete o status redox da célula, estando
diretamente envolvida na manutencdo de um potencial redox baixo e de um
ambiente intracelular altamente reduzido (Meister, 1994; Tanaka et al., 1994).

Como citado anteriormente, participa do ciclo AsA-GSH, atuando na
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regeneragao do ascorbato (Barbosa et al., 2014). Dado o seu papel crucial no
metabolismo antioxidante, a geragdao e manutencdo de um pool de GSH
reduzida, seja por sintese de novo ou pela acado da glutationa redutase (GR),
é de importancia vital para a homeostase celular (Sharma et al., 2012).

e Carotendides: antioxidantes lipofilicos organizados em complexos na membrana
do tilacoide, onde removem e inibem a formagdo de oxigénio singleto ('0,)
(Collins, 2001). Absorvem comprimentos de onda da regido entre 400 e 500
nm do espectro visivel, transferindo a energia capturada para moléculas de
clorofila e agindo como filtros, reduzindo os danos celulares causados pela
luz (Sharma et al., 2012).

e Tocoferdis: antioxidantes lipossoluveis que protegem lipidios, proteinas e
membranas retirando radical superoxido, radical hidroxila e oxigénio singleto
do ambiente celular (Yadav et al., 2014). Dentre os quatro isdmeros existentes
(a, B, y e d -tocoferol), o isbmero alfa possui a maior atividade antioxidante in
vivo (Sharma et al.,, 2012). Sao sintetizados apenas por organismos
fotossintetizantes e encontram-se somente nas partes verdes das plantas,
onde protegem lipidios e outros componentes de membranas através da
reagao direta com o oxigénio molecular e do quenching de oxigénio singleto,
além da interrupcao da auto-oxidacgao lipidica (Sharma et al., 2012).

e Compostos fendlicos: grupo composto por diversos metabdlitos secundarios
abundantes nos tecidos vegetais que possuem propriedades antioxidantes.
Estes polifendis contém substituicbes em seus anéis aromaticos (-OH ou
-OCHs) que contribuem para sua atividade biolégica. Atuam quelando ions
metalicos de transi¢do, inibindo a peroxidacdo lipidica, ou removendo
diretamente espécies reativas de oxigénio (Sharma et al., 2012).

Dentre os metabdlitos citados, o acido ascorbico e a glutationa s&o os
antioxidantes soluveis mais abundantes em plantas, os quais exercem papel

fundamental na defesa contra o estresse oxidativo (Foyer & Noctor, 2011).
1.1.3. DEFESA ANTIOXIDANTE ENZIMATICA
Completando o sistema de defesa antioxidante das plantas, o sistema

enzimatico é constituido por familias proteicas que incluem as superdxido

dismutases (SOD), peroxidases (POX), catalases (CAT), ascorbato peroxidases
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(APX) e glutationa redutases (GR) (Yadav et al., 2014), distribuidas em diferentes
compartimentos celulares contribuindo para a manutencdo da homeostase redox
celular (Barbosa et al., 2014). Cada grupo possui caracteristicas particulares
intrinsecas, atuando de maneira individual ou conjunta em diferentes vias
metabdlicas, como exemplificado a seguir:

e Superédxido dismutases (SOD) = grupo de metaloenzimas que catalisam a
dismutacdo do radical superdoxido gerando peréxido de hidrogénio e agua
(Barbosa et al., 2014). Desempenham papel central na defesa antioxidante
em todos os organismos aerobicos, e em plantas, participam da modulagéo
dos niveis de peréxido de hidrogénio no citosol e nos cloroplastos,
mitocdndrias e peroxissomos (Mittler, 2002). Diversas isoenzimas estao
presentes nos genomas vegetais, variando em numero e abundancia relativa
entre espécies, mas todas codificadas pelo genoma nuclear e classificadas de
acordo com seus cofatores metalicos: cobre e zinco (Cu/Zn-SOD), manganés
(Mn-SOD) e ferro (Fe-SOD) (Gill & Tujeta, 2010; Barbosa et al., 2014). As
enzimas sao direcionadas a diferentes compartimentos subcelulares por
peptideo-sinais presentes na sua extremidade amino-terminal, sendo que as
Mn-SOD sao encaminhadas para as mitocOndrias, as Fe-SOD para os
cloroplastos, e as Cu/Zn-SOD, presentes em trés isoformas, para os
cloroplastos, peroxissomos e mitocéndrias, além do citosol (Sharma et al.,
2012).

e Peroxidases (POX) = enzimas que possuem um grupo heme (grupamento
prostético férrico) e reduzem o peréxido de hidrogénio utilizando compostos
fendlicos como doadores de elétrons (Barbosa et al., 2014). Diversas
isoformas estao presentes nas células vegetais, envolvidas em uma gama de
processos celulares e localizadas principalmente nas paredes celulares e
vacuolos. Atuam na defesa contra estresses bioticos e abidticos nos quais o
peréxido de hidrogénio esteja envolvido, e sua atividade pode ser utilizada
como marcador bioquimico de estresse oxidativo (Barbosa et al., 2014).

e Catalases (CAT) = enzimas ubiquas tetraméricas que, assim como as
peroxidases, possuem um grupamento heme, e convertem duas moléculas de
peréxido de hidrogénio a agua e oxigénio (Sharma et al., 2012). Encontradas
nos peroxissomos, glioxissomos e mitocéndrias, atuam na detoxificacédo do

peréxido de hidrogénio gerado durante a fotorrespiragcdo e a -oxidagao de
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acidos graxos, sem utilizar agentes redutores, sendo uma opgao vantajosa do
ponto de vista energético para a remocgao desta ERO (Barbosa et al., 2014).
Apresenta alta afinidade pelo perdxido de hidrogénio, atuando no controle dos
niveis da molécula em paralelo com o ciclo do ascorbato-glutationa (Sharma
et al., 2012).

e Ascorbato Peroxidases (APX) = Heme-proteinas da Classe | da superfamilia
das peroxidases nao-animais que atuam na detoxificagcdo do perdxido de
hidrogénio. Utilizam duas moléculas de ascorbato como substrato redutor
para cada molécula de peroxido de hidrogénio convertida a agua, gerando
duas moléculas de monodehidroascorbato (MDHA) simultaneamente (Sharma
et al., 2012; Barbosa et al., 2014). Suas diferentes isoformas distribuem-se
pelo citosol, parede celular, peroxissomos, mitocéndrias e cloroplastos, nas
duas ultimas organelas participando do ciclo do ascorbato-glutationa (Teixeira
et al, 2006; Sharma et al., 2012; Barbosa et al., 2014). Sua alta afinidade pelo
peroxido de hidrogénio a colocou em um papel central no controle dos niveis
intracelulares desta ERO, permitindo sua eliminacdo mesmo quando a
molécula encontra-se em baixas concentra¢des (Mittler et al., 2002).

¢ Glutationa redutases (GR) = flavoenzimas dependentes de NADPH que atuam
na detoxificacdo de perdxido de hidrogénio através da reducao da glutationa
oxidada (GSSG) a glutationa reduzida (GSH) (Yadav et al., 2014). Contém um
grupo dissulfeto essencial para sua agao catalitica, que ocorre em duas
etapas: a reducgao da porcéao flavina da enzima pelo NADPH, e a subsequente
reducao da ponte dissulfeto, produzindo um anion tiolato e uma cisteina
(Sharma et al., 2012). Localizam-se nos cloroplastos, mitocondrias, citosol e
peroxissomos, sendo que cerca de 80% de sua atividade nos tecidos
fotossintetizantes € proveniente das isoformas citosdlicas (Sharma et al.,
2012).

e Guaiacol peroxidases (GPX): heme-proteinas que oxidam preferencialmente
doadores de elétrons organicos como o0 guaiacol e pirogalol as custas de
peréxido de hidrogénio (Sharma et al., 2012). Suas isoformas se encontram
nos vacuolos, nas paredes celulares e no citosol de células vegetais,
envolvidas em processos biossintéticos relevantes, como a lignificacdo da
parede celular, a biossintese de etileno e a defesa contra estresses bidticos e
abidticos (Sharma et al., 2012).
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1.2. ASCORBATE PEROXIDASE-RELATED

Dada a importdncia do sistema antioxidante em plantas para seu
desenvolvimento e sobrevivéncia, o estudo da intrincada rede de genes envolvidos
com o estresse oxidativo é de extrema relevancia para que se entenda como estas
rotas sao reguladas, como e quando s&o ativadas, e quais genes participam das
diferentes vias.

Seguindo esta linha de pesquisa, uma ascorbato peroxidase putativa foi
identifica por meio de analises in silico, presente em todos os genomas vegetais
depositados em bancos de dados. O gene, que foi intitulado ascorbate peroxidase-
related (APX-R), foi descrito por nosso grupo em 2011 (Lazzarotto et al., 2011)
quando demonstrou-se que, apesar das similaridades, APX-R apresenta também
diferencas marcantes em relagao as ascorbato peroxidases, incluindo alteracdes em
residuos do sitio catalitico e a estrutura de éxons e introns do gene. Dentre os
aminoacidos conservados nas APX e ndo presentes em APX-R, destaca-se a
arginina 172, residuo essencial para a ligagdo ao substrato ascorbato que da nome
a esta familia de enzimas. Sabe-se que alteragdes nesta regido impedem totalmente
a ligacédo da enzima ao ascorbato, evidenciando a nao utilizagao deste substrato por
APX-R. Como as demais peroxidases, que sao capazes de utilizar guaiacol e
pirogalol, por exemplo, € possivel que APX-R utilize outras moléculas como
substrato, hipotese que é reforcada pela presenca de residuos conservados
caracteristicos de ligagao a estes substratos (arginina 38 e prolina 132, por exemplo)
(Lazzarotto et al., 2015). Corroborando com estas diferengas, analises filogenéticas
comprovaram que as APX-R ndo sdo membros da familia das ascorbato peroxidase,
mas sim, constituem um grupo separado dentro da superfamilia de peroxidases nao-
animais, caracterizando uma familia de heme-peroxidases de classe | até entdo nao
descrita (Lazzarotto et al. 2011 e Lazzarotto et al. 2015).

Outro aspecto curioso relativo a APX-R € a manutengdo deste gene como
cbdpia unica em todos os genomas vegetais analisados, mesmo apds a regido
cromossOmica no qual APX-R esta inserido ter passado por consecutivos eventos de
duplicagdo em diversas espécies - dez vezes em alamo e sete em soja, por exemplo
(Lazzarotto et al., 2011; Dunand et al., 2011). Este fato sugere a existéncia de
pressdo seletiva para que as cdpias extra do gene sejam eliminadas ao longo da

evolugdo dos genomas vegetais, indicando a decorréncia de possiveis efeitos
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deletérios como resultado de um maior numero de copias e, possivelmente, maior
nivel de expressao de APX-R.

Com o objetivo de entender a funcionalidade deste gene nos genomas
vegetais, nosso grupo iniciou os estudos em plantas transgénicas de arroz (Oryza
sativa) com expressdo reduzida do gene codificador de APX-R, nas quais se
observou a ocorréncia de estresse oxidativo mesmo em condi¢des 6timas de cultivo,
evidenciado pelo aumento na quantidade de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), além de atraso na germinagdo das sementes em
comparagdo com as plantas selvagens. Além disso, o silenciamento de APX-R
modulou indiretamente a atividade de enzimas envolvidas na regulacdo dos niveis
de peroxido de hidrogénio (modulagdo negativa para as superoxido dismutases e
catalases, e positiva para as ascorbato peroxidases). Ainda em arroz, a localizagéo
subcelular de APX-R foi investigada, dada a presengca de uma extensdo amino-
terminal com predita funcdo de peptideo-sinal. A transformacgao transiente de
protoplastos de arroz esclareceu esta questdo, demonstrando o direcionamento de
OsAPX-R para o cloroplasto (Lazzarotto et al., 2011).

No banco de dados de referéncia para estudos funcionais na planta modelo
Arabidopsis thaliana (The Arabidopsis Information Resource, www.arabidopsis.org),
0 gene ortélogo de APX-R de arroz esta anotado como codificador de uma provavel
ascorbato peroxidase citosolica (APX6; At4g32320) nesta espécie. Para investigar a
funcdo deste gene na espécie modelo, mutantes de perda-de-fungdo foram
analisados em condicbes otimas de crescimento e em situagcdes de estresse
abidtico. A diminuicdo dos niveis de expressdo do gene codificador de APX-R
sensibilizou as plantas ao estresse oxidativo durante a germinag¢do induzido por
metil viologénio, levando ao acumulo de peroxido de hidrogénio (dados nao
publicados). Além disso, de forma semelhante as plantas de arroz silenciadas para
este gene, as sementes mutantes de Arabidopsis também apresentaram atraso na
taxa de germinacdo, indicando atividade conservada de APX-R no processo
germinativo entre diferentes espécies. Para estudo dos efeitos da superexpresséo
de APX-R em Arabidopsis thaliana, linhagens transgénicas expressando a sequéncia
codificadora do gene sob o controle do promotor constitutivo 35S foram geradas.
Interessantemente, o fendtipo de atraso e baixas taxas de germinagédo (em quatro
das seis linhagens geradas) se repetiu, comprovando que alteragdes nos niveis de

expressao de APX-R interferem na viabilidade das sementes, provavelmente através
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de participacao desta peroxidase durante os processos envolvidos com a maturagao
da semente. A superexpressdo de APX-R acarretou na morte dos embrides
presentes nas sementes, como demonstrado em teste de viabilidade, conforme
informado por Fernanda Lazzarotto.

Em concordancia com nossos resultados, Chen et al. (2014) mostraram que
APX-R, citada como APX6 em seu trabalho, € importante para a protecdo das
sementes dessecadas e maduras, e para manter o vigor das sementes sob
condi¢cbes de estresse. Além disso, através do trabalho com mutantes, Chen et al.
demonstraram que a deplecdo de APX-R leva a um desbalanco hormonal nas
plantas, como evidenciado pelo aumento de 40% nos niveis de acido abscisico
(ABA), por exemplo. Sabe-se que ABA esta envolvido no desenvolvimento tardio da
semente, auxiliando o embrido a sobreviver durante o estagio de dessecagao (Meurs
et al., 1991), o que pode explicar, pelo menos parcialmente, os efeitos deletérios
frente ao aumento e diminuicdo dos niveis de expressdo de APX-R sobre as
sementes. Da mesma forma, o peréxido de hidrogénio também esta envolvido
diretamente com a germinagao (Lariguet et al., 2013), produzido em diversos
compartimentos subcelulares incluindo cloroplastos, mitocéndrias e peroxissomos
(Sharma et al., 2012). Neste cenario, determinar experimentalmente a localizagao
subcelular de APX-R em Arabidopsis se faz fundamental para que se possa
entender em que vias APX-R possa estar envolvida e por que sua auséncia ou

expressao constitutiva alteram a viabilidade das sementes produzidas.

1.3. GERACAO DE PLANTAS TRANSGENICAS PARA ESTUDOS DE GENOMICA
FUNCIONAL

O conhecimento da sequéncia codificadora de um gene e a determinacéo da
localizag&o subcelular dos seus produtos proteicos € o primeiro passo para entender
como os diferentes componentes de um determinado sistema biolégico funcionam
em conjunto. A genémica funcional é uma abordagem que encara os genes como as
pecas de um quebra-cabeca, visando esclarecer a funcdo de cada peca e suas
interacbes (Holtorf et al., 2002). A analise do padrao temporal e espacial de
expressdo de cada gene é a base para o entendimento de sua fungao, indicando
quando e onde cada gene € necessario durante o desenvolvimento vegetal. A busca

por homologia com sequéncias cuja fungdo ja € conhecida também pode indicar
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possiveis papéis para genes ainda nado anotados, mas nem sempre leva a
resultados conclusivos.

O uso de organismos mutantes que apresentam expressao reduzida de genes
especificos (perda-de-fungédo ou silenciamento) ou sua expressao constitutiva, tem
sido extremamente valioso para a identificagdo da funcionalidade dos produtos
génicos por eles codificados, seja pela ocorréncia de fendtipos deletérios claros,
pela identificagdo de genes induzidos ou reprimidos como resultado da alteragdo nos
niveis de expressdo do gene de interesse, ou por outras alteracbes que estas
plantas apresentem quando comparadas com individuos selvagens frente a
condicbes especificas.

Modificagdes no padrdo de expressdo de genes candidatos podem ser
obtidas por meio de diferentes abordagens, incluindo mutagénese quimica ou fisica,
insercao aleatéria de T-DNA ou transposons, ou o uso de ferramentas de engenharia
genética para a geragao de plantas transgénicas, que oferece uma vasta gama de
vetores e métodos de transformacao (Holtorf et al., 2002). Além da vantagem de ser
direcionada para uma sequéncia de interesse especifica, ao contrario dos métodos
de mutagénese quimica, fisica e insercional, a engenharia genética permite a rapida
obtengado das plantas transgénicas, com cada vez mais protocolos estabelecidos e

sistemas de expressao e clonagem disponiveis.

1.3.1. PLANTA MODELOQ: Arabidopsis thaliana

A escolha do organismo modelo em um estudo de genémica funcional é de
fundamental importancia, visto que o0 mesmo deve ser apropriado para a realizagao
dos experimentos pretendidos, além de ser facilmente manipulavel e,
preferencialmente, possuir protocolos bem estabelecidos. Em se tratando de
organismos para estudos de genética molecular, a planta modelo Arabidopsis
thaliana se sobressai como uma das principais escolhas de pesquisadores da area
desde meados dos anos 1980, apesar de seu potencial como organismo modelo
para estudos genéticos ja ter sido evidenciado por Laibach em 1943 (Meinke et al.,
1998).

Membro da familia Brassicaceae, a qual também pertencem plantas de
relevancia econdmica como a canola, o repolho, o brécolis e a mostarda,

Arabidopsis thaliana € uma pequena angiosperma modelo para biologia vegetal, cujo
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pequeno genoma demonstrou-se ideal para estudos de genética molecular, o que a
distinguiu de outros modelos bem estabelecidos para pesquisas de genética
classica. Desde o inicio da década de 1980, mapas genéticos da espécie ja estavam
disponiveis para a comunidade cientifica, seguidos pelo estabelecimento de um
grande numero de protocolos de biologia molecular, o que impulsionou o seu uso
como organismo modelo (Meyerowitz, 1987; Meinke et al., 1998).

Com vasta distribuicdo pela Europa, Asia e América do Norte, diversos ecotipos
(também chamados de “acessos”) foram coletados e estdo disponiveis para estudos,
sendo os ecotipos Columbia (Col) e Landsberg erecta (Ler) os mais utilizados para
pesquisas genéticas e moleculares. Com um tempo de geragdo de em torno de seis
semanas, uma planta de Arabidopsis thaliana possui uma estrutura de roseta com
folnas e um escapo floral, do qual emergem inflorescéncias. O desenvolvimento e
tamanho da planta, além do seu tempo de floragdo, variam de acordo com suas
condigdes de cultivo, incluindo nutricdo, temperatura e a relagdo de horas
claro/escuro. Plantas adultas podem atingir de 15 a 40 cm de altura, enquanto as
rosetas variam de 2 a 10 cm de didmetro, e as flores tém tamanho aproximado de 2
mm de comprimento. As flores, que geralmente se autopolinizam, podem ser
facilmente manipuladas em laboratério para a realizagdo de cruzamentos entre
plantas de diferentes gendtipos, levando a produgao de frutos alongados contendo
de 30 a 60 sementes cada um quando atingida a maturidade (em torno de duas
semanas apos a fertilizagdo, a 25 °C). Suas pequenas sementes, que em média
possuem 0,5 mm de comprimento e pesam em torno de 20 uyg, sdo geradas aos
milhares, podendo-se obter até 10.000 sementes de uma unica planta. A estocagem
das sementes maduras, quando em ambiente seco, pode ocorrer por anos, sem a
ocorréncia de perda de vigor germinativo. Plantas de Arabidopsis podem ser
cultivadas em solo, placas com meio de cultura ou em hidroponia, e seu pequeno
porte propicia o cultivo de um grande numero de plantas em um pequeno espago
(Meyerowitz, 1987; Meinke et al., 1998). Seu genoma, cuja sequéncia foi publicada
em 2000 como resultado da “Iniciativa Genoma de Arabidopsis”, possui 125 Mb e
25.498 genes, os quais codificam proteinas pertencentes a mais de 11.000 familias
(The Arabidopsis Genome Initiative, 2000).
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1.3.2. TRANSFORMACAO DE PLANTAS VIA Agrobacterium tumefaciens

Dentre os métodos de transformacao genética de plantas, a utilizacdo da
bactéria gram-negativa de solo Agrobacterium tumefaciens se destaca ha décadas,
com diversos protocolos bem estabelecidos disponiveis para transformacgao de
plantas mono e dicotiledéneas. Diversas linhagens da bactéria estdo disponiveis
atualmente, cada qual com caracteristicas vantajosas para fins especificos, e a
grande quantidade de dados disponiveis referentes a sua fisiologia e biologia
molecular facilita ainda mais o seu uso como método para obtencdo de plantas
transgénicas (Gelvin, 2003).

Na natureza, Agrobacterium tumefaciens infecta plantas dicotiledbneas e
induz a formagao de tumores chamados de galha-da-coroa (De la Riva et al., 1998).
Ferimentos nos tecidos vegetais sdo a porta de entrada da bactéria, que através da
transferéncia de material genético para o genoma da planta faz com que as células
vegetais se multipliquem e produzam aminoacidos e carboidratos modificados
chamados de opinas, que servirdo como fonte de carbono e nitrogénio para o
crescimento bacteriano. O material genético transferido € um fragmento especifico
chamado de T-DNA, presente na regido-T do plasmideo Ti (Tumor-inducing), e que
apos ser transportado até o nucleo da célula vegetal, € integrado ao seu genoma e
transcrito, causando o tumor. Dois tipos de genes estdo presentes no T-DNA: os
oncogenes, que codificam enzimas envolvidas na sintese de auxinas e citocinas,
essenciais para a formagao do tumor, e os genes codificadores da sintese de opinas
(De la Riva et al., 1998).

A transferéncia do T-DNA é coordenada pela agdo conjunta de proteinas
codificadas pelos genes de viruléncia (vir genes) presentes no plasmideo Ti e genes
presentes no cromossomo bacteriano, e acontece através de uma série de etapas:
colonizacdo bacteriana do tecido vegetal, inducdo do sistema de viruléncia da
bactéria, geragdo do complexo de transferéncia do T-DNA, e subsequente
transferéncia e integragdo do T-DNA no genoma da planta hospedeira (De la Riva et
al., 1998). No plasmideo Ti, o T-DNA é flanqueado por duas bordas de 25 pares de
base que apresentam alta homologia de sequéncia e que sao essenciais para o0 seu
reconhecimento, excis&o e transferéncia.

De maneira a utilizar este sistema natural para a introducdo de fragmentos

exdgenos de DNA no genoma de plantas eliminando, porém, a indugao de tumor no
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tecido vegetal, linhagens de Agrobacterium tumefaciens foram modificadas em
laboratério e um sistema de vetores binarios foi criado. Devido ao grande tamanho
do plasmideo Ti e a consequente dificuldade de manipulagado genética, desenvolveu-
se a estratégia de utilizar dois vetores separados: um contendo a regido-T, e o outro,
0s genes de viruléncia. Desta maneira, apenas o plasmideo contendo o T-DNA é
manipulado, inserindo-se o transgene de interesse entre as bordas direita e
esquerda que caracterizam a regidao-T, que nao mais contera as sequéncias
indutoras de tumor. As proteinas codificadas pelos genes vir sdo capazes de agir em
trans sobre estas sequéncias, o que elimina a necessidade de ambas estarem
presentes na mesma molécula de DNA (Gelvin, 2003). Assim, o replicon contendo o
T-DNA é o chamado vetor binario, enquanto que o replicon contendo os genes vir é
denominado vir helper (Hoekema et al., 1983). O sistema de vetores binarios
expandiu as possibilidades de transformagéo de plantas utilizando Agrobacterium
tumefaciens, visto que estes vetores sao pequenos e faciimente manipulaveis em
Escherichia coli para a obtencdo da construgcdo desejada. Diversos vetores foram
desenhados possibilitando a obteng&o de variadas construgdes génicas, incluindo o
uso de diferentes promotores, marcas de seleg¢dao, peptideo-sinais e fusdes
traducionais entre o gene de interesse e proteinas fluorescentes, por exemplo
(Gelvin, 2003).

Um exemplo de protocolo de transformagdo de plantas utilizando
Agrobacterium tumefaciens € o floral dip (Clough & Bent, 1998), uma técnica facil,
rapida e eficiente que exclui a necessidade de cultura de tecidos e regeneragao de
plantas, eliminando etapas e reduzindo o tempo necessario para obtencdo das
plantas transgénicas. Além disso, os reagentes e demais materiais utilizados s&o
relativamente baratos e simples, e a metodologia ndo requer um alto grau de
especializagao técnica (Zhang et al., 2006). Segundo Clough & Bent (1998), os trés
parametros principais para o sucesso da transformacgao por floral dip sao: o estagio
de desenvolvimento da planta (é ideal um grande numero de botdes florais
fechados), e as concentragées de sacarose e surfactante na solugédo na qual a
bactéria é ressuspendida, sendo que as demais variaveis (como pH, temperatura e
umidade) ndo sao criticas para a eficiéncia da técnica. Devido a sua simplicidade,
permite a obtenc&o de diversas linhagens transgénicas independentes em um curto
periodo de tempo, sendo facilmente escalonavel (Zhang et al., 2006). O grande

numero de sementes produzido por planta de Arabidopsis thaliana compensa a taxa
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de transformacdo que pode nao ser alta, e o tamanho reduzido permite que
centenas de sementes sejam analisadas em cada rodada de screening em placas
de petri.

Métodos simples e eficientes como o floral dip popularizaram ainda mais o
uso de Agrobacterium tumefaciens, aliados a variedade de linhagens e vetores
binarios disponiveis, possibilitando a obtencdo das mais diversas construgdes
génicas. Dentre as vantagens da utilizacdo desta bactéria para transformacao de
plantas esta o numero reduzido de cépias do transgene que séo inseridas em cada
evento de transformacao, diminuindo a probabilidade de supressio e instabilidade
do transgene, além do numero cada vez maior de espécies suscetiveis a

transformacgao por esse método (De la Riva et al., 1998).

1.3.3. PROTEINAS FLUORESCENTES

O uso de proteinas fluorescentes (PF) para a obtengcdo de imagens em
sistemas bioldgicos possibilitou a criagdo de novas técnicas e experimentos,
revolucionando estudos de interacdo e localizagdo subcelular de proteinas,
imunoprecipitacao e purificagao de afinidade (Earley et al., 2006). Uma ampla gama
de proteinas fluorescentes esta disponivel atualmente, incluindo versodes
modificadas que ampliaram as possibilidades de utilizagcdo destas proteinas em
diferentes técnicas e/ou propositos. A variedade de opgdes, porém, torna a escolha
mais criteriosa, dependendo do objetivo a ser alcangado, incluindo o tempo de
duracdo do experimento, o sistema no qual a proteina sera utilizada (in vitro ou in
vivo), as condi¢cdes experimentais (pH e temperatura, por exemplo), o sistema de
deteccdo de imagens, dentre outros fatores. A auséncia de toxicidade é de extrema
importancia para que se possa introduzir uma proteina fluorescente em determinado
organismo, além da verificagao do sinal emitido pela proteina em comparagcéo com a
autofluorescéncia do sistema a ser estudado, de forma a garantir que seu sinal sera
detectavel. A PF deve apresentar fotoestabilidade adequada para a duracdo do
estudo a ser realizado, e nao ser sensivel as condicdes ambientais do experimento a
fim de nado alterar os resultados obtidos. Quando utilizadas para a construgao de
produtos de fusdo traducionais entre a proteina fluorescente e uma proteina de

interesse do pesquisador, e dependendo do objetivo do estudo, € ideal que a PF ndo
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forme oligbmeros, sendo este outro critério a ser analisado no momento da escolha

da proteina fluorescente adequada (Shaner et al., 2005).
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2. JUSTIFICATIVA

A determinacdo da localizagdo subcelular de uma proteina € de extrema
importancia para o entendimento de sua fungdo bioldgica, visto que os diversos
processos e reacdes quimicas do ambiente intracelular ocorrem de forma especifica,
associados a diferentes estruturas subcelulares. Em se tratando de plantas, métodos
que permitam a visualizagdo da localizagdo subcelular de proteinas estavelmente
expressas in planta possibilitam analisar diferentes tipos celulares ao longo de todo
o ciclo de vida do vegetal, diferentemente de técnicas como a transformagéo
transiente de protoplastos, por exemplo.

A anadlise da localizacdo de APX-R em Arabidopsis thaliana auxiliara na
elucidagcdo do papel exercido pela proteina, sendo um indicativo de sua funcéo
bioldgica e dos processos nos quais ela pode estar envolvida. A confirmagéo de sua
presenca nos cloroplastos, como experimentalmente demonstrado em arroz,
reforcaria a hipdtese de que APX-R atua no metabolismo do perdxido de hidrogénio
nesta organela, molécula essencial durante a formagao, maturacédo e germinagao
das sementes — embasando os fendtipos observados nas sementes em condigdes
de deplegao e expressao constitutiva do gene. O conhecimento das caracteristicas e
funcionalidade de enzimas integrantes do sistema antioxidante vegetal € uma
valiosa ferramenta para que se entenda, de maneira abrangente, o envolvimento do
metabolismo do peroxido de hidrogénio nos processos que regulam o

desenvolvimento das plantas.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Produzir linhagens transgénicas superexpressando o produto de fusdo
AtAPX-R-EYFP, visando a obtencdo de plantas estavelmente transformadas para

posterior analise em microscopia de fluorescéncia e confocal.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Amplificar a sequéncia codificadora (CDS) de APX-R de Arabidopsis thaliana

a partir de cDNA previamente sintetizado;
e Clonar a CDS de AtAPX-R no vetor de entrada pENTR/D-TOPO® para
subsequente recombinagao com o vetor binario pEarleyGate101 (Earley et al.,

2006);

e Transformar plantas de Arabidopsis thaliana por meio da técnica de floral dip
(Clough & Bent, 1998);

e Analisar fenotipicamente as linhagens transgénicas obtidas;

e Analisar a expressao do transgene em microscoépio de fluorescéncia.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. EXTRACAO DE RNA TOTAL E SINTESE DE CDNA

O RNA total de folhas de plantas adultas de Arabidopsis thaliana ecotipo
Columbia foi extraido utilizando-se TRIzol Reagent (Thermo Fisher Scientific), de
acordo com o protocolo do fabricante. Apés quantificacdo por espectrofotometria a
um comprimento de onda de 260 nm e eletroforese em gel de agarose 1%, as
amostras foram tratadas com DNAse (Promega) visando a degradacdo de DNA
gendmico presente na amostra. Posteriormente, a sintese do cDNA total da amostra
foi realizada utilizando-se o RNA extraido como molde e oligonucleotideos
iniciadores oligo-dT através de reacado catalisada pela enzima transcriptase reversa

M-MLV (Thermo Fisher Scientific), segundo protocolo do fabricante.

4.2. AMPLIFICACAO DO GENE AtAPX-R E CLONAGEM EM VETOR DE
EXPRESSAO

A sequéncia codificadora de APX-R foi amplificada através da Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores AtAPX-
R FOR e AtAPX-R REV (Tabela 1) a partir do cDNA total de Arabidopsis thaliana. A
reacao foi realizada em um volume final de 25 uL contendo 2 uL de cDNA molde, 5
ML de Tampao 5X, 0,5 uyL de dNTPs (10 mM), 1,25 pL de oligonucleotideos
iniciadores (10uM), 0,25 puL de Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (New
England BioLabs® Inc.) e 16 uL de &agua deionizada autoclavada. A etapa de
desnaturacao inicial constituiu-se de 3 minutos a 98 °C, a qual foi seguida de 30
ciclos de amplificacdo com etapas de desnaturacdo a 98 °C por 10 segundos,
anelamento a 61 °C por 20 segundos, e extensdo a 72 °C por 30 segundos. O
produto de PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1%. O amplicon de
AtAPX-R foi clonado no vetor de entrada pENTR™/D-TOPQ® (Thermo Fisher
Scientific) (Figura S1) seguindo o protocolo de clonagem Directional TOPQO®, no qual
a clonagem direcional € catalisada pela agdo da enzima Topoisomerase |, que se
encontra conjugada ao vetor de entrada. Para a transferéncia do gene de interesse
para o vetor binario de expressao, procedeu-se a reagao de recombinacao LR entre
o vetor de entrada pENTR™/D-TOPQ®- AtAPX-R e o vetor binario de destino
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pEarleyGate101 (Earley et al., 2006) (Figura S2), preparada de acordo com o

protocolo do sistema Gateway® (Thermo Fisher Scientific).

Tabela 1. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo da CDS de
AtAPX-R e sequenciamento do plasmideo pENTR™/D-TOPO®- AtAPX-R.

Oligonucleotideos iniciadores Sequéncia
AtAPX-R FOR 5 CACCATGACGACGACGACT ¥
AtAPX-R REV 5 TAACATATTCCATTTGGCCC 3
RT-qPCR AtAPX-R FOR 5 CGGATCATGCTTTAGTGCAG 3’
RT-gPCR AtAPX-R REV 5 CCAAATTATTCGGGCATGTT 3
M13 FOR (-20) 5' GTAAAACGACGGCCAG 3'
M13 REV 5' CAGGAAACAGCTATGAC 3'

4.3 TRANSFORMAGAO DE Escherichia coli TOP10

Células termocompetentes de Escherichia coli TOP10 foram utilizadas para
multiplicacdo dos vetores recombinantes pENTR™/D-TOPQO®- AtAPX-R e
pEarleyGate101 — AtAPX-R. Para realizagdo do choque térmico, o DNA de interesse
foi adicionado a aliquota de células competentes e os tubos foram mantidos no gelo
por 10 minutos antes da aplicagdo do choque térmico a 42 °C por 1 minuto e 30
segundos. Apds retornarem ao gelo por 2 minutos, 500 uL de meio LB (Luria-Bertani)
liquido foram adicionados aos tubos, incubados por 1 hora sob agitagdo a 37 °C. As
bactérias foram entdo plaqueadas em meio LB soélido contendo canamicina (50

pMg/mL), para ambos os vetores, e incubadas em estufa a 37 °C overnight.

4.4. TRANSFORMACAO DE Agrobacterium tumefaciens EHA105

A reacdo de recombinagao entre o vetor de entrada e o vetor binario de
expressdo foi inserida em células de Agrobacterium tumefaciens EHA105
eletrocompetentes. O DNA de interesse foi adicionado as aliquotas de células e as

cubetas foram posicionadas no eletroporador, onde o pulso elétrico foi aplicado.
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Meio LB liquido foi adicionado as cubetas, e as suspensdes de células foram
transferidas para tubos de microcentrifuga e mantidas a 28 °C por 1 hora sob
agitacao. As aliquotas foram entdo plaqueadas em LB soélido contendo canamicina

(25 pg/mL) e rifampicina (100 pg/mL) e incubadas em estufa a 28 °C por 48 horas.

4.5. MICROPREPARAGAO DE DNA PLASMIDIAL

A extracdo de DNA plasmidial foi realizada com o kit PureYield™ Plasmid
Miniprep System (Promega Corporation) de acordo com protocolo fornecido pelo

fabricante.

4.6. ANALISE PLASMIDIAL POR PERFIL DE RESTRICAO E SEQUENCIAMENTO

As reacbes de clivagem por enzima de restricado foram realizadas a partir de
500 ng de DNA plasmidial, 5 unidades de enzima, 2 uL do respectivo tampao de
reacao e agua deionizada estéril para um volume final de 20 L. As reag¢des foram
analisadas por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. Os
plasmideos também foram analisados em reacdo de sequenciamento utilizando-se 3

pares de oligonucleotideos iniciadores, indicados na Tabela 1.

4.7. PREPARACAO DA SOLUCAO DE Agrobacterium tumefaciens PARA O FLORAL
DIP

Colénias de Agrobacterium tumefaciens EHA105 transformadas foram
utilizadas para preparagéo de pré-indculos em 5 mL de meio LB liquido, incubados a
28 °C por 48 horas sob agitacdo. Os pré-indculos foram adicionados a frascos Erlen
Meyer contendo 500 mL de LB liquido, que foram incubados sob agitagao a 28 °C
até que atingisse a concentragao celular adequada para a realizagdo do floral dip
(ODeoo = 1,5 — 2,0), monitorada em espectrofotometro. Os antibidticos rifampicina e
canamicina foram adicionados ao meio durante todas as etapas de cultivo da
bactéria transformada, para concentragdes finais de 100 pg/mL e 25 pg/mL,
respectivamente. A cultura de células foi entdo centrifugada a 4000 g por 10 minutos

em temperatura ambiente, e os precipitados foram ressuspendidos em um volume
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de solucdo 5% sacarose preparada na hora. Apds, adicionou-se o surfactante Silwet-

L77 a uma concentracgéo final de 0,02%.

4.8. TRANSFORMAGCAO GENETICA DE Arabidopsis thaliana COL-0 POR MEIO DA
TECNICA DE FLORAL DIP

Plantas selvagens de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia foram
transformadas através do método floral dip, cujo protocolo é mostrado na Figura 1.
Agrobacterium tumefaciens EHA105 carregando o vetor binario de expressdo
pEarleyGate 101 — AtAPX-R foi cultivada em meio LB na presenga dos antibi6ticos
rifampicina (100 pg/mL) e canamicina (25 ug/mL) até atingir a densidade optica
adequada (ODeoo = 1,5 — 2,0), sendo entdo centrifugada e os precipitados lavados e
ressuspendidos em solugdo de sacarose e surfactante (Figura 1a). Potes com
plantas em estagio de floragdo (Figura 1b) foram invertidos e a parte aérea das
plantas foi mergulhada na suspensao de Agrobacterium tumefaciens EHA105 por 10
segundos, aplicando-se sutil agitagdo (Figura 1c). Ao submergir as plantas, todas as
inflorescéncias, incluindo as menores e mais jovens, estiveram em contato com a
solucao, de forma a maximizar a eficiéncia da transformacao. As plantas foram entao
removidas da solugcdo e aguardou-se de 3 a 5 segundos para que 0 excesso de
liquido escorresse. As plantas foram cobertas com sacos plasticos (Figura 1d) e
posicionadas na horizontal, permanecendo assim de 16 a 24 horas (Figura 1e), a fim
de manter um ambiente Umido propicio para a ocorréncia da infeccdo por
Agrobacterium tumefaciens. Apos este periodo, a cobertura plastica foi removida e
os potes foram recolocados na posicao vertical. As plantas foram entdo cultivadas
normalmente até o momento da coleta de sementes (adaptado de Clough & Bent,
1998).

4.9. ESTERILIZACAO DE SEMENTES DE Arabidopsis thaliana

As sementes coletadas das plantas transformadas foram esterilizadas de
acordo com protocolo descrito por Zhang et al., 2006. Para a esterilizagdo, as
sementes foram lavadas com etanol 70% por 1 minuto, seguido de incubacéo por 10
minutos em solu¢do de hipoclorito de sddio 6% e Tween 20 0,05%, sob agitacéo

constante. As sementes foram entdo lavadas de 3 a 5 vezes com agua destilada
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autoclavada e por fim adicionou-se solugdo 0,1% agarose para facilitar o

plagueamento no meio de selec¢ao.

4.10. SELECAO DAS SEMENTES TRANSFORMADAS

A selecao das sementes transformadas foi realizada em placas contendo
meio MS (Murashige and Skoog Basal Salt Mixture, Sigma-Aldrich) suplementado
com o antifungico nistatina (50 mg/L), o antibiético carbenicilina (500 mg/L; utilizado
para inibir o crescimento de Agrobacterium tumefaciens) e o herbicida glufosinato de
amoénio (10 mg/L; marca de selegcao das sementes transgénicas). Apds esterilizagao
com alcool 70% e hipoclorito de sbédio, as sementes foram ressuspendidas em
solugéo de agarose 0,1% e plaqueadas no meio seletivo. As placas foram seladas e
mantidas a 4 °C por 48 horas para realizar a quebra da dorméncia das sementes,
sendo posteriormente levadas para a sala de cultivo e mantidas sob as condi¢cdes
padrao utilizadas para o cultivo das plantas de Arabidopsis thaliana. Apos selegao
em meio de cultivo, plantas transgénicas com 25 dias de idade foram analisadas por
microscopia de fluorescéncia em filtro FITC (excitacdo 470 nm e emissao 520 nm) a
fim de detectar a expressdo da proteina fluorescente EYFP. As plantulas
transgénicas expressando a proteina de fusdo foram transferidas para potes com

substrato onde completaram o seu ciclo de desenvolvimento.

4.11. CULTIVO DE Arabidopsis thaliana

As plantas de Arabidopsis thaliana, cultivadas tanto in vitro quanto em solo,
foram mantidas em sala de cultivo a 22 °C, sob um regime claro/escuro de 16 e 8
horas, respectivamente. A quebra de dorméncia das sementes foi realizada com

tratamento de frio (4 °C) em condi¢gdes de umidade por um periodo de 48 a 72 horas.



34

Figura 1. O método floral dip (Clough & Bent, 1998) para transformacao de Arabidopsis thaliana.
(a) Agrobacterium tumefaciens EHA105 contendo o plasmideo pEarleyGate101 — AtAPX-R foi
ressuspendida em solucdo 5% sacarose e 0.02% Silwet L-77. (b) Plantas saudaveis no estagio

apropriado para a transformacgao (c) foram mergulhadas na solugéo por 10 segundos sob sutil

agitacao. (d) As plantas foram cobertas com sacos plasticos e (e) mantidas na posi¢ao horizontal

por 24 horas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

51. AMPLIFICA(;AO DE APX-R A PARTIR DE CDNA TOTAL DE Arabidopsis
thaliana

A reacao de amplificacdo da sequéncia codificadora de AtAPX-R, a partir de
amostra de cDNA total de plantulas de Arabidopsis de dez dias, possibilitou a
obtengdo de um fragmento unico de DNA de tamanho compativel com o esperado
(990 pares de base) (Figura 2a). O cddon terminador n&o foi incluido no iniciador
reverso a fim de permitir a clonagem do gene em fusao com o gene codificador da
proteina fluorescente enhanced yellow fluorescent protein (EYFP) e a otimizagao da
reacdo de PCR garantiu a obtengdo de uma banda unica, assegurando a
especificidade da reacdo. O produto de PCR obtido foi posteriormente clonado no
vetor de entrada pENTR™/D-TOPQ®. A triagem dos clones foi realizada por meio de
PCR de colbnia (Figura 2b) e analise do perfil de restricao através da clivagem do
plasmideo com as enzimas Apal (Promega) e Alw44l (Promega), resultando na
liberacdo de fragmentos de 2247 e 887 pares de base (Figura 2c), perfil esperado
para o vetor contendo o inserto de AfAPX-R. O vetor vazio nao foi clivado como
controle devido ao alto custo do kit comercial, mas de acordo com predi¢des in silico,
3 fragmentos de 1687, 567 e 320 pares de base seriam liberados através da
clivagem do vetor ndo clonado. As duas amostras confirmadas foram enviadas para
sequenciamento, realizado com os 3 pares de oligonucleotideos iniciadores
mostrados na Tabela 1, cujo resultado confirmou que a sequéncia do plasmideo nao

sofreu mutagdes e que o inserto foi integrado na fase de leitura correta.

5.2. CLONAGEM DE AtAPX-R NO VETOR DE EXPRESSAOQ pEarleyGate101

O fragmento contendo a sequéncia codificadora de AtAPX-R foi subclonado
no vetor pENTR™/D-TOPQO® (vetor de entrada), que recebeu a denominagéo de
pENTR™/D-TOPQO®- AtAPx-R. Em seguida procedeu-se a clonagem no vetor de
expressao pEarleyGate101 (vetor de destino) por meio de reagdo de recombinagao
LR entre o vetor de entrada e o vetor de destino. Como ambos os plasmideos
possuem a mesma marca de selegdo (canamicina), o vetor pENTR™/D-TOPQ®-

AtAPx-R foi digerido com a enzima de restricdo Alw44l (Promega) antes da
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recombinacdo, o que levou a linearizacdo do plasmideo. Essa estratégia foi
empregada para evitar a obtengdo de colbnias transformadas com o vetor de
entrada ndo recombinado. A triagem inicial de confirmagédo do inserto no vetor de
expressao foi feita por meio PCR de colbnia utilizando os mesmos iniciadores
especificos para a amplificagdo do gene AfAPX-R. Todos os clones analisados
continham o fragmento de DNA de interesse (990 pares de base), como
demonstrado na Figura 3a. As colénias PCR-positivas foram inoculadas em meio LB
liquido contendo canamicina (50 pg/mL) e incubadas sob agitagdo a 37 °C overnight,
e as culturas celulares resultantes foram utilizadas para a micropreparagdo do DNA
plasmidial. Apés a extragcédo, os plasmideos foram clivados com a enzima EcoRI
(Promega) para a confirmagéo da presencga do inserto no vetor recombinante. O
perfil de restricao esperado deveria apresentar duas bandas de 8653 e 3086 pares
de base, e como demonstrado na Figura 3b, 4 das 6 amostras clivadas
apresentaram este perfil, confirmando a presencga do inserto de A{APX-R no vetor (o

vetor ndo recombinado teria liberado fragmentos de 8653, 2009 e 1792 pares de

base).

Figura 2. Amplificacdo da sequéncia codificadora do gene AtAPX-R e triagem dos clones de
pENTR™/D-TOPQP® - AtAPX-R. (a) A sequéncia codificadora de AtAPX-R foi amplificada a partir
do cDNA total de Arabidopsis thaliana e visualizada em gel de agarose 1% corado com brometo
de etidio. Linha 1: Marcador de Peso Molecular de 1 kb (Ludwig®); Linha 2: Controle negativo da
reagdo de PCR; Linha 3: amostra do produto de PCR (990 pares de base). (b) PCR de colbnias
de Escherichia coli TOP10 transformadas com o plasmideo pENTR™/D-TOPO® - AtAPX-R.
Linhas 1 e 2: colbnias testadas e positivas; Linha 3: Marcador de Peso Molecular de 1 kb

(Ludwig®). (c) Apos micropreparagédo, o DNA plasmidial obtido das células recombinantes PCR-
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positivas foi clivado com as enzimas de restricao Apal (Promega) e Alw44l (Promega), € o
produto da clivagem foi resolvido em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo. Linha
1: Marcador de Peso Molecular de 1 kb (Ludwig®); Linhas 2 e 3: fragmentos de DNA plasmidial
resultantes da clivagem (bandas esperadas: 2247 e 887 pares de base); a terceira banda (3134

pares de base) corresponde ao vetor nao clivado.

1 2 3 4 5 67 8 9 1 2 34 5 6 7 8
- .

- -
-
- —
——
-—
- - —
—
-

Figura 3. Triagem dos clones recombinantes do plasmideo pEarleyGate101 — AtAPX-R. (a)
Colbnias de Escherichia coli TOP10 transformadas com o vetor recombinante pEarleyGate101 -
AtAPX-R foram testadas através de PCR de colbnia para a confirmacao da presenca do inserto
AtAPX-R (990 pares de base). Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio. Linha 1: Marcador de Peso Molecular de 1 kb (Ludwig®); Linha 2:
Controle negativo da reagéo; Linha 3: Controle positivo da reagdo (pENTR™/D-TOPO®- AtAPX-
R); Linhas 4 a 9: colbnias recombinantes de Escherichia coli TOP10 testadas. (b) Apos
micropreparacao, o DNA plasmidial obtido das células recombinantes PCR-positivas foi clivado
com a enzima de restricdo EcoRI (Promega), e o produto da clivagem foi resolvido em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio. Linha 1: Marcador de Peso Molecular de 1 kb
(Ludwig®); Linhas 2 a 7: fragmentos de DNA plasmidial resultantes da clivagem (bandas

esperadas: 8653 e 3086 pares de base).

5.3. SELECAO DAS SEMENTES TRANSFORMADAS

A selecdo das sementes transgénicas foi realizada em meio seletivo
contendo o herbicida glufosinato de aménio, cuja marca de resisténcia esta presente
no vetor pEarleyGate101. As sementes transformadas foram capazes de germinar, e
as plantulas iniciaram seu desenvolvimento normalmente, expandindo cotilédones e
emitindo o primeiro par de folhas verdadeiras, exibindo aparéncia saudavel

semelhante a de plantas selvagens se desenvolvendo em condigbes normais
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favoraveis. Ja as plantas néo transformadas apresentaram desenvolvimento limitado
a expansao dos cotilédones, exibindo coloracédo palida em comparacao as plantulas
transgénicas, devido a presencga do herbicida glufosinato de aménio (Figura 4).

Em adicdo a triagem baseada no fenoétipo de resisténcia ou susceptibilidade
ao herbicida, as placas de sele¢cdo contendo plantulas da geragdao T1 com 5 dias de
idade foram analisadas em microscépio de fluorescéncia sob o filtro FITC (excitagcéo
470 nm e emissao 520 nm) para visualizagado da fluorescéncia emitida por EYFP,
visando a identificacdo das pléantulas resistentes expressando o cassete transgénico
inserido em seu genoma. Na Figura 5, é possivel ver um comparativo entre plantulas
nao resistentes (5a e 5b) e plantulas transgénicas (5¢ e 5d). Quando expostas ao
comprimento de onda capaz de excitar a proteina EYFP, as plantulas transformadas
emitem a fluorescéncia amarelo-esverdeada caracteristica desta proteina
fluorescente, enquanto que as plantulas nao transformadas exibem a coloragao
vermelha tipica da autofluorescéncia da clorofila. Nas plantulas transgénicas, a
autofluorescéncia da clorofila ndo é visualizada devido aos altos niveis de expressao
do transgene, fazendo com a fluorescéncia da EYFP se sobressaia.

Uma vez identificadas, as plantas transgénicas foram transferidas para potes
de vidro contendo meio MS nao-seletivo, onde permaneceram por alguns dias. Por
fim, as plantas foram passadas para potes com terra, onde completaram seu ciclo de

vida.

54. ANALISE DAS PLANTAS TRANSGENICAS EM MICROSCOPIO DE
FLUORESCENCIA

Apés identificadas, as plantas transgénicas foram cultivadas sob condicbes
normais em sala de cultivo (22 °C e 16/8 horas claro/escuro), até completarem seu
desenvolvimento normal. Amostras de tecido foliar de plantas transgénicas foram
coletadas e analisadas em microscopio de fluorescéncia, utlizando-se o filtro FITC
(excitagdo 470 nm e emissao 520 nm). Como demonstrado na Figura 6, as plantas
transgénicas emitiram a fluorescéncia amarelo-esverdeada proveniente da proteina
EYFP, comprovando a expressao estavel do produto de fusdo AtAPX-R-EYFP no

mesofilo foliar (6a e 6b) e tricomas (6¢ e 6d).
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Figura 4. Triagem das sementes transgénicas em meio de selegdo. Apds coletadas, as sementes

provenientes das plantas utilizadas no floral dip foram esterilizadas e plaqueadas em meio
seletivo (MS suplementado com glufosinato de aménio, carbenicilina e nistatina) para selegéo
das sementes transformadas. As sementes transgénicas, resistentes ao herbicida presente no
meio, foram capazes de germinar normalmente e sobreviver a selegdo. Os circulos e setas

pretos indicam as plantulas resistentes ao agente seletivo.
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(c) (d)

Figura 5. Analise preliminar das plantulas transgénicas em microscépio de fluorescéncia. As

plantulas resistentes ao agente de selegcdo foram analisadas em microscépio de fluorescéncia
(filtro FITC; excitacdo 470 nm e emissao 520 nm) antes de serem transferidas para meio n&o-
seletivo. Em comparagdo a coloragdo avermelhada da autofluorescéncia da clorofila exibida
pelas plantas ndo transformadas (a-b), as plantas transgénicas exibiram fluorescéncia amarelo-
esverdeada caracteristica da proteina fluorescente EYFP (c-d), confirmando o sucesso da

transformacao e a expressao constitutiva da proteina de fusdo AtAPX-R-EYFP.
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Figura 6. Amostras de tecido foliar das plantas transgénicas expressando a proteina

recombinante AfAPX-R-EYFP analisadas em microscépio de fluorescéncia. As plantas

transgénicas obtidas foram analisados em microscépio de fluorescéncia (filtro FITC; excitagdo
470 nm e emissdo 520 nm), demonstrando a expressao constitutiva estavel da fusao AtAPX-R-

EYFP no mesdfilo foliar (a-b) e tricomas (c-d).
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A clonagem e a constru¢ao da fusao traducional entre AtAPX-R e EYFP foi
obtida no vetor binario pEarleyGate101, eficientemente introduzido na linhagem
EHA105 de Agrobacterium tumefaciens, utilizada para a transformagédo de plantas
de Arabidopsis thaliana pelo método floral dip. Eventos de transformacao
superexpressando o produto de fusdo AfAPX-R-EYFP foram obtidos com sucesso.
As linhagens transgénicas apresentaram expressdo estavel do produto de fuséao,
confirmada através de analises em microscoépio de fluorescéncia.

Assim, tendo obtido as plantas transgénicas expressando estavelmente a
construgcdo génica de interesse, resta analisa-las a nivel subcelular em microscopio
confocal para, por fim, esclarecer a questdo fundamental que baseia este trabalho: a
localizagdo subcelular de AfAPX-R. Através da utilizacdo de diferentes filtros de
fluorescéncia no microscopio confocal, sera possivel identificar estruturas
subcelulares e, entdo, localizar o sinal de fluorescéncia amarelo-esverdeado
proveniente de EYFP. Devido a presenca de clorofila, que possui autofluorescéncia
vermelha, os cloroplastos sao facilmente visualizados, e a sobreposicdo das
imagens obtidas com os diferentes filtros permitira verificar se ambos os sinais estao
co-localizados na célula.

Para permitir a visualizagdo de mitocéndrias, organelas de tamanho muito
reduzido em relagdo aos cloroplastos, pretende-se realizar a transformagao
transiente de protoplastos isolados das plantas transgénicas AtAPX-R-EYFP com o
plasmideo pBIN20 (Nelson et al.,, 2007) (Figura S3), vetor este que permite a
expressdo da proteina fluorescente enhanced cyan fluorescent protein (ECFP)
fusionada a um peptideo-sinal de direcionamento para a mitocéndria (29 primeiros
aminoacidos da regidao amino-terminal da citocromo c oxidase IV de Saccharomyces
cerevisiae). Desta forma, também sera possivel avaliar a presenca de AfAPX-R
neste outro compartimento subcelular.

Para além do propdsito da determinacao de localizacao subcelular, as plantas
transgénicas obtidas neste projeto também poderao ser utilizadas para a realizagéo
de ensaios de imunoprecipitagao, utilizando-se anticorpos anti-EYFP. A obtencéo da
proteina recombinante purificada possibilitara a realizacdo de ensaios de atividade
enzimatica, os quais serdo importantes para o esclarecimento da provavel fungao

enzimatica de AtAPX-R, seus substratos e caracteristicas cataliticas.
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8. FIGURAS SUPLEMENTARES

pENTR/D-TOPO

TORD

Figura S1. Mapa do vetor de entrada pENTR™/D-TOPO® (http://www.thermofisher.com).
Kanamycin: gene de resisténcia a canamicina; attL1 e attL2: sequéncias de recombinagao
homdloga que pareiam com os sitios aftR2 e aftR2 no vetor de destino; TOPO: enzima

Topoisomerase |I.
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Figura S2. Mapa do vetor binario pEarleyGate101 (http://www.snapgene.com). BIpR: gene bar de
resisténcia ao glufosinato de amoénio; EYFP: enhanced yellow fluorescent protein; attR1 e attR2:
sequéncias de recombinagdo homodloga que pareiam com os sitios attL2 e attL2 no vetor de

entrada; RB e LB T-DNA repeat: bordas direita e esquerda, respectivamente, do T-DNA.
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neomycin phosphotransferase Il de resisténcia a canamicina.
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