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RESUMO

Um fator limitante para o crescimento das plantas € a constante ocorréncia de
condicBes ambientais rigorosas e estressantes como seca, contaminacao por metais
pesados, excesso de sal no solo, variacdes de temperatura e iluminagdo, assim
como ataques de patdégenos e herbivoros. Essas adversidades trazem grandes
problemas para a o desenvolvimento da agricultura em todo o mundo. O arroz
(Oryza sativa) € um dos cereais mais consumidos no planeta, e devido a isso, a
otimizacdo de seu cultivo torna-se um importante alvo de pesquisas na atualidade.
As proteinas ASR (do inglés, Abscisic acid, Stress and Ripening) séo fatores de
transcricdo codificados por genes que respondem a variados estresses de natureza
abidtica. Sabe-se atualmente que o arroz € a planta cultivada de maior tolerancia ao
aluminio (Al) e que esta caracteristica é intrinsecamente relacionada a acao das
proteinas ASR. Nosso grupo de pesquisa demonstrou que o silenciamento dos
genes que compdem a familia ASR de arroz acarreta em forte inibicdo do
desenvolvimento da raiz sob altas concentracdes de aluminio. Além disso, esse
trabalho também evidenciou que a reducdo da expressdo de uma isoforma
especifica desta familia génica, intitulada OsASR5 (LOC 0Os11g06720), afeta
plantas de arroz aumentando sua sensibilidade ndo apenas ao aluminio como
também a diferentes estresses abibticos. Assim, especula-se que a superexpressao
de OsASR5 possa conferir tolerancia ao aluminio e a outros estresses em arroz e
em diferentes espécies vegetais, hipétese que permanece por ser avaliada. O
objetivo do presente trabalho foi caracterizar o papel de OsASR5 na modulagéo da
resposta ao aluminio em um sistema heterélogo. Para isso, plantas de Arabidopsis
thaliana superexpressando o gene de arroz OsASR5 foram analisadas quanto ao
seu desempenho sob estresse por aluminio e baixo pH. Os resultados obtidos
indicam que ndo é possivel incrementar a tolerancia de Arabidopsis a esses dois
estresses pela superexpressdo de OsASR5. Dados prévios do nosso grupo
sugeriam possivel interagdo de OsASR5 com OsART1, outro fator de transcricdo
envolvido nas respostas a este metal em arroz. Para testar esta hipétese, realizamos
os ensaios de BIFC (Bimolecular Fluorescence Complementation) e transativacao,
onde verificamos que OsASR5 e OsART1 interagem in vivo, modulando as
respostas ao estresse por aluminio em conjunto. Estes resultados permitiram
aprofundar o entendimento das vias de sinalizacdo envolvidas na resposta ao
aluminio e possibilitara o desenvolvimento de novas estratégias visando a obtencao
de plantas mais tolerantes a este metal.

Palavras-chave: ASR, estresse abiotico, aluminio, arroz.



ABSTRACT

A limiting factor for plant growth is the constant occurrence of severe and
stressful environmental conditions such as drought, heavy metal contamination,
excessive salt in the soil, temperature and lighting variations, as well as pathogen
and herbivore attacks. These adversities cause major problems to agriculture
development around the world. Rice (Oryza sativa) is one of the most consumed
cereals on the planet, and because of this, the optimization of its cultivation becomes
an important research target today. ASR proteins (Abscisic acid, Stress and
Ripening) are transcription factors encoded by genes that respond to a variety of
abiotic stresses. It is known that rice is the cultivated plant with the highest tolerance
to aluminum (Al) and that this characteristic is intrinsically related to ASR proteins.
Our research group has demonstrated that ASR gene family silencing in rice leads to
strong inhibition of root development under high concentrations of aluminum. In
addition, this work also showed that downregulation of a specific isoform of this
family, OsASR5 (LOC_0s11g06720), affects rice plants increasing its sensitivity not
only to aluminum but also to different abiotic stresses. Thus, it is speculated that the
overexpression of OSASR5 may confer tolerance to aluminum and other stresses in
rice and in different plant species, a hypothesis that remains to be evaluated.
Therefore, the objective of this work was to characterize the role of OsASRS5 in
modulating the response to aluminum in a heterologous system. For this purpose,
Arabidopsis thaliana plants overexpressing OSASR5 were evaluated under aluminum
stress and low pH. The results indicate that it is not possible to increase the tolerance
of Arabidopsis thaliana to these stresses by the overexpression of OSASR5. Previous
data from our group suggested a possible interaction of OsASR5 with OsART1,
another transcription factor involved in the responses to this metal in rice. In order to
test this hypothesis, we performed BIFC (Bimolecular Fluorescence
Complementation) and transactivation assays. Our results indicate that OSASR5 and
OsARTL1 interact in vivo to modulate responses to aluminum. These results allowed a
better understanding of the signaling pathways involved in the response to aluminum
and will enable the development of new strategies in order to obtain plants more
tolerant to this metal.

Key words: ASR, abiotic stress, aluminum, rice.
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1. INTRODUCAO

Entre os desafios da agricultura atual, a definicdo de estratégias para lidar
com as mudancas climaticas e suas consequentes alteracdes ambientais ocupa
posicdo de grande relevancia. Embora ndo seja facil prever os efeitos dessas
mudancas, a biotecnologia vem direcionando grandes esforcos na tentativa de
aprimorar o desempenho das plantas frente aos diversos estresses ambientais como
seca, salinizacédo do solo, temperaturas extremas, contaminacéo do solo por metais,
alteracGes no pH e ataque por patégenos.

Ainda que existam limitacBes biologicas para a resposta das plantas aos
estimulos proporcionados pelo ambiente, o acesso a vasta diversidade biolégica do
planeta mostra-se como uma potente ferramenta para o desenvolvimento de novas
tecnologias que visam aumentar a resiliéncia desses organismos as mudancas que

estao acontecendo no mundo.

1.1 Estresse abiotico em plantas: o papel do metal Aluminio

As plantas, de diversas maneiras, sdo capazes de adaptar-se as condicdes
rigorosas as quais sdo submetidas por um longo periodo de tempo. Um exemplo
disso é o arroz (Oryza sativa L.), que, entre os cereais cultivados, € considerado a
espécie mais tolerante a presenca do metal aluminio (Al) no solo. Esse metal possui
elevada toxicidade quando presente em solos de pH acido, os quais constituem
aproximadamente 50% dos solos araveis do mundo (Panda et al., 2009).

Em sua forma elementar, o aluminio ndo representa riscos ao
desenvolvimento das plantas e ndo constitui um problema para a agricultura, apesar
de nédo configurar entre os nutrientes essenciais ao desenvolvimento dos vegetais.
Entretanto, em solos de pH inferior a 5,0, esse metal € ionizado e adquire uma forma
catidnica (AI**) que é solivel em agua, tornando-se disponivel e, por fim, toxico para
as plantas.

Os principais efeitos causados por esse metal, quando absorvido pelas
plantas, sdo alteracbes na membrana das células da raiz, inibicdo da divisado celular
e sintese de DNA, perturbacfes na captacao e transporte de nutrientes, entre outros

(Machado, 1997). Em laboratério, os efeitos do aluminio no metabolismo da planta
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podem ser observados em poucos minutos apos a aplicacdo do estresse e
concentracGes da ordem de 10°® molar do céation sdo suficientes para que isso
aconteca, (Kochian, 1995).

O mecanismo de tolerancia ao AI** pode se dar por meio de dois
processos: a planta pode evitar que o metal penetre em suas estruturas radiculares
por meio da exsudacdo de compostos organicos para quelar o AlI** presente na
rizosfera, ou pode sequestrar os cations e promover a detoxificacdo do aluminio por
meio de um mecanismo interno de tolerancia (Ma et al., 2001).

O estresse por aluminio desencadeia rotas de sinalizacdo que levardo a
planta a expressar genes relacionados ao mecanismo de tolerancia mais adequado
a sua natureza e condi¢cbes. Em Arabidopsis thaliana, por exemplo, a presenca de
AIF* induz a expressdo do fator de transcricdo STOP1 (SENSITIVE TO PROTON
RHIZOTOXICITY 1), que atua na modulacdo da expressdo de outros genes
envolvidos nessa cascata, como ALMT1 e MATE.

Em arroz, o sistema de tolerancia ao AI** é semelhante ao de Arabidopsis,
sendo que OsSART1 e OsSTAR1 ocupam papéis centrais nesse mecanismo. O fator
de transcricdo OsART1, homodlogo a STOP1 de A. thaliana, é responsavel pela
modulacdo da expressdo do gene OSSTAR1 e outras proteinas envolvidas mais

diretamente com a detoxificacdo do aluminio na planta (figura 1).
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Figura 1. Esquema representativo dos genes envolvidos no mecanismo de defesa contra o aluminio
em arroz (A) e Arabidopsis thaliana (B). Adaptado de Aluminum Stress Tolerance in Plants (Springer,
2015).

Apesar de ter um papel importante nesse aparato de tolerancia ao Al
curiosamente, o fator de transcricdo ART1 de arroz ndo € induzido pela presenca
deste metal, mas sim pelo aumento da concentracdo de protons (H*) no solo,
condicao intrinsecamente relacionada a ionizagdo do Al. Assim, sugere-se que para
haver uma regulacdo coordenada entre genes responsivos ao pH e a presenca do
aluminio, seja necessaria a existéncia de um ou mais fatores atuando em conjunto
com ART1.

1.2 Genes ASR

Os genes ASR (Abscisic acid, Stress and Ripening) sao induzidos em
resposta a exposicdo a variados estresses de natureza abidtica e codificam
proteinas bifuncionais que podem atuar como chaperonas e fatores de transcricéo.
Esses genes ja foram identificados e caracterizados em varias espécies vegetais
como tomate (lusem et al., 1993), lirio (Yang et al., 2005), milho (Riccardi et al.,
1998), cana de acucar (Sugiharto et al., 2002), arroz (Vaidyanathan et al., 1999) e
diversas outras plantas vasculares, mas, curiosamente, na planta modelo
Arabidopsis thaliana essa familia génica esta ausente.

As proteinas codificadas por esses genes possuem dois dominios altamente
conservados: um dominio amino-terminal rico em residuos de histidina, por meio do
qual se liga ao DNA em um processo dependente do ion Zn?*; e um segundo
dominio localizado na regido carboxi-terminal denominado WDS (Water, Deficit and
Stress), onde também esta presente um sinal de localizagcdo nuclear (Yang et al.,
2008) (figura 2). As proteinas ASR sao geralmente pequenas, contendo menos de
trezentos residuos de aminodacidos e sdo codificadas por genes, cuja estrutura conta
com dois éxons e um intron. Além disso, as proteinas ASR encontram-se
desestruturadas na auséncia de Zn?* no interior da célula, uma vez que este metal
influencia na estruturacdo do polipeptideo e, consequentemente, na formacéo de

homodimeros entre moléculas (Goldgur et al., 2007).
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Figura 2. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos dos seis membros da familia ASR de arroz.
Em destaque no alinhamento, o dominio WDS, conservado entre as proteinas dessa familia

(conforme Arenhart et al., 2008).

A atuacdo dessas proteinas tem se revelado diretamente associada aos
mecanismos de defesa das plantas a estresses ambientais. Em tomate (Solanum
lycopersicum), o gene SIASR1 teve maiores niveis de expressdo quando a planta foi
submetida a estresse osmoético por polietilenoglicol (PEG) (Amitai-Zeigerson et al.,
1995). Em trigo (Triticum aestivum), estudos de protedmica mostraram que as
proteinas ASR acumulam-se durante estresse hidrico (Bazargani et al., 2011). Em
arroz (Oryza sativa), os seis membros da familia ASR tém sua expresséo induzida
na presenca de AI®*, entretanto, OSASR1 e OsASR5 sdo 0s genes que mais se
destacam nessa condicdo, ndo apenas por apresentaram altos niveis de expressao
basais, mas também por serem fortemente induzidos na presenca deste metal
(Arenhart et al., 2013). Estudos anteriores também demonstraram que a expressao
heter6loga do gene lla23 de lirio (homologo de ASR5 de arroz) em A. thaliana
confere a planta tolerancia frente as condi¢des de seca e salinidade, evidenciando a
importancia das proteinas ASR o0 mecanismo de tolerancia aos mais variados

estresses abiobticos.
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1.2.1 Gene OsASR5

O produto da expressdo do gene ASR5 de arroz € uma proteina de 138
aminoacidos que se localiza no citoplasma da célula vegetal, mas também ja foi
encontrada nos cloroplastos e no nucleo (Arenhart et al., 2012). Quando esta
localizada no citoplasma, ASR5 atua como chaperona (Li et al., 2017). Quando
presente no nucleo, esta proteina liga-se ao DNA, atuando como fator de transcri¢cdo
e, assim, dirigindo a expresséo de genes relacionados as respostas da planta frente
a situacdes de estresse abidtico, como déficit hidrico, salinizacdo do solo, entre
outras.

Em arroz, ASR5 possui um papel essencial na resposta da planta ao estresse
por aluminio, por meio da inducédo de genes como OsSTARL1 (Arenhart et al., 2014),
membro da familia de transportadores ABC em arroz, o qual, juntamente com
STAR2, forma um complexo transportador de UDP-glicose para a parede celular,
auxiliando a mascarar os potenciais sitios onde AI** pode se ligar (Huang et al.,
2009). Aléem de OsSTAR1, ASR5 também atua regulando a expressdo de outros
genes importantes para as respostas frente ao estresse por aluminio, como
OsNratl, que transporta ions de AlI** (Xia et al., 2010), e FRDL4, que é induzido por
aluminio e atua na detoxificacdo externa do metal ao auxiliar na liberacdo de acidos
organicos (Yokosho et al., 2011). A proteina ASR5 é bastante expressa no tecido
radicular, o qual esta intimamente envolvido com o0 mecanismo de resposta ao
estresse por aluminio. A exemplo disso, plantas de arroz silenciadas para OsASR5
tiveram o crescimento de suas raizes inibido em altas concentracdes de Al®*,
enquanto as plantas selvagens resistram ao estresse e suas raizes se
desenvolveram normalmente (Arenhart et al., 2013).

Estudos anteriores demonstraram que ASR5 é capaz de ligar-se ao promotor
do gene STAR1 em arroz para induzi-lo frente a presenca de AlI** (Arenhart et al.,
2014). Aléem de ASR5, sabe-se que outro fator de transcricdo, denominado ART1,
também é essencial para a inducdo do gene STAR1 frente ao estresse por Al¥*. No
entanto, como citado anteriormente, o gene codificador de ART1 néo é induzido em
resposta ao aluminio, mas sim frente ao acimulo de ions H*.

Diferente da maioria das proteinas ASR, OsASR5 nao é capaz de formar
homodimeros, mesmo na presenca de zinco (Arenhart et al., 2014). Esse resultado
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nos permitiu formular duas hipéteses: (a) ASR5 atua em mondémeros em arroz; ou,
(b) ASR5 estd interagindo com outros fatores de transcricdo, formando
heterodimeros, como ocorre com as proteinas ASR de uva (Saumonneau et al.,
2008). No estudo de Arenhart (2014), foi sugerido que a regulacdo de genes como
OsSTAR1 pudesse ser realizada por meio da interacdo entre os fatores ASR5 e
ART1. Os pesquisadores testaram a ocorréncia dessa interacdo por meio de um
ensaio de duplo-hibrido em levedura, mas o experimento ndo foi capaz de confirmar
a hipotese levantada. Muito embora o ensaio de duplo-hibrido em levedura seja
bastante utilizado para deteccédo de interacbes proteina-proteina, falsos negativos
podem ocorrer em razdo deste ser conduzido em um organismo muito diferente,
onde fatores acessorios podem estar ausentes, por exemplo. Nesse interim, a
validacéo desta interacéo proteica por meio de metodologias que se utilizem de um
modelo vegetal pode ser de grande valia para que se possa confirmar ou refutar a

hipétese levantada.

1.3 Arabidopsis thaliana como modelo e suas interagcdes com aluminio

Ha mais de trinta anos que Arabidopsis thaliana vem sendo uma das plantas
mais utilizadas na pesquisa cientifica. Pertencendo a familia Brassicaceae, comum
ao broécolis e couve, A. thaliana oferece vantagens interessantes para a pesquisa,
muito em mérito de caracteristicas especificas de seu pequeno genoma que é
bastante conhecido e explorado. O fato de ter um ciclo de vida rapido (cerca de seis
semanas) e produzir um grande namero de sementes facilita seu uso em pesquisa,
além de ser uma planta facilmente transformavel pelos métodos existentes. Também
em virtude do vasto conhecimento do genoma de A. thaliana, existem mutantes para
quase todos 0s seus genes, disponiveis em bancos de sementes, que podem ser
explorados para os mais diversos fins académicos (The Arabidopsis Information
Resource, TAIR).

Apesar dos genes ASR nao serem encontrados no genoma de A. thaliana,
estudos recentes mostraram que a expressao heterdloga de OsASR5 nesta espécie
confere a planta maior tolerancia a seca e estresse osmoético (Li et al., 2017). Esse

resultado sugere que ASR5 de arroz é capaz de atuar de forma a induzir

mecanismos de defesa a estresses abidticos em A. thaliana, aumentando a
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tolerancia dessas plantas as condicdes analisadas. Esses dados, juntamente com os
que serdo apresentados neste trabalho, auxiliam a validar a importancia
biotecnoldgica de OsASRS5 na toleréncia aos estresses abidticos e coloca esse gene
como um forte candidato a ser utilizado pela engenharia genética no melhoramento
de espécies vegetais, com o objetivo de prepara-las para o ambiente que vem sendo
tdo rapidamente modificado pelo homem.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Elucidar o mecanismo de acdo de ASR5 na via de resposta ao aluminio em
arroz (Oryza sativa) e analisar plantas transgénicas de A. thaliana expressando o
gene OsASR5 quanto ao seu desempenho frente ao estresse por aluminio.

2.1.1 Objetivos Especificos

1. Avaliar o desempenho de plantas transgénicas de A. thaliana

expressando o0 gene OsASR5 em condicdes de estresse por aluminio;

2. Avaliar a formacéo de heterodimeros entre OSASR5 e OSART1 in vivo

por meio da técnica de complementacdo bimolecular da fluorescéncia;

3. Caso a interagéo seja confirmada, analisar a atividade dos fatores de
transcricdo OsASR5 e OsART1, sozinhos e combinados, sobre o
promotor de um gene de resposta ao aluminio em arroz, por meio de

um ensaio de transativacao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencéo das plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana expressando
OsASR5

As plantas de A. thaliana expressando o gene OsASR5 (LOC_0s11g06720)
foram obtidas previamente a este trabalho (Neto, 2014). Plantas selvagens do
ecotipo Col-0 de A. thaliana foram crescidas em sala de cultivo na temperatura de 23
°C e fotoperiodo de 16h de luz/8h escuro até que entrassem no estagio de
florescimento. A transformacéo foi feita pelo método Floral Dip (Clough e Bent,
1998), utilizando a bactéria Agrobacterium tumefaciens da estirpe EHA105
carregando o plasmideo pEarleyGatel01 (Earley et al., 2006) contendo a sequéncia
codificadora do gene OsASR5 clonada de forma a permitir a expressdo de um
produto de fusdo de ASR5 a proteina fluorescente amarela (YFP), sob o controle do
promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor. Para este trabalho, foram utilizadas
plantas na geracdo T4 apds analise da expressdo da proteina recombinante por

meio de microscopia de fluorescéncia.

3.2 Andlise das plantas transgénicas por fluorescéncia

Plantas cultivadas nas mesmas condigcbes descritas anteriormente, com o
meio de cultura acrescido do herbicida glufosinato de amonio, foram preparadas em
laminas para analise por microscopia de fluorescéncia. O filtro utilizado foi Spectrum

Green (excitacdo 498 nm e emissao 522 nm).

3.3 Testes com Aluminio

Sementes de A. thaliana das linhagens selvagem (Col-0) e a expressao
heter6loga de OsASR5 (fusionada a YFP), foram esterilizadas e semeadas em
placas contendo o meio de cultura com os nutrientes descritos na tabela 1. O pH
final foi ajustado para 5.8 e as placas foram deixadas por dois dias na temperatura
de 4 °C.
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Tabela 1. Composicdo do meio de cultura utilizado nos experimentos com Arabidopsis thaliana*.

Macronutrientes Micronutrientes
KNOz 6 mM | H2MoOs4 0.1uM
Ca(NO3): 4 mM NiSO4 0.1 uM
MgSO4 1mM ZnS0Oq4 1uM
NH4H2PO4 0.1 mM HsBOs 12.5 uM
FeSO4 10 mM MnSO4 1uM
Naz-EDTA 10 mM CuSOq4 0.5 uM

*Adaptado de Wan et al., 2018.

Apos a estratificacdo, as placas foram transferidas para a sala de cultivo, com
temperatura de 23 °C e fotoperiodo 16h luz/8h escuro, por mais 5 dias. Quando as
raizes das plantulas apresentavam aproximadamente 1 cm, foram transferidas para
outro meio nas condicBes controle (pH 5.8), baixo pH (pH 4.5) ou baixo pH +
aluminio (pH 4.5, 100 puM AICIs). As placas foram fotografadas e deixadas na sala de
cultivo por mais 6 dias. Ao final do experimento, as placas foram novamente
fotografadas e os tamanhos das raizes foram mensurados no inicio e ao final dos

tratamentos com ajuda do software ImageJ (NIH).

3.4 Ensaios de interacao entre os fatores OSASR5 e OsART1

3.4.1 Obtencéao das construcdes génicas

Os vetores para utilizacdo nos ensaios de interacdo entre ASR5 e ART1
foram obtidos por meio da recombinacdo dos vetores de entrada pENTR::ASR5 e
PENTR::ART1 (obtidos previamente a este trabalho) com os vetores de destino
pPSAT4, pSAT4A, pSATS e pSAT5A (Lee et al., 2008) (figura 3), de acordo com o

protocolo do sistema Gateway ® (Thermo Fisher Scientific).
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Figura 3. Mapa dos vetores utilizados no ensaio de BIiFC. (A) pENTR/D-TOPO (Thermo
Fischer Scientific) e (B) pSAT4 (TAIR). Os demais vetores pSAT se assemelham a este, com sua

Unica diferenca situada na localiza¢éo da sequéncia codificadora do gene repoérter YFP.

Posterior a reacdo de recombinacédo, os plasmideos obtidos foram utilizados
para transformacdo de Escherichia coli DH5a, que foi plagueada em LB agar
contendo 150 mg/L de ampicilina (37 °C, overnight) e, em seguida, multiplicados em
cultura liquida (LB Broth, 37 °C, 160 rpm, overnight). As transformacdes foram
confirmadas por clivagem enzimatica em reac¢des contendo 5 unidades da enzima
Notl (New England BioLabs), 2 pL de Tampéao 3.1 10X (New England BiolLabs),
aproximadamente 500 ng de DNA plasmidial e H20 Mili-Q para um volume final de
20 pL. As reacdes foram incubadas a 37 °C por aproximadamente 2h e em seguida
foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

Apos a etapa de confirmagao, as bactérias transformadas foram crescidas em
meio LB liquido contendo 150 mg/L de ampicilina para posterior extracdo de DNA

plasmidial por meio de kit comercial de purificagcdo (Sigma-Aldrich), conforme
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instrucdes do fabricante. O DNA purificado foi quantificado em espectrofotbmetro a

260 nm e a integridade do DNA foi analisada em gel de agarose 0,8%.

3.4.2 Obtencéo de protoplastos de Arabidopsis thaliana

Para a obtencdo dos protoplastos, plantas de A. thaliana do ecotipo Col-0
foram cultivadas durante trés semanas e suas folhas foram excisadas para a
remocdo da epiderme, segundo o protocolo de Wu e colaboradores (2009). Os
protoplastos foram extraidos do mesdfilo das folhas por meio de digestdo enzimatica
da parede celular vegetal com uma solugédo enzimética contendo 1% de celulase R-

10 e 0,25% de macerozima R-10.

3.4.3 Complementacao bimolecular da fluorescéncia (BiFC)

Para o ensaio de complementacdo bimolecular da fluorescéncia, as
sequéncias codificadoras dos genes OsASR5 (LOC 0s11g06720) e OsART1
(LOC_0s12g0170400), em versdes contendo ou ndo o cédon de parada da
traducao, foram clonadas nos vetores pSAT4, pSAT4A, pSATS e pSAT5A, descritos
anteriormente. Assim, doze constru¢cdes génicas foram geradas e combinadas aos
pares em seis diferentes combina¢des, como mostrado na figura 4. As combinacdes
de plasmideos foram utilizadas para a transformacédo de protoplastos de A. thaliana,
que foram incubados por periodo de 16 a 24h a 25 °C e posteriormente analisados

em microscépio confocal de varredura a laser Olympus FluoView 1000.

1) N-YFP e C-YFP
pSAT4 ART1 PSAT5A ASRS

2) N-YFP g cvre
pSAT4 ASRS pSATS ART1

3) NYFP wffs CYFP
pSAT4A ART1 pSATS ASRS

4) NYFP o C-YFP
PSAT4A ART1 pSATSA ASRS

5) N-YFP = v

SAT4 ART1 PSATS ASRS

6) N-YFP o C-YFP

pSAT4A ASRS pSATS ART1
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Figura 4. Modelo esquematico das 12 construcdes de OsASR5 e OsART1 utilizadas para transformar

protoplastos de A. thaliana para o ensaio de BiFC.

3.4.4 Ensaio de Transativacao

Para o ensaio de transativacao foram utilizados os mesmos vetores gerados
para 0 ensaio de BIFC, mais um plasmideo contendo uma sequéncia de
aproximadamente 518 pares de base do promotor do gene STAR1 de arroz dirigindo
a expressao do gene reporter GUS (pGUS518), obtido previamente a este trabalho.
O fragmento do promotor utilizado neste ensaio foi selecionado com base em
estudos prévios que identificaram cis-elementos de ligacdo de ASR5 e ART1 nesta
regido (Arenhart et al., 2014). Os plasmideos utilizados foram purificados e
transformados em protoplastos de A. thaliana, conforme descrito anteriormente.

Para verificar as interagdbes entre os fatores e sua influéncia na indugéo da
expressdo do gene STARI1, aproximadamente 10° protoplastos isolados do mesdfilo
das folhas de A. thaliana foram transfectados com 10 pg de cada plasmideo
(35S::GUS e 35S::STAR1prom_GUS, designado Gus518) mais 10 pg de 35S::ASR5
e/ou 35S::ART1 e incubados por 24h, a 25 °C, e posteriormente congelados com
nitrogénio liquido e estocados sob temperatura de -80 °C para que fossem
preservados para as analises posteriores.

Os protoplastos foram lisados em 100 pL de tampéao de extracao (10% de Na-
fosfato/EDTA pH 7,0, B-mercaptoetanol 10 mM, 0,1% de triton X-100, 0,1% de lauril
sarcosinato de so6dio). A atividade de GUS foi medida usando MUG (4-
metilumbeliferyl-B-D-glucoronide) como substrato e protoplastos transformados com
construgéo 35S::GUS foram usados como controle positivo. A leitura da atividade de
GUS foi feita em um fluorimetro (excitacao: 365 nm, emissdo: 444 nm) e o fluoréforo
MU (4-methylumbelliferone) foi utilizado como referéncia para a medida da

fluorescéncia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlise das plantas transgénicas

Sementes provenientes de plantas de A. thaliana transformadas com o
cassete 35S::0sASR5-YFP foram germinadas em meio de cultura contendo o
herbicida glufosinato de amoénio, marca de selecdo do plasmideo utilizado na
transformacado, para andlise da segregacdo do transgene e, assim, selecdo das
linhagens homozigotas. Embora mais de uma linhagem transgénica tenha sido
gerada na etapa de transformacdo das plantas de A. thaliana, somente uma
linhagem foi selecionada para dar sequéncia aos experimentos em razao desta estar
em homozigose e apresentar desenvolvimento mais uniforme quando comparada as
demais linhagens obtidas. A linhagem selecionada (linhagem 12) foi analisada em
microscépio de fluorescéncia, por meio do qual pode-se verificar a expressdo do
produto de fusdo ASR5-YFP tanto nas folhas quanto nas raizes das plantas

transgénicas (figura 5).

Figura 5. Andlise das plantas transgénicas em microscopio de fluorescéncia. (A) Folha de planta ndo
transformada (WT) em campo claro; (B) Folha de planta WT sob filtro YFP; (C) Folha de planta ASR5-
YFP (Linhagem 12) sob filtro YFP; (D) Raiz de planta ASR5-YFP (Linhagem 12) sob filtro YFP. Filtro

Spectrum Green (excitagdo 498 nm e emissdo 522 nm).
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4.2 Andlise da tolerancia das plantas expressando ASR5 ao Al

Plantas de A. thaliana expressando o gene heter6logo OsASR5 foram
cultivadas conforme descrito no item 3.2, em condi¢des controle (pH 5,8), de baixo
pH (pH 4,5) e na presenca de AlI**(pH 4,5). As raizes das plantas transgénicas e de
plantas nao transformadas (WT) foram aferidas no inicio e ao final do experimento,
apoés seis dias de tratamento, e o crescimento relativo foi mensurado para posterior

andlise estatistica (figura 6).

T 5
L
=]
=
24
=
E ‘|'
g’
‘ [
o
Sy
[«5]
o
o
T
& 1
[a

0

WTpH58 ASR5pH58 WTpH45 ASRSpH4S5  WTAI ASR5 Al

Figura 6. Crescimento relativo de raizes de planta ASR5 e WT ao final de 6 dias em condicdes
controle (pH 5,8), de pH baixo (pH 4,5) e de pH baixo + Al** (pH 4,5). A analise estatistica foi feita por
meio do Teste t-Student, com n=30 plantas.

N&do foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre 0s
genadtipos analisados, o que indica que a proteina ASR5 de arroz nao foi capaz de
conferir tolerancia ao estresse por Al** em Arabidopsis. Isso pode estar ocorrendo
em virtude de OsASRS5 nédo ser uma proteina enddégena de A. thaliana, que ja possui
um mecanismo de defesa proprio para as condi¢cdes de estresse por aluminio e altas
concentracdes de prétons. Em outras palavras, o fator de transcricdo AtSTOP1 pode
estar desempenhando seu papel sozinho, sem a necessidade da influéncia de
OsASR5, como ja o faz naturalmente. Além disso, para que OsASR5 pudesse
desempenhar a funcédo que estavamos buscando, ha a possibilidade de que em A.

thaliana ndo existam outros fatores que podem estar envolvidos nessa via, ou seja, a
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maquinaria para o correto funcionamento de OSASR5 ndo esta presente nesta
planta. Outra hipotese, é a de que a tag YFP possa estar influenciando na atuacéo
de OsASR5 no mecanismo de resposta ao aluminio em A. thaliana.

Embora uma das hipéteses deste trabalho seja a interacdo fisica entre os
fatores de transcricdo OsASR5 e OsART1 (homdlogo de AtSTOPL1), existe também
a possibilidade de nao se aplicar na relacdo OsASR5 x AtSTOP1, por diferencas
estruturais, e influenciar na atuacdo de OsASR5 na via em questdo. Provavelmente,
a estrutura proteica de AtSTOP1 nédo possibilita essa interagdo, como ocorre com
OsARTL1. O alinhamento a seguir mostra que a estrutura primaria das duas proteinas
é diferente, o que pode estar influenciando na interacdo com outros fatores, como
OsASRS5 (figura 7).

STOP1 1 lc G PG cB FlaGF 2B LEvBue vBFeL | @~HvBF L8s vEl28~n8r LE =3
ARTA 1 upl- Eeav T TolE- - - - - sl PLEYPEMA - - - - - -« - - ALLeMarrrr@EL - - - - LrEvE P LB &2
sTOP1 g4 WLEF |08 BB v L velecELEe Laa L1 LTE i E 1 BT acELLeEY a- - - PerFTcErcE 163
ARTA &2 MLTF | 1 el IS aclll-88- - - -ESanle LvillaBliToL  vEL 1 BTacElL Pl FL PPPAA- AAGA 140

------- A ceAlBFBLFBlFvL Y Gl .. v - BEcERLrrcEVE LELEH =25
ARTA 141 AflavBLane | cErBvEE. FlvnT - . Meca CVEAAG AHENF Ana vEvLELEE 220
sTOP1 23¢ B Lap Fciiceller afllL cHeBE Wt~ B vr . cEEFPML  ElvEcrFLec FEFLET 217
ARTA 221 BB I LAP Foelcoler L cHcBE ls~ a0 sBrrrrrEs rrdr Bl vECrl cc aEFEr LT 203
STOR1 318 Ueow v c FicElc FEv 1 aBlL cB LcEcefTr Lrel i aLFEclTF 21 P LEETHFE 2B 400
ARTH 304 Lo v c veollcealllFSvinaBl ce LcEceTEF LralvaLr@lcBarairrrrrprrTEcl 2o
STOP1 401 GE. ... ... EEse .. HemverllLcE-El-NEET THBromTHH - FEFPMEF BT cHFcerBEr PFELMF 473
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Figura 7. Alinhamento entre as sequéncias de aminoécidos de AtSTOP1 e OsART1. Imagem obtida

STOP1 164 avFrvvlEa

pelo software Jalview.

Estudos recentes também ja propuseram a grande exclusividade de STOP1
no mecanismo de resposta aos estresses por aluminio e pH baixo em A. thaliana.
Tentativas de expressar proteinas STOP1-like em mutantes stopl ndo obtiveram
sucesso na recuperacdo do fendtipo de resisténcia ao aluminio e somente as
respostas relacionadas ao baixo pH foram recuperadas (Ohyama et al., 2013).
Mesmo a complementacdo de mutantes stopl com o fator STOPZ2, o Unico ortélogo
de STOP1 em A. thaliana, s6 foi capaz de recuperar a tolerancia a H* (Kobayashi et
al., 2014). Esses dados, juntamente com os obtidos neste trabalho, corroboram a
fina e especifica regulacdo do mecanismo de resposta ao aluminio e pH baixo em A.

thaliana.

23



4.3 Interacéo entre os fatores ASR5 e ART1

4.3.1 BiFC

Para verificar a possivel interacéo fisica entre os fatores de transcricio ASR5
e ART1 de arroz, protoplastos de A. thaliana foram transformados com as seis
combinagbes de vetores descritos no item 3.3.2. Os protoplastos, depois de
incubados durante 16h, foram observados por microscopia confocal. Dentre as
combinacBes de vetores testadas, apenas foi possivel observar a interacdo nas
transformacdes feitas com duas das combinacdes, as quais encontram-se ilustradas
na figura 8. A confirmacdo dessas construgdes, feita por clivagem enzimética, esta
apresentada na figura 9 e as bandas esperadas estédo indicadas por setas laranjas.
As bandas ndo sinalizadas por setas (as que se encontram acima das bandas
indicadas) representam DNA néo clivado na reagéo.

Como é possivel ver nas imagens provenientes da microscopia confocal
(figura 10), a interacdo entre os dois fatores parece estar ocorrendo no nucleo da
célula vegetal e ao seu redor. Apesar de nao ter sido possivel confirmar a
localizag&o nuclear da interacdo por meio de coloracdo com DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol), a interacdo entre fatores de transcricdo € usualmente detectada nesta

organela.
1) N-YFP o ASRS5 C-YFP
pSAT4 ART1 pSATSA ASRS
2) N-YFP ASRS C-YFP
pSAT4 ASRS pSATS ART1

Figura 8. Combinacdes de vetores pSAT, contendo as sequéncias codificadoras de ASR5 ou ART1,

que resultaram em interacéo dos fatores de transcricao in vivo nos protoplastos de A. thaliana.

24



Figura 9. Confirmacao dos plasmideos utilizados na transformacéo de protoplastos de A. thaliana. As
bandas esperadas estdo indicadas na imagem, os ndmeros indicam o tamanho dos fragmentos em

pares de base.

B
%

Figura 10. Interacdo in vivo entre OSASR5 e OsART1 em protoplastos de A. thaliana. A deteccéo da

fluorescéncia da proteina YFP indica a interacdo entre os fatores avaliados no ensaio de
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complementacdo bimolecular da fluorescéncia (BiFC). Superior: fluorescéncia de YFP. Inferior:
sobreposi¢cdo da fluorescéncia de YFP com a autofluorescéncia da clorofila. A e D, controle (ndo
transformado). B e E, interag8o na orientagédo 1. C e F, interacdo na orientacdo 2. Imagens obtidas

por microscopia confocal.

A localizacdo de ASR5 na célula vegetal depende de seu estado
conformacional, que esta diretamente relacionado com sua funcdo. Além de estar
presente no nucleo e citoplasma, ASR5 de arroz ja foi detectada nos cloroplastos, e
a principal hipotese para explicar essa localizagdo € de que essa proteina é
sequestrada para os cloroplastos em uma forma inativa e sé é transportada para o
nacleo em situacdes de estresse (Arenhart et al., 2012). Assim, a fluorescéncia que
parece estar a margem do nucleo das células analisadas no ensaio de BiFC também
pode ser decorrente de alguma outra atividade que as duas proteinas possam

executar nestas células.

4.3.2 Ensaio de Transativacéo

Ainda no intuito de confirmar a atuacdo em conjunto dos fatores OSASR5 e
OsART1 nas respostas ao Al**, um ensaio de transativacdo em protoplastos de A.
thaliana foi realizado, o qual se baseia na deteccdo fluorimétrica da atividade
enzimatica de beta-glucuronidase, produto da expressao do gene reporter GUS.
Uma sequéncia de 518 pares de bases do promotor do gene OsSTARL1, dirigindo a
expressdo do gene reporter GUS, foi utilizado como alvo dos dois fatores de
transcricdo. Neste ensaio, foi possivel verificar que a presenca de ambos os fatores
potencializa a ativacdo do promotor de OsSTAR1 em comparacdo aos fatores

isolados, como mostra a figura 11.
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Figura 11. Atividade dos fatores de transcricdo OsSASR5 e OsSART1 sobre o promotor do gene
OsSTAR1, medida indiretamente por meio da atividade de beta-glucuronidase decorrente da

expressdo do gene repérter GUS, normalizada pelo contetdo total de proteina do extrato celular.

Arenhart e colaboradores (2014) ja haviam mostrado, por meio de um ensaio
de transativacéo, que ASR5 liga-se ao promotor de OsSTARL e é capaz de induzir
sua expressao significativamente. No entanto, o ensaio realizado neste trabalho ndo
foi capaz de detectar tal inducdo quando ASR5 foi expresso isoladamente. Algumas
diferencas metodoldgicas podem explicar este resultado, tendo em vista que nosso
ensaio foi realizado em menor tempo e com menor quantidade de DNA. Além disso,
o grafico acima ndo conta com analise estatistica em virtude das poucas replicatas
técnicas e biolégicas que foram recuperadas. Em virtude do tempo, néo foi possivel
repetir esse experimento para confirmagdo e andlise estatistica dos dados.
Entretanto, os resultados parciais da transativacdo jA mostram fortes indicios da
atuacdo conjunta entre esses dois fatores de transcricdo nas vias de resposta ao

aluminio em arroz.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os genes ASR tém se tornado potenciais candidatos para o melhoramento de
espécies vegetais a fim de torna-las resistentes aos estresses abidticos. O presente
trabalho teve como objetivo compreender melhor a complexa regulacdo do
mecanismo de tolerancia ao aluminio nas plantas e gerar mais conhecimento acerca
deste tema.

Anteriormente a este trabalho, sabia-se da atuacéo isolada de OsSARS5 em
suas funcbes de chaperona e fator de transcricdo. Agora, 0 ponto a ser
acrescentado é que esse fator ndo s6 atua isoladamente, mas também desempenha
seu papel ao associar-se a outras proteinas envolvidas nos mecanismos de resposta
ao aluminio e, provavelmente, funcione desta maneira nos demais estresses
abidticos.

Em relacdo aos dados obtidos com a utilizacdo de um sistema heterélogo
para estudar a toxicidade do aluminio em plantas, os resultados contrariando a
hip6tese de que OsASR5 poderia conferir tolerancia as plantas de A. thaliana nos
levam a crer que outras abordagens possam permitir a melhor compreensdo do
mecanismo envolvido, pois esse resultado pode ter sido decorrente da auséncia de
fatores de transcricdo do tipo ASR em A. thaliana.

Deste modo, as futuras acgcfes para complementar os resultados deste
trabalho compreendem, primeiramente, repetir os testes de toxicidade do AlI** com
linhagens de plantas contendo OsASR5 sem a proteina de fusdo YFP;
complementar plantas de A. thaliana mutadas para gene AtSTOP1 (knock-out) com
OsASRS5, para verificar a presenca ou auséncia de fenétipo de tolerancia; e, por fim,
repetir o experimento de transativagdo para obter dados com confianca

estatisticamente significativa.
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