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RESUMO

Um dos graves obstaculos para a manutencao e estabilidade da produgédo nacional de
arroz (Oryza sativa) reside na susceptibilidade dos gendtipos existentes a estresses
abioticos. Tendo em vista a importadncia social e econémica do arroz e os efeitos
extremamente danosos desses estresses sobre a agricultura, o conhecimento detalhado
das interagdes entre os estresses abidticos e as respostas dos vegetais frente a esses
estimulos ambientais faz-se necessario. O aluminio (Al) é considerado um dos principais
fatores limitantes na produgao agricola, inibindo o crescimento das raizes e a absorg¢ao de
minerais. A toxicidade do Al em plantas ocorre pela sua solubilizagdo em solos com pH
baixo ou solos acidos. Os genes ASR (ABA, Stress and Ripening) sao induzidos por
estresse e acido abscisico (ABA) em plantas, e seus niveis de expressdo sao
rapidamente aumentados em resposta a salinidade e seca. Recentemente, foi
demonstrado que o gene que codifica a proteina ASR5 é responsivo ao Al em raizes de
arroz. Apesar do arroz ser considerado um dos cereais mais resistentes a Al, os
mecanismos basicos de tolerancia a este metal sdo pouco conhecidos no arroz em
comparagdo a outros cereais. Por meio do presente trabalho objetivamos: i) a
caracterizagao funcional dos membros da familia génica ASR de arroz em reposta ao Al;
e ii) a construgdo de vetores binarios de transformacéo de plantas visando o estudo da
localizagdo subcelular da proteina codificada pelo gene OsASRS, e o silenciamento
génico da familia ASR de arroz. As analises dos transcritos por qRT-PCR mostraram que
todos os genes da familia ASR de arroz ssp Japonica respondem ao Al. Por outro lado,
OsASRS5 nao sofre modulagdo de sua expressdo em resposta ao Al em raizes de arroz
ssp Indica. Essas diferengas de respostas dos genes OsASRS5 em distintas variedades

pode refletir diferengas no grau de toleréncia ao Al de cada um desses genaotipos.

Palavras-chave: Aluminio, familia ASR, gRT-PCR, arroz, Oryza sativa
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ABSTRACT

One of the major obstacles to maintain the stability of the national production of rice
(Oryza sativa) lies on the susceptibility of the different genotypes to abiotic stress. In view
of the social and economic importance of rice and due to the extremely harmful effects of
stress in agriculture, detailed knowledge of the interactions between these stresses and
plant responses to environmental stimuli is necessary. Aluminum (Al) is considered one of
the main limitation factors for agricultural productivity, inhibiting root growth and mineral
absorption. Al toxicity occurs by its solubilization in soils with low pH or acid soils. The
ASR (ABA, Stress and Ripening) genes are induced by stress and abscisic acid (ABA) in
plants, and their expression levels are quickly increased in response to salinity and
drought. Recently, it was demonstrated that the ASR5 gene is responsive to Al in rice
roots. Despite the fact that rice is considered one of the most resistant crops to Al, the
basic mechanisms of tolerance to this metal are poorly known when compared to other
crops. This study aimed the functional characterization of the gene expression of rice ASR
family members in response to Al, and the construction of binary vectors for the subcellular
localization of the protein codified by the OsASR5 gene, and the construction of a gene
silencing binary vector for the ASR family. Analyses of transcripts by qRT-PCR showed
that in the ssp Japonica, all ASR genes responded to Al. In contrast, OSASRS do not
suffer expression modulation in response to Al in rice roots of ssp Indica. These
differences in response of the OsASRS gene in distinct varieties may reflect differences in

the degree of Al tolerance in each genotype.

Keywords: Aluminum — ASR family — qRT-PCR — Rice, Oryza sativa
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1.INTRODUGAO

Devido a sua natureza séssil, as plantas freqientemente enfrentam condicdes
adversas ou estresses biodticos e abidticos que, em muitas vezes, conduzem a uma série
de mudangas morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e moleculares causando danos aos
vegetais, reagindo com seu potencial genético e limitando seu crescimento, reprodugao e
a produtividade (MAHAJAN & TUTEJA, 2006).

Os estresses abidticos sdo a causa primaria de perda de produgédo agricola,
reduzindo a produtividade da colheita de grdos em até 50% (BOYER, 1982; BRAY et al.
2000). Segundo Mahajan & Tuteja (2006), estresses abidticos causam a perda de milhdes
de ddlares a cada ano devido a redugédo da produtividade de graos, o que ameaga a
sustentabilidade da agricultura.

Ao longo da evolugdo, as plantas desenvolveram sofisticados mecanismos que as
permitem perceber essas condi¢cdes adversas, ativando cascatas de traducédo de sinais,
que, por consequéncia, ativam genes de resposta ao estresse levando a mudancgas
fisiolégicas e bioquimicas (GAO et al., 2007). Varios genes sao ativados podendo mitigar
o efeito do estresse e levar a um ajustamento celular e tolerancia da planta (MAHAJAN &
TUTEJA, 2006; RAMANJULU & BARTELS, 2002).

Os produtos génicos podem agir também como reguladores de transcrigao,
controlando conjuntos de genes especificos de resposta ao estresse, ou estarem
envolvidos na producdo de moléculas regulatérias como o hormdnio acido abscisico
(ABA; GRENNAN, 2006). Além disso, foi demonstrado que multiplas rotas de sinais
podem ser ativadas em resposta a diversos estresses, conduzindo a repostas similares.
Hasegawa et al. (2000) demonstraram o acumulo de metabdlitos que agem como solutos

compativeis e antioxidantes em trés estresses abidticos comuns: seca, baixa temperatura
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e salinidade. Estudos realizados por Rabbani et al. (2003) demonstraram também
sobreposig¢ao na expressao de genes entre diferentes tipos de estresses.

A identificacdo de novos genes e a determinagdo de seus padrbes de expressao
em resposta a estresses poderdo permitir o desenvolvimento de novas estratégias para
melhorar a tolerdncia a estresses em plantas (CUSHMAN & BOHNERT, 2000). A
incorporagao de novas ferramentas da gendmica funcional podera permitir o suprimento
de gendtipos com maior produtividade e resisténcia aos diferentes estresses ambientais,
0 que possivelmente podera reduzir os custos e acarretar em uma maior estabilidade a

producéao agricola.

1.1 Arroz: o modelo de estudos em monocotiledoneas

Considerado um dos cereais mais importantes do mundo, o arroz € cultivado e
consumido em todos os continentes. Cerca de 150 milhdes de hectares de arroz séo
cultivados anualmente no mundo, chegando a uma produgao de cerca de 590 milhdes de
toneladas. Segundo dados da EMBRAPA (2008), o arroz € alimento basico para cerca de
2,4 bilhdes de pessoas, possuindo um excelente balanceamento nutricional, fornecendo
20% da energia e 15% da proteina per capita necessaria a dieta humana.

Por se adaptar facilmente a diferentes condicbes de solo e clima, o arroz é
considerado a espécie que apresenta um grande potencial para o combate a fome no
mundo. O Brasil esta entre os dez principais produtores mundiais de arroz, com cerca de
11 milhdes de toneladas ao ano (EMBRAPA, 2008).

Planta-modelo de estudos entre as monocotiledéneas, o arroz € um organismo

diploide com 24 cromossomos e genoma de 390 megapares de bases (Mb), sendo o
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menor entre os cereais, possuindo aproximadamente 32.000 genes com base em uma
anotagao acurada do genoma de Oryza sativa L. ssp. Japonica (THE RICE ANNOTATION
PROJECT, 2007).

O genoma do arroz possui sintenia com o genoma de outros cereais, como
milho e trigo (MOORE et al., 1995); protocolos de transformagcdo mediada por
Agrobacterium tumefaciens definidos (HIEI et al., 1994); disponibilidade de etiquetas de
genes expressos ou ESTs (do inglés, Expressed Sequence Tags), e mapas moleculares
saturados (INTERNACIONAL RICE GENOME SEQUENCING PROJECT, 2005;
HARUSHIMA et al., 1998), fazendo do arroz um organismo modelo para estudos
fisiologicos, genéticos e de evolugao entre as plantas, em especial as monocotiledéneas

(GALE & DEVOS, 1998; SHIMAMOTO & KYOZUKA, 2002).

Tendo em vista a importancia social e econdmica do arroz e os efeitos
extremamente danosos dos estresses abidticos sobre a agricultura, o conhecimento
detalhado das interagdes entre estresses abidticos e respostas vegetais se faz
necessario, visto que um dos graves obstaculos para a manutencédo e estabilidade da
producdo nacional de arroz reside na susceptibilidade dos gendtipos existentes a

estresses abiodticos, dentre outros.

1.2 Toxidez por Aluminio

O aluminio (Al) € o metal mais abundante da crosta terrestre, compreendendo

cerca de 7% de sua massa, e néo € de regra um nutriente essencial, mas em pequenas

concentragdes pode ajudar no crescimento das plantas (FOY, 1983). A grande maioria do

Al esta quelada por ligantes, ou ocorrem em outras formas nao toxicas tais como
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aluminosilicatos ou precipitados. A toxicidade por Al ocorre devido a sua solubilizagdo em
solos acidos com pH baixo (abaixo de 5,0, ALAM & ADAMS, 1979; e BLUE &
DNATZMAN, 1977). A acidificacdo do solo pode se desenvolver devido a chuva &acida,
bem como quando cations basicos sao lavados do solo e, além disso, pode ser acelerado
por praticas agricolas (DELHAIZE & RYAN,1995). Os solos acidos ocupam 40% dos solos
araveis no mundo (KOCHIAN, 1995) e sua toxidade é considerada um dos principais
fatores de limitagao da produtividade agricola no mundo (MATSUMOTO, 2000).

A area de cerrado no Brasil ocupa quase um quarto do territério nacional e
concentra-se nos Estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Goias.
Os solos destas regides, em geral, apresentam baixa fertilidade natural (GOEDERT,
1989), elevada acidez (FAGERIA & SOUZA, 1995), alta saturagdo de Al e reduzida
disponibilidade de fésforo (FERREIRA, 1995).

Plantas cultivadas nesses solos estédo sujeitas a estresse pela toxidez de Al através
das raizes, as quais quando expostas a este nutriente podem ser inibidas em crescimento
rapidamente, em minutos ou horas (KOCHIAN, 1995). O apice da raiz € particularmente
sensivel ao Al (RYAN et al., 1993). Segundo Foy (1992), altas concentragcdes de Al
interferem na divisdo celular em raizes, aumentam a rigidez da parede celular, reduzem a
replicacdo de DNA, diminuem a respiracdo das raizes, interferem com atividades
enzimaticas, captacdo, transporte e uso de diversos nutrientes, como K*, Ca®*, e M92+,
além de interferir na dindmica do citoesqueleto, na sintese de beta-(1,3)-glicanas (calose),
na peroxidagao de lipideos, e na transdugao de sinal via inositol-1,4,5-trifosfato (MILLA et
al., 2002). Al também induz a secre¢cdo de acidos orgénicos como citrato, malato, e

oxalato das raizes (DELHAIZE & RYAN, 1995) que por sua vez formam um complexo
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estavel com Al, prevenindo os efeitos toxicos e fornecendo uma fonte valiosa de
tolerancia na maioria das espécies estudadas.

Em arroz, o excesso de Al induz sintomas semelhantes aos causados pela
deficiéncia de ferro (Fe,CLARK et al., 1981). Os efeitos resultam em diminuigdo do
crescimento e produtividade, devido a redugao na absorg¢ao de nutrientes e agua.

A incorporacéao profunda de corretivos e fertilizantes tem sido uma alternativa para
recuperar a fertilidade destes solos; porém, essas técnicas nado permitem controlar
adequadamente o Al permutavel na parte subsuperficial dos solos (FERREIRA, 1995). A
toxidez de Al limita a producéo do arroz, e de outras culturas que sio cultivadas em solos
acidos, por inibirem o crescimento das raizes e a absor¢ao de outros minerais (LIU &
LUAN, 2001) e, consequentemente, por reduzir a produtividade (MILLA et al., 2002).

De modo geral, o arroz € uma espécie tolerante ao Al (FAGERIA et al.,, 1989;
DUNCAN & BALIGAR, 1990). Diferentes gendtipos de arroz foram selecionados em
relacdo a tolerancia ao Al em sistema hidropdnico. A concentragao considerada critica
para estudos genéticos foi de 20 mg.L™" (FERREIRA, 1995). Segundo Fageria et al.
(1988) o arroz, apesar de ser considerado tolerante ao Al, possui variabilidade entre os
genotipos, sendo a tolerancia amplamente divergente entre as cultivares.

A alta variabilidade da tolerancia ao Al indica que algumas espécies de plantas
desenvolveram mecanismos especiais de sobrevivéncia a condigdes de estresses (MA et
al., 2001; DELHAIZE et al., 2001). Entre as estratégias de resisténcia estdo a exclusao do
Al do interior das células da raiz (mecanismos apoplasticos) e/ou a neutralizagdo do Al
toxico dentro da célula (mecanismos simplasticos).

Os mecanismos apoplasticos de resisténcia mais conhecidos de resisténcia sdo a

exsudagao de acidos organicos pelas células da raiz, ligagdo de ions Al na parede celular
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e aumento do pH da rizosfera. Os mecanismos simplasticos de resposta das plantas ao
estresse por Al sdao ainda pouco conhecidos. Um exemplo de mecanismo de resisténcia
dentro das células é a quelacao interna de Al téxico por acido oxalico, descrito por Ma et
al. (1997).

Acidos organicos como malato, citrato e oxalato tém importante papel na
detoxificagdo de Al"® por formar complexos no citosol ou na interface raiz-solo, em varias
culturas (MA et al., 2001), protegendo as raizes das plantas (DELHAIZE et al., 1993; MA
& MYASAKA, 1998). O mecanismo molecular de tolerancia ao Al em arroz nao é
conhecido, mas sabe-se que a secre¢gdo de nenhum &cido organico foi induzido pela
exposicdao a Al, exceto citrato em pequenas quantidades, e n&o houve diferenca
significante na detoxificagcdo de Al entre variedades tolerante e sensivel de arroz (MA et
al., 2002), o que significa que, o arroz pode ter um mecanismo diferente de tolerancia a
Al, que nao seja a liberagao de acidos organicos (CHUANZAO et al., 2004). Em estudos
recentes, Yang et al. (2008) demonstraram o envolvimento do conteudo de
polissacarideos da parede celular em apices de raizes de arroz agindo na exclusdo de
aluminio.

Wu et al. (2000), usando técnicas moleculares, identificaram diversos locus de
tratos quantitativos (QTLs, do inglés, Quantitative Trait Loci) conferindo tolerancia a Al em
populag¢des de arroz das variedades Azucena e IR1552. Nguyen (2001) detectou 5 QTLs
para tolerancia a Al espalhados em 5 cromossomos. Em 2002, 10 QTLs para tolerancia a
Al foram localizados em 9 cromossomos usando uma populacédo duplo-hapléide derivada
do cruzamento das variedades CT9993 x IR2266 (NGUYEN et al., 2002).

Em trigo (Tritcum aestivum cv Chinese Spring), genes para a tolerancia a

toxicidade de AI** foram encontrados nos cromossomos 6AL, 7AS, 2DL, 3DL, 4DL e 4BL,
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(ANIOL & GUSTAFSON, 1984), e um par de genes no cromossomo 4 do genoma D, na
cultivar BH-1146 (LAGOS et al., 1991). Além disso, em centeio (Secale cereale) também
foram localizados genes para tolerancia nos cromossomos 3R, 6RS e 4R (ANIOL &
GUSTAFSON, 1984).

Os mecanismos responsaveis pela tolerancia de Al sdo variaveis entre as diversas
espécies e cultivares e, possivelmente, controlados por diferentes genes e diferentes
rotas metabdlicas (KHATIWADA et al., 1996; WU et al., 2000; NGUYEN et al., 2001).

Uma vez que mudangas na expressao génica controlam os processos fisioldgicos
normais e sao também efetores nas respostas celulares aos estresses bidticos e
abidticos, estudos visando identificar os genes de resposta ao estresse por Al forneceram
uma descricado inicial dos genes potencialmente importantes envolvidos nesse tipo de
estresse. Diversos genes regulados positivamente (induzidos) sob condicbes de
fitotoxidade foram descobertos. O gene ALMt1 de T. aestivum, codificante de um
transportador de malato, foi recentemente isolado de apices de raizes da cultivar tolerante
a Al (ET8), e a expressdo heteréloga do mesmo aumentou a tolerancia de células de
tabaco ao Al (SASAKI et al., 2004).

Os seguintes genes foram descritos como regulados positivamente em resposta ao
Al: Sali3-2 e Sali5-4 em soja (Glycine Max, RHAGLAND & SOLIMAN,1997), Zmal em
milho (Zea mays, MENOSSI et al., 1999), pEARLI8 e pEARLI1, pEARLI2, pEARLI4, e
pEARLIS em Arabidopsis thaliana (RICHARDS et al., 1998) e fosfatidilserina sintase em
trigo (T. aestivum, DELHAIZE et al.,, 1999). Os genes homodlogos a glutationa-S-
transferase (GST) e fenilalanina amoénialiase (PAL) foram induzidos por Al e deficiéncia de

fosfato inorganico (Pi) em tabaco (Nicotiana tabacum, EZAKI et al.,1995).
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Grande parte desses genes parece estar relacionada a respostas gerais a
estresses, que sao induzidos por diversas perturbacdes incluindo baixos niveis de fésforo,
outros metais téxicos, ferimentos, infec¢ao por patdégenos ou estresses oxidativos (EZAKI
et al., 2000). Entre eles, estd um gene que codifica uma proteina semelhante a
metalotioneina wali1 (SNOWDEN & GARDNER, 1993) ou genes de fungado desconhecida
tais como wali7 (RICHARDS et al., 1994) ou Zmal (MENOSSI et al., 1999). Com o
objetivo de descobrir a funcdo desses genes na tolerdncia ao estresse, alguns deles
foram super-expressos em A. thaliana (EZAKI et al., 2000). Apenas o gene de Arabidopsis
codificando a “blue copper binding protein” (AtBCB) e os genes de tabaco codificando
uma glutationa-S-transferase (parB), uma peroxidase (NtPox) e um inibidor de GDP-
dissociation (NtGDI1) conferiram alguma tolerancia sob condigdes moderadas de estresse
por Al. Em altas concentragdes de Al, entretanto, as plantas transgénicas nédo foram

superiores as controles na sobrevivéncia ao estresse.

Ermolayev et al. (2003) realizaram um estudo comparativo entre genes induzidos
por Al em cultivares sensiveis e tolerantes de soja ao estresse, demonstrando que dentre
8 genes descritos como potencialmente relacionados a tolerancia ao Al, apenas o gene da
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) teve a expressdo aumentada em raizes de plantas
tolerantes quando comparadas as plantas sensiveis. Além disso, dois novos genes
homodlogos a proteinas de tumor (TCTP, GenBank accession number AF421558) e a
inosina-5¢-monofosfato desidrogenase (IMPDH, GenBank accession number AF421559)

tiveram a expressdo aumentada apenas em raizes da cultivar tolerante.

Milla et al. (2002) analisaram ESTs em raizes de S. cereale cv Blanco sob estresse
por Al. Neste trabalho, treze genes novos envolvidos no alongamento e na divis&o celular

(codificadores da aquaporina tonoplastica e de uma proteina semelhante a ubiquitina,
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SMT3), estresse oxidativo (glutationa peroxidase, glicose-6-fosfato-desidrogenase, e
ascorbato peroxidase), metabolismo de ferro (IDS3a, IDS3b, e IDS1; S-adenosilmetionina
sintase; e metionina sintase), e outros mecanismos celulares (proteina relacionada a
patogénese 1.2, heme oxigenase, e epoxido hidrolase) foram reguladas pelo estresse por
Al

Em plantas, existem a principio dois mecanismos de tolerdncia ao Al. A primeira
classe permite a planta tolerar o acumulo de Al em raizes e parte aérea, enquanto a
segunda classe opera excluindo o Al do apice da raiz, frequentemente relatado pela
exsudagao de acidos organicos (KIKUI et al., 2005).

Entretanto, o arroz, que apresenta a maior tolerdncia ao Al dentre os cereais,
apresenta pouca capacidade de efluxo de acidos organicos em reposta a estresse por Al
(MA et al., 2002) e ainda apresenta pouco acumulo de Al em raizes (WALLACE &
ROMMEY, 1977), sugerindo um ou multiplos mecanismos diferentes envolvendo varios
genes (KHATIWADA et al., 1996; WU et al., 1997, 2000; NGUYEN et al., 2001), os quais,
combinados, resultam na alta tolerancia observada para esta espécie (KOCHIAN et al.,

2004).

1.3 Acido Abscisico

Considerado o fitorménio do estresse, o acido abscisico (ABA) & um

sesquiterpendide (C15) sintetizado em plantas por uma rota indireta usando precursores

de carotendides (NORTH et al., 2007). ABA participa da regulagdo do crescimento e

desenvolvimento da planta, por todo o ciclo de vida. Além disso, responde a varios
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estresses ambientais, incluindo seca, salinidade e frio (LEUNG & GIRAUDAT, 1998;
FINKELSTEIN et al., 2002).

ABA possui papel critico na resposta a varios sinais de estresse, e sua aplicacao
exdégena em plantas mimetiza os efeitos de condicbes de estresses (MAHAJAN &
TUTEJA, 2006). Em trabalhos de Xiong et al. (2001), Leung & Giraudat (1998) e
Finkelstein et al. (2002), foi demonstrado que diversos sinais de estresses e ABA
compartilham elementos em comum em suas rotas de sinalizacdo, e estes elementos
estdo interconectados mantendo a homeostase celular. ABA atua em sementes inibindo a
germinagao em condi¢coes de estresse, previne a germinagao precoce de embrides
prematuros, e provoca fechamento estomatal sob condicbes de seca, o que previne a
perda de agua da planta (MAHAJAN & TUTEJA, 2006; YANG et al., 2005).

A funcéo principal de ABA consiste na regulagdo do balango de agua e tolerancia
ao estresse osmotico. Diversos mutantes de A. thaliana para ABA (incapazes de
responder ao ABA ou de sintetizar o fitorménio) foram descritos, os quais nas condi¢des
ideais de crescimento tém o desenvolvimento equivalente ao desenvolvimento de plantas
controles (ndo mutantes). Entretanto, sob estresse hidrico, os mutantes para ABA né&o
resistem ao estresse continuo (KOORNNEEF et al., 1998). Uma diminuigdo do
crescimento foi descrito também por Xiong et al. (2001) em mutantes de A. thaliana para
ABA, sob estresse salino.

Mutantes para ABA também ja foram isolados em outras espécies como N.
plumbaginifolia, Z. mays, Lycopersicon esculentum e Pisum sativum (TAYLOR, 1991).
Segundo Hoth et al. (2002), trés classes de mutantes ja estdo bem caracterizadas: ABA-
deficiente, hipersensitivo e insensitivo. Em mutantes ABA-deficientes, a indugdo de

fechamento estomatal e a expressao de alguns genes sao prejudicadas (TAYLOR et al.,
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2000; XIONG et al., 2001; XIONG et al.,, 2002). Em ABA-hipersensitivos, a mutagao
resulta numa diminuigdo da germinacdo em baixas concentragdes de ABA e na redugao
da perda de agua devido ao aumento do fechamento estomatal por ABA (LU &
FEDOROFF, 2000; STEBER & McCOURT, 2001). Mutantes ABA-insensitivos incluindo
abi1, abib e gpal sao afetados na inibicdo da germinagédo e crescimento mediados por
ABA, e sdao também prejudicados no movimento estomatal. (LEUNG & GIRAUDAT, 1998;
WANG et al., 2001).

Os fendtipos dos mutantes sdo uma forte indicacdo que os efeitos de ABA sao
similares nas plantas, permitindo a extrapolagdo dos resultados de A. thaliana para outras
espécies (KOORNNEEF et al., 1998).

Diversos genes que respondem a aplicagao exogena de ABA ja foram identificados
(SKRIVER & MUNDY, 1990), e mensageiros secundarios como Ca21, ADP-ribose ciclico,
e inositol trifosfatado mostram-se regulados em respostas mediadas por ABA (WU et al.,
1997; PANDEY et al., 2000; VISWANATHAN & ZHU, 2002). Segundo Finkelstein et al.
(2002), Abe et al. (2003) e Gonzalez-Garcia et al. (2003), componentes reguladores como
cinases, fosfatases e reguladores de transcricdo estdo envolvidos na rede de sinalizagéo
mediada por ABA.

Apesar da gama de estudos realizados, muitos dos componentes celulares e genes

envolvidos nesta percepg¢ao de ABA ainda ndo foram bem caracterizados.
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1.4 ABA, Stress and Ripening

Genes ASR (do inglés, ABA, Stress and Ripening) foram descritos inicialmente em
tomate (L. esculentum, IUSEN et al.,, 1993) e, em seguida, identificados em diversas
plantas como batata (Solanum tuberosum, SILHAVY et al., 1995), pinheiro (Pinus taeda,
CHANG et al.,, 1996), milho (Z. mays, RICCARDI et al., 1998), arroz (O. sativa,
VAIDYANATHAN et al., 1999), cana-de-agucar (Saccharum officinarum, SUGIHARTO et
al., 2002) meldo (Cucumis melo, HONG et al., 2002), uva (Vitis vinifera, CAKIR et al.,
2003) lirio (Lilium longiflorum, YANG & WANG, 2005) e Gingko biloba (SHEN et al., 2005),
sendo amplamente distribuido no reino vegetal, porém, ausente na planta modelo A.
thaliana (MASKIN et al., 2001). Segundo Finkelstein & Gibson (2002), muitos genes ASR
sdo induzidos por ABA, e estes regulam genes envolvidos no transporte de agucar e
resposta a ABA.

Os genes ASR séao induzidos também por estresse em plantas, e seus niveis de
expressao sao rapidamente aumentados em resposta a salinidade e a seca (ZEIGERSON
et al., 1995; SILHAVY et al., 1995; PADMANABHAN et al., 1997; RICCARDI et al., 1998;
KAWASAKI et al., 2001; SUGIHARTO et al., 2002; WANG et al., 2003a).

Entretanto, os padrées de expressao variam em diferentes tecidos e em diferentes
espécies (PADMANABHAN et al., 1997). Enquanto o gene Ip3 (homdlogo em P. taeda) é
induzido preferencialmente em raiz, ASR1 de L. esculentum é mais induzido em folhas.

O gene ASR é também regulado pelo desenvolvimento, sendo expresso durante a
polinizacdo (WANG et al., 1998), em flores (GILAD et al., 1997; DOCZI et al., 2005), e
frutos em desenvolvimento (CANEL et al., 1995; GILAD et al., 1997; MBEGUIE et al.,

1997; HONG et al., 2002; CAKIR et al., 2003; DOCZI et al., 2005).
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Em tomate, a familia ASR €& composta de quatro genes, os quais sao
diferencialmente expressos em folhas e raizes em reposta a estresse hidrico (MASKIN et
al., 2001). Kalifa et al. (2004) mostraram que a proteina ASR1 de tomate liga-se a uma
sequéncia consenso de DNA, fato que esta de acordo com sua localizacdo nuclear. As
proteinas ASR de outras espécies também estdo localizadas no nucleo, onde regulam
promotores especificos (WANG et al., 2005; CAKIR et al.,, 2003; YANG et al., 2005),
sugerindo que estas proteinas atuam como fatores de transcrigcdo e que, provavelmente,
ligam-se a genes transportadores de hexoses e genes responsivos ao ABA.

Segundo Yang et al. (2005) a ASR1 de tomate contém duas regides altamente
conservadas. A primeira regido contém residuos de histidina na extremidade amino-
terminal, possuindo uma sequéncia especifica de ligagcdo de DNA dependente de zinco
(KALIFA et al., 2004a). A segunda regidao esta localizada na regidao carboxi-terminal
(CAKIR et al., 2003).

Recentemente, Konrad & Zvi (2008) mostraram que a ASR1 de tomate possui
atividade similar as chaperonas, protegendo proteinas da desnaturagao causada por calor
e ciclos de congelamento e descongelamento. O gene ASR17 de tomate é expresso em
frutos, flores, folhas, raizes, gemas, e sementes sob condi¢ées normais. Em contraste, os
outros membros da familia ndo mostram ampla distribuicdo no padrdo de expressao sob
condigbes normais, sendo restritos a érgéos especificos (Maskin et al.,2001).

No primeiro trabalho envolvendo genes ASR de arroz, Vaidyanathan et al. (1999)
caracterizaram o padrao de expressdao de OsASR7 em resposta a ABA e estresse
osmoético. A proteina codificada pelo gene OsASR1 (recentemente nomeada de ASRS5 por
Frankel et al., 2006) € hidrofilica, com potencial de substrato para proteina cinase. Possui

um sitio de miriostilagdo na posigao glicina-68 conservada entre todas as proteinas ASR
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alinhadas por Vaidyanathan et al. (1999), o que sugere um importante papel na fungao da
proteina. O residuo miriostil pode se ligar a pacotes hidrofébicos e conferir estabilidade
estrutural a proteina (ZHENG et al., 1993).

Em arroz, analises in silico revelaram seis copias de genes ASR, dispersas em
diferentes cromossomos, todas confirmadas por ESTs (Frankel et al.,2006; Tabela1).

O mRNA primario OsASR1 de arroz possui quatro diferentes sitios de splicing,
cujos transcritos originam quatro proteinas diferentes. Os genes OsASR3 e OsASR4
estdo localizados em tandem e possuem introns com o mesmo comprimento, sugerindo
uma recente duplicagdo génica, enquanto que OsSASRZ2 esta localizado a mais de 200 kb
de distancia de OsASR3 e OsASR4 (FRANKEL et a.l, 2006). OsASR6 possui grande
divergéncia dos outros ASR de arroz, mas se assemelha a ASR4 de tomate em analise
filogenética realizada por Frankel et al. (2006). A sequéncia genbémica de OSASR1
localiza-se no cromossomo 2, na posigao 20,159,721 a 20,160,800 (Loc_0s02g33820.1);
OsASR2 no cromossomo 1 na posi¢ao 42,787,403 a 42,789,160 (Loc_0Os01g73250.1);
OsASR3 e OsASR4 também no cromossomo 1 nas posi¢coes 42,608,120 a 42,608,821
(Loc_Os01g72900.1), e 42,609,680 a 42,610,468 (Loc_0Os01g72910.1) respectivamente;
OsASR5 no cromossomo 11 na posicao 3,274,338 a 3,275,328 (Loc_0s11g06720.1); e

OsASR6 no cromossomo 4 na posicao 20,747,447 a 20,748,680 (Loc_0Os04g34600.1).
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Tabela 1. Localizagao, tamanho do intron (em pb), e da proteina (em aminoacidos) dos

genes ASR em arroz (monocotiledénea) e tomate (dicotiledénea). Extraido de Frankel et

al. (2006).
C Tamanho do | Tamanho da Em tandem
romossomo . , ESTs

intron proteina com
Arroz
ASR1 Il splicing 63/71/91/105 | sim
ASR2 I 440 182 sim
ASR3 I 131 105 sim ASR4
ASR4 I 131 96 sim ASR3
ASRS Xl 119 138 sim
ASR6 Y 84 229 sim
Tomate
ASR1 v 687 110 sim ?
ASR2 v 111 114 sim ?
ASR3 Y 476 108 sim ?
ASR4 v 111 297 sim ?

Takasaki et al. (2008), em trabalho de identificagcdo de proteinas reguladas por
giberilina (GA), demonstraram que a expressdao de OsASR5 é regulada em nivel de
proteina, mas ndo em nivel de mRNA, durante a elongacéo de folhas da bainha em arroz,
indicando um envolvimento dessa proteina no crescimento da planta.

Experimentos de super-expressao tém mostrado o uso potencial de genes ASR
para aumentar a tolerancia de plantas contra estresses abibticos. A super-expressao do
gene ASR1 de tomate em plantas de tabaco aumentou a tolerancia destas em reposta a
salinidade (Kalifa et al., 2004b). A super-expressao do ortolégo de ASR (LLA23) de lirio,
em plantas de A. thaliana, aumentou a tolerancia da planta a seca e salinidade (YANG et
al., 2005).

Usando uma abordagem proteémica, Yang et al., (2007) identificaram proteinas
responsivas ao Al em raizes de arroz. Dentre essas proteinas, ASRS apresentou aumento

de sua expressado em reposta ao tratamento com Al.
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Até o momento nao ha estudos da regulagao da expressao da familia génica ASR,
em nivel de mMRNA em resposta ao Al e a outros tipos de estresses abidticos.

A aplicagdo de corretivos de solos acidos, apesar de ser uma estratégia efetiva
para a redugdo da toxidez por Al, ndo é uma opgao econémica e sustentavel em longo
prazo, e o desenvolvimento de variedades de cereais resistentes ao Al deve ser
considerada (YANG et al., 2007). A identificacdo e a caracterizagao de genes e proteinas
ligadas a mecanismos de resisténcia a Al poderao prover informagdes moleculares para
uso no desenvolvimento de cultivares com melhor adaptabilidade a solos acidos

(KOCHIAN et al., 2005).
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral que norteou o desenvolvimento deste trabalho foi estudar o papel
de genes envolvidos nos mecanismos moleculares que governam a tolerancia a Al em

plantas de arroz, pela caracterizagdo da expressao dos genes ASR.

Objetivos especificos:

a- Avaliar o padrao de expressao relativa dos transcritos da familia de genes ASR em
plantas de arroz submetidas ao estresse por Al;

b- Avaliar o efeito da aplicagdo exdgena do acido abscisico na regulagao dos genes
da familia ASR em arroz;

c- Construcdo de vetores binarios de transformacido de plantas para o estudo da
localizagao subcelular do produto génico de OsASRS;

d- Construcdo de vetores binarios de transformacido de plantas para o estudo do

silenciamento génico da familia ASR de arroz.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Tratamento com Aluminio

Sementes de arroz ssp japonica (cv Nippombare) e ssp indica (cv Taim) foram
germinadas em papel filtro por 2-4 dias no escuro a 28°C. As plantulas germinadas foram
colocadas em solugdo hidropdnica (Baier et al., 1995) por 12 dias, em camara de
crescimento a 28°C e 12 h de luz. A solugao hidropénica foi trocada a cada 4 dias. Apds
12 dias de cultivo, as plantulas foram submetidas ao tratamento com diferentes
concentracdes de cloreto de aluminio (AICl5; 20 ou 60 mg.L™"). Amostras do tecido
radicular e folhas foram coletadas nos tempos de 4 e 8 h apds o tratamento para a cultivar
Nippombare. Para a cv Taim, as plantulas foram submetidas ao tratamento com Al na
concentracdo de 60 mg.L'1 por 8 h, onde amostras do tecido radicular foram coletadas.
Como controles foram utilizadas plantas nao tratadas com Al, mas mantidas nas mesmas
condicdes de cultivo. A solugao controle e a solugao contendo Al foram mantidas em pH

4,5.

3.2 Tratamento com ABA

Sementes de arroz (cv Nippombare) foram desinfestadas em camara de fluxo
com etanol 70% por 1 min, hipoclorito de sédio 1% por 30 min, e lavadas 5 vezes em
agua destilada esterelizada. Apos esterilizagdo, as sementes foram colocadas para
germinar em papel filtro estéril por 4 dias no escuro a 28°C. As plantulas germinadas

foram colocadas em meio de cultura sélido com 50% dos sais Murashigue & Skoog (MS;
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1962), acrescido de Fitagel a 3%, e pH ajustado para 5,8. As plantulas foram mantidas
por 11 dias, em camara de crescimento a 28°C e 12 h de luz. Apds este periodo, as
plantulas foram retiradas com o auxilio de uma pinga do meio de cultura solido e
colocadas em meio MS 50% liquido. Ap6s aclimatagéo de 24 h, as plantulas foram entao
submetidas ao tratamento com ABA em concentragdo de 100 uM, e amostras do tecido
radicular foram coletadas nos tempos de 1, 6 e 10 h de estresse. Como controles, foram
utilizadas plantas nao tratadas com ABA, mas mantidas nas mesmas condigdes de

cultivo.

3.3 Extragcao de RNA total

Amostras de tecido radicular e parte aérea coletadas, foram congeladas em
nitrogénio liquido e pulverizadas em morteiro. Aproximadamente 100 mg do tecido
macerado foram homogeneizados em 1 mL de Trizol (Invitrogen). As amostras foram
incubadas por 5 min em temperatura entre 15 e 30°C para permitir a completa
dissociagao dos complexos nucleoprotéicos. Em seguida, foram adicionados 200 yL de
cloroférmio para cada 1 mL de Trizol. Apos agitagao por 15 s, os tubos de microcentrifuga
contendo as amostras homogeneizadas foram incubados por 5 min entre 15 e 30°C. As
amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 min. Apds a centrifugacdo, a fase
aquosa, a qual contém o RNA, foi coletada.

Para a precipitacdo do RNA, a fase aquosa foi transferida para um novo tubo e 0,5
mL de isopropanol foi adicionado para cada 1 mL de Trizol inicial. As amostras foram
incubadas por 10 min entre 15 e 30°C, seguindo centrifugagdo por 10 min a 12.000 rpm.

O sobrenadante foi descartado.
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O precipitado de RNA foi lavado com 1 mL de etanol 70% para cada 1 mL de Trizol
inicial. As amostras foram agitadas em vortex e centrifugadas a 7.500 rpm por 5 min. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado de RNA foi secado em estufa a 37°C. O RNA

foi ressuspendido em 20 uL de agua MiliQ autoclavada.

3.4 Sintese de DNA complementar (cDNA)

A sintese de cDNA foi realizada utilizando a enzima transcriptase reversa M-MLV RT
(Promega). A reacdo da transcriptase reversa foi feita em um volume final de 50 pL.
Inicialmente, foi preparado a mistura | contendo 1 uL do oligonucleotideo poli(dT)
contendo 23 nta 0,5 uM, 1 uL de dNTP a 10 mM e 8 puL de agua Mili-Q autoclavada para
cada reagao. Ao volume de 10 uL da mistura | foram adicionados 2 uL da solugao
contendo o RNA e, em seguida a mistura foi homogeneizada por pipetagem. As amostras
foram incubadas a 65°C por 5 min, seguido imediatamente de 5 min no gelo. A cada
amostra foi adicionado 38 pL da mistura Il contendo 10 uL de tampéao 5 X, 27 uL de agua
MiliQ autoclavada e 1 uL de enzima M-MLV RT (200U/uL). As amostras foram incubadas
por 2 h a 37°C e em seguida a enzima foi inativada por incubagdo a temperatura de 70°C
por 15 min. A solucdo estoque foi entdo preparada diluindo dez vezes o cDNA obtido.
Para as PCRs quantitativas em tempo real (QRT-PCR), a solugdo estoque de cDNA foi

diluida mais dez vezes (diluic&o final 1:100).
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3.5 qRT-PCR

As analises de gRT-PCR foram realizadas no aparelho “Applied Biosystems 7500
Real-Time System”. As qRT-PCRs foram compostas de um passo inicial de desnaturagao
de 5 min a 94°C seguido de 40 ciclos de 10 s a 94°C, 15 s a 60°C e 15 s a 72°C. As
amostras foram mantidas por 2 min a 40°C para reanelamento e, entdo, aquecidas de
55°C a 99°C para a aquisi¢do dos dados relativos a curva de desnaturagéo do produto de
amplificagao.

As gRT-PCRs foram feitas usando 10 yL da amostra de cDNA diluido (1:100), 2,0
ML de tampédo PCR 10 X (Tris/HCL a 100 mM, (pH 8,0), KCIl a 500 mM), 1,2 yL de MgCl,
50 mM, 0,1 yL de dNTPs a 5 mM, 0,2 pyL de cada primer 10 uM, 4,25 uL agua, 2,0 yL de
SYBR-Green (1:100.000), e 0,05 pL de Platinum Taq DNA Polymerase (5 U/uL;
Invitrogen). O volume final da reac&o por tubo foi de 20 pyL. Os primers utilizados nas
reagdes estdo listados na Tabela 2. Como normalizadores internos da reag&o, foram
utilizados 3 sequiéncias génicas: fator de elongacgao alfa-1 (Ef; LocOs03g08020); Rice 40S
ribossomal protein (40S; LocOs019g22490); e formaldeido desidrogenase (FDH;
LocOs02g57040). Todas as reagbes foram realizadas com quatro repeticdes
experimentais e o calculo foi feito utilizando o método 244°™ (LIVAK & SCHMITTGEN,

2001).
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Tabela 2. Primers utilizados nas analises de expressao dos genes ASR por gRT-PCR.

Primer F/IR Sequéncia dos primers

OsASR1 |F 5- TGGTGGACTACGACAAGGAGA -3’

R 5’- GCCACCTCCTCCTTCACC -3
OsASR2 |F 5'- CATGGCGGCTACGGCTAC -3’

R 5- GGTCCTTCTTCGCCTGGT -3
OsASR3 |F 5’- CACCACAAGAACGACGACAA -3’

R 5- TGTGATGCTCGTGGATGG -3’
OsASR4 |F 5'- CGACTATCGCAAGGAGGAGA -3

R 5- CGATCCCTTCCTTCATCTTG -3’
OsASR5 |F 5’- CCAGGACGAGTACGAGAGGT -3’

R 5- CGATCTCCTCCGTGATCTTG -3’
OsASR6 |F 5- GCCCGGAGAAGTACAGGAAG -3

R 5'- GCCCTCCTCGATCCTGTG -3
Os40S F 5- CTACGTCCCTGCCCTTTGTACA-3

R 5'- ACACTTCACCGGACCATTCAA -3’
OseF F 5-TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT-3

R 5'- GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA-3’
OsFDH F 5’- CAAAATCAGCTGGTGCTTCTC-3’

R 5'- TTCCAATGCATTCAAAGCTG-3’
3.6 PCR

As reagdes de amplificagdo do cDNA de OsASR5 por PCR visando a clonagem
em vetores de expressdo foram realizadas usando primers especificos para OsASR5
(Tabela 3). Além disso, PCRs usando primers especificos para o gene hpt e para
OsASR5, foram também realizadas para a confirmacao da transformacao de E. coli. Para
a reacao de amplificagcdo, foram adicionados 2 uL de DNA, 0,5 uL de dNTP a 10 mM, 2 uL
de tampao de PCR 10X concentrado, 1 uL de MgCl; a 10 mM, 1 uL de cada primer a 10
mM (forward e reverse), 0,2 uL de Taq DNA-polimerase (5 U/uL) e 12,3 uL de agua MiliQ
autoclavada. As condicdes utilizadas na amplificagdo dos DNAs foram: 94°C por 5 min,

seguido de 30 ciclos de desnaturagdo (94°C por 1 min), anelamento 60°C, (1 min) e
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extensdo (72°C por 1 min). O ultimo ciclo foi seguido de uma extenséo final de 5 min a
72°C. A amplificagdo e o tamanho dos fragmentos de DNA foram confirmados por

eletroforese em gel de agarose 2%.

Tabela 3. Primers utilizados na amplificacdo de OsASRS, para fusdo em vetor de entrada

PENTR.

OsASR5_Loc_N- |F |5- CACCATGGCGGAGGAGAAGCAC -3’
terminal R |5- TGAGCCGAAGAGGTGGTG -3

CACC (em negrito), corresponde as quatro bases inseridas no primer forward, adicionados para a correta
clonagem no vetor pENTR. G (em cinza) corresponde a alteragdo do primer reverse no cédon de

terminacédo, necessario para a continuagéo da sintese protéica e fusdo a proteina GFP.

3.7 Clonagem em Vetor de entrada pENTR (/nvitrogen)

O produto de PCR amplificado a partir de cDNA de arroz foi clonado primeiramente
no vetor de entrada Gateway pENTR (Invitrogen) seguindo-se o protocolo do fabricante.
Neste sistema, o produto de PCR é diretamente clonado gragas a adigdo de quatro bases
no inicio do primer forward (CACC). A sequéncia do vetor de clonagem (GTGG) invade a
regiao 5’ do produto de PCR, anela-se as bases adicionadas, e estabiliza o produto de
PCR em orientacdo correta. Os primers utilizados estao listados na tabela 3. Para a
reagao, 1 pl de produto de PCR foi adicionado a 1 pl de solugéo salina (diluida 1:6), 1 ul
de vetor e completado com agua estéril para um volume final de 6 pl. A reagao foi entao
misturada gentilmente e incubada a temperatura ambiente (22-23°C) por 5 min. O produto

recombinado foi inserido em bactérias competentes por eletrotransformacéo.
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3.8 Transformacgao de Escherichia coli por eletroporacgao

As bactérias competentes para eletroporacdo foram preparadas seguindo o
protocolo descrito a seguir. Uma pré-cultura foi preparada inoculando a bactéria em 50 mL
de meio de cultura Luria-Broth (LB) liquido e mantendo a mesma sob agitagado constante
de 225 rpm, a 37°C por 16 h. Em seguida, 10 mL da pré-cultura foram diluidos em 1 L de
LB liquido. Esta cultura foi mantida sob agitagdo nas mesmas condi¢cdes anteriores até a
mesma atingir densidade ética de 0,5-0,8 a 600 nm. A cultura foi resfriada no gelo por 30
min e, a seguir, centrifugada a 4.000 rpm por 15 min, a 4°C. Apés o descarte do
sobrenadante, o precipitado contendo as células concentradas foi ressuspendido em 1 L
de agua destilada a 4°C. A centrifugagéo foi repetida e as células foram lavadas com 500
mL de agua destilada. A mistura foi centrifugada novamente a 4.000 rpm por 15 min, a
4°C e o sobrenadante descartado. O precipitado foi entdo ressuspendido em 3 mL de
glicerol 10 % a 4°C, dividido em aliquotas de 80 uL, congeladas em nitrogénio liquido e
estocadas em freezer a -70 °C. Durante toda a manipulagdo, as amostras foram
conservadas no gelo.

Para a transformacao de E. coli por eletroporagdo, um volume entre 1 e 1,5 uL do
produto da reacdo de recombinagao foi misturado com 40 uL de bactéria competente. A
mistura foi submetida a uma voltagem de 2,5 V. Apds a eletroporagao, 250 uL de LB
liquido foi acrescentado a cubeta de eletroporacdo. O material foi entdo transferido para
um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL e mantido a 37°C por 1 h. Volumes de 40 e 200 puL
da suspensao de bactérias foram plaqueados em 2 placas com meio LB sdlido contendo

canamicina (25ug/mL) para selegdo de bactérias transformadas com o vetor pENTR e

pPANDA, e espectiomicina (50ug/mL) para selegao de bactérias transformadas com o vetor
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de destino pH7CWG2. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 h. As colénias
de bactérias que multiplicaram-se no meio contendo o antibiético de selecdo foram
selecionadas para extracdo de plasmideos. A transformacao das colbnias de bactérias
selecionadas foi confirmada por PCR utilizando os primers especificos para o gene

OsASRS5 e Hpt.

3.9 Obtengao dos vetores de localizagao subcelular

Essa etapa tem por objetivo recombinar o fragmento dos plasmideos de entrada
(PENTR_OsASRS) com o vetor de destino pH7CWG2 (Figura1). Esse plasmideo € um
vetor binario e permite a fusao traducional da proteina de interesse na regidao N-terminal
da proteina GFP (Green Fluorescent Protein). Além disso, a proteina de fusdo € regulada
pelo promotor e terminador 35S do virus do mosaico da couve-flor (CaMV). O gene
marcador Hpt, que confere resisténcia a higromicina nas plantas esta contido dentro das
bordas do T-DNA desses plasmideos.

Esta recombinagdo, chamada LR, foi realizada da seguinte forma: 50 ng de
PENTR_OsASRS foram misturados a 100 ng do vetor de destino (pH7CWG2), 1 ul de
tampéao (LR Reaction Buffer 5 X), 1 ul de Clonase Enzyme Mix e 4gua em quantidade final
de 5 yl. A reacéo foi incubada por 2 h a 25°C. Em seguida, foram adicionados 2 pl de
proteinase K (2ug/ul) e a reagao foi realizada por incubagéao a 37°C durante 10 min. Apds
a recombinagéao, 2 pl da reagao foram utilizados na transformacgéo de E. coli (XL1-Blue),
por eletroporagdo (protocolo descrito acima). Os plasmideos foram extraidos das células

de E. coli transformadas, multiplicadas em meio LB adicionado de espectiomicina
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(50ug/ml) e as clonagens foram confirmadas por PCR e anadlise em eletroforese em gel de

agarose 2%.
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Figura 1. Plasmideo pH7CWGZ2.0 (Invitrogen) para estudos de localizagdo subcelular em

tecidos vegetais.

3.10 Obtencao do vetor de silenciamento génico (RNAi)

O produto de recombinagdo (pENTR_OsASRY5) foi recombinado no vetor pANDA
(MIKI' & SHIMAMOTO, 2004; Figura 2), seguindo o protocolo de recombinagdo LR
descrito acima. Este produto foi incorporado por recombinagao no vetor no sentido senso
e antisenso, cuja transcrigdo leva a formag&o de um transcrito com estrutura em grampo

(hairpin). Neste vetor, a transcrigdo da sequéncia introduzida é regulada pelo promotor
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ubiquitina (UBI) de milho. Entre o promotor e as sequéncias introduzidas esta presente
um intron para aumentar a expressao do mRNA. Uma sequéncia do gene codificador da
B-glicuronidase (Gus) de E. coli encontra-se entre as duas regides inseridas. O vetor
pANDA apresenta o terminador do gene da nopalina sintase (NOS) de A. tumefaciens. Os
genes de selegcdo presentes no vetor sdo o de resisténcia a higromicina (Hpt) e o de

resisténcia a neomicina (Nptll) e antibiéticos derivados (canamicina, neste trabalho).

< O fa)
Hind III, 9 2 9 PstI,
Pst1 PstI EcoRI O 0 0 FcoRT SafI

RB LB

s )| o X 0 [ [ pes]— 37|

|
19Kbp  17Kbp 1Kbp L7 Kbp

S T  Site B

Figura 2. Representagao do vetor pANDA segundo Miki et al. (2005).

Pstl, Hindlll, EcoRIl e Sall= sitios de restricdo do vetor; NPTIl e HPT= genes de resisténcia a
Neomicina e derivados, e higromicina respectivamente; RB= Right border; LB= Left border; Ubq pro=
promotor ubiquitina; NOSt= terminador do gene nopalina sintase; gus linker= seqiiéncia do gene

codificador da B-glicuronidase de E. Coli; attR= sitios de recombinagao

3.11 Minipreparacgao de plasmideo (Miniprep)

Colbnias isoladas de bactérias E. coli contendo os vetores de entrada e os binarios

descritos acima foram selecionadas e inoculadas em 4 mL de meio de cultura LB liquido

contendo canamicina (25ug/mL) para o vetor pENTR e pANDA, e espectiomicina
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(50ug/mL) para o vetor de localizagao subcelular. A extragdo de plasmideos ou miniprep
foi realizada de acordo com Sambrook et al., (1989). Células de 1,5 mL da suspensao de
bactérias foram coletadas por centrifugacédo em 13.000 rpm por 1min. Apds o descarte do
sobrenadante, o precipitado contendo as células foi ressuspendido com 200 ulL da
solugéo | (Tris-HCI a 25 mM, pH 8,0; EDTA a 10 mM; glicose a 25 mM). Em seguida, a
solucao Il (200 pL) contendo NaOH a 0,2 M e SDS a 1 % foi misturada lentamente por
inversdo a mistura anterior. Finalizando esta etapa de lise, 200 pL da solugao Il
(CH3COONa a 5 M, pH 5,2) foi adicionada e também homogeneizada por inversdo. Apds
centrifugagcéo por 5 min a 13.000 rpm, 600 uL do sobrenadante foi transferido para um
tubo novo. Os plasmideos foram entdo precipitados utilizando 600 puL de isopropanol e
centrifugagcéo por 20 min em 13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
lavado com 350 uL de etanol 70 %. A mistura foi centrifugada novamente por 5 min a
13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco em estufa a 37°C. Os

plasmideos extraidos foram ressuspendidos em 50 uL de agua Mili-Q autoclavada.
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4. RESULTADOS

4.1 Anadlise da expressao dos genes ASR em condi¢ées 6timas de cultivo e em
resposta ao Al

Por meio do presente trabalho pudemos avaliar o efeito do Al na expressao da
familia génica ASR em plantulas de arroz com duas semanas apds germinagao,
submetidas ao tratamento com Al. Para isso, tecido radicular e parte aérea foram
coletados apds 4 e 8 h de tratamento e as analises por gRT-PCR foram realizadas para
0s 6 membros da familia génica das ASRs de arroz.

Os niveis relativos de transcritos dos genes OsASR em folhas e raizes de plantas
cultivadas em condi¢gbes controles foram primeiramente quantificados (Figura 3). Estas
analises demonstraram que niveis mais altos de transcritos dos genes OsASR1, OsASR2,
OsASR4 e OsASRS estdo presentes em tecido radicular. Na parte aérea, OsASR3
apresentou maior quantidade de transcritos em relacéo ao tecido radicular, enquanto que
OsASR6 niveis equivalentes de transcritos estdo presentes no tecido radicular e nas
partes aéreas. Em quantidade, os genes OsASR71 e OsASRS5 apresentaram uma maior
concentracao relativa de transcritos.

As analises do padrao de expressao dos diferentes genes ASR em resposta ao
tratamento com Al (20 mg.L'1) mostraram que os mesmos responderam diferencialmente
ao tratamento (Figura 4). Os niveis dos transcritos correspondentes aos genes OsASR1,
OsASR3, OsASR4 e OsASRS foram aumentados apds 4 e 8 h de tratamento, enquanto
que os genes OSASR2 e OsASR6 s6 apresentam aumento na expressédo apos 8 h de
tratamento. OsASR17 (4 e 8 h), OsASRZ2 (8 h) e OsASR3 (4 h) foram fortemente induzidos
por Al e seus niveis aumentaram em quase 6 vezes quando comparados aos seus

respectivos controles.
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No tratamento com 60 mg.L™ de Al, os niveis de express&o de toda a familia ASR
foram drasticamente aumentados em comparagéo ao tratamento com 20 mg.L'1 (Figura
5). Todos os genes da familia ASR apresentaram elevados niveis de transcritos em
comparagao aos controles tanto em 4 quanto 8 h de tratamento. Os niveis de transcritos
correspondentes aos genes OSASR3 e OsASR6 apresentaram os valores mais elevados
em reposta ao Al na ordem de 17 e 15 vezes de aumento respectivamente, quando
comparados aos seus controles. OsASRS foi também regulado por Al e os niveis de seus

transcritos aumentaram tanto em 4 quanto 8 h de tratamento.
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Figura 3. Determinacgao do nivel de expressao dos genes da familia ASR de arroz em raiz
e parte aérea. O RNA total foi utilizado para a sintese de cDNA e as analises foram
realizadas usando gRT-PCR. Os tecidos foram coletados a partir de plantulas de 12 dias
crescidas em meio hidropdnico sem tratamento com Al. O nivel de expressao foi
normalizado em relagdo ao nivel de expressao dos genes 40S, fdh e ef. A normalizagao

dos resultados foi feita em relagao a expresséao relativa do gene OsASR3 em parte aérea.

Shoot corresponde a parte aérea e Root corresponde as raizes, respectivamente.
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Figura 4. Determinacdo do nivel de expressao dos genes da familia ASR de arroz em
resposta ao tratamento com Al. O RNA total das raizes foi utilizado para a sintese de
cDNA e as analises foram realizadas usando gRT-PCR. As raizes foram coletadas apos 4
e 8 h de tratamento com 20 mg.L-1 de Al. O nivel de expressdo foi normalizado em
relagéo ao nivel de expressao dos genes 40S, fdh e ef. A normalizagao dos resultados foi
feita em relacdo a expressao relativa do gene OsASR3 em plantas controle (4 h de

tratamento).

Cnt corresponde as plantas controle nao tratadas, e Al 4h e Al 8h correspondem as plantas tratadas

por 4 e 8 h, respectivamente.
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Figura 5. Determinagcao do nivel de expressao dos genes da familia ASR de arroz em
resposta ao tratamento com Al. O RNA total das raizes foi utilizado para a sintese de
cDNA e as analises foram realizadas usando qRT-PCR. As raizes foram coletadas apds 4
e 8 h de tratamento com 60 mg.L-1 de Al. O nivel de expressao foi normalizado em
relagéo ao nivel de expressao dos genes 40S, fdh e ef. A normalizagédo dos resultados foi
feita em relacdo a expressao relativa do gene OsASR3 em plantas controle (4 h de

tratamento).

Cnt corresponde as plantas controle nao tratadas, e Al 4h e Al 8h correspondem as plantas tratadas

por 4 e 8 h, respectivamente.

49



As alteragdes nos niveis de expressao da familia génica ASR em resposta ao
tratamento com Al (60 mg.L™") na parte aérea da planta foram menos significativos em
comparagdao com os efeitos observados nas raizes (Figura 6). OSASR17 respondeu
aumentando o nivel de transcritos apenas apos 4 h de tratamento enquanto que OsASR2,
s6 respondeu ao Al apdés 8 h de tratamento. OsASRS apresentou aumento de sua
expressao nos dois tempos analisados. Os niveis de OsASR3 cairam em resposta ao Al
em 4 h e tornaram-se levemente aumentados em 8 h de tratamento. OSASR4 também
apresentou queda de seus transcritos em 4 h de tratamento, porém, seus niveis se
igualaram ao controle em 8 h.

O gene OsASRS foi analisado também quanto a sua expresséao relativa em arroz
ssp indica, relatado por Ma et al. (2002) como mais suscetivel ao Al. Raizes foram
coletadas em 8 h de tratamento com 60 mg.L'1 de Al, e as analises mostraram que a

expressdo de OSASRS nao variou em resposta ao tratamento por Al (Figura 7).
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Figura 6. Determinacdo do nivel de expressao dos genes da familia ASR de arroz em

resposta ao tratamento com Al. O RNA total da parte aérea foi utilizado para a sintese de

cDNA e as analises foram realizadas usando gRT-PCR. A parte aérea foi coletada apds 4

e 8 h de tratamento com 60 mg.L-1 de Al. O nivel de expressao foi normalizado em

relagcao ao nivel de expressao dos genes 40S, fdh e ef. A normalizagédo dos resultados foi

feita em relagdo a expresséao relativa do gene OsASR3 em plantas controle (4 h de

tratamento).

Cnt corresponde as plantas controle nao tratadas, e Al 4h e Al 8h correspondem as plantas tratadas

por 4 e 8 h, respectivamente.

51




1,40

LI1Cnt 8h H Al 8h

1,20

1,00

0,80

0,60

Expressdo relativa

0,40

0,20

0,00
OsASRS

Figura 7. Determinagdo do nivel de expressao do gene OsASR5 de arroz subespécie
indica em resposta ao tratamento com Al (60 mg.L™"). O RNA total das raizes foram
utilizados para a sintese de cDNA e as analises foram realizadas usando qRT-PCR. A raiz
foi coletada apos 8 h de tratamento com Al. O nivel de expressao foi normalizado em

relagcao ao nivel de expressao dos genes fdh e ef.

Cnt corresponde as plantas controle nao tratadas, e Al 8h corresponde as plantas tratadas 8 horas.
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4.2 Analises da expressao dos genes ASR em resposta ao fitorménio ABA

Plantulas de arroz foram submetidas ao tratamento com 100 uM de ABA e
amostras do tecido radicular foram coletadas nos tempos de 1, 6 e 10 h de estresse. As
analises mostraram pouca alteracédo no nivel de expressao da familia ASR em 1 h de
tratamento, sendo que somente o gene OSASRZ2 apresentou aumento de expresséo
(Figura 8). Em 6 e 10 h de tratamento, houve redugao dos niveis de transcritos de todos

0s genes, com excegdo de OSASR6 que se igualou ao controle em 10 h de tratamento.
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Figura 8. Determinacao do nivel de expressao dos genes da familia ASR de arroz em
resposta ao tratamento com ABA. O RNA total das raizes foi utilizado para a sintese de
cDNA e as analises foram realizadas usando gqRT-PCR. A raiz foi coletada apos 1, 6 e 10
h de tratamento com 100 um de ABA. O nivel de expresséao foi normalizado em relagéo ao
nivel de expressao dos genes, 40S, fdh e ef. A normalizagéo dos resultados foi feita em

relagao a expressao relativa do gene OsASR6 em plantas controle (tratamento 10 h).

Cnt corresponde as plantas controle nado tratadas, e ABA 1h, ABA 6h e ABA 10h, correspondem as plantas

tratadas por 1, 6 e 10 h, respectivamente.
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4.3 Obtencao de um vetor binario de transformagao de plantas para o estudo da

localizagao subcelular da proteina OsASR5

Tendo por objetivo a construgdo de um vetor para a caracterizagao subcelular da
proteina ASR5, o cDNA de OsASRS foi clonado em fusao traducional com a proteina GFP
pelo sistema Gateway™ Technology (Invitrogen). Primers especificos foram projetados no
intuito de amplificar a regido codificante do cDNA de interesse. Para a fusdo com GFP, o
cédon de término de tradugao do cDNA de OsASRS foi modificado de modo a substituir o
cédon de término UGA por UCA (serina), permitindo que a proteina de interesse seja
expressa na extremidade N-terminal da proteina de fusao (GFP).

A primeira etapa para a obtencao do vetor foi a clonagem do cDNA de interesse no
vetor de entrada pENTR (Invitrogen), permitindo que o produto de PCR fosse clonado na
orientacdo correta no referido vetor. Bactérias E. coli (XL-1-Blue) competentes foram
transformadas por eletroporacdo e multiplicadas em meio de selecdo LB contendo
canamicina (25 ug/mL). Colbnias positivas foram crescidas novamente em meio LB
liquido contendo a mesma concentragdao de canamicina. Apds 24 h, foi realizada a
extragdo de plasmideos. A clonagem do fragmento correspondente a OsSASRS foi
confirmada por PCR e analise em eletroforese em gel de agarose a 2% (Figura 9). Nessa
analise foi possivel confirmar a presenca do cDNA inserido no vetor de entrada em 2
colénias analisadas. O plasmideo do clone numero 2 foi utilizado para clonagem no vetor
binario.

Na segunda etapa o inserto foi transferido para o vetor de destino. Estes
correspondem a vetores binarios de T-DNA que permitem a fusdo traducional da proteina

de interesse na regiao N-terminal (vetor pH7CWG2, Invitrogen) da proteina GFP. Apés
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recombinacdo LR entre o vetor de entrada (pENTR-OsASRS5) e o vetor de destino
(PH7CWG2), os plasmideos resultantes (pH7CWG2-OsASR5) foram transferidos para
bactérias E. coli (XL1-Blue) competentes por eletroporagédo. Apos obtencao das colbnias
de bactérias recombinantes, os plasmideos foram extraidos a partir dessas células, as
quais foram multiplicadas em meio LB suplementado com espectiomicina (50 pg/ml).
Novamente, as clonagens foram confirmadas através de PCR e analise em eletroforese
em gel de agarose 2%, utilizando primers para OsASRS (Figura 10), e Hpt (Figura 11).
Nessa analise, foi possivel confirmar a presenga do cDNA inserido no vetor de entrada

em 2 colbnias analisadas.
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Figura 9. Confirmagéao da clonagem do cDNA de OsASRS5 no vetor de entrada pENTR.
Anadlise de eletroforese em gel de agarose a 2 %, dos produtos de PCR, utilizando como
molde o DNA plasmidial dos clones pENTR contendo o cDNA de OsASRS5 extraidos de E.

coli. Os primers OsASRS (forward e reverse) foram utilizados na reagéo produzindo um

fragmento de 417 pb. M = marcador 100 pb /adder (Promega); P = controle positivo
(plasmideo pGEM T-EASY contendo o fragmento); n = controle negativo (plasmideo
vazio); N+ = colbnia positiva; N- = colbnias negativas. E. coli XL-1-Blue foi usada nas

transformagdes.
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Figura 10. Confirmagao da clonagem de OsASRS5 no plasmideo pH7CWG2 para o estudo
de localizagao subcelular do produto génico. Analise de eletroforese em gel de agarose a
2 %, dos produtos de PCR, utilizando como molde o DNA plasmidial dos clones contendo
o0 cDNA de OsASRS extraidos de E. coli. Os primers OsASRS (forward e reverse) foram
utilizados na reagéo produzindo um fragmento de 417 pb. M = marcador 100 pb /adder
(Promega); p = controle positivo (plasmideo pENTR contendo o fragmento); n = controle
negativo (plasmideo vazio); N+ = col6nias positivas. E. coli XL-1-Blue foi usada nas

transformacdes.
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Figura 11. Confirmagao da clonagem de OsASRS5 no plasmideo pH7CWG2 para o estudo
de localizagao subcelular do produto génico. Analise de eletroforese em gel de agarose a
2 %, dos produtos de PCR, utilizando como molde o DNA plasmidial dos clones contendo
o cDNA de OsASRS5 extraidos de E. coli. Os primers Hpt (forward e reverse) foram
utilizados na reacgéo produzindo um fragmento de 500 pb. M = marcador 100 pb /adder
(Promega); p= controle positivo (plasmideo pH7CWG2); n = controle negativo (plasmideo

pENTR); N+ = colbnias positivas. E. coli XL1-Blue foi usada nas transformagdes.
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4.4 Obtencao de um vetor binario de transformacao de plantas para silenciamento

génico da familia ASR de arroz

Apds a recombinacao do vetor pANDA com o vetor de entrada pENTR_OsASRS, o
mesmo foi introduzido em E. coli (XL-1-Blue) competentes por eletroporagcdo. Os
plasmideos foram extraidos das células transformadas, crescidas em meio LB adicionado
de higromicina (50 ug/ml) e canamicina (25 ug/ml). As clonagens foram confirmadas
através de PCR e analise em eletroforese em gel de agarose a 2 %, utilizando primers
para Hpt e OSASRS5 (Figuras 12 e 13 respectivamente).

Nessa analise, apesar de 3 clones serem positivos para Hpt, foi possivel confirmar
apenas 1 colénia com a presenca de duas cépias do cDNA de OsASRS (necessario para
a producgéao da dupla fita de RNA).

As construgdes foram projetadas de forma a produzirem RNAs de dupla fita
(dsRNA) de regides especificas dos membros da familia ASR. Como alvo principal foi
escolhido o gene OsASRS5. Assim, seu cDNA completo foi inserido no vetor possibilitando
o silenciamento do referido gene. Além disso, 0 cDNA de OsASRS5 possui 28 nucleotideos
continuos idénticos a sequéncia de OsASR171, 19 em OsASR2, 14 em OsASR3, 23 em
OsASR4 e 28 em OsASR6. Estas homologias com os outros genes desta familia

possibilitardo o silenciamento para todos os membros da familia ASR de arroz.
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Figura 12. Confirmag&o da clonagem de OsASRS no plasmideo pANDA para o estudo do
silenciamento génico da familia ASR de arroz. Anélise de eletroforese em gel de agarose
a 2 %, dos produtos de PCR, utilizando como molde o DNA plasmidial dos clones
contendo o cDNA de OsASRS5 extraidos de E. coli. Os primers Hpt (forward e reverse)
foram utilizados na reagao produzindo um fragmento de 500 pb. M = marcador 100 pb
ladder (Promega); p= controle positivo (plasmideo pH7CWG2); n = controle negativo
(plasmideo pENTR); N+ = colbnias positivas. E. coli XL-1-Blue foi usada nas

transformacdes.
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Figura 13. Confirmacgéao da clonagem de OsASRS5 no plasmideo pANDA para o estudo do
silenciamento génico da familia ASR de arroz. Analise de eletroforese em gel de agarose
a 2 %, dos produtos de PCR, utilizando como molde o DNA plasmidial dos clones
contendo o cDNA de OsASR5 extraidos de E. coli. O primer OsASRS (reverse) foi
utilizado na reacgao produzindo um fragmento de 2.000 pb. M = marcador 100 pb /adder
(Promega); n = controle negativo (plasmideo pANDA vazio); N+ = colbnia positiva; N- =
colénias negativas para os 2 insertos de OsASRS. E. coli XL1-Blue foi usada nas

transformagdes.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho, foi analisada a expressao relativa dos diferentes genes que
compdem a familia génica ASR de arroz em reposta a Al e ao ABA. Além disso, visando
definir a localizagdo subcelular da proteina codificada pelo gene OsASRS foi construido
um vetor binario de transformagao de plantas capaz de permitir a expressdao de uma
proteina da fusdo OsASRS5-GFP. Para o estudo funcional dos genes OsASR foi produzido
um vetor binario visando o silenciamento da familia génica ASR de arroz via RNA de

interferéncia.

5.1 Construcao dos vetores de localizagao subcelular e silenciamento génico

Em experimentos com tomate, lusen et al. (1993) determinaram a localizagao
nuclear para ASR1. Este resultado esta de acordo com o fato de que a maioria das
proteinas ASR possuirem sinais de localizagdo nuclear (NLS — nuclear localization
signals) na extremidade C-terminal (PADMANABHAN et al., 1997; HUANG et al., 2000;
HONG et al., 2002) (Tabela 4). Em arroz a sequéncia NLS esta presente em todos os
genes ASR no dominio WDS (Water Deficit Stress) (Figura 14). Além disso, estas
proteinas tém a capacidade de se ligar a DNA, como demonstrado em ensaios com ASR1
de tomate utilizando ‘filter binding’ e gel -shift assays (GILAD et al., 1997; CAKIR et al.,

2003).
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Tabela 4. Comparacao dos sinais de localizagao nuclear (NLS) entre proteinas ASRs de

Lirio (U18972), arroz (AF039573) e tomate Asr1 (U86130).

Em cinza, aminoacidos

idénticos a sequéncia de LL23, e em negrito, tamanho total da proteina em aminoacidos.

Espécie/nome do gene Sequéncia NLS (Nuclear localization signal)

Lirio LLA23 GGYTFHEHHEKKTLKKENEE --VEG-KKHH-- FFG 142

Arroz OsASR5 GGYAFHEHHEKKKDHKSAEE-- STGEKKHH—LFG 138

Tomate Asr1 GGFAFHEHHEKKDAKKEEKKKLRGDTTISSKLLF 115
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

SUUUN PSR FUURY DRSS FUDDS PSS PSS PUSSS PSS PUUSY PSS FUDES DS PUDIS PUSTY PSS PSR PSS PSRN PR

OsASR]  -MIEYYSSTVDECYET TCROHCHCHEHEHEHEHG—HIAVRVESHTDDY Y SECET DRERR\NSVHS Y TMROOSCHIGY!

OsASR2 MAFEKKHHHLEFHHK—-——KDCEEES SGV

OsASR3 MCHHH-———KNDDKAZ 2

OsASR4 MECHH-———KNEEKMA:

OsASR5 MAFEKHHHHLFHHK—-—KDDEPATGVDSYCRGVY TSETVITEY

OsASR6  MADEYCRIGYCRIGACACDDYESHSYNRSSSEIADEYARCRIRACKPVXDASKRE TKSRRRATTYCXRRRRVINKS CPRASDS XN RSANRSTA

210 220

230

OsASR2  FRKHARADDY

OsASR4  FKKHRRHAE

OsASR6  PKOAPKDAFEEAFRFESGSCEAR R CKKKHHLE

————— FALYECHOAKKDPANACRHRTEOGVARVAAVA(
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YAYHEHRECKO

JEXRRXE AMYERHOAKKDPENACRHRTERGVAAAAAT (GSCEEAFHEHHDKKE

Figura 14. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas da familia ASR de

arroz utilizando o programa de analises BioEdit,(Ibis Bioscience ©) mostrando o dominio

WDS conservado entre os membros.
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Recentemente Takasaki et al., (2008), identificaram a proteina ASR5 em fragdes
nucleares e citosélicas de folhas de arroz, sugerindo que essa proteina possa estar
localizada nesses dois compartimentos subcelulares, podendo inclusive modular sua
localizagdo em fungédo de estimulos ambientais. O acumulo de transcritos de OsASRS é
induzido por seca, sal (RABBANI et al., 2003), e Al (Figura 5). Esses indicios sugerem
que ASR5 possa estar envolvida na resposta a estresses abioéticos.

A construcéo do vetor de localizagdo para ASR5, obtida neste trabalho, permitira a
obtengao de plantas transgénicas de arroz super-expressando a fusdo de OsASR5-GFP.
A analise dessas plantas podera revelar o comportamento da proteina, e a possivel
realocagao da proteina em resposta a estresses.

Da mesma forma, a obtencéo de plantas transgénicas de arroz silenciadas para o
gene OSASR5 bem como o possivel silenciamento de outros membros da familia ASR,
poderao contribuir para o entendimento da funcdo dessas proteinas nos mecanismos de

defesa das plantas.

5.2 Expressao dos genes OsASR em resposta ao tratamento com ABA

Apesar de diversos autores relatarem a indugdo de ASR por ABA (AMITAI-
ZEIGERSON et al., 1995; PADMANABHAN et al., 1997; VAIDYANATHAN et al., 1999;
SUGIHARTO et al., 2002; CAKIR et al., 2003), o0 mesmo nao aconteceu em nossas
analises uma vez que o tratamento com ABA n&o induziu a expresséo dos genes ASR em
arroz. Esta discrepancia de resultados pode ser atribuida as diferentes condicdes nas
quais os experimentos foram realizados. Em primeiro lugar, diferentes géneros e espécies

foram utilizadas nos trabalhos descritos na literatura. Além disso, outros fatores também
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podem ter contribuido para tais resultados contrastantes tais como: diferentes protocolos
de tratamentos e/ou estresses aplicados as plantas, condicdes de crescimento,
estratégias e metodologias de detecgéo.

Apenas OsASRZ2 apresentou pequeno aumento em 1 h de tratamento com ABA.
Em 6 e 10 h de experimento, houve reducdo dos niveis de transcritos de todos os
membros da familia ASR, o que pode ser explicado devido ao fato da aplicagdo exdgena
de ABA mimetizar um estresse (OLIVER et al., 2007), sendo a concentragédo aplicada
neste experimento téxica para a planta, resultando num estresse e menor grau de
ativacdo de genes. A queda da expressdo de OSASR5 em resposta a ABA por tempo
prolongado foi verificada também por Rabbani et al. (2003) em analises com
microarranjos em raizes de arroz tratadas com 100 um de ABA.

ABA é considerado um horménio vegetal envolvido na resposta a estresse abidtico
em especial a déficit de agua. Durante o estresse, a concentracdo de ABA aumenta em
todos os orgaos das plantas (PLANT et al., 1991). Abordagens genéticas usando
mutantes ABA-deficientes e ABA-insensitivos indicaram claramente que ABA tem uma
funcdo essencial na resposta ao estresse por déficit de agua (FINKELSTEIN et al., 1990).
Entretanto, seu modo especifico de acdo e a rota que leva a tal resposta permanecem
desconhecidas (INGRAM & BARTELS, 1996). Enquanto a maioria dos ortdlogos de ASR
sao regulados por ABA, a expressao do ortélogo de batata DS2 é independente de ABA

(DOCZI et al., 2005).
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5.3 OsASRs sao reguladas por Al

Todos os genes da familia génica ASR de arroz foram fortemente regulados por Al
respondendo ao estresse através do acumulo de transcritos correspondentes a esses
genes. Yang et al. (2007) relataram pela primeira vez o0 aumento do nivel da proteina
ASRS de arroz em resposta ao tratamento com Al. Em arroz, o gene OSASRS foi
identificado primeiramente por Vaidyanathan et al. (1999), que demonstraram um
aumento nos seus niveis de mRNA, induzidos por ABA, seca e salinidade. Em trabalho
posterior com microarranjos, a avaliagao da regulacdo da expressao de genes em arroz
na resposta ao tratamento com cloreto de sddio revelou a indugcdo do acumulo de
transcritos de diversos genes entre eles, OsASR5 (KAWASAKI et al.,, 2001). Mais
recentemente, foi demonstrado que o gene OsASRS é induzido em diferentes setores de
raizes de arroz submetido a déficit hidrico (YANG et al., 2004). Além disso, a expressao
do gene OsASRS foi induzido na cultivar de arroz “Pokkali” tolerante a sal, mas nédo na
cultivar sensitiva “IR29” (SALEKDEH et al., 2002).

Apesar dos estudos envolvendo OsASRS5, nao ha estudos relacionados aos outros
membros da familia ASR tanto a nivel de transcrito quanto protéico em arroz, na resposta
a estresses abioticos.

Nos experimentos com Al realizados neste trabalho, toda a familia ASR apresentou
resposta ao tratamento com Al. Apesar de todos os genes ASR apresentarem inducdo do
acumulo de transcritos em reposta ao Al em raiz de arroz, quando analisados os niveis de
expressao da familia ASR em parte aérea, OSASR3 e OsASR4 em 4 horas de exposicao

ao Al, apresentaram redugao no nivel de seus transcritos, o que sugere um papel para
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esses genes mais acentuado na raiz, visto que, neste 6rgdo da planta, os niveis de
transcritos aumentaram drasticamente nos tempos analisados.

A proteina ASR1 de tomate possui atividade de ligagdo a DNA dependente de
zinco, conforme demonstrado por Kalifa et al., (2004). O sitio de ligagao foi mapeado na
regiao que compreende os aminoacidos 60 a 68. Além disso, dois sitios adicionais de
ligacdo a zinco foram encontrados na regidao N-terminal da proteina. Goldgur et al. (2007)
demonstraram, pela utilizacdo de algoritmos de predi¢cédo, que a proteina ASR1 de tomate
€ monomérica e intrinsecamente desestruturada (unfold). A adigdo de ions de zinco
resultou numa mudanga conformacional da estrutura de ASR1 que resultou na
dimerizagao da proteina. Com a ligacédo de ions de zinco, a proteina se tornou ordenada
indicando que ASR1 é uma proteina desestruturada na auséncia de zinco, e torna-se
estruturada quando ligada a um ion de metal.

Em nossas analises, o alinhamento dos aminoacidos de ASR1 de tomate com as 6
proteinas ASR de arroz revelou similaridades, detalhadas na Figura 15. A regidao de
ligacdo a DNA dependente de zinco de ASR1 de tomate apresenta-se bem conservada
em arroz, especialmente em OsASR5, com diferenga em dois aminoacidos em relacao a
proteina de tomate (Figura 16). Além disso, ASRs de arroz possuem regides conservadas
em relacdo a ASR1 de tomate na regido N-terminal, sugerindo a presenga de possiveis
sitios de ligacdo a metal. ASRS de arroz possui 4 residuos de histidina em sua regiao N-
terminal, enquanto em tomate, ASR1 possui 5 residuos de histidina proximo a regiao N-
terminal, que apresenta alta afinidade para ions de metal como niquel ou zinco
(CHRISTIANSON, 1991).

O gene OsASRS foi analisado também quanto ao seu nivel de expressdo em raizes

de arroz ssp indica, relatado na literatura como a subespécie de arroz mais suscetivel ou
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sensivel ao Al (NGUYEN et al., 2003; MA et al.,, 2002; Wu et al., 2000). As analises
revelaram que este gene nao respondeu ao Al sendo seus niveis de transcritos iguais ao
controle. Desta forma, a familia génica ASR de arroz, em especial OSASRS, podem estar
desempenhando um papel fundamental na protecao da planta em resposta ao Al, sendo
estes genes promissores para a producdo de plantas com maior tolerancia a Al e

particularmente, a solos acidos.
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Figura 15. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos dos membros da familia ASR de

arroz

com ASR1 de tomate, utilizando-se o0 programa de analises BioEdit

(Ibis Bioscience ©) .

70



>LeASR1
MEEEKHHHHHLFHHKDKAEEGPVDYEKEIKHHKHLEQIGKLGTVAAGAYALHEKHEAKK
DPEHAHKHKIEEEIAAAAAVGAGGFAFHEHHEKKDAKKEEKKKLRGDTTISSKLLF
>0sASR5
MAEEKHHHHLFHHKKDDEPATGVDSYGEGVYTSETVTTEVVAGGQDEYERYKKEEKQH
KHKQHLGEAGALAAGAFALYEKHEAKKDPENAHRHKITEEIAATAAVGAGGYAFHEHHEK

KKDHKSAEESTGEKKHHLFG

OsASR5 aa78 YEKHEAKKDPENAHRHKITEEI aa99
+EKHEAKKDPE+AH+HKI EEI Analise por BLAST

LeASR1 aa52 HEKHEAKKDPEHAHKHKIEEEI aa73

[ ] Sitios de ligagdo a zinco em ASR1 de tomate
] Possivel sitio de ligacdo a metal em ASRS5 de arroz.
o Sitio de ligacdo a DNA dependente de zinco em ASR1 de tomate, e sua comparagdo com ASRS de

arroz.

Figura 16. Comparagao das sequéncias de aminoacidos de ASR5 de arroz com ASR1 de
tomate, realgando-se o sitio de ligagdo a DNA dependente de zinco e sitios de ligagéo a

ions de zinco em tomate e possiveis sitios em ASR5 de arroz.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Neste trabalho, foi analisado o padrao de expressdao de membros da familia génica
ASR de arroz em reposta ao Al. Além disso, foram obtidos vetores binarios de
transformacdo de plantas visando o estudo da localizagdo subcelular da proteina
codificada pelo gene OsASRYS, e o silenciamento génico da familia ASR de arroz.

As andlises dos transcritos por gRT-PCR mostraram que todos os genes da familia
ASR de arroz respondem ao tratamento com Al na ssp Japonica, tendo seus niveis de
transcritos aumentados quando a planta é exposta a diferentes concentracées de Al em
raizes. OsASRS5, no entanto, ndo sofre modulacédo de sua expressdo em reposta ao Al em
raizes de arroz ssp Indica. Essas diferencas de respostas dos genes OSASR5 em
distintas variedades podem refletir diferengas no grau de tolerancia ao Al de cada um
desses gendtipos, resultados esses que sugerem uma possivel relagcdo do gene a
protecédo da planta ao Al.

A expressao dos genes ASR néo foi induzida por ABA com excegdo de OsASR2,
cujo acumulo de transcrito aumentou apdés uma hora de tratamento. Em 6 e 10 horas,
houve queda da expressao relativa de toda a familia, provavelmente devido ao efeito
toxico de ABA.

Para caracterizar a familia génica ASR frente a outros estresses, serao realizados
experimentos com plantulas estressadas pelo excesso de luz, perdxido de hidrogénio, frio,
e NaCl.

A transformacdo de plantas contendo a proteina de fusdo ASR5-GFP encontra-se
em andamento. Essa construcdo permitira o estudo da localizagdo dessas proteinas

utilizando calos transgénicos de arroz ou plantas regeneradas. As analises em plantas
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transgénicas permitirdo verificar o comportamento dessa proteina em resposta a
estimulos ambientais.

A transformacéao de plantas contendo o vetor de silenciamento génico também esta
em andamento, no intuito de silenciar o gene OsASR5 como alvo principal assim como os

outros genes da familia ASR como alvos secundarios.
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APENDICE

Sequéncias de cDNA dos genes OsSASR e alinhamento dos “primers” utilizados nas
analises da expressao transcricional por RT-PCR quantitativo. Negrito corresponde as

sequéncias nas quais os primers anelam-se, e em cinza, o intron.

OsASR1 >LOC_0s02g33820

cDNA
ATGGCTGAGGAGAAGAAGCACCACCACCTGTTCCACCACAAGAAGGACGGGGAGGAGGAGAGCTCCG
GCGTGGTGGACTACGACAAGGAGAAGAAGCACCACAAGCACCTCGAGCAGCTCGGCGGCCTCGGCG
CCATCGCCGCCGGCGCCTACGCTCTCGTAAGTCATTAATTAGTACATTTGACCACCACTATTACAAGAAA
ATCGATTTTCGCAGACGTATATGTCATCCCCCACTTTAACTAACCTATATGTTTTAGCCGCTTGGAAAAAT
CGATTATGTAGTGGTGAACTATGATCTAATGATAACTACCTAGCCATAGCTGATTAATTAAGAGATAATTA
ACGGAGAATTTATTTGTGGTACGTCGTTGCAGCACGAGAAGCACCAGGCGAAGAAGGACACGGAGAAC
GCGCACGGGCACAAGGTGAAGGAGGAGGTGGCGGCGGTGGCCGCGCTGGGCGCCGCGGGGTTCGC
CTTCCACGAGCACCACGAGAAGAAGGACGCCAAGAAGCACGCCGCCGACCAATACTAG

OLIGO start len __ tm_ gc% _any _3'seq
LEFT PRIMER 1 21 60.70 52.38 3.00 0.00 TGGTGGACTACGACAAGGAGA

RIGHT PRIMER 157 18 60.62 66.67 2.00 0.00 GCCACCTCCTCCTTCACC

OsASR2 >LOC_0s01g73250

cDNA
ATGACGGAGTACTACTCCAGCACCGTGGACGAGTGCTACGAGACCACCGGCAGGCAGCACGGCCACG
GGCACGGCCACGGTCACGGGCACGGGCACGGGCATGGTGGCATGAGGGTGGAGTCCCACACCGACG
ACTACTACAGCGAGGGCGGCGAGATCGACCGTGGGAGGAGGAACAACTCCATGCACTCGCAGGAGTA
CCTGATGAGGCAGCAGAGCGGCCATGGCGGCTACGGCTACGGCGGCGGCCAGCAGCAGGAGTACTA
CAAGCGGGAGGAGCGCGAGCACAAGCAGCGCGAGCGCGTCGGCGAGATCGGCGCCCTCGCCAGCGG
CGCCTTCGCTCTCGTATGTCTTAGATCTTCTCATCTTCGAATAATTCTTGATGTATTCCCTCCTTTTTTTTA
TAGATGATACCGTCAAATTTTAAACACATATTTAACAATTCATTTATTCAAAAATTTTATATAACTATATAAG
ATGTAAATCATGCTTAAAGTACGTTAAGTGATAAAATAAATAAATAAAAATATAAATACACAATTTTTTAAA
TAAAATGAATGGTTAAATTTGTGATGAAAACCAACGACATCATCTATTGAAAAACAGAGATAGCATTATAT
TAAATTAGAGCAATTTTATGGTTTTTAAGATGTATACCACACGTTTACATTAAAACTTTTGGTACGTACATC
ATAATACATTCTCAAGGATTGTAAAACTGCTTATTAAATTAGCTGAATATATATATATCGATCGGTAATATA
TACGATGTGTTGGATGATCAGTATGAGGGGCACCAGGCGAAGAAGGACCCGGCGAACGCGCAGAGG
CACAGGATCGAGCAGGGCGTGGCGGCGGTGGCGGCGGTGGGCGCCGGCGGCTACGCCTACCACGA
GCACCGCGAGCAGAAGCAGGCCAGCTACGGCGCCAAGGAGCAGCAGTACGGCTACGCCAGGATGCC
GCAGCAGCAGGGCTACTACTGCAACTGA

OLIGO start len _ tm_ gc% _any _3'seq
LEFT PRIMER 13 18 62.70 66.67 4.00 0.00 CATGGCGGCTACGGCTAC

RIGHT PRIMER 171 18 62.50 61.11 4.00 0.00 GTTCGCCGGGTCCTTCTT

OsASR3 >LOC_0s01g72900

cDNA
ATGGGGCACCACCACAAGAACGACGACAAGGCCGCGGCGGCGGCCGGCGGCGACCACCGCAAGGA

GGAGAAGCACCACAAGCACATGGAGCAGCTTGCCAAGCTCGGCGCCGTCGCCGCCGGAGCATACGCC
ATGGTACTTACCATTTTCAACTAAAGATCGATCCTAAGTGCATCCATGAATTGTACATGTTGGTGTGCTTT
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TGATGCATGCATCCCAATGTCAGTTTCTTAACTTGTGATTTGATGATGCGTGTGTGGGTGCAGCACGAG
AAGCACAAGGCGAAGAAGGAACCGGAGAATGCGCGGTCGCACAGGGTGAAGGAGGAGATCGCCGCCA
CCATCGCCGCCGGCAGCGTCGGCCTCGCCATCCACGAGCATCACAAGAAGAAGGAAGCTAAGAAGCA
TGGCCATCACCATTAG

OLIGO start len _ tm__ gc% _any _3'seq
LEFT PRIMER 10 20 60.76 50.00 3.00 0.00 CACCACAAGAACGACGACAA

RIGHT PRIMER 205 18 60.21 55.56 4.00 0.00 TGTGATGCTCGTGGATGG

OSASR4 >LOC_0s01g72910 Gen

cDNA
ATGTTCGGCCACCACAAGAACGAGGAGAAGATGGCAGCAGCCGGGGCGGCGCCCAAGGACGLCCGGC
GACTATCGCAAGGAGGAGAAGCACCACAAGCACATGGAGCAGATCGCCAAGCTCGGCGCCGLCGLC
GCCGGAGCATACGCCATGGTACATATACGTACATTGTGTTCTTGATTCTACGTACTTAATTAGCTTCTAG
CTAGCTAATGATCTTAATTAATTAATTAGTAGTAGCACTGCTAATGATCTGACGCATCTGTATGCATGGTG
TGCTGCAGCATGAGAAGAAGCAGGCGAAGAAGGACCCGGAGCACGCGCGGTCGCACAAGATGAAGG
AAGGGATCGCCGCCGCCGTCGCCGTCGGCAGCGCCGGATTCGCCCTCCACGAGCACCACGAGAAGA
AGGAAGCCAAGAAGCACCGCCGCCATGCCCACCACCACCACTAA

OLIGO start len __ tm_ gc% _any _3'seq
LEFT PRIMER 14 20 60.50 55.00 4.00 0.00 CGACTATCGCAAGGAGGAGA

RIGHT PRIMER 165 20 59.62 50.00 4.00 1.00 CGATCCCTTCCTTCATCTTG

OsASR5
> LOC_Os11g06720

cDNA
ATGGCGGAGGAGAAGCACCACCACCACCTGTTCCACCACAAGAAGGACGACGAGCCGGCCACCGGAG
TAGACTCCTACGGCGAGGGCGTCTACACGTCGGAGACGGTGACCACCGAGGTGGTCGCCGGCGGCCA
GGACGAGTACGAGAGGTACAAGAAGGAGGAGAAGCAGCACAAGCACAAGCAGCACCTCGGCGAGGC
CGGCGCCCTCGCCGCCGGCGCCTTCGCCCTGGTAATTAACTAATTAATTAACCACTAATTAATTGATCTA
ACGCCGCCTTAATTAATCAATTAATTTGCTAAGAAATCATCAAGAAGTAATTAATTAAGCTGATTAATCGT
GGTGTGTAGTATGAGAAGCACGAGGCGAAGAAGGACCCGGAGAACGCGCACAGGCACAAGATCACGG
AGGAGATCGCGGCCACGGCGGCGGTCGGCGCCGGCGGCTACGCCTTCCACGAGCACCACGAGAAGA
AGAAGGACCACAAGAGCGCCGAGGAGTCCACCGGCGAGAAGAAGCACCACCTCTTCGGCTGA

OLIGO start len _ tm__ gc% _any _3'seq

LEFT PRIMER 96 20 59.33 60.00 4.00 0.00 CCAGGACGAGTACGAGAGGT
RIGHT PRIMER 262 20 60.76 55.00 4.00 2.00 CGATCTCCTCCGTGATCTTG

OsASR6 >LOC_0s04g34600

cDNA
ATGGCTGACGAGTACGGCCGCGGCGGCTACGGCAGGTCCGGCGCCGGCGCCGGCGACGACTACGAG
AGCGGCGGCTACAACAGGTCCAGCTCCGGCGGCGCCGACGAGTACGCCGCCGGCCGGAGCGGTCGT
GCTCAAAAGCCGGTGNACGACGCTTCGAAACGCTTCACAAAGTCNCGGCGGCGCGCGACGACTTACG
GCGNACGGCGGCGGCGGGTCAACAAGTCCGGACCGCGCGCTTCCGACAGCGGCTNCAACAACAGGT
CAGGGGCTAACAGAAGTACGGCCGCAACAAGTCCGGCGCGACGAGTACAGCGGCGGNGCGGLGLCG
AAGCCGACGAGGAGTACGTCGACGGGTTGTCGTCCCGGGCGCCCGGAGAAGTACAGGAAGGAGGAG
AAGGAGCACAAGAACAAGGAGCGCCTCGCGAGGTGGGGCCCNTCCGCCGGCNCTTCGCCATGGTACG
TTCTTGAACCTCGATCAATTTCCTCAAACAAATTAAACTCGGTCGCGCCATTGACGACGATAGATGACCA
TGCGTGCAGTACGAGAGGCACCAGGCGAAGAAGGACCCGGAGAACGCGCAGCGGCACAGGATCGAG
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GAGGGCGTGGCGGCGGCGGCGGCGCTGGGGAGCGGCGGGTTCGCGTTCCACGAGCACCACGACAA
GAAGGAGGCCAAGCAGGCGGCGAAGGACGCCGAGGAGGAGGCGGAGGAGGAGTCCGGCTCCGGLG
CCCGCGGCGGCGAGGGGAAGAAGAAGCACCACCTCTTCGGCTGA

OLIGO start len _ tm_ gc% _any _3'seq
LEFT PRIMER 1 20 61.14 60.00 4.00 0.00 GCCCGGAGAAGTACAGGAAG

RIGHT PRIMER 151 18 61.79 66.67 4.00 0.00 GCCCTCCTCGATCCTGTG

Primers utilizados para amplificagao do cDNA completo de OsASRS5 para insergao

em vetores de localizagao subcelular e silenciamento génico.

cDNA de OsASR5

CACCATGGCGGAGGAGAAGCACCACCACCACCTGTTCCACCACAAGAAGGACGACGAGCCGGCCACC
GGAGTAGACTCCTACGGCGAGGGCGTCTACACGTCGGAGACGGTGACCACCGAGGTGGTCGCCGGC
GGCCAGGACGAGTACGAGAGGTACAAGAAGGAGGAGAAGCAGCACAAGCACAAGCAGCACCTCGGCG
AGGCCGGCGCCCTCGCCGCCGGCGCCTTCGCCCTGTATGAGAAGCACGAGGCGAAGAAGGACCCGG
AGAACGCGCACAGGCACAAGATCACGGAGGAGATCGCGGCCACGGCGGCGGTCGGLCGLCCGGCGGCT
ACGCCTTCCACGAGCACCACGAGAAGAAGAAGGACCACAAGAGCGCCGAGGAGTCCACCGGCGAGAA
GAAGCACCACCTCTTCGGCTGA

92



CURRICULUM VITA resumido

ARENHART, R.A.

1. DADOS PESSOAIS

Nome: Rafael Augusto Arenhart

Local e data de nascimento: Cuiaba — Mt — Brasil, 02/03/1981
E-mail: rafaarenhart@yahoo.com.br

2. FORMAGAO: Ciéncias Biolégicas — Enfase em Biotecnologia — Universidade do
Vale do Itajai — 1999/1 a 2005/2

3. ESTAGIOS: 1 - monitoria — Lab. De cultivo celular — Univali — Resp. Dr Gilmar R.
Zaffari;

4. EXPERIENCIA PROFISSIONAL OU DIDATICA ANTERIOR

Pesquisador de Apoio técnico - Analise funcional de genes potencialmente envolvidos nas
respostas das plantas de arroz (Oryza sativa) ao tratamento por aluminio — UFRGS, bolsa
CNPqg —Res. Dra Marcia Margis

5. RESUMOS E TRABALHOS APRESENTADOS EM CONGRESSOS

1.

LIMA, J. C. ; ARENHART, R. A. ; MARGIS, R. ; MARGIS-PINHEIRO, M. . Aluminium effects on
microRNA expression in rice roots. In: RNAi, MicroRNA, and Non-Coding RNA, 2008. RNAI,
MicroRNA, and Non-Coding RNA, 2008.

ARENHART, R. A. ; BEVITORI, R. ; MARGIS, R. ; MARGIS-PINHEIRO, M. . ANALISE DE
GENES DE ARROZ DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS EM RESPOSTA AO ALUMINIO. In:
XI Congresso Nacional de Fisiologia Vegetal, 2007, Gramado. XI Congresso Nacional de
Fisiologia Vegetal, 2007.

ABREU-NETO, J. B. ; RAUBER, R. ; PEDRON, M. ; ARENHART, R. A. ; BEVITORI, R. ;
ZANETTINI, M. H. ; MARGIS-PINHEIRO, M. . GENOMICA FUNCIONAL A PARTIR DE
MUTAGENESE INSERCIONAL EM ARROZ (Oryza sativa cv. Nipponbare). In: XI Congresso
Nacional de Fisiologia Vegetal, 2007, Gramado. Xl Congresso Nacional de Fisiologia Vegetal,
2007.

LIMA, J. C. ; Caverzan, A. ; ARENHART, R. A. ; MARGIS-PINHEIRO, M. ; MARGIS, R. .
PADRAO DE EXPRESSAO DE microRNAS EM ARROZ SOB DIFERENTES CONDICOES DE
ESTRESSES ABIOTICOS. In: 53 Gongresso Nacional de genética, 2007, Aguas de Lindéia. 53
Gongresso Nacional de genética, 2007.

MAZZAROTTO, G. C. ; ARENHART, R. A. ; MULLER, G. ; MELO, T. ; MACHADO, M. ; LIRA,
V. ; PERCIAVALLE, G. ; LIMA, A. O. S. ; SILVA, M. A. C. . Avaliacdo da resisténcia a
antibiéticos de amostras de Chromobacterium violaceum isoladas de rios de Santa Catarina-
Brasil. In: XXIlII CONGRESSO BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA, 2005, Santos. XXIlI
CONGRESSO BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA, 2005.

ZAFFARI, G. R. ; NICOLETTI, M. E. ; ARENHART, R. A. ; PEREIRA, C. L. A. . Estabelecimento
in vitro de Bambusa gracilis. In: 2 Congresso Brasileiro de Cultura de tecidos de plantas, 2005,
Fortaleza. 2 Congresso Brasileiro de Cultura de tecidos de plantas, 2005.

93



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

PEREIRA, C. L. A.; BATISTA, M. J. ; ARENHART, R. A. ; ZAFFARI, G. R. . Estabelecimento in
vitro de Calateia saturno. In: 56° Congresso Nacional de Botanica, 2005, Curitiba. 56°
Congresso Nacional de Botanica, 2005.

BATISTA, M. J. ; PEREIRA, C. L. A.; ARENHART, R. A. ; ZAFFARI, G. R. . Estabelecimento in
vitro de Estrelitzia reginae a partir de semente. In: 56 ° CONGRESSO NACIONAL DE
BOTANICA, 2005, Curitiba. 56 ° CONGRESSO NACIONAL DE BOTANICA, 2005.
ARENHART, R. A. ; PEREIRA, C. L. A. ; BATISTA, M. J. ; ZAFFARI, G. R. . Estabelecimento in
vitro de Liquidambar styraciflua. In: 56 °© Congresso Nacional de Botanica, 2005, Curitiba. 56 °
Congresso Nacional de Botanica, 2005.

STERN NETO, C. ; ARENHART, R. A. ; ZAFFARI, G. R. . Estabelecimento in vitro de Passiflora
alata Curtis. In: 56 ° Congresso Nacional de Botanica, 2005, Curitiba. 56 ° Congresso Nacional
de Botanica, 2005.

PEREIRA, C. L. A. ; ARENHART, R. A. ; RODRIGUES, H. M. ; ZAFFARI, G. R. .
Estabelecimento in vitro de Streptocarpus saxorum Eng.. In; 2 CONGRESSO BRASILEIRO DE
CULTURA DE TECIDOS DE PLANTAS, 2005, Fortaleza. 2 CONGRESSO BRASILEIRO DE
CULTURA DE TECIDOS DE PLANTAS, 2005.

BATISTA, M. J. ; ARENHART, R. A. ; PEREIRA, C. L. A. ; ZAFFARI, G. R. . Micropropagagao
de Zantedeschia aethiopica Calla (copo-de-leite). In: 2 CONGRESSO BRASILEIRO DE
CULTURA DE TECIDOS DE PLANTAS, 2005. 2 CONGRESSO BRASILEIRO DE CULTURA
DE TECIDOS DE PLANTAS, 2005.

ZAFFARI, G. R. ; COELHO, M. R. ; ARENHART, R. A. ; PEREIRA, C. L. A. . Produgéo de

mudas de Arundina bambusifolia a partir de organogénese direta in vitro. In: 2 CONGRESSO
BRASILEIRO DE CULTURA DE TECIDOS DE PLANTAS, 2005. 2 CONGRESSO
BRASILEIRO DE CULTURA DE TECIDOS DE PLANTAS.

ZAFFARI, G. R. ; COMANDOLLI, V. ; ARENHART, R. A. ; PEREIRA, C. L. A. . Propagacao in
vitro da espécie Murraya paniculata. In: 2 CONGRESSO BRASILEIRO DE CULTURA DE
TECIDOS DE PLANTAS, 2005, Fortaleza. 2 CONGRESSO BRASILEIRO DE CULTURA DE
TECIDOS DE PLANTAS, 2005.

PEREIRA, C. L. A. ; RISCH, O. L. ; ARENHART, R. A. ; ZAFFARI, G. R. . Propagacéo in vitro
de Impatiens walleriana Hook. In: 2 CONGRESSO BRASILEIRO DE CULTURA DE TECIDOS
DE PLANTAS, 2005, Fotaleza. 2 CONGRESSO BRASILEIRO DE CULTURA DE TECIDOS DE
PLANTAS, 2005.

BATISTA, M. J. ; PEREIRA, C. L. A. ; ARENHART, R. A. ; ZAFFARI, G. R. . Propagacao
vegetativa in vitro de Agave angustifolia e Agave macroacantha. In: 56 ° Congresso Nacional
de Botanica, 2005, Curitiba. 56 ° Congresso Nacional de Botanica, 2005.

ARENHART, R. A. ; PEREIRA, C. L. A. ; BATISTA, M. J. ; ZAFFARI, G. R. . Regeneracao de
plantulas de Eucalyptus grandis a partir de organogénese direta in vitro. In; 56° CONGRESSO
NACIONAL DE BOTANICA, 2005, Curitiba. 56° CONGRESSO NACIONAL DE BOTANICA,
2005.

6. ARTIGOS COMPLETOS PUBLICADOS EM PERIODICOS

1.

ARENHART, R. A. ; ZAFFARI, G. R. . Regeneracao de plantulas de Eucalyptus grandis a partir
de organogénese direta in vitro. Agropecuaria Catarinense, v. 21, p. 74/3-78, 2008.

94



