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Determinacao da |ocq|izcgéio subcelular de Ascorbate Peroxidase-Related

(APX-R) em Arabidopsis thaliana

Piovesana, M*., Margis-Pinheiro, M.

Peroxidases sdo amplamente distribuidas em todos os organismos,
sendo de fundamental importdncia para a sobrevivéncia e adaptacéo.
Estas enzimas agem reduzindo o peroxido de hidrogénio a agua,
minimizando danos celulares e modulando respostas a diferentes
estimulos e condicdes através da regulac&o dos niveis de perdxido de
hidrogénio. Analises em bancos de dados publicos levaram a
identificacdo de uma nova heme-peroxidase (Ascorbate Peroxidase-
Related or APX-R), exclusiva de plantas e presente de espécies basais
a vasculares (Figure 1).
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Figura 1. Arvores flogenéticas consenso construidas utilizando-se 69 sequéncias
proteicas representantes de cada clado de heme peroxidases em pantas. Analises
foram conduzidas (a) apds a remogao de peptideos de direcionamento e dominios
transmembrana nas porgdes N- a C-terminal, ou (b) pela comparagdo de quatro
boxes conservados entre todas as peroxidases (Lazzarotto etal., 2011).

APX-R

Arroz (Oryza sativa)
+ Plantas transgénicas com expressao reduzida:
Estresse oxidativo, atraso na germinacao, modulacéo da expresso de
enzimas envolvidas na regulagdo do perdxido de hidrogénio.
Protoplastos: localizagao subcelular cloroplastidica.

Arabidopsis thaliana
+ Mutantes com perda de fungao do gene:
Sensibilizagdo a estresse oxidativo, atraso e diminuicdo na taxa de
germinacao.
» Plantas transgénicas de superexpressao:
Atraso e diminuicdo das taxas de germinagdo, morte dos
embrides nas sementes.

Banco de dados de Arabidopsis (TAIR): anotada como proteina citosdlica

Chen et al. (2014). envolvimento de APX-R na protecdo de sementes maduras e
dessecadas de Arabidopsis thaliana, e papel na manutengido do vigor das
sementes.

Localizagdo subcelular de APX-R em Arabidopsis thaliana:

?

Objetivo
Determinar a localizagao subcelular de APX-R em Arabidopsis thaliana
através da obtencé&o de linhagens transgénicas superexpressando o produto de
fusdo AtAPX-R-EYFP, visando a obtencdo de plantas estavelmente
transformadas para posterior andlise em microscopia de fluorescéncia e
confocal.

Metodologia e Resultados

1. Extracdo de RNA e sintese de cDNA de Arabidopsis thaliana

2. Amplificagéo de AtAPX-R (Figura 2a)

3. Clonagem de AtAPX-R no vetor de entrada pENTR /D-TOPO®
(Figura 2b)

4. Clonagem de AfAPX-R em vetor binario de expresséo
pEarleyGate101 (Figura 2c)

5. Floral dip (Clough & Bent, 1998) (Figura 3)

6. Selecdo das sementes transgénicas

7. Analise preliminar das plantulas transgénicas em microscopio de
fluorescéncia

8. Andlise das plantas transgénicas em microscopio de
fluorescéncia (Figura 4)

Como resultado, linhagens transgénicas superexpressando
a proteina recombinante de maneira estavel foram
obtidas, e serdo futuramente analisadas em microscopia confocal
de forma a determinar a localizagdo subcelular de APX-R em
Arabidopsis thaliana.

Figura 2. (a) Amplificagdo da CDS de AfAPX-R por PCR resolvida em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio. 1. Marcador de Peso Molecular; 2. Controle negativo; 3.
Amplicon de AtAPX-R. (b) PCR de colénia de E. coli TOP10 transformada com pENTR
/D-TOPO® - AtAPX-R. 1 e 2: colénias testadas; 3: Marcador de Peso Molecular. (c) PCR
de colénias de E. coli TOP10 transformadas com pEarleyGate101 — AfAPX-R. 1:
Marcador de Peso Molecular; 2: Controle negativo; 3: Controle positivo; 4 a 9: colénias
testadas.

Figura 3. (a) Agrobactenum
tumefaciens EHA 105
contendo o plasmideo
pEarleyGate101 — AtAPX-R
foi ressuspendida em
solugdo 5% sacarose e
0.02% Silwet L-77. (b)
~w Plantas saudaveis no
' estagio apropriado para a
| transformagdo (c) foram
mergulhadas na solugdo por
10 segundos sob sutil
agitagdo. (d) As plantas
¥ foram cobertas com sacos
plasticos e (e) mantidas na
posigdo horizontal por 24
" (€) horas.

(a) (b)
Figura 4. Plantulas resistentes (a -b) ao agente de selegdo foram
analisadas em microscépio de fluorescéncia (filtro FITC;
excitagdo 470 nm e emissdo 520 nm) antes de serem
transferidas para meio ndo seletivo.
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