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Lista de Abreviaturas 
 
 
2,4-D – ácido 2,4-diclorofenoxiacético 
4-MUG – 4-metilumbeliferil-β-D-glicuronídeo 
ABA – ácido abscísico 
Al3+ – íon trivalente alumínio 
ANA – ácido naftalenoacético 
ASR – do inglês, Abscisic acid, Stress, Ripening 
BAP – 6-benzilaminopurina 
°C – graus Celsius 
Ca2+ – íon bivalente cálcio 
CBR – células da borda da raiz 
DNA – ácido desoxirribonucléico 
EDTA – ácido etilenodiaminotetracético 
ERO – espécie(s) reativa(s) de oxigênio 
ESTs – do inglês, Expressed Sequence Tags 
GA – giberelina 
GFP – do inglês, Green Fluorescent Protein 
GUS – β-glicuronidase 
h – hora(s) 
kb – quilobase(s) 
L – litro(s) 
M – molar 
Mb – megabase(s) 
mg – miligrama(s) 
mL – mililitro(s) 
mM – milimolar 
mmHg – milímetros de mercúrio (unidade de pressão) 
mRNA – RNA mensageiro 
MS – meio de Murashige e Skoog (meio de cultura universal para o cultivo in vitro de 
tecidos vegetais) 
NB – do inglês, Nutrient Broth 
Os – Oryza sativa, arroz 
OsASR – Abscisic acid, Stress, Ripening de Oryza sativa 
pH – potencial hidrogeniônico 
RNA – ácido ribonucléico 
RNAi – RNA de interferência 
RT-qPCR – reação em cadeia da DNA-polimerase quantitativa precedida de transcrição 
reversa, do inglês Reverse Transcription – quantitative Polymerase Chain Reaction 
µM – micromolar 
X-gluc – 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-glicuronídeo 
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Resumo 

Os genes ASR (ABA, Stress, Ripening) de arroz (Oryza sativa) constituem uma 

família gênica de 6 membros (OsASR1 - OsASR6). Em várias espécies, a expressão 

desses genes é induzida por diversos estresses abióticos (como seca, salinidade, frio, 

lesão mecânica e toxidez por alumínio), demonstrando um provável envolvimento dos 

mesmos nos mecanismos de tolerância a esses estresses, que chegam a reduzir a 

produtividade da colheita de grãos em até 50%. Portanto, faz-se necessário um estudo 

da função desses genes para uma melhor compreensão dos mecanismos de tolerância, 

sendo o arroz um excelente modelo de estudo entre as monocotiledôneas. Neste 

trabalho, realizaram-se análises in silico das regiões promotoras dos genes OsASR, 

encontrando-se diversos cis-elementos responsivos a estresses ambientais. O padrão 

de expressão tecidual in vivo de OsASR5 ao longo do desenvolvimento das plantas foi 

também estudado em arroz transgênico expressando o gene repórter da β-

glicuronidase (GUS) regulado pelo promotor de OsASR5. Detectou-se atividade de GUS 

em tecidos que sofreram dano mecânico, em espiguetas (nos tricomas da epiderme, 

anteras e estigmas), na coifa da raiz (principalmente em células que se desprendem da 

sua borda), no cilindro central da raiz (no floema), algumas partes do córtex, mas não 

na epiderme da raiz. Esses resultados sugerem uma participação dos genes OsASR em 

respostas a vários estresses, especialmente o gene OsASR5 na toxidez por alumínio, na 

lesão mecânica por ferimento e até mesmo no estresse por seca. 

 
 

Palavras-chave: família gênica ASR, estresses ambientais, promotor, cis-

elementos, β-glicuronidase, Oryza sativa, alumínio. 
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Introdução 

 
Arroz (Oryza sativa) como modelo de estudo 

O arroz (Oryza sativa) é considerado a planta modelo de estudo para as 

monocotiledôneas, sendo um organismo diploide com 12 pares de cromossomos e 

genoma de 390 Mb, o menor entre os cereais, com base em uma anotação apurada do 

genoma de Oryza sativa L. subespécie Japonica cultivar Nipponbare (Rice Genome 

Annotation Project, 2007). Dentre as várias características que fazem do arroz um 

modelo para estudos fisiológicos, genéticos e evolutivos entre as plantas (Shimamoto 

& Kyozuka, 2002), incluem-se seu genoma totalmente sequenciado, que possui 

sintenia com o genoma de outros cereais como milho e trigo (Moore et al. 1995), a 

disponibilidade de etiquetas de genes expressos ou ESTs (do inglês, Expressed 

Sequence Tags), de mapas moleculares saturados (International Rice Genome 

Sequencing Project, 2005) e de protocolos bem estabelecidos para a transformação 

genética mediada por Agrobacterium tumefaciens (Hiei et al. 1994). 

Dentre as gramíneas cultivadas, o arroz é uma das culturas de maior 

importância mundial, destacando-se pela produção e área de cultivo. Cerca de 150 

milhões de hectares de arroz são cultivados anualmente no planeta, atingindo uma 

produção de 590 milhões de toneladas. Esse cereal é alimento básico para cerca de 2,4 

bilhões de pessoas, tendo um ótimo balanceamento nutricional, fornecendo 20% da 

energia e 15% da proteína necessária à dieta humana (EMBRAPA, 2005). 

O Brasil apresenta uma produção anual de cerca de 11,5 milhões de toneladas 

(11.589.424 toneladas de arroz em casca – estimativa do IBGE para safra de 2012), 

sendo o Rio Grande do Sul responsável por 65% dessa produção (IBGE, 2012). 

Entretanto, a degradação ambiental e a redução de áreas aráveis e de água para a 

plantação vêm prejudicando a produção do cereal (Peng et al. 2004). Os estresses 

abióticos (como seca, salinidade, alta intensidade luminosa, estresse hídrico, toxidez 

por alumínio) têm efeito negativo na produção agrícola, reduzindo a produtividade da 

colheita de grãos em até 50% (Boyer 1982; Bray et al. 2000), o que acarreta prejuízos 

consideráveis à economia e à sociedade brasileira. O alumínio (Al) inclusive é um 

grande problema para a produção agrícola, pois constitui aproximadamente 7 % da 

crosta terrestre (Wolt 1994) e apresenta toxicidade em condições ácidas, que são 
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encontradas em cerca de metade das terras cultiváveis do mundo (Fageria et al. 1988; 

von Uexkull & Mutert 1995). 

Considerando, então, a importância social e econômica do arroz e os efeitos 

extremamente danosos dos estresses ambientais sobre a agricultura, faz-se necessário 

o estudo de genes envolvidos em respostas vegetais a esses estresses para um melhor 

entendimento dos mecanismos de tolerância. 

 
Genes ASR (ABA, Stress, Ripening) 

Os genes ASR (do inglês, Abscisic acid, Stress, Ripening) foram primeiramente 

identificados em tomate (Lycopersicon esculentum, Iusem et al. 1993) e, em seguida, 

descritos em outras plantas como batata (Solanum tuberosum, van Berkel et al. 1994), 

pomelo (Citrus maxima, Canel et al. 1995), pinheiro (Pinus taeda, Chang et al. 1996), 

milho (Zea mays, Riccardi et al. 1998), lírio (Lilium longiflorum, Wang et al. 1998), arroz 

(Oryza sativa, Vaidyanathan et al. 1999), cana-de-açúcar (Saccharum officinarum, 

Sugiharto et al. 2002), melão (Cucumis melo, Hong et al. 2002), uva (Vitis vinifera, Cakir 

et al. 2003) e Gingko biloba (Shen et al. 2005), sendo encontrados em diversas 

espécies vegetais, estando, no entanto, ausentes em Arabidopsis thaliana (Frankel et 

al. 2006). Em arroz, análises in silico revelaram 6 cópias do gene ASR (OsASR1 – 

OsASR6), distribuídas em diferentes cromossomos, sendo todas confirmadas por ESTs 

(Frankel et al. 2006), constituindo uma família gênica. 

Em plantas, a expressão dos genes ASR é induzida por ácido abscísico (Amitai-

Zeigerson et al. 1995; Vaidyanathan et al. 1999; Finkelstein & Gibson 2001), em flores 

(Dóczi et al. 2005), durante a polinização (Wang et al. 1998) e durante o 

amadurecimento de frutos (Rossi et al. 1996; Maskin et al. 2001; Hong et al. 2002; 

Cakir et al. 2003; Dóczi et al. 2005). Seus níveis de transcritos também são 

rapidamente aumentados por estresses como salinidade, seca, frio e lesão mecânica 

em várias espécies (van Berkel et al. 1994; Amitai-Zeigerson et al. 1995; Silhavy et al. 

1995; Padmanabhan et al. 1997; Riccardi et al. 1998; Vaidyanathan et al. 1999; 

Kawasaki et al. 2001; Sugiharto et al. 2002; Wang H. et al. 2003; Henry et al. 2011). No 

entanto seus padrões de expressão variam entre diferentes tecidos e fases de 

desenvolvimento (Padmanabhan et al. 1997). 
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Utilizando uma abordagem proteômica, Yang e colaboradores (2007) 

verificaram que a proteína ASR5 aumentou sua expressão em resposta ao alumínio (Al) 

em raízes de arroz. Em estudo prévio de nosso grupo de pesquisa (Arenhart et al. 

2012), utilizando RT-qPCR (PCR quantitativa), foi relatado um aumento nos níveis de 

transcritos dos genes ASR em raízes de arroz em resposta ao Al. O arroz é um dos 

cereais mais tolerantes ao Al (Foy 1988; Famoso et al. 2010), no entanto, existe 

variabilidade genotípica entre suas cultivares, sendo interessante ressaltar que a 

indução na expressão ocorreu em cultivar de arroz considerada tolerante ao Al 

(cultivar Nipponbare), mas não em cultivar sensível ao Al (cultivar Taim), sugerindo um 

papel dos genes ASR no mecanismo de resistência ao Al. Nesse mesmo trabalho 

(Arenhart et al. 2012), foi observada uma maior sensibilidade ao Al e à seca em plantas 

de arroz transgênicas silenciadas por RNA de interferência (RNAi) para o gene OsASR5. 

A superexpressão de genes ASR tem demonstrado potencial para aumentar a 

tolerância de plantas aos estresses abióticos. O gene ASR1 de tomate quando 

superexpresso em plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) aumentou a tolerância 

destas plantas à salinidade (Kalifa et al. 2004a). A superexpressão do ortólogo de ASR 

de lírio (LLA23) em plantas de Arabidopsis thaliana também melhorou a tolerância da 

planta à seca e à salinidade (Yang et al. 2005). 

As proteínas ASR de diversas espécies vegetais são localizadas no núcleo onde 

podem se ligar a sequências de DNA e regulam promotores específicos (Rossi et al. 

1996; Cakir et al. 2003; Wang J.T. et al. 2003; Kalifa et al. 2004b; Wang et al. 2005; 

Yang et al. 2005; Arenhart et al. 2012). Esses estudos sugerem que essas proteínas 

sejam fatores de transcrição cujos prováveis alvos sejam transportadores de hexose e 

genes responsivos ao ácido abscísico (ABA). 

Sabe-se que o ácido abscísico e açúcares agem de uma maneira conjunta 

durante o desenvolvimento das plantas, tendo efeitos similares e antagônicos em 

diversos processos (Finkelstein & Gibson 2001). ABA é um hormônio vegetal envolvido 

na regulação do amadurecimento do fruto e em condições de déficit de água (Rossi et 

al. 1996). Ele atua em sementes impedindo a germinação precoce de embriões e em 

estômatos provocando seu fechamento em condições de seca, reduzindo a perda de 

água (Yang et al. 2005; Mahajan & Tuteja 2006). Além da resposta à seca, o hormônio 
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também responde a outros estresses ambientais como salinidade e frio (Leung & 

Giraudat 1998; Finkelstein et al. 2002), enquanto açúcares estão envolvidos na 

modulação da integração de sinais endógenos e ambientais que determinam o 

crescimento e desenvolvimento de plantas (Finkelstein & Gibson 2001; Saumonneau et 

al. 2012). 

Considerando o envolvimento dos genes ASR em diversos tipos de estresses 

ambientais torna-se importante o estudo da função desses genes para um melhor 

conhecimento dos mecanismos de resistência desencadeados durante a resposta dos 

genes ASR. Pesquisar o padrão de expressão de um gene é fundamental para a 

compreensão da sua função, podendo esse estudo ser realizado de diferentes 

maneiras em nível de mRNA (por exemplo via RT-qPCR), em nível de proteína (por 

exemplo por gel de eletroforese bidimensional) ou em nível de promotor, entre outras 

formas. O estudo do promotor pode ser realizado por análises in silico de seus cis-

elementos, que são motivos de DNA nos quais se ligam fatores de transcrição 

específicos que irão regular a expressão do gene. Também se pode analisar o padrão 

de expressão em plantas transformadas com genes repórteres como GFP (Green 

Fluorescent Protein), luciferase, GUS (β-glicuronidase) sob o controle do promotor de 

interesse, em diferentes tecidos, em diferentes estágios de desenvolvimento e em 

diferentes condições. 

Neste trabalho foram realizadas análises in silico dos promotores dos genes ASR 

para a identificação de cis-elementos nas suas sequências de DNA que regulam a 

transcrição e estão potencialmente envolvidos na resposta a estresses. O promotor do 

gene OsASR5 também foi estudado através de análises in vivo com plantas 

transgênicas de arroz da cultivar Nipponbare transformadas com um vetor contendo o 

gene repórter GUS em fusão transcricional com esse promotor, para identificar os 

diferentes tecidos e fases de desenvolvimento da planta em que o promotor é ativado, 

assim como sua resposta ao tratamento com Al. 
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Resumo 

A toxidez por alumínio (Al) inibe o crescimento de raízes e, consequentemente, 

a absorção de água e nutrientes, reduzindo o crescimento das plantas e a 

produtividade de grãos. Isso representa um grande problema na produção agrícola, já 

que solos ácidos ocorrem em praticamente metade das terras cultiváveis no mundo. 

No entanto, algumas espécies de plantas possuem mecanismos de desintoxicação de 

Al, como exclusão externa e tolerância interna. O arroz (Oryza sativa) é um dos cereais 

mais tolerantes ao Al, sendo um ótimo modelo para estudo de mecanismos de 

resistência. Em várias espécies, os genes ASR (ABA, Stress, Ripening) são induzidos por 

diversos estresses, como seca, salinidade, frio, lesão mecânica e toxidez por Al, 

estando provavelmente envolvidos nos mecanismos de tolerância a esses estresses. 

Para uma melhor compreensão de sua função e de sua participação em mecanismos 

de tolerância ao Al, estudou-se o padrão de expressão tecidual de OsASR5 em plantas 

de arroz transformadas com o gene repórter da β-glicuronidase (GUS) regulado pelo 

promotor desse gene. Detectou-se atividade de GUS em tecidos que sofreram dano 

mecânico, em espiguetas (nos tricomas da epiderme, anteras e estigmas), na coifa da 

raiz (principalmente em células que se desprendem da sua borda), no cilindro central 

da raiz (no floema), algumas partes do córtex, mas não na epiderme da raiz. Também 

foram identificados através de análises in silico vários cis-elementos responsivos a 

estresses nos promotores da família gênica ASR de arroz. Esses resultados sugerem 

uma participação dos genes OsASR em respostas a vários estresses, especialmente o 

gene OsASR5 na toxidez por Al, na lesão mecânica por ferimento e até mesmo no 

estresse por seca. 

 
 

Palavras-chave: família gênica ASR, estresses ambientais, promotor, cis-

elementos, β-glicuronidase, Oryza sativa, alumínio. 
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Introdução 
 

O alumínio (Al) é o metal mais abundante da crosta terrestre, constituindo 

aproximadamente 7 % do solo (Wolt 1994). Sua solubilidade aumenta em solos ácidos 

(pH < 5), resultando na mobilização do íon trivalente Al3+, que é tóxico para todas as 

células vivas mesmo em baixas concentrações (Crapper et al. 1973; Driscoll 1985; Yokel 

2000). Embora o mecanismo exato de toxidez por Al ainda não seja bem conhecido, 

esse metal parece atuar em diversos sítios celulares (Kochian et al. 2005; Ma 2007; 

Poschenrieder et al. 2008), resultando em danos funcionais e estruturais. O Al reduz a 

extensibilidade da parede celular de raízes (Ma et al. 2004), bloqueia canais de Ca2+ na 

membrana plasmática de células da raiz em trigo (Triticum aestivum, Huang et al. 

1992) e causa peroxidação de lipídeos de membrana (Cakmak & Horst 1991; 

Wagatsuma et al. 1995). O íon Al3+ também afeta rotas de sinalização (via inositol-

trifosfato), interferindo na homeostase do Ca2+, na integridade da bicamada lipídica e 

em componentes do citoesqueleto (Jones & Kochian 1997; Blancaflor et al. 1998). 

Além disso, o Al bloqueia o transporte simplástico, induzindo deposição de calose em 

plasmodesmas em raízes de trigo (Sivaguru et al. 2000) e afeta funções mitocondriais, 

provocando a formação de espécies reativas de oxigênio (ERO) em raízes de ervilha 

(Pisum sativum, Yamamoto et al. 2002). 

Todos esses distúrbios prejudicam o crescimento da raiz e, consequentemente, 

a absorção de água e nutrientes (Barceló & Poschenrieder 2002; Famoso et al. 2010), 

afetando o desenvolvimento vegetal e aumentando a sensibilidade da planta a 

estresses como a seca. O Al é, então, considerado um importante fator limitante da 

produção agrícola em solos ácidos, que constituem cerca de 50 % das terras cultiváveis 

no mundo (Fageria et al. 1988; von Uexkull & Mutert 1995). A acidificação do solo 

também é progressivamente aumentada devido ao uso de fertilizantes ou chuva ácida 

causada pela poluição atmosférica (van Breemen 1985; Smith 1990), agravando ainda 

mais o problema. 

 Para a sobrevivência das plantas em ambientes ácidos com alta toxicidade por 

Al, esses organismos desenvolveram estratégias tanto externas quanto internas para 

desintoxicar esse metal (Kochian et al. 2005; Ma 2007). Os mecanismos externos de 

desintoxicação consistem na exclusão do Al3+ por secreção de ácidos orgânicos (citrato, 
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malato e oxalato) ou outros ligantes (fosfato inorgânico e compostos fenólicos) que 

formam complexos com o Al e impedem sua entrada nas células da raiz, ou ainda por 

mudança no pH da rizosfera (Kidd et al. 2001; Hoekenga et al. 2003; Pineros et al. 

2005; Ma 2007) que altera a concentração da forma tóxica Al3+ do alumínio. Já os 

mecanismos internos incluem tolerância interna por quelação de Al3+ com ácidos 

orgânicos e ligantes fenólicos (Nagata et al. 1992; Morita et al. 2004; Morita et al. 

2008), por eliminação de espécies reativas de oxigênio (Basu et al. 2001), por 

modificações na composição lipídica da membrana plasmática (Ryan et al. 2007; Khan 

et al. 2009) e na composição da parede celular (Eticha et al. 2005; Yang et al. 2008). 

Em geral, culturas de cereais são consideradas excelentes modelos de estudo 

para mecanismos de tolerância ao Al, sendo o arroz uma das espécies mais tolerantes 

entre os cereais (Foy 1988; Famoso et al. 2010), embora variações genotípicas entre 

cultivares possam ocorrer (Ma et al. 2002; Arenhart et al. 2012). No entanto, tanto os 

mecanismos fisiológicos quanto os genes responsáveis pela tolerância ao Al são pouco 

conhecidos. 

Recentemente, verificou-se que os genes ASR (Abscisic acid, Stress, Ripening) 

de arroz têm sua expressão aumentada em resposta ao Al, principalmente o gene 

OsASR5 (Arenhart et al. 2012), além de outros estresses como seca, salinidade, frio e 

lesão mecânica em diversas espécies (van Berkel et al. 1994; Amitai-Zeigerson et al. 

1995; Silhavy et al. 1995; Padmanabhan et al. 1997 Riccardi et al. 1998; Vaidyanathan 

et al. 1999; Kawasaki et al. 2001; Sugiharto et al. 2002; Wang H. et al. 2003; Henry et 

al. 2011). Esses genes também são induzidos por ácido abscísico (Amitai-Zeigerson et 

al. 1995; Vaidyanathan et al. 1999) e durante o amadurecimento de frutos (Maskin et 

al. 2001). As proteínas ASR de diversas espécies vegetais são localizadas no núcleo 

onde podem se ligar a sequências de DNA e regulam promotores específicos (Rossi et 

al. 1996; Cakir et al. 2003; Wang J.T. et al. 2003; Kalifa et al. 2004; Wang et al. 2005; 

Yang et al. 2005; Arenhart et al. 2012), sugerindo que essas proteínas sejam fatores de 

transcrição. Seu silenciamento em arroz confere maior sensibilidade ao Al e à seca 

(Arenhart et al. 2012), enquanto sua superexpressão em Arabidopsis confere maior 

tolerância à seca e à salinidade (Yang et al. 2005). Essas pesquisas demonstram um 
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grande envolvimento dos genes ASR em respostas a estresses, devendo sua função ser 

mais bem estudada para um melhor conhecimento dos mecanismos de tolerância. 

Neste artigo realizaram-se análises in silico das regiões promotoras da família 

gênica ASR de arroz, buscando cis-elementos de DNA reguladores da transcrição 

envolvidos na resposta a estresses como seca, frio, concentrações tóxicas de metais, 

etc. Também se estudou o padrão de expressão tecidual in vivo do promotor de 

OsASR5 em diferentes estágios de crescimento e sob tratamento com Al utilizando 

plantas transgênicas de arroz (Oryza sativa). 

 
Materiais e Métodos 
 
Análises in silico 

Foi realizada uma busca por cis-elementos nos promotores dos 6 membros da 

família gênica ASR, utilizando as ferramentas PlantPAN (Plant Promoter Analysis 

Navigator - http://plantpan.mbc.nctu.edu.tw), PlantCARE (Plant Cis-acting Regulatory 

Element - http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html) e PLACE 

(Database of Plant Cis-acting Regulatory DNA Elements - 

http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html) com sequências de tamanho de 

cerca de 2kb a montante do códon de início ATG de cada um dos 6 genes (OsASR1 - 

LOC_Os02g33820; OsASR2 - LOC_Os01g73250; OsASR3 - LOC_Os01g72900; OsASR4 - 

LOC_Os01g72910; OsASR5 - LOC_Os11g06720; OsASR6 - LOC_Os04g34600). As 

sequências foram obtidas do Rice Genome Annotation Project 

(http://rice.plantbiology.msu.edu). 

Também foi feito um alinhamento das regiões promotoras (2 kb) no ClustalW 

(http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_clustalwan.html) 

com todas as seis sequências juntas e aos pares (OsASR1 e OsASR2, OsASR1 e OsASR3, 

OsASR1 e OsASR4, e assim por diante). 

 
Material vegetal e condições de crescimento 

O material vegetal utilizado para transformação consistiu de calos 

embriogênicos induzidos em meio N6D a partir de sementes maduras de arroz da 

subespécie Japonica cultivar Nipponbare. Os calos foram crescidos em meio de 

proliferação NB à temperatura de 28 °C no escuro. As plântulas cresceram a 28 oC e 
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fotoperíodo de 12 h, em meio MS (Murashige e Skoog) pelos primeiros 20 dias e 

depois foram transferidas para potes com vermiculita. Então, as plantas foram 

passadas para vasos com solo e crescidas em fitotron com fotoperíodo de 12 h, 

umidade de 70 % a 90 % e temperatura de 28 °C. 

 
Geração de plantas transgênicas 

A sequência promotora do gene OsASR5 com aproximadamente 2 kb foi 

amplificada utilizando-se DNA genômico de arroz com os seguintes oligonucleotídeos 

iniciadores: 5’-CACCGGACATACTTGCAATATCCTTCTT-3’ e 5’-

AGCTAGAAGCTAGTGATGACAATTAGG-3’. Os quatro nucleotídeos CACC são incluídos 

no primer para a clonagem da sequência promotora no vetor de entrada Gateway 

pENTR (Invitrogen) e posterior recombinação com o vetor de destino pHGWFS7. A 

construção pHGWFS7_ASR5, com o promotor de OsASR5 fusionado à montante do 

gene de β-glicuronidase (GUS), obtida previamente foi utilizada para a transformação 

mediada por Agrobacterium tumefaciens de calos embriogênicos de arroz como 

descrito por Upadhyaya et al. (2000). Agrobacterium tumefaciens contendo o vetor 

pHGWFS7_ASR5 foi incubada com calos embriogênicos de arroz em meio NB líquido 

com acetoseringona (19,62 mg/L) durante 30 minutos. Os calos foram co-cultivados 

com A. tumefaciens, por 3 dias a 28 °C no escuro, em meio NBA (NB com 

acetoseringona a 19,62 mg/L). Após esse período, os calos de arroz foram lavados com 

água destilada estéril contendo o antibiótico timentina (150 mg/L). Os eventos de 

transformação foram selecionados e proliferados em meio HTC (NB com os 

antibióticos higromicina a 50 mg/L, timentina 150 mg/L e cefotaxima a 200 mg/L). 

Então, os calos foram passados para meio de pré-regeneração (NB com os hormônios 

ABA a 5 mg/L, BAP a 2 mg/L e ANA a 1 mg/L) e crescidos a 28 °C no escuro por 12 dias, 

para depois serem colocados em meio de regeneração (NB com os hormônios BAP a 3 

mg/L e ANA a 0,5 mg/L) e crescidos a 28 °C em fotoperíodo de 12 h por um mês. As 

plântulas regeneradas foram passadas para meio MS com higromicina a 50 mg/L. 

 
Tratamento com Alumínio 

O tratamento com alumínio (AlCl3 a 450 µM) foi realizado por 8 horas durante o 

fotoperíodo claro e em solução nutritiva hidropônica (Yoshida et al. 1976) após uma 
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semana de aclimatação das plantas (T0) nessa mesma solução. Esse meio nutritivo, 

tanto o controle como o tratado, teve seu pH ajustado para uma condição ácida (pH 

4,5) para que a forma tóxica do alumínio (Al3+) estivesse predominantemente 

presente. 

 
Ensaio histoquímico de atividade de GUS 

Todas as análises foram realizadas com plantas T0. Os tecidos vegetais foram 

imersos em solução de tampão (pH 7,0) de 100 mM de NaPO4, 1 mg/mL de substrato 

X-gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-glicuronídeo), 1 mM de FeSO4, 10 mM de 

Na2EDTA e 0,1 % de Triton X-100, por 17-24h a 37 °C para marcação de atividade de 

GUS de acordo com o método de Jefferson et al. (1987). A marcação foi avaliada em 

calos, raízes, caules, folhas e panículas durante o desenvolvimento. Plantas de arroz de 

7, 14, 30 e 45 dias tiveram seus tecidos analisados. Apenas na detecção de atividade 

de GUS em panículas foram utilizadas plantas de maior idade (8 meses). Com exceção 

desse último teste com plantas de 8 meses de idade, as análises foram realizadas em 

pelo menos três linhagens diferentes e em plantas não-transformadas utilizadas como 

controle. 

 
Seções histológicas 

Após o ensaio de atividade de GUS, os tecidos vegetais foram fixados com 

tampão fosfato de sódio a 0,1 M (pH 7,2) com glutaraldeído a 1 % e formaldeído a 4 % 

(McDowell & Trump 1976) a temperatura ambiente e sob pressão negativa de 600 

mmHg, em estufa a vácuo, por 24 h. Então, foi feita lavagem do material em tampão 

fosfato de sódio a 0,1 M (pH 7,2) e desidratação em diluições seriadas crescentes de 

etanol, e depois etanol absoluto. Para inclusão dos tecidos em resina plástica, eles 

foram primeiramente pré-infiltrados com solução 1:1 de hidroxietilmetacrilato e 

etanol absoluto por 24 h, sendo posteriormente infiltrados com esta resina (Gerrits & 

Smid 1983), que foi polimerizada em blocos através de aquecimento. As seções 

histológicas foram cortadas em micrótomo rotativo, equipado com navalha de vidro, 

tendo os cortes a espessura de 10 µm para melhor visualização do sedimento azul 

formado pela β-glicuronidase (em cortes mais finos a marcação de GUS é muito fraca 

para observação). O material foi suspendido em água e aderido em lâminas de vidro 



 
18 

 

para ser observado em microscópio óptico (Leica Microsystems DMR) em campo claro, 

sem necessidade de corar os tecidos. Fotomicrografias foram obtidas com câmera 

fotográfica acoplada ao microscópio. 

 
Resultados 

  
Análises in silico 

O alinhamento das seis sequências de promotores juntas demonstrou uma 

grande diferença entre os genes ASR (identidade de apenas 2,3 %). Houve alguma 

semelhança na comparação entre os pares, sendo as maiores entre OsASR3 e OsASR4 

(46,91 %), OsASR5 e OsASR6 (43,84 %) e OsASR2 e OsASR5 (43,98 %). 

Foram encontrados vários cis-elementos de DNA espacialmente distribuídos 

por toda a região promotora de todos os genes da família ASR em arroz (Tabela 1). A 

análise in silico permitiu uma comparação entre os promotores em relação ao tipo e ao 

número de cópias das sequências consenso. Embora haja uma grande diferença entre 

os promotores OsASR identificada em alinhamento de todas as sequências juntas, os 

genes tem uma grande quantidade de cis-elementos em comum (Tabela 1). 

Muitos dos elementos estão envolvidos na regulação da transcrição por açúcar 

(ACGTABOX, AMYBOX, CGACGOSAMY3, GAREAT, MYBGAHV, 

PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A, TATCCAOSAMY e TATCCAYMOTIFOSRAMY3D – todos 

envolvidos em repressão por açúcar; e WBOXHVISO1, WBOXATNPR1, WBOXNTERF3 e 

WRKY71OS – todos envolvidos em indução por açúcar). Além disso, vários cis-

elementos participam da regulação da transcrição por controle hormonal (ABRE, 

EBOXBNNAPPA/MYCCONSENSUSAT, MYCATERD1, MYCATRD22, GARE-motif, GAREAT, 

MYB1AT, MYBGAHV e RYREPEATBNNAPA), em resposta à luz (GT1CONSENSUS), ao frio 

e à seca (DRECRTCOREAT e LTRECOREATCOR15). Também foi identificado um cis-

elemento responsivo ao metal cobre (CURECORECR) em elevado número de cópias em 

todos os promotores (Tabela 1). Elementos responsivos a ABA e luz também se 

encontram em maior número de cópias dentro dos promotores. 

 
Padrão de expressão tecidual do promotor de OsASR5 em arroz 

Padrão de expressão durante desenvolvimento 



 
19 

 

Atividade da β-glicuronidase (GUS) foi detectada em calos de arroz (Figura 1) 

em ambas as fases de proliferação e regeneração em mais de 20 linhagens diferentes 

obtidas após a transformação por Agrobacterium tumefaciens. 

A expressão do gene GUS também foi observada em raízes em plantas T0 de 

várias idades diferentes (Figura 2 e 3). A atividade de GUS está presente no ápice da 

raiz, na coifa e em células que estão se desprendendo de sua ponta (Figura 2A-C). A 

expressão também foi encontrada no cilindro central da raiz, onde se localiza o 

sistema vascular, e no córtex em algumas regiões, especialmente na zona de 

ramificação da raiz (Figura 3). Não foi detectada atividade de GUS em raízes de plantas 

não-transformadas (Figura 2D). 

A expressão gênica foi ausente em folhas e caules de plantas em diversos 

estágios de crescimento. Porém, foi observada marcação de GUS nesses tecidos em 

regiões com lesão mecânica (Figura 4). A marcação não foi encontrada em nenhuma 

região de folhas de plantas não-transformadas que sofreram dano mecânico (Figura 

4C). 

Também se detectou atividade de GUS em órgãos florais de plantas T0 de arroz 

com 8 meses de idade (Figura 5). Na superfície de espiguetas, visualizou-se expressão 

em tricomas de epiderme da pálea e da lema (Figura 5A e 5C) e nas nervuras 

vasculares (Figura 5B). A marcação também está presente em anteras (Figura 5D) e em 

estigmas (Figura 5E), principalmente no tecido vascular. No entanto, não foi observada 

marcação em sementes de arroz. 

Com a realização de cortes histológicos do material vegetal, confirmou-se a 

atividade de GUS restrita às células da ponta da coifa que estão se soltando da raiz 

(Figura 6A). Também se observou marcação em primórdios de raízes laterais na região 

do ápice (Figura 6D). Em seções longitudinais e transversais da raiz pôde-se detectar 

expressão em células de várias camadas do córtex (como endoderme e exoderme) e 

células do tecido vascular, mas não nas células da epiderme da raiz (Figura 6B e 6C). 

 
Expressão tecidual em tratamento com Al 

Após 8 h de tratamento com 450 µM de AlCl3, raízes de plantas transgênicas 

apresentaram atividade de GUS levemente aumentada em relação às plantas controle 

nas respectivas linhagens (Figura 7). A marcação localizou-se no ápice, no cilindro 
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central e no córtex da raiz em diferentes idades testadas (7 dias, 45 dias e 8 meses) das 

plantas de arroz. A expressão do gene era ausente em caules e folhas de plantas 

tratadas ou não com Al, sendo apenas encontrada em regiões que haviam sido 

danificadas. 

 
Discussão 

Diversos cis-elementos envolvidos em respostas à seca, ao frio, à luz, à lesão 

mecânica, ao ácido abscísico, à giberelina e a metais pesados como o cobre, estão 

presentes nas regiões promotoras dos genes ASR, demonstrando uma participação 

desses genes em diversas respostas a estresses ambientais. Também foram 

identificadas várias sequências consenso que participam da regulação da transcrição 

por resposta a açúcares. Esses resultados não foram surpreendentes, já que muitos 

genes de plantas possuem co-regulação por ácido abscísico e por açúcares (Rolland et 

al. 2002; Carrari et al. 2004), inclusive um gene ASR de uva (Saumonneau et al. 2012) 

com diversos cis-elementos responsivos a açúcar e ao ABA. Além disso, sabe-se que o 

ácido abscísico e açúcares agem de forma conjunta durante o desenvolvimento das 

plantas, tendo efeitos similares e antagonistas em diversos processos (Finkelstein & 

Gibson 2001). Portanto, pode-se dizer que os genes ASR de arroz tem um 

envolvimento na resposta a sinais metabólicos e hormonais, reforçando sua 

participação na integração de sinais ambientais (como os estresses abióticos) que 

determinam o crescimento e o desenvolvimento da planta. 

Apenas motivos relacionados à resposta ao cobre, e não ao Al, foram 

encontrados nos promotores. Uma explicação para isso seria que possivelmente os cis-

elementos responsivos ao Al ainda não tiveram sua sequência identificada, já que 

motivos responsivos a metais são pouco caracterizados (Qi et al. 2007). Além disso, 

pode ser necessária uma combinação de diferentes cis-elementos para uma resposta a 

diferentes metais (Dong et al. 2010). Também não deve ser descartada a possibilidade 

de que faltem outras sequências regulatórias relevantes para resposta a metais nas 

regiões promotoras analisadas (de 2 kb), podendo estas estarem mais a montante na 

sequência gênica. 

O padrão de expressão tecidual in vivo do promotor de OsASR5 no ápice de 

raízes (Figura 2 e 6A) também já foi relatado em gene ortólogo de ASR em pinheiro 
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(Wang J.T. et al. 2003) e indica um envolvimento desse gene em respostas a estresses 

como a toxidez por Al. O ápice da raiz é o principal local de toxicidade por Al em 

plantas (Ryan et al. 1993; Huang et al. 2009; Khan et al. 2009) e sabe-se que a coifa é 

responsável pela proteção do meristema apical da raiz e é capaz de detectar mudanças 

ambientais no solo, como luz, gravidade, pressão, umidade e nutrientes (Iijima et al. 

2003; Arnaud et al. 2010). Uma maior tolerância ao Al também já foi relatada em 

cultivares de feijão-de-corda (Vigna unguiculata) que apresentavam uma coifa 

expandida (Horst 1980). Em ervilha (Pisum sativum), células externas da lateral da 

coifa expressam genes que codificam uma pectina metilesterase (Wen et al. 1999) e 

acredita-se que o aumento da fração esterificada de pectinas seja um mecanismo de 

tolerância ao Al. Essa metil-esterificação aumenta o crescimento celular da raiz em 

Arabidopsis thaliana (Derbyshire et al. 2007) e cultivares de milho e trigo tolerantes a 

Al apresentam maior grau de metil-esterificação de pectinas e menor ligação de Al na 

parede celular (Eticha et al. 2005; Yang et al. 2008). A atividade da enzima pectina 

metilesterase também é aumentada na coifa em plantas de girassol (Helianthus 

annuus) e milho durante o processo de separação das células superficiais que se 

soltam da coifa (Driouich et al. 2006), onde a expressão de OsASR5 também foi 

encontrada. As células que desprenderam da coifa (chamadas células da borda da raiz 

– CBR), embora não tenham mais conexão com a raiz, ainda são viáveis e participam da 

interface entre solo e raiz (Driouich et al. 2006). Essas células estão envolvidas na 

proteção da raiz contra estresses bióticos e abióticos, inclusive auxiliando na detecção 

de toxicidade por Al (Miyasaka & Hawes 2001). Além disso, já foi relatado um aumento 

da produção de mucilagem (secreção rica em polissacarídeos) pelas CBR, após 

tratamento com Al, em cultivares tolerantes ao Al de feijão (Phaseolus vulgaris, 

Miyasaka & Hawes 2001) e de trigo (Puthota et al. 1991) em comparação com 

cultivares sensíveis ao Al. Miyasaka & Hawes (2001) também correlacionam a maior 

produção de mucilagem e a consequente maior viabilidade das CBR com uma maior 

tolerância ao Al. Assim, existe a possibilidade de a mucilagem proteger tanto as células 

da raiz quanto as CBR pela exclusão de Al através da ligação desse metal a mucilagem, 

já que o Al forma complexos estáveis com mucopolissacarídeos (Barceló & 

Poschenrieder 2002). O gene OsASR5 poderia estar participando do processo de 
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separação das CBR, regulando transcrição de genes como pectina metilesterase e 

enzimas de degradação da parede celular, e/ou da produção de mucilagem por essas 

células. 

O produto da β-glicuronidase foi localizado nas células de camadas do córtex da 

raiz (Figuras 3 e 6). As camadas celulares endoderme e exoderme da região cortical 

radicular possuem estrias de Caspary (parte da parede primária impregnada por 

suberina) que formam uma barreira seletiva, impedindo o transporte apoplástico de 

solutos, devendo as substâncias absorvidas pela raiz passar pelo simplasto das células 

dessas camadas (Souza 2003; Appezzato-da-Glória & Carmello-Guerrero 2006). Essas 

camadas, portanto, servem como um impedimento da passagem de substâncias 

tóxicas como metais, impossibilitando sua entrada no sistema vascular da raiz. Dessa 

forma, elas também podem estar dificultando a absorção de Al em plantas de arroz, 

auxiliando na sua detoxificação externa. 

A expressão do gene GUS foi encontrada no tecido vascular em raízes (no 

cilindro central – Figuras 3 e 6) e em órgãos florais (espiguetas, anteras e estigmas – 

Figura 5). Em outras espécies, genes ortólogos de ASR também apresentam expressão 

em tecido vascular, como no floema de uva (Saumonneau et al. 2012), de tomate, 

especialmente em células companheiras (Rossi et al. 1998; Maskin et al. 2008), e em 

raízes e órgãos florais de pinheiro (Wang J.T. et al. 2003). 

A atividade de GUS detectada em lesões mecânicas por ferimento em folhas e 

caules (Figura 4) sugere a participação de OsASR5 nesse tipo de estresse. Outra 

possibilidade para explicar a localização do produto da β-glicuronidase nessas regiões 

seria uma melhor penetração da solução de substrato dessa enzima nos tecidos 

danificados. No entanto, Henry et al. (2011) verificou indução de outros genes ASR em 

banana após ferimento de meristemas apicais caulinares. A expressão em tecidos 

meristemáticos (como calos de arroz), encontrada no presente trabalho (Figura 1), 

também é relatada em outro estudo com gene ortólogo de ASR (Wang J.T. et al. 2003). 

A marcação azul de GUS foi observada nos tricomas em plantas de arroz 

transformadas (Figura 5). O promotor de um gene ortólogo de ASR em pinheiro 

fusionado ao gene GUS também é ativado em tricomas (Wang J.T. et al. 2003). A 

expressão em tricomas de um gene de uma metalotioneína responsivo a metais 
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pesados (OsMT-I-4b) já foi identificada em arroz em outro trabalho (Dong et al. 2010). 

Tricomas podem estar envolvidos em mecanismos de proteção contra o excesso de 

metais pesados, devido à acumulação de níquel (Kramer et al. 1997) e cádmio 

(Domínguez-Solís et al. 2004), à secreção de zinco (Sarret et al. 2006) e à detecção de 

chumbo (Azmat et al. 2009) verificada nesses órgãos. Assim, pode-se especular sobre 

um possível envolvimento de tricomas no mecanismo de tolerância ao Al, já que esse 

metal pode ser transportado até as folhas (Haridasan et al. 1986; Michalas et al. 1992). 

Também não pode ser descartada a possibilidade do gene OsASR5 participar do 

mecanismo de resistência à seca em tricomas, devido à indução do gene durante essa 

condição (Arenhart et al. 2012) e ao envolvimento dessas estruturas na proteção 

contra esse tipo de estresse (Loe et al. 2007; Huttunen et al. 2010; Azmat et al. 2009). 

Com relação à expressão de OsASR5 após tratamento com Al, nota-se uma sutil 

diferença entre plantas tratadas e plantas controle, comparando-se as respectivas 

linhagens (Figuras 7A com 7D, 7B com 7E e 7C com 7F). Deve-se comparar a mesma 

linhagem nesse experimento, pois podem existir grandes diferenças nos níveis de 

expressão de GUS em diferentes clones/linhagens (Rossi et al. 1998), devido ao local 

de inserção do transgene no genoma (Meyer 1995). Além disso, o método de Jefferson 

et al. (1987) que utiliza X-gluc como substrato da enzima β-glicuronidase não é uma 

técnica quantitativa para verificar a expressão de GUS, sendo mais apropriado o ensaio 

fluorimétrico de atividade de GUS, que utiliza o composto 4-MUG (4-metilumbeliferil-

β-D-glicuronídeo) como substrato. Portanto, não se pode afirmar com certeza que o 

tratamento com Al realmente induziu a expressão da enzima regulada pela região 

promotora de OsASR5. 

Podem-se especular diferentes tipos de mecanismos de tolerância ao Al, com 

base nos resultados do padrão de expressão tecidual in vivo de OsASR5, como exclusão 

de Al por mucilagem produzida por células da coifa, barreira a metais formada pelas 

camadas do córtex da raiz e excreção de Al por tricomas. Em arroz, os mecanismos de 

tolerância ao Al não são bem entendidos, porém já foram propostas a secreção de 

citrato por raízes (Yokosho et al. 2011), a modificação da parede celular (Yang et al. 

2008) e da membrana plasmática (Khan et al. 2009) e o sequestro de Al em vacúolos 

(Xia et al. 2010; Huang et al. 2012). Pode-se dizer, então, que há uma combinação de 



 
24 

 

fatores que estariam envolvidos, não podendo a tolerância ser totalmente explicada 

por apenas um mecanismo. 

Nossos resultados mostram a presença de diversos cis-elementos responsivos a 

estresses nos promotores dos genes OsASR e a expressão de OsASR5 em raízes, 

sistema vascular, tricomas e tecidos danificados, o que sugere a participação desse 

gene na toxidez por Al, na lesão mecânica por ferimento e até mesmo no estresse por 

seca. No entanto, análises ainda necessitam ser realizadas para determinar sua 

possível função como fator de transcrição em arroz, quais genes as proteínas OsASR 

estariam regulando, e se eles estão envolvidos em mecanismos de tolerância a esses 

estresses. 
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Tabelas 
 
Tabela 1. Cis-elementos encontrados in silico nos promotores da família gênica ASR de 

arroz, com seu nome, sequência, tipo de resposta e número de cópias/repetições na 

sequência de DNA. 

 
 Número de Cópias/Repetições 

Nome do cis-elemento Sequência Resposta pASR1 pASR2 pASR3 pASR4 pASR5 pASR6 
ABRE ACGTG ABA 3 1 10 12 8 7 
ACGTABOX TACGTA Repressão por açúcar 2 2 14 10 0 0 
AMYBOX TA(A/T)C(A/C)RA Repressão por açúcar 4 2 1 1 2 0 
CGACGOSAMY3 CGACG Repressão por açúcar 1 1 4 6 0 1 
CURECORECR GTAC Cobre 22 16 30 30 8 16 
DRECRTCOREAT RCCGAC ABA, seca, frio 1 2 2 2 2 3 
EBOXBNNAPPA/ 
MYCCONSENSUSAT 

CANNTG Luz, ABA 12 24 10 12 20 14 

GARE-motif TAAC(G/A)(T/G)A GA 0 1 2 3 1 1 
GAREAT TAACAAR GA, repressão por açúcar 1 1 1 0 1 0 
GT1CONSENSUS GRWAAW Luz 16 15 13 22 16 13 
LTRECOREATCOR15 CCGAC ABA, seca, frio 2 2 2 3 2 3 
MYB1AT WAACCA ABA, seca 2 2 1 3 3 0 
MYBGAHV TAACAAA GA, repressão por açúcar 1 1 0 0 1 0 
MYCATERD1 CATGTG ABA, seca 1 1 1 2 2 2 
MYCATRD22 CACATG ABA, seca 1 1 1 2 2 2 
PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A CCTTTT GA, repressão por açúcar 1 2 2 0 0 1 
RYREPEATBNNAPA CATGCA ABA 3 0 4 9 1 5 
TATCCAOSAMY TATCCA GA, repressão por açúcar 4 2 3 2 2 1 
TATCCAYMOTIFOSRAMY3D TATCCAY Repressão por açúcar 3 0 1 1 2 0 
WBOXATNPR1 TTGAC Defesa, indução por açúcar 6 5 3 3 1 1 
WBOXHVISO1 TGACT Indução por açúcar 6 5 1 1 1 5 
WBOXNTERF3 TGACY Ferimento, indução por açúcar 10 6 2 2 2 7 
WRKY71OS TGAC Repressor de GA, indução por 

açúcar 
16 16 7 6 5 13 

Abreviaturas: ABA – ácido abscísico; GA – giberelina. 

 
 

Legendas das Figuras 
 
Figura 1. Atividade de GUS representando a expressão de OsASR5 em calos 

embriogênicos de arroz. (A, B, C, D, E e F) Linhagens transgênicas 1, 2, 3, 4, 5 e 6, 

respectivamente. (G) Calo não-transformado. 

Figura 2. Atividade de GUS em ápices de raízes de plantas de arroz. Ápices de raízes de 

plantas transgênicas de 7 dias (A), 14 dias (B) e 30 dias (C) de idade evidenciando 

marcação de GUS em células da coifa e células da borda da raiz (CBR) se desprendendo 

da mesma. Fotos em aumento microscópico de 400X. (D) Raízes de planta não-

transformada. Foto em aumento de 200X. 

Figura 3. Atividade de GUS no cilindro central e córtex de raízes de plantas de arroz 

transgênicas. Raízes de plantas transgênicas de 30 dias (A e C) e 45 dias (B e D) de 

idade evidenciando marcação no cilindro central (sistema vascular) na zona pilífera da 

raiz (A e B) e no córtex na zona de ramificação da raiz (C e D). Fotos em aumento 

microscópico de 100X. 
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Figura 4. Atividade de GUS em tecidos lesionados. (A) Lesão em folha de planta de 14 

dias de idade. Foto em aumento microscópico de 400X. (B) Caules seccionados de 

planta de 45 dias de idade. (C) Folhas de plantas não-transformada (à esquerda) e 

transgênica (à direita) de 4 meses de idade. Setas apontam lesões. 

Figura 5. Atividade de GUS em espiguetas, tricomas da pálea e lema, anteras e 

estigmas. Espigueta de planta transgênica de 8 meses de idade mostrando marcação 

de GUS em tricomas (A) e nas nervuras vasculares (B) da pálea e lema. (C) Tricomas em 

maior aumento (400X). (D) Antera evidenciando marcação no tecido vascular. Foto em 

aumento de 400X. (E) Estigma com marcação de atividade de GUS no tecido vascular. 

Foto em aumento de 200X. 

Figura 6. Atividade de GUS em cortes histológicos de raízes. (A) Seção longitudinal do 

ápice da raiz evidenciando células marcadas na coifa. (B) Seção longitudinal da raiz 

mostrando marcação de GUS no tecido vascular e no córtex. (C) Seção transversal da 

raiz na zona de ramificação evidenciando marcação de GUS em células do tecido 

vascular e de camadas do córtex; marcação ausente na epiderme. (D) Seção 

longitudinal da raiz na zona de ramificação mostrando uma raiz lateral em formação já 

com marcação de GUS no seu ápice. 

Figura 7. Atividade de GUS em raízes de plantas submetidas a tratamento com Al. 

Raízes de plantas transgênicas (de 3 linhagens diferentes) de 45 dias de idade 

submetidas a cultivo em hidroponia contendo 450 µM de AlCl3 (D, E e F) ou com 

apenas solução nutritiva (A, B e C – controle). Linhagens 1 (A e D), 2 (B e E) e 3 (C e F). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
34 

Figuras 
 

Figura 1: 
 

A B C D E F G 

       
 

Figura 2: 
 

A B 

  
 
C 

 
D 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
35 

Figura 3: 
 

A B 

  
 
C 

 
D 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
36 

Figura 4: 
 

A B C 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
37 

Figura 5: 
 

A B 

  
 
C 

 
D 

  
 
E 

 



 
38 

Figura 6: 
 

A B 

  
C 

 
D 

 
 



 
39 

Figura 7: 
 

A B C 

   
 
D 

 
E 

 
F 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
40 

 

Conclusões e Perspectivas 

Os genes ASR de arroz possuem diversos cis-elementos em suas regiões 

promotoras que são responsivos a situações de estresse reforçando estudos que 

demonstraram sua indução nessas condições (van Berkel et al. 1994; Amitai-Zeigerson 

et al. 1995; Padmanabhan et al. 1997; Vaidyanathan et al. 1999; Sugiharto et al. 2002; 

Henry et al. 2011). Os promotores também têm vários motivos de regulação da 

transcrição por açúcar, assim como outros promotores de genes responsivos ao ABA 

(Saumonneau et al. 2012). 

A expressão de OsASR5 foi detectada em plantas de arroz transgênicas no ápice 

de raízes (principalmente em células que se desprendem da coifa), em camadas do 

córtex radicular (endoderme e exoderme), no sistema vascular de raízes e de órgãos 

florais (anteras e estigmas), em tricomas e em tecidos que sofreram lesão mecânica. 

Esses resultados sugerem um envolvimento desse gene em respostas a estresses como 

toxidez por Al, dano mecânico por ferimento e seca. 

Como perspectivas deste trabalho pretende-se realizar ensaios com 4-MUG (4-

metilumbeliferil-β-D-glicuronídeo) para quantificação de atividade GUS e confirmação 

ou não de maior expressão de OsASR5 durante diferentes tratamentos (como ABA, 

alumínio, NaCl, açúcares, seca, etc.). Também é possível testar a expressão de 

deleções da região promotora para melhor determinação dos cis-elementos 

responsivos a estresses induzidos por metais. Ainda pretendemos estudar o padrão de 

expressão tecidual dos outros promotores da família gênica OsASR, transformando 

calos de arroz com as construções, contendo o gene repórter da β-glicuronidase 

regulado pelo promotor de interesse, já obtidas em nosso laboratório. Além disso, 

serão realizadas seções histológicas de folhas e caules de arroz a fim de determinar se 

realmente não há expressão de OsASR5 nesses tecidos quando não estão lesionados. 
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 Anexos 
 

Anexo 1 – Sequências das regiões promotoras dos genes OsASR (códon de 
início ATG está em negrito) 
 
OsASR1 
 
Sequência TIGR: Loc_Os02g33820 
 
TAATATAGTCAATTCGATCAAATAAAGGGCAAGAAAATTCTTGTGTACAAATCAGATTGCGTA
TACCGTGTTTTACATAGACGGTTCTGTGGTTTTGCATCGTTCCCGCGGTTACTTCCAGCACTGA
GCGCTTCCAAATCAGCGCTCTGAATTTCTGAAGCCGCGAGTTCTTCCAATTCTTCGCTATGAAG
TACTACCTCCATATTCATATTTTAATGTATGACGCCGTTGACTTTTTATCCAACGTTTGACCATTC
GTCTTATTCAAAAAAATTATGTAATTATCATTTATTTTATTATGACTTGATTCTTCATTAAATGTT
CTTTAAGCATGACATAAATATTTTCATATTTGCACAAAAAAATTTGAATAAAACGAATGGTCAA
ACGTTGGTCGAAAAGTCAACGGCGTCATACATTAAAATACGGAGGGAGTACTAGTTTGTACTA
CCTCTATCCCAGGACATAGCAATTTAGGATTGATCTACGTATCTTATACTACACCAACGAATCT
AAACATATGGTATGTAGTACTCCCTCCGTCCCAAAATATAACAACCTTTAGCACTTAGGATTTG
TCCCAAAATATATCAACTTATCCATCATCCCAACCAATCACAGCCCTCCACCATCCACTTTTCTC
ACCTACCTTCACTACTCATCCAAACACAACCCTCCACCATTCATTTCTGCCTACTTTTTTAATAAT
CATGTTCAACTCTAAAACTTATTATATTCTGGGACGGAGGGAGTATACCTGACACGCTTTCGAT
CTGCCTGGTCTGCATGATGATCTCTGGTTTCAGAATTGGTACAAAGGGCTCATTCAGAAAAGT
CTTGAAATTCACGTTGTCATCAACGGAAAATAGGACGGTTGGCCGCTTGGCCCAAATCACACC
GTGGGGCCATGAGTTGTTGATCTAATGAACTTTTTTGAAACCTTGATCCAATGAACTAGGCACT
CGAATTTGCTAGGGGTTAAGGTATAAAAGTGGTTCGGTGAAAATATTTTACTCACGATAAAGG
TAGAACAACAAGTAATTTCAAACGAAAGAAAAATCTGTAGGTTTGAACCCACAGGTACAAGTT
AAAAGGATGTGCTTGAACAACTCATGCAGTTTTACCGTTCATTTTCTGAATCTTAATTTTTGTAT
CCTTAGCTCTGAAGAAATCAAGAAACCGAGTTCAACCTACTTTGTCCTGTCGGGCTGTCTCTAT
CCGGGCTGATAAGAACCGAGGGAGTGTGACAAAACCCAACTGGCCAATCCGCGTGTTGATTA
CATTTCCAAATCCTTGGTCGACGCTAACAACCATTGTCCATGTCGATGCTTAGCTGATGAATCT
TGACTTTGTTTGCATGTCCTTCCACCAATTAAGGTGAAGATCTAGCAGATGAGCTGTAATAGCC
ATCACACTGCTTCATTTCTGAAAGACAATTCAAGCAGTAACAAATTAATGGCAAACTTATAACT
CCTATGTACACCATTGTACTGTGTACAAACAACTAAACGTATTCGGTAATTTCAGTAACTAGGT
TTCTGAATAATCATGCCAGTTAATTAGTAGTAGTATTGATGATGCATCTTAGGTCACCAGCTGG
CACGTCCCATTCGGATAATTGCAGTGGCTGACTGGCTCTGATTAATTAATTGATGATCGATCGA
GCGCGCCATTACGCGGTGAGTGACCATGAACGAGTCTTTATCAAATTAAATAGGCCATTAGCT
AATTAACCTAATTAGATGGATATATCCATTATCCCAAACAGTATATCTCTCTCTTGATTCCTTGA
GACTTTTGAGGGTTCATAGTTCATACCTGCAACAACAACTGCGCGTAACACATACCACACGCCC
AAGTACGCCCTCCCCCTCTAAACTGAGATTTGAGGCCCAAACTAATGTTATTAGCAAGTAGCTG
ATGCTAGCCGCTCCTTGCTATAAATACATGTGCTTTGCTAGTTAGCTTTTGCACAGATCAACAC
CGGCAACCGACTAACTCTGTCTGAAGGAAGCTAAGATTATTAATCAGTGAGTAGCTAGCCATG 

 
OsASR2 
 
Sequência TIGR: LOC_Os01g73250 
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GAAAAATAATGAAATGCGTATCTAGCTAGAAACATTATAGTTGTCCAAAGACTTGTTTTAATTA
TCTCCATTTATCTAATTATTTGCTCCCACTATATAATTAATTTGGACATATAGCCTCGGTTCCTGT
TTATTTAGTCTCTGTTGGAACATATTAATTTGATCCGTGCCTTAATTAAAGGCATCATACTGTAT
TACTGTTTGCTATGCTGTGCGTTTACTTTGTTTAAGCCGGGGTCTTCATATATATGTTCAATTCA
TTAAACATTCTGAAAATTGTCGGCATGCGTGCATTATTATCATCCAGGACATGGATGAAGAAT
CTGTCGTCAGGACGCGTGTGTGGATGCTTTCCTTTTAACACTGAAGATGTGAAATTCTCTTGTC
AGAGGAAGAACAAGATGAAATGCAAATGGTGTTGCCATTTCTCGATAGAGAATAACTTTACC
GAGTGCGGCGAGGAAAGAAGATAAAAATGCTGATATGCTCCCAACTGGTGAATAATCGCATA
CCCTTTTTTAAAAAGAGAGAAAACAACGCGCACAAGAATCTTAAGAAACTACTATATATGTAT
ATCATCAACGTATGACTCTTACAATGTAGGTGAAGGATTCTTCATTGATTGGCCAATGAAGGT
GGTATAAAATGTTAGTACTAGTAGTAGGAAACCTTTGTGTGAACATCTTTTCCTTCAAATGTTG
TTTTGTACTATTTCCGTTCTTTAATAGATGATGTTGTTGAATTTTGACATAATGTTTAACAATCTA
TCTTATTATTAGTGTAAATATGTAAAGTACAAGCCATGAATTTTAGAAGTATTACTAGAAACTT
TCAAAATTTAGACCACCGAATATGAATCAAAATTCATGTTGCAGGAGAGTAGGAAAAAAAAA
GACATGTGCTTTCATCTGTGTGTGCGGCAAATATCGAACTCGTGACTCGCGATCCGAATGCTA
CTTGCGCCAGGATGGTTTTGCAACAATTGCATACTAGTTATATAAGACTTATAATGTTAATATT
CTAGTTACAATATAATTACAGTATAATTATATTTTATTTGAAAGTTATAACTTAAAAAACTTTCA
AAAGTAACATATGTACTTTTTGATGATAAAATAATTCACAGTAAATAACATTTATATAAATATTT
TGGATAAGATAAATGATCAAACATCATTTATATAATCAATGACGTTACTAAAAAAAAGTGGAG
AGTACGTAGCTGGGTTCTACATCTACTGATCCAATCGTGTCATCCAAGGGGTGGTAGCGATTC
CTGCCGTGGTGGCGCCTTTAGAGCAAGTTTATAGCCAACTACTAACTTCAATTCATCTATAACT
AATCTAATAGCTCATTTATACAATAATTACATACTACACTATTAATATCTGGTCCCACCTGTCAT
ACACACACTGTATCTTAAAGTTTGTGCTACAGCTGGCTATAAATCTGTAGCCCGCTGCTCTTCT
CTCTCCTTATTTGTCTTCTTAAAATATGTTTGCAGCTGGTTTATAGCCTACTATTGTACCTGCTCT
TAAGTTACATCAGGCCGGTGTCAATTAGGCAGGCAAGGCTTAGCTAGCTAGCTAACAAATACT
CCCTCCGTATTTTAATGTATGACGCCGTTGACTTTTCGATCAACGTTTGACTATTTGTTTTATTCA
AAATTTTTGTGCAAATATGAAAATATTAATATCATGCTTAAAGAACATTTGATGATGAATCTAG
TCACAATAAAAAAAAGACAATTACATACATTTTTTGAATAAGACGAATGGTCAAACGTTGGAT
AAAAAGTTAACGGCGTCGTACATTAAAATATGGAGATAGTACCAAAATAAGTAACTGCCAATT
ATTAACAGAGCGGCGATCATCAACAAATCGTTGTGAATTAATCCAAGCCGTCCATCTTCACCCG
TCACTGTCACTCGCCACACTATAAATAGCACCCAAATCCACCCCCACATATTCAGCAAGCAAAG
CAAAGAACTTCCCTTGCACCACCACCTGATCGGAGAAGTAGCTAGCTGCAGGAGAGAAACCG
ACCAACAATG 

 
OsASR3 
 
Sequência TIGR: LOC_Os01g72900 
 
CTGTTGAACAACGGCGCCAGCCACTCTGGCGCCCCAAAAAGGACCATTTTTAGGATAAGTTTT
TCTAGGGGTCTACTTGCGAAATAAGTTTTTCAAAAGGACCAAAATGTGAAAAATCCAGATATT
GAGATCATATTTGGTACAATTCTAGATTCAAGATTTTTGGAAGCCAGATATTCCTAGCTTTACA
AATCCACGAATCTGGATATGTGATTATATATATTGATAATATTTGAATGAATCATGTTGTTGTT
AATTACTTTAGAACAAATATAGAATTTTCAACCAATTTAATTTAACTTATAAAATCTAAATCTGG
TGTGGGTATGAGATCTAGAGCTGTGCCATACGGGATCTGAATACCCTGACAATGAGAACATA
ATATGTATTCTCTTATTTATTTTGTACATACAAACTATACTACAAGAACGAGAGCTATGCACTCA
GCGATGACAAACTAACGAACAAATAACAAGTATATACACATATATAGCACATACGATGACGAC
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GGAGAGGTATATATCTCGATGGGCTAATAATATATACACACGAGACATCAACATGCAAGATGC
TTAAAGGTAGCAATGCACGAATGGATGGGATGGATTAGTGGTGGTGGTGGGCATGGCGGCG
GTGCTTCTTGGCTTCCTTCTTCTCGTGGTGCTCGTGGAGGGCGAATCCGGCGCTGCCGACGGC
GACGGCGGCGGCGATCCCTTCCTTCATCTTGTGCGACCGCGCGTGCTCCGGGTCCTTCTTCGCC
TGCTTCTTCTCATGCTGCAGCACACCATGCATACAGATGCGTCAGATCATTAGCAGTGCTACTA
CTAATTAATTAATTAAGATCATTAGCTAGCTAGAAGCTAATTAAGTACGTAGAATCAAGAACA
CAATGTACGTATATGTACCATGGCGTATGCTCCGGCGGCGGCGGCGCCGAGCTTGGCGATCT
GCTCCATGTGCTTGTGGTGCTTCTCCTCCTTGCGATAGTCGCCGGCGTCCTTGGGCGCCGCCCC
GGCTGCTGCCATCTTCTCCTCGTTCTTGTGGTGGCCGAACATCTTGTGTACGTACGTACGGGGA
AATTTAGTTAGCTAATTAACCAGGAGATCAATCGATCGATATGTAGGCAGATTGATGATGCAG
GTGTGGTCGATGAGATGAGATGAGATTTTGGCAGGGGTTAAGATGAGTATATATAGGAGCA
GGATGGCGCGTAAATTATTAATTGCAGGAATTAGCTACTCGGCCGTACGTTAATCCGTTGAAA
TGATCTTCATTTGCTTACGCGGGCAGGGCAGCCGATTCGATCGACAGTGTGGATTGGTGGATT
AGTTGGTTGCTTCAGAGCGAATTATCCAAGAGGATCGAAGCTTACGAGGAAGGTGCATAAAA
AAACATACTAGTACTAATATTGCATTAGCTTCTTTTTTTTTTATCTCTATTGCCTGGACTCTTCAA
GTGGATTGAAGTACGTCTGAAACATCCATCACAAAAATTGACAGGTATAACTACCTGGTTGAA
ATAGCTACTGCTGGAAATTAAAGGAAATCGGCGGCTCGACGCGGTTAAGCATCCACAGAAAA
AAAAACTGATATTATTAATTAAACTGATGTATATATACAAGGGGGGAAACAAAATTGTCCCCT
TTCGTTAGAATGGATATGATGGATCGATGGCTGGGCCTGGGAGATTAAAGCACGGCCACACG
TACGTAACGTATACGTACGTACAACGTATATCTGGGCCGGCTTCCTGCTGCCTTCGTATACCCC
GGCCATACGTGTTACGTGTTGTGCGCACAAAATTTGCTTGATCGCGTTTCGCGTCTATACGATG
ATAAGCGAGCGAGAGTCAACAGAAATGCGCGTTGCTAATTCTCGTTTAATCAATCGATTGCGT
GCATGGAAAATTTCAAGTTTCAAGTTAGGAGTAATTTGCAGGCCGACATGGCCGTGTTCGATC
TTGCCCGCGTTAATTAGCAAACACTATATATAAGGACAAGCATGCAGGGCCTCTCCTTCCATCC
AACCATCACACACAGTTAGCATATCAGTAGTCGTTCACAGTTAGCATATCAGTGCATCATAAAC
TTGACCTTGGCTCGATCGTACAATCCATCACAACTAAAGATAGTGGAAATG 

 
OsASR4 
 
Sequência TIGR: LOC_Os01g72910 
 
TTTGAAAAGCGTGCGCGCAGAAAACAAGGAAGGTGAGTTGGGAACTGAATGGAAAAAAACA
CAGCTGCATGGTAGTGACGGCTTTGGTTTGGGTGCTGCATGTTTATTGGGATAATGTATGGTG
GAAACCACATGCAGCGGAAACTTGAAAGCTATCGTCGGATCGAAAAATAGAGGTATGTGTAA
AAAAATTTTCTCGTGATGACGTGAACGAATATTAGACGTTTATTTTTCGATCCAATGGTAGTTT
CTATGTTATTGTATATGTAGTTTGCAGTATATATTTTCCTCGTTTATTTGTTGCAACGTGTGTAA
TTTTTCCGAGGGCTACTAAATCATTGAGTACTGTTTTTTGCGGGAGAAGATTCTACTGCCTAAA
GTTTAGCTGTTCCTGCGCAATGGCATGAGCGCATACATTAACTGTAACACAATCAATCACATTA
TTATTAAGAAAAATAGATAGATGATGTACATGTATCCGTCGACAAAAATACAGCCGATATGCT
AGCTAAGAGTACATGCATGGTAATAATCAAATAAATAGACACACTAGTCCAGTAAGTAGTGAT
AGGGTAGGTAGCTAATGGTGATGGCCATGCTTCTTAGCTTCCTTCTTCTTGTGATGCTCGTGGA
TGGCGAGGCCGACGCTGCCGGCGGCGATGGTGGCGGCGATCTCCTCCTTCACCCTGTGCGAC
CGCGCATTCTCCGGTTCCTTCTTCGCCTTGTGCTTCTCGTGCTGCACCCACACACGCATCATCAA
ATCACAAGTTAAGAAACTGACATTGGGATGCATGCATCAAAAGCACACCAACATGTACAATTC
ATGGATGCACTTAGGATCGATCTTTAGTTGAAAATGGTAAGTACCATGGCGTATGCTCCGGCG
GCGACGGCGCCGAGCTTGGCAAGCTGCTCCATGTGCTTGTGGTGCTTCTCCTCCTTGCGGTGG
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TCGCCGCCGGCCGCCGCCGCGGCCTTGTCGTCGTTCTTGTGGTGGTGCCCCATTTCCACTATCT
TTAGTTGTGATGGATTGTACGATCGAGCCAAGGTCAAGTTTATGATGCACTGATATGCTAACT
GTGAACGACTACTGATATGCTAACTGTGTGTGATGGTTGGATGGAAGGAGAGGCCCTGCATG
CTTGTCCTTATATATAGTGTTTGCTAATTAACGCGGGCAAGATCGAACACGGCCATGTCGGCCT
GCAAATTACTCCTAACTTGAAACTTGAAATTTTCCATGCACGCAATCGATTGATTAAACGAGAA
TTAGCAACGCGCATTTCTGTTGACTCTCGCTCGCTTATCATCGTATAGACGCGAAACGCGATCA
AGCAAATTTTGTGCGCACAACACGTAACACGTATGGCCGGGGTATACGAAGGCAGCAGGAAG
CCGGCCCAGATATACGTTGTACGTACGTATACGTTACGTACGTGTGGCCGTGCTTTAATCTCCC
AGGCCCAGCCATCGATCCATCATATCCATTCTAACGAAAGGGGACAATTTTGTTTCCCCCCTTG
TATATATACATCAGTTTAATTAATAATATCAGTTTTTTTTTCTGTGGATGCTTAACCGCGTCGAG
CCGCCGATTTCCTTTAATTTCCAGCAGTAGCTATTTCAACCAGGTAGTTATACCTGTCAATTTTT
GTGATGGATGTTTCAGACGTACTTCAATCCACTTGAAGAGTCCAGGCAATAGAGATAAAAAAA
AAAGAAGCTAATGCAATATTAGTACTAGTATGTTTTTTTATGCACCTTCCTCGTAAGCTTCGATC
CTCTTGGATAATTCGCTCTGAAGCAACCAACTAATCCACCAATCCACACTGTCGATCGAATCGG
CTGCCCTGCCCGCGTAAGCAAATGAAGATCATTTCAACGGATTAACGTACGGCCGAGTAGCTA
ATTCCTGCAATTAATAATTTACGCGCCATCCTGCTCCTATATATACTCATCTTAACCCCTGCCAA
AATCTCATCTCATCTCATCGACCACACCTGCATCATCAATCTGCCTACATATCGATCGATTGATC
TCCTGGTTAATTAGCTAACTAAATTTCCCCGTACGTACGTACACAAGATG 

 
OsASR5 
 
Sequência TIGR: LOC_Os11g06720 (Sequências de anelamento dos oligonucleotídeos 
iniciadores utilizados para amplificação da região promotora estão destacadas.) 
 
CTTATATGTAGGACATACTTGCAATATCCTTCTTGCCCGATTACACTTGTAAAACCATAAAATTC
ATTGTTAGTGGATATATATTAGGAATAATCCGCAGTCCAAAACATATGAGTGTAGCAAAATGC
TACTTGAAACTTAGTGCCATAATTTAGAGTCGAACGTAGCTCAACTAGTCATGTTTTCTTTGAT
GGAACAACCTATCCGAGTTCAAGTCCTATACTTAGATATAGGTGCACATATTTACGACTAATTA
TTCTTTCAGTGGTAGACGATGAACTTGTCGATAACGAGACGTTCACAGGGACTTTGTCAATAT
CAAGATATGTCCATTTAGTCTTCTTGATGTGCCCACAAGGGATAGGATAAGCGCGTGTGTTTG
TAAGAAACACTAGTTCATTTGATAAGCTTGTATTTTGCACTCTTGCATCCTGATAGTCCCAAAC
ATAAGAATAGGGTGTTACGCAAATGAACGGGCCAAATCTCTGCTCATCACAAGGTGATTCATG
TGTTCCGATCCAGGGTGCGGGACATGCGCATGTTGGAGAAGATGGATATGTTTACAATAACA
AAAAAAAACTATCTAACCCCATGCAGGTTATCTTCATATATTCCAGTTAGTTCCATTCTTAGTCC
TTACTGATACTATATGTTGTGAAGCTACACCGTTGGAATCAGCAGGGATCTTTTGTTCTACTTT
GGATGGTATAGCTCCTATATAATATAGTTAGTATAGATTATATGTGTTTTCTAGTTGATATTTCA
GTTGGGTGTTATCAGGAGGGAGATGCGGTTTATTCCATAAACTTAGGGCCCCTTTGTGAAGCA
AAGGTTTAAGAAAATAGAGGAATATGAAAAACATGATTCTGATATGAATTCTACTACAAAACA
GATGATTGTAAAATATAGGAAAAATATATAAATGATTGTTTGATTGAATCACGGAAAAAATGT
AGGAATTAGATGAGAGGGATAGACTCATAGGAAACTTTCCATGAGGTTAGACCTCATGTTAA
AAATCCTTCAAAACTTATATGGATTAAGACATTTCTTATTAGAAAGTTTTCAATCCATGGTTTCA
AAGGGCTGTATAGAAAAAAAAACCTACAAAATAAAAATGCTACAAAATTCCAATAATACTTTT
CCTTCAAATCAAAGGAGGTCATAAGTTTCTTATTTATTGTATGCCTATGGCAGAGATCGTAGAG
ATAAACAATTTTCATTATTGGAAAGAAAATGCTTAATTAGTTGAGCTGCTACCTTCGACTTCGC
GCGGCTTTATCCGGTGCGGATTCGATCCTCGTTCACGCAAACAAATATCCCGTCCCGGTTCATC
CGCACACGCTCTATCAGCGACTTGCACTACACTACTCATCTGCCGACACAAGACAAAAAAACC
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CATGTGGGGCCCACATCAACCCAAGTAGTGTAGTGGTCGGTGGGCCTGCACACCGTCCATTGT
CCGCTCGCGGCGTACGTGTACGTGGATCGGTGGTACTACGTCTCCATCGATACATTTTTTATTT
TTGCCCAATGCCCATCTCTCTCTCTCAGGACGAATTAATCAATAATAATAATGCAGATGGCCAT
TTCCTTTCATGATTATATATATTGTTCTCTCCGTTCTAAAATATAAGCATTTTTAGTATAGTACCA
AATCAATCATTTTTAACATTAATTATTAATAGAAAAAAATAAAAAAAGATCAACCATGTAAAAT
TAATATTATTAGATTTTATCATTAATTAAACTATTATAATATGTAACTCTTTTTATTTAAAACATT
TTATTTTTATAGATATGGTTAGTTAAAGTAGCATCTTAAAGACTACGTGAAAATCTAAAAATGA
TTATATTTTGGAACGAAGAGATTATTAATTAATCCAAGTTAACACCGGATTAGTTACTACTCCA
GTAAGCTAGCTTTACGCCTACGGTTACTTTAGCTCTTTAACGGTGGCCTCCGCCTATAAAAGCA
GGCCAGTAGGACGCCAATAAGCAAGCAAGCAAAGCCACATCTTATTGTCACTTCCATCTCATT
CTCCTAATTGTCATCACTAGCTTCTAGCTAGCTTAATTAATTAATTAGCCATG 

 
OsASR6 
 
Sequência TIGR: LOC_Os04g34600 
 
GTACGGCTAACGTGTATAAGGTTCTGAAATCATTGTTCGAAGAAGGATTATATCTCCTTAAGG
GGCGTGGTCGACTAATCACAGATTTTATGCTGATAGGTAAACTTTGGTAATAAGCTAGCAACT
GCGGCGATGACTTGTAGGCTAACGTGCATGAATACGTGATATGAGAATGTGACTTGCTTTGTA
GCTCTTACTATCAGCTAAACTGGAAACTAGAGAAGCAAATTTGTGTAACTTTGTTTGATCACTT
TATGGTCACGGACCAATAGCCACTGAACATCTGCAACAGGGTAAAAAAATTGTGCAGAAGGA
GTATATAATTGCATATTTACCGGTAGGGATTCATGCAGGGTTCTGTAGGAAGTACCAGTAAAT
TAAACCTTTTCATCACCTATATATCAAGCACTGTGAAGTATAAAGATTTTTTTTTTCATGATGAG
GTGTTGTGGTAGGGAATATAGTACGGCTAATTATTCTTTAATAGTAAATGATGTACCCGTTATC
AGTAAGACATCTATCATGACTTTATAAAACTTAAGATATATATATGCCGACCTAGCATTCGAAA
GTGCTTATGTATGTATTTATAGGAATGAGTGTGTGTGTTTATATGAGTGTTGCATCCAATTTGG
AACCATGCCATTGTAATTTTGCAAAGTTTGAGATATGCCATCGGTATCTCAATGACATGTAGGA
CCCACATGAGTCAATGACATGTGGGTCAGGATGGCATATCTTAAATTTTGCAAAATTATAGGT
ATGGTTCCAATTTTTCCCGTAGTGTGTGTGTGTGTGATTTTTTTTTTAAAAAAAAACAGAGGGG
TGAGTCTTGAGAGAGGAAGTCGGTCTCATCAGAGTACTCTGCACGTCCTGAAGAATGTGCTCA
ATCTTTAACAGTGGTGAAAAAAAAAAGTCTATTTATCTCCTCTGCAGAGACGGCAAAATTGCG
TTGAATAGGATGCATGGCCATCACCTAATTACCCATCTTTGCACTTCTATATATAATATATGCAA
CTGTTTCCTTGGATATATAGAGAGAGATTACTGTAATCCATGATCCGATGCGATCATGCATGTT
GCCAAGGAAGCCAATTAAGCTAACTCTGAACAAATATCTCCACTAACACACTGGTAGAGTAGT
ATATCTGTCATCTCAGCATCTGGTTGCGAATGTTCATTGGCTCAAATCAGTCGTGTGAAATGCC
TGATTTTGTCGTAGAAAACAATATTCCCTGACTCACTCAACATTATGTATGCAGATTTTGTTCTA
CTCTGTCCCACACTTTGTGGCCTCATGGCATCAAGAGCAAGTAATCTCCTTGATGCTGAGAATA
AACCCCATCCAATAATATTATTTGTGGTCCAACCAAATGACACCGACATACAACTAAGAACTAT
ATCTAATTCCTGTTTGCAAAAATATCAAGGTGTTAGACTGATTAATTGCCAGTAATTTGATTTC
AACCTTACGTGTACACCATATTAGCCACAATAACCCAACGCTACCTGTGAAGCCATATTTGCAT
CATCGTTCCACTTATACTTATTCGAGCTACTTATTAAAAATTTAAAATAATTTATTAAAAAATGT
TGTAAAATAAACTGTGGTAAAAGAACTACTCCCTTCATCCCTAAATATAAGTGATTTTGGTTGG
ATGTGACATATCCTAGTACAATGAATCCAGACAGACTCTATATCTAGATTCATTATATTAGCAT
GTTTAGAGACGAAGAGAGTACTAAATTAACTTAAAGTTAAGTTTTAAGATATTACATTTAGTTT
ATAAGCATAAGCATATACTACAAAACAATAATTAGCTTTGATCAGCTTGCTCCCTGCTATAAAT
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ACTTCACGTTGCTGTGTTCATAGAAACACGGTGCAAAGTGTGCAGCGAACTCGATAAACATTA
AACAAGCTGTGTGAACTTCTTTTTTCGTGACAAGTTTAATTCTTTCTCGATCGATCGTCGTGATG 

 
 

Anexo 2 – Mapa do vetor pHGWFS7 
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Anexo 3 – Meios de cultura para a obtenção e transformação de calos 
embriogênicos de arroz e regeneração e cultivo de plantas de arroz (Oryza sativa L. 
subespécie Japonica cultivar Nipponbare) 
 
 

 Componentes Concentração (mg/L) 
Macronutrientes N6 (NH4)2SO4 460 

KNO3 2.830 
KH2PO4 400 

MgSO4.7H2O 190 
CaCl2.2H2O 170 

Micronutrientes N6 MnSO4.H2O 3,3 
ZnSO4.7H2O 1,5 

H3BO3 1,6 
KI 0,8 

Fe-EDTA FeSO4.7H2O 27,8 
Na2EDTA 37,2 

Vitaminas N6 Glicina 0,2 
Tiamina 0,1 

Piridoxina 0,05 
Ácido nicotínico 0,05 

 Mio-inositol 100 
Aminoácidos Caseína hidrolisada 300 

L-Prolina 3.000 
Açúcar Sacarose 30.000 
Hormônio 2,4-D 2 
 pH 5,8 
Gelificante Fitagel 3.500 

 
Anexo 3.1. Meio de cultura para indução de calos em sementes de arroz (Oryza sativa 
L. subespécie Japonica cultivar Nipponbare): meio N6D 
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 Componentes Concentração (mg/L) 
Macronutrientes N6 (NH4)2SO4 460 

KNO3 2.830 
KH2PO4 400 

MgSO4.7H2O 190 
CaCl2.2H2O 170 

Micronutrientes B5 MnSO4.H2O 7,6 
Na2MoO4.2H2O 0,25 

H3BO3 3 
ZnSO4.7H2O 2 
CuSO4.5H2O 0,039 
CoCl2.6H2O 0,025 

KI 0,75 
Fe-EDTA FeSO4.7H2O 27,8 

Na2EDTA 37,2 
Vitaminas B5 Tiamina 10 

Piridoxina 1 
Ácido nicotínico 1 

Mio-inositol 100 
Aminoácidos Caseína hidrolisada 300 

Glutamina 500 
L-Prolina 500 

Açúcar Sacarose 30.000 
 pH 5,8 

 
Anexo 3.2. Meio de cultura de tecidos de arroz (Oryza sativa L. subespécie Japonica 
cultivar Nipponbare): meio de proliferação de calos NB sólido 
 
 

 Componentes Concentração (mg/L) 
 MS (Invitrogen) 4.300 
Vitaminas B5 Tiamina 10 

Piridoxina 1 
Ácido nicotínico 1 

Mio-inositol 100 
Açúcar Sacarose 30.000 
 pH 5,8 
Gelificante Fitagel 2.500 

 
Anexo 3.3. Meio de Murashige e Skoog (MS) para cultura de plântulas de arroz (meio 
de cultura universal para o cultivo in vitro de tecidos vegetais) 
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 HTC NBA Pré-regeneração Regeneração MS 
Meio NB NB NB NB MS 
2,4-D 2 mg/L 2 mg/L - - - 
Fitagel 3 g/L 3 g/L 4,5 g/L 4,5 g/L 2,5 g/L 
Higromicina 50 mg/L - - - 50 mg/L 
Timentina 150 mg/L - - - - 
Cefotaxima 200 mg/L - - - - 
Aceto-
seringona 

- 19,62 
mg/L 

- - - 

BAP - - 2 mg/L 3 mg/L - 
ANA - - 1 mg/L 0,5 mg/L - 
ABA - - 5 mg/L - - 

 
Anexo 3.4. Meios de cultura de tecidos de arroz (Oryza sativa L. subespécie Japonica 
cultivar Nipponbare) 
 
 

 Componentes Concentração 
Macronutrientes KCl 0,1 mM 

KH2PO4 0,1 mM 
K2SO4 0,7 mM 

Ca(NO3)2.4H2O 2 mM 
MgSO4.7H2O 0,5 mM 

Micronutrientes MnSO4.H2O 0,5 µM 
Na2MoO4.2H2O 0,01 µM 

H3BO3 10 µM 
ZnSO4.7H2O 0,5 µM 
CuSO4.5H2O 0,2 µM 

Fe-EDTA FeSO4.7H2O 100 µM 
Na2EDTA 100 µM 

 pH 4,5 
 
Anexo 3.5. Solução nutritiva hidropônica para plantas de arroz (Oryza sativa L. 
subespécie Japonica cultivar Nipponbare) 


