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RESUMO

Compostos bioativos presentes em vegetais e frutas sao fatores de regulacdo da
expressao de genes humanos. Dentre os compostos bioativos, os antioxidantes
desempenham importante funcdo na promocdo da saude, e grande parte da
atividade antioxidante de frutas é proporcionada por flavondides. Flavondides sao
compostos que desempenham importante funcdo nas relagcdes entre vegetais e o
ambiente. Estdo envolvidos nos mecanismos de defesa da planta contra condi¢des
nao favoraveis ao seu desenvolvimento, como em estresses abibticos. Entre os
diversos antioxidantes encontrados em plantas, glutationa é fortemente relacionado
a tolerancia a estresses abibticos. O 6xido nitrico (NO) & uma molécula diretamente
envolvida no processo de adaptacao ambiental de plantas, e tem sido descrita como
um importante elemento sinalizador. As atividades bioldgicas do NO sdo inUmeras e
complexas, estando inclusive envolvido na regulacdo da rota de sintese de
flavonodides. Visando um melhor entendimento do mecanismo molecular de acao de
NO em plantas, este trabalho teve como objetivo: utilizar milho (Zea mays) como
modelo para verificar a influéncia de doadores ou indutores de NO na expressao de
actina e de cinco genes envolvidos na sintese de glutationa ou de flavondides e
também clonar um cDNA de um fator de transcrigdo MYB de Araucaria angustifolia.
Em relacdo ao primeiro objetivo, folhas de milho foram tratadas por 12 h com doador
de NO (nitroprussiato de sodio, SNP) ou indutor de NO (apocinina) e a expressao do
gene de actina (act) e de genes envolvidos na sintese de flavondides (chs, pal.1, P1)
ou glutationa (y-ecs, gsh-s) foram quantificados por PCR em tempo real. Verificou-se
que os niveis de transcritos de y-ecs e gsh-s aumentaram 9,5 e 12,4 vezes sob
tratamento com SNP, respectivamente, enquanto, apds tratamento com apocinina,
os transcritos y-ecs e gsh-s apresentaram valores de 0,7 e 3,5 vezes. Folhas
tratadas com SNP ndo apresentaram mudancas significativas de expressdao em
pal. 1. Transcritos de chs e P1 apresentaram pequeno aumento na expressao (1,5 e
3 vezes, respectivamente) quando as folhas foram tratadas com SNP. Nossos
resultados mostraram que a sintese de glutationa pode ser modulada por NO
exégeno em folhas de milho. Em relacdo ao segundo objetivo, o RNA total de
linhagens celulares, embrides zigbticos e plantulas de A. angustifolia foi extraido e
sintetizado um cDNA para insercdo em vetores de clonagem e seqglenciamento.
Utilizaram-se iniciadores degenerados desenhados a partir de regides altamente
conservadas de fatores de transcricdo MYB de diferentes espécies de embridfitas.
Para os fragmentos amplificados a parti dos cultivos de plantas que foram clonados
e sequenciados, verificou-se alta homologia com RNA ribossomal de varias espécies
de coniferas, grupo em que se encontra o género Araucaria.

Palavras-chave: Oxido nitrico, expressdo génica, fator de transcricio MYB, Zea
mays, Araucaria angustifolia.
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ABSTRACT

Bioactive compounds present in vegetables and fruits are involved in gene
regulation. Among the bioactive compounds, antioxidants play important role
promoting health, and most antioxidant activities from fruits are provided by
flavonoids. Flavonoids have significant magnitude implicated in relations between
plants and environment. They are involved in plant defense mechanism against non
favorable conditions to its development such as abiotic stresses. Among diverse
antioxidant compounds found in plants, glutathione is strongly related to tolerance to
abiotic stress. Nitric oxide (NO) is a diffusible molecule directly involved in
environmental adaptation in plants, and it has been described as a critical signaling
element. Biological activities of NO are innumerous and complex, and it is involved in
flavonoid biosynthesis pathway regulation. In order to clarify molecular mechanism of
NO action in plants, the aim of the present work was: to use maize (Zea mays) as
model to verify the influence of NO donors or inducers in expression of actin gene
and five genes involved in glutathione or flavonoid synthesis and also to clone a
cDNA of a transcription factor R2R3-MYB in Araucaria angustifolia. For the first
objective, maize leaves were treated for 12 h with a NO donor (sodium nitroprusside,
SNP) or NO inducer (apocynin); and expression of genes of actin (act), involved in
flavonoid synthesis (chs, pal.1, P1) or glutathione synthesis (y-ecs, gsh-s) were
quantified by real-time PCR. The level of y-ecs and gsh-s transcripts were increased
9.5-fold and 12.4-fold following SNP treatment, respectively, while after apocynin
treatment y-ecs and gsh-s transcripts were 0.7-fold and 3.5-fold. SNP-treated maize
leaves did not show significant changes in pal. 1. Expression of chs and P1 presented
little increase (1.5-fold and 3-fold, respectively) when leaves were treated with SNP.
Our results have shown that glutathione synthesis could be modulated by exogenous
nitric oxide in maize leaves. For the second objective, total RNA from cell lineages,
zygotic embryos and seedlings of A. angustifolia was extracted and cDNA
synthesized to insertion in cloning vectors and sequencing. Degenerated primers
designed from highly conserved regions of MYB transcription factors from different
embryophytes were used. The amplified fragments that were cloned and sequenced
presented high homology with ribosomal RNA from different conifers, a division that
includes Araucaria gender.

Key words: nitric oxide, gene expression, MYB transcription factor, Zea mays,
Araucaria angustifolia.
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INTRODUCAO

Compostos bioativos presentes em vegetais e frutas sao fatores de
regulacdo da expressdo de genes humanos. Dentre os compostos bioativos, os
antioxidantes desempenham importante funcdo na promoc¢édo da saude, e grande
parte da atividade antioxidante de frutas é proporcionada por flavondides.
Flavondides sdao compostos que desempenham importante funcdo nas relacoes
entre vegetais e o ambiente. Estdo envolvidos nos mecanismos de defesa da planta
contra condigbes ndo favoraveis ao seu desenvolvimento, como em estresses
abidticos. Entre os diversos antioxidantes encontrados em plantas, glutationa é
fortemente relacionado a tolerancia a estresses abiobticos.

As plantas s&o organismos multicelulares capazes de adaptar-se a
diferentes condicbes ambientais para que seus elementos estruturais como raizes,
folhas e flores sejam mantidos intactos ou com o menor dano possivel mesmo em
eventuais circunstancias desfavoraveis que possam prejudicar seu desenvolvimento.
O oxido nitrico (NO) é uma molécula diretamente envolvida nesse processo de
adaptagdo ambiental, e tem sido descrita como um importante elemento sinalizador
tanto em animais como em plantas. As atividades biologicas do NO sao inUmeras e
complexas.

A acao do NO pode ser direta, pela reacdo com moléculas efetoras, ou
indireta, modificando o estado redox da célula (LAMATTINA et al., 2003;
CRAWFORD, 2006). A nitrosilacdo de proteinas em cisteinas especificas surgiu
como um mecanismo primario de acao de NO (HESS et al.,, 2005). SERPA e
colaboradores (2007) demonstraram que o NO modifica a ligacdo ao DNA do fator
de transcricdo MYB2 de Arabidopsis thaliana. Este foi o primeiro trabalho que
demonstrou a regulacdo de um fator de transcricao de plantas por S-nitrosilacao.

Fatores de transcricdo da familia MYB tém sido descritos como reguladores
da expressdao de diversos genes, sendo largamente encontrados em diferentes
espécies vegetais (STRACKE; WERBER; WEISSHAAR, 2001). Eles estéao
envolvidos na rota metabdlica de sintese de flavonéides (LEPINIEC et al., 2006), e
tém envolvimento direto no sistema de defesa de plantas ao ataque de patégenos
ou outras condicdes de estresse (WINKEL-SHIRLEY, 2002).
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O ramo da via de fenilpropandéides que produz pigmentos flavondides em
plantas € um excelente modelo para estudo de regulacéo transcripcional. Os genes
de sintese de flavondides sado regulados durante desenvolvimento e em resposta a
varios estresses bidticos e abibticos por uma combinacao de fatores de transcrigao.
Estes reguladores transcripcionais incluem membros das familias MYB e bHLH
(GONZALES et al., 2008).

Os flavonoides, derivados de fenilpropandides, sao metabdlitos secundarios
aromaticos que desempenham diversas e importantes fungdes biolégicas, entre
elas, absorcao de UV, resposta ao ataque de patdgenos, baixas temperaturas e
deficiéncia de nutrientes (LEA et al., 2007). A biossintese de flavondides ¢é iniciada
por uma etapa enzimatica catalisada pela chalcona sintase (CHS) e fenilalanina
aménia liase (PAL), que é a primeira enzima da rota biossintética dos
fenilpropandides. NO causou rapida inducao de transcritos de chs e pal em extratos
celulares de soja (DELLEDONE et al., 1998). Alem disso, NO exdgeno aumentou a
atividade de PAL em folhas de tabaco (DURNER; WENDEHENNE; KLESSIG, 1998)
e em calos de Ginkgo biloba (HAO; SUN; CAI, 2009)

O tripeptideo glutationa (GSH) é o composto tidlico de baixo peso molecular
mais abundante nas células vegetais. GSH é um importante tampéao redox,
sintetizado por y-glutamilcisteina sintetase (y-ECS) e glutationa sintetase (GSH-S).

Araucaria angustifolia € a Unica espécie de pinheiro nativa tipica da Regiao
Sul do Brasil. Devido a sua extensa exploracao nas ultimas décadas, encontra-se
ameagada de extincdo (GUERRA, 2002). Pesquisas tém sido realizadas visando o
melhoramento e desenvolvimento da espécie, porém estudos a nivel molecular
ainda sdo escassos, e eles tornariam possivel melhor entendimento da expressao
de genes que regulam funcdes vitais para as plantas, como seu mecanismo de
resposta hipersensitiva (DANIEL et al., 1999). A embriogénese somatica de
araucaria é estudada como uma alternativa para sua propagacao (SILVEIRA et al.,
2002; 2006). O conhecimento de eventos bioquimicos e morfoldgicos que ocorrem
durante o desenvolvimento inicial do embrido somatico é fundamental para
aumentar a eficiéncia dos protocolos de embriogénese de araucaria. SILVEIRA e
colaboradores (2006) observaram que o tratamento de células embrionarias de
araucaria com putrescina (PUT) levou ao aumento da liberacdo de NO e
propuseram que a sintese de NO esta relacionada a manutengéao da polaridade do

embrido somatico de araucaria.
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Visando um melhor entendimento do mecanismo molecular de acdo de NO
em plantas, este trabalho teve como objetivos: utilizar milho (Zea mays) como
modelo para verificar a influéncia de doadores ou indutores de NO na expressao de
actina e de cinco genes envolvidos na sintese de glutationa ou de flavonodides, e
também clonar um cDNA responsavel pela codificagdo de um fator de transcricao
R2R3-MYB de Araucaria angustifolia. Este trabalho conta com o financiamento
FINEP GENOPROT 2007, projeto “S-Nitrosilacao de fatores de transcricdo e morte
celular programada” coordenado pela Prof2 Ana Carolina Maisonnave Arisi.
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CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Antioxidantes vegetais na alimentacao humana

Considerando a importancia emergente da nutricdo no desenvolvimento de
doencas crbnicas, é necessario desenvolver alimentos ndo apenas seguros, mas
também que contribuam para a manutencao da saude e que possam prevenir 0
desenvolvimento de doengas especificas. O papel da dieta estda bem estabelecido
no risco de incidéncia de doencas como cancer, arterioesclerose, diabetes,
obesidade e doencas cardiovasculares (EVANS et al.,, 2006). A consisténcia de
dados epidemiolégicos e experimentais indicando os efeitos benéficos levou
organizacbes governamentais de diversos paises a aconselhar o aumento no
consumo de vegetais e frutas.

Compostos bioativos presentes nos vegetais e frutas sao fatores efetivos de
regulacdo da expressdo de genes humanos, tais como, vitaminas (tocoferol, folato,
biotina), minerais (zinco) e fitoquimicos (flavonas, catequinas). Entre estes
compostos bioativos, os antioxidantes causam efeitos benéficos sobre a promocéao
de saude pela reducdo da inflamacdo que acompanha muitas doencgas cronicas.
Inicialmente, as investigagdes em antioxidantes estavam focadas em vitaminas e
carotendides, entretanto, esclareceu-se que grande parte da atividade antioxidante
de frutas é proporcionada por flavonéides (D’AMICO; PERROTA, 2005). Por um
lado, a nutrigenémica tem esclarecido o papel dos compostos fendlicos em doencas
cronicas (RIST et al., 2006); de outro, a fisiologia e a biologia molecular vegetal tem
estabelecido as rotas metabdlicas e a regulacdo da expressdo génica destes
compostos em vegetais (LEPINIEC et al., 2006).

Os antioxidantes de baixo peso molecular, como ascorbato, glutationa e
tocoferdis, sdo tampdes redox, que interagem com numerosos componentes
celulares (ARISI et al., 1997; NOCTOR et al., 1998). Os flavonéides sao metabdlitos
secundarios aromaticos que desempenham diversas e importantes funcdes
biologicas (LEA et al., 2007). Mais de 6000 diferentes flavondides ja foram relatados
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e subdivididos em diferentes classes incluindo flavondis, flavandis, flavonas e
antocianinas, de acordo com o grau de oxidacado do anel aromatico (SCHIJLEN et
al., 2004).

1.2 Oxido nitrico

O NO é uma espécie reativa de nitrogénio, um gas altamente reativo,
lipossoluvel, instavel e difusivel, e apresenta grande versatilidade, esta envolvido em
numerosos processos fisiolégicos em espécies distantes filogeneticamente (GOW;
ISCHIROPOULQOS, 2001). Foi inicialmente descrito como um composto téxico,
porém ja é reconhecido como uma importante molécula sinalizadora e efetora
envolvida tanto na fisiologia celular de plantas como de animais. Em mamiferos
desempenha fungées como vasodilatagdo, neurotransmissao e resposta imune. Em
comparagdo com estudos em animais, o conhecimento sobre as fungdes bioldgicas
do NO em plantas estdo comecando a ser elucidadas (NEIL et al, 2007).

A producao de NO em mamiferos pode ser explicada por dois mecanismos
diferentes: através da acdo de uma nitrato redutase (NR), que, apds fazer a reducao
do nitrato a nitrito, pode reduzir o nitrito a NO, na presenca de NADPH (ROCKEL et
al., 2002) ou pela via da éxido nitrico sintase (NOS), em que ha a conversao de L-
arginina na presenca de oxigénio em citrulina e NO (DELLEDONNE et al., 1998;
DURNER; WENDEHENNE; KLESSIG, 1998; WEICHSEL et al., 2005). A natureza
quimérica do NO permite que se esta molécula se apresente sob trés formas
diferentes: radical NO® ou sob uma das formas ionizadas NO" ou NO'. A formacéo
de NO em plantas, no entanto, ainda ndo foi completamente elucidada, tendo sido
sugerido um mecanismo similar através da NR, enzima que possibilitou uma primeira
abordagem conhecida para sintetizar NO em vegetais. Foi identificada uma proteina
com pouca similaridade a NOS de animais, porém que possui propriedades
bioquimicas semelhantes (CRAWFORD, 2006).

Uma importante reacao bioldégica mediada por NO é a S-nitrosilagdo, um
mecanismo de regulacao pds-traducional das proteinas que envolve a conversado de

grupamentos tidlicos, como residuos de cisteina, para formagado de S-nitrosotibis
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(HESS et al., 2005). A S-nitrosilagao de proteinas € um importante mecanismo na
regulacdo de fatores de transcricdo, podendo explicar a influéncia do NO na
expressao de genes com diferentes funcdes fisioldgicas (GRUN et al., 2006).

SERPA e colaboradores (2007) demonstraram que o NO modifica a
atividade de ligacdo ao DNA do fator de tanscricao MYB2 de A. thaliana. Mais
precisamente, a S-nitrosilacdo de Cys53 inibiu a ligacdo ao DNA de AMMYB2,
estabelecendo assim uma relagdo entre o estado redox e a ligacdo ao DNA de um
fator de transcricdio MYB de plantas, demonstrando a regulacdo de um fator de
transcricdo de plantas por S-nitrosilagéo.

O interesse no NO como potente regulador endégeno do crescimento,
desenvolvimento e resisténcia a patégenos em plantas cresceu exponencialmente
nos ultimos anos (NEIL et al., 2007). Estudos sobre NO tém sugerido que esta
molécula estaria envolvida no mecanismo de respostas adaptativas a condicdes
adversas. Foi mostrado que o NO tem potente capacidade antioxidante em plantas,
dando protecdo contra danos causados por herbicidas (BELIGNI; LAMATTINA,
1999). Também estaria envolvido na rota de sinalizagdo de acido abscissico (ABA),
horménio envolvido na resposta a condigdes extremas em plantas (GARCIA-MATA,;
LAMATTINA, 2002).

Mecanismos complexos de defesa das plantas ao ataque de patégenos ja
foram estudados. Eles s&o influenciados por diversos fatores que envolvem a
resposta hipersensitiva, que é a rapida morte das células em contato direto ou
proximas ao patégeno. A resposta hipersensitiva induz o confinamento do organismo
invasor impedindo que ele se alastre a partir do sitio de infeccdo, consistindo em
uma forma de morte celular programada (VAILLEAU et al., 2002). Durante o
estresse oxidativo que precede a resposta hipersensitiva observa-se um acumulo
correlacionado de NO e espécies reativas de oxigénio (ROS) como H,O, ou O
(DELLEDONE et al., 1998; GRUN et al., 2006). Apesar de NO sozinho ndo ser
suficiente para indugdo da morte celular, ele influencia na expressdo de genes
envolvidos nesse processo, como Pr-1 e pal, em folhas de tabaco (DURNER,;
WENDEHENNE; KLESSIG, 1998) e pal e chs em soja (DELLEDONE et al., 1998). O
tratamento de folhas de A. thaliana com NO mostrou influéncia na atividade
transcripcional de um amplo grupo de genes (POLVERARI et al., 20083).

Devido ao grande numero de possiveis mecanismos de acdo do NO, uma

clara representacdo de seu envolvimento em diversos processos fisioldégicos ainda
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esta longe de ser atingido. A influéncia do NO também no teor de etileno presente
em diversas plantas tem sido estudada. O etileno tem importante papel na
maturacao e senescéncia de tecidos de plantas, estando envolvido na germinacao,
na resposta ao estresse e no amadurecimento dos frutos (LAMATTINA, 2003). A
aplicacao exogena de NO aumentou a disponibilidade pés-colheita de cultivares
frescos pela inibicdo da producado de etileno (LESHEM; WILLS; KU, 1998),
demonstrando o efeito antagbnico desses gases. Também foi verificado um maior
teor de NO e baixa concentragcdo de etileno em frutos verdes, e ao longo do
amadurecimento observou-se decréscimo de NO e aumento de etileno (LESHEM,;
PINCHASQV, 2002).

Muitas informacdes a respeito das fungdes exercidas por NO nas plantas
provém de pesquisas com enfoque farmacolégico usando doadores, sequestradores
ou inibidores de NO, que pode tornar dificil a distincdo entre o efeito fisiolégico ou
influenciado pelo tratamento quimico nas respostas metabdlicas dos individuos
(ARASIMOWICZ; FLORYSZAK-WIECZOREK, 2007). Por isso a aplicacao de NO
sob diversas formas possiveis deve ser avaliada a fim de se permitir a
reprodutibilidade das respostas metabdlicas induzidas pelos doadores
(FLORYSZAK-WIECZOREK et al., 2006).

1.3 Doadores exogenos de NO e indutores de NO

Devido a alta instabilidade desta molécula, existe uma crescente busca por
compostos que sejam capazes de gerar NO in situ, como doadores de NO. Todos os
compostos que possuem a ligacao nitrogénio-oxigénio sao capazes de se decompor,
serem oxidados ou reduzidos produzindo espécies reativas de nitrogénio. Por causa
da grande diversidade estrutural destes compostos, muitos sdo os mecanismos
possiveis de geracado de NO (WANG et al., 2002).

Embora a disponibilidade de NO endégeno seja verificada em diversos
sistemas, uma maior concentracdo pode ser gerada pela acdo de doadores
exégenos. Altos niveis de NO sao atingidos pela aplicacao de nitrito sob condicdes
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anaerébias (ROCKEL et al., 2002) ou pela desregulacao de NR através de mutacdes
no sitio de fosforilagdo da enzima (LEA et al., 2007).

Alguns compostos sao reconhecidamente efetivos doadores de NO. Este
composto é um eficaz ligante a ions metalicos, sendo que seus principais alvos de
ligacdo sob condicbes bioldgicas regulatérias sdo os centros metélicos.
Inversamente, compostos metalicos nitrosilados podem atuar como doadores de NO
(WANG, 2002). Nitroprussiato de sodio (SNP, Figura 1.1) é identificado como um
eficaz doador de NO (FLORYSZAK-WIECZOREK et al., 2006), capaz de liberar essa
molécula quando induzido por luz (WANG et al., 2002).
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Figura 1.1: Férmula estrutural de nitroprussiato de sédio (SNP). Fonte:
Sigma-Aldrich.

SNP, doador do ion NO™, apresentou efeito diferente de SNAP, GSNO ou
NOC-18, que sdo doadores do radical NO®. Culturas celulares de Arabidopsis
tratadas com SNP tiveram aumento no acumulo de transcritos de ferritina, uma
importante proteina para a homeostase de ferro, enquanto os outros doadores
inibiram esses genes (MURGIA et al., 2004a). Um dos produtos de degradacao de
SNP ¢ o ferricianeto de potassio (FeCN), que difere desta molécula pela presenca
de uma ligagdo CN (Figura 1.2)
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Figura 1.2: Férmula estrutural de ferricianeto de potassio (FeCN). Fonte:
Sigma-Aldrich.
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Outro importante indutor de NO é apocinina (4-hidroxi-3-metoxiacetofenona;
acetovanilona; Figura 1.3), um catecol metoxi-substituido que estabiliza o NO em
células endotélicas (STEFFEN, 2007; RIGANTI et al., 2008).
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Figura 1.3: Férmula estrutural de 4-hidroxi-3-metoxiacetofenona (apocinina).

Fonte: Sigma-Aldrich.

E um composto que foi iniciaimente isolado de Picrorrhiza kurroa, uma
planta encontrada no Himalaia, e desde entdo tem sido usada para fins medicinais
por suas propriedades antiinflamatérias por evitar a formacao de radicais livres
(MEYER; SCHMITT, 2000). Embora informacdes sobre esse composto ainda sejam
escassas, ja foi reportado que a APO induz a sintese de NO pela geragao de ROS,
inibindo a acdo da enzima NADPH oxidase (RIGANTI et al., 2008). Em pesquisa
recente foi evidenciado que apocinina é capaz de estimular o acumulo de NO em
plantulas de milho de modo similar a NOS e também de aumentar a tolerancia da
planta a diversos estresses oxidativos abioticos (TOSSI; CASSIA; LAMATTINA,
2009).

O composto NC-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, Figura 1.4) é um
inibidor de NOS, enzima responsavel pela formacdao de NO em tecidos animais
(FORSTERMANN et al., 1991), e evidéncias demonstraram estar envolvido também
na formacao do composto em tecidos vegetais porém através de mecanismos mais
complexos (CRAWFORD, 2006). Em combinagcdo com apocinina, L-NAME é capaz
de reduzir a producédo de NO em até 70% (TOSSI; CASSIA; LAMATTINA, 2009).

O,N.
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Figura 1.4: Férmula estrutural de N®-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME).

Fonte: Sigma-Aldrich.
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1.4 Genes induzidos e reprimidos por NO

O NO tem sido cada vez mais freqlientemente alvo de pesquisas que
demonstram que esta molécula tem importante participacdo em um grande namero
de rotas metabdlicas de sinalizagdo molecular em plantas (GRUN et al., 2006;
FLORYSZAK-WIECZOREK et al, 2006; ARASIMOWICZ; FLORYSZAK-
WIECZOREK, 2007; LEITNER et al., 2009). Nessas pesquisas, diversos genes se
mostram induzidos ou reprimidos pela acao do NO, principalmente em resposta a
estresses ambientais (Tabela 1.1). Estudos tém demonstrado que NO influencia no
crescimento e desenvolvimento de plantas, transducdo de sinal e resisténcia a
doencas. SCHAEFER (1997) comprovou que NO estimula a indugéo de genes como
chs e pal.1, codantes das enzimas CHS e fenil alanina amoénia liase (PAL),
respectivamente. A inducdo destes genes esta relacionada a defesa da planta ao
ataque de patdgenos, limitando o crescimento da infecgdo bacteriana. Também foi
verificada a participacdo do NO na resposta de plantas a radiacdo UV-B,
demonstrando inducdo da expressdao de chs em situacdo pds-estresse
(ARASIMOWICZ; FLORYSZAK-WIECZOREK, 2007).



Tabela 1.1: Genes relacionados ao estresse oxidativo modulados por NO.
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Planta modelo Indutor ou Expressao génica Citacao
tratamento

A. thaliana Col-0 SNP infiltrado Total de 2500 cDNAs analisados, dos quais: POLVERARI et al.,
Andlise: AFLP em folhas 69 expressos (relacionados a transducao de sinal, 2003

resisténcia e morte celular, ROS, cloroplasto,

transporte, metabolismo basal e proteinas

desconhecidas)

2 reprimidos (uma lipolil transferase e uma

quinase)
A. thaliana Col-0 SNP aplicado Total de 24 000 genes analisados, dos quais: PARANI, 2004
Analise: Microarranjo nas raizes 342 expressos (relacionados a mecanismos de

defesa, protecao contra estresse oxidativo,

transducéo de sinal e fatores de transcricao)

80 reprimidos
Plantas e suspensao celularde  NOS, GSNO, Expressao de PAL DURNER;
N. tabacum cv. Xanthi SNAP de WENDEHENNE;

mamiferos KLESSIG, 1998

Suspensao celular de Glycine SNP Expressao de Pr-1, PAL, CHS DELLEDONNE et al.,
max 1998
Plantas e suspenséo celular de  NO gasoso e Expressao de AOX1a, glutationa peroxidase, HUANG et al., 2002
A. thaliana Col-0 NOR-3 glutationa S-transferase, glutaredoxinas
Plantas de A. thaliana Col-0 NO gasoso Expressao de AOS, LOX2, OPR3 (PDF1.2 e JIP HUANG et al., 2004

na auséncia de acido salicilico)
Plantas de A. thaliana Col-0: SNP Represséao de tAPX MURGIA et al., 2004b

selvagens e mutantes
superexpressando tAPX

Fonte: adaptado de GRUN et al., 2006. Notas: AFLP, polimorfismo do comprimento do fragmento amplificado; NOR-3, (E)-etil-2-[(E)-hidroxi-imino]-5-nitro-3-
hexeno amida; AOX, oxidase alternativa; AOS, aleno 6xido sintase; LOX, lipooxigenase; OPR3, 12-oxofitodienoato redutase; PDF1.2, defensina de planta;
JIP, proteina induzida por acido jasmonico; tAPX, ascorbato peroxidase tilacoidal.
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As enzimas CHS e PAL1 sdo precursoras na rota de biossintese de
flavondides (BOREVITZ et al., 2000). Ja foi demonstrado que a sintese das duas
enzimas é modulada pela presenca de NO em plantas (DURNER; WENDEHENNE;
KLESSIG, 1998; DELLEDONNE et al., 1998).

Pericarp color1 (P1) é uma proteina da familia MYB envolvida na regulacéao
de metabdlitos secundarios de algumas plantas (HEINE et al, 2007). Um pequeno
grupo de genes dessa familia encontrado em algumas gramineas foi caracterizado
por conter uma substituicdo de prolina por alanina (chamado R2R3-MYBP™*) na
regiao central entre as repeticoes R2 e R3 (RABINOWICZ et al., 1999). A mudanca
prolina-alanina (P-to-A) encontrada nesta familia ndo foi encontrada em genes myb
de Arabidopsis estudados até o momento. Além disso, essa familia contém o gene
P, que ativa um subgrupo de genes de biossintese de flavon6ides em milho e
controla o acumulo de 3-deoxi flavondides, como os pigmentos avermelhados
flobafeno (GROTEWOLD et al., 1994). Ja foi demonstrado que P esta envolvido na
biossintese de algumas flavonas relacionadas a atividade inseticida em tecidos de
milho (GROTEWOLD et al., 1998). Dentre os genes R2R3-MYB" " P1 demonstra
ter uma importante fungédo na biossintese de flavonéides em milho (GROTEWOLD et
al., 1994).

1.5 Fatores de transcricao MYB

A expressao dos genes € regulada por processos que afetam as velocidades
pelas quais os produtos génicos sao sintetizados e degradados. Grande parte dessa
regulacao ocorre ao nivel da transcricdo, sendo mediada por proteinas reguladoras,
que reprimem ou ativam a transcricdo. Fatores de transcricdo sdo proteinas que
reconhecem o DNA de maneira sequéncia-especifica e regulam a freqiéncia de
iniciacdo da transcricdo pela ligacdo em sitios especificos no promotor de genes-
alvo. O controle da transcricdo é fundamental porque é nesta etapa que se pode
garantir que compostos desnecessarios nao sejam formados (NELSON; COX,

2005). Os fatores de transcricao sao polipeptideos que atuam no inicio, durante a
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elongacao e no término da transcrigdo, ativando ou desativando o gene. O controle
da transcrigdo normalmente é feito na sua etapa inicial.

As proteinas MYB compdem familias de fatores de transcricdo encontradas
tanto em plantas como em animais, nestes, porém, com menor ocorréncia
(MEHRTENS et al., 2005) e com dominios de ligacdo diferentes (ROSINSKI, 1998).
Elas se caracterizam por conter trés repeticobes (R1R2R3) imperfeitamente
conservadas de aproximadamente 50 aminoacidos, com trés residuos de triptofanos
(Trp) espagados regularmente, formando um grupamento de Trp na estrutura
tridimensional da proteina (SAIKUMAR et al., 1990; OGATA et al.,, 1992). Cada
repeticdo codifica trés a-hélices, sendo que as duas ultimas formam a regido de
ligacdo ao DNA denominado hélice-volta-hélice (helix-turn-helix, HTH), onde os Trp
conservados na terceira hélice contribuem para o centro hidrofébico na estrutura de
ligacdo do DNA (OGATA et al., 1992; KANEI-ISHII et al., 1990).

Os fatores de transcricdo da familia MYB sao exclusivos de seres
eucariontes; nos animais eles sao responsaveis pelo controle da divisao e
diferenciacdo celular. Em plantas eles apresentam diversas funcdes: estdo
envolvidos na rota metabdlica de sintese de flavondides, desenvolvimento de
sementes, resposta ao estresse ambiental, ataque de patégenos, entre outros
(STRACKE; WERBER; WEISSHAAR, 2001).

Essas proteinas sao divididas em subfamilias, de acordo com o nimero de
repeticObes da regido imperfeitamente conservada. As proteinas que contém uma
repeticdo sdo ditas MYB1R, com duas repeticbes R2R3-MYB, e com trés repeticoes
MYB3R; sendo que a subfamilia com duas repeticbes (R2R3-MYB) é a que
representa a maior familia de genes MYB em plantas (STRACKE; WERBER,;
WEISSHAAR, 2001). Em A. thaliana, 126 diferentes genes do tipo R2R3-MYB foram
identificados (YANHUI et al., 2006), mas somente alguns tiveram suas funcdes
caracterizadas.

Diversos processos celulares sdo controlados pelos fatores de transcricdo
MYB, como transducado de sinal (URAO et al.,, 1993), resisténcia de plantas a
doencgas (VAILLEAU et al., 2002), divisao celular (HIRAYAMA; SHINOZAKI, 1996) e
metabolismo de compostos secundérios, como os flavondides (BOREVITZ et al.,
2000; COMINELLI et al., 2008).

A subfamilia de fatores de transcricio R2R3-MYB esta diretamente
envolvida na sintese de flavonoides (STRACKE; WERBER; WEISSHAAR, 2001;
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STRACKE et al., 2007; LEPINIEC et al., 2006). Cada repeticdo adota uma estrutura
hélice-volta-hélice que interage com elementos regulatérios no promotor, enquanto a
regiao C-terminal é responsavel pelas interagbes proteina-proteina com outros
componentes do sistema transcripcional (YANHUI et al., 2006).

Em videiras, os genes myb ja caracterizados em Vitis vinifera estao
envolvidos no controle da sintese de flavondides. Foi reportado o aumento do
acumulo de antocianinas em casca de uvas (V. vinifera) pelo tratamento com o
horménio ABA, que intensificou o acumulo de VvmybA1, um gene regulatério
putativo de biossintese de antocianina em uvas (JEONG et al., 2004). A formacéo de
proantocianidinas é regulada pelo gene VVMYBPA1 e a alteracdo na sua expressao
pode interferir na quantidade e composicao desses flavonéides (BOGS et al., 2007).
A expressdao de VWWMYB5b foi observada em flores e nos primeiros estagios de
desenvolvimento da fruta, tanto nas sementes como nos tecidos da casca, podendo
assim estar relacionado a biossintese dos antioxidantes fendlicos catequina e
epicatequina (DELUC et al., 2008)

MYB12 mostrou-se um ativador especifico de biossintese de flavonéides de
A. thaliana em fase de desenvolvimento. Foi também observada similaridade
funcional entre MYB12 e seu homélogo em milho, ZmP, indicando que fatores de
transcricdo MYB similares apresentam funcdes similares mesmo entre diferentes
espécies (MEHRTENS et al., 2005).

A caracterizacdo do fator MdMYBA, presente em casca de maca (Malus
domestica), demonstrou que este & um gene regulatério fundamental na biossintese
de antocianina. Sua expressdo foi mais significativa em cultivares mais
avermelhados, além de induzir o acumulo de antocianina em tecidos reprodutivos de
tabaco transgénico. A producdo de antocianinas também foi induzida por irradiacao
UV e tratamento a baixas temperaturas (BAN et al., 2007).

Os genes APAP1 (AIMYB75) e AtPAP2 (AtMYB90) estdo associados a
regulacao do metabolismo de fenilpropandides. A superexpressao desses resultou
no acumulo de antocianinas em A. thaliana (BOREVITZ et al., 2000). AIMYB30 é um
importante regulador da resposta hipersensitiva (morte celular) ao ataque de
patdgenos bacterianos em Arabidopsis (VAILLEAU et al., 2002).

A analise da expressao dos genes LMYB101, LMYB102 e LMYB103 de
Lotus japonicus, e do ortélogo GmMYB101, de Glycine max (soja), todos da familia

das R2R3-MYB, mostrou que o perfil de expressao 6rgao-especifico e de regulacao
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de nitrato de MYB101 foi bastante similar ao de CHS nas duas plantas. Isso indica o
papel do MYB101 na regulacdo da biossintese de flavonéide em resposta a
condices limitadas de nitrato (MIYAKE et al., 2003).

Residuos de cisteina presentes nos fatores de transcricado MYB tanto de
animais como de plantas podem afetar sua ligacao ao DNA e consequente atividade
transcripcional. Em plantas, os dois residuos presentes nos dominios R2R3-MYB
formam uma ligacao dissulfeto sob condigdes nao-redutoras, impedindo a ligacao ao
DNA (HEINE; HERNANDEZ; GROTEWOLD, 2004). O primeiro residuo de cisteina,
presente somente em plantas, € determinante para funcao do MYB, e os residuos
adjacentes a essas cisteinas sdo altamente similares nos dominios MYB analisados
de uvas (MATUS; AQUEA; ARCE-JOHNSON, 2008), destacando-se assim a

importancia de se manterem conservados.

1.6 Flavonoides

Os metabdlitos secundarios sdao compostos que conferem caracteristicas
adaptativas as plantas. Essas substancias participam diretamente das interacdes
bioquimicas entre plantas e organismos (SALISBURY; ROSS, 1992). Dentre os
metabdlitos secundarios presentes em alimentos como vegetais e frutas, os
antioxidantes sdo os mais comuns, e tém efeitos benéficos para a saude humana.
Sao comumente utilizados na prevencgao e tratamento de doencas, além de diversas
aplicac6es tecnoldgicas, como aditivos em alimentos (LEPINIEC et al., 2006).

Flavondides sdo metabdlitos secundarios aromaticos, antioxidantes, que
desempenham importante funcdo nas relacées entre vegetais e o ambiente. Estao
envolvidos nos mecanismos de defesa da planta contra condi¢cdes nao favoraveis ao
seu desenvolvimento, como em estresses abibticos, deficiéncia de nutrientes, baixas
temperaturas e na resposta ao ataque microbiano em plantas sob a forma de
fitoalexinas. Também estdo envolvidos na pigmentacdo de flores e frutas, na
capacidade de resisténcia a radiagcdo UV-B e na regulacédo do transporte de auxina,
um horménio vegetal regulador do crescimento de alguns tecidos, além de

influenciarem a qualidade agron6mica e industrial dos produtos vegetais
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(HARBORNE; WILLIAMS, 2000; PIETTA, 2000; WINKEL-SHIRLEY, 2002;
MEHRTENS et al.,, 2005; LEPINIEC et al., 2006). Cerca de 6000 diferentes
flavonodides ja foram identificados em plantas (HARBORNE; WILLIAMS, 2000), tendo
suas diversas fungoes ja caracterizadas.

Os flavonoides s&o subdivididos em diferentes classes que incluem
flavondis, flavonas, flavandis e antocianinas, de acordo com o nivel de oxidag¢do do
anel aromatico. A grande diversidade desses compostos ja caracterizados em
plantas deve-se a diferentes fatores, como a estereoespecificidade, o grau de
polimerizacao e as ligagdes entre suas unidades béasicas (LEPINIEC et al., 2006).
Grande parte dos flavondides € encontrada em sementes e cascas (SHIRLEY,
1998), no entanto, o tipo, quantidade e localizacdo desses flavondides variam de
acordo com a espécie da planta e o estagio de desenvolvimento dos tecidos,
podendo ser modulados por sinalizacdo do ambiente (LEPINIEC et al., 2006).

As antocianinas sao pigmentos da classe dos flavondides que estédo
presentes em diversos vegetais. A rota de biossintese de antocianinas envolve
enzimas como PAL e CHS. Um esquema representativo da rota de biossintese de
flavondides é mostrado na Figura 1.5.

Fenilalanina

| Fenilalanina amonia liase

4-Coumaril CoA

Malonil CoA _v Chalcona sintase

Chalcona

* Chalconaisomerase

Flavanona
‘ Flavanona 3-hidroxilase (F3H)

Flavona.
isoflavonas. flavan- Dihidroflavanol

Flavanol glicosideos

Antocianinas -
(pigmentos sem cor)

(pigmentos vermelhos)

Figura 1.5: Esquema representativo da rota biossintética de flavondides. Fonte:
RANGARAJAN et al. (2004).
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Proteinas regulatorias que controlam o acumulo de antocianinas ja foram
bem caracterizadas em uma grande variedade de vegetais, e em sua maioria fazem
parte das familias MYB e bHLH (basic Helix-Loop-Helix), os dois maiores grupos de
proteinas regulatérias em plantas (STRACKE; WERBER; WEISSHAAR , 2001).

Os genes estruturais das enzimas de sintese de antocianinas foram
clonados e os genes dos fatores de transcricdo que os regulam foram identificados
em diversas espécies, como Malus domestica (HONDA et al., 2002), o que
possibilitou a verificacdo de correlacdo entre niveis de transcritos e acumulo de
antocianinas. Fatores de transcrigdo da familia R2R3-MYB regulam a via de sintese
de antocianinas, modulando o desenvolvimento da coloragédo vermelha na casca da
maca (BAN et al., 2007).

1.7 Glutationa

Glutationa (GSH) € um tripeptideo tidlico formado por y-Glu-Cys-Gly. Sua via
de biossintese envolve duas reacbes ATP-dependentes subseqientes que iniciam
com a sintese de y-glutamilcisteina (y-EC) a partir de L-glutamato e L-cisteina e
catalisada por y-glutamilcisteina sintetase (y-ECS), seguida pela formagao de GSH
pela adicdo de glicina ao carbono C-terminal de y-EC com a acdo da enzima
glutationa sintetase (GSH-S; Figura 1.6) (NOCTOR et al., 1998).

Entre os diversos compostos antioxidantes encontrados em folhas, a
glutationa é a mais fortemente relacionada a tolerancia a estresses abioticos, como
o frio (GOMEZ et al., 2004), particularmente em milho (KOCSY et al., 2001). Além
disso, esta envolvida na sinalizacao redox, na modulacado da atividade enzimatica,
no controle do desenvolvimento de raizes e no processo de modificacdo e transporte
de hormbnios e outros compostos enddgenos e exdgenos pela formacdao de
glutationa S-conjugados (NOCTOR et al., 1998; GOMEZ et al., 2004).

Glutationa € objeto de muitos estudos sobre tolerdncia ao estresse em
plantas devido as suas conhecidas funcées nos sistemas vegetais envolvendo

estresses bibticos e abidticos. Freglientemente se observa o estimulo da biossintese
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de GSH sob condicbes de estresse. Da mesma forma, o acumulo de GSH pode

compensar reducdes de outros antioxidantes (NOCTOR et al., 1998)

+-EC

Glu

GSH

Biossintese de AA

Figura 1.6: Esquema da sintese de glutationa reduzida (GSH) a partir dos
aminodcidos constituintes (Glu, glutamina; Cys, cisteina; Gly, glicina). y-ECS: v-
glutamilcisteina sintetase; GSH-S: glutationa sintetase; y-EC: y-glutamilcisteina; AA:
aminodcidos. Adaptado de: ARISI et al. (1997).

1.8 Milho

Milho (Zea mays) é uma espécie pertencente a familia Poacea (Gramineae),
originado aproximadamente de sete a dez mil anos atras no México e na América
Central. E uma das plantas cultivadas mais antigas e mais estudadas, possuindo
caracterizacao genética bastante detalhada.

Brasil € um grande produtor de milho, apresentando uma area plantada de
cerca de 8,7 milhdes de hectares na primeira safra (periodo 2009/2010), segundo o
levantamento da Companhia Nacional de Abastecimento (Conab) (EMBRAPA,
2008). O Brasil colheu uma safra recorde de milho de 58,5 milhées de toneladas em
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2007/2008, mas o custo operacional para producado de milho subiu 18,4% no ultimo
ano devido principalmente ao aumento de custos de fertilizantes e sementes.

Sua importancia econémica € caracterizada pelas diversas formas de sua
utilizacdo, que vao desde a alimentacao animal e humana, até sua utilizacdo na
industria de alta tecnologia. Significante fonte de energia presente na alimentagéo
humana, o milho é fonte de vitamina A, vitaminas do complexo B, calcio, ferro e
fésforo, além de ser rico em carboidratos e fibras. Devido as suas propriedades
nutricionais, este cereal complementa a alimentagdo tanto in natura como
processado, sob a forma de farinha, fub4, xarope e flocos de milho. E a principal
matéria-prima de varios pratos consumidos no Brasil como bolos, polenta, canjica,
pipoca, cuscuz, mingaus, pamonha entre outros. Além de poder ser consumido
diretamente, é utilizado na industria para a fabricacdo de balas, biscoitos, paes,
chocolates, geléias, sorvetes, maionese e cerveja (ABIMILHO, 2010). No entanto, o
uso do milho em grdo como alimentacdo animal representa a maior parte do
consumo desse cereal (EMBRAPA, 2008).

Além de ser a base da alimentacdo da populacdo mundial, e de sua
indiscutivel importancia econdmica, o milho é amplamente utilizado como planta-
modelo em diversas abordagens cientificas. O crescimento do mesocétilo de milho
em presenca de UV-B é modulado pelo NO (JANSEN et al., 1998; AN, 2005), assim
como a ativacdo do sistema antioxidante para proteger a planta do estresse
oxidativo gerado por UV-B e pela seca (SHI et al., 2005; AN, 2005; ZHANG et al.,
2007). O conteudo de clorofila e da densidade de cloroplasto na membrana de
plantas de milho crescidas em baixas concentragdes de ferro também é modulado
por NO (GRAZIANO; BELLIGNI; LAMATTINA, 2002; LAMATTINA et al., 2003). O
milho é uma planta bastante sensivel a condicdes de baixa temperatura. Entre os
genes que estdo diretamente envolvidos no processo de resposta a baixas
temperaturas em milho, estdo o0s genes codificadores das duas enzimas

responsaveis pela sintese de glutationa (GOMEZ et al., 2004).
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1.9 Araucaria

A. angustifolia, também conhecida como pinheiro-brasileiro ou pinheiro-do-
parand é uma conifera nativa do Sul do Brasil que possui grande importancia
econbmica e ecolodgica, e € o principal componente da Floresta de Araucaria sendo
a unica espécie de seu género com ocorréncia natural no Brasil (GUERRA et al.,
2002; MANTOVANI, 2004).

Sua distribuicao geografica compreende regides pertencentes a parte leste e
central do planalto sul brasileiro, nos Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina
e Parana, podendo também ocorrer esparsamente nas regides sudeste e centro
oeste (AQUINO, 2005).

A araucaria € utilizada como fonte alimentar e de renda para as populacdes
locais. Sua semente, o pinhdo, € comestivel e muito apreciada no Sul do pais. O
pinh&o é constituido basicamente de amido, apresenta significativo valor nutricional,
sendo rico em vitaminas do complexo B, calcio, fosforo e proteinas (GUERRA et al.,
2002).

A intensa exploracdo da araucaria, cuja madeira é de grande importancia
comercial, tem levado essa espécie, e conseqlentemente seu ecossistema, a
extingdo. Estudos sobre o melhoramento e o desenvolvimento, visando a
preservacao da A. angustifolia sdo de extrema importancia e tém sido realizados
objetivando sua preservacdo. Esses estudos tratam desde aspectos ambientais,
como solo e clima, até alternativas biotecnolégicas para manutencao e propagacao
da espécie. Técnicas de cultivo in vitro tém sido utilizadas para desenvolvimento de
espécies ameacadas de extincdo. As poucas tentativas de reflorestamento tém
apresentado resultados pouco significativos no que diz respeito ao seu crescimento
(GUERRA et al., 2002).

A embriogénese somatica de araucdria tem sido estudada como alternativa
para sua propagacdao. O conhecimento dos eventos que ocorrem durante o
desenvolvimento inicial do embrido somatico é fundamental para aumentar a
eficiéncia dos protocolos de embriogénese de araucaria (SILVEIRA et al., 2002;
2006, BALBUENA et al., 2009). SILVEIRA et al. (2006) observaram que o tratamento
de células embrionarias de araucéaria com PUT levou ao aumento da liberacdo de

NO e propuseram que a sintese esta relacionada a manutengédo da polaridade do
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embrido somatico de araucdria. O envolvimento de poliaminas na liberagdo de NO
durante a embriogénese somatica de alguns sistemas ja foi estudado (SILVEIRA et
al., 2006; SANTA-CATARINA et al., 2007).

Fatores de transcricdo da familia MYB relacionados a sintese de flavondides
e a outros compostos envolvidos na resposta hipersensitiva ja foram largamente
estudados e foi demonstrado serem modulados por NO em diversos sistemas

vegetais; araucaria pode ser um modelo de estudo desses fatores de transcri¢ao.
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CAPITULO 2

OXIDO NITRICO EXOGENO MODULA A SINTESE DE GLUTATIONA EM
FOLHAS DE Zea mays

Carla Souza Mello, Ana Carolina Maisonnave Arisi*

Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Centro de Ciéncias Agrarias,
Universidade Federal de Santa Catarina. Rod. Admar Gonzaga, 1346, 88034-001,
Florianépolis, Brasil.
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Resumo

Para investigar o possivel envolvimento de 6xido nitrico (NO) na regulacdo génica
da rota de sintese de glutationa e flavonéides, plantulas de milho foram tratadas com
nitroprussiato de sédio (SNP), um doador de NO, e apocinina (APO), um indutor da
producdo de NO. Os transcritos de y-glutamilcisteina sintase (y-ecs), glutationa
sintase (gsh-s), chalcona sintase (chs), fenilalanina aménia liase (pal.1), proteina P
relacionada a myb (P7) e actina (act) foram quantificados em folhas de milho, apés
12 h de tratamento, por PCR em tempo real. Os niveis de transcritos de y-ecs e gsh-
s em folhas de milho aumentaram 9,5 e 12,4 vezes sob tratamento com SNP,
respectivamente, enquanto, apds tratamento com APO, os transcritos y-ecs e gsh-s
apresentaram valores de 0,8 e 3,5 vezes em relacdo as plantas controle. Folhas
tratadas com SNP nao apresentaram mudancas significativas de expressao de chs e
pal. Nossos experimentos mostraram que a sintese de glutationa pode ser modulada

por NO exdgeno em folhas de milho.

Palavras-chave: apocinina, glutationa, 6éxido nitrico, nitroprussiato de sédio,

expressao génica.
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Introducao

Oxido nitrico (NO) desempenha importante funcdo na modulacdo de
diversas fungdes fisioldgicas e bioquimicas como uma molécula gasosa sinalizadora
em plantas. NO pode interagir diretamente com constituintes celulares como
proteinas e espécies reativas de oxigénio (ROS), embora a interagado ROS/NO
possa ser citotoxica ou protetora dependendo das concentragdes relativas de
ROS/NO (BELIGNI et al., 2002). NO pode estar envolvido no aumento do teor de
antioxidantes e na atividade de enzimas antioxidativas em plantas (HSU; KAO, 2004;
INNOCENTI et al., 2007). Ele pode atuar como uma molécula sinalizadora em uma
séria de eventos que resultam na variagdo da expressao génica (LAMATTINA et al.,
2003; PAGNUSSAT et al., 2002; WILSON; NEILL; HANCOCK, 2008). A S-
nitrosilacao de proteinas por NO parece ser um mecanismo importante na regulagcéao
da atividade de fatores de transcricdo (GRUN et al., 2006; SERPA et al., 2007).
Estudos de transcriptdmica indicam que genes regulados por NO sustentam uma
grande diversidade de fungdes celulares, em concordancia com seu papel
pleiotropico na fisiologia vegetal (POLVERARI et al., 2003; PARANI et al., 2004).

Modificacdes na expressao génica em resposta ao tratamento com 0,1 e 1,0
mM de nitroprussiato de sédio (SNP), um doador de NO, foram estudadas em
Arabidopsis através de microarranjo com genes ATH1, e os autores observaram
inducao de 342 genes e repressado de 80 genes em resposta ao tratamento com NO
(PARANI et al., 2004). SNP ¢ identificado como um doador de NO (FLORYSZAK-
WIECZOREK et al., 2006) capaz de liberar essa molécula quando induzido por luz
(Wang et al., 2002). Apocinina (4-hidroxi-3-metoxiacetofenona; acetovanilona), APO,
€ um catecol metoxi-substituido que aumenta os niveis de NO em folhas de
plantulas de milho (TOSSI; CASSIA; LAMATTINA, 2009). A producdao de NO
induzida pela APO em folhas de milho foi significativamente reduzida por N®-nitro-L-
arginina metil éster (L-NAME), um inibidor de atividade de NO sintase (NOS) e 2-(4-
carboxi-fenil)-4,4,5,5-tetra—metil-imidazolina-1-oxil-3-éxido (c-PTIO), um
sequestrador especifico de NO (TOSSI; CASSIA; LAMATTINA, 2009).

Glutationa (GSH; y-glutamilcisteinilglicina) € um tiol tripeptidico de baixo
peso molecular amplamente encontrado em espécies vegetais. A sintese de
glutationa acontece em dois passos dependentes de ATP, através de reacdes
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catalisadas por y-glutamilcisteina sintetase (y-ECS) e glutationa sintetase (EC
6.3.2.3: GSH-S), sendo y-ECS a enzima limitante (ARISI et al., 1997; NOCTOR et
al., 1998). Andlises do nivel de expressao de y-ECS e GSH-S apds tratamento com
SNP e nitrosoglutationa (GSNO) mostraram que 0s genes jecs e gsh-s sao
induzidos por tratamento com NO em raizes de Medicago truncatula (INNOCENTI et
al., 2007).

Flavondides, derivados da estrutura de fenilpropandides, desempenham
importantes fungdes nas interacdes de plantas com o ambiente (LEPINIEC et al.,
2006). Genes envolvidos na sintese de flavondides sdo regulados durante o
desenvolvimento da planta e também em resposta a estresses bibticos e abidticos
(SCHIJLEN et al., 2004). A biossintese de flavonodides inicia com uma etapa
enzimatica catalisada pela chalcona sintase (CHS). A fenilalanina aménia liase
(PAL) é a enzima precursora na rota biossintética de fenilpropandides. SNP gerou
rapida inducdo de ambos transcritos (chs e pal) em extratos celulares de soja
(DELLEDONE et al., 1998). Além disso, NO exdégeno aumentou a atividade de PAL
em folhas de tabaco (DURNER; WENDEHENNE; KLESSIG, 1998) e em calos de
Ginkgo biloba (HAO; SUN; CAI, 2009). Pericarp color 1 (P1) é um regulador
transcripcional relacionado a proteinas MYB envolvido na biossintese de flavondides
em milho (GROTEWOLD et al., 1998; HEINE et al., 2007).

O objetivo do presente trabalho foi verificar a influéncia de SNP, um doador
de NO, e de apocinina, um indutor de NO, na expressao génica do gene de actina e
de genes envolvidos na sintese de glutationa (y-ecs e gsh-s) e de fenilpropandides
(chs, pal.1 e P1).

Metodologia

Plantas e condicoes de cultivo

Sementes de milho cultivar SHS 3031 (gentilmente cedidas por Santa
Helena Sementes, Brasil) foram esterilizadas superficialmente com hipoclorito de
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sédio a 0,5% por 20 min e lavadas trés vezes com etanol 70%, e entdo enxaguadas
com agua destilada. As sementes foram germinadas em papel filtro umidificado a
25°C no escuro. Sementes germinadas foram entao transferidas para sementeiras
contendo uma mistura de solo:vermiculita (3:1 v/v) e mantidas em estufa (camara de
crescimento controlado) com periodo de 14h de luz a 25°C para crescimento durante
14 dias, sendo regada semanalmente com solu¢ao nutritiva Hoagland (HOAGLAND:;
ARNON, 1950), composta por macro e micronutrientes necessarios ao
desenvolvimento da planta. As plantulas de milho desenvolvidas foram
cuidadosamente cortadas na base e colocadas em &gua destilada por 1h. As
plantulas foram entao tratadas por 12h com agua destilada (tratamento controle),
100 pM APO, 100 uM APO em combinagao com 100 uM L-NAME, 100 uM SNP ou
100 uM ferricianeto de potassio (FeCN). A terceira folha de cada planta foi coletada
e mantida a -80°C para analises. Foram realizados trés experimentos independentes
e duas plantas de cada tratamento foram usadas para extracdo de RNA.

Extracao de RNA e sintese de cDNA

Aproximadamente 75 mg de cada planta foram usados para exiracdo de
RNA total usando RNAqueous Kit e Plant Isolation Aid (Ambion, Applied Biosystems)
de acordo com orientacbes do fabricante. O RNA isolado foi visualizado por
eletroforese em gel de agarose contendo brometo de etidio e sua concentracao foi
determinada utilizando o NanoDrop ND 1000 Spectrophotometer (NanoDrop
Technologies). A primeira fita de cDNA foi sintetizada usando 2 ug de RNA isolado,
0,5 pg iniciadores oligo(dT)+g, 0,5 pg iniciadores randémicos, 1 mM dNTP mix, 40 U
RNasin Ribonuclease Inhibitor, 1X AMV Reverse Transcriptase Reaction Buffer e 30

U da enzima AMV Reverse Transcriptase (Promega, Madison, WI, EUA).
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PCR em tempo real

Oligonucleotideos gene-especificos foram desenhados com o auxilio do
programa Primer Express v 3.0 (Applied Biosystems) e utilizados para as reacdes de
PCR em tempo real (Tabela 2.1). A padronizacdo das reacbes foi previamente
estabelecida através de curvas de calibragcdo para ajuste da concentragcdo dos
iniciadores e de cDNA utilizado. O ajuste das concentragbes de iniciadores foi
determinado através de testes combinando-se concentra¢des de 50, 300 e 900 nM
de iniciadores senso e anti-senso testados com 1 e 10 ng de cDNA molde. Uma vez
estabelecida a concentracao de 300 nM para os iniciadores, foram entéo testadas as
concentragdes de cDNA a serem utilizadas na andlise de cada gene. Para isso
foram feitas curvas de calibracdo com cada par de iniciadores a 300 nM, como por
exemplo para a-tubulina (Figura 2.1). Os cDNAs foram diluidos de forma seriada de
102 a 10° ng e, a partir das curvas obtidas, a concentracdo escolhida para as
andlises foi de 10 ng.

Tabela 2.1: Oligonucleotideos utilizados para RT-PCR em tempo real.

Tamanho

Gene Iniciadores do Referéncia :gergggo de
fragmento

a-tubulina TUB GCGCACCATCCAGTTCGT 60 Sui, 2008 X73980
CTGGTAGTTGATTCCGCACTTG

Gamaglutamil v-ECS TTCTTGGGCTTGGCTTTCA 62 Gomez, AJ302783

cisteina TTCCCTTTGGCATTATTGGTATGT 2004

sintetase

Glutationa GSH-S GCTCCCAGCACATTTTCCA 99 Gomez, AJ302784

sintetase GAAATTCCCGTCCATGCTAACA 2004

Chalcona CHS CGTCCGTCCGCAAATAATGT 99 Schijlen, CA851897

sintase ATGATGATTGTGCGACTGACAGT 2004

Pericarp color1 P1 AACGCTCCCACGACAATCA 101 Grotewold, NM_001111873
GGCACGCACCTAAAGCAGAA 1994

Fenilalanina PAL1 CTCTTCGTTGTTGATTTTTGGTTGT 71 Keith, 1993 M95077

amonia liase AGAAAGAGCAACGCCACACA

Actina ACT GCAGCATGAAGGTTAAAGTGATTG 61 Heine, NM_001155179.1

GCCACCGATCCAGACACTGT 2007




38

40
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -
5
0 . . . . .
0,0001 0,001 0,01 0.1 1 10 100

Ct

y =-1,462In(x) + 24,357
R?=0,9951

¢DNA a-tubulina (ng)

Figura 2.1: Curva de calibracdo para a-tubulina com 6 concentracdes de cDNA

diluidas de forma seriada a partir de 107 ng.

As analises foram entdo realizadas através de curvas padrdo relativas,
construidas para cada gene-alvo comparado com o gene constitutivo (a-tubulina). As
reacdes foram realizadas utilizando 5 uL SYBR Green | PCR Master Mix 2X (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA), 300 nM de cada iniciador e 2 uL de cDNA molde
(10 ng). Todas as reacoes de PCR em tempo real (padroes, amostras
desconhecidas e controles negativos) foram realizadas em triplicatas em pocos
adjacentes na mesma placa. Reacoes de amplificacdo foram realizadas com uma
etapa inicial de desnaturacéo a 95°C por 10 min seguida por 40 ciclos a 95°C por 15
s e 60°C por 1 min. Imediatamente apds cada corrida, foi gerada uma curva de
dissociacao a 95°C por 1 min e 60°C por 1 min. As reacdes de PCR em tempo real
foram realizadas no sistema ABI PRISM® 7500 Detection System (Applied
Biosystems).
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Analise estatistica

O experimento foi realizado em trés repeticées bioldgicas com duas plantas
por tratamento (n=6). Os dados foram analisados pela analise de variancia (one-way
ANOVA) e comparados pelo teste F. As médias foram comparadas através do teste
de Tukey. A anadlise dos dados foi feita com o auxilio do software Statistica ® 7
(StatSoft Inc.f, Tulsa, OK, EUA). Diferencas foram consideradas significativas com p
< 0,05.

Resultados e discussao

Para investigar um possivel envolvimento de NO na regulagdo génica nas
rotas de biossintese de glutationa e de flavonoides, plantulas de milho foram
tratadas com SNP, um doador de NO, e APO, um indutor da produgcéo de NO. Os
transcritos de fy-glutamilcisteina sintetase (jy-ecs), glutationa sintetase (gsh-s),
chalcona sintase (chs), fenilalanina amoénia liase (pal.1), pericarp color 1 (P1) e
actina (act) foram quantificados em folhas de milho apds 12 h de tratamento por
PCR em tempo real usando curva relativa padrdo com o-tubulina como transcrito
padrao (Figura 2.2). Modificac6es na expressao génica foram estimadas em relacao
ao nivel de expressao das plantas controle, tratadas com agua. As plantas foram
também tratadas com o produto de degradacdo do SNP, o FeCN, que é incapaz de
liberar NO (PARANI et al. 2004), e com APO em combinacdo com L-NAME, um
inibidor de atividade de NOS dependente de L-arginina (WILSON; NEILL;
HANCOCK, 2008). A producao de NO induzida por APO foi extremamente reduzida
por L-NAME em folhas de milho (TOSSI; CASSIA; LAMATTINA, 2009).
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Figura 2.2: Andlise de expressdao de A) y-glutamil cisteina sintetase yecs, B)

glutationa sintetase gsh-s, C) fenilalanina amdnia liase pal.1, D) chalcona sintase

chs, E) Proteina P relacionada a myb P71 e F) actina 1 act em folhas de milho

tratadas. Plantulas com 14 dias tratadas por 12 h com agua (H20), apocinina (APO),

apocinina e N®-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), nitroprussiato de sédio (SNP) e

ferricianeto de potassio (FeCN) foram usadas para anélise quantitativa por RT-PCR

em tempo real. Quantidades relativas de transcritos foram calculados usando a-

tubulina como padrdo. Dados sao apresentados como médiatDP (n = 6), e letras

diferentes indicam valores significativamente diferentes pelo teste de Tukey ao nivel

de significancia de p<0,05.



41

O nivel de transcritos de yecs em folhas de milho tratadas com SNP
apresentaram um aumento de 9,5+2,3 vezes em relagcao ao grupo controle. Para os
outros tratamentos, as quantidades de transcritos foram de 0,8+0,5 para tratamento
APO, 0,7%0,3 para FeCN e 0,6+0,3 para L-NAME em comparag¢do com as plantas
controle (Figura 2.2A). Quanto a expressao de gsh-s, foi observado um aumento na
quantidade de transcritos para todos os tratamentos, sendo 12,4+7,3 vezes para
SNP, 3,5+1,8 para APO, 3,1+0,9 para L-NAME e 3,0+1,2 para FeCN (Figura 2.2B).
Transcritos e proteinas y-ECS e GSH-S foram encontrados tanto no limbo foliar
como no mesofilo de folhas de milho sob condigées 6timas (GOMEZ et al., 2004).
Semelhante aos nossos resultados, os niveis de transcritos de yecs e gsh-s
aumentaram 3 e 8 vezes, respectivamente em raizes de Medicago trunculata
tratadas com SNP (INNOCENTI et al., 2007).

Os niveis de transcritos de pal.1 observados foram 0,8+0,5 para APO,
1,60,7 para L-NAME, 1,0+0,9 para SNP e 0,6+0,5 para FeCN (Figura 2.2C), sendo
gue nao houve diferenca significativa entre os tratamentos (p < 0,05). Os transcritos
de chs tiveram a expressdo de SNP aumentada em 1,5%£1,1 vezes e reduzida nos
demais tratamentos, sendo 0,3+0,2 para APO, 0,7+0,3 para L-NAME e 0,5+0,3 para
FeCN (Figura 2.2D). Diferente de nossos resultados, a expressao de pal.1 foi
induzida em folhas de tabaco tratadas com NO (DURNER; WENDEHENNE;
KLESSIG, 1998) e houve aumento na expressao dos transcritos chs e pal quando
suspensoes celulares de soja foram tratadas com SNP (DELLEDONNE et al., 1998).
A atividade de PAL de discos foliares de geranio foi ativada por SNP sob luz, mas
nao no escuro. Discos foliares dessa planta tratados com 100 puM de SNP
aumentaram a atividade de PAL de 1 a 24 h apds o inicio do tratamento em
condicoes de luz (FLORYSZAK-WIECZOREK et al., 2006).

Com os transcritos de P71 foram observadas quantidades elevadas sob
tratamento com SNP (3,0+1,4) e reduzidas sob os outros tratamentos, sendo 0,5+0,4
para APO, 0,4+0,2 para L-NAME e 0,6+0,4 para FeCN (Figura 2.2E). Os niveis de
transcritos de act aumentaram 2,1+0,4 vezes no tratamento com SNP e foram de
0,9+0,5 para APO, 0,6+0,0 para L-NAME e 1,3£0,7 para FeCN (Figura 2.2F).

TOSSI, CASSIA e LAMATTINA (2009) observaram que APO mostrou-se um
potente indutor da producdo de NO em folhas de plantulas de milho e a producao
maxima de NO foi observada apés 12 h de tratamento com APO em concentragéo
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de 100 uM. Esses autores demonstraram que APO induziu o acumulo de NO em
plantulas de milho de maneira diferente da inibicio de NADPH oxidase, além de
conferir tolerancia ao estresse oxidativo produzido por radiacdao UV-B ou por H2O..
Em nosso experimento as mesmas condi¢cdes de tratamento foram aplicadas, e APO
induziu a expressdao de gsh-s (Figura 2.2B), porém também causou inibicdo na
expressdao em folhas de milho de chs (Figura 2.2D) e de P17 (Figura 2.2E), genes
envolvidos na sintese de NO. Essa inibicao pode ter sido causada pelo fato de néo
ter havido indugéao da producédo de NO nas folhas de milho tratadas com APO, néo
tendo, assim, elevado o numero de transcritos.

O doador de NO mais comumente empregado é o SNP, que libera NO*. A
solucdo de SNP é extremamente sensivel a luz e sua degradacdo € causada
também pela exposicdo ao oxigénio e a altas temperaturas. O mecanismo de
liberacdo de NO a partir de SNP nao é exatamente clara, mas sabe-se que requer
iluminag&o ou a redugédo de um elétron (WANG et al., 2002). A meia-vida de SNP
medida em solugao foi de 12 h (FLORYSZAK-WIECZOREK et al., 2006). Em nossos
experimentos, apds 12 h de tratamento, SNP induziu a expressdo de todos os
transcritos testados, sendo significativamente expressos ambos transcritos
relacionados a sintese de glutationa, y-ecs e gsh-s (Figuras 2.2A e 2.2B), além do
transcrito da proteina relacionada a myb, pericarp color P, P1 (Figura 1E). O produto
de degradacado de SNP, FeCN, nao induziu a expressao de y-ecs, chs e P1. Apesar
disso, FeCN causou aumento nos niveis de transcritos de gsh-s, sendo um aumento
menor (3 vezes) do que o causado pelo tratamento com SNP (12,4 vezes). Deste
modo, 0 aumento observado nos niveis de transcritos de y-ecs, gsh-s e P1 ap6s 12 h
de tratamento com SNP pode ser atribuida a liberagédo de NO. Por outro lado, folhas
tratadas com SNP ndo mostraram mudancas significativas na expressédo de pal.1 e
chs (Figuras 2.2C e 2.2D).

O uso de APO foi proposto como uma abordagem alternativa ao estudo da
funcionalidade do NO em plantas (TOSSI; CASSIA; LAMATTINA, 2009), e poderia
ser um modo interessante de discriminar o efeito em relacdo aos efeitos de NO
exoégeno, uma vez que este & um indutor de NO enddgeno. Além disso, o NO*
exégeno liberado pela transicdo de SNP a metal complexo apresentou efeitos
diferentes ou até opostos a outros doadores de NO, como SNAP, GSNO, NOC-18
(MURGIA et al., 2004a).
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Neste trabalho foi demonstrado que SNP é capaz de induzir
significativamente a expressao de genes responsaveis pela sintese de enzimas da
rota biossintética de glutationa (y-ecs e gsh-s) e também de um gene envolvido na
expressao de um fator de transcricao MYB (P7). O tratamento com APO, no entanto,
nao apresentou inducao dos transcritos. Nossos experimentos demonstraram que a

sintese de glutationa € modulada por NO exdégeno em folhas de milho.
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CAPITULO 3
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Resumo

Fatores de transcricdo da familia MYB tém sido descritos como reguladores da
expressdo de genes, tanto em animais como em plantas, sendo encontrados em
diferentes espécies vegetais. Eles estdo envolvidos na rota metabdlica de sintese de
flavonéides, como as antocianinas, e tém envolvimento direto no sistema de defesa
de plantas ao ataque de patdgenos ou outras condigdes de estresse. O 6xido nitrico
(NO) é uma espécie reativa de nitrogénio envolvida na atividade transcripcional de
um amplo grupo de genes. A familia de genes de fatores de transcricdo R2R3-MYB
de Arabidopsis thaliana desperta grande interesse para o estudo de regulacéao por
nitrosilacdo por apresentar uma cisteina passivel de ser nitrosilada. A fim de
contribuir com o conhecimento do mecanismo molecular de acdo do NO, o objetivo
deste trabalho foi clonar um cDNA que codificasse um fator de transcrigio R2R3-
MYB em Araucaria angustifolia. Para isso, o RNA total de culturas celulares,
embrides zigbticos e plantulas de A. angustifolia foi extraido e sintetizado um cDNA
para insercao em vetores de clonagem e sequenciamento. Utilizaram-se iniciadores
degenerados desenhados a partir de regiées altamente conservadas de fatores de
transcricdo MYB de diferentes espécies vegetais. Dos cultivos de plantas que
puderam ser clonados e seqlenciados, verificou-se alta homologia dos fragmentos
amplificados com RNA ribossomal de varias espécies de coniferas, grupo em que se
encontra o género Araucaria.

Palavras-chave: Oxido nitrico, Araucaria angustifolia, fator de transcricdo MYB,
clonagem, iniciadores degenerados.
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Introducao

A. angustifolia € uma conifera nativa com significativa importancia
econbmica no Brasil. Essa espécie € fonte de sementes, madeira, fibra e resina
(SILVEIRA et al., 2002). A intensa exploracao da araucaria, cuja madeira é de
grande importancia comercial, tem levado essa espécie a ameaca de extincao.
Estudos que visam a sua preservacao tém sido realizados, e tratam desde aspectos
ambientais, como solo e clima, até alternativas biotecnolégicas para manutencao e
propagacao da espécie (GUERRA et al., 2002).

Diversos processos celulares em espécies vegetais sdao controlados por
fatores de transcricao MYB, como a resisténcia de plantas a doencas (VAILLEAU et
al., 2002), divisdao celular (HIRAYAMA; SHINOZAKI, 1996) e metabolismo de
compostos secundarios, como os flavondides (BOREVITZ et al., 2000; COMINELLI
et al., 2008). A subfamilia de fatores de transcricdo MYB com duas repeticdes
(R2R3-MYB) esta diretamente envolvida na sintese de flavondides (STRACKE;
WERBER; WEISSHAAR, 2001; STRACKE et al.,, 2007; LEPINIEC et al., 2006).
Diversos mecanismos regulatérios indiretos como formacao de peroxinitrito, reacéo
com metais de transicdo e S-nitrosilacdo tem sido propostos como mediadores da
acao do NO na atividade transcripcional (POLVERARI et al., 2003; SERPA et al.,
2007). Foi comprovado que o NO modifica a atividade de ligacado ao DNA de MYB2
de A. thaliana, demonstrando a regulacdo de um fator de transcricdo de plantas por
S-nitrosilacao (SERPA et al., 2007).

Alguns fitorreguladores podem influenciar na liberacado de NO, como é&cido
abscisico (ABA) ou putrescina (PUT). Foi observado que o tratamento de células
embrionarias de araucaria com PUT levou ao aumento da liberacdo de NO e foi
proposto que a sintese de NO esteja relacionada a manutengédo da polaridade do
embrido somatico de araucaria (SILVEIRA et al., 2006).

O objetivo desse trabalho foi clonar cDNAs que possivelmente codifiquem
fatores de transcricio R2R3-MYB de A. angustifolia que contenham uma cisteina
passivel de ser nitrosilada a fim de contribuir para o conhecimento do mecanismo

molecular de acao do NO.
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Material e métodos

Material vegetal: Cultivo celular e plantulas de A. angustifolia

As coletas de material vegetal para extracdo de RNA foram realizadas a
partir de trés estagios de desenvolvimento de A. angustifolia: fase prd-embrionaria,
embrido zigético e plantula (espiculas e raizes).

A inducgdo da cultura embriogénica de A angustifolia foi realizada a partir de
sementes coletadas entre dezembro de 2007 e janeiro de 2008 em Sao Joaquim, no
planalto serrano de Santa Catarina, realizada no Laboratério de Fisiologia do
Desenvolvimento e Genética Vegetal (LFDGV — CCA, UFSC). Embrides pré-
cotiledonares foram inoculados em placas de Petri contendo 20 mL de meio BM
(Grupta & Pullman, 1991) suplementado com 0,5 mg.L™" piridoxina.HCL, 0,5 mg.L"
acido nicotinico, 1 mg.L" tiamina.HCL, 2 mg.L" glicina, 500 mg.L" caseina
hidrolisada, 1 g.L" myo-inositol, 1 g.L™" L-glutamina, 30 g.L™" sacarose e 2 g.L™
Phytagel (Sigma) de acordo com especificagdes de STEINER et al. (2005). O pH do
meio foi ajustado para 5,8 antes da adicdo de Phytagel. O meio foi autoclavado a
121°C por 15 min. Solugédo de vitaminas foi adicionada por filtro-esterilizagdo ao
meio apods esterilizacdo. A inducao das culturas embriogénicas foi feita em placas
com meio BM em dois tratamentos: Sy (meio livre de reguladores de crescimento) e
So (meio suplementado com 5 pM 2,4-4cido diclorofenoxiacético (2,4-D), 2 uM
benzilaminopurina (BAP) e 2 uM cinetina (Kin)). As culturas foram incubadas em
camara de crescimento com temperatura controlada de 25°C + 1°C no escuro. Para
manutencgao, as culturas celulares que apresentavam aspecto translucido a branco
eram transferidas a cada 20 dias para novo meio e mantidas sob as mesmas
condicOes. Para a maturacao dos embrides somaticos, o meio de cultura BM foi
suplementado com 150 uM ABA.

Embrides zigoticos de araucéria foram coletados a partir de sementes de
pinhdo adquiridas em abril de 2009 em S&o Joaquim, SC. Os tegumentos externos
das sementes foram removidos deixando o endosperma intacto. Os endospermas
foram esterilizados com etanol 70% por 2 min, seguido por imersdao em hipoclorito
de sodio 40% por 20 min em cabine de fluxo laminar. Apds trés lavagens com agua
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destilada autoclavada, os embribes foram cuidadosamente removidos e
armazenados a -20°C para posterior extracdo de RNA ou imediatamente inoculados
em frascos contendo meios de crescimento sem horménios (Sy), adicionados de
ABA ou PUT para a obtencéao de plantulas.

As plantulas que conseguiram se desenvolver a partir dos embrides
inoculados em meio Sy, ABA ou PUT com idade de 2 meses foram coletadas para
remocao de espiculas e parte radicular e armazenadas em freezer para extracéo de
RNA. Além disso, foram analisadas as partes aéreas e radiculares de plantulas de
araucaria com idade de sete meses, coletadas a partir da germinacao in vitro de
embrides zigbéticos maduros de A. angustifolia, e cultivados em formulacado salina
BM suplementada com sacarose (30 g.L), gentiimente cedidos pelo LFDGV.

Para as inducbes de culturas embriogénicas foram feitas trés placas
contendo cinco col6nias em cada e as analises foram realizadas a partir de um pool
das colénias de cada placa. Os embrides zigdticos tiveram o RNA extraido em

triplicata e as plantulas foram coletadas e analisadas também em triplicata.

Desenho dos iniciadores

Para o experimento de clonagem do gene que codifica um fator de
transcricdo R2R3-MYB foi feita a busca por genes ortdélogos no banco de dados do
NCBI (National Center for Biotechnology Information) a partir da seqiéncia dos
clones de Arabidopsis, codificados como U63651 (AtMYB2), U11654 (AtMYB4) e
U16062 (AMMYB30). Os clones contendo plasmideos de AtMYB2, AtMYB4 e
AtMYB30 foram gentilmente fornecidos pelo Instituto de Investigaciones Bioldgicas,
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad Nacional de Mar del Plata,
Argentina, e seus numeros de acesso obtidos do banco de dados de A. thaliana
(http://www.arabidopsis.org). Genes ortélogos correspondentes foram acessados no
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), de onde se obteve a sequéncia de
aminoacidos que compdem a proteina correspondente. Essa seqiéncia foi analisada
no programa BLAST-N (Basic Local Alignment Search Tool), disponivel no banco de
dados do NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), ordenando-as por
similaridade. Os nucleotideos utilizados neste experimento constam na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1: Iniciadores degenerados (exceto VitVF/VitVR) desenhados para
amplificagéo de regides no gene de A. angustifolia correspondentes aos fatores de
transcricdo MYB de A. thaliana e V. vinifera.

Iniciador Sequéncia de nucleotideos ft:rgnrﬁgrr:?odo
M2 F AGCKCCRTGGACBGHDGADGARGA 374 nt
M2 R CKKGGSATCCAVASRTWDCKCAT

M4 F AACAARGGHGCVTGGACBAARGARGA 280 nt
M4 R TTYTTDATCTCRTTRTCHGTYCKYCC

M30F AAARKNGGWRTSAAGAAAGG 470 nt
M30R TKYTTVGCCAWRTKRATATC

Vit1 F TGYGGNAARTCNTGKRGRCTNRGRTGG 175 nt
Vit2 R RTTYTTNACKTCRTTRTCNGTNCGNCCNGGNAG

Vit3 F TGYTCNAARTCNTGKRGRCTNRRGRTGG 175 nt
Vit4 R RTTYTTRATKTCRTTRTCNGTNCGNCCNGGNAG

VitVF ~ TACATTCGAAAAAACGGCGAAGG 190 nt

VitVR  AGACCGCCTGGAAGGACAGACAA

Siglas: nt, nucleotideos; A, C, G e T correspondem aos nucleotideos adenina,
citosina, guanina e tiamina, respectivamente. As outras letras representam as
seguintes combinagdes de nucleotideos: K = T+G; R = A+G; B = T+C+G; H =
A+T+C; D =A+T+G;S=C+G; W = A+T; Y =C+T; V = A+C+G; N = A+C+G+T.

Extracao de RNA

Para a extracdo do RNA dos cultivos de araucéaria foi utilizado o kit
RNAqueous Miniprep (Ambion, Applied Biosystems) segundo orientagdes do
fabricante. A concentracao de RNA foi determinada utilizando o NanoDrop ND 1000
Spectrophotometer (NanoDrop Technologies) para medida da absorbancia de cada
amostra em comprimento de onda de 260 nm. Para isso, diluiu-se uma aliquota de
amostra de RNA em TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA) e a densidade 6tica



49

(D.0O.) foi lida. Uma medida da efetiva pureza do RNA ¢é a razdo entre a D.O. a 260
nm e 280 nm (Aoso/Acso) que deve estar entre 1,8 e 2,1, além da visualizacado em gel

de agarose para verificacdo do arraste tipico do RNA total.

Transcricao reversa e PCR

Aliquotas de 2 ng de RNA total extraido foram utilizadas na transcricao
reversa para a sintese dos cDNAs utilizando-se AccessQuick™ RT-PCR System
(Promega) conforme instru¢des do fabricante.

As amplificacées foram realizadas em termociclador Minicycler™ (MJ
Research, Inc. Watertown, MA, EUA), em um volume final de 25 ou 50 uL. As
condicoes de PCR foram adaptadas para cada par de iniciadores, sendo que todas
as reacobes iniciaram com uma etapa de transcricdo reversa a 45°C por 45 min
seguida imediatamente pela PCR. As condi¢cdes de temperatura das PCRs foram:
para os iniciadores M2F/M2R, Vit1F/Vit2R e Vit3F/Vit4R — desnaturagdo a 95°C por
2 min seguida por 40 ciclos de 95°C por 1 min, 58°C por 1 min, 72°C por 1 min e
extensdo final a 72°C por 5 min; M4F/M4R e VitVF/VitVR — desnaturacao a 95°C por
2 min seguida por 40 ciclos de 95°C por 1 min, 53°C por 1 min, 72°C por 1 min e
extensao final a 72°C por 5 min; M30F/M30R — desnaturagdo a 95°C por 2 min
seguida por 40 ciclos de 95°C por 1 min, 45°C por 1 min, 72°C por 1 min e extensao
final a 72°C por 5 min.

Os produtos das PCRs foram analisados através de migragdo em gel de
agarose 2,5 % corado com brometo de etidio submetido a uma diferenca de
potencial de 80 V, a 400 mA por 50 min. Os fragmentos que apresentaram o

tamanho esperado foram entdo purificados para nova PCR.

Purificacao dos produtos da PCR

A purificacdo do DNA a partir do gel de agarose foi feita utilizando o kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), conforme orientacdes do
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fabricante. Para isso, os fragmentos foram cuidadosamente removidos do gel com o
auxilio de um bisturi e imediatamente purificados. Com o fragmento obtido da
purificacdo foi realizada uma segunda amplificacdo sob as mesmas condi¢des
especificas para cada par de iniciadores.

Clonagem e seqlienciamento

A insercdo do fragmento da segunda PCR no vetor de clonagem pGEM®-T
Easy Vector Systems (Promega) foi realizada conforme as indicacdes do fabricante.
Os vetores contendo o inserto foram mantidos a -20°C até a transformagédo. Uma
aliquota de 2 a 4 pL do plasmideo foi utilizada para a transformacao de bactérias
competentes E. coli DH5-a e os indculos estriados e incubados em meio solido Luria
Bertani (LB) com 100 ug.mL™" de ampicilina. Oito ou nove coldnias foram retiradas
de cada placa e incubadas em meio LB liquido. Para certificacao de que os vetores
continham o inserto do tamanho esperado, foi feita migracdo em gel de agarose.
Apébs a transformacdo das bactérias, os plasmideos foram purificados com o
PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega) ou Wizard Plasmid Miniprep
(Promega) conforme orientagdes do fabricante e quantificados em espectrofotometro
com absorbancia a 260 nm. Foi mantida uma relacao Ageo/Azso €ntre 1,9 e 2,6,
indicando boa qualidade/pureza do material. Aliqguotas de 300 ng dos plasmideos e
5 pmol dos iniciadores universais pUC/M13 (Promega) foram enviadas para
sequenciamento. O sequienciamento das amostras foi realizado no Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Parand, Curitiba, PR,
sob a supervisdo do Prof. Dr. Emanuel Maltempi de Souza.

Resultados e discussao

Na tentativa de clonagem do gene que codifica um fator de transcricao
R2R3-MYB foi feita a busca por genes ortélogos no banco de dados do NCBI a fim
de desenhar iniciadores degenerados. As diferentes seqiéncias de nucleotideos (nt)
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que apresentaram as maiores similaridades a partir de genes de pelo menos 5
espécies obtidas no NCBI, foram analisadas no programa Clustal X2, para o
alinhamento biologicamente significativo entre elas. Regides que apresentaram
maior conservacao de nt foram escolhidas para desenho dos iniciadores
degenerados (M2F/M2R, M4F/M4R e M30F/M30R; Figura 3.1). A degeneragéo foi
feita nas posicées onde os nt ndo se apresentavam conservados, sendo feita uma
substituicdo do conjunto de nt por uma base degenerada equivalente. Foram
também sintetizados mais trés pares de iniciadores sugeridos pelo grupo de
pesquisa do Prof. Raul Cassia, Universidad Nacional de Mar del Plata, Argentina
(Vit1F/Vit2R, Vit3F/Vit3R, VitVF/VitVR) a partir de regides conservadas de MYB de
V. vinifera.

O desenho de iniciadores degenerados para amplificagcdo das regides-alvo
foi desenvolvido com o objetivo de se encontrar um gene MYB com sitio de
nitrosilacdo na araucaria. Os iniciadores sintetizados correspondem as regides de
MYB2, MYB4 e MYB30 de A. thaliana, e neste trabalho foram denominados
M2F/M2R, M4F/M4R e M30F/M30R, respectivamente (Tabela 3.1). Os iniciadores
sintetizados a partir de V.vinifera correspondem a regides que codificam fatores de
transcricdo MYB dessa espécie e foram denominados Vit1F/Vit2R, Vit3F/Vit4R e
VitVF/VitVR.
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Gossypium hirsutum D-genome myb-like transcription factor Myb 5 gene
Gossypium hirsutum myb-like transcription factor 5 (MYBS5)
Gossypioides kirkii myb-like transcription factor 5 (MYBS

A. gemmifera gene for MYB transcription factor Atmyb2,

Vitis vinifera contig VV78X243387.4, whole genome shotgun sequence
0. sativa Japonica Group genomic DNA, chromosome 7, BAC clone:0J1165_F02 CGGCGACGAGCTCCGGCGH
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Gossypium hirsutum D-genome myb-like transcription factor Myb 5 gene
Gossypium hirsutum myb-like transcription factor 5 (MYBS5)
Gossypioides kirkii myb-like transcription factor 5 (MYBS

A. gemmifera gene for MYB transcription factor Atmyb2,

Vitis vinifera contig VV78X243387.4, whole genome shotgun sequence
0. sativa Japonica Group genomic DNA, chromosome 7, BAC clone:0J1165_F02
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M4F

A. thaliana putative tr. factor MYB4 (At4g38620) mRNA
Gossypium hirsutum GHMYBY (ghmyb9) mRNA

L. esculentum mRNA, myb-related gene

E. gunnii mRNA for MYB transcription factor (mybl gene)
T. fluminensis MYB6 (myb6)mRNA

P. glauca R2R3-MYB tr.factor MYB5 mRNA
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A. thaliana putative tr. factor MYB4 (At4g38620) mRNA
Gossypium hirsutum GHMYBY (ghmyb9) mRNA

L. esculentum mRNA, myb-related gene

E. gunnii mRNA for MYB transcription factor (mybl gene)
T. fluminensis MYB6 (myb6)mRNA

P. glauca R2R3-MYB tr.factor MYB5 mRNA
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Vitis vinifera chromosome chrl4 scaffold_21

L.esculentum mRNA for myb-related transcription factor, THM6

Citrus macrophylla MYB60-like protein gene

Glycine max MYB transcription factor MYB187 (MYB187) mRNA

Gossypium hirsutum myb transcription factor MYB30 mRNA

Arabidopsis thaliana MYB family transcription factor (At3g28910)
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Vitis vinifera chromosome chrld4 scaffold_21

L.esculentum mRNA for myb-related transcription factor, THM6

Citrus macrophylla MYB60-like protein gene

Glycine max MYB transcription factor MYB187 (MYB187) mRNA

Gossypium hirsutum myb transcription factor MYB30 mRNA

Arabidopsis thaliana MYB family transcription factor (At3g28910)

Figura 3.1: Alinhamento para o desenho de

B) MYB4, C) MYB30
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iniciadores degenerados de A) MYB2,

O RNA total de A. angustifolia foi extraido em diferentes condi¢des de cultivo

celular, de plantulas e de embrides zigéticos. O cDNA obtido do RNA total foi

utilizado como molde para as reacées de PCR com iniciadores degenerados ou nao

e clonado em vetores pGEM T-Easy a partir de cultivo pré-embrionario que codifica

possiveis fatores de transcricao R2R3-MYB de araucaria. As extracdes de RNA total

e posteriores amplificacdes de A. angustifolia foram realizadas somente nos cultivos
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gue se desenvolveram. Os cultivos embriogénicos crescidos em Sy e Sy, embrides
zigébticos, plantulas com idade de dois meses inoculadas em Sy e PUT e plantulas
com sete meses crescidas em meio BM apresentaram desenvolvimento esperado e
puderam ser usados para extracdo de RNA. Os embrides inoculados em meio
contendo ABA nao desenvolveram e, por isso, ndo foram usados nas andlises.

As amostras que apresentaram extracdes de RNA bem sucedidas de
cultivos celulares, embrides zigéticos e plantulas foram submetidas a sintese de
cDNA. Os critérios de avaliagao foram uma boa visualizacdo do arraste do RNA em
gel de agarose nao-desnaturante 1,5% e relacdo Assp/Azgp em torno de 2,0. Dos
cultivos que tiveram o RNA extraido, a metodologia foi eficaz para os embrides
zigbticos e para as espiculas de plantulas sem tratamento (Sp) e as espiculas de
plantulas tratadas com PUT. Para as raizes das plantulas o método de extragao nao
foi eficaz.

Os RNAs de boa qualidade foram entdo submetidos a transcricdo reversa
para sintese de cDNA e posterior PCR com todos os iniciadores sintetizados (Tabela
3.1). Os fragmentos que amplificaram e apresentaram boa visualizacdo no gel de
agarose foram entdo extraidos do gel, purificados e novamente amplificados para se
conseguir maior numero de copias do fragmento obtido. Os cDNAs sintetizados com
0s iniciadores M30 nao apresentaram boa visualizacdo no gel (dados néao
mostrados), por isso nao foram reamplificados. Os produtos da PCR foram entdo
inseridos no vetor de clonagem e transformados em bactérias competentes. Destes,
obteve-se éxito na insercdo de produtos de amplificacdo obtidos a partir de
espiculas de plantulas cultivadas sem tratamento (Sp) e tratadas com PUT,
amplificados com iniciadores M2F/M2R, M4F/M4R, Vit1F/Vit2R, Vit3F/Vit4R, e
VitVF/VitVR. Para o seqlenciamento foram aliquotados 300 ng de DNA plasmidial e
5 pmol dos iniciadores universais pUC/M13 (Promega) e enviados para analise.

Seqlenciamentos bem sucedidos sdo caracterizados por picos bem
definidos nos gréaficos de resultados. Os fragmentos amplificados pelos iniciadores
M2F/M2R, Vit1F/Vit2R, Vit3F/Vit4R, e VitVF/VitVR ndo apresentaram boa defini¢cao
nos dados dos sequenciamentos. Os resultados obtidos com os seglenciamentos
apresentaram maior precisao apenas para fragmentos amplificados com iniciadores
M4F/M4R em plantulas cultivadas sem tratamento (Sp) (Figura 3.2) e tratadas com
PUT (Figura 3.3).
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obtida com fragmentos amplificados com iniciadores

M4F/M4R a partir de espiculas de plantulas crescidas em meio Sp.
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Figura 3.3: Seqiéncia obtida com fragmentos amplificados com iniciadores
M4F/M4R a partir de espiculas de plantulas tratadas com PUT.

Na sequéncia obtida para espiculas de plantulas crescidas em meio Sy
verificou-se alta homologia com RNA ribossomal de diferentes espécies de coniferas
da familia Araucariacea, como Wollemia nobilis, originaria da Austrélia, Agathis
robusta e A. alba e diversas outras espécies do género Araucaria. Esses dados
confirmam que o fragmento amplificado de A. angustifolia com os iniciadores

degenerados é pertencente a uma regido altamente conservada dentro desta familia
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de coniferas. O fragmento sequienciado a partir do tratamento com PUT apresentou
homologia com RNA ribossomal com o genoma parcial de diversas coniferas do
género Pinus (Tabela 3.3), proxima filogeneticamente de araucéria. Nenhuma
homologia significativa com fatores de transcricdo MYB disponiveis nos bancos de
dados on line foi verificada, somente foi possivel a confirmagéo de similaridade com
RNA ribossémico de araucaria. A caracterizacao dos cDNAs foi feita com auxilio do
programa BLAST-N para verificacdo de homologia com seqiiéncias previamente
descritas.

Os resultados obtidos neste trabalho sao pouco elucidativos em relacéo a
presenca de fatores de transcricdo MYB em araucaria. Por ser uma espécie ainda
muito pouco estudada nao foi possivel o desenho de iniciadores especificos para
esse fim. A pouca especificidade das amplificacdes e a baixa similaridade entre as
sequéncias obtidas provavelmente se deve a divergéncia das sequéncias da
Araucaria em relagdo as espécies utilizadas para o desenho dos oligonucleotideos
ou por que os estagios bioldgicos em que foram feitas as coletas de A. angustifolia
ndo tenham sido os mais adequados para investigacao dos fatores de transcrigao
MYB. Pesquisas aprofundadas sado necessarias para que se adquiram informacoes

mais precisas a nivel molecular dessa importante espécie em extingéo.



Tabela 3.2: Similaridade (Blast N) da seqiéncia de espiculas de plantulas crescidas em meio Sy amplificadas com iniciadores
M4F/M4R

Nemre % Descrisao e oar'® Comerrad®  Eae feeridade
EU165007.1 Wollemia nobilis 26S large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 464 464 90% 1e-127 98%
EU165006.1 Araucaria heterophylla 26S large subunit ribosomal RNA gene, partial 464 464 90% 1e-127  98%
sequence
EU165004.1 Araucaria brasiliensis 26S large subunit ribosomal RNA gene, partial 464 464 90% 1e-127  98%
sequence
EU165003.1 Araucaria bidwillii 26S large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 464 464 90% 1e-127  98%
EU165002.1 Agathis robusta 26S large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 464 464 90% 1e-127  98%
EU165000.1 Agathis alba 26S large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 464 464 90% 1e-127  98%
FJ179544.1 Araucaria araucana 26S ribosomal RNA gene, partial sequence 459 459 90% 5e-126  97%
EU165005.1 ?ergﬂce:ir;z cunninghamii 26S large subunit ribosomal RNA gene, partial 453 453 90% 06124 97%
EU165001.1 Agathis dammara 26S large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 453 453 90% 2e-124  97%
EU161318.1 Sciadopitys verticillata 26S ribosomal RNA gene, partial sequence 431 431 90% 1e-117  95%
EU161360.1 Dacrycarpus imbricatus 26S ribosomal RNA gene, partial sequence 414 414 90% 1e-112  94%
EU161314.1 Saxegothaea conspicua 26S ribosomal RNA gene, partial sequence 414 414 90% 1e-112  94%
EU161359.1 Keteleeria davidiana var. calcarea 26S ribosomal RNA gene, partial sequence 409 409 90% 5e-111  94%
EU161343.1 Taiwania cryptomerioides 26S ribosomal RNA gene, partial sequence 409 409 90% 5e-111  94%
EU161339.1 Phyllocladus trichomanoides 26S ribosomal RNA gene, partial sequence 409 409 90% 5e-111  94%
EU161336.1 Lepidothamnus laxifolius 26S ribosomal RNA gene, partial sequence 409 409 90% 5e-111  94%
EU161335.1 Lagarostrobos franklinii 26S ribosomal RNA gene, partial sequence 409 409 90% 5e-111  94%

EU161329.1 Microcachrys tetragona 26S ribosomal RNA gene, partial sequence 409 409 90% 5e-111  94%




Tabela 3.3: Similaridade (Blast N) da sequéncia de espiculas de plantulas tratadas com PUT amplificadas com iniciadores
M4F/M4R.

Numero de - Escore Escore Coberturada Identidade
Descricao - NN E-value . .

acesso maximo total seqliéncia maxima

DQ629324.1 Araucaria araucana large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; 442 442 85% 56-121  98%
chloroplast

DQ629233.1 Sphagnum capillifolium large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; 385 385 86% 8e-104 94%
chloroplast

DQ629232 1 Sphagnum palustre large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; 385 385 86% 8e-104 94%
chloroplast

AF393612.1 Sphagnum rubellum large subunit ribosomal RNA (rrl) gene, complete 385 385 86% 8e-104  94%
sequence; chloroplast gene for chloroplast product

AP009339.1 Cycas taitungensis chloroplast DNA, complete genome 379 759 86% 4e-102 93%

DQ629322. 1 Zamia integrifolia large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; 379 379 86% 46-102  93%
chloroplast

DQ629320. 1 Cycas revoluta large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; 379 379 86% 46-102  93%
chloroplast

FJ546412.1 Syntrichia ruralis chloroplast, complete genome 375 751 86% 5e-101 93%

DQ821119.1 Angiopteris evecta chloroplast, complete genome 375 751 86% 5e-101 93%
Hymenostylium recurvirostre large subunit ribosomal RNA gene, partial o i o

DQ629247.1 sequence; chloroplast 375 375 86% 5e-101  93%

FJ899564.2 Pinus torreyana subsp. torreyana chloroplast, partial genome 374 374 86% 2e-100 93%

FJ899563.2 Pinus torreyana subsp. insularis chloroplast, partial genome 374 374 86% 2e-100 93%

FJ899583.1 Pinus pinaster chloroplast, partial genome 374 374 86% 2e-100 93%

FJ899581.1 Pinus parviflora var. pentaphylla chloroplast, partial genome 374 374 86% 2e-100 93%

FJ899579.1 Pinus merkusii chloroplast, partial genome 374 374 86% 2e-100 93%

FJ899577.1 Pinus lambertiana chloroplast, partial genome 374 374 86% 2e-100 93%

FJ899576.1 Pinus flexilis chloroplast, partial genome 374 374 86% 2e-100 93%

FJ899575.1 Pinus leiophylla var. chihuahuana chloroplast, partial genome 374 374 86% 2e-100 93%
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente trabalho contribuem para elucidar a influéncia de
SNP, um doador de NO, e de apocinina, um indutor de NO, na expressao génica do
gene de actina (act), de genes envolvidos na sintese de glutationa (y-ecs e gsh-s) e
de fenilpropandides (chs, pal.1 e P1). Folhas de milho foram tratadas com apocinina
e com SNP, e os transcritos 12 h apds o tratamento foram quantificados por PCR em
tempo real. Foi demonstrado que SNP é capaz de induzir significativamente a
expressao de genes responsaveis pela sintese de enzimas da rota biossintética de
glutationa (y-ecs e gsh-s) e também do gene envolvido na expressao de um fator de
transcricao MYB (P7). O tratamento com APO, no entanto, ndo apresentou indugéao
dos transcritos. Nossos experimentos demonstraram que a sintese de glutationa é
modulada por NO exégeno em folhas de milho.

A busca por possiveis fatores de transcricdo MYB em cultivos de A.
angustifolia foi realizada através do uso de iniciadores desenhados a partir de
bancos de dados de sequéncias. De todos os fragmentos amplificados, somente foi
verificada similaridade com RNA ribossomal de outras espécies de Pinus.
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