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1. INTRODUCAO

Mudancas climaticas causadas por processos naturais e fatores antropicos
podem resultar na maior intensidade de estresses abidticos, levando a reducao da
produtividade agricola. Dentre esses estresses estd a seca, que é um evento
climatico extremo, com alto impacto na agricultura (BOUTRAA et al. 2010); a
salinidade, visto que um terco das areas irrigadas do mundo é afetado por
salinizacdo (CONOR et al., 2012); e o frio, que limita o crescimento, a produtividade
e a distribuicdo geografica das culturas agricolas (LIU et al., 2013).

O arroz (Oryza sativa) € uma das mais importantes culturas em termos de valor
econdmico e é um dos cereais mais produzidos e consumidos em todo o mundo.
Assim como os demais cereais, 0 rendimento do arroz € dependente das condicfes
ambientais (REYNOLDS et al., 2016). Durante o processo evolutivo, as plantas tem
desenvolvido mecanismos moleculares de transducdo de sinais para responder as
condi¢cdes ambientais adversas (PANDEY et al., 2016).

Dentre 0s genes de resposta a estresses abidticos em vegetais pode-se
destacar as proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins — HSPs). HSPs
atuam na manutencdo da conformacédo funcional das proteinas e previnem a
agregacado dessas proteinas em condicdes de estresse, auxiliando na sobrevivéncia
das células (WANG et al., 2004). A transcricdo das HSPs é regulada por fatores de
transcricdo de choque térmico (Heat Shock Factor — HSF), os quais desempenham
um papel central na regulacdo das respostas a diferentes estresses abidticos em
plantas. Em arroz, foram identificados 25 genes da familia HSF, que embora
pertencentes a mesma familia, respondem de maneira diferencial em condi¢des de
estresse (MITTAL et al.,, 2009). Dessa forma, é necessério identificar quais genes
sdo expressos em cada condicdo ambiental e como ocorre a regulacdo da
expressao desses genes. Essa informacédo podera ser utilizada no desenvolvimento
de cultivares tolerantes aos estresses por seca, frio e salinidade.

Diante do exposto, esse trabalho teve como objetivo avaliar o perfil de
expressao de genes da familia HSF sob condi¢cdes de estresse por seca, salinidade
e frio, e avaliar como ocorre a regulacao desses genes nessas condicoes.

2. METODOLOGIA

Vinte e cinco genes da familia HSF em arroz (Oryza sativa) foram
identificados a partir de uma lista previamente reportada por MITTAL et al., (2009).
As sequéncias codificadoras correspondentes a cada gene foram obtidas no banco
de dados MSU Rice Genome Annotation Project (http://rice.plantbiology.msu.edu/) e
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as sequéncias correspondentes a regido promotora (1kb upstream) foram obtidas no
banco de dados The Rice Annotation Project (http://rapdb.dna.affrc.qo.jp/).

O perfil de expresséo in silico foi obtido a partir do banco de dados de
expressao génica Genevestigator (https://genevestigator.com/gv/) (ZIMMERMANN
et al. 2008). Os dados de expressdo utilizados foram provenientes de um
experimento realizado com plantulas de arroz da cultivar IR64 (Oryza sativa spp.
indica) submetidas aos estresses por frio (4°C por 3 hs), seca (papel seda seco por
3 hs em 28°C) e salinidade (NaCl 200 mM por 3 hs em 28°C). Foram utilizados
apenas resultados de expressdo com p-value <0,001. Os dados de expressao foram
exportados do Genevestigator e carregados no programa MeV:MultiExperiment
Viewer (TM4 MeV) (SAEED et al., 2003).

A analise dos motivos foi realizada utilizando o programa Multiple Em for Motif
Elicitation - MEME Suite (http://meme-suite.org/tools/meme) (BAILEY et al., 2009). A
identificacdo de elementos cis na regido promotora de cada gene foi feita utilizando
0 programa PLANTCIS (http://www.microsatellite.org/cis_input.html), que utiliza
elementos cis a partir do banco de dados Plant Cis-acting Regulatory DNA Elements
- PLACE (HIGO et al. 1998). Apenas elementos com p-value <0,01 foram
considerados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil de expressao in silico dos 25 genes da familia HSF em arroz diferiu
sob as condicdes de estresses por frio, seca e salinidade (Fig. 1A). Um grupo de dez
genes HSFs apresentou perfil de expressdo similar entre 0s estresses por seca e
salinidade, sendo induzidos nessas condicdes. Esse resultado indica que esse grupo
esta envolvido na resposta a desidratacao celular, ocasionada pelos estresses por
seca e salinidade. Esses genes sao considerados candidatos para estudos mais
detalhados visando a obtencdo de plantas tolerantes a esses estresses. Em
estresse por frio verificou-se que a maioria dos genes teve a expressao inibida,
execeto os genes LOC_0s01g53220, LOC_0s02g32590 e LOC_0s03g12370. O
gene LOC 0s01g53220 foi induzido sob os trés estresses estudados, se
constituindo num excelente candidato para superexpressao visando tolerancia a
esses estresses. O gene LOC_0s059g45410 foi induzido apenas em condi¢des de
salinidade, sendo alvo de estudos visando plantas tolerantes a esse estresse.
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Figura 1. (A) Perfil de expressao in silico de genes HSFs em arroz sob condigoes
de estresse por frio, seca e salinidade. Cor verde representa baixo nivel de
transcritos, cor preta representa medio nivel de transcritos e cor rosa representa alto
nivel de transcritos. (B) Presenca de motivos conservados entre os genes HSFs em

arroz.
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Buscando verificar se os genes com perfil de expressao similar apresentavam
regides conservadas na sequéncia codificadora (CDS), foram avalidos os motivos
presentes nessas sequéncias. Com base nos resultados obtidos, verifica-se que
todos os genes HSFs apresentam os mesmos motivos conservados na CDS,
diferindo apenas em algumas bases (Fig. 1.B). Essa informacédo sugere que a
presenca de motivos na CDS nédo estd associada com a regulacdo da expressao
desses genes.
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Figura 2. Numero de elementos cis presentes na regido promotora (1kb) de cada
gene HSF de arroz.

Por outro lado, verificou-se que a regido promotora dos genes HSFs
apresentam diferentes elementos cis e em diferentes quantidades (Fig. 2).
Elementos cis sdo sequéncias de DNA presentes na regido promotora de genes que
sdo reconhecidas por fatores de transcricdo, mediando a resposta celular desses
genes em diferentes condigdes (FRANCO-ZORRILLA et al.,, 2014). Nesse estudo
foram observados diferentes elementos cis nos diferentes promotores, onde cada
elemento apresentou ocorréncia variando de 1 a 10 (dados nao mostrados).
Verificou-se que o numero total de elementos cis ndo esté relacionado com perfil de
expressao dos genes HSFs frente aos diferentes estresses estudados (Fig. 1A e Fig.
2). No entanto, observou-se que genes com expressdo similar apresentam
determinados elementos em comum, como € 0 caso dos genes LOC_0s09g35790 e
LOC_0s10g28340, que apresentam o elemento cis ACCTTCC (BOXLCOREDCPAL)
na regido promotora. Porém, esse elemento ndo foi observado nos demais genes
gue apresentam expressao similar. Esse resultado sugere que a regulacdo da
expressao de genes HSFs esta associada a presenca de determinado elementos cis
na regido promotora, porém essa regulacdo ocorre de forma complexa, ndo havendo
um padrao entre os membros da familia HSF.

Dentre os promotores avaliados, observou-se ainda a presenca dos
elementos cis ACGTG (ABRELATERD1) e GCCGAC (DRECRTCOREAT), que
atuam em resposta inicial a desidratacdo e como sitio de ligagdo dos fatores de
transcricdo responsivos a desidratacdo (Dehydration responsive element binding —
DREB), respectivamente. DREB1 € um fator de transcricdo associados ao frio, e
DREB2 a seca e salinidade (LATA e PRASAD, 2011). Esse resultado confirma a
participacdo da familia HSF em resposta aos estresses estudados.

Este estudo encontra-se em fase inicial, nas préximas etapas serdo avaliados
quais elementos cis estdo presentes na regido promotora de cada gene, qual a
ocorréncia desses elementos e a qual condi¢cdo estado associados.
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4. CONCLUSOES

O gene LOC _0s01g53220 € um candidato potencial para estudos de
transformacdo genética visando tolerancia aos estresses abitticos por frio, seca e
salinidade. Sugere-se que a expresséo diferencial de genes HSFs em arroz sob
condicbes de estresse € decorrente da presenca de diferentes elementos cis na
regido promotora desses genes.
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