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Regulacao transcricional do OsDREB1D sob estresses abidticos
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1. INTRODUCAO

Os estresses abidticos sdo condigbes ambientais adversas que influenciam
negativamente o crescimento e a produtividade das plantas (LATA; PRASAD,
2011). Fatores de transcricdo (FTs) da subfamilia DREB (DEHYDRATION
RESPONSIVE ELEMENT BINDING) sdo determinantes na regulacdo de genes
induzidos pelos estresses abibticos, incrementando a toler&ncia das plantas
(HUSSAIN et al., 2011). Os FTs DREB séao divididos em DREB1 e DREB2, os
quais sdo envolvidos nas respostas ao frio e a seca, respectivamente. Os genes
OsDREB1A, OsDREB1B, OsDREB1C e OsDREB1D foram os primeiros DREB1
identificados em arroz (revisado em HUANG et al., 2018). O gene AtDREB1D é
envolvido na via dependente de ABA para resposta ao frio e seca em Arabidopsis
thaliana (HAAKE et al.,, 2002; SAKUMA et al., 2002) e seca em soja
(GUTTIKONDA et al.,, 2014). No entanto em arroz, a expressdo do gene
OsDREBI1D foi ausente em plantas com 17 dias de vida na condi¢cdo controle,
bem como quando as plantas se encontravam sob o0s estresses de seca,
salinidade, frio e no tratamento com ABA (DUBOUZET et al., 2003). A auséncia
de expressdo do gene OsDREB1D deve estar relacionada as propriedades
regulatérias em sua regido promotora, a qual deve ser analisada com cuidado.
Assim, o objetivo deste estudo foi verificar se ilhas CpG séo determinantes na
baixa taxa transcricional detectada para o OsDREB1D tanto em condicdes
comuns como frente a estresses abioticos.

2. METODOLOGIA

Andlise in silico

A sequéncia dos promotores contendo 1Kb foram obtidas no banco de
dados The Rice Annotation Project Database (https://rapdb.dna.affrc.qo.jp/). A
andlise de ocorréncia de ilhas CpG, sitios alvo de modificacdes epigenéticas, foi
realizada in silico utilizando o] programa MethPrimer
(http://www.urogene.org/methprimer/) com o objetivo de verificar o possivel efeito
de modificagBes epigenéticas na regulagdo do promotor de OsDREB1D
(Os06g0165600). Alem disso uma analise de elementos de regulacéo cis (CRES)
na regido flaqueada pelo sitio de restricdo foi realizada por meio do New Place
database (https://sogo.dna.affrc.go.jp). A analise de CREs foi também realizada
no promotor do gene OsDREB1C (0s069g0127100), o qual foi identificado pelo
envolvimento em respostas contra diversos estresses como seca, sal, frio e ABA
(DUBOQUZET et al., 2003).

Um screening foi realizado no promotor do gene OsDREB1D a fim de
identificar sitios de restricdo para a enzima sensivel a metilacao.

Material Vegetal
Sementes de plantas de arroz (Oryza sativa L. subsp. japbnica, cultivar
Nipponbare) foram esterilizadas em hipoclorito e germinadas em meio de cultura
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Murashige e Skoog (MS) adicionado de acido 1l-naftalenoacético por 7 dias a
25°C e posteriormente submetidas ao estresse por temperatura e salinidade. Para
a inducdo dos estresses, o delineamento utilizado compreendeu 3 frascos de
meio MS adicionado de 6-benzilaminopurina (BAP) contendo 10 plantulas cada,
para cada estresse e condicédo controle. Para o estresse de frio e calor simulado,
os frascos permaneceram por 3 dias em camara tipo BOD com fotoperiodo 16
horas de luz e temperatura de 13°C e 38°C, respectivamente. Ja para 0 estresse
por salinidade, as plantulas foram acondicionadas no meio MS acrescido de BAP
e NaCl 50 mM e mantidas em camara tipo BOD sob temperatura de 25°C e
fotoperiodo de 16 horas de luz por 3 dias. Para a condi¢cdo controle (sem
estresse), os frascos foram mantidos em camara tipo BOD em temperatura de
25°C e fotoperiodo de 16 horas de luz por 3 dias. ApGs este periodo, a parte
aérea das plantulas foram coletadas, congeladas com nitrogénio liquido, e
mantidas em -80°C até o momento da extragdo do DNA.

Extracdo de DNA e PCR

A extracdo foi realizada utilizando o protocolo Doyle e Doyle (1987) com
modificacdes. Para as analises de regulacao epigenética, os DNAs foram tratados
com a enzima de restricdo sensivel a metilacdo Hpall (Invitrogen™) de acordo
com as recomendacdes do fabricante. A fim de verificar as regulagbes
epigenéticas no promotor de gene OsDREB1D (0Os06g0165600), as quais
afetariam a transcricdo deste gene, oligonucleotideos foram desenhados no
promotor do gene OsDREB1D (pDREB1D) na regido flanqueadora do sitio de
restricdo da enzima. Uma reagéo qualitativa em cadeia da polimerase (PCR) foi
realizada utilizando a enzima DNA polimerase Go Taq Green (Promega™) os
oligonucleotideos foward (CTTCTCATTTCGCAGCAA) e reverse
(GATGACAAGTTGAGGGACC), especificos para amplificar o sitio de restricdo
Hpall no pDREB1D. Os produtos do PCR foram verificados em eletroforese em
gel de agarose 2%. Assim, a regulacédo epigenética foi analisada de forma que, a
presenca de bandas indicou que ndo houve corte da enzima devido a metilagéo
da regido e, a auséncia de bandas indicou corte da enzima devido a retirada de
grupamentos metil na regido de restrigao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O pOsDREB1D foi analisando quanto a presenca de sitio de restricdo para
a enzima Hpall, a qual é sensivel a metilacdo. Um sitio de restricéo foi identificado
na regidao -602 a -495 pbs, indicando que € possivel realizar as analises de
regulacdo epigenética no pOsDREB1D. Além disso, para verificar se a regido -
602 a -495 pbs é alvo de regulagcéao epigenética, uma analise in silico foi realizada
a fim de identificar as possiveis ilhas CpG. As llhas CpG estédo associadas com a
auséncia da expressdo génica através da repressdo da cromatina na regiao
promotora do gene (CHINNUSAMY; ZHU, 2010). llhas CpG foram observadas na
regido candidata, indicando que h& possiveis regides de modificacdo epigenética
na regiao alvo de restricdo da enzima Hpall no pOsDREB1D (Figura 1).
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Figura 1: Ilhas CpG no promotor do gene OsDREB1D.
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Apoés identificado o sitio de restricdo e as possiveis modificacbes
epigenéticas na regido -602 a -495 pbs, uma PCR qualitativa foi realizada no DNA
digerido com a enzima Hpall utilizando os oligonucleotideos especificos. Os
resultados conduzidos em triplicatas, demonstraram que a regido -602 a -495 nao
se apresenta metilada tanto na condicdo controle quanto nas condi¢cdes de
estresse. Isso porque, foi identificada auséncia de bandas indicando a restricao
da enzima sensivel a metilacdo, que, no DNA néo tratado com a enzima (+C)
apresentou banda (Figura 2).

Estes resultados sugerem que, a auséncia de expressdao do gene
OsDREB1D, tanto na condicdo controle como nas condicfes de estresse,
identificado por Dubouzet e colaboradores (2003), ndo esta relacionada a
modificagcdes epigenéticas, pelo menos nesta regido analisada. Outras 3 regifes
vém sendo testadas para verificar os mecanismos de regulacdo negativa deste
gene.
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Figura 2: Analise de metilacdo da regido -495 a -602 pbs do promotor do gene
OsDREB1D na condicao controle (sem estresse) e nos estresses por calor, frio e
salinidade. MM: Marcador de peso molecular Low Mass Ladder (Invitrogen™). +C:
controle positivo da reacdo, DNA ndo tratado com a enzima de restricdo; -C:
controle negativo da reacéo; R1: repeticao 1; R2: repeticdo 2; R3: repetigao 3.

Tendo em vista que, pelo menos nessa regido, ndo ocorrem modificacdes
epigenéticas no pDREB1D, a causa da regulacdo negativa pode estar associada
constituicdo da estrutura do promotor. Analises moleculares tem revelado a
presenca de diversos CREs especificos que intermediam a ativacdo de varios
genes sob diversos estresses abidticos (LATA; PRASAD, 2011). Sendo assim,
para verificar o envolvimento da regido -602 a -495pbs na regulacdo do
pOsDREB1D, uma andlise da presenca de CREs foi realizada no pOsDREB1D e
no pOsDREBI1C. Foi possivel verificar diferengas na constituicdo de CREs entre
os promotores, pPOsDREB1C apresentou 32 CREs enquanto que pOsDREB1D
apresentou 14 CREs (Figura 3A).
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Figura 3: Elementos de regulacdo cis identificados nos promotores dos genes
OsDREB1C e OsDREB1D. A: Diagrama de Venn demonstrando o nimero € o
compartiihamento de CREs nos promotores; B: Quantidade de CREs nos
promotores classificados pela funcao.
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Estes promotores compartiiham apenas 4 CREs. Além disso, uma das
maiores diferengas encontradas foi a quantidade de elementos de ligacédo de FTs,
pOsDREBI1C apresenta 22 elementos de ligagdo de FTs conhecidos enquanto
que pOsDREB1D apresenta apenas 5 (Figura 3B).

Através desses resultados foi possivel verificar que a regido -602 a -
495 pbs do pOsDREB1D néao apresenta regulacéao epigenética quando submetido
ao estresse por temperatura e salino. Os resultados apontam ainda que
provavelmente a diferenca na regulacdo de pOsDREB1D comparado a genes
responsivos a estresses € associada a diferencas na constituicdo de CREs na
regido regulatoria. Novos estudos vém sendo conduzido em outras regides do
pOsDREB1D para identificar os mecanismos de regulacédo negativa deste gene.

4. CONCLUSOES
Através deste estudo foi possivel concluir que a regidao -602 a -495 pbs do
promotor do gene OsDREB1D né&o apresenta modificacdo epigenética sendo
assim, a auséncia de expressdo desse gene parece estar associada a estrutura
de CREs no promotor deste gene.
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