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1. INTRODUGCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € uma das principais culturas alimentares
consumida no mundo, fazendo parte da dieta diaria de quase metade da
populacdo mundial. No entanto, a produtividade de arroz € afetada por varios
estresses bioticos e abidticos. Os estresses abiodticos que afetam a produtividade
de arroz incluem seca, salinidade, altas e baixas temperaturas, radiacao
ultravioleta, etc (RAHMAN et al. 2019). Para evitar perdas de produtividade
nessas condicdes é necessario o desenvolvimento de cultivares tolerantes. No
entanto, sabe-se que o0 arroz cultivado apresenta base genética estreita devido a
forte pressédo de selecdo para caracteres de interesse agrondomico (VENSKE et
al., 2018). Dessa forma, a identificacdo de genes envolvidos em mecanismos de
tolerancia nas espécies selvagens do género Oryza e sua introducdo em arroz
cultivado € uma estratégia de ampliacdo da variabilidade genética.

As plantas de arroz respondem ao estresse ativando inUmeras vias de
sinalizacao. Diferentes genes séo induzidos ou reprimidos promovendo tolerancia
a condicdo estressante (RAHMAN et al. 2019). A regulacdo da transcricao
envolve a ligacdo de fatores de transcricdo (FTs) em elementos de regulacao cis
(CRESs) presentes na regido promotora de genes especificos (KAUR et al. 2017).
A sinalizacdo em condicdo de estresse abiotico pode ser dependente de acido
abscisico (ABA), através da atuacdo dos FTs AREB/ABF (proteina de ligacdo a
ABRE/fator de ligacdo a ABRE), MYB (myeloblastosis), MYC (myelocytomatosis)
e WRKYs, ou independente de ABA, pela acdo do FT DREB/CBF (proteina de
ligacdo ao elemento responsivo a desidratacdo/fator de ligacdo a repeticdo C)
(SINGH e LAXMI, 2015).

Os FTs tém sido considerados um excelente alvo para manipulacédo via
transgenia visando tolerancia das plantas a estresses abidticos. A vantagem do
uso de FTs deve-se ao fato que a tolerancia ao estresse € determinada por
multiplos genes, assim, o uso de um gene funcional que codifica um Unico produto
em particular parece ser menos eficaz do que o uso de um gene que codifica um
FT que regula varios genes funcionais e reguladores (HOANG et al. 2017). Para
isso, a elucidacdo da regulacao transcricional de FTs € uma etapa crucial no
entendimento do mecanismo molecular de resposta a estresses abidticos em
plantas.

Diferentes familias de FTs que regulam a resposta a estresses abioticos
tém sido identificadas e seus mecanismos de regulacdo foram elucidados
(HOANG et al. 2017). A familia de FTs Whirly foi caracterizada por atuar na
sinalizacdo em reposta a estresses bioticos (DESVEAUX et al. 2005). No entanto,
a sua participacdo em resposta a estresses abioticos ainda ndo foi esclarecida.
Dessa forma, este estudo teve por objetivo a caracterizacdo de promotores de
genes Whirly no género Oryza quanto a sinalizacdo pelas vias dependente e
independente de ABA em resposta a estresses abioticos.
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2. METODOLOGIA

Genes da familia Whirly (Why) foram incialmente obtidos no banco de dados
The Rice Annotation Project Database (RAP-DB) no genoma de Oryza sativa ssp.
japonica. Posteriormente, as sequéncias foram utilizadas para identificacdo dos
genes Why nas demais espécies do género Oryza (O. sativa ssp. indica; O.
rufipogon; O. punctata; O. nivara; O. meridionalis; O. glumaepatula; O. glaberrima;
O. brachyantha e O. barthii no banco de dados da Ensembl Plants. Em seguida, a
regido promotora predita (1,5kb upstream do sitio de inicio da transcricao) foi
obtida. Os promotores preditos foram analisados quanto a presenca de elementos
de regulacéo cis (CREs) no banco de dados New PLACE (A Database of Plant
Cis-acting Regulatory DNA Elements) (HIGO et al., 1999).

Foi construida uma figura com os CREs alvos de FTs associados com a via
dependente de ABA e independete de ABA buscando verificar a participacao
desse fitohormoénio na sinalizagéo dos genes Why.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Compreender o mecanismo de regulacdo génica associada a estresses é
uma estratégia na identificacdo de genes candidatos para o melhoramento,
visando tolerancia a condicbes ambientais adversas. A busca dos genes Whirly
(Why) nas espécies do género Oryza foi realizada com base em Why2 e Why6
identificados em Oryza sativa japonica. Nesta espécie, os genes Why estdo
localizados nos cromossomos 2 e 6, assim como para a maioria das espécies do
género. No entanto, a espécie O. glumaepatula apresentou apenas um gene Why
no cromossomo 2, e em O. meridionalis observou-se a presenca de dois genes
Why, porém localizados nos cromossomos 6 e 7.

Com base na estrutura dos promotores preditos dos genes Whirly verificou-
se que estes sdo regulados para atuar na reposta a estresses abioticos. Além
disso, esses genes sao regulados por vias dependentes e independentes de
acido abscisico (ABA), e esse comportamento € mantido em todas as espécies de
Oryza analisadas (Figura 1).

Dois elementos de regulacdo cis (CRES), sitios de ligacdo de fatores de
transcricdo (FT) DREB/CBF, foram comuns para os dois genes Why e se
mantiveram conservados na grande maioria das espécies (Figura 1). Em
Arabidopsis thaliana a superexpressao de AtDREB1/CBF leva a tolerancia a frio,
seca e alta salinidade, sugerindo que esse FT tem como alvo genes candidatos
associados com a tolerancia aos estresses (revisado por KIMOTHO et al., 2019).
Dentro dessa perspectiva, os resultados obtidos demonstram que os genes Why
podem estar envolvidos na resposta a estresses nas espécies do género Oryza,
ja que sao alvos de DREBs.

O ABA é conhecido como o fitohormbnio do estresse e participa na
resposta adaptativa de estresses bidticos e abioticos, atuando na ativacdo de FTs
AREB/ABF (LIU et al., 2019). Apenas um CRE reconhecido por AREB/ABF foi
comum em todas as espécies para os dois genes, enquanto outros quatro CREs
tiveram ocorréncia reduzida nos promotores (Figura 1). Dessa forma, acredita-se
gue os genes Why também sdo regulados por AREB/ABF sob condicdo de
estresse.

Os FTs MYB e MYC sao sinalizados por ABA, e assim como 0os AREB/ABF
ativam genes funcionais envolvidos na resposta a estresses abidticos (revisado
por KIMOTHO et al., 2019). Quatro sitios de ligacdo de MYB foram comuns entre
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as especies. Por outro lado, CREs alvos de MYCs ocorreram em menor
frequéncia, com apenas um elemento presente em todos 0s promotores
analisados (Figura 1). Esse resultado é mais uma evidéncia do envolvimento dos
genes Why na resposta a estresses, uma vez que sao sinalizados pelos FTs MYB

e MYC.
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Figura 1: Ocorréncia de elementos de regulacdo cis (CRE) nos promotores preditos dos genes
Whirly alvos de fatores de transcri¢cdo (FTs) sinalizados via dependente e independente de &cido
abscisico (ABA) nas espécies do género Oryza. Osjap: Oryza sativa ssp. japonica; Osind: O.
sativa ssp. indica; Oruf: O. rufipogon; Opun: O. punctata; Oniv: O. nivara; Omer: O. meridionalis;
Oglu: O. glumaepatula; Ogla: O. glaberrima; Obra: O. brachyantha; Obar: O. barthii.

Os FTs WRKY desempenham um papel essencial na regulacdo de
respostas aos estresses bibticos e abioticos em plantas. Ja foi reportado o
envolvimento de WRKYs na sinalizacéo celular durante os estresses ocasionados
por salinidade, seca, calor, frio, submergéncia, entre outras condi¢cdes adversas
(revisado por VIANA et al., 2018). Os genes Why apresentaram grandes
guantidades de CREs alvos de WRKYs nas espécies analisadas (Figura 1),
indicando que séo regulados preferencialmente por esses FTs. Esse resultado
coloca os genes Why entre os potenciais candidatos para tolerancia a estresses.

4. CONCLUSOES

Os genes Why parecem estar envolvidos na resposta a diferentes
estresses nas espécies do género Oryza atraves da sinalizagdo dependente e
independente de ABA. Esses genes podem ser utilizados no melhoramento de
arroz para tolerancia a condicdes ambientais adversas.
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