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RESUMO

O arroz (Oryza sativa L.) € um cereal considerado alimento basico para mais da metade
da populacdo mundial. Um dos aspectos limitantes para a producdo da cultura € o
estresse causado por fatores abiéticos. Com os constantes processos de melhoramento
houve um estreitamento na base genética das populagdes utilizadas. Para aumentar a
variabilidade pode-se usar outras espécies pertencentes também ao género Oryza. Para
tentar superar o estresse causado por fatores abidticos as plantas desenvolveram uma
cascata de sinalizagdo que inicia com a expresséo de genes, 0s quais sao regulados por
fatores de transcricdo (FT). A regulagcdo génica é feita a partir da ligacédo desses FT em
elementos regulatérios de agao cis presentes na regiao promotora dos genes. Dentre os
FT presentes em plantas destaca-se a familia RAV. Diante do exposto o objetivo desse
estudo foi avaliar a regulagdo de genes das familias RAV em diferentes espécies do
género Oryza. Dessa forma, foram identificados os elementos reguladores de agéo cis na
regido promotora putativa de 37 genes de 10 espécies do género Oryza e da espécie
Leersia perrieri. Os resultados obtidos demonstraram que os elementos cis ARE, CGTCA-
box, TGACG - motif e TC- rich motif estiveram presentes nos promotores putativos da
maioria dos genes das espécies estudadas, evidenciando a importancia desses
elementos cis na regulacdo da expressdo de genes da familia RAV em arroz. Esses
resultados sugerem que a familia RAV esta envolvida nos mecanismos de toleréncia a
estresses ambientais nas espécies do género Oryza e Leersia perrieri. No entanto,
estudos mais aprofundados s&o necessarios para confirmar os resultados obtidos nesse
estudo.
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Gene regulation of RAV and response to abiotic stresses in species from Oryza
genus

ABSTRACT

Rice crop (Oryza sativa L.) is known to be a basic nutrition source for more than half of the
world population. Abiotic factors comprehend one of the major limiting for rice culture. The
current improvement processes have been reducing the genetic bases of the employed
population. To amplify the genetic variation, other species from Oryza genus can be used.
Toward to overcome stress caused by abiotic factors plant developed a signaling cascade
that initiate with the gene expression, which is regulated by transcription factors (TFs).
Gene regulation is performed through the binding of TFs in cis-regulatory elements in a
promoter region of genes. Between plant TFs stands out the RAV family. Taking to account
the above, this study aimed to evaluate the regulation of genes from RAV family in different
species of the genus Oryza. Cis-regulatory elements in the putative promoters of 37 genes
from Oryza genus and Leersia perrieri specie were identified. Results demonstrated that
the cis-regulatory elements ARE, CGTCA-box, TGACG - motif and TC- rich motif were
present in most of the studied putative promoters and species. It demonstrates the
importance of these cis-regulatory elements in expression regulation of these genes from
RAV family in rice. Moreover, these results suggests that the RAV family is involved in
tolerance mechanisms caused by environmental stresses in species from Oryza genus
and Leersia perrieri. However, detailed studies are needed to confirm the obtained results
in the present study.
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € um cereal considerado alimento basico para mais da
metade da populagcdo mundial. O seu consumo anual per capita € de 54,1 kg por pessoa.
A produgéo prevista para a safra 2017/2018 é de 482,6 milhdes de toneladas, sendo os
paises asiaticos os principais produtores da cultura (USDA, 2017). No Brasil o principal
Estado produtor € o Rio Grande Sul, responsavel por 68% da produgéo nacional de arroz
(CONAB, 2015).

Um dos maiores desafios da atualidade é atender a crescente demanda por
alimentos superando as constantes mudangas climaticas (MICKELBART et al, 2015).
Estima-se que, para acompanhar o crescimento previsto da populagédo, sera necessario
aumentar pelo menos 25% a produgdo mundial de arroz (LI et al.,, 2014). Um dos
aspectos limitantes para que isso ocorra € o estresse causado por fatores abidticos como
extremos de temperatura, excesso ou falta de chuva (BITA & GERATS, 2013; lIZUMI et al,
2014), salinidade e alta radiacao solar (CABELLO et al., 2014). Por esse motivo, se faz
necessario o desenvolvimento e obtencdo de gendtipos mais tolerantes que consigam
superar essas condi¢cdes adversas sem perder a produtividade.

O género Oryza é formado por 23 espécies, destas 21 sdo selvagens e apenas
duas delas cultivadas a Oryza sativa L. e Oryza glaberrima Steud. (VAUGHAN e CHANG,
1995). Durante o passar dos anos houve um estreitamento na base genética das
populagdes utilizadas em programas de melhoramento (RANGEL, 1998). Para ampliar a
base genética das espécies cultivadas pode-se usar as espécies selvagens do género. A
variabilidade destas pode servir como fonte para a identificagdo de genes relacionados a
tolerancia a estresses abidticos, visto que evoluiram no ambiente natural e estdo

adaptadas a diversas condi¢cdes edafoclimaticas (SANTOS et al., 2016).
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As plantas estdo constantemente sujeitas a mudangas no ambiente, as quais
afetam diretamente o seu desenvolvimento e potencial produtivo (YOU et al., 2014). Para
tentar superar essas limitagoes elas desenvolveram mecanismos moleculares mediados
por cascatas de sinalizagdo, ou seja, transdugcdo de sinais para ativacdo de genes
especificos. Essa sinalizagao induz respostas bioquimicas e fisiologicas que dependem
da expressdo de uma variedade de genes, sendo os fatores de transcricdo (FTs)
responsaveis por regular esse processo (NAKASHIMA et al., 2014).

FT sédo proteinas com dominios especificos de ligagdo que reconhecem
determinadas sequencias génicas, conhecidas como elementos regulatérios de acao cis
que estao localizados na regido promotora dos genes (BANERJEE E ROYCHOUDHURY,
2015). Dentre os FT presentes nas plantas pode-se destacar a familia RAV (Related to
ABI3/VP1), que esta diretamente envolvida em muitos processos de desenvolvimento
como floragdo, resposta a hormédnios e ao estresse causado por fatores bidticos e
abioticos (MATIAS-HERNANDEZ et al., 2014).

Existem muitos estudos associando FT com a resposta das plantas frente a
estresses abidticos, porém poucas pesquisas tém sido feitas com a familia RAV. Nesse
sentido, o objetivo desse estudo foi avaliar a regulagdo de genes das familias RAV em

diferentes espécies do género Oryza.

2 MATERIAL E METODOS

Um grupo de genes da familia RAV no género Oryza foi identificado no banco de
dados Plant Transcription Factor Database (http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/) (Tabela 1).

Visando caracterizar a regulagao dos genes RAV foram identificados os elementos
regulatorios de acéo cis presentes na regido promotora desses genes nas espécies O.
barthii, O. brachyantha, O. glaberrima, O. glumaepatula, O. longistaminata, O.
meridionais, O. nivara, O. punctata, O. rufipogon, O. sativa spp. indica, O. sativa spp.
Jjaponica e Leersia perrieri. Para isso, as sequéncias correspondentes ao promotor

putativo (1,5 kb upstream do sitio de inicio da transcrigdo) de cada gene, para cada


http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/
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obtidas de Ensembl Plants
(http://plants.ensembl.org/index.html). A identificacdo de elementos regulatérios de acao
da do PlantCARE
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/)(LESCOT et al. 2002).

Consideram-se apenas os elementos regulatérios de agéo cis que apresentavam Matrix

especie, no banco dados

cis foi feita através utilizacao programa

score = 5.

Tabela 1: Genes da familia RAV no género Oryza e na espécie Leersia perrieri.

O.sativa spp.indica | O. sativa spp japonica O.meridionalis
BGIOSGA002747 | Os01t0140700 OMERI01G02480
BGIOSGA002753 | Os01t0141000 OMERI01G02500
BGIOSGA002748 | Os05t0549800 OMERI05G22110
BGIOSGA020315 | Os01t0693400 OMERI01G25110
BGIOSGA000982
O. nivara O.punctata Leersia perrieri
ONIVA01G02970 OPUNC01G02270 LPERR01G02380
ONIVA01G02990 OPUNC01G02240 LPERR05G20600
ONIVA05G26000 OPUNC05G22370 LPERR01G02360
ONIVA01G31290 OPUNC01G27280 LPERR01G23470
O. rufipogon O. glaberrima O.glumepatula
ORUFI01G02660 | ORGLA01G0022400 | OGLUM01G02850
ORUFI01G02680 | ORGLA01G0022600 | OGLUM05G26380
ORUFI01G30390 | ORGLA01G0225300 | OGLUM01G31260
O. barthii O. brachyantha
OBART01G02610 |0B01G12600
OBART01G27360

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Genes RAV estao distribuidos em numero variavel entre as espécies do género
Oryza, demonstrando que essa familia evoluiu de forma diferenciada dentro de cada
espécie. No entanto, a regulacdo desses genes frente a condicbes de estresses parece

semelhante entre as espécies estudadas.


http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/
http://plants.ensembl.org/index.html
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Foram identificados um grande numero de elementos regulatorios de acéo cis, no
entanto apenas um pequeno grupo foi comum na maioria dos genes e das espécies
(Figura 1). Dentre os elementos comuns pode-se destacar os que sao associados a
respostas das plantas frente a estresses abioticos. O elemento regulatério de agao cis
ARE apareceu em 28 genes de dez das 11 espécies estudadas, ndo estando presente
apenas na Oryza brachyantha. Esse elemento esta relacionado ao mecanismo de
resposta a condigdes de deficiéncia de oxigénio. Foi observado comportamento
semelhante para os elementos regulatérios de agdo cis CGTCA —motif, TGACG — motif e
TC-rich repeats, ambos apareceram na regidao promotora de pelo menos um dos genes de
cada uma das espécies. Os dois primeiros estdo envolvidos na resposta ao fitohormonio
metil jasmonato (MeJA) e o terceiro faz parte da resposta frente a condicbes de estresse
(Figura 1).

Em condigdes de hipoxia e anoxia as plantas desencadeiam uma série de
mecanismos para tentar superar a falta ou completa auséncia de oxigénio. Para isso elas
ativam genes que sao induzidos em anaerobiose como o gene codificador da enzima
alcool desidrogenase (ADH1). Na regido promotora de genes ADH e outros genes cujos
produtos estdo associados na resposta a deficiéncia de O, sdo encontrados elementos
ARE, indicando que este possui papel regulatério fundamental na resposta ao estresse
causado nessas condicdes (KAUR et al., 2016).

O Meda é um importante fitohorménio para o desenvolvimento das plantas, pois
estd envolvido no processo de germinagdo, crescimento de raizes, floragéao,
amadurecimento de frutos, senescéncia, bem como na resposta a fatores bidticos e
abioticos (RAIKWAR et al.,, 2015). Em condi¢cdes de estresse por seca, calor, frio e
salinidade ha uma alteracdo nos niveis de MedJa. Para que isso ocorra ha a indugcao de
uma série de genes que regulam esse processo (DU et al., 2013). Na regido promotora
putativa desses genes sao encontrados os elementos regulatérios de agao cis CGTCA —
motif e TGACG — motif, sugerindo que estes estdo associados aos mecanismos de defesa
das plantas. O Meda sintetizado nessas condi¢gdes regula a expressdo de genes que

codificam proteinas envolvidas na resposta a estresses bibticos e abidticos.
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Em condi¢cdes ambientais com altas ou baixas temperaturas, seca ou salinidade,
ocorre a ativagao de genes especificos cujos produtos tem como funcao ajudar a planta a
superar o estresse causado por esses fatores. Na regido promotora desses gene ha a
presenca de elementos TC — rich repeats, que sdo conhecidos por serem sinalizados por
estresse e estarem relacionados a resposta frente a essas condigbes ambientais (LI et al.,
2016; LIAO et al., 2016).

Com base nesses resultados, acredita-se que dentro do género Oryza, os produtos
dos genes RAV estdo associados aos mecanismos de defesa das plantas sob condigbes
de estresse. Nesse sentido, genes dessa familia sdo potenciais candidatos para estudos

mais aprofundados na busca de mecanismos de tolerancia a estresses ambientais.
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Figura 1: Elementos cis na regidao promotora (1,5 kb) de genes da familia RAV em diferentes espécies do género Oryza e da

espécie Leersia perrier. A cor verde representa a auséncia do elemento cis e a cor vermelha representa presenca do
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elemento cis. Os elementos cis foram
identificados utilizando o programa
PlantCARE.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A presenga de elementos reguladores de acdo cis associados a resposta a
estresses ambientais nos promotores de genes RAV sugere que essa familia esta
envolvida nos mecanismos de tolerancia nas espécies do género Oryza e Leersia perrieri.
Apds confirmagdo desses resultados, esses genes podem ser utilizados no

desenvolvimento de gendtipos de Oryza sativa tolerantes a diferentes estresses.
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