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RESUMO

O arroz (Oryza sativa L.) é o segundo alimento mais consumido no mundo e é
dependente das condicdes ambientais. Estas acabam intensificando os efeitos causados
pelos estresses abidticos como frio e calor nas plantas. Faz-se entdo necessario entender
0s mecanismos moleculares que levam as plantas a crescerem em ambientes com
condi¢des criticas. O metabolismo vegetal é dependente da expressao de diferentes
genes, 0s quais sao regulados por fatores de transcri¢gdo. Fatores de transcrigdo regulam
a expressao génica através da ligacdo em elementos de regulagdo cis presentes nos
promotores dos genes. Dentre os fatores de transcricdo caracterizados em plantas
destaca-se a familia BES1. Nesse sentido, este estudo teve como objetivo avaliar o perfil
de expressao de genes da familia BES7 em arroz sob condigdes de estresse por
temperatura, assim como a regulagéo desses genes. Dessa forma, realizou-se uma busca
para identificacdo de elementos cis na regido promotora putativa dos genes
0s01g0203000, 0s02g0233200, Os0690552300 e Os07g0580500 e analisou-se o perfil
de expressao in silico desses genes em condicdes de estresse por frio e calor. Os
resultados obtidos demonstraram que os elementos cis ABRE, CCAAT-box, CGTCA-motif
e TGACG-motif estiveram presentes nos promotores dos quatro genes estudados,
evidenciando a importancia desses elementos cis na regulagéo da expressao de genes da
familia BES1 em arroz. Com relacao ao perfil de expressao, verificou-se que o estresse
por frio induz a transcrigcao e, o estresse por calor inibe a transcrigdo desses genes. Esses
resultados sugerem que os elementos cis comuns entre os genes podem ser
responsaveis pela regulagéo transcricional dos genes BES1 observada entre os estresses
avaliados. No entanto, estudos mais aprofundados nos aspectos de regulagdo e
expressao génica sao necessarios para elucidar a regulagéo, assim como o papel desses
genes na resposta a estresses abidticos.
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ABSTRACT

Rice (Oryza sativa L.) is the second crop with higher consumption in the world and is
dependent of environmental conditions, which intensify the effects caused by abiotic
stresses such as cold and heat in plants. In front of this, it is necessary understand the
molecular mechanisms that promote the plant growing in adverse environmental
conditions. Plant metabolism is dependent of the expression of different genes, which are
regulated by transcription factors. Transcription factors regulates the gene expression by
binding cis-regulatory elements at gene promoters. Among the transcription factors of
plants stands out the BES1 family. In this sense, the present study aimed to evaluate the
expression profile of BES1 gene family in rice under temperature stress as well as analyze
the transcriptional regulation of these genes. A search of cis-regulatory elements in the
putative promoter region of 0s01g0203000, 0s02g0233200, 0Os06g0552300 e
0Os07g0580500 was performed. Moreover, the in silico expression profile of these genes
under cold and heat was also analyzed. The cis-regulatory elements ABRE, CCAAT-box,
CGTCA-motif and TGACG-motif were found in all of the analyzed promoters. It
demonstrates the need of these cis-regulatory elements during the gene expression
regulation of the BES1 family in rice. Regarding to the expression profile, an upregulation
in cold stress and a downregulation in heat stress was observed. These results suggests
that cis-regulatory elements that are common between the putative genes promoters can
be involved in transcriptional regulation of BES7 genes under the studied stresses.
However, further analyzes should be performed respect to the gene regulation and
expression are need to elucidate the regulation as well as the role of these genes in
response to abiotic stresses.
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € o segundo alimento mais consumido no mundo
(CONAB, 2016). Da mesma forma que ocorre nos demais cereais, o rendimento do arroz
€ dependente das condi¢gdes ambientais (REYNOLDS et al., 2016).

As frequentes mudancas climaticas acabam intensificando os efeitos causados
pelos estresses abidticos nas plantas, acarretando na diminuigdo da produtividade
agricola, consequente perda e impacto na economia. Dentre os estresses abibticos esta o
frio, que ocasiona danos ao crescimento e desenvolvimento das culturas, levando a
perdas no rendimento das mesmas (BEVILACQUA, et al., 2015), e o estresse por calor,
que em muitos locais onde o arroz é cultivado tém temperaturas que confinam limites
criticos para uma producgao de graos ideal (PENG et al., 2004).

Para se adaptar e sobreviver em condicbes adversas as plantas desenvolvem
diferentes mecanismos. O entendimento desses mecanismos pode embasar o
desenvolvimento de gendtipos tolerantes a estresses abidticos, seja através de
ferramentas de engenharia genética, seja através de técnicas de melhoramento classico
direcionado (WILKINS et al., 2016).

A expressado e regulacdo génica nos ultimos anos esta sendo extensivamente
estudada, no entanto, os detalhes finos dessas redes regulatorias ainda sdo amplamente
desconhecidos, e as questdes sobre a forma como elas funcionam também carecem de
informacgéo (ZHOU et al., 2013). O entendimento da regulagao génica é fundamental para
o desenvolvimento de novos gendtipos. Dada a importancia desse assunto, verifica-se
que varios estudos de expressao e regulacao génica foram desenvolvidos recentemente,
como é o caso da aveia (PACAK et al., 2016), soja (MARCOLINO-GOMES et al., 2014),
algodéo (PANDEY, e CHAUDHARY, 2016) e arroz (DEY, 2016).

Os fatores de transcricdo sd&o os protagonistas mais importantes nas redes
regulatérias contidas nas respostas das plantas aos estresses abiéticos (BALDONI et al.,
2015). Estes regulam outros genes atraveés da ligagcado de elementos de regulagao cis nos
promotores desses genes. Dentre os fatores de transcrigcdo caracterizados em plantas,
destaca-se o BRI1-EMS-SUPPRESSOR1 (BES1), os quais compreendem uma familia de
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fatores de transcricdo encarregada de regular a expressao de genes que sao alvos da
resposta aos brassinosteroides (BR), estes por sua vez sdo um grupo de fitohormdnios
esteroides responsaveis por varias fases no processo de desenvolvimento vegetal e
respostas das plantas a estresses bioticos e abioticos (JIANG et al., 2015).

Apesar do grande numero de estudos visando relacionar diferentes familias de
fatores de transcricdo com a resposta das plantas sob diferentes estresses, poucas
pesquisas tém sido desenvolvidas com fatores de transcricdo da familia BES7. Dessa
forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a regulagéo de genes da familia BES71 em arroz
assim como o perfil de expressdao desses genes sob condicbes de estresse por

temperatura.

2 MATERIAL E METODOS

Um grupo de seis genes da familia BES1 em arroz (Oryza sativa spp. japonica) foi
identificado no banco de dados Plant Transcription Factor Database

(http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/). No entanto, para este estudo foram utilizados apenas

quatro genes BES1 que apresentavam dados de expressdo génica na plataforma
Genevestigator (https://genevestigator.com/gv/) (ZIMMERMANN et al. 2008).

Identificaram-se elementos de regulagdo cis na regido promotora putativa dos
genes 0s0719g0203000, 0Os02g0233200, Os0690552300 e Os07g0580500. Para isso, as
sequéncias correspondentes ao promotor (1,5 kb upstream do sitio de inicio da
transcricdo) de cada gene foram obtidas no banco de dados The Rice Annotation Project

(http://rapdb.dna.affrc.go.jp/). A identificagcdo de elementos de regulagdo cis na regiao

promotora  foi feita através da utilizacgdo do  software  PlantCARE
(http://bicinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) (LESCOT et al. 2002).
Consideram-se apenas os elementos de regulagdo cis que apresentavam Matrix score =
5.

O perfil de expressao in silico dos genes BES1 foi obtido no banco de dados
Genevestigator, utilizando dados de expressao de plantas de arroz submetidas as

condigbes de frio e calor. Para a condi¢do de frio foi utilizada a cultivar Jumli Marshi ( O.


http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/
http://rapdb.dna.affrc.go.jp/
https://genevestigator.com/gv/
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sativa spp. japonica), a qual foi cultivada durante trés semanas a 20°C seguido de 24
horas a 4°C. As condigbes de luminosidade foram as mesmas durante todo o periodo do
experimento. Para a condicdo controle, as plantas permaneceram a 20°C. A analise de
expressao génica foi feita em folhas, utilizando a plataforma Affymetrix GeneChip Rice
Genome Array (A-AFFY-126) (CHAWADE et al., 2013). Para a condicdo de calor foi
utilizada a cultivar Zhonghua11 (O. sativa spp. japonica), a qual foi cultivada durante duas
semanas a 28-30°C seguido de trés horas a 42°C. As condi¢gdes de luminosidade foram
as mesmas durante todo o periodo do experimento. Para a condigao controle, as plantas
permaneceram a 28-30°C. A anadlise de expressao génica foi feita em plantulas utilizando
a plataforma Affymetrix (GSE14275) (HUA et al., 2009). Foram utilizados apenas dados
de expressdo com p-value < 0.05. Para a obtencdo do heatmap, dados de expressao
(Log2) foram exportados para o programa MeV: MultiExperiment Viewer (SAEED et al.,
2003).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos analisar a presenca de elementos de regulacdo cis verificou-se que as
regides promotoras putativas de genes da familia BES1 em arroz da subespécie japonica,
apresentaram diferentes elementos de regulagdo cis. Foi observada a presenga do
elementos de regulagdo cis ABRE nos quatro genes (Os0719g0203000, Os0290233200,
0s069g0552300 e 0Os07g0580500) avaliados. O elemento ABRE esta envolvido no
mecanismo de resposta ao acido abscisico (ABA). Resultado similar foi observado para o
elementos de regulagdo cis CCAAT-box, que também esteve presente na regido
promotora dos quatro genes BES7. O elemento CCAAT-box é um sitio de ligagéo do fator
de transcricao da familia MYB. Os elementos CGTCA-motif e TGACG-motif, que estao
associados a resposta ao fitohorménio metil jasmonato (MeJA), também estiveram
presentes nos quatro genes estudados (Figura 1).

Buscando verificar se os genes da familia BES1 estavam associados a resposta ao
estresse por temperatura verificou-se a expressdo desses genes em plantas de arroz

submetidas ao estresse por frio e por calor. Com base nos resultados obtidos, verificou-se
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que o estresse por frio induziu a transcrigcdo e o estresse por calor, pelo contrario, inibiu a
transcricdo nos quatro genes (0s07g0203000, 0s0290233200, 0s06g0552300 e
Os07g0580500) estudados (Figura 2). Esse resultado indica que os genes BEST
avaliados nesse estudo estdo envolvidos na resposta celular frente ao estresse

ocasionado por frio.
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Figura 1 — Elementos de regulagdo cis presentes na regido promotora putativa (1.5kb) de genes
da familia BES1 em Oryza sativa L. spp japonica. A cor verde representa a auséncia do elementos
de regulagéo cis e a cor vermelha representa presenga do elementos de regulagéo cis. Os

elementos de regulacao cis foram identificados utilizando o programa PlantCARE.

O ABA é um fitohorménio que desempenha um papel fundamental nos diferentes
estadios fisiologicos e de desenvolvimento do arroz. Durante a fase vegetativa, o ABA
desempenha um papel fundamental na sinalizagdo de resposta a varios estresses
ambientais como a salinidade, a seca e o frio. Genes regulados por ABA apresentam na
sua regido promotora elementos de regulagéo cis responsivos ao ABA (ABRE) (BASU et al.,
2014). Dessa forma, sugere-se que a presenga do elemento ABRE no promotor dos
genes BES1 esteja associada a indugdo da transcrigdo desses genes em condi¢des de
frio.

De forma similar ao ABA, o MeJA é fundamental durante todos os estadios de
desenvolvimento das plantas, além disso esse fitohormbnio ativa os mecanismos de
defesa da planta em resposta ao ataque de insetos, patdgenos e estresse ambiental
como baixas temperaturas, salinidade, toxidade e metais pesados (SHARMA e
ASHVERYA, 2015). Um estudo desenvolvido por Pedrazani et al. (2007) tem demonstrado
que o estresse por frio pode levar ao aumento do conteudo de MeJA. Nesse sentido,
acredita-se que os elementos de regulagao cis CGTCA-motif e TGACG-motif, associados
a sinalizacdo de MeJA, também sejam responsaveis pela ativagdo da transcricdo dos

genes BES71em condigbes de estresse por frio.
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Figura 2 — Perfil de expressdo de genes da familia BES71 em Oryza sativa L. spp japonica sob
condicdes de estresse por frio e calor. Cor verde representa inibicdo da transcricdo, cor preta
representa a ndo alteragao da transcrigéo e cor rosa representa indug¢ao da transcricao. Os dados
de expressdo representados em Log2, foram extraidos do programa Genevestigator

(Zimmermann et al., 2008) e analisados no programa MeV (Saeed et al., 2003).

Fatores de transcrigdo MYB sao induzidos pelo frio, e se ligam na regido de outros
genes regulando a expressdo dos mesmos (AGARWAL et al., 2006). Essa informacéao
evidencia que plantas de arroz submetidas a baixas temperaturas induzem a expressao
de FTs MYBs, os quais podem se ligar no elementos de regulagcdo cis CCAAT-box de
genes BES1, aumentando a expressao desses genes.

De maneira geral, esse estudo possibilitou obter informacdes basicas da regulagao
de genes BES1, uma familia de fatores de transcricdo pouco estudada em arroz. Com
base nos resultados obtidos acredita-se que os elementos de regulagdo cis ABRE,
CCAAT-box, CGTCA-motif e TGACG-motif sédo responsaveis pela regulagdo da

transcricdo de genes BES7 em arroz sob condigbes de estresse por frio. No entanto,



REVISTA DA JORNADA DA

4 > POS-GRADUACAO E
2 s PESQUISA - CONGREGA
t ' ISSN: 2526-4397 1982-2960
d Realizagdo:
{JURCAMP
sugere-se a validagao dos resultados aqui obtidos através do desenvolvimento de estudos

mais aprofundados de expressao génica e de elementos reguladores.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os elementos de regulagédo cis ABRE, CCAAT-box, CGTCA-motif e TGACG-motif
parecem regular a expressao de genes da familia BES1 (Os0790203000, Os02g0233200,
0s0690552300 e Os079g0580500) em arroz sob condigdes de estresse por frio.
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