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Resumo

SANTOS, Railson Schreinert dos. Regulagdo Transcricional e Epigenética
de ERFs em Arroz Sob Estresse Abiodtico. 2012. 98f. Dissertacdo (Mestrado
em Biotecnologia). Universidade Federal de Pelotas.

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais mais importantes no mundo,
sendo muito cultivado em ecossistemas de varzea, 0s quais apresentam uma
caracteristica comum: condicdes de deficiéncia de drenagem. A falta de
oxigénio, devido a submergéncia das plantulas, e a toxidez por excesso de
ferro sdo dois dos maiores estresses abiodticos dentre os quais as plantas de
arroz sdo submetidas. Recentemente percebeu-se a importancia de alguns
fatores de transcricdo responsivos ao etileno (ERFs) na resposta vegetal a
diferentes estresses, em especial a deficiéncia de oxigénio. Considerando-se o
exposto efetuaram-se basicamente dois estudos visando avaliar a expresséo
de ERFs em diferentes estresses. Em um primeiro estudo sete genes foram
selecionados a partir de resultados anteriores obtidos de andlise no
Genevestigator e estes tiveram sua expressao transcricional avaliada por PCR
guantitativa (QPCR) em plantulas de arroz sob deficiéncia de oxigénio e
excesso de ferro. No segundo estudo treze ERFs, 0s quais ndo apresentavam
informacBes disponiveis na literatura, também tiveram seus niveis de
expressao transcricional avaliados em plantulas sob condi¢cbes de estresse por
hipoxia e anoxia, também através de gPCR em uma cv. sensivel a inundacao
(Bonanca) e uma tolerante (Nipponbare). Como conclusdes gerais se ressalta,
novamente, a importancia dos ERFs na resposta vegetal frente a estresses
ambientais. A funcdo especifica de cada um destes genes ainda necessita ser
estudada. Uma analise in silico nos promotores destes genes indica a
metilacdo como possivel forma de regulacéo transcricional. Mais estudos sobre
a funcédo destes ERFs e sobre o papel da metilacdo na resposta de arroz a

estresses deverao ser feitas.

Palavras-chave: Metilag&o. Estresse Abidtico. gPCR. Promotores.



Abstract

SANTOS, Railson Schreinert dos. Transcriptional and Epigenetic Regulation
of ERFs in Rice Under Abiotic Stress. 2012. 98s. Dissertation (Master
Degree in Biotechnology). Federal University of Pelotas.

Rice (Oryza sativa L.) is one of the most important cereals in the world
being cultivated in lowland ecosystems, which have a common characteristic:
lack of drainage conditions. The lack of oxygen, due to submergence of
seedlings, and iron toxicity are two of the major abiotic stresses which rice
plants are subjected. Recently it was realized the importance of some ethylene
responsive transcription factors (ERFs) in plant response to different stresses,
especially to oxygen depletion. Considering it, two studies were made in order
to evaluate the expression of ERFs under different stresses. In a first study
seven genes were selected, based on previous results obtained from
Genevestigator analysis, and had their transcriptional expression evaluated
trough quantitative PCR (qPCR) in rice seedlings under oxygen depletion and
iron overload. In the second study thirteen ERFs, which had no information
available in the literature, also had their transcriptional levels evaluated in
seedlings under conditions of hypoxia and anoxia through gPCR in a cultivar
susceptible to flooding (Bonanc¢a) and a tolerant one (Nipponbare). As general
conclusions it was once more emphasized the importance of ERF genes on
plant response to environmental stresses. The specific function of each of these
genes is yet to be studied. In silico analysis suggests the methylation of
promoters as a possible way to regulate them. More studies about the function
of these ERFs and about the role of methylation in plant stress response should

be done.

Keywords: Methylation. Abiotic Stress. gPCR. Promoters.
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1 Introducéao

Os estresses bidticos e abidticos sdo grandes responsaveis pela limitacéo
da produtividade e da qualidade da producéo agricola. Dentro deste aspecto sabe-
se que o arroz sofre com diversos estresses, entre eles a possibilidade de
estresse por submergéncia das plantas em seus estadios iniciais. Além disso,
devido ao seu modo de cultivo, outro estresse comum € o de toxidez por ferro, 0
qual pode reduzir a produtividade da cultura.

A identificacdo de genes responsivos a diferentes estresses bibticos e
abidticos é fundamental para a compreensdo dos mecanismos de defesa das
plantas. Uma rede regulatéria complexa estd envolvida na inducdo de genes em
resposta a estresses. Dentre 0s genes que estdo relacionados a resposta e
tolerancia a estresses ambientais, destacam-se 0s genes pertencentes a familia
ERF (Ethylene Response Factors).

Os ERFs séo fatores de transcricdo que contém um dominio de ligacdo o
qual tem mostrado ligar-se especificamente as regides GCC box presentes em
promotores de diversos genes de resposta ao etileno para, assim, modular sua
transcricdo. Atualmente uma larga variedade de estudos tém sido realizados
relacionando ERFs com a toleréncia a diferentes estresses ambientais. Estes
estudos costumam ainda considerar a importancia da regulagdo transcricional
destes em resposta aos estresses.

Um estudo computacional em bancos de dados prevendo 137 ERFs foi
realizado em arroz, entretanto muitos destes genes carecem de informacéo e
novos estudos visando encontrar uma possivel relacdo destes genes com 0s
referidos estresses devem se realizados (Nakano et al., 2006).

A importancia de estudos sobre o papel especifico de cada ERF na
ativacdo de genes e consequente resposta fenotipica das plantas a determinadas
condicbes também deve ser melhor estudada. O estudo computacional das
sequéncias de ERFs, realizado por estes autores, visou também facilitar o estudo
destas fungbes, o que denota a importancia de estudos de bioinformatica na

orientacao de pesquisas futuras.
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Além disso, tem-se dado importancia ao estudo destes fatores de
transcricdo na comparacgdo entre diferentes gendtipos sob condigbes de estresse
(LASANTHI-KUDAHETTIGE et al., 2007). Sabendo-se da importancia da
comparacdo da regulacdo transcricional entre cultivares com diferentes
capacidades de tolerancia a condicbes adversas (GAO et al., 2009), espera-se
gue estudos mais aprofundados possam resultar em informacdes interessantes
sobre genes que, por ter uma regulacao diferenciada, confiram maior capacidade

adaptativa.



2 Objetivos

2.1 Hipo6teses

2.1.1 Experimento | - Ethylene Response Factors — Um estudo da resposta
transcricional em arroz sob estresse por deficiéncia de oxigénio e

excesso de ferro

ERFs podem ter regulagdo transcricional similar em plantas sob estresse
por hipoxia e toxidez por ferro.

2.1.2 Experimento Il - Perfil transcricional de treze fatores de transcricao
responsivos ao etileno em plantulas sob estresse por deficiéncia de

oxigénio em cultivar de arroz irrigado e de sequeiro

Cultivares de arroz com diferentes niveis de tolerancia a submergéncia
possivelmente tenham seus ERFs regulados de forma diferente, e tal diferenca

pode ter relagéo adaptativa com o estresse em questao.

2.2 Objetivos Gerais

Considerando-se o que foi exposto, este trabalho teve como objetivos:

Comparar a expressao de ERFs em dois estresses: deficiéncia de oxigénio
e excesso de ferro.

Buscar informacdes sobre fatores que possivelmente influenciem a
transcricdo de ERFs através do uso de ferramentas in silico.

Buscar informagfes sobre a possivel fungdo das proteinas codificadas
pelos genes analisados também através do uso de ferramentas in silico.

Comparar a similaridade de expressao de ERFs, 0s quais ndo tém nenhum
perfil de expressao disponivel na literatura, em duas diferentes cultivares de arroz

com diferentes niveis de sensibilidade ao encharcamento.
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2.3 Objetivos Especificos

2.3.1 Experimento | - Ethylene Response Factors — Um estudo da resposta
transcricional em arroz sob estresse por deficiéncia de oxigénio e

excesso de ferro

Avaliar o padréo de similaridade de expresséo de sete ERFs, em estresse
por anoxia, hipoxia e toxidez por ferro, através do uso de PCR quantitativa
(gPCR).

Comparar regides promotoras dos ERFs que tiveram expressao
transcricional analisada por gPCR em deficiéncia de oxigénio e toxidez por ferro,
procurando motivos especificos em grupos de genes de expressao semelhante.
Tais motivos podem determinar modificacdes epigenéticas ou possibilitar ligacao
de fatores de transcricdo, os quais tém efeito nos niveis de transcrigdo génica.

Comparar a regido codificadora de proteinas ERFs por alinhamentos,

buscando informacdes sobre suas funcoées.

2.3.2 Experimento Il - Perfil transcricional de treze fatores de transcrigao
responsivos ao etileno em plantulas sob estresse por deficiéncia de

oxigénio em cultivar de arroz irrigado e de sequeiro

Avaliar, por gPCR, o nivel de transcritos de treze genes ERFs, 0s quais nédo
possuem perfil de expressao disponivel nos bancos de dados do Genevestigator.
Identificar genes possivelmente envolvidos com a tolerancia diferencial de

duas diferentes cultivares de arroz sob encharcamento.



3 Revisao da Literatura

3.1 A Histdria e a Importancial Cientifica e Econémica do Arroz

3.1.1 Origem e Evolucéo do Arroz

Diversos historiadores e cientistas apontam o sudeste da Asia, mais
precisamente a regido compreendida entre a india e Mianmar (antiga Birmania),
em virtude da grande diversidade de formas cultivadas de arroz ali encontradas
(GRIST, 1978; PEREIRA, 2002), como seu centro de origem, sendo que duas
formas silvestres sdo apontadas como precursoras do arroz cultivado. A espécie
Oryza rufipogon, procedente da Asia, originou o Oryza sativa L. enquanto o Oryza
barthii, A. Chev., derivado da Africa Ocidental, originou o Oryza glaberrima Steud.
(EMBRAPA, 2010).

3.1.2 O Papel do Arroz Como Espécie Modelo

Trés subespécies de O. sativa estdo descritas atualmente, sendo indica e
japonica as mais cultivadas, seguidas pela terceira subespécie conhecida como
javanica ou japonica tropical (LONDO et al., 2006).

O arroz (O. sativa) subsp. japonica cv. Nipponbare teve seu genoma
completamente sequenciado no ano de 2005 por instituicdes internacionais que
constituiram o Projeto Internacional de Sequenciamento do Genoma do Arroz
(IRGSP- International Rice Genome Sequencing Project).

Tendo protocolos de transformacdo genética relativamente eficientes,
mapas genéticos e fisicos de alta densidade e alto grau de sintenia com outros
cereais, 0 arroz, o qual tem um pequeno genoma de aproximadamente 390 Mb, é,
atualmente, considerado o organismo modelo para gramineas (plantas da familia
Poaceae) as quais tem genomas geralmente maiores, como € o caso do milho
(Zea mays L.) (2.500 Mb), cevada (Hordeum vulgare L.) (5.500 Mb) e trigo
(Triticum spp.) (16.000 Mb).
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3.1.3 O Arroz no Planeta

O arroz € um cereal de grande importancia para mais da metade da
populacdo mundial. Na dltima década, tanto o consumo como a producao de arroz
aumentaram de forma bastante significativa, e, em 2010/2011, estima-se que
451,58 milhdes de toneladas tenham sido produzidas em todo o mundo (IRGA,
2011).

O Brasil estad entre os dez principais produtores mundiais de arroz e sua
producdo é oriunda de dois sistemas de cultivo: irrigado e de sequeiro. Os solos
cultivados com arroz irrigado na Regido Subtropical do Brasil, mais
especificamente nos Estados do Rio Grande do Sul (RS) e Santa Catarina (SC),
sdo encontrados, principalmente, nos ecossistemas de varzea, apresentando uma
caracteristica comum: condi¢cbes de deficiéncia de drenagem (planossolos e
gleissolos). Os solos de varzea podem ser considerados favoraveis para o cultivo
do arroz irrigado por reduzir as perdas de agua e de nutrientes (EMBRAPA, 2005).

Mais de 30% da area de arroz asiatico e 40% da area de arroz africano sédo
produzidos também em locais inundados, mas a falta de controle sobre o nivel da
dgua pode levar a problemas como a submersdo temporaria das plantulas
(VOESENEK; BAILEY-SERRES, 2009) onde a agua pode chegar a 50 cm de
altura, um fenémeno conhecido por flash flood (CATLING, 1992).

Ainda, em virtude da inundacdo do solo, como requer o0 sistema, 0s teores
de ferro (Fe?"), provenientes de material de origem rico no mineral (BRASIL,
1973), frequentemente se elevam na solucdo do solo alcancando niveis
potencialmente toxicos (BECANA et al., 1998).

3.2 O Estresse Vegetal

Dentre 0s estresses aos quais as plantas sofrem encontram-se o0s
estresses bidticos, causados por organismos vivos, e 0s abioticos, 0s quais sao
definidos por condigbes ambientais adversas. Entre os estresses abidticos mais

estudados, estdo: a exposicdo a radiacdo ultra-violeta (UV), a temperaturas

extremas, variagdes hidricas e salinas, redu¢des das taxas de oxigénio bem como



24

a exposicado a niveis toxicos de determinados nutrientes. Para se adaptar a tais
estresses as plantulas empregam diferentes estratégias, entre elas a modificagdo
na sintese de horménios (ENGELBERTH; ENGELBERTH, 2009).

3.3 Etileno, Crescimento e Desenvolvimento Vegetal

O etileno (CzH4), o mais simples alceno (hidrocarboneto insaturado, com
férmula CnH,,) existente, atua como um fitohormoénio gasoso. Apesar de ja ter sido
reportado anteriormente por Girardin (1864) e Crocker; Knight (1908), que plantas
cultivadas proximas a lampadas a gas apresentavam sintomas de injdria,
considera-se que a molécula responsavel por estas modificacdes, s6 tenha sido
descoberta como um fitorménio em 1901, pelo russo Dimitry Neljubov, a partir da
observacédo de plantulas de ervilha as quais também apresentavam modificacdes
anatdmicas ao serem cultivadas no escuro em presenca de um gas do carvao do
ambiente de laboratério (CHAVES; MELLO-FARIAS, 2006; McMANUS;
GRIERSON, 2012).

Os efeitos do etileno podem ser transitérios, ou de longa duracédo, sendo
importante destacar, ainda, que esse horménio pode também controlar sua prépria
regulacdo, de forma n&o totalmente esclarecida (TANG et al.,, 2008), por
autoinibicdo ou autocatalise. A autocatalise da producdo de etileno € algo comum,
por exemplo, em frutas em processo de amadurecimento e senescéncia (YANG;
HOFFMAN, 1984), j& a autoinibicdo foi descrita, por exemplo, em orquideas
polinizadas (BUI; O’NEILL, 1998), em abdboras (NAKAJIMA et al., 1990), assim
como em Arabidopsis thaliana (HARPHAM et al., 1996).

O etileno, diferentemente do que se pensava anteriormente, atua ainda
regulando diversos processos relacionados ao ciclo vegetativo das plantas, sendo
gue sua acgao varia de espécie para espéecie (KONINGS; JACKSON, 1979). Dentro
desse aspecto, modificacbes, como a repressdo do crescimento radicular, ja
haviam sido descritas em 1901, por Neljubov. Entretanto, outras modificagbes
causadas pelo etileno, podem ser citadas, como a repressdao do crescimento

caulinar e de folhas (KIEBER et al., 1993), além do estimulo a emergéncia destas
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(SMALLE et al., 1997-a). Além disso, assumindo um duplo papel, o etileno pode
tanto aumentar o tamanho do caule (VANDENBUSSCHE et al., 2003; PIERIK et
al., 2004), como modificar a orientacédo das folhas, em arabidopsis (MILLENAAR
et al., 2005; VANDENBUSSCHE et al., 2005), permitindo que a planta evite o
sombreamento e, consequentemente, otimize as condicdes fotossintéticas.

Com relacdo a emergéncia, o etileno age também na formacdo e
determinacdo da intensidade da curvatura apical das plantulas, a qual é
necessaria para evitar o estresse mecanico durante as etapas iniciais do
crescimento vegetal (VANDENBUSSCHE; VAN DER STRAETEN, 2004).

Em dicotiledbneas, o etileno exerce um duplo papel na regulacdo do
tamanho do hipocétilo. Em plantulas cultivadas no escuro, como uma das
caracteristicas obtidas na ja citada triplice resposta das plantas ao etileno, ocorre
uma repressao do crescimento (GUZMAN; ECKER, 1990). Ja, sob luz, a adicédo
de uma pequena quantidade de &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), o
qual é precursor do etileno, em meio com poucos nutrientes, pode promover o
estimulo do crescimento das plantulas (SMALLE et al., 1997-b).

A concentracdo de etileno presente no ambiente também influencia as
respostas de determinados genes, sendo que alguns destes se expressam sob
acado de altas concentracdes, enquanto outros se expressam sob influéncia de
menores concentracdes de etileno (DE PAEPE et al., 2004-a; DE PAEPE et al.,
2004-b).

Uma extensa revisdo sobre o papel do etileno no crescimento e
desenvolvimento vegetal, ressalta a importancia, jA comentada, da interacdo do
etileno com outros horménios, bem como a necessidade de maiores pesquisas
visando identificar fatores que modulam respostas etileno especificas
(DUGARDEYN; VAN DER STRAETEN, 2008).

3.3.1 Etileno: Sintese e Sinalizagdo

3.3.1.1 Sintese
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Yang e Hoffman, nos anos 80, comprovaram a via biossintética do etileno, a
partir da metionina e relacionaram a presenca de acido aminociclopropano
carboxilico (ACC) livre nos tecidos com o aumento da producéo de etileno. A via
de biossintese do etileno (Figura 1) é, hoje, bem definida, iniciando com a
conversdo de metionina em S-adenosilmetionina (SAM), que é, posteriormente,
transformada, pela ACC sintase, em ACC que, sO entdo, é convertido, pela ACC

oxidase, em etileno (Figura 1).

Metionina <—

SAM Sintetase
+ATP o
=)
o
m
SAM 5
ACC Sintase =
+PLP
ACC
ACC Oxidase
Etileno

Figura 1 Via de biossintese do etileno. Adaptado de Dugardeyn e Van Der
Straeten, 2008.

Todos os tipos de tecidos e, provavelmente, todas as células das plantas
superiores produzem e liberam etileno (OSBORNE, 1989). A quantidade de etileno
produzida €, ainda, variavel com o tecido e com o estadio de desenvolvimento do
vegetal (FACHINELLO; KERSTEN, 1996).

3.3.1.2 Sinalizacao

Diferentemente do que j4 se pensou, 0sS receptores de etileno ndo se
encontram na membrana plasmatica, mas sim no reticulo endoplasmatico (CHEN
et al.,, 2002, GAO et al., 2003). Como mostrado na Figura 2, em arabidopsis, o
etileno é percebido por 5 receptores (ETR1, ETR2, ERS1, ERS2 e EIN4), similares
a reguladores bacterianos (CHANG; STADLER, 2001). Na auséncia do hormonio,
0S receptores agem como reguladores negativos do etileno, através da ativacao
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da quinase CTR1 (CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE 1) (DE PAEPE; VAN
DER STRAETEN, 2005; HUA; MEYEROWITZ, 1998). A CTR1, além de fazer
parte, parece ser uma reguladora negativa da cascata ocasionada pela MAPK
(MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE), (KIEBER et al., 1993), a qual regula
positivamente a sinalizacdo do etileno. A cascata MAPK ativa EIN2 (ETHYLENE
INSENSITIVE), outro regulador positivo de etileno (HALL; BLEECKER, 2003).
Logo as EIN3 e as ElLs (proteinas EIN3-LIKE) entram em ac¢&o, sendo que as
EIN3 séo constitutivamente sintetizadas e degradadas em uma via dependente de
ubiquitina. EBF1 (EIN3-BINDING F-BOX PROTEIN) e EBF2 medeiam essa
quebra (GAGNE et al.,, 2004; GUO; ECKER, 2003). A expressdao de EBF1/2 é
regulada por uma exorribonuclease, a EIN5. A expressdo de EIN5 € aumentada
pelo etileno e sua proteina correspondente provavelmente atua na sinalizacdo do
etileno pela degradacdo do mRNA de EBF1/2 (OLMEDO et al., 2006;
POTUSCHAK et al., 2006). Dimeros EIN3 estdo aptos a se ligarem a PERE
(PRIMARY ETHYLENE RESPONSE ELEMENT, elemento de resposta primaria ao
etileno) no promotor de ERF1 (ETHYLENE RESPONSE FACTOR 1) (SOLANO et
al., 1998). ERF1 é parte da familia de genes EREBP (ETHYLENE RESPONSE
ELEMENT BINDING PROTEINS) e esta apto a se ligar ao SERE (SECONDARY
ETHYLENE RESPONSE ELEMENT, elemento de resposta secundaria ao etileno),
uma GCC box, na regiao promotora de genes regulados por etileno (FUJIMOTO et

al., 2000), e, assim, controlando a sua expressao.



28

Reticulo
MAPK Endoplasmatico

M L Citosol

v

EIN3/EIL1
EIN3/EIL1

Nucleo

a
|

Figura 2 Sinalizacdo do etileno, adaptado de Dugardeyn e Van Der Straeten,
2008. O etileno é percebido por ETR1, ETR2, ERS1, ERS2 e EIN4. Na auséncia

do hormdnio, os receptores agem como reguladores negativos do etileno, através

da ativacdo da quinase CTRL1 regularia negativamente a cascata da MAPK, a qual
regula positivamente a sinalizacéo do etileno. A cascata MAPKativa EIN2. As EIN3
e as ElLs entram em acgdo. EBF1 e EBF2 mediam a quebra das EIN3. A
expressdo de EBF1/2 é regulada uma exorribonuclease, a EIN5. A expresséo de
EIN5 € aumentada pelo etileno e, sua proteina correspondente, provavelmente
atua na sinalizacao de etileno pela degradacdo do mRNA de EBF1/2. Dimeros
EIN3 estdo aptos a se ligarem ao elemento de resposta primaria ao etileno
(PERE) no promotor da ERF1. ERF1 é parte da familia de genes EREBP e estdo
aptos a se ligarem ao elemento de resposta secundaria ao etileno (SERE), uma
GCC box, na regidao promotora de genes regulados por etileno e, assim,

controlando a sua expressao.

Os ERFs pertencem a superfamilia de fatores de transcricdo AP2/EREBP
(APETALA 2/ETHYLENE RESPONSIVE ELEMENT BINDING PROTEIN) e estes,
como descrito anteriormente, funcionam como fatores de atuacdo trans (trans-

acting factors), na ultima etapa da transducdo de sinal. Os ERFs contém um
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dominio de ligacéo altamente conservado (OHME-TAKAGI; SHINSHI, 1995), que
age somente no DNA alvo (ALLEN et al., 1998). Muitos ERFs tém mostrado se
ligar especificamente as ja mencionadas GCC box, que possuem um dominio
GCCGCC muito conservado, para modular a transcricdo de uma ampla variedade
de fatores responsivos ao etileno, indicando que uma cascata transcricional esta
envolvida na sinalizacdo de etileno (OHME-TAKAGI; SHINSHI, 1995; BUTTNER;
SINGH, 1997; ZHOU et al., 1997; SOLANO et al., 1998; GU et al., 2002).

E importante destacar ainda que, enquanto alguns ERFs funcionam como
ativadores da transcricdo GCC Box-dependente, outros atuam como repressores
ativos que reprimem até mesmo a trans-ativacado de outros fatores de transcricdo
(FUJIMOTO et al., 2000).

Recentemente, foi feito um estudo computacional em bancos de dados
prevendo 122 genes de ERFs em arabidopsis (NAKANO et al., 2006), dos quais
alguns ja foram caracterizados (SAKUMA et al., 2002). Ja, em arroz, Nakano et al.
(2006) previram 137 ERFs, os quais foram subdivididos em 15 grupos e também

carecem de informacdo.

3.3.2 O Estresse e a Sintese de Etileno

E amplamente conhecido que a producéo de etileno pode ser aumentada
por uma série de estresses bibdticos ou abidticos. Perturbacbes ambientais como,
por exemplo, seca (EL BELTAGY; HALL, 1974), salinidade (EL BELTAGY et al.,
1979), ferimentos (GOESCHL et al., 1966) e encharcamento (KAWASE, 1972; EL
BELTAGY; HALL, 1974) podem acarretar um aumento dos niveis de etileno.
Dentro deste aspecto € possivel, ainda, demonstrar que as respostas ao
incremento da sintese de etileno, ocasionado pelo estresse, tém relacdo
adaptativa, auxiliando na sobrevivéncia do vegetal em condi¢des adversas.

Este aumento na producdo de etileno devido a estresses ambientais ou
bioticos, € comumente chamado por um termo cunhado por Abeles (1972): etileno
de estresse, ou stress ethylene (ABELES, 1972; BABA, 1978; TINGEY et al.,
1978; LIEBERMAN, 1979; PEISER; YANG, 1979; STAN; SCHICKER, 1982;
MEHLHORN; WELLBURN, 1987).
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Plantas submetidas a condicbes de estresse, frequentemente exibem
sintomas de exposi¢ao ao etileno. Essa relagdo comumente resulta da indugéo da
ACC sintase, levando ao aumento no conteudo de ACC (MATHOOKO et al., 1998;
WANG; ARTECA, 1992; MULLINS et al.,, 1999; YU; YANG, 1980; KENDE;
BOLLER, 1981).

Muitos dos efeitos do estresse no desenvolvimento sdo idénticos ou muito
similares aqueles induzidos pela aplicacdo de etileno (HALL; SMITH, 1995). Essas
relacbes complexas entre estresse e sintomas semelhantes ao do etileno séo
designadas como sindrome do estresse por etileno (MORGAN; DREW, 1997;
CHITARRA; CHITARRA, 2005). A ACC sintase existe como uma familia
multigénica, cujos muitos membros individuais séo diferencialmente regulados por
varios estresses. A ACC sintase existe em mdltiplas isoformas, as quais
apresentam baixa similaridade, exceto nos seus dominios cataliticos. Estes
diferentes grupos descritos (NAKAJIMA, et al., 1990; NAKAGAWA, et al., 1991;
ZAREMBINSKI; THEOLOGIS, 1993) podem ser induzidos de diferentes maneiras,
ou seja, estimulos de naturezas diferentes. Os resultados destes estudos com a
ACC sintase ajudam a explicar o motivo pelo qual o estresse afeta a biossintese
de etileno com certa especificidade.

Além disso, outras enzimas relacionadas a rota de biossinese do etileno,
como a ACC oxidase (MORGAN; DREW, 1997; KIM et al., 1998), AdoMet
sintetase, enzimas no ciclo de metionina de Yang e enzimas que conjugam ACC
também podem ser reguladas por estresses (MORGAN; DREW, 1997).

Dentro do atual contexto € importante levantar outra questdo: é conhecido
(SMITH; RUSSELL, 1969) que o encharcamento, ou compactacédo do solo pode
levar a um aumento da concentracao de etileno na atmofera deste. A possibilidade
de que a agua ajude, ainda, a manter o etileno junto as plantas submetidas a
submegéncia ficou mais clara desde que foi reconhecido que o etileno é
modestamente solUvel em agua (aproximadamente 126 mL dissolve em 1L de
agua a 20°C) (McAULIFF, 1966) e se difunde quase 10.000 vezes mais
lentamente na agua que no ar (BURG; BURG, 1965).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20YS%22%5BAuthor%5D
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3.4 Estresse Por Deficiéncia de Oxigénio e o Arroz

A falta de oxigénio devido a condigbes como a submergéncia é um dos
maiores estresses abioticos dentre os quais as plantas sdo submetidas. Tal
aeracdo deficiente costuma reduzir a produtividade das culturas pois, devido a
limitada disponibilidade de oxigénio para a fosforilacdo oxidativa, ocorre uma crise
energeética, ou seja, uma diminuicdo na quantidade de ATP produzida, (GIBBS;
GREENWAY, 2003; BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2008) trazendo diversas
consequéncias para o metabolismo celular primario com reflexos no secundario
(FUKAO; BAILEY-SERRES, 2004).

Ainda assim, a maioria dos tecidos vegetais pode tolerar a deficiéncia de
oxigénio por periodos curtos antes de sofrer danos irreversiveis (KENNEDY et al.,
1992). Assim, para suportar este estresse, plantas expostas a baixas taxas de
oxigénio empregam varias adaptacdes morfologicas e metabdlicas.

Um exemplo de adaptacdo, que se pode citar, sG0 as enzimas que
catalisam a glicélise e a fermentacdo, as quais sdo induzidas em situacfes de
déficit de oxigénio (UMEDA; UCHIMIYA, 1994; LORETI et al.,2005), convertendo o
sistema de producéo de energia da respiracao para a fermentacéao.

Entre as adaptacdes morfoldgicas bem conhecidas as condi¢des de hipoxia
em arroz estdo a inducao de aerénquima, raizes adventicias e elongacéo da parte
aérea (FUKAO; BAILEY-SERRES, 2004; BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2008).
Além disso, estudos sobre ALCOOL DESIDROGENASE (ADH) em arroz, tém
demonstrado a importancia da elongacdo dos coledptilos sob condicdes de
anaerobiose (SAIKA et al., 2006). De qualquer forma, os mecanismos moleculares
de resposta a hipoxia, sdo pouco entendidos (OTSUKA et al., 2010) e mais
estudos devem ser feitos.

Sob condicbes de deficiéncia de oxigénio, o etileno esta envolvido na
iniciagdo de um grande numero de respostas que ajudam as plantas a evitar este
estresse. Tratando-se, mais especificamente do arroz, pode-se citar, de forma
geral, a aceleracdo da elongacdo das células nos entrends, quando plantulas

jovens estdo submersas, como uma adaptacdo benéfica. Essa adaptacao ocorre
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devido ao fato de o etileno provavelmente tornar as células mais sensiveis as
giberelinas (MORGAN; DREW, 1997). Entretanto, uma reducao nessa resposta de
elongacdo pode também ser uma estratégia benéfica de sobrevivéncia.

3.5 O Estresse Devido a Toxidez Por Ferro e o Arroz

A toxidez por ferro € um dos mais importantes estresses abi6ticos a limitar a
producdo de arroz irrigado mundialmente (DOBERMANN; FAIRHURST, 2000;
WARDA, 2001) podendo levar a perdas consideraveis na producdo as quais
podem representar até 100% de reducao no rendimento, dependendo do nivel de
toxidez e da tolerdncia dos cultivares de arroz (BENCKISER et al.,, 1982;
SAHRAWAT; DIATTA, 1996; SAHRAWAT, 2004). De acordo com Bacha (1993),
nas condicdes brasileiras, as reducfes na produtividade podem chegar a 80%. No
Rio Grande do Sul, segundo o Instituto Rio-Grandense do Arroz, a reducao pode
alcancar até 20% (IRGA, 2004).

O efeito téxico causado pelo excesso de Fe?* pode se manifestar em uma
ampla diversidade de ambientes (BECKER; ASCH, 2005), o que torna essencial
um entendimento mais aprofundado de todos os mecanismos de homeostase do
metal envolvendo os processos fisioldgicos da planta (GROSS et al.,, 2003;
COLANGELO; GUERINQOT, 2006).

Sabendo-se que o0 estresse por excesso de ferro também causa um
aumento na producdao de etileno (YAMAUCHI; PENG, 1995) é possivel se concluir
que este também apresente relagdo adaptativa a este estresse.

3.5.1 A Importancia da Regulacdo Génica na Adaptacao Vegetal ao Estresse
e 0 Especial Interesse por ERFs em Condi¢cbes de Deficiéncia de
Oxigénio

O arroz € uma das poucas espécies que pode germinar e crescer em solos
permanentemente encharcados (PERATA; ALPI, 1993; ALPI; BEEVERS, 1983).
Enquanto a germinagéo sob anoxia é consequéncia de uma adaptacido metabdlica

pouco entendida, a formacdo de aeréquima e a prevencdo da perda radial de
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oxigénio depende de uma rapida elongacdo da plantula para superar o alto nivel
da &gua (PERATA; VOESENEK, 2007). De qualquer forma, quando
completamente submersas a maioria das cultivares de arroz morrem dentro de
uma semana (XU et al., 2006).

Algumas cultivares de arroz como a FR13A (Flood Resistant 13A) podem
sobreviver até duas semanas submersas, devido, em grande parte (35-69% da
variacéo), ao locus conhecido como Submergencel (Subl), de 200kb, localizado
no cromossomo 9 (XU; MACKILL, 1996). Xu et al. (2006) revelaram que a regiao
Subl codifica trés fatores de transcricdo (SublA, Sub1B e SublC) pertencentes
ao subgrupo B-2 de fatores de resposta ao etileno, os quais possivelmente se
interrelacionam.

A tolerancia a submersao em arroz, conferida pelo alelo Sub1A-1, no locus
de ethylene-response-factor-like (Subl) do cromossomo 9 (FUKAO et al., 2006;
XU et al., 2006) desperta interesse especial sobre a familia de ERFs para estudos
de sua expressao transcricional em plantulas sob deficiéncia de oxigénio
(LASANTHI-KUDAHETTIGE et al., 2007).

Os genes do locus Subl controlam processos de desenvolvimento
altamente conservados, sendo regulados por horménios que determinam a
elongacédo das plantulas quando estas estdo submersas. Assim SublA e SublC
sado fortemente regulados pela submergéncia (PERATA; VOESENEK, 2007), um
estresse que provoca aumento da producdo de etileno. A germinacdo de
sementes de arroz sob completa anoxia ndo parece ser explicada em termos de
genes Subl, ja que o etileno, o requisito basico para expressdo de SublA, nédo é
produzido sob anoxia, de qualquer forma, as cultivares M202 e Nipponbare, as
quais ndo possuem o gene SublA (FUKAO et al., 2006; XU et al., 2006) germinam
igualmente bem sob anoxia (PERATA, dados ndo publicados). Isso enfatiza a
importancia da pesquisa em alagamento que inclui espécies, acessos e cultivares,
tanto tolerantes como intolerantes, adotando estudos “6micos” sobre fisiologia e
desenvolvimento. Estudos sobre expressédo génica de plantas expostas a baixos
niveis de oxigénio revelaram a inducdo (upregulation) de genes que codificam

fatores de transcricdo, componentes de transducéo de sinal, hemoglobina néo
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simbidtica, biossintese de etileno, metabolismo de nitrogénio e perda da firmeza
da parede celular (VOESENEK, et al. 2006). Baixos niveis de oxigénio induzem,
com seletividade, a sintese de proteinas conhecidas como polipeptideos
anaerobicos, os quais, em maioria, sdo enzimas envolvidas na glicélise e vias de
fermentacao (SACHS et al.,1980; HUANG et al., 2005).

Apesar de saber da existéncia de formas de adaptacdo através da
regulacdo em niveis de RNA e proteinas, nosso conhecimento do mecanismo
existente entre e dentro das espécies para tolerancia a submergéncia €, ainda,
limitado. Assim, ainda que seja conhecido muito sobre varios mecanismos
individuais de tolerancia, é muito dificil definir uma causa exata para a morte dos
tecidos. Tem sido sugerido que a sobrevivéncia é uma acdo de balanco que
resulta, por exemplo, do manejo do consumo de carboidratos e da prevencéo de
estresse oxidativo (FUKAO; BAILEY-SERRES, 2004), como é o0 que parece
ocorrer com cultivares portadoras do alelo Sub1A-1.

Fazendo-se uma comparacdo com a cv. M202 (haplotype SublB-2,
Subl1C-2), a cv. M202 (Sub1A)! foi mais tolerante & submergéncia, sendo que
nesta os niveis de amido e carboidratos soluveis decresceram mais lentamente,
os niveis de mRNA codificantes para a-amilases e sacarose sintases foram
menores, a atividade de PIRUVATO DESCABOXILASE (PDC) e ALCOOL
DESIDROGENASE (ADH) foi aumentada, a producédo de etileno foi menor e a
transcricdo de expansinas foi suprimida. Todos esses acontecimentos fisiolégicos
sdo consistentes com a estratégia de “quieiscéncia” para sobreviver por mais
tempo a submergéncia via conservacao dos carboidratos, repressdo da elongacao
celular e aumento da capacidade fermentativa (FUKAO et al., 2006).

Maiores estudos sobre regulacao transcricional de fatores de transcricdo
que tenham influéncia sobre essa regulacdo devem ainda ser conduzidos. Entre
os fatores que determinam a regulacdo transcricional de genes estdo ainda
presenca de regides de ligagdo para fatores de transcricdo e regides que

determinam modificagdes na cromatina.

! Cultivar M202 que sofreu introgressao do gene Sub1A, mais especificamente do seu alelo
SublA-1.
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3.6 O Estresse e as Modificagdes Epigenéticas

As plantas sdo organismos imOveis e, por isso, mais expostas aos
estresses ambientais (UMEZAWA et al., 2006). Devido a isto elas desenvolveram
sofisticados métodos (anatdbmicos, morfologicos, celulares, bioquimicos e
moleculares) para se adaptar ao estresse e sobreviver (BOYER, 1982). Essas
estratégias incluem alteracdes fisiologicas em rotas metabdlicas e, como ja foi
mencionado, modificagcdes na expressdo génica as quais podem ser herdadas
(BOYKO; KOVALCHUK, 2008 GRATIVOL et al., 2012).

As mutacgdes criam mudancas nas sequéncias de DNA que podem resultar
em alteracOes fisiologicas e estas alteracdes podem ser passadas as geracdes
seguintes (KALISZ; PURUGGANAN, 2004). Entretanto, em plantas, o estado da
cromatina pode ser modificado de forma reversivel através da insercdo de grupos
metil nas citosinas por DNA metiltransferases e também pela acetilacdo e
metilacdo da porcdo N-terminal de histonas para remodelamento da cromatina
(BOYKO; KOVALCHUK, 2008; PENG; ZHANG, 2009).

Estas modificagOes, as quais alteram a atividade do DNA sem modificar as
sequéncias de nucleotideos, sdo chamadas mudancas epigenéticas (MADLUNG;
COMAI, 2004), um termo j& anteriormente utilizado por Conrad Hal Waddington,
em 1942, para descrever a forma como 0s genes interagem com 0 que 0s cerca.

A variacdo epigenética pode estar, ou nao, ligada a variacdo genética
podendo ainda ser influenciada pelo ambiente, em um mecanismo no qual este
pode modelar o material hereditario (RICHARDS, 2006; RICHARDS, et al. 2010).

Estudos que mostram que plantas transmitem seus epialelos (HOLLICK et
al., 1995; STOKES et al., 2002), levam a crer que modificacbes epigenéticas
podem ser ainda um novo nivel para a heranca. Desta forma é possivel, inclusive,
que tais modificagbes possam aumentar o potencial evolutivo de organismos em
resposta ao estresse abidtico (BOSSDOREF et al., 2008).

O DNA nuclear tem importantes niveis de organizacdo responsaveis por

perpetuar a informacéo genética por geracdes. Essa organizacdo € dada pela
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estrutura da cromatina, que € composta por nucleossomos (LEWIN, 2007), numa
organizagdo que permite a acomodacgdo do material genético no nucleo bem como
regulacéo da atividade génica.

Mudancas no nivel transcricional estdo acompanhadas por mudancas na
cromatina que, por sua vez, sdo acompanhadas por marcas epigenéticas. Essas
marcas representam as citadas mudancas herdaveis reversiveis.

Diversos tipos de mudancgas foram reportadas como marcas epigenéticas,
principalmente metilacdo de DNA, modificacBes nas histonas e pequenos RNAs.
Dentro deste aspecto a metilacdo do DNA é um dos mais estudados processos
epigenéticos j4 que resulta em modificacdo covalente herdavel disparada por
estimulos externos. Ja a modificagdo histénica mais amplamente estudada é a
acetilacao/desacetilacéo, e sabe-se que DNA metilado é capaz de recrutar histona
desacetiases (HDAC), as quais podem promover a repressdao da transcricdo
(JONES et al., 1998).

A metilacdo do DNA € uma modificagdo que ocorre no quinto carbono do
anel citosina. Tanto em plantas como em animais a citosina é primeiramente
metilada nos dinucleotideos CpG, mas, em plantas, a metilacdo pode ocorrer em
mais dois complexos, totalizando trés: CpG, CpNpG e CpHpH (GEHRING;
HENIKOFF, 2007; CHEN et al., 2010; LAW; JACOBSEN, 2010) - onde N pode ser
A, C,GouT,;eHpodeserA, C, ouT. Enquanto isso, a desmetilacdo pode ocorrer
de forma passiva, perdendo-se na divisdo celular, ao substituir citosinas metiladas
por citosinas ndo metiladas, ou de forma ativa, com a remoc¢ao de grupos metil por
DNA glicosilases (DME, DML2, DML3 e ROS1) (TARIQ; PASZKOWSKI, 2004).

Em arroz, a metilacdo CpG é caracteristica de regides génicas, enquanto
gue a metilacdo ndo CpG é abundante em elementos transponiveis (ZEMACH et
al., 2010). A metilagdo na porc¢ao 5’ do gene (promotor e parte da regido transcrita)
e na porgéo 3’ (incluindo parte da regido transcrita e sequéncias flanqueadoras 3’)
podem inibir a expressao génica (ZHANG et al.,, 2006; GEHRING; HENIKOFF,
2007; ZILBERMAN et al., 2007).

Como ja comentado, sabe-se que a regulacdo da expresséo de genes é um

importante processo na adaptacdo vegetal ao estresse. Transposons tém
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regulacédo diretamente determinada pela metilacdo e podem ter papel importante
na resposta das plantas ao estresse. Estresses abibticos podem causar tanto
hipermetilagdo quanto hipometilacdo (KOVAR'IK et al., 1997; DYACHENKO et al.,
2006; CHOI; SANO, 2007; BOYKO et al., 2007), podendo ativar elementos

transponiveis (STEWARD et al., 2000) de importancia na adaptacdo ao estresse.



4 Material e Métodos

4.1 Descrigdo Geral dos Experimentos

Para atender os objetivos anteriormente citados, em um primeiro
experimento, procurou-se realizar a quantificacdo transcricional de sete genes
ERFs, previamente selecionados em trabalho anterior (PEGORARO et al., dados
nao publicados), em plantulas de arroz da cv. Nipponbare submetidas a estresse
por deficiéncia de oxigénio (hipoxia e anoxia). Posteriormente realizou-se um novo
teste destes ERFs em estresse por toxidez por ferro para se analizar uma possivel
relacdo entre as respostas aos diferentes estresses. Procederam-se, entéo
andlises comparativas entre estes genes através do uso de ferramentas
computacionais (in silico) buscando-se identificar fatores que determinem a
resposta destes genes as condicdes de estresse por deficiéncia de oxigénio, mais
especificamente. Alinhamentos entre proteinas também foram feitos objetivando-
se a obtencdo de informacfes sobre a possivel ativacdo de genes semelhantes
em determinados tempos e estresses.

Em um segundo experimento submeteram-se plantulas de arroz das cvs.
Nipponbare e Bonanca aos mesmos estresses por deficiéncia de oxigénio
previamente citados, e foram analisados treze genes ERFs por gPCR.

Dada esta primeira descricdo geral, a seguir é feita a descricdo dos
métodos utilizados para os dois experimentos em conjunto, assim evitando a

repeticdo de metodologias comuns aos dois experimentos.

4.2  Material Vegetal

4.2.1 Deficiéncia de Oxigénio

Para os experimentos em que plantulas foram submetidas a deficiéncia de
oxigénio, sementes de arroz, das cvs. Nipponbare (experimentos 1 e 2) e Bonancga

(experimento 2) foram desinfestadas, com solugéo de 1% de hipoclorito de sodio,
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durante 24 horas, sendo, em seguida, semeadas em papel germinador embebido
com 2,5 vezes seu peso em agua ultra-pura estéril. Os rolos de papel germinador
foram colocados em camara germinadora, a 25°C, durante o periodo de 15 dias.
Decorrido este tempo, as plantulas foram, apds coleta do controle (tempo
zero), submetidas aos diferentes tratamentos. Para isso foram separados trés
grupos de 15 plantulas, sendo que cada grupo formava uma replicata biologica,
tais grupos foram colocados, individualmente, em recipientes de vidro de 580 mL
vedados com tampas metalicas. Nas tampas dos recipientes nos quais as plantas
foram submetidas a anoxia foram feitos dois pequenos orificios, um para entrada
de nitrogénio gasoso (N;), o qual foi injetado durante 2 minutos, e outro para saida
de ar presente dentro dos recipientes. Para o estresse por hipoxia por
submergéncia as plantulas foram colocadas nos mesmos referidos recipientes e

entdo completamente cobertas com agua ultra-pura.

4.2.2 Toxidez por Ferro

Para realizacdo do experimento 1, sementes de arroz da cv. Nipponbare
passaram por um processo de desinfestacdo em hipoclorito de s6dio 1% durante
10 min, apés foram lavadas trés vezes em agua destilada, para posterior
acondicionamento em rolos de papel germinador umedecido com agua destilada.
Posteriormente estas sementes foram mantidas em camara de germinagéo (BOD)
a 25°C, com fotoperiodo de 16 horas e umidade relativa de 100% por 15 dias.

Plantulas uniformes foram transferidas para tela de nylon adaptada a tampa
de um recipiente com capacidade para 1,5L contendo solucdo nutritiva de
Camargo e Oliveira (1981) modificada: Ca(NO3),; 4 uM; MgSO,4 2 uM; KNO3 4 uM;
(NH4)2S0O4 0,435 uM; KH,PO,; 0,5 yM; MnSO, 2 uM; CuSO, 0,3 uM; ZnSOq,
0,8 uM; NaCl 30 uM; Fe-EDTA 10 uM; Na,MoSO, 0,10 uM; H3BO3 10 yM em pH
5,0 + 0,1. Os recipientes foram acondicionados em um tanque hidropénico, com
agua a temperatura ambiente e fotoperiodo de 16 horas durante 14 dias. Forma
utilizados trés diferentes recipientes, sendo que cada recipiente correspondia a
uma replicata bioldgica. Apos coleta das amostras controle (0 hora), as plantulas

transferidas para os recipientes contendo tratamento de Fe com Na,EDTA
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(2.000 mg.L™" de FeS0,.7H,0 mais Na,EDTA em valor equimolar) (DALTON et al.,
1983) em pH 4,0 = 0,1. Apds a transferéncia/inicio do estresse as coletas foram
feitas em 6, 12, 18 e 24 horas, removendo-se a parte aérea a qual foi envolvida

em papel aluminio e, rapidamente, congelada com nitrogénio liquido.

4.3 Quantificacdo da Expressao Transcricional

4.3.1 Extracdo de RNA

As extragbes de RNA feitas nos experimentos 1 e 2 foram realizadas
através da utilizacdo do reagente PureLink™ Plant RNA Reagent (Invitrogen™).
Para isso macerou-se 0,1 g de tecido foliar com nitrogénio liquido transferindo-se
para um microtubo (1,5 mL). Acrescentou-se 500 pL de Pure Link™ mantendo-se
0 tubo na horizontal por 5 min a temperatura ambiente (~25°C).

Executou-se a limpeza da solucéo através de uma centrifugacdo de 2 min a
12.000 x g (~25°C). Transferiu-se o sobrenadante para um tubo livre de RNases e
se adicionou 0,1 mL de NaCl (5 M) ao extrato claro e mais 0,3 mL de cloroférmio,
misturando-se por invercdes do tubo. Centrifugou-se a amostra a 4°C por 10 min a
12.000 x g para separar as fases, transferiu-se 400 pL fase aquosa superior para
um tubo livre de RNases e se adicionou ao tubo 400 pL isopropanol, deixando-se
a temperatura ambiente (~25°C) por 10 min, antes de executar mais uma
centrifugacgéo (12.000 x g) a 4°C por 10 min.

Verteu-se 0 sobrenadante, e adicionou-se 1 mL de etanol 75% ao
precipitado, logo executando-se mais uma centrifugacdo a temperatura ambiente
(~25°C) por 1 min a 12.000 x g. Verteu-se o etanol cuidadosamente, retirando-se
qualquer residuo com uma micropipeta, e se adicionou 25 pyL de agua livre de
RNases para ressuspender o RNA.

A quantidade de RNA foi medida espectroscopicamente e através de
eletroforese em gel de agarose (2%). Os extratos foram mantidos a -70°C até o
momento da sintese de cDNA.
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4.3.2 Sintese do cDNA

Para sintese de cDNA o RNA Total foi tratado com DNase | (Invitrogen™) e
cada amostra foi transcrita reversamente utlizando-se o kit comercial
SuperScript™ Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen™) de
acordo com 0s seguintes passos: em um tubo livre de RNases adicionou-se 2,0 pL
de extrato de RNA previamente diluido, 1,0 uL DNasel (1 U.uL™?), 1,0 uL de
DNase | reaction buffer 10X [200 mM Tris-HCI (pH 8,4), 20 mM MgCl,, 500 mM
KCI], 6,0 pL H,O e submeteu-se a mistura a 25°C por 15 min. Adicionou-se mais
10uL de EDTA (25mM; pH 8,00 e manteve-se a 65°C por 10 min.
Posteriormente, colocou-se 1,0 uL de Oligo DT (50 uM), 1,0 uyL de DNTP Mix
(10 mM) e submeteu-se a 65°C por 5 min, seguido de 1 min a 0°C. Adicionou-se
entdo 4,0 uL de RT Buffer 5x, 4,0 uyL de MgCl, (25 mM), 2,0 yL de DTT (1,4-
Dithiothreitol) (0,1 M), 1,0puL de RNAse OUT™ (40U.uL?) e 1,0pL de
SuperScript™ 111 (200 U.uL™) submetendo-se a 50°C por 50 min, seguido de mais
5 min a 85°C. Por fim adicionou-se 1,0 pL de RNAse H (2 U.ul™") submetendo-se a
37°C por 20 min, completando a reacao de sintese de cDNA.

A qualidade dos cDNAs foi avaliada através de uma reacao de amplificacédo
com o gene constitutivo GAPDH.

4.3.3 Desenho dos Primers para qPCR

O desenho dos primers para qPCR dos experimentos 1 e 2 (Tabela 1 e
Tabela 2, respectivamente), foi feito através do uso do programa Vector NTI
Advance™ 11 (Invitrogen™), respeitando-se os seguintes parametros exigidos pela
empresa Applied Biosystems®: formacédo de um amplicon de tamanho variando
entre 50 e 150 pb, conteudo de CG entre 40% e 60%, finais 3’ com menos de trés
bases C e G nos ultimos cinco nucleotideos e temperatura de anelamento variando
entre 60 e 65°C.

Experimento 1
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Tabela 1 Primers utilizados no experimento 1, os quais foram desenhados a partir

das sequéncias obtidas do RAP-DB, pelo programa Vector NTI Advance™ 11.

FL-cDNA Nome Genérico Sequéncias dos primers
F: GCCAGCAGCGAGAGAACACAAA
AK062882 OSERF#104  R: TACTCCTGGTTGCCTCCCATGG
F: CGGCGTCATTCGACAGTGACAA
AK106987 OsERF#069 R: CGAACTGGTCGCCGAACAAGAA
F: GCTGTCTCGGGTGCGACTTCTT
AK067195 OsERF#102 R: AGCAGCATAATCCGTCGCCATT
F: CGAGAAGGAACCGACGAGCAAA
AK100575 OsERF#109 R: GCGGCCTCCTCCTCACTGTTAA
F: ACGGCGGTGGAGTACAGCGTTA
AK111414 OsERF#066 R: ACGGCGCTGAACTCGTAAGCAA
F: GTGTGGAGGAGCACTGATCCCG
AK106057 OsERF#063 R: CGCCACCACGCTTCTTCTTCTT
F: CCTCCTCCGTCTCCGTCTCCTT
AK107119 OsERF#033 R: CGTGTTTGGGCTTGGAGCTCTT
AKOB4960 GAPDH F: AAGCCAGCATCCTATGATCAGATT

R: CGTAACCCAGAATACCCTTGAGTTT
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Experimento 2

Tabela 2 Primers utilizados no experimento 2, os quais foram desenhados a partir

das sequéncias obtidas do RAP-DB, pelo programa Vector NTI Advance™ 11.

FL-cDNA Nome Genérico Sequéncias dos primers
AK105991 F: GCACACACCAGATCGCATCCTC
OSERF#049  R: GGTTCGAGCGCTTTCATGAGCT
AK108830 F: GGCAAGTGGGTGTCGGAGATCA
OsERF#035  R: CAGCCAGATGCGCGACTTCTTC
AKO67313 F: TGCTCCGTGCAAGTGAGGAAGA
OsERF#040 R: CAGCGATTGAATCAGGGCCATC
AK099221 F: GGGGAAAGGAGGACCGGAGAAT
OsERF#042 R: ACCCACTTGCCCCAGGTACGTT
AK101949 F: GCGGCAAGAGCAAGAGCAAGAG
OsERF#062 R: GCGTCGTCGAAGTCGGAGTCAT
AK109360 F: CCATTCTCGGCGACCTTCACTT
OsERF#065  R: CGTCGCCACCATCTCTACCCTT
AKO69833 F: GCCATCCTCTCCGACCTCATCC
OsERF#071  R: CTCCTCGCGCCCTTGTTCTTCT
AK104576 F: GGTGTCCGTGTTTGGCTTGGAA
OSERF#072  R: CTTGCGGGCTTCAGCGTCATAT
AKO72749 F: ACGGTCAGCATGTCGTTGTTGC
OSERF#073 R: GCCGTGGACGCACTTGTCACTA
AK109390 F: CCGCCTCTCAGCCCATCGATAT
OsERF#083 R: GATGGAGTGGTGGCTTGGGCTT
AK241281 F: ATGATGCAGCCACCGTACACGT
OSERF#087  R: GGCGGCAAGCTGCTATGGATAT
AK241246 F: AGTTCTCGACGGCCTTCGCTTT
OsERF#095 R: TACCCGTCACATGCATGCGCTA
AK109226 F: GCGGCGCAGATCCTGGACTT:
OsERF#107 R: AGAGACCCCGACGAGCCGCT
AKO064960 F: AAGCCAGCATCCTATGATCAGATT
GAPDH R: CGTAACCCAGAATACCCTTGAGTTT

4.3.3.1 Validacao dos Primers

As curvas de dissociagdo foram avaliadas e somente primers com picos
unicos e eficiéncia entre 1,95 e 2,05 foram utilizados. A gPCR foi realizada em
aparelno 7500 Fast RealTime PCR System (Applied Biosystems®), utilizando
SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems®).
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4.3.4 Quantificacdo Relativa por gPCR

A reacdo de amplificacdo foi realizada em um volume total de 25 pL,
contendo 2 uM de cada primer, 12,5 uL de SYBR® Green PCR Master Mix, 1 pL
de cDNA (diluido 25 vezes) e 4gua em quantidade suficiente para completar o
referido volume. As amostras foram colocadas em 96 Well Optic Plates (Applied
Biosystems®) e cobertas com Optic Adhesives (Applied Biosystems®). As
condicbes de termociclagem foram como se segue: 50°C durante 20 min;
Desnaturacéo inicial (95°C, durante 10 min); 40 ciclos (Desnaturacdo 95°C,
durante 15 seg; Anelamento 60°C, durante 1 min; Extensao 72°C, durante 1 min);
Extensao final (72°C, durante 5 min). A quantificacdo relativa de cada gene foi
feita utilizando o método Cycle Threshold (CT) comparativo, como descrito por
Livak e Schmittgen (2001).

Para cada cDNA, o gene GAPDH foi utilizado como normalizador
(LASANTHI-KUDAHETTIGE et al.,, 2007) para quantificacdo do acumulo de
transcritos (na mesma diluigdo mencionada anteriormente). O CT foi calculado na
reacdo de PCR exponencial, e dele obteve-se o nivel de expressao relativa (QR —
Quantificacdo Relativa) pela formula QR = 272*°T. Os resultados foram expressos
como quantidade de mRNA em um diagrama de cores construido pelo programa
Multi Experiment Viewer (MeV) (SAEED et al., 2003). A quantidade de mRNA das
amostras “Oh” (de estresse por ferro) e “Controle” (Oh de estresse por
hipoxia/anoxia) serviram como amostras calibradoras para determinar os niveis

relativos de RNA em cada experimento.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A T1-PN T1-PN T1-PN T2-PN T2-PN T2-PN T3-PN T3-PN T3-PN T4-PN T4-PN T4-PN
B T5-PN T5-PN T5-PN T1-P1 T1-P1 T1-P1 T2-P1 T2-P1 T2-P1 T3-P1 T3-P1 T3-P1
C T4-P20 T4-P20 T4-P20 T5-P20 T5-P20 T5-P1 T1-P2 T1-P2 T1-P2 T2-P2 T2-P2 T2-P2
D T3-P2 T3-P2 T3-P2 T4-P2 T4-P2 T4-P2 T5-P2 T5-P2 T5-P2 T1-P3 T1-P3 T1-P3
E T2-P3 T2-P3 T2-P3 T3-P3 T3-P3 T3-P3 T4-P3 T4-P3 T4-P3 T5-P3 T5-P3 T5-P3
F T1-P4 T1-P4 T1-P4 T2-P4 T2-P4 T2-P4 T3-P4 T3-P4 T3-P4 T4-P4 T4-P4 T4-P4
G T5-P4 T5-P4 T5-P4 T1-P5 T1-P5 T1-P5 T2-P5 T2-P5 T2-P5 T3-P5 T3-P5 T3-P5
H T4-P5 T4-P5 T4-P5 T5-P5 T5-P5 T5-P5

Figura 3 Desenho da placa utilizada para a qPCR: T: numero do tratamento (1 =

controle Oh); P: numero do primer (N = normalizador/GAPDH).
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4.4  Andlise da Expresséo Transcricional Pelo Genevestigator

Para a discussdo dos resultados obtidos por gPCR e andlise de
promotores, no experimento 1, realizaram-se analises de expressdo génica
através da ferramenta de analise do Genevestigator (ZIMMERMAN et al., 2008)

para genes putativamente envolvidos com modifica¢cdes da cromatina.

4.5 Andlise da Similaridade de Proteinas pelo Alinhamento de
Aminoécidos

O alinhamento de aminoacidos das proteinas codificadas pelos sete ERFs
analisados no primeiro estudo foi feito pelo ClustalW versédo 2.0 (LARKIN et al.,
2007). Os parametros de entrada utilizados foram: Program: ClustalW2; Alignment
Method: slow; Sequence type: protein; KTUP: 1; Window: 5; Score: percent; Top
Diagonals: 5; Pairgap: 3; Protein Weight Matrix: pam; DNA Weight Matrix: iub; Gap
open: 10; Gap extend: 0.1; Protein Weight Matrix: pam; DNA Weight Matrix: iub;
Gap open: 10; End gap: false; Gap extend: 0.2; Gap distance: 5; Iteration type:
none; Number Iterations: 1; Clustering: NJ; Alignment format: alnl; Output order:
aligned.

Tabela 3 Interpretacdo da coloracdo dos residuos de aminoacidos nos
alinhamentos de proteinas, de acordo com o ClustalW versao 2.0.

Residuos Cor Descricdo

AVFPMILW  Vermelho Pequeno (pequeno + hidrofébico (incluindo aromatico — Y))

DE Azul Acido

RK Magenta Basico—H
STYHCNGQ Verde Hidroxil + sulfidril + amina + G
Outros Cinza Amino/iminoacidos nao usuais, etc

4.6 Anédlise dos Promotores dos Genes

A anélise da regido promotora dos genes do experimento 1 foi feita através

de diferentes recursos computacionais (in silico). Cada etapa objetivou entender
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melhor o papel de determinada regido na modificacdo da expressao transcricional

de cada ERF. Tais andlises sao descritas nos sub-itens a seguir.

4.6.1 Alinhamento de Promotores

Primeiramente, para analisar a semelhanga dos promotores e realizar o
desenho de um filograma identificando a similaridade entre estes genes, realizou-
se o alinhamento dos promotores com sequéncias de -1.500 a +100 pbs do gene,
através do ClustalW versdo 2.0 (LARKIN et al., 2007). Por vezes a regido
analisada foi modificada para -500 a +100 pbs, considerando a possibilidade desta
ser a maior responsavel pela regulacédo diferencial detectada. Os parametros de
entrada utilizados foram: Program: ClustalW2; Alignment Method: slow; Sequence
type: DNA; KTUP: 1; Window: 5 ;Score: percent; Top Diagonals: 5 ;Pairgap: 3;
Protein Weight Matrix: gonnet; DNA Weight Matrix: iub; Gap open: 10; Gap extend:
0.1; Protein Weight Matrix: gonnet; DNA Weight Matrix: iub; Gap open: 10; End
gap: false; Gap extend: 0.2; Gap distance: 5; lIteration type: none; Number

Iterations: 1; Clustering: NJ; Alignment format: aln1; Output order: aligned.

4.6.2 Identificacdo de Motivos Conservados nos Promotores

Posteriormente foi feita a analise de motivos conservados presentes nas
regibes promotoras utilizando o MEME (Multiple Em for Motif Elicitation)
(http://meme.sdsc.edu/meme4_4 Ofintro.html) version 4.4.0, utilizando-se as

condi¢cbes padrao da ferramenta.

4.6.3 Investigacdo da Ocorréncia Sitios de Ligacdo para Fatores de

Transcricéo e llhas CpG/CpNpG

A ferramenta de “Analise de Grupos Génicos” do PlantPAN (CHANG et al.,
2008) foi utilizada para analise da coocorréncia de sitios de ligagédo para fatores de
transcricdo nos promotores dos diferentes grupos de genes analisados, sendo que

o tamanho da regido promotora variou de acordo com a analise. Ja para analise
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da ocorréncia de ilhas CpG/CpNpG foi utilizada a ferramenta de “Analise de
Promotores” do mesmo programa na regido de -1.500 a +100 pbs do sitio de inicio
da transcrigéo.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Experimento | - Ethylene Response Factors — Um estudo da resposta

transcricional em arroz sob estresse por deficiéncia de oxigénio e excesso

de ferro

5.1.1 Deficiéncia de Oxigénio - Comparacao Anoxia X Hipoxia

Sete genes com perfil de expressao diferenciado, extraido de pesquisa

anterior (PEGORARO et al., dados nédo publicados), sao exibidos na Tabela 4.

Tabela 4 Sete genes ERFs que apresentaram perfil de expressao diferenciado no
Genevestigator (www.genevestigator.ethz.ch) e que foram, entdo, selecionados

para analise por gPCR.

TIGR RAP DB FL-cDNA Localizagéo Nome Genérico
LOC_0s08g36920 0Os08t0474000 AK062882 chr08:23441862..23442942  OsERF#104
LOC_0s03g08490 0s03t0183200 AK106987 chr03:4366271..4367451 OsERF#069
LOC_0s09g28440 0s09t0457900 AK067195 chr09:18012099..18013198 OsERF#102
LOC_0s09g13940 0Os09t0309700 AK100575 chr09:8818014..8821350 OsERF#109
LOC_0s03g22170 0Os03t0341000 AK111414 chr03:12761327..12762581  OsERF#066
LOC_0s099g11480 0s09t0287000 AK106057 chr09:7022482..7024039 OsERF#063
LOC_0s04g46400 0s04t0549700 AK107119 chr04:28016357..28017492 OsERF#033
LOC_0s04g40950 0s04t0486600 AK064960 chr04:24804606..24808210 GAPDH

Sabe-se que o0s niveis de etileno aumentam rapidamente apds a
submergéncia ativando genes associados com respostas de aclimatacdo assim
como metabolismo de carboidratos, resultando em elongacdo da parte aérea e
senescéncia foliar (STEFFENS; SAUTER, 2005; FUKAO et al., 2006). Assim, seria
natural que a resposta transcricional dos ERFs as condi¢bes de anoxia e hipoxia
fosse diferente devido ao fato do efeito destes estresses na biossintese de etileno
ser completamente oposto, pois enquanto, em anoxia, a producao de etileno
cessa devido a falta de oxigénio, o que impede a oxidacdo do ACC, na hipoxia 0s
niveis de producéo de etileno aumentam devido ao estresse e a baixa solubilidade
deste em agua, o que mantem o hormbnio em contato com o vegetal. Porém,

ainda que em anoxia ndo haja producao de etileno, tém-se dado importancia ao
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estudo dos ERFs em condicbes de auséncia de oxigénio (LASANTHI-
KUDAHETTIGE et al.,, 2007). Entretanto, contrariando o esperado, o que se
observa no grafico obtido a partir da analise por qPCR da parte aérea de
plantulas, submetidas aos estresses por deficiéncia de oxigénio (Figura 4), é uma
resposta semelhante entre os dois estresses. Somente os genes AK111414 e
AK106057 demonstram perfil de expressdo proximo ao esperado de um gene

dependente de regulagéo direta por etileno.
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AK062882
AK106987
AKQ067195
AK100575
AK111414
AK106057
AK107119

Figura 4 Expressao transcricional em folhas de plantulas de arroz submetidas aos
estresses por deficiéncia de oxigénio - Grafico heat map construido com base nos

valores de quantificacdo relativa obtidos a partir da andalise por PCR em tempo
real.

Verifica-se uma diminuicdo na quantidade de transcritos em ambos o0s
estresses para 0s genes AK062882, AK106987, AKO67195 e ainda, mesmo que
em menor intensidade, para o AK100575. J& para o AK111414 é percebida uma
diferenca na resposta entre 0s estresses, considerando que este gene tenha
demonstrado uma leve e transiente repressdo as 24 horas, seguida de inducgéo
quando alcangadas as 72 horas em hipoxia, enquanto que, em condi¢bes de
anoxia, o que se observa € uma inducéao transcricional deste gene. O AK106057
também apresentou diferenca entre os estresses, com repressao seguida de
inducdo em hipoxia e o contrario em condi¢cdes de anoxia. Ja& o AK107119

demonstrou forte indugéo em todos tempos e estresses.
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5.1.2 Estresse por Ferro

Através dos resultados obtidos por gPCR para excesso de ferro
(2.000 mg.L™* de FeS0..7H,0) (Figura 5) é possivel observar a manutencéo de
um baixo nivel de transcritos do AK107119, bem diferente do que ocorre em
deficiéncia de oxigénio, e do AK062882, sendo que este manteve um nivel de
expressdo bem mais instavel. J4& para os AK106987, AK067195, AK111414,
AK100575 e AK106057 foi observado um gradativo aumento da expressédo ao

longo do tempo.

|
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AK062882
AK106987
AK067195
AK100575
AK111414
AK106057
AK107119

Figura 5 Expressao transcricional em folhas de plantulas de arroz submetidas ao
estresse por excesso de ferro (2.000 mg.L™* de FeS0,4.7H,0) - Gréafico heat map
construido com base nos valores de quantificacdo relativa obtidos a partir da
andlise por qPCR.

5.1.3 Toxidez de Ferro x Deficiéncia de Oxigénio

Os genes AK062882, AK106987 e AK067195 parecem nao ser estimulados
diretamente por um aumento na producao de etileno, ja que ndo sdo induzidos em
hipoxia, que causa tal modificacdo na producdo deste horménio (FUKAO et al.,
2006). O AK100575 também néo parece ser diretamente dependente de etileno ja
gue néo é fortemente reprimido em condi¢des de anoxia.

Ja os genes AK111414 e AK106057 apresentam caracteristicas de genes
mais diretamente dependentes do etileno ja que apresentam aumento gradativo
em estresse por ferro, uma condicdo que aumenta a producdo deste hormonio
(YAMAUCHI; PENG, 1995) e apresentam repressdo as 72 horas de anoxia,
guando o etileno ndo pode ser produzido (PERATA et al., 2007).
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5.1.4 Estudo da similaridade das CDSs e de promotores nos sete ERFs em

estudo

5.1.4.1 Similaridade de CDSs e expressao diferenciada deste genes em

diferentes 6rgéos e estadios do arroz

Um fato que torna o estudo da expressado deste grupo de ERFs em
plantulas sob deficiéncia de oxigénio bastante interessante, é a possibilidade de
agrupar estes em classes de expressdo de forma mais simples, como pode ser

visto na

Tabela 5, sendo possivel realizar uma comparacdo da similaridade da

regido promotora destes com o perfil de expressao encontrado por qPCR.

Tabela 5 Interpretacéo da forma de expresséo dos diferentes genes em estudo: +:

significa inducédo; —: significa supressao; +/—: significa comportamento variavel.

FL-cDNA Hipoxia Anoxia Estresse por Ferro
AK062882 - — +/—
AK106987 — — +
AK067195 — _ +
AK100575 +/— +/— +
AK111414 + — +
AK106057 + ) +
AK107119 + + —

Para realizar-se a comparacao destes genes executou-se o alinhamento de
sequéncias de aminoacidos dos sete ERFs pelo ClustalW versédo 2.0 (LARKIN et

al., 2007), obtendo-se o filograma exibido na Figura 6.
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AKDG2882
AKDGT 195
AK111414
AKADGSET
AK100S 5
AK106057
AK107119

Figura 6 Filograma construido a partir do alinhamento das sequéncias de

aminoacidos dos referidos genes.

Percebe-se uma maior similaridade de expressédo entre genes que sao
préximos no filograma obtido a partir da sequéncia de aminoacidos dos genes. O
que indica a possibilidade de ativacdo transcricional simultdnea de genes
redundantes, algo que tem sido discutido para ERFs (NAKANO et al.,, 2006).
Desta forma sugere-se que a selecdo natural tenha direcionado um arranjo do
genoma de maneira que, em um dado momento, uma grande quantidade de
fatores de transcricAo derivados de diferentes loci, mas responsaveis pela
ativacdo de um mesmo gene ou grupo de genes, sejam produzidos. Este tipo de
efeito, também chamado de dosagem, é revisado por Birchler e Veitia (2007), os
quais comentam que genes relacionados a transducdo de sinal e fatores de
transcricdo parecem ser preferencialmente mantidos ao longo da evolucdo de uma
forma dosagem-sensitiva.

Objetivando-se examinar o registro de uma possivel expressao diferenciada
destes genes em determinados 6rgaos ou estadios das plantas de arroz, verificou-
se as bases de dados do Genevestigator, o qual gerou o grafico exibido a seguir
(Figura 7).
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Figura 7 Nivel de expresao dos sete ERFs estudados no primeiro experimento em

diferentes 6rgdos e estadios de desenvolvimento no Genevestigator.

Verifica-se a expressdo do gene AK100575 (LOC_0s09g13940) ao longo
de todo o ciclo do vegetal, com um aumento no inicio da floracdo. Além disso, este
gene tem expressdo significativa na inflorescéncia. Trabalhos relatando a
importancia do etileno e de ERFs na floragdo (REID; WU, 1992; ACHARD et al.,
2007), inclusive na repressao desta como forma de tolerancia a estresse por
hipoxia (FUKAO; BAILEY-SERRES et al., 2008; PENA-CASTRO et al., 2011),
parecem dar suporte a ideia de que este gene possa ter envolvimento neste
evento. Entretanto, maiores estudos como a utlizagdo de transgenia (LLOYD,
2003; CIGAN et al.,, 2005) para o esclarecimento da funcdo deste gene sé&o
necessarios.

Os genes AK106987 (LOC_0s03g08490) e AK107119 (LOC_0Os04g46400)
parecem ter importancia nos estadios iniciais das plantas, sendo que o AK106987
(LOC_0s03g08490) possivelmente ainda tenha importancia também nas fases
finais do ciclo do vegetal estando possivelmente envolvido com atividades como,

por exemplo, o enchimento de grédos. Entretanto os mesmos aspectos ressaltados
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com relacdo ao gene AK100575 (LOC_0s09g13940) sao validos aqui, ou seja,
estes genes, até entdo, sdo apenas bons candidatos a estudos futuros e nada
sobre sua fungao se estabelece aqui.

Objetivando-se verificar onde as maiores diferencas eram encontradas apos
o alinhamento das proteinas, estas foram avaliadas visualmente, e seus dominios
foram destacados apds passarem por analise pelo Pfam - Protein Families
Database (PUNTA et al., 2012), como mostrado na Figura 8. Percebem-se poucas
diferencas nos dominios AP2 destas proteinas, sendo que a maior surpresa
encontra-se no fato de ndo ser possivel encontrar um dominio AP2 para o gene

AK106987, o qual possivelmente foi anotado de forma incorreta.
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Figura 8 Alinhamento das sequéncias de residuos de aminoacidos dos ERFs em
estudo.

Estranhamente o AK106987, mesmo sem dominio AP2 identificado pelo
Pfam ou BLASTp (NCBI — National Center for Biotechnology Information)
consegue se agrupar bem com as demais proteinas, o que nos leva a pensar se
as regides que determinam as diferencas de agrupamento ndo se situam fora da
regido do dominio principal. Considerando-se esta possibilidade os seis dominios
foram recortados, novamente alinhados (Figura 9) e deram origem a um novo

filograma (Figura 10).

RKOB28E2 -KYRGVEQRFWGHKWAAE TRDFRRAVEEWLGTFDTAEERRRAYDRARVEFRG 50
AKO&87195 - VYRGVEHRFWGHEWAAETRDFRRAVEEWLGTFDTAEERRRAYDRARTEFRG 50
AK111414 -LYRGIRRRFWGEWAAETRDFAKGARVWLGTFATAERARRRAYDRARERTIRG 50

AK108037 -——YRGVREQRFWGRWASEIRDEVEGAEVWLGIFDITAVEARRAYDAEARRIHG 49
AKI1O071159 PSYRGVERRSWGHEWVSEIREFEEESEIWLGTFFTAEMARRRAHIWARTATEG 51

AK1005T5 SEYRGVERRAWGEWAAETRDEVEKSEEWIGTFNSEEERR AR YTAQSNQFH- 50

Figura 9 Alinhamento das sequéncias de residuos de aminoécidos dos dominios

dos ERFs em estudo.

—— AKDG2B82
4| L AKDG7195
AK100575
AK111414
AK106057

AK107119
Figura 10 Filograma construido a partir do alinhamento das sequéncias de

aminoéacidos dos dominios dos referidos genes.

Apos a formacdo de um novo filograma poucas mudancas foram
observadas. O AK062882 e AK067195 seguiram no mesmo ramo enquanto o
AK107119 seguiu isolado dos demais. Assim as maiores diferencas residem no
fato de o AK100575 passar a se agrupar com o AK062882 e AK067195, no lugar
do AK111414, e este vir a se agrupar com o AK106057, onde antes estavam o
AK100575 e AK106987. Em suma o0s genes reprimidos e os genes induzidos

seguem agrupados entre si.
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5.1.4.2 Similaridade de promotores

Para avaliar a similaridade dos promotores e uma possivel relacdo desta
com a diferenca de expressao dos genes em plantulas sob estresse, um novo
alinhamento e filograma foi obtido, desta vez a partir da sequéncia de nucleotideos
da regidao promotora (-1.500 a +100pbs) dos referidos genes (Figura 11) através
do ClustalW verséo 2.0 (LARKIN et al., 2007).

AKOG2882
AK106987
AKOG7 195

AK111414

AK100575
AK106057
AK107119

Figura 11 Filograma construido a partir do alinhamento dos nucleotideos da regido

promotora de cada gene (-1500 a +100 pbs).

O novo filograma obtido agrupa os genes relativamente bem, entretanto
este ndo foi capaz de unir o AKO67195 aos AK106987 e AK062882, os quais sao
fortemente reprimidos e formam um grupo com expressao interessante.

Para se identificar motivos conservados entre 0os genes e analisar em que
regido especifica do promotor estdo as maiores semelhancas, realizou-se a
andlise da regido de -1.500pb a +100 pb através do MEME (BAILEY et al., 2009),
formando-se dois grupos de expressdo: o dos genes fortemente reprimidos
(AK062882, AK106987, AK067195) e o0 dos genes pouco regulados ou induzidos
(AK100575, AK111414, AK106057, AK107119). Os resultados da analise por

agrupamento sao exibidos na Figura 12 e Figura 13.



58

SR R T [etelnbi e

cC¥= CAVYOVTSC, Tell

AVIACY VTR YTY CAVEVCIN T LY
I(.:é 11 _TT_lQ, cec ‘A C@.. CA(‘& .........
Name C:f"":i'::d Motif Location
AK062882 5.75e-20 * a 1 = - = .
AK106987 6.89¢-20 * = L I i u
AK067195 33se-21 ¥ - - BE— | Ml |
o’ ‘200 400 e00 800 1000 1200 1400 160t

DMouf 1 .Mouf 2 .Mouf 3

Figura 12 Analise de motivos conservados na regido promotora (-1.500 a
+100 pbs) para o grupo de trés genes fortemente reprimidos em deficiéncia de

oxigénio.
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Figura 13 Analise de motivos conservados na regido promotora (-1.500 a

+100 pbs) para o grupo de quatro genes pouco regulados ou induzidos em

deficiéncia de oxigénio.

Percebe-se que quando feita a analise de motivos dentro de grupos ha
certa concentracdo de motivos conservados na regido proxima ao sitio de inicio da
transcricdo, diferentemente do que ocorre quando todos 0S sete genes sao

analisados em conjunto (Figura 14). Assim estima-se que a provavel diferenca
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entre 0s grupos de expressao resida na regido mais proxima ao sitio de inicio da

transcrigao.
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Figura 14 Analise de motivos conservados na regido promotora (-1.500 a

+100 pbs) para o grupo de sete genes estudados no Capitulo 2.

Considerando-se a nova informacéo obtida recortou-se a regido de -500 a
+100 pbs para realizagdo de um novo alinhamento pelo ClustalW?2 obtendo-se um

novo filograma (Figura 15).

AKDG2882

—‘—‘ AKDG7195
AK106987
i_|

AK100575
AK107119
AK106057
AK111414

Figura 15 Filograma construido a partir de analise do alinhamento dos

nucleotideos da regido promotora de cada gene (-500 a +100 pbs).

Percebe-se, pelo novo filograma obtido a partir do alinhamento das
sequéncias proximas ao inicio da transcricdo, que esta regido parece ser a maior
responsavel pelas diferencas de expressdo em estresse por hipoxia/anoxia, ja que

0 novo agrupamento parece mais fiel as diferencas de expressdo que o
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anteriormente obtido, apesar de o gene AK117119, o qual é superexpresso, nao
se separar dos demais, como ocorre em todos os alinhamentos realizados até
aqui.

A presenca de grande quantidade de nucleotideos C e G, encontrada junto
aos motivos préximos ao inicio da transcricdo, 0s quais parecem ser responsaveis
pelas diferencas na expresssdo, leva a uma nova hipotese: que a regulacao
destes genes seja devida a diferencas de metilagcdo, as quais podem impossibilitar
a ligacao de fatores de transcricdo (STAM et al., 1998; ZILBERMAN et al., 2007) a
essa regido.

Efetuou-se entdo a procura por ilhas CpG/CpNpG, através do PlantPAN
(CHANG et al., 2008) (Tabela 6), na regido promotora (-1.500 a +100 pbs) dos

genes.
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Tabela 6 Analise de ilhas CpG/CpNpG na regido promotora (-1.500 a +100 pbs)
dos sete genes estudados no Capitulo 2

Gene Promaotor
AKog2882 g+ b o
Honizi FE |
AH1 DEEET 1 rod Ll [ 0] . ] Mléltl 1200 1400 El.2e)
H_onzi F |
AHW1BE :L f :"QICE f 1l¢i (2 B L0 LN:ICI L0 L5

Swmlice 140 I

AK100575 o R T e
AK111414 T BB B T T BT e
Susher 171 - |
AK106057 o a e e s
AK107119 — .

*Caixas roxas sao ilhas CpG/CpNpG na fita senso.
** Caixas verdes sdo ilhas CpG/CpNpG na fita antisenso.

Percebe-se a presenca de ilhas CpG/CpNpG em todos 0s genes reprimidos
por condicdes de hipoxia/anoxia. Além disso, observou-se que o AK111414
também possui uma ilha especialmente grande quando comparada as demais. E
dificil encontrar uma relacao entre a ilha CpG/CpNpG presente no AK111414 e
seu comportamento transcricional, mas é possivel que o0 comportamento
diferencial tenha relagéo com a diferenca de tamanho da ilha CpG/CpNpG.

E possivel que a repressdo por hipoxia/anoxia se deva & metilagdo da regi&o
proxima ao inicio da transcricdo, considerando a existéncia de relatos de
mundanc¢as na metilacdo de certas regides do genoma em resposta a estresses
(KOVAR'IK et al., 1997).
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Para obter dados sobre a metilacdo dessa regido diferentes estratégias podem
ser empregadas, sendo uma das mais precisas, a do sequenciamento apos
conversdo com bissulfito (KOVALCHUK; ZEMP, 2010). Tal analise estd sendo
realizada em dois dos genes estudados (AK106987 e AK067195) e maiores
resultados deverao ser obtidos no futuro.

Outra analise importante a se fazer em conjunto com a analise de metilacéo &
a da ocorréncia de sitios de ligacdo para fatores de transcricdo nos promotores
dos diferentes genes estudados. Muitos destes sitios ja tém alguma informacéo
sobre o possivel papel do fator de transcricdo o qual se liga a ele, desta forma é
possivel fazer inferéncias sobre a importancia de determinada regido em uma
dada condicéo estressora, orgdo ou estadio de desenvolvimento, por exemplo.

A demonstracdo do local de ligacdo para cada fator de transcricdo em cada
um dos sete genes é feita da Figura 16 a Figura 22. Tal andlise foi realizada pelo
PlantPAN e maiores especificacbes sobre a forma de analise podem ser

encontradas nas secao referente a materiais e métodos.
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Figura 16 Sitios de ligacdo para fatores de transcricdo encontrados na regiao

promotora do gene LOC_0s08g36920 (AK062882).
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Figura 17 Sitios de ligagdo para fatores de transcricdo encontrados na regiao

promotora do gene LOC_0s03g08490 (AK106987).
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Figura 18 Sitios de ligacdo para fatores de transcricdo encontrados na regiao

promotora do gene LOC_0s09g28440 (AK067195).
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Figura 19 Sitios de ligagdo para fatores de transcricAo encontrados na regido
promotora do gene LOC_0s09g13940 (AK100575).
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Figura 20 Sitios de ligacdo para fatores de transcricdo encontrados na regiao

promotora do gene LOC_0s03g22170 (AK111414).
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Figura 21 Sitios de ligagdo para fatores de transcricdo encontrados na regiao
promotora do gene LOC_0s09g11480 (AK106057).
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Figura 22 Sitios de ligacdo para fatores de transcricdo encontrados na regiao
promotora do gene LOC_0s04g46400 (AK107119).

Nas diferentes figuras (Figura 16 a Figura 22) apresentadas é possivel
visualizar os locais especificos de ligacdo de diferentes fatores de trancricao,
entretanto é dificil dizer quais deles tém especial importancia dentro do contexto
abordado simplesmente por uma analise visual direta, por isso, além da simples
analise de ocorréncia de sitios de ligacdo para fatores de transcri¢cdo, executou-se
também a andlise da coocorréncia de sitios de ligacdo para fatores de transcricao
dentro dos sub-grupos de expresséo previamente formados (Tabela 7 e Tabela 9)
e no super-grupo de sete genes (Tabela 8).

Quando efetuada a analise dentro do grupo de genes reprimidos € possivel se
perceber a ocorréncia de sitios de ligacdo como TATABOXOSPAL,
PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A, HEXMOTIFTAH3H4, E2FCONSENSUS,
DRECRTCOREAT, CGACGOSAMY3 e ANAERO2CONSENSUS (marcados com
*), 0S quais ndo tém ocorréncia comum quando todos 0s genes sdo analisados em

conjunto (Tabela 8).
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Tabela 7 Coocorréncia de sitios de ligacdo para fatores de transcricdo nos
promotores dos trés genes fortemente reprimidos em deficiéncia de hipoxia,
utilizando a regido de -1.500 a +100 pbs do gene. Sitios comuns aos genes
reprimidos, mas ndo comum aos sete genes analisados como um todo sao

marcados por *.

N° Elemento Cis Valor P

1  TATABOXOSPAL* 6.10351E7°
2  PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A* 0.00024414
3  WRKY710S 0.00390625
4  HEXMOTIFTAH3H4* 0.00024414
5  GT1CONSENSUS 0.00024414
6 GATABOX 0.00390625
7  E2FCONSENSUS* 1.52587E%
8 DRECRTCOREAT* 0.00024414
9 CGACGOSAMY3* 0.00097656
10 BIHD10S 0.00097656
11  ANAERO2CONSENSUS* 0.00024414

Tabela 8 Coocorréncia de sitios de ligacdo para fatores de transcricdo nos
promotores dos sete genes avaliados no estudo, utilizando a regido de -1.500 a

+100 pbs do gene.

N° Elemento Cis Valor P

1 WRKY710S 0,00390625
2 BIHD10OS 0,00097656
3 GT1CONSENSUS 0,00024414
4 GATABOX 0,00390625

Para complementar a andlise de coocorréncia de sitios de ligacdo para
fatores de transcricdo, também se efetuou a analise de coocorréncia de sitios de
ligacdo para fatores de transcricdo dentro do grupo de genes nao reprimidos por
deficiéncia de oxigénio (Tabela 9). Nestes genes o Unico sitio de ligagdo incomum
ao grupo total € o POLASIG1 (HEIDECKER; MESSING, 1986) o qual ndo parece

ter especial significancia no contexto analisado.
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Tabela 9 Coocorréncia de sitios de ligacdo para fatores de transcricdo nos
promotores dos quatro genes com expressao variavel ou altamente expresso em

deficiéncia de hipoxia, utilizando a regido de -1.500 a +100 pbs do gene.

N° Elemento Cis Valor P

1 WRKY710S 0,00390625
2 POLASIG1 0,00024414
3 GT1CONSENSUS 0,00024414
4 GATABOX 0,00390625
5 BIHD10OS 0,00097656

Com respeito ao grupo de genes reprimidos em deficiéncia e oxigénio
percebe-se a ocorréncia de alguns sitios de ligacdo interessantes, como o
ANAERO2CONSENSUS, o qual € encontrado em promotores de genes
envolvidos com anaerobiose e rota fermentativa (MOHANTY et al.,, 2005) e o
CGACGOSAMY3, o qual ocorre em regides ricas em CG na RAMY3D (HWANG et
al., 1998), uma a-amilase fortemente induzida em condicbes de anaerobiose
(LASANTHI-KUDAHETTIGE et al., 2007). O fato destes ocorrerem na regiao
proximal seria uma evidéncia de que a metilacdo dessa regido possivelmente seja
responsavel pelo silenciamento destes genes, pois, se estes sitios de ligacdo sdo
presentes em genes importantes na adaptacao vegetal ao estresse por deficiéncia
de oxigénio os fatores de transcricdo necessarios para sua ativacao deverao estar
presentes e, possivelmente, s6 ndo se ligam a regido promotora destes genes
devido a metilacdo da regido em questdo. Considerando-se a hipotese levantada
realizou-se a andlise da coocorréncia de sitios de ligacdo na regido de -500 a

+100 pbs dos genes reprimidos, a qual é exibida na Tabela 10.

Tabela 10 Coocorréncia de sitios de ligacdo para fatores de transcricdo nos
promotores dos trés genes fortemente reprimidos em deficiéncia de hipoxia,

utilizando a regido de -500 a +100 pbs do gene.

N° Elemento Cis Valor P

1 ANAERO2CONSENSUS 0.00024414
2 BIHD10OS 0.00097656
3 CGACGOSAMY3 0.00097656
4 GT1CONSENSUS 0.00024414
5 PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A 0.00024414
6 WRKY710S 0.00390625
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Apés analise de coocorréncia de sitios de ligacdo para fatores de
transcricdo dentro do grupo de genes reprimidos especificamente na regido de -
500 a +100 pbs percebe-se que realmente estes sitios de ligacdo encontram-se
presentes. Tal informacdo reforca a hipdtese anteriormente levantada de que
estes podem ndo contribuir para ativacdo transcricional devido a possivel
metilacdo e compactacdo daquela regido da cromatina, o que impediria 0 acesso

de fatores de transcricdo e da RNA polimerase.

5.1.5 Analise da expressdo transcricional de genes modificadores da

cromatina pelo Genevestigator

Dada a possivel importancia diferencial da metilacdo na regulacéo de genes
guando plantas se encontram sob estresse por deficiéncia de oxigénio decidiu-se
procurar por genes que possivelmente tenham relacdo com modificacdes
epigenéticas como desmetilases e proteinas com dominios de ligagdo a DNA
metilado. Tais proteinas foram procuradas no RAP-DB e cinco genes encontrados
nesta base de dados apresentavam também perfil de expressdo nos bancos de

dados do Genevestigator (Tabela 11).

Tabela 11 Cinco genes anotados como possiveis modificadores da cromatina e

que tém perfil de expressédo disponivel no Genevestigator.

ID RAP DB ID MSU Localizagcao Nome genérico
0s01t0218032-01  LOC_0s01g11900 chr01:6452871..6455988 Repressor of Silencing 1
0s02t0494700-00  LOC_0s02929230  chr02:17358716..17369016 Repressor of Silencing 2

0s08t0485700-01  LOC_0s08g37920  chr08:24015062..24020655  Methyl-CpG DNA binding domain
0s05t0404600-01  LOC_0s05g33550  chr05:19702828..19703739  Methyl-CpG DNA binding domain
0s12t0620400-01  LOC_0s12g42550  chrl2:26425353..26430083  Methyl-CpG DNA binding domain

Diferentes tipos de estresse e estadios de desenvolvimentos estdo
disponiveis para analise. Através do gréafico tipo heat map obtido ap6s anélise no
Genevestigator (Figura 23) percebe-se uma regulagéo diferencial de quatro genes,
sendo que os LOC _0s12g42550 e LOC_0s08g37920 foram reprimidos em

estresse por anaerobiose na germinagédo, enquanto que o LOC_0s01g11900 e
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LOC_0Os05g33550 foram induzidos. Entretanto ao se comparar ambas
germinacdes aerdbicas em diferentes tempos percebe-se que uma diferenca de
expressdo muito semelhante ocorre, o0 que significa que provavelmente a
diferenca de expressao desses genes, nos diferentes tempos, se explique sim por
mudancas ontogenéticas e ndo devido propriamente ao estresse por deficiéncia
de oxigénio. Percebe-se ainda que tal regulacéo diferencial parece ser mais

intensa logo que a semente inicia a germinagao.
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Figura 23 Analise a expressao transcricional dos cinco genes modificadores da

cromatina em plantulas de arroz germinadas em condicfes de aero e anaerobiose.

Ao se comparar germinacdo aerébica com germinacdo anaerdbica em
plantulas com tempos iguais percebem-se mudancas transcricionais bastante
diferentes das previamente observadas na analise anterior, sendo que neste caso
0s LOC_0s01g11900 (Repressor of Silencing), LOC_0s02g29230 (Repressor of
Silencing 2) e LOC_0s05g33550 (Methyl-CpG DNA binding domain containing
protein) parecem apresentar pouca regulacdo diferencial enquanto que o
LOC_0s08g37920 (Methyl-CpG DNA binding domain containing protein) passa a
ser levemente reprimido pela presenca de oxigénio durante a germinagcédo e o
LOC_0s12g42550 (Methyl-CpG DNA binding domain containing protein) ser

levemente induzido nesta mesma condigao.
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Figura 24 Analise a expressao transcricional dos cinco genes modificadores da
cromatina em plantulas de arroz germinadas em condi¢des de aero e anaerobiose,

as quais, neste caso, tém semelhante tempo de vida.

De qualquer forma pode-se afirmar que genes importantes na regulagéo do
desenvolvimento inicial das plantas, por meio da ativacéo e desativacao de genes,
parecem também sofrer influéncia de fatores ambientais, os quais podem
determinar mudancas dos niveis de expressédo de diversos genes por meio de
modificacdes na cromatina.

Tais informacdes indicam que genes anotados como modificadores da
cromatina necessitam de estudos mais aprofundados, bem como maiores analises
da expressédo transcricional, especialmente utilizando métodos mais apurados,

como gPCR.

5.2 Experimento Il - Perfil transcricional de treze fatores de transcricao
responsivos ao etileno em plantulas sob estresse por deficiéncia de oxigénio

em cultivar de arroz irrigado e de sequeiro

Treze genes, o0s quais foram selecionados para avaliacdo por né&o
possuirem perfil de expressdo disponivel no Genevesigator sdo exibidos na
Tabela 12.
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Tabela 12 Os treze genes de ERFs selecionados, os quais ndo apresentam

expressao nos bancos de dados do Genevestigator
(http://www.genevestigator.ethz.ch).

TIGR RAP DB FL-cDNA Localizagdo Nome Genérico
LOC_0s02g51670 0s02t0752800 AK105991  chr02:32504993..32506385 OSERF#049
LOC_0s02g43970 0s02t0657000 AK108830  chr02:27406962..27407999  OsSERF#035
LOC_0s01g07120 0s01t0165000 AK067313 chr01:3355449..3357439  OSERF#040
LOC_0s05g27930 0s05t0346200 AK099221  chr05:16326086..16329397  OSERF#042
LOC_0s03g08470 0s03t0183000 AK101949 chr03:4347734..4349527  OSERF#062
LOC_0s07g42510 0s07t0617000 AK109360  chr07:26100975..26102728  OSERF#065
LOC_0s06g09390 0s06t0194000 AK069833 chr06:4730371..4732912  OSERF#071
LOC_0s09g26420 0s09t0434500 AK104576  chr09:16665433..16668645 OSERF#072
LOC_0s09g11460 0s09t0286600 AK072749 chr09:7006158..7007789  OSERF#073
LOC_0s03g64260 0s03t0860100 AK109390  chr03:37200039..37200955 OSERF#083
LOC_0s09g39850 0s09t0572000 AK241281  chr09:23731141..23731951  OSERF#087
LOC_0s02g43820 0s02t0655200 AK241246  chr02:27312467..27313939  OSERF#095
LOC_0s02g32140 0s02t0521100 AK109226  chr02:19813682..19814263 OSERF#107
LOC_0s04g40950 0s04t0486600 AK064960  chr04:24804606..24808210 GAPDH

Apébs analise por gPCR, de modo geral, percebeu-se que todos os ERFs

analisados apresentam alguma regulacdo sob condicdes de estresse, tanto

hipoxia como por anoxia, em ambas as cultivares em estudo (Figura 25 e Figura

26), entretanto, diferentemente dos ERFs analisados anteriormente, estes treze

demonstram perfis de expressao bastante variaveis.

5.2.1.1 Cultivar Nipponbare
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Figura 25 Expressao transcricional em folhas de plantulas da cv. Nipponbare

submetidas aos estresses por deficiéncia de oxigénio - Grafico heat map
construido com base nos valores de quantificacdo relativa obtidos a partir da
analise por PCR em tempo real.

Observa-se que na cv. Nipponbare grande parte dos genes analisados
(AK101949, AK109360, AK072749, AK241281 e AK109226) sdo induzidos tanto
em condi¢cdes de anoxia como em condi¢cdes de hipoxia, independentemente do
tempo em questdo. Ja os genes AK104576 e AK105991, em geral, parecem ser
reprimidos, exceto para o0 AK105991 em plantulas sob 72 horas de anoxia.

O gene AK067313 é induzido em ambos os periodos de exposicdo a
condi¢cBes de hipoxia analisados, entretanto seu nivel de expressdo nao foi muito
alterado quando as plantas foram submetidas a condicdes de anoxia.
Interessantemente, o gene AK099221 sofre uma regulacdo contrastante quando
comparando os dois estresses analisados, sendo gradativamente reprimido por
hipoxia e gradativamente induzido por anoxia. O gene AK069833 é induzido em
ambos o0s tempos analisados em hipoxia, enquanto que, em anoxia, este é
levemente reprimido nas primeiras 24 horas e fortemente induzido as 72 horas.

Os genes AK109390 e AK241246 sao negativamente regulados nas

primeiras 24 horas de hipoxia, apresentando indugcéo as 72 horas. Esses genes
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apresentam comportamento muito similar entre si também em condicbes de
estresse por anoxia.

O gene AK108830 néao é afetado pelo estresse por hipoxia nas primeiras 24
horas, mas passa a ser induzido apds esse periodo. Em condi¢cdes de anoxia este
gene € induzido as 24 horas ap0s o inicio do estresse, mas apresenta uma
reducdo do nivel de transcritos apos este periodo.

Considerando-se o fato de que em condi¢cbes de anoxia ndo h& producao
de etileno (PERATA; VOESENEK, 2007) e que em condi¢cdes de hipoxia ocorre
alta producéo de etileno (FUKAO et al., 2006), os resultados obtidos sugerem que
0s genes ERFs analisados ndo sdo totalmente dependentes de etileno. Além
disso, verifica-se que embora os genes estudados facam parte da mesma familia,
nao respondem de forma similar frente ao mesmo estresse, indicando a presenca
de uma regulacdo especifica para cada membro da familia ERF sob determinada
condicdo ambiental.

Estudos disponiveis na literatura j& tém demonstrado que alguns genes
ERFs ndo séo totalmente dependentes de etileno, e respondem a outros estimulos
e hormdnios (SAKUMA et al, 2002). Por exemplo, 0 aumento da expressao de
ERFs sob condicbes de anoxia e hipoxia pode ser sinalizada pelo acumulo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) nessas condicbes. Pucciariello e Perata
(2012) sugerem que a producdo de ROS observada sob condi¢cdes de baixos
niveis de oxigénio esteja envolvida na rede de sinalizacdo para a aclimatacédo de
plantas.

A regulacao diferencial entre os genes pode ser explicada pela afinidade de
cada um com determinado hormoénio. Além do etileno, horménios como &cido
abscisico, acido salicilico, acido jasmoénico e &cido giberélico sdo capazes de
regular a expressao de ERFs (SAKUMA et al, 2002).

Outros compostos, como acido abscisico (ABA) bem como o estresse
oxidativo, podem ter impacto na regulacdo de ERFs (FUKAO et al., 2011; LIU et
al., 2012), de qualquer maneira é dificil dizer precisamente de que forma cada
composto afeta a expressao de um dado ERF.
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Sabe-se ainda que as respostas vegetais a diferentes estresses é algo
complexo, que envolve diferentes genes (AARTS; FIERS, 2003) e hormonios
(ENGELBERTH; ENGELBERTH, 2009). Engelberth e Engelberth (2009) citam o
acido jasmonico, acido salicilico e acido abscisico como alguns dos fatores
responsaveis pela resposta vegetal a estresses. Além disso, entre diversos genes,
a importancia de diferentes fatores de transcricdo na resposta a estresse €
também muito comentada (SINGH et al., 2002).

Considerando-se tal complexidade é dificil acreditar que os ERFs
estudados, ndo s6 no segundo experimento, mas mesmo no primeiro, tenham
resposta primariamente regulada pelo etileno, como é muitas vezes sugerido até
mesmo por seu proprio nome. Os ERFs foram primeiramente identificados em
tabaco, em quatro proteinas que se mostraram ter sitios de ligacdo a regiées GCC
Box (dominio AP2) que sédo geralmente presentes em genes responsaveis por
respostas fenotipicas a acdo do etileno (OHME-TAKAGI; SHINSHI, 1995)
entretanto, os estudos que originaram o nome ERF para esta familia de proteinas
aconteceram em uma época em que ainda muito pouca informacdo sobre
genomas e biologia molecular de plantas era disponivel.

Foi possivel se ver no experimento anterior, que muitos ERFs tém, em sua
regido promotora, sitios de ligacdo para diversos fatores de transcricdo, entre eles
fatores de transcricdo WRKY, os quais sdo bastante estudados e que se sabe ter
ativacdo por fatores diversos (CHEN et al., 2012). Sabendo-se que fatores de
transcricdo podem agir em cascata (JIAO et al., 2007; QUAIL, 2007), é possivel
ainda que alguns ERFs promovam respostas similares ao etileno a partir de sinais
bastante diferentes.

Estudo de McGrath et al. (2005), o qual comenta a importancia do
jasmonato na ativacéo de fatores de transcricdo em arabidopsis, incluindo ERFs e
WRKY, teve grande impacto na comunidade cientifica (GRENNAN, 2008).

Ainda antes dos artigos de McGrath et al. (2005) e Grennan (2008), Brown
et al. (2003) demonstravam a importancia da GCC Box do gene PDF1.2 na
regulacdo deste em resposta ao jasmonato em arabidopsis, mostrando a provavel

importancia dos ERFs na resposta a estresse mediada por outros horménios que
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nao o etileno. Novos estudos sobre as regides promotoras de ERFs em resposta
ao etileno, bem como a outros hormodnios devem ser conduzidos. Apesar da
grande complexidade de interacdo entre homonios e o papel destes na resposta
vegetal a estresses (ANDERSON et al.,, 2004) poder complicar bastante o
entendimento dos fatores que, em separado, levam a regulacdo desses genes,
uma maior quantidade de informacOes sobre a forma de regulacdo deles
contribuira fortemente para obtencdo de transgénicos com transcricdo controlada

de acordo com determinadas condi¢cdes ambientais estressoras.

5.2.1.2 Cultivar Bonanca
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Figura 26 Expressdo transcricional em folhas de plantulas da cv. Bonanca
submetidas aos estresses por deficiéncia de oxigénio - Grafico heat map
construido com base nos valores de quantificacdo relativa obtidos a partir da

analise por PCR em tempo real.

Pela andlise do perfil de expressao obtido para a cv. Bonanca percebe-se
uma forte repressdo dos genes AK105991, AK108830, AK067313, AK(099221,
AK101949, AK109360, AK104576, AKO72749, AK109390, AK241281 e AK241246
quando as plantulas atingem 72 horas de hipoxia. A forte repressdo de uma

grande quantidade de ERFs nessa fase avancada apdés submergéncia é
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interessante e poderia ser creditada ao aumento de producdo de etileno néo
fossem os resultados contrastantes obtidos na cv. Nipponbare.

Algo interessante percebido para a cv. Bonanca € a resposta mais intensa
dos ERFs aos diferentes estresses, tanto por repressdo quanto por indugéo.
Considerando-se uma maior suscetibilidade desta cultivar ao encharcamento
estima-se que tal resposta mais intensa dos ERFs em estudo deva-se a danos ja
ocorridos e ndo propriamente a uma forma precoce de adaptagcédo ao estresse.

Wang et al. (2007) demonstram, através de andlise por microarranjo que
genes que codificam fatores de transcricdo se mostram diferencialmente
expressos em arroz de sequeiro submetido a estresse por seca utilizando
polietilenoglicol. Além desta constatacdo inicial, Wang et al. (2007) sugerem que
tais genes mais expressos em arroz de sequeiro possam contribuir para um
aumento de tolerancia a seca em cultivares irrigadas bem como outras espécies
intolerantes a tal estresse. Gao et al. (2009) também demonstram uma diferenca
de expressdo em genes responsaveis por transducdo de sinal em arroz de
sequeiro submetido a estresse por seca. Sabe-se que ERFs tém papel na
tolerancia vegetal a estresse por seca (QUAN et al., 2010) e que estes podem
ainda mediar um crosstalk entre tolerancia a seca e submergéncia (FUKAO et al.,
2011).

Trabalhos futuros comparando utilizando técnicas como, por exemplo,
transgenia, poderdo demonstrar se os ERFs reprimidos em hipoxia, na cv.
Bonanca, podem ser causadores de uma diferenca de tolerancia em comparacao
com a cv. Nipponbare. De qualquer forma, o padrdo extremamente variavel de
resposta destes genes aos diferentes estresses testados nas duas diferentes
cultivares, ndo parece indicar nenhum candidato em especial a participacdo na
adaptacao do vegetal a condicbes de submergéncia, nem mesmo nos possibilita

apontar um fator determinante para regulacéo de sua expressao.



6 Conclusodes

6.1 Conclusdes Especificas

6.1.1 Experimento | - Ethylene Response Factors — Um estudo da resposta
transcricional em arroz sob estresse por deficiéncia de oxigénio e

excesso de ferro

Os genes em estudo apresentam expressdo diferencial nos estresses
analisados, tanto por deficiéncia de oxigénio, como por estresse por ferro.

Genes de regulagcdo semelhante apresentaram maior similaridade na sua
sequéncia de aminoacidos de acordo com as analises realizadas.

Genes de regulacdo semelhante também apresentaram maior similaridade
entre si na regido promotora, mas esta foi maior na regido de -500 a +100 pbs do
que na regido de -1.500 a +100 pb, de acordo com o0s grupamentos préviamente
realizados.

Analises in silico indicam importancia da regulacédo epigenética em alguns

destes genes.

6.1.2 Experimento Il - Perfil transcricional de treze fatores de transcricao
responsivos ao etileno em plantulas sob estresse por deficiéncia de

oxigénio em cultivar de arroz irrigado e de sequeiro

A grande variacdo na regulacéo transcricional destes genes ao longo dos
tempos e condicdes de estresse dificultam a eleicdo de genes fortes candidatos a
adaptacao vegetal a estresse.

A represséo de um grande numero de ERFs as 72 horas foi detectada para
a cv. Bonanca.

A variacdo de expressdo de muitos dos genes testados em plantulas sob
estresses contrastantes para producdo de etileno apoiam a ideia de que a

regulacéo de muitos ERFs devem-se a outros sinais que nao do etileno.
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A variacao mais intensa de muitos ERFs foi percebida para a cv. Bonanca e

nao para a cv. Nipponbare.



7 Perspectivas

Mais estudos sobre a possibilidade de redundéancia funcional de ERFs sé&o
necessarios.

Estudos através de sequenciamento apds conversdo com bissulfito, na regido
promotora dos genes, poderdo verificar de forma mais precisa se a metilacdo
realmente tem papel importante na regulacdo de ERFs em arroz sob condi¢des de
estresse.

Uma andlise da regulacdo transcricional de genes relacionados com
modificacdes epigenéticas também poderdo trazer informacgfes interessantes a
respeito da importancia da epigenética na regulacdo de ERFs.

Estudos bioquimicos ajudardo a dar nocdo dos fatores que influem na
modificacdo da expressédo de muitos ERFs.

Informacdes sobre modificacdes transcricionais e no metabolismo das cvs.
Bonanca e Nipponbare em tempos superiores a 72 horas de hipoxia poderao
concluir se a repressdo de uma grande quantidade de genes ERF detectada no
atual estudo realmente pode proporcionar alguma capacidade diferenciada de
adaptacao a diferentes genotipos de arroz.

A possibilidade de que a regulacdo mais intensa dos ERFs na cv. Bonanca se

deva a danos ja ocorridos no vegetal ainda necessita de mais estudos.
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