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Resumo

ZENKER, Stefania G. Caracterizacao de genes Whirly em acessos selvagens
do género Oryza e resposta a salinidade e baixas temperaturas em arroz
cultivado. 2021. 120 f. Dissertacao (Mestrado em Agronomia) — Programa de
Pés-Graduagdo em Agronomia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

Condi¢bes ambientais desfavoraveis, como salinidade e baixas temperaturas
fazem com que a produtividade do arroz (Oryza sativa L.) seja afetada. Na
principal regido produtora de arroz do Brasil, o estado do Rio Grande do Sul, a
incidéncia de baixas temperaturas acarreta em perdas significativas na
produtividade. Além disso, problemas com salinidade sédo comuns, pois a fonte
de agua para irrigacao das lavouras, em destague a Planicie Costeira, é advinda
da Laguna dos Patos, que dependendo da precipitacdo mensal acaba recebendo
agua do Oceano Atlantico, o que faz aumentar o teor de sal na agua. A utilizacéo
de gendtipos tolerantes € uma das estratégias para minimizar as perdas
ocasionadas por estresses abioticos. A identificacdo de genes envolvidos com a
resposta de tolerancia a estresses abidticos pode auxiliar no desenvolvimento
de novos gendtipos. A expressao génica é fundamental para a sinalizacéo frente
a estresses abioticos, iniciando com a ativacdo de fatores de transcricao (FTs),
que se ligam a elementos regulatorios de acdo cis (ERACS), localizados na
regido promotora e outras regifes regulatorias dos genes envolvidos na resposta
a estresse, formando uma cascata de sinalizacédo. A busca por FTs que estejam
envolvidos na resposta das plantas sob estresses é constante, e varias
pesquisas tém sido conduzidas. No entanto, ha poucos estudos relacionados
com a familia Whirly. Nesse contexto, este estudo buscou identificar e
caracterizar genes Whirly em espécies do género Oryza e investigar a
participacdo desses genes em plantulas de arroz submetidas a baixas
temperaturas e salinidade. O primeiro estudo demonstrou que os genes Whirly
sdo conservados quanto ao numero e localizacdo entre as espécies do género
Oryza, no entanto possuem variacdes estruturais, o que pode ser utilizado como
fonte de variabilidade genética para tolerancia a estresses. Ainda, a regido
promotora dos genes Whirly € composta por ERACs alvos de FTs DREB/CBF,
AREB/ABF, MYB, MYC, WRKYSs, que possuem envolvimento na sinalizagao de
estresses abibticos. Estes resultados sugerem que os genes Whirly podem estar
envolvidos na resposta aos estresses por baixas temperaturas e salinidade em
arroz. No segundo estudo, conduzido com plantulas das cultivares BRS Pampa
(sensivel) e BRS Bojuru (tolerante) submetidas a baixas temperaturas e
salinidade, verificou-se que, de maneira geral, que a condicdo de estresse
ocasionou a inducdo dos genes Whirly2 e Whirly6é no gendtipo tolerante. Os
promotores dos genes Whirly diferem quanto ao tipo e nUmero de ocorréncias
de elementos de acéo cis entre as cultivares sensivel e tolerante, 0 que pode
explicar a diferenga no acumulo de transcritos observado entre elas. Os
resultados encontrados mostram os primeiros indicios do envolvimento dos
genes Whirly na sinalizagdo a resposta a estresse por salinidade e baixas
temperaturas em plantulas de arroz.

Palavras-chave: Oryza sativa L.; ERACs; estresse abidtico; expressao génica.



Abstract

ZENKER, Stefania G. Characterization of Whirly genes in wild accessions of
the Oryza genus and response to salinity and low preparations im
cultivated rice. 2021. 120 f. Dissertation (Master's degree in Agronomy) —
Graduate Program in Agronomy, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2021.

Unfavorable environmental conditions, such as salinity and low
temperatures affect rice (Oryza sativa L.) produtivity. In Rio Grande do Sul state,
the main rice growing region in Brazil, incidence of low temperatures results in
significant yield losses. In addition, problems with salinity are common, as the
source of the water for the irrigation in the field, especially in the Coastal Plain,
comes from Laguna dos Patos, and depending on the monthly precipitation
receives water from the Atlantic Ocean, which increases its salt content. The use
of tolerant genotypes is one of the strategies to minimize the losses caused by
abiotic stresses. The identification of genes involved in the tolerance response to
abiotic stresses can help the development of new tolerant genotypes. The gene
expression is essential in abiotic stress signaling, starting with the activation of
transcription factors (TFs), which are linked to cis-acting regulatory elements
(CRESs), located in the promoter and other regulatory regions in genes involved
in stress responses, activating a signaling cascate. The search for TFs involved
in plant response to stresses is constant, and several researches have been
conducted. However, there are few studies related to Whirly family. In this
context, this study aimed at identify and characterize Whirly genes in species of
Oryza genus and to investigate the role of these genes in rice seedlings submitted
to low temperatures and salinity. The first study demonstrated that the Whirly
genes are conserved in terms of number of copies and location in chromossomes
among the species of Oryza genus. However, they have structural variations, that
can be used as a source of genetic variability for stress tolerance. In addition, the
promoter region of Whirly genes has CREs targeted by TFs DREB/CBF,
AREB/ABF, MYB, MYC, WRKYSs, which are involved in abiotic stress signaling.
These results suggest that Whirly genes can be involved in low temperatures and
salinity stress response in rice. The second study was performed using seedlings
of BRS Pampa (sensitive) and BRS Bojuru (tolerant) cultivars submitted to low
temperatures and salinity. In general, the studied stress condition leads to a
transcriptional activation of Whirly2 and Whirly6é genes in the tolerant genotype.
Whirly gene promotores differ in type and occurrences of CREs between the
sensitive and tolerant cultivars. This finding may explain the difference in the
transcript accumulation observed between them. The results found show the first
insights in the involvement of Whirly genes in stress response signaling to salinity
and low temperatures in rice seedlings.

Key-words: Oryza sativa L.; CRES; abiotic stress; gene expression.
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1. Introducéo geral

O arroz (Oryza sativa L.) é um dos cereais mais produzidos e consumidos no
mundo. E considerado a base alimentar para mais da metade da populacdo
mundial (VANLALSANGA e YENGKHOM, 2019), desempenhando papel
importante nos niveis econémicos e sociais de paises em desenvolvimento e
subdesenvolvidos (SECK et al., 2012). Além da alta demanda de arroz para o
consumo humano, tem-se registrado alteracdes ambientais que afetam o
desenvolvimento e a produtividade do arroz. Estes fatores ambientais tornam os
genatipos cultivados mais propensos a estresses abidticos como seca, calor, frio
e salinidade (FAHAD et al.,, 2017). Os estresses abidticos sdo eventos
complexos, que podem provocar danos para a cultura em diferentes estadios de
desenvolvimento da planta (AHMAD, 2019).

No Rio Grande do Sul é bastante comum a ocorréncia de baixas
temperaturas, principalmente durante o periodo noturno, geralmente a partir do
més de fevereiro, 0 que acaba coincidindo com o estadio reprodutivo do arroz,
diminuindo seu potencial produtivo (STEINMETZ, DEIBLER e SILVA, 2013).
Existem alternativas para se evitar que o estadio reprodutivo coincida com o
periodo de baixas temperaturas, como, por exemplo, utilizar cultivares precoces
ou antecipar a semeadura, fazendo com que no periodo reprodutivo as
temperaturas sejam mais amenas (MERTZ, et al., 2009). Entretanto, um dos
desafios € encontrar genotipos precoces que se adequem as necessidades do
produtor, apresentando boa resposta frente ao ambiente de cultivo e bom
potencial produtivo. Ja a antecipa¢do da semeadura do arroz também predispbe
as sementes, plantulas e plantas jovens ao frio, tornando inevitavel a exposicao
do cereal a esse fator estressante (MERTZ, et al., 2009).

Além das baixas temperaturas, o Rio Grande do Sul, principal regido
produtora de arroz no Brasil, apresenta incidéncia de salinidade no solo em
muitas regides, 0 que causa perdas na produtividade (LEMES, 2018). A
salinidade torna-se um problema neste estado devido a fonte de agua para
irrigacdo das lavouras, principalmente nas planicies costeiras. A agua nesta
regido é advinda da Laguna dos Patos, que dependendo da taxa pluviométrica
mensal, acaba recebendo agua salina do Oceano Atlantico, aumentando o teor
de sal no solo (SOSBAI, 2018). Ademais, a propria formacdo do solo afeta o

desenvolvimento das plantas, pois esses sao originarios de sedimentos
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costeiros, que por si s0 ja justifica os altos indices de sais soluveis (PEDROTTI,
2015).

Visto que as alteracfes ambientais adversas causam uma série de impactos
ndo benéficos para o crescimento e desenvolvimento do arroz, a biotecnologia
surge como uma aliada na busca por cultivares que sejam tolerantes ao estresse
por frio nas fases criticas da cultura. A busca por gendtipos tolerantes € uma
alternativa viavel, em funcdo da dificuldade que se tem de controlar as
temperaturas através das praticas de manejo comumente empregadas na
cultura (CRUZ e MILLACH, 2000).

O controle da tolerancia a estresses abidticos como baixas temperaturas e
salinidade apresentam heranca quantitativa, ou seja, o processo € controlado
por muitos genes, o que acaba dificultando os processos relacionados com o
melhoramento genético na obtencéo de gendtipos eficientes quando submetidos
a esses estresses (COLLINS, 2008). De modo a auxiliar os estudos, ferramentas
como a biologia molecular apresenta-se promissoras, principalmente na
identificacdo de genes que podem estar associados com a participacdo na
resposta a estresses (SAHEBI, et al., 2018).

Durante o processo de resposta a condicbes de estresse, as plantas
apresentam diferentes mudancas, tanto na expressao de genes quanto no
metabolismo e fisiologia (LICHTENTHALER, 1998). A regulacdo da expressao
génica € um elemento importante na sinalizacéo de estresses abidticos, e esta
€ mediada através da ativacdo de genes pelos fatores de transcricdo (FTs)
(ALMEIDA, 2016). Os FTs se ligam a elementos regulatérios de acdo cis
(ERACSs), que normalmente estao presentes na regiao promotora do gene-alvo,
dando inicio a uma cascata de sinalizacao. Isto resulta em redes complexas de
regulacdo para padrées de expressao altamente controlados e especificos. Com
muito esfor¢o, a comunidade cientifica tém identificado diferentes familias de
FTs envolvidos na resposta das plantas sob condi¢cbes de estresses (PRIYA e
JAIN, 2013).

Indmeros estudos tém sido conduzidos para identificar e avaliar a
funcionalidade de FTs, no entanto, a familia Whirly € pouco estudada. Essa
familia esta envolvida na resposta ao ataque do patdégeno Phytophthora
infestans em batata (MATTON e BRISSON, 1989), além de estar relacionada
com tolerancia a estresses por déficit hidrico e maior resisténcia a Pseudomonas

solanacearum em tabaco (ZHAO et al., 2018). Tendo em vista que a cascata de
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sinalizacao do estresse por seca, que desencadeia a ativacdo dos Whirly, pode
ser semelhante a cascata de ativacdo para sal e baixas temperaturas, é
interessante verificar se esses genes estdo envolvidos nestes estresses.
Entretanto, a participacdo dos FTs da familia Whirly em respostas a estresses
por baixas temperaturas e salinidade em arroz ainda néo é conhecida.

Com base no exposto, € importante identificar e caracterizar esses genes em
espécies selvagens, como possiveis fonte de variabilidade genética. Além disso,
€ de fundamental importancia entender a participacdo dos FTs Whirly na
resposta de plantulas de arroz sob condicdes de salinidade e baixas
temperaturas. A compreensao da sinalizacdo em resposta aos estresses pode
contribuir com o0 aumento da capacidade de tolerancia do arroz aos estresses

ambientais.

1.1 Objetivo geral
Identificar e caracterizar os genes Whirly no género Oryza e investigar a
participacdo desses genes na resposta aos estresses por salinidade e baixas

temperaturas em plantulas de arroz.

1.2 Hipotese

Espécies do género Oryza acumularam mutacdes com relacdo ao numero
e estrutura dos genes Whirly, os quais estdo envolvidos na resposta aos
estresses por baixas temperaturas e salinidade em plantulas de Oryza sativa.
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2. CAPITULOI
Revisdo Bibliogréfica
2.1 Classificacdo botanica, morfologia e aspectos genéticos do arroz

O arroz é uma planta de origem tropical, pertencente a familia Poaceae,
subfamilia Pooideae, tribo Oryzae e género Oryza, classificado como graminea
monocotiledénea (NCBI TAXONOMY, 2019). O género Oryza é composto por
23 espécies (VAUGHAN e CHANG, 1995; ZHAO et al., 2009), e destas, somente
duas s&o cultivadas, a Oryza sativa L. domesticada na Asia ha 10.000 anos, e
por isso chamada muitas vezes de arroz asiatico, e a Oryza glaberrina Steud.
domesticada na Africa ha 3.000 anos (PEREIRA e MORAIS, 2014). No caso da
O. sativa, devido a uma série de eventos evolutivos e domesticacao, inUmeros
individuos geneticamente diferentes foram se formando, de modo a dividir a
espécie em duas principais subespécies, indica e japonica, que apresentam
caracteristicas morfoldgicas distintas (SWEENEY e MCCOUCH, 2006). Porém,
alguns estudos dividem a espécie O. sativa em sete grupos, indica, japonica
temperada, japonica tropical, aus, aromatico, ashina e rayada (GLASZMANN,
1987; WANG et al., 2014).

O. sativa L. € uma espécie semi-aquética, adaptada a uma variedade de
condicbes climaticas (HEMAMALINI et al., 2000; TERRA et al., 2013).
Caracteriza-se por apresentar flores reduzidas, aquénios especializados como
frutos e colmos ocos. A planta se caracteriza morfologicamente por apresentar
raizes fibrosas e do tipo adventicias. O caule é composto por um colmo principal
e seus afilhos, e as folhas apresentam variagdo entre os genotipos, sendo que a
ultima folha presente no colmo é denominada de folha bandeira. A panicula é
uma inflorescéncia caracteristica desta planta, onde se formam os graos
(SOUZA et al., 2015).

A inflorescéncia do arroz € composta por espiguetas, que sédo formadas
por um par de glumelas florais estéreis (palea e a lema) as quais apresentam a
funcdo de protecdo da semente (OUYANG e ZHANG, 2013). Cada espigueta é
composta por seis estames e um pistilo (DATTA, 1981). Durante a reproducéo,
o0 estigma revela a capacidade de capturar os grdos de pdllen que estdo
presentes nos estames, e os conduzem ao ovario, onde entram em contado com
o0 Ovulo e ocorre a fecundacdo. A auto-fertilizacdo é favorecida devido ao

fendbmeno denominado cleistogamia, no qual as anteras possuem deiscéncia na
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época do amadurecimento da parte feminina, ocorrendo a polinizagédo de forma
natural, e sem a abertura das flores (JAGOE, 1931; MATSUI e KAGATA, 2003;
KOIKE et al., 2015).

O arroz (O. sativa L.) foi uma das primeiras espécies cultivadas a ter seu
genoma completamente sequenciado. O sequenciamento realizado através do
International Rice Genome Sequencing Project envolveu laboratorios de
diversos paises (IRGSP, 2005) e revelou caracteristicas de extrema importancia
para estudos de gendmica funcional (IZAWA e SHIMAMOTO, 1996; GOFF,
1999, SHIMAMOTO e KYOZUKA, 2002; JACKSON, 2016). O arroz apresenta
um genoma de 390 Mb, 12 cromossomos e diploide (2n=24) (MAGALHAES;
OLIVEIRA, 2008). Comparado aos principais cereais cultivados, sorgo, milho,
trigo e cevada, o genoma do arroz é considerado pequeno (OHMIDO et al.,
2010), e serve como referéncia em estudos com outras culturas importantes na
agricultura por apresentar colinearidade com os genomas de outros cereais
(MOORE et al., 1995).

2.2. Importancia econémica

Atualmente, o arroz € considerado uns dos mais importantes alimentos
destinados a dieta humana, servindo como fonte de energia para mais da metade
da populacdo mundial, principalmente em paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento (SECK et al., 2012), desempenhando papel estratégico nos
niveis econdmico e social. Os paises asiaticos sao 0s maiores consumidores de
arroz, apresentando as médias mais elevadas (78 kg pessoa ano™). Dentre os
paises da América do Sul, o Brasil se destaca pelo alto consumo de arroz, com
média de 32 kg/pessoa/ano (SOSBAI, 2018).

A producdo mundial de arroz na safra 2018/2019 foi de 490 milhdes de
toneladas (t), em 162,7 milhdes de hectares (ha) de area cultivada, com
produtividade média de 4,500 kg ha?, sendo a China lider do ranking de
producdo mundial (USDA, 2019). Além do destaque de consumo dentre 0s
paises da América do Sul, o Brasil é o principal produtor de arroz fora do
continente asiatico, tendo sido registrada uma producdo de 11,2 milhdes de
toneladas na safra de 2018/2019, em uma éarea de 1,8 milhdes de ha, e
produtividade de 6.100 kg hal. A regido sul do Brasil é responsavel por grande

parte do arroz produzido, e o estado do Rio Grande do Sul (RS), com 7,8 milhdes
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de toneladas produzidas, e produtividade média maior que a nacional, de 7.700
kg hal, sendo considerado o Estado com maior producdo (CONAB, 2019). A alta
producao de arroz no RS se deve ao sistema de producao, o qual utiliza irrigacao
por inundacao.

Os dados de producdo demostram que o0 arroz apresenta papel
importante na seguranca alimentar mundial, a qual estd ameagada pelo aumento
progressivo da populacédo e as mudancas climaticas adversas em curso (QIAN
et al., 2016). Algumas alteracdes ambientais que vem sendo registradas tém
impacto direto no desenvolvimento e potencial produtivo da cultura do arroz.
Nesse sentido, a busca por gendtipos tolerantes aos estresses torna-se uma das
principais estratégias utilizadas nos programas de melhoramento genético de
arroz (CRUZ e MILACH, 2000).

2.3. Efeito dos estresses abidticos no arroz

As plantas crescem sob condigBes ambientais variaveis, que muitas vezes
podem ser desfavoraveis para o seu crescimento e desenvolvimento (ASHRAF
et al., 2018). Estas condicbes compreendem o0s estresses abioticos causados
por fatores ambientais, como por exemplo excesso ou déficit hidrico, altas ou
baixas temperaturas e salinidade, os quais s&o os maiores desafios em escala
global na produtividade do arroz. Um estresse abiotico € definido como um
evento complexo, causado por condicdes ambientais adversas e possui a
capacidade de provocar danos em distintos estadios de desenvolvimento da
planta. Essa, por sua vez responde de forma diversa a esses eventos (CRAMER,
2010) através de variados mecanismos, e da combinacdo desses, para que
possam tolerar essa condicdo (SKIRYCZ e INZE, 2010).

A complexidade dos eventos de estresse abibtico em plantas é devido a
participacdo de diversos genes de resposta, compreendendo uma heranca
quantitativa (COLLINS et al., 2008; HONG et al.,, 2016). Dessa forma, o
envolvimento de diversos genes na resposta ao estresse dificulta os processos
de melhoramento genético que visam a identificacdo de genes associados a
tolerancia para posterior utilizacdo no desenvolvimento de gendtipos capazes de
sobreviver e se desenvolver sob estresses (MICKELBART et al.,, 2015). Os
produtos desses genes levam a uma série de modificacdes bioquimicas,

fisiolégicas e morfolégicas nas plantas, e muitas vezes as cascatas de
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sinalizagbes moleculares e fisiolégicas podem ser confundidas entre os
diferentes estresses, o0 que torna dificil a identificacdo dos genes de tolerancia
para estresses especificos (VINOCUR e ALTMAN, 2005; LEl etal., 2013). Dentre
varios estresses abidticos que causam reducao na produtividade, o estresse por
baixas temperaturas e a salinidade sdo uma ameaca para a cultura do arroz,
devido a esses eventos causarem forte reducdo na produtividade. Além disso, a
resposta a esses estresses é controlada por um grande namero de genes, que
se expressam em diversos estadios de desenvolvimento da planta (ZENG et al.,
2001; ANDAYA e MACKILL, 2003; CRUZ et al., 2013; HOANG et al., 2016).

2.4. O problema das baixas temperaturas

As mudancas climaticas, que levam a instabilidade das condi¢cdes
ambientais, sdo um desafio para a producdo de arroz. O arroz cresce e se
desenvolve em temperatura ideal entre 25 °C e 30 °C (YOSHIDA, 1981). No
entanto, temperaturas inferiores sao registradas nas regides produtoras de arroz,
e podem afetar um ou mais estadios de desenvolvimento, causando perdas
significativas na produtividade deste cereal (BOSETTI et al., 2012).

As baixas temperaturas constituem um grande problema para o cultivo de
arroz em 25 paises, por exemplo, na Australia, a perda média de rendimento
devido ao estresse pelo frio foi de 0,5 a 2,5 t ha' em 75% dos anos (SINGH, et
al., 2002). No norte da Coréia e do Japdo as baixas temperaturas afetam
principalmente o estadio reprodutivo do arroz, sendo que nessa regido do Japao,
geralmente a mais produtiva comparado com outras regides, ha grandes
flutuacBes na produtividade ano apds ano, com perdas notaveis nos anos de
temperaturas mais baixas (NAKAGOMI, 2013). A perda de rendimento por
baixas temperaturas ndo ocorre apenas em areas de alta latitude ou alta altitude,
mas também em paises tropicais como Filipinas e Tailandia (ALMADANIM et al.,
2017).

No Sul da América Latina, o Chile apresenta temperaturas menores que
a Otima requerida para o cultivo do arroz, durante todo o periodo de crescimento
e desenvolvimento da cultura (outubro a marco), afetando principalmente os
estadios vegetativo e de floragdo (BACERRA et al., 2017). No Uruguai e
Argentina, as baixas temperaturas podem reduzir até 25% do rendimento final

do arroz, sendo a subespécie indica representando quase a totalidade do arroz,
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a qual apresenta a caracteristica de sensibilidade a baixas temperaturas
(ARSHAD et al., 2017).

No Brasil, maior produtor de arroz fora do continente Asiatico e lider do
ranking de producéo no continente Americano, as baixas temperaturas causam
danos na cultura, principalmente no Estado do Rio Grande do Sul (RS), que
representa 70% da producéo nacional (CRUZ et al., 2013). Neste Estado, o arroz
€ semeado de setembro a dezembro, com predominancia nos meses de outubro
e novembro, periodo em que a temperatura média é de 15°C (CRUZ et al., 2006).
Pela predominancia da subespécie indica nas areas de cultivo no RS, o estresse
por baixas temperaturas causa uma seérie de mudangas moleculares,
bioquimicas, fisioldgicas e morfoldgicas. Este efeito se deve por esta subespécie
apresentar sensibilidade a baixas temperaturas, no inicio do plantio, o que afeta
negativamente a sobrevivéncia e adaptacdo das plantas sob estas condi¢gbes
desfavoraveis (MARTINI et al., 2014).

No periodo reprodutivo, especialmente no momento de extrusdo da
panicula, quando esta comeca a emergir da bainha da folha bandeira (estadio
R3) (Tabela 1) (COUNCE et al., 2000), as baixas temperaturas provocam dano
maior do que aquele que acomete as plantulas, por reduzir diretamente o
rendimento. O impacto no rendimento se da pois nesse estadio ha a producédo
dos graos de podlen, que é afetado pelas baixas temperaturas que causa
distarbios na meiose e mitose, afetando a formacao dos micrésporos, causando
a esterilidade das espiguetas (SHINADA et al. 2013; MAIA et al.,, 2017). A
tolerancia ao estresse causado pelo frio € importante ao longo do ciclo de vida
da planta de arroz (KOSEKI et al., 2010), também tem impacto na germinacéo
(estadio S3) quando o coledptilo se alonga (COUNCE et al., 2000) e a medida
em que a plantula se desenvolve (estadios V1 a V4) (Tabela 1) (SHAKIBA et al.,
2017).

Tabela 1. Descricdo de eventos e marcadores morfologicos relativos as fases e estadios de

desenvolvimento da planta de arroz.

Fase de

. Estadio Marcador morfofisiologico
desenvolvimento

SO Semente
Germinacgéo S1 Emergéncia do coleoptilo
S2 Emergéncia da radicula
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S3 Emisséo da primeira folha incompleta
Formacé&o do colar da 12 folha no colmo

V1 .
principal
V2 qum'agéo do colar da 22 folha no colmo
principal
Vegetativa V3 Fo_rm_a(;éo do colar da 32 folha no colmo
principal
va Formacéao do colar da 42 folha no colmo
principal
Vi Formacédo do colar da na folha (folha-

bandeira) no colmo principal

RO Inicio do desenvolvimento da panicula
R1  Diferenciacdo da panicula

R2  Formacgéo do colar da folha-bandeira
Emissdo da panicula na bainha, ponta

R3 .
acima do colar

R4 Antese: um ou mais floretes da panicula
em antese
Expansdo do grdo em comprimento e

RS largura: a0 menos uma cariopse da
panicula do colmo principal apresenta
alongamento

Reprodutiva Expansdo do grdo em compr_imento e
R6 largura: a0 menos uma cariopse da

panicula do colmo principal preencheu
completamente a casca
Secamento do grdo: ao menos um grao
R7 do colmo principal apresenta-se com
pericarpo amarelo
Maturacdo do grdo: ao menos um gréao
R8 do colmo principal apresenta-se com
pericarpo marrom
Completa maturidade da panicula: todos
R9  o0s grédos apresentam-se com pericarpo

marrom.
Fonte: Adaptada de COUNCE, P. A.; KEISLING, T. C.; MITCHELL, A. L., A Uniform and adaptative system for expressing

rice development. Crop Science, v.40, p.436-443. 2000.

2.5. O estresse por baixas temperaturas

A ocorréncia de baixas temperaturas € um dos fatores mais importantes
gue levam a substanciais perdas agricolas em diversas culturas, sendo assim, a
capacidade das plantas em tolerar essa condi¢ao torna-se um fator determinante
para a produtividade. O clima da area de origem da espécie tem grande
influéncia na sua sensibilidade em relagdo ao congelamento e resfriamento

(ZHENG et al., 2016). Muitas plantas temperadas podem tolerar temperaturas
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abaixo de zero e apds a exposicdo dessas a baixas temperaturas, por certo
periodo de tempo, aumentam a tolerAncia ao congelamento, processo
denominado de aclimatacdo (XIN e BROWSE, 2000). No entanto, plantas que
se desenvolvem em areas tropicais ou subtropicais, como é o caso do arroz, a
exposi¢do a temperaturas baixas, porém acima de 0°C, pode induzir perdas na
produtividade (SHINKAWA et al., 2013).

Para que as plantas possam manter a homeostase celular durante o
estresse por baixas temperaturas, diversas mudancas em Seus processos
moleculares, bioquimicos e fisioldgicos séo requeridos. Estas alteracdes estdo
associadas com as diferentes respostas ao estresse por baixas temperaturas ou
chilling (0°C a 15°C) e por congelamento ou freezing (<0°C) (MALEKI e
GHORBANPOUR, 2018).

Quando as plantas sao afetadas pelo estresse por baixas temperaturas
e/ou congelamento, uma das reacdes é a mudanca da composicao lipidica das
membranas plasmaticas celulares e dos cloroplastos. No entanto, diferencas
marcantes ocorrem durante os tipos de estresse. No congelamento (freezing)
com a formacao dos cristais de gelo no espaco apoplastico celular, o potencial
osmaético da agua diminui, o que resulta na saida deste soluto para o meio
extracelular, causando desidratacdo da célula, podendo levar a morte celular. No
processo de aclimatacdo, para evitar a desidratacdo da célula, solutos
compativeis, como os carboidratos, se acumulam na célula de modo a reduzir a
diferenca de potencial da agua entre o espaco apoplastico e dentro da célula
(Figura 1) (RUELLAND et al., 2009).
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Congelamento » Formagao dos cristais de gelo no espago apoplasticoda célula

r's EY
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Figura 1. Efeitos das baixas temperaturas (chilling) e congelamento (freezing) na célula.
Fonte: Adaptada de RUELLAND, E.; VAUTIER, M.; ZACHOWSKI, A.; HURRY, V. Cold signaling and cold acclimation in

plants. In: Advances in Botanical Research, v.49, 2009, p.35-150.

Por outro lado, as baixas temperaturas (chilling) tém a capacidade de
reduzir de forma termodinamica a cinética das reacdes metabdlicas que ocorrem
dentro da célula, fazendo com que haja perturbacédo na estabilidade de proteinas
ou complexos de proteina, podendo mudar a conformacdo dessas. Este
desequilibrio favorece que a membrana plasmética fique rigida, o que leva a
perturbacao de suas fungdes, dentre elas, a abertura de canais iGnicos e reagcdes
de transferéncia de elétrons associadas a membrana plasmatica (RUELLAND et
al., 2009).

Além disto, o0 estresse por baixas temperaturas também esta associado a
producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) como 202 (oxigénio singleto),
H202 (peréxido de hidrogénio) e 05~ (superoxido) e o seu acumulo no meio
celular (MALEKI et al., 2017). Essas moléculas participam de uma aprimorada
rede de vias de sinalizacdo em plantas, em resposta a situacdes de estresse,
com a influéncia na expressdao de varios genes, agindo, portanto, como
moléculas sinalizadoras ou mensageiros secundarios (BARBOSA et al., 2014).

As EROs sao produzidas em pequenas quantidades dentro dos cloroplastos,
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mitocondrias e peroxissomos (MITTLER, 2017). Sob a condicdo de baixas
temperaturas as EROs aumentam, e a atividade das enzimas que realizam a
eliminacdo dessas moléculas € reduzida, o que prejudica a reacbes de
transferéncias de elétrons mitocondriais e cloroplasticos, levando ao
comprometimento da fotossintese. O acumulo de EROs tem efeitos deletérios,
especialmente na membrana plasmatica, resultando no extravasamento de ions.
Além disso, as baixas temperaturas afetam a formacdo das estruturas
secundarias do RNA, perturbando dessa forma a expressdo de genes e
proteinas (RUELLAND et al., 2009).

2.6. Sinalizacao celular sob estresse por baixas temperaturas

As membranas celulares das plantas tém a capacidade de receber sinais
intra e extracelulares, fato esse permitido gracas ao processo evolutivo desde as
primeiras membranas fosfolipidicas até as atuais (MAGALHAES JUNIOR et al.,
2010). As moléculas de fitohormdnios, por sua vez, desempenham papel de
mensageiros quimicos para comunicar atividades celulares em plantas (VOB et
al., 2014), participando na coordenacédo de varias vias de transducéo de sinal
durante a exposicao da planta ao estresse, regulando estimulos externos e
internos da célula (WANI et al., 2016). Entre os fitohormdnios, o &cido abscisico
(ABA), auxina, acido giberélico e acido jasménico estdo relacionados as
respostas a baixas temperaturas de forma positiva ou negativa (MIURA e
FURUMOTO, 2013).

O ABA é um fitohormdnio de extrema importancia nas plantas, devido a
sua relacdo com a regulacéo de diversos processos celulares, os quais inclui a
superacao de dorméncia de sementes, transicdo do estado embrionario para o
estado de dorméncia e crescimento vegetativo, exercendo também funcdes na
resposta a estresses (SAH et al., 2016). Quando as plantas sdo expostas as
baixas temperaturas, para muitas espécies ha um aumento transitorio no
contetdo de ABA, que esta associado a aclimatacdo ao frio e a indugcédo de
fatores de transcricdo (FTs) (HEIDARVAND; AMIRI, 2010). Nas plantas, a
resposta ao estresse por frio € regulada por vias independentes de ABA com
diafonia (crosstalk) entre vias dependente e independentes de ABA (KASHYAP;
DESWAL, 2019).
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Na via de sinalizacdo dependente de ABA ocorre a ativacao de genes
responsivos ao frio (genes COR) (SHI; YANG, 2014). Esses genes apresentam
em suas regides promotoras 0 ERAC ABRE (elemento de resposta ao ABA)
(XIONG et al., 2002). Esses ERACs sao reconhecidos por FTs AREBs / ABFs
(elemento de ligacao responsivo ao ABA / fator de ligacdo a ABRE) (Figura 2).
Proteinas de ligacdo AREB / ABF pertencem a subfamilia bZIP. Outros fatores
de transcricdo também atuam na sinalizacdo dependente de ABA, como MYB,
MYC e WRKY (NAKASHIMA et al., 2014; SINGH e LAXMI, 2015), ligando-se em
ERACSs presentes na regido promotora de diferentes genes funcionais ativando-
0S.

Estresse
por frio

Via de sinalizag8o
dependente de ABA

ABA

ABREs/ABFs
v
Melhoria da ativacao
dos genes COR

Figura 2. Diagrama esquematico dos elementos reguladores da transcricao sob estresse por frio

na via de sinalizacdo dependente de ABA.
Fonte: Adaptada de SHI; DING; YANG, 2014. Cold signal transduction and its interplay with phytohormones during cold

acclimation. In: Plant and Cell Physiology, v.56, n.1, p.7-15, 2014.

Na via de sinalizacdo independente de ABA, FTs como CBFs (fator de
ligacdo a repeticdo C) e DREB1s (fatores de ligacao responsivos a desidratacéo)
controlam a expresséao dos genes COR em resposta ao estresse por frio. Estes
FTs se ligam nos ERACs do DNA responsivos ao frio e a desidratacdo (DRE) e
também as CRTs (regido C repetitiva). Os ERACs CRT/DRE contém a sequéncia
central conservada do CCGAC, que quando ligados por CBFs/DREBs é
suficiente para induzir a transcricdo de genes COR sob estresse por frio
(HEIDARVAND; AMIRI, 2010) (Figura 3).
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Figura 3. Diagrama esquematico dos elementos reguladores da transcricdo sob estresse por frio

na via de sinaliza¢do independente de ABA.
Fonte: Adaptada de FERNANDO, 2018. Cross talk between cold stress response signaling pathway and other stress

response pathways. In: WANI, S. H.; HERATH, V. (Ed.). Cold Tolerance in Plants, 2018, p. 103-109.

Alguns genes COR contém ERACs ABRE, juntamente com CRT/DRE em
sua regido promotora, podendo ser ativados por AREBs / ABFs e DREBS, ou
seja, de modo dependente e independente de ABA (UNO et al., 2000). O acido
giberélico participa da sinalizacdo nas plantas em condicdo de estresse. Entre
0s componentes de sinalizacdo deste acido, as proteinas DELLA participam
como as moléculas de sinalizacdo que impedem o crescimento das plantas em
condicbes ambientais adversas, promovendo a sobrevivéncia (ACHARD et al.,
2008). Além disto, as proteinas DELLA contribuem significativamente para a
funcao da ativacéo dos fatores de transcricdo CBF durante a aclimatacao ao frio
e a tolerancia ao congelamento, pela via de sinalizacdo ao estresse
independente de ABA. Os CBFs inibem o crescimento das plantas pela via de
sinalizagdo acido giberélico/DELLA (KASHYAP; DESWAL, 2019).

O acido jasmobnico é um fitohormdnio que em condicdes de estresse afeta
negativamente o crescimento das plantas (WASTERNACK, 2013). Na via de
sinalizacdo do estresse causado por baixas temperaturas, dependente do FT
CBF, o &cido jasmoénico atua na via acido giberélico/DELLA. Os acidos
giberélicos e jasmonicos tém efeito antagdbnico no crescimento das plantas,
podendo ocorrer a inibicdo da sintese de acido giberélico ativo como também de
outras vias de sinalizagéo via proteinas DELLA (HEINRICH et al., 2013).

A auxina é responsavel por regular o crescimento e desenvolvimento das
plantas. Entretanto, em condicdo de baixas temperaturas, ha uma inibicdo

seletiva do trafego intracelular de um subconjunto de proteinas, incluindo
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transportadores do efluxo de auxina, fazendo com que haja um transporte
reduzido desse fitohormonio (RAHMAN, 2012). Na condicdo de estresse por
baixas temperaturas, um componente da via de sinalizacdo do estresse por frio
dependente do FT CBF, denominando SIZ1, reprime a poliubiquitinacdo do ICE1
(indutor da expresséo do CBF) (MIURA et al., 2007), afetando a arquitetura da
raiz. A raiz é remodelada negativamente por falta de fosfato mediado pelo
controle da auxina (MIURA et al., 2011), e isto, faz com que a raiz fique mais
superficial.

A mudanca de fluidez na membrana plasmatica € um dos efeitos
imediatos ocasionado pelo estresse por frio, considerado, portanto, como um
sensor primario a baixas temperaturas (UDAWAT; DEVESHWAR, 2018;
VISWANATHAN; ZHU, 2002). O influxo de Ca?* no citosol € um evento precoce
da aclimatacéo ao frio (ZHAO et al., 2017). A rigidez da membrana plasmética
em microdominios pode levar a um rearranjo do citoesqueleto, inducado dos
canais sensiveis ao Ca?* e aumento de Ca?* no citosol, que desencadeia a
expressdo génica induzida pelo frio e a aclimatacdo a ele (VISWANATHAN;
ZHU, 2002). Uma série de proteinas podem detectar o célcio intracelular
incluindo calmodulina (CaM) (ZIELINSKI, 1998), proteinas do tipo CaM (CML),
proteinas quinases dependentes de célcio (CDPKs) e proteinas do tipo
calcineurina B (CBLs) (ALMADANIM et al.,, 2018). Estas proteinas sofrem
modificacdes em suas conformacdes mediadas pelo calcio, levando a alteractes
na estrutura e atividade (fosforilacdo ou desfosforilacdo), que posteriormente,
junto aos mensageiros secundarios (fitohorménio ABA e EROSs), realizam a
sinalizacao ao frio (UDAWAT; DEVESHWAR, 2018).

O estresse por baixas temperaturas causa o acumulo de peroxido de
hidrogénio (H202) nas células das plantas (LIU et al., 2019). O acumulo excessivo
desta molécula na célula ocasiona estresse oxidativo e pode levar a danos e a
morte da planta. Durante o curso evolutivo, as plantas, passaram a utilizar o H20>
como molécula de ignicdo para ativacdo de genes em condi¢cdo de estresse
(DROGE, 2002). Em resposta ao estresse por frio, o H.O, trabalha em
coordenacao com Oxido nitrico (LIU et al., 2020), ABA, acido jasmonico e etileno
(WANG et al., 2016). Especialmente na resposta ao frio, as EROs, como H20»,
podem alterar estimulos necesséarios ao acumulo de célcio, ativar proteinas
quinases (MAPK) e FTs responsivos a reacdes redox (KHEDIA; AGARWAL;
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AGARWAL, 2019), além de participar da expressdo dos genes COR (genes
responsivos ao frio) (LEE et al., 2002), importantes para aclimatagéo das plantas
sob esse estresse (TEIGE et al., 2004).

2.7. Mecanismos adaptativos das plantas ao estresse por baixas

temperaturas

As plantas tolerantes ao frio desenvolveram ao longo da evolugéao
mecanismos adaptativos. Durante a aclimatacdo ao frio inUmeros processos
fisioloégicos preparam as plantas para enfrentar temperaturas abaixo de zero.
Nas plantas tolerantes existem proteinas que auxiliam na capacidade de
suportar o congelamento, denominadas anticongelantes (GUPTA; DESWAL,
2014). Estas proteinas apresentam duas func¢des importantes, a histerese
térmica (DEVRIES et al., 1970) e a inibicdo da recristalizacdo do gelo (KNIGHT;
DUMAN, 1986). As proteinas anticongelantes ligam-se aos cristais de gelo que
sdo formados preferencialmente no apoplasto. Quando o gelo cresce, as
moléculas de soluto sdo excluidas da estrutura de gelo, exceto estas proteinas.
O &cido jasmonico durante o estresse por baixas temperaturas € responsavel
pelo acumulo de proteinas anticongelantes no meio celular (GUPTA; DESWAL,
2014).

O gelo se forma devido a cristalizacdo das moléculas de agua e cresce
devido a recristalizacdo do gelo, isto €, moléculas maiores de gelo crescem as
custas das menores. As moléculas maiores de gelo sédo letais, pois imp&em
estresse fisico a membrana plasmatica e podem rompé-la, levando a morte da
célula. Sendo assim, as proteinas anticongelantes inibem a recristalizacdo e
controlam o tamanho dos cristais para evitar danos fisicos. Além disto, estas
proteinas também apresentam a capacidade de reduzir a temperatura de
congelamento da solucdo aquosa presente nas células, levando-a abaixo do seu
ponto de fusédo, causando uma diferenca nos pontos de congelamento e fusao.
Propriedade conhecida como histerese térmica. A agua pura congela a 0°C a 1
atm; no entanto, devido a presenca de varios solutos, a seiva celular congela
entre -3°C e -4°C. Na presenca de proteinas anticongelantes, o ponto de
congelamento da seiva celular diminui ainda mais, evitando assim a formagao
de gelo nas plantas, mesmo se todo o resto estiver congelado do lado de fora
(GUPTA; DESWAL, 2014).
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A aclimatagéo das plantas ao frio leva a respostas adaptativas com a
finalidade de minimizar os efeitos adversos da desidratacdo celular. Estas
respostas estdo associadas ao acumulo de solutos compativeis e proteinas
hidrofilicas, incluindo as dehidrinas em varios compartimentos celulares. As
dehidrinas induzidas por baixas temperaturas exibem varias funcdes protetoras
como: funcdo crioprotetora, atividade anticongelante, fosforilagdo induzivel ao
frio, ligacéo de ions metalicos e atividades de eliminacdo de EROs. As dehidrinas
expressas por baixas temperaturas sao reguladas pelas vias sinalizadoras
dependente e independente de ABA (KOSOVA et al., 2010).

Moléculas crioprotetoras como acucares sollveis (sacarose, rafinose,
estaquiose, trealose), alcoois de acucar (sorbitol, ribitol, inositol) e compostos
nitrogenados de baixo peso molecular (prolina, glicina betaina) também sé&o
produzidos de modo a garantir melhores respostas das plantas a baixas
temperaturas. Estes compostos juntamente com as dehidrinas e proteinas
anticongelantes agem em conjunto para estabilizar fosfolipideos e proteinas da
membrana citoplasméatica, manter as interacdes hidrofébicas, homeostase de
ions e auxiliar na eliminagdo de EROs. Além da estabilizacdo da membrana,
estes compostos que auxiliam na aclimatacdo ao frio também afetam a
composicao lipidica celular, necessaria para a manutencao da funcionalidade da
membrana plasmatica (JANSKA et al., 2010).

Nas plantas a tolerancia ao estresse causado por temperaturas extremas
também estd relacionada positivamente com o0 aumento de compostos
antioxidantes. Varios sistemas de defesa, seja enzimético e ndo enzimatico sédo
observados nas plantas, de modo a minimizar os efeitos deletérios das EROs.
Isto incluem enzimas (catalase, superdxido dismutase, ascorbato peroxidase,
glutationa redutase, dehidroascorbato redutase, monodehidroascorbato
redutase) e compostos ndo enzimaticos como o ascorbato, carotenoides, entre
outros (GILL; TUTEJA, 2010; HASANUZZAMAN et al., 2012). Estudos em arroz
demostraram que um maior teor de ascorbato esta associado a maior
capacidade antioxidante e tolerancia ao frio (GUO; ZHOU; ZHANG, 2006). Em
alguns cereais verificou-se que o aumento de ascorbato e a-tocoferol nas folhas
das plantas tolerantes ao frio ajudou a manter melhores os niveis de fotossintese
em comparacao com as sensiveis (STREB; SHANG; FEIERABEND, 1999). Isto
ocorreu pois devido a superproducdo de ascorbato e a-tocoferol, o estresse
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oxidativo foi minimizado, através da reducdo de EROs como H202 e OH’
(FORTUNATO et al., 2010).

2.8. O problema da salinidade

A necessidade pela producédo de alimentos tem aumentado a cada ano
devido ao crescimento populacional. Adicionalmente, o cultivo das culturas
destinadas a alimentacdo humana € altamente dependente das condi¢cdes
climaticas (KROMDJIK; LONG, 2016), assim como, afetado pela concentracéo
de sal nos solos (MAHMOOD-UR-RAHMAN et al., 2019), podendo levar a perdas
significativas na producéo. A salinidade do solo existe antes mesmo do inicio da
pratica da agricultura. No entanto, o problema agravou-se devido a praticas
agricolas como a irrigacdo (PARIHAR et al., 2014), utilizacdo de agua salobra
(CARILLO et al., 2011), intrusdo de agua do mar, e oscilacdo do lencol freatico
(SOSBAI, 2018). Sendo, portanto, a salinidade, considerada como uma das
principais causas de degradacao dos solos, tornando-os inadequados ao cultivo
(HOSSAIN, 2019).

Depois do estresse por déficit hidrico, a salinidade é a condicdo mais
limitante para producdo e produtividade das culturas em todo globo terrestre
(OMISUN et al., 2017). A salinidade afeta, mundialmente, uma area estimada em
cerca de 450 milhdes de hectares (FAO, 2015). Estima-se que 50% da area
cultivavel do mundo sera afetada com a salinidade até 2050 (FAO, 2009). Em
particular, nas zonas costeiras do Sul e Sudeste da Asia, responsaveis por mais
de 65% da producdo global de arroz, apresenta grande problema com a
salinizacdo dos solos, devido ao aumento do nivel do mar, ocasionado pelas
mudancas climaticas. Isto leva ao aumento da inundacéo e da entrada de sal na
agua doce, no interior do continente, encarregada da irrigacdo do arroz. Este
problema leva ao abandono de muitas areas para o pousio, 0 que reduz
significativamente a producao do arroz e a seguranca alimentar nessas regioes
(RANDANIELSON et al., 2018; WASSMANN et al., 2009).

A Tailandia é um pais de base agricola e apresenta importante mercado
mundial de arroz. No Nordeste deste pais, aproximadamente 17% da éarea
agricultavel é afetada por sal devido a rochas salinas. Ao longo da regido Sul e
Leste, os solos costeiros sdo salinos por influéncia das marés, com a entrada de

agua salobra ou marinha. Estas regides sdo usadas tanto para o cultivo de arroz
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quanto para outras culturas comerciais, 0 que leva a perdas significativas na
produtividade (ARUNIN; PONGWICHIAN, 2015). Nestas areas, quando a
salinidade e a agua ndo eram fatores limitantes para producéo, o suprimento de
nutrientes do solo era suficiente para que se atingisse cerca de 80% do
rendimento maximo da cultura do arroz (CLERMONT-DAUPHIN et al., 2010).

Na india, o arroz é um alimento basico para milhdes de habitantes, fonte
de subsisténcia para milhares de familias, e arraigado na rica tradicdo cultural.
O cenario referente a salinidade compromete a economia deste pais, pois 8,4
milhdes de hectares de terras agricultaveis sdo afetadas pelo alto teor de sal.
Com isto, a maioria dos pequenos agricultores que vivem nestas regides,
costeiras, cultivando arroz, apresentam a necessidade de complementar suas
baixas rendas com atividades econ6micas fora das areas afetadas. Em locais
severamente afetados pelo sal, os que vivem da agricultura de subsisténcia,
migram para areas urbanas em busca de atividades que garantam o seu
sustento, abalando a producdo de arroz (THORAT; BAGKAR; RAUT, 2018;
THIMMAPPA et al., 2019).

No Brasil, 0 Rio Grande do Sul, estado responsavel por 70% da producéo
nacional de arroz, em geral ndo apresenta problemas com a salinizagcdo dos
solos devido ao grande volume de chuvas, que séo suficientes para lixiviar os
sais (DENARDIN et al., 2018). Entretanto, nas planicies costeiras deste Estado,
0os solos sdo formados por sedimentos marinhos e fluviais-lacustres
(VILLWOCK; TOMAZELLI, 1995). A salinidade das areas agricolas nestas
regides esta atribuida principalmente a agua de irrigacédo, proveniente dos rios
costeiros e da Laguna dos Patos, sendo esta a principal fonte de irrigacdo dos
arrozais (DENARDIN et al., 2018). A salinizacdo da Laguna dos Patos ocorre
frequentemente em janeiro e fevereiro, devido a entrada de 4gua do Oceano
Atlantico, e essa época corresponde ao estadio reprodutivo da cultura do arroz
(CASTELAO et al., 2003; SOSBAI, 2018).

O acumulo de sal no solo prejudica o desenvolvimento do arroz, devido a
alta sensibilidade dessa cultura ao estresse (GAO et al., 2007; FRAGA et al.,
2010). Solos salinos apresentam grandes quantidades de sais sollveis como
sodio (Na*), magnésio (Mg?*), cloreto (CI) e sulfato (SO4%) (HUSSAIN et al.,
2017). Além disto, podem ser classificados como solos sodicos, solos salinos-

sédicos e solos salinos. Os solos sodicos apresentam condutividade elétrica do
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extrato de saturacao inferior a 4 dS/m, pH entre 8,5 a 10 e porcentagem de sédio
trocavel (PST) superior a 15%. Os solos salinos-sodicos possuem PST superior
a 15%, condutividade elétrica superior a 4 dS m* e pH préoximo 8,5 (DAKER,
1988). Os solos salinos, de acordo com o laboratorio de salinidade do USDA (em
inglés, United States Department of Agriculture) podem ser definidos como
aqueles que possuem condutividade elétrica acima de 4,0 dS/m, medido a
temperatura de 25°C, pH abaixo de 8,5 e PST abaixo de 15% (KANAWAPEE et
al., 2013). No arroz apenas 3,5 dS/m é suficiente para reduzir 10% do rendimento
e 7,2 dS/m, pode causar 50% de perda na produtividade (HOANG et al., 2016;
MUNNS; TESTER, 2008).

2.9. O estresse por salinidade

O ambiente de estresse salino desencadeia diversas alteracdes
metabolicas em diferentes vias da planta. O sal pode influenciar negativamente
em todos os estadios de desenvolvimento do arroz, sendo esse, portanto,
extremamente sensivel na germinacdo e nos estadios iniciais de
desenvolvimento (HEENAN et al., 1988; LUTTS et al., 1995). No estadio
reprodutivo, 0 excesso de sal causa esterilidade das espiguetas, o que
representa grande ameaca para a produtividade do arroz (KARGBO et al., 2019;
YEO; FLOWERS, 1984).

Os efeitos adversos do estresse por sal causam mudancas bioquimicas,
fisiologicas e morfoldgicas nas plantas, comprometendo o rendimento de gréos
e a producao de biomassa. Os efeitos incluem a compactagcéo e dureza dos
solos, fazendo com que a planta ndo consiga estabelecer um sistema radicular
eficaz (MACHADO; SERRALHEIRO, 2017); deficiéncias nutricionais causadas
pela menor absorcdo de nutrientes, incluindo nitrogénio, potassio e calcio; e
toxicidade de ions (Figura 2) (RAZZAQ et al., 2020). O tipo de planta, influenciara
na resposta ao estresse, dependendo se esta € sensivel a salinidade do solo ou
tolerante a elevadas concentraces de sal, definidas como glicofitas e haldfitas,
respectivamente (TUTEJA et al., 2011) (Figura 4).
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Figura 4. Efeitos adversos do estresse por sal no crescimento da planta.
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As respostas fisiologicas de uma planta a salinidade séo frequentemente
complexas e multifacetadas (NEGRAO; SCHMOCKEL; TESTER, 2017), e
podem ser divididas em duas fases principais. A primeira fase ocorre em minutos
ou dias, denominado estresse osmotico. Devido ao excesso de soluto fora das
raizes, diminui-se significativamente a capacidade de extracdo de agua do solo,
o que afeta o turgor celular, fechamento estomatico e inibicdo da expansao
celular, principalmente na parte aérea (MUNNS; PASSIOURA, 1984; MUNNS;
TERMAAT, 1986; RAJENDRAN; TESTER; ROY, 2009). A segunda fase
acontece durante dias ou até semanas, designada de estresse i6nico, causado
pelo influxo excessivo de ions sédio (Na') na planta, responsaveis por
diminuirem os processos metabdlicos, causando senescéncia prematura e, por
fim, morte celular (MUNNS; TESTER, 2008; ROY et al, 2014). A alta
concentragdo de sal também induz a formagdo de EROs, e seu acumulo
excessivo resulta em dano oxidativo dos lipideos da membrana celular, proteinas
e acido nucleico (GILL; TUTEJA, 2010; PEREZ-LOPEZ et al., 2009).

Da mesma forma que existem varios efeitos adversos causados pela
salinidade nas plantas, existem mecanismos para as plantas tolerarem esse
estresse. Os mecanismos de tolerancia a salinidade podem ser classificados em

diferentes categorias. A tolerancia osmotica é regulada por sinais de longa
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distancia, acionada antes do acumulo de Na*, reduzindo o crescimento da parte
aérea. A exclusdo de ions, faz com que o transporte de Na* e CI nas raizes
reduzam o acumulo em concentracdes toxicas desses mesmos ions nas folhas.
A tolerancia do tecido, onde as altas concentracdes de sal encontradas nas
folhas sdo compartimentalizadas em nivel celular e intracelular (especialmente
no vacuolo) e a manutengdo de um balanco K*/Na* favoravel no citosol (Figura
5) (NEGRAO; SCHMOCKEL; TESTER, 2017; ROY et al., 2014; YANG;
GUO 2018).

Mesmo mantendo o equilibrio osmético e idnico, na condi¢éo de estresse
salino, a planta também necessita se proteger contra estresses secundarios,
destacando-se 0 estresse oxidativo. Devido ao fechamento estomatico é
possivel que ocorra desequilibrio da fotossintese, que por sua vez pode
ocasionar acumulo excessivo de energia nos fotossistemas dos cloroplastos e
consequentemente a formacdo de espécies reativas de oxigénio na célula
vegetal. Para lidar com estes distlrbios metabdlicos, as plantas apresentam um
arsenal de defesas, principalmente os pigmentos antioxidantes de baixa massa
molecular e enzimas catalisadoras de reacdes de eliminacdo de EROs
(desintoxicacdo) (ABDELGAWAD et al., 2016; AHMAD et al., 2019; SILVEIRA et
al., 2010; YANG; GUO, 2018).

Estresse
salino

N

Estresse osmético Estresse iénico Estresse oxidativo

Balango K*/Na*
Ajustamento osmético Exclusio de Na* Defesa antioxidante

Compartimentalizagdo
A 4 A 4

Homeostase osmotica Homeostase ibnica Homeostase oxidativa

Susceptibilidade /\ Resisténcia

Figura 5. Principais processos envolvidos com a tolerancia ao estresse salino.

Fonte: Adaptada de SILVEIRA et al. Mecanismos biomoleculares envolvidos com a resisténcia ao estresse salino em
plantas. In: HEYI, H. R.; DIAS, N. da S.; LACERDA, C. F. de (Ed.). Manejo da salinidade na agricultura: estudos basicos
e aplicados, 2010, p. 167-185.
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2.10. Sinalizag&o celular sob estresse salino

Os fitohormbnios sdo moléculas que participam no processo de
sinalizacao das plantas em condicdes de estresses bibticos e abioticos, como é
0 caso do estresse salino. Os principais envolvidos na ativacdo dos mecanismos
de defesa das plantas sob este estresse sao: citocinina, giberelina, auxina,
brassinosterdides, etileno e acido abscisico (TAIZ; ZEIGER, 2011). O estresse
salino causa forte impacto nos niveis de expresséo dos receptores de citocinina
(ZALABAK et al., 2013), reduzindo sua atividade, como também das giberelinas,
promotores de crescimento. Além disso, aumenta a atividade de ABA (inibidor
de crescimento) nas folhas (ITAI et al., 1968; TAIZ, ZEIGER, 2011). As
citocininas causam a abertura estomatica sendo que o ABA é responsavel por
que leva a reducdo do crescimento da planta e aumento da senescéncia foliar
daquelas estressadas pelo sal e pela seca (TAIZ; ZEIGER, 2011).

A auxina, fitohorménio fundamental na regulacdo de processos
relacionados ao crescimento das plantas, quando apresenta acumulo e
redistribuicéo alterados causados pelo estresse, promove hipersensibilidade das
plantas a salinidade, consequentemente diminui o crescimento e
desenvolvimento dessas (RYU; CHO, 2015). Os brassinosterdides estéo
envolvidos na resposta das plantas ao estresse salino, desempenhando papel
positivo por diminuir a intensidade dos efeitos nocivos da salinidade no potencial
produtivo das plantas (FAHAD et al., 2014). Ja o etileno, participa como mediador
da sinalizacdo de estresses, incluindo receptores de membrana, componentes
do citoplasma e FTs. A producao bifasica deste fitohorménio esta associada a
sensibilidade das plantas ao estresse salino, podendo também estar relacionado
a aclimatacdo das plantas a salinidade. Isto, gracas a ativagcdo de uma via
complexa de sinalizagdo que inclui H2O2, e o catabolismo da poliamina
(FREITAS, 2015).

Como o estresse salino induz o estresse osmoético nas células vegetais, a
sinalizacdo € necessaria para restabelecer o equilibrio osmoético das plantas
estressadas (YANG, GUO, 2018). Durante estresse osmotico varias moléculas
sdo sintetizadas, como as proteinas quinases transmembranares (histidina

quinase e as quinases associadas a parede celular) (TURKAN; DEMIRAL, 20009;
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ZHU, 2016). Durante a situacdo de estresse osmatico, influenciado pela
salinidade, em Arabidopsis thaliana, observou-se que as células das raizes
apresentam perda de turgescéncia, pois fora da célula o meio esta
hiperosmoético. Isto induz modificagbes na membrana plasmatica celular,
ativando a auto-fosforilagdo no residuo da histidina no dominio da proteina
receptora histidina quinase da membrana plasmatica (AtHK1), caracterizado
como sensor (CHINNUSAMY, et al., 2005; PRISCO et al., 2016). Como resultado
da auto-fosforilacéo, o grupo fosfato, por sua vez, é transferido para um residuo
de aspartato, esse, situado no dominio regulador de resposta, atuante na
transducdo de sinal (PRISCO et al.,, 2016). Em arroz, proteinas da familia
MAPKSs, descritas como MAP3Ks atuam na regulacdo positiva e negativa da
resposta a meios hiperosmoticos e a salinidade (KIM et al., 2012).

A perda de volume celular pelo excesso de sal nas células das raizes das
plantas, favorece a captacdo de ions pela membrana plasmatica. Estes ions
funcionam como osmosensores e promovem a despolarizacdo da membrana
(HAMILTON et al. 2015). Quando isto ocorre aumenta-se a concentracdo de
célcio no citoplasma (Ca?*), fazendo com que ocorra a transducéo de sinal. A
sinalizacdo por canais ibnicos também associa-se a expressdo de genes que
codificam para proteinas membranares (por exemplo aquaporina), com funcéo
de regulacdo osmotica e biossintese de osmoalitos (PRISCO et al., 2016).

A salinidade induz o acimulo de Na?* no citosol (LECOURIEUX et al.,
2006) e acumulo apoplastico de H202, uma espécie reativa de oxigénio
(MORENO et al., 2013). Devido a sua natureza nao carregada, o H20, pode ser
facilmente difundido através das membranas por tipos especiais de aquaporinas,
chamados de peroxiporinas (SIES, 2014). Além disto, por ser estavel, porém
reativo, torna-se um candidato para sinalizacdo ao estresse (SEWELAM et al.,
2016). A oxidacao quimio-seletiva do residuo Cys (cisteina) de uma molécula de
sinalizagdo por H20: arbitrara a transducgdo de sinal intracelular (PAULSEN,;
CARROLL, 2010).

Além disto, através de estudos, verificou-se que os FTs, de alguma forma,
sao ativados pelas EROs, que é mediado pelas cascatas MAPK (ASAI et al.,
2000). As respostas fornecidas por H202 sédo especificas do local, ou seja,
quando geradas no cloroplasto, estdo envolvidas na ativacdo dos FTs e dos

genes biossintéticos que levam a producdo de metabdlitos secundarios. Quando
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produzidos em peroxissomos, sinalizam para a transcricdo de genes envolvidos
nas respostas de reparo de proteinas (SEWELAM et al., 2014).

A grande maioria dos genes acionados por transducdo de sinal do
componente osmotico € regulada por ABA, sendo também que essa expressao
génica pode ser regulada por rotas independentes desse fitohormoénio
(YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2006; PRISCO et al., 2016). Tanto nas
vias de sinalizacdo independentes e dependentes de ABA, os FTs interagem
com regides promotoras dos genes funcionais, o que auxilia na regulacédo da
expressao génica. Na sinalizacao ABA dependente, sob salinidade, as principais
cascatas de sinalizagdo ocorrem a montante dos FTs ziper de leucina (bZIP),
envolvendo receptores associados a familia PYRs de proteinas (SHINOZAKI et
al., 2015), ligando-se no ERAC ABRE (ERACs responsivos ao ABA) presente na
regido promotora de genes funcionais (KUMAR et al., 2013) (Figura 6).

Estresse
salino

|

Membrana celular Osmosensores

/ (exemplo AtHK1) \

Sinalizagdo ABA dependente Sinalizagdo ABA-independene

v
ABA MAPKs

Proteinas da familia PRYs

Fatores de

FTs ziper de leucina basico DREB2 transcricio

(bzIP) J

ABRE CE DRE

l i

Genes induzidos ao estresse alvo

«— + <+ <« <«

Figura 6. Sinalizacdo ABA dependente e ABA independente.

Fonte: Adaptada de PRISCO et al. Physiology and biochemistry of plants growing under salt
stress. In: Manejo da salinidade na agricultura: Estudos béasicos e aplicados, p.163-180,
2016.
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Na via de sinalizacédo independente do ABA, os promotores dos genes
apresentam um ERAC diferente, denominado DRE (elemento responsivo a
desidratacéo), que séo ligados por fatores de transcricdo DREB2 como também
a participacdo da via de sinalizacdo das MAPK (KUMAR et al., 2015; TAIZ;
ZEIGER, 2011).

Alguns genes apresentam em seus promotores ambos ERACs ABRE e
DRE, levando a intensificacdo da resposta ao estresse, uma vez que as duas
vias estardo envolvidas na transdugdo do sinal. Neste caso os ions Ca?*
participam na interelacéo entre as cascatas de sinalizacdo (MAHAJAN; TUJETA,
2005; RYU; CHO, 2015) (Figura 4).

Para manter o equilibrio idnico celular das plantas sob estresse salino, as
proteinas SOS (sensivel excessivamente ao sal) sdo responsaveis por mediar a
sinalizacdo celular (JI et al., 2013). Quando ocorre o estresse salino ha um
acumulo de sdédio toxico (Na?*) (TESTER; DAVENPORT, 2003). A elevacao
pronunciada do Na* no citoplasma interrompe as funcdes enzimaticas, além de
ser toxica para as células e para a planta inteira (JI et al., 2013). O ion Na* é
identificado no meio extracelular e intracelular, através do receptor da membrana
plasmética, e por proteinas de membrana e enzimas SOS, respectivamente
(PRISCO et al., 2016).

A extrusdo do ion Na2* é um processo essencial para manter um equilibrio
dinamico de ions essenciais como K* e Ca?" (JI et al, 2013). Estudos
demostraram que o excesso de Ca?* no citoplasma pode proteger as plantas da
toxicidade causada pelo ion Na?*. Isto ocorre pois apds a percepcao do estresse
salino, um pico de Ca?* é gerado no citoplasma das células das raizes, ativando
por sua vez, a cascata de transduc¢ao de sinal SOS auxiliando na minimizagao
dos danos causados pelo acumulo excessivo de ions (CHINNUSAMY et al.,
2005; GUO et al., 2004; HALFTER et al., 2000; KNIGHT, 1999; ZHU, 2002).

2.11. Mecanismos adaptativos das plantas ao estresse salino

O acumulo de osmdlitos compativeis nas células vegetais para a
regulacdo osmotica, apresenta-se como uma estratégia primaria das plantas
para adaptarem-se ao estresse osmotico (YANG, GUO, 2018). Podendo
acumular metabdlitos carregados como a prolina, glicina betaina, poliois (por

exemplo manitol e sorbitol), agucares, acucares complexos e ions
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(BORIBOONKASET et al., 2013; HENRY et al., 2015; POMMERRENIG et al.
2007; SLAMA et al., 2015; YAMADA et al., 2015). Estes osmolitos sdo de baixo
peso molecular e altamente soluveis. Geralmente protegem as plantas através
de diferentes rotas durante o estresse, 0 que inclui o ajuste osmotico celular,
desintoxicacdo (EROs), protecao da integridade da membrana e estabilizacao
de enzimas ou proteinas (ASHRAF; FOOLAD, 2007).

No ajuste osmotico algumas enzimas desempenham papel fundamental
na sintese de osmdlitos para minimizar os efeitos causados pela salinidade
(CHEN; HIANG, 2011). A prolina é um aminoécido (aa) importante a resisténcia
as plantas ao estresse osmético, e seu acumulo celular é geralmente relacionado
ao aumento da quantidade de moléculas do acido L-glutamico, um dos possiveis
precursores da biossintese desse aminoacido sob condicdo de estresse
(ASHRAF; FOOLAD, 2007; KISHOR et al. 2005).

A glicina betaina também é considerado um importante osmolito para as
plantas, cujo efeito primario nas células vegetais é equilibrar o potencial osmaotico
dos ions intracelulares e extracelulares. Isto porque mantém a agua e reduz a
toxicidade da salinidade. Possui também a finalidade de funcionar como um
soluto compativel estabilizador da estrutura de proteinas, além de proteger dos
efeitos adversos do Na* as enzimas, estruturas de membrana, aparelhos
fotossintéticos, citoplasma e cloroplastos (RAZA et al. 2007).

O fechamento dos estdmatos é uma resposta a diminui¢ao do turgor foliar,
devido ao déficit de pressédo de vapor de dgua na atmosfera, como também aos
sinais quimicos gerados pelas raizes quando essas se encontram em situacao
de estresse por déficit hidrico e por salinidade. Quando fechados, diminui-se o
suprimento de CO: para a RUBISCO (ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase
oxigenasse), predispondo o aparato fotossintético ao aumento de dissipacao de
energia. Quando em situacdo de estresse leve, um pequeno declinio na
condutancia estomatica pode ter efeitos protetores, permitindo economizar a
agua e melhorar a eficiéncia no uso da agua pela planta (CHAVES; FLEXAS,;
PINHEIRO, 2009).

As EROs sao subprodutos comuns das vias metabdlicas, como transporte
fotossintético, processos de respiracdo e fotorrespiracdo (AHMAD et al., 2010).
Porém sob estresse salino o suprimento de CO: é limitado, causando excesso

de reducédo da cadeia de transporte de elétrons e vasta producéo de EROs. A
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taxa de geragcdo de EROs supera a taxa de eliminacdo pelo sistema oxidante
(YAN et al., 2013). Em algumas espécies de plantas a producéo de antioxidantes
€ muito rapida, sendo, portanto, essa capacidade associada a tolerancia a
salinidade (TURKAN; DEMIRAL, 2009), por desempenhar importante funcdo na
transducédo de sinal antes de sua desintoxicacao pelos antioxidantes (TANG et
al., 2014).

2.12. Fatores de transcricdo, Elementos Regulatérios de acédo cis
(ERACS) e Sinalizacao

Através de modificagBes nos padrdes de expressbes génicas, as células
conseguem se adaptar a todo momento sob diferentes condi¢cbes ambientais. E
possivel observar que em uma série de células de uma mesma espécie estao
contidos 0s mesmos genes, mas nem todos 0s genes sdo ativos no mesmo
momento (LAMBERT, 2018). Para que um organismo se desenvolva e sobreviva
€ necessario que ocorra o controle da expressao de genes (CASTRILLO et al.,
2011).

A expressao génica pode ser descrita como um aglomerado de processos
que ocorrem para que seja possivel a obtencédo dos produtos de seus genes,
proteinas e/ou RNAs (MARTINS e FILHO, 2010). O processo de transcricdo e
seu mecanismo de regulacédo tem o papel de promover a evolucdo funcional e
morfolégica. Esse processo pode ser manipulado através de ferramentas
biotecnolégicas como a introgessao de genes alvo através da transgenia para
explorar caracteristicas de interesse agronémico (ZHANG, et al., 2005;
HAEUSSLER; JOLY, 2010).

A expressao génica sO € possivel devido a presenca de proteinas, que
sdo conhecidas como fatores de transcricdo (FT) (TAN et al., 2020). E essa
regulacdo ocorre tanto em condicdes Otimas quanto condi¢cdes adversas.
Algumas analises gendmicas e moleculares tém demonstrado que, diversos
sistemas de regulacao da transcri¢cao agrupando diferentes FTs estédo envolvidos
na inducéo de genes que respondem a condi¢cfes adversas (SHINOZAKI, 2003).

Os FTs possuem funcbes fundamentais em quase todos 0s processos
bioldgicos e assume-se que possuem um papel preponderante na evolucéo das
espécies (CASSATI, 2008 apud GOMEZ-MERINO, TREJO-TELLEZ e TIESSEN,

2009). A rede de sinalizacdo, de percepcédo e de resposta, a alguns estresses
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requer a interagdo entre diversos sensores. Logo apos do reconhecimento do
estresse pelas células, ocorre uma cascata de sinais que ativam genes
envolvidos na resposta. Os FTs regulam a transcricdo do gene, assim, uma
mudanca em suas atividades resulta em mudancas metabdlicas e fenotipicas em
resposta ao estimulo (VIANA, 2014).

Os FTs (acao trans) sdo proteinas que contém dominios de ligacdo com
potencial para identificar e se ligar a sequéncias especificas do DNA,
denominadas ERACs, geralmente na regido promotora de genes (TOLOSA,
2020). Dependendo do tipo de dominio de ligacdo ao DNA, os FTs foram sendo
classificados em varias familias (ITO et al., 2012).

Sabe-se que um ou mais FTs podem regular a expressao de outros FTs
por estarem ligados aos seus ERACs resultando em redes complexas de
regulacdo para padrdes de expressdo altamente controlados e especificos
(PRIYA e JAIN, 2013). Cada gene possui uma determinada combinacdo de
ERACs de forma unica, tornando o controle da transcricdo temporal e espacial
muito especifico (VIGHI, 2016). Na grande maioria das vezes, o FT tem na sua
estrutura a presenca de dois dominios funcionais diferentes que ocorrem na
ligagéo do DNA e na ativagdo / represséo transcricional. Em conjunto com outros
motivos, esses dois participam no processo de transcricdo quando a planta é
submetida a estimulos endégenos e exdgenos (TOLOSA, 2020).

Diferentes FTs tém sido identificados na resposta a estresses
ocasionados por baixas temperaturas e salinidade, como DREBS, bZIPs, WRKY,
MYB, MYC, entre outros. InUmeras pesquisas foram conduzidas com esses FTs,
gerando grandes avanc¢os no entendimento a resposta ao estresse. No entanto,
existe uma familia de FTs chamada Whirly, para a qual ha pouca informacgéo na
literatura com relacéo a participacdo desses FTs em resposta a estresses por

frio e salinidade, evidenciando a necessidade de pesquisas.

2.13. Fatores de transcri¢cdao Whirly (Why)

Os FTs da familia Whirly, também chamados de Why, ligam-se ao ssSDNA
(DNA fita simples — do inglés single strand DNA) e estdo envolvidos no controle
da expresséo de genes relacionados a defesa (DESVEAUX et al., 2004). Atuam
também no processo de protecdo do DNA, de transcricdo e manutencdo dos

teldbmeros, e se associam com nucledides nos cloroplastos e mitocondrias
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(PRIKRYL et al.,, 2008). Membros da familia Whirly estdo relacionados a
estresses abidticos e bidticos, como excesso de luz e ataque por patégenos,
estédo envolvidos no transporte das proteinas do cloroplasto para o nucleo, sendo
este processo conhecido como sinalizacao retrograda (ZHAO et al., 2017).

Chamada de PBF-2, a primeira proteina a ser caracteriza da familia Whirly
foi StWHY1 de Solanum tuberosum, anteriormente chamada de p24 (DADALTO,
2016), pois através de purificacdo foi constatado o tamanho de 24 kDa.
Posteriormente, realizada a clonagem do seu cDNA, recebeu o nome de
StWHY1 (DESVEAUX et al., 2005). Como principal fungcdo em batata, o PBF-2
(PR10a Binding Factor), regula a expressdo do gene PR10a (DADALTO, 2016).
O transcrito sofre inducéo apds injuria, tratamento com elicitores (como acido
araquiddnico e jasmonico) ou durante a infeccdo pelo patégeno Phytophthora
infestans (MATTON e BRISSON, 1989). Sabe-se que o StWHY1 tem um maior
potencial de se ligar ao promotor ap06s o tratamento com elicitor acido
araquidénico do que com injuria, e ndo ha ligacdo quando se analisa tubérculos
nao tratados (DESVEAUX et al., 2004). Os mesmos niveis de RNA de PR10a
sdo encontrados quando ha menor ligacdo de DNA apds o tratamento com
injaria, sugerindo que StWHY1 tem forte controle sobre PR10a (MATTON E
BRISSON, 1989).

A maioria das plantas expressa duas proteinas Whirly, mas foi relatado
que em Arabidopsis h& trés proteinas, sendo que duas estdo localizadas no
cloroplasto (AtWHY1 e AtWHY3) e uma na mitocondria (AtWHy2) (DESVEAUX
et al., 2004). Em Solanum tuberosum, ha expressao de proteinas StWHY1 e
StWHY2, e foram encontradas em espécies como arabidopsis, arroz, milho,
cevada e soja algumas sequéncias analogas a proteina StWHY1 (DADALTO,
2016). Em estudos realizados por Desveaux et al., (2004) o dominio SSB (single
strand binding) € o mais conservado, sendo denominado dominio Whirly.
Comparando as proteinas Whirly entre batata e arabidopsis, encontra-se uma
semelhanca entre a proteina StWHY1 com AtWHY1 e AtWHY3, enquanto que a
similaridade entre AtWHY2 e StWHY2 é visivel. Isso é possivel devido a
presenca de regides presentes no dominio SSB que séo conservadas ou por
ocorréncia de uma substituicdo por regides semelhantes (KRAUSE et al., 2005,
CAPPADOCIA et al., 2013).
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A proteina StWHY1 apresenta-se de forma tetramérica em extratos de
tubérculos tratados e ndo tratados com elicitores, mas em extratos néo tratados
a ligacdo ao DNA s0 acontece ap0s cromatografia de troca anibnica, indicando
gque had um efeito negativo para regulacdo em tubérculos ndo tratados com
elicitores (DESVEAUX et al., 2000). Isso é atribuido a uma possivel interacao de
um regulador negativo com as proteinas Whirly no nucleo de células antes de
ser submetidas ao estresse (DESVEAUX et al., 2004). Através da presenca de
ERAC ERE (Elicitor Response Element), contido na regido promotora do gene
PR10a, é que ocorre a atuacdo de StWHY1l em batatas. Esse processo é
mediado por uma proteina C kinase (SUBRAMANIAN et al., 1997). Segundo
Desveaux et al., (2002), cada um dos tetrameros de Whirly se liga a uma Unica
molécula de DNA fita simples no ERE. Para que a atividade do ERAC ERE
aconteca é necessario a presenca de um elemento chamado de PB core (PBF-
2 binding core), sendo este GTCAAAAA/T (DESVEAUX et al., 2004).

O tetramero do Whirly apresenta simetria C4. Cada um dos protémeros
apresenta uma superficie com 4 folhas beta pregueada e trés alfa-hélices. Um
motivo do tipo hélice-volta-hélice esta situado na regido C-terminal. Na regido C-
terminal € onde estéo localizados os aminoacidos que fazem contato com outros
protbmeros. As alfas hélices estdo voltadas para o centro do tetramero, por isso
se torna uma regido hidrofilica, com isso as folhas-beta divergem desta regido.
A regido N-terminal, uma regido desordenada, vai da ponta da primeira folha
beta até o topo das alfa-hélices do centro através da formacdo da estrutura
quaternaria, que parece um cata-vento (do inglés, Whirligig), por isso da-se o
nome de Whirly para esta familia de FTs (DESVEAUX et. al., 2002) (Figura 7).
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Figura 7. Estruturas da proteina Whirly. A- StWHY1 tetramérica B- monomérica

Fonte: DESVEAUX et al. A new family of plant transcription factors displays a novel ssDNA-
binding surface. Nature Structural Biology Journal, v.9, p.512-517, 2002.

Através do dominio de ligacdo ao ssDNA, com sequéncia de aa KGKAAL
e localizado entre os aa 86 e 109, é possivel a ligacdo com o DNA de fita simples.
A mudanca desta sequéncia de aa para QGQGGV nao altera a forma de
tetramero, mas inibe a ligagdo do dominio ao ssDNA. A regido N-terminal &
contida de 11 glutaminas (Q) consecutivas, e in vivo o tetramero pode se ligar ao
DNA dissociado através dessas glutaminas e entdo ativar a expressao do gene
PR10a. Ao ajustar o DNA em 90°, através da simetria de PBF-2, para o
protbmero adjacente é possivel que uma bolha no DNA dissociado apareca
(DESVEAUKX et al., 2002).

Segundo Cappadocia et al., (2010), as proteinas estdo ligadas e podem
ter fungcdo comum em cada organela, ja que a proteina StWHY2 ao se ligar ao
DNA nédo sofre muitas mudancas na sua conformacdo, pois, ao rotacionar a
proteina e a mesma nao se alterar, ha uma indicacdo que a ligacdo ocorre
somente ao ssDNA. Também ha pouca interacdo entre sequéncia especifica de
StWHY2 e ERE. Além disso, a interacéo ocorre entre as bases e alguns residuos
hidrofébicos e envolve sete ligagdes de hidrogénio e uma de agua.

Através de pesquisas em banco de dados do Instituto de Pesquisa
Gendmica (Institute for Genomic Research - TIGR) e do Centro Nacional de
Biotecnologia dos EUA (US National Center for Biotechnology — NCBI) vérias
sequéncias semelhantes de StWHY1 foram identificadas, sendo 23 sequéncias
completas de 15 espécies vegetais de monocotiledbnias, eudicotiledéneas e

gimnospermas. Em arabidopsis e soja foram encontrados 3 membros da familia
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Whirly, enquanto que batata, trigo, arroz e milho obtiveram 2 membros Whirly.
As proteinas também foram encontradas em algas verdes unicelulares,
indicando que a presenca das mesmas antecede a separacéo de algas e plantas
terrestres. Alguns alinhamentos de sequéncias multiplas de proteinas Whirly
demonstraram que uma parte das folhas beta compreende o dominio SSB de
StWHY1, sendo a regido mais conservada dentro da familia, chamada de
dominio Whirly (DESVEAUX, MARECHAL e BRISSON, 2005).

Em arroz (Oryza sativa L.) os FTs Whirly estdo presentes através de duas
proteinas. A primeira proteina (LOC_0Os06905350) estd localizada no
cromossomo 6 da espécie e segunda proteina (LOC_0s02¢g39140) esta
localizada no cromossomo 2 (MUJAHID, 2013).

Existem residuos de aa como KGKAAL, YDW, Lys188 que sao
importantes para a atividade SSB e também sdo conservados. ISso mostra que
a familia Whirly possui um mecanismo parecido de atividade SSB. As regides
gue constituem os tetrameros, as trés hélices e a central, também sao
conservadas, propondo que essas proteinas possuem o0 tipo de estrutura
quaternaria in vivo. Ja as regides N-terminais e C-terminais sdo as mais variaveis
em sua sequéncia (DESVEAUX, MARECHAL e BRISSON, 2005).

Como ja descrito anteriormente, a presenca de uma regido de
poliglutamina na regido N-terminal de StWHY1 representa um dominio de
transativacdo (DADALTO, 2016). Regides ricas em prolina e serina na regiao N-
terminal da familia Whirly tem potencial para indicar papeis diferentes para os
membros dessa familia (TRIEZENBERG, 1995), podendo estar relacionadas a
um peptideo de transito sinalizando para o cloroplasto, jA que em estudos
posteriores identificaram que o StWHY1 se encontra no nucleo. Por isso, tém-se
um ponto interessante para compreender a relacdo entre os dois espacos
celulares (DESVEAUX et al., 2002).

Os FTs Whirly sédo classificados em cinco subfamilias. A primeira
subfamilia, em eudicotiledéneas, denominada de ESI, possui regides ricas em
serina, prolina e/ou glutamina na regido N-terminal. Uma segunda familia,
também em eudicotiledéneas, denominada ESII, ndo possui nenhum dominio de
transativacdo. A terceira subfamilia ocorre em monodicotiledéneas e recebe o
nome de MSI, é rica em dominios de prolina, com transativagdo. A quarta

subfamilia também ocorre em monodicotiled6enas, MSII, caracteriza-se por ndo
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apresentar dominios de transativacdo. Separadas hd mais de 300 milhdes de
anos das angiospermas, as gimnospermas apresentam a quinta subfamilia,
denominada GSI. Com isso, consegue-se agrupar as quatro subfamilias em
mono e eudicotiledéneas, subdividindo-as quanto a presenca ou auséncia de
transativacio putativa (DESVEAUX, MARECHAL & BRISSON, 2005).

Estudos evidenciam que as proteinas monoméricas podem adotar
conformacao terciaria parecidas e por isso € possivel visualizar, por exemplo,
em arabidopsis, batata, arroz, soja e trigo membros das subfamilias. Com isso,
através da heterotetramerizacao acredita-se que proteinas Whirly sem dominios
de transativacdo regulem a atividade de alguns membros da familia. Outro ponto
interessante, € a possivel competicdo entre os homotetrameros de Whirly ndo
ativadas e Whirly transativadoras por locais alvos de SSB, acarretando em um
possivel impedimento da ativacdo sob determinadas condigbes (DESVEAUX,
MARECHAL & BRISSON, 2005).

A variabilidade presente em regifes transativadoras e regides nao
ativadoras permitem a diferencial regulacdo da expressao génica. Os processos
biolégicos controlados pela familia de FTs Whirly podem aumentar dependendo
do conjunto de alvos gendmicos e das diferentes formas dos tetrameros. Por
exemplo, varios dominios podem ser formados em um heterotetramero Whirly,
podendo ter uma colaboracdo de outros componentes do complexo de pré-
iniciacao da transcricao (SAUER et al., 1995).

Em estudos utilizando dados de microarranjos de arabidopsis, em busca
pelo PB core (alvos de ligacao de Whirly), em regibes promotoras de genes que
estdo relacionados com defesa ao ataque de patdgenos, Maleck et al., (2000)
encontraram um acréscimo de expressao de 3,6 em 11 genes dos 26 que estéo
associados a SAR (Resisténcia Sistémica Adquirida). Os autores sugerem que
o elemento PB core pode ter relagdo com a expressao dos genes relacionados
a defesa de patdgenos. Desveaux et al., (2004) estudaram a atividade de ligacéo
de AtWHY1 ao DNA e qual reag&o desta proteina com o Acido salicilico (AS). Os
autores obtiveram resultados promissores com o tratamento com AS,
demonstrando que esse elemento estimula a ligacdo da proteina AtWHY1 com
o DNA. Além disso, Xiong et al., (2009) observaram que além da proteina
AtWHY1, AtWHY3 também apresentou um aumento de expressdo de 3 a 4

vezes apoés tratamento com AS.
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Um mutante de arabidopsis, que apresenta a alteracdo Prol83Ser,
denominado de atwhyl.1, induziu uma falha no motivo folha-beta, que esta
préximo ao dominio de ligacdo ao ssDNA, resultando na falha de ligacdo com o
DNA. Ja em outro mutante, que foi chamado de atwhyl.2, que apresenta a
alteracdo Gly148Glu, resultou na ndo formacdo de tetrdmeros, jA que esta
localizada na porcao central da alfa-hélice, e a mesma é importante para que 0s
mondmeros interajam (DESVEAUX et al., 2004).

Plantas de milho e arabidopsis com mutagbes nos genes AtWHY1 e
AtWHY3 foram submetidos ao tratamento com indutores de DSB (quebras na
dupla fita de DNA, do inglés, double strand breaks), e verificou-se que as plantas
mutantes mostraram maior sensibilidade ao tratamento, apresentando maior
rearranjo no ptDNA (DNA plastidial) causados por vias ndo conservativas de
reparo, chamada de MMBIR (microhomology-mediated break induced
replication), do que plantas do tipo selvagem. A auséncia da proteina
mitocondrial WHY?2 em arabidopsis também resulta no aumento de rearranjos no
DNA ap06s a inducédo de DSB (MARECHAL et. al., 2009, CAPPADOCIA et al.,
2010). Resultados obtidos com trabalho in vitro demonstram que WHY2 em
contato com dsDNA tem poder de deslocar o equilibrio para formar ssDNA,
sendo importante para o reparo de DSB, pois em um momento as bases de uma
das fitas séo retiradas por exonucleases e o0 DNA fica como ssDNA, porém ligado
a WHY2. Estudos revelam que WHY2 também esté atuando na prote¢do do DNA
da degradacéao por nucleases (CAPPADOCIA et al., 2010).

Tém sido demonstrado que a fung¢éo mitocondrial € comprometida quando
ocorre a superexpressdo de AtWHY2, pois 0 mesmo esta relacionado com a
reducdo da expressdo de genes presentes no mtDNA (DNA mitocondrial),
acarretando mudancas no fendtipo, apresentando crescimento reduzido e
também senescéncia foliar. Acredita-se que a ligacdo entre o mtDNA e AIWHY2
seja nao especifica, mas de forma aleatéria em todo o mtDNA, sendo que essa
associacao é conservada em arabidopsis e milho (MARECHAL et al, 2008).

A superexpressao do gene SIWHY2 (Solanum lycopersicum) em tabaco
demonstrou maior tolerancia ao estresse por déficit hidrico. O resultado foi
observado através da quantificacdo do indicador malondialdeido, do maior
conteudo relativo de agua e das atividades de superdxido dismutase e ascorbato

peroxidase, além da maior expressado dos genes citocromo oxidase 1 (NtCOX1)
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e NtORF1 em linhagens transgénicas submetidas ao déficit hidrico. Os autores
sugerem que a superexpressao de SIWHY2 aumenta a tolerancia ao estresse
por déficit hidrico e também regula a transcricdo de genes mitocondriais, e
estabiliza a funcao das mitocéndrias. As linhagens transgénicas que também se
mostraram mais tolerantes ao déficit hidrico, se mostraram mais resistentes a
Pseudomonas solanacearum, por apresentar menor conteddo de EROs e uma
expressao maior de genes relacionados a defesa. Com isso, os estudos propdem
que SIWHY2 apresenta funcdo regulatoria positiva com relacdo a estresses
biéticos e abidticos (ZHAO et al., 2018).

No ptDNA, a maior parte dos genes presentes codificam para proteinas
gue estéo relacionadas a fotossintese (GREEN, 2001 apud DADALTO, 2016).
Através de danos no ptDNA ocorre a perda de eficiéncia na cadeia
transportadora de elétrons e consequentemente o aumento de EROs. Portanto,
é imprescindivel que o ptDNA seja mantido integro para o pleno funcionamento
da célula (LEPAGE et al., 2013). O dano ocorrido no ptDNA conhecido como
DSBs pode acarretar mal pareamento na fita devido a colapsos que ocorrem na
forquilha de replicagcdo (PARENT et al., 2011). Nos cloroplastos ha uma DNA
polimerase do tipo I, a PollB, que tem como principal funcéo reparar o ptDNA.
Os FTs Whirly que, por se ligarem na fita simples do ptDNA, atuam estabilizando-
0 e assim reduzindo pareamentos incorretos (MARECHAL et al., 2009).

Em cevada, os FTs Whirly sédo encontrados no nucleo e nos cloroplastos
(GRABOWSKI et al., 2008). As proteinas WHY1 em plastidios de cevada
(HVWHY1), tém o potencial de compactar o DNA em subpopulacbes de
nucleoides e essa compactacao interfere na expressao do ptDNA. Isso € notado
em plantas que ndo expressavam 0 gene e que tiveram os niveis de expressao
aumentados (KRUPINSKA et al, 2014). Os nuclebides, fracédo
transcricionalmente ativa no ptDNA, estdo relacionados a membrana tilacoide.
Isso se confirma através de estudos protedmicos em cloroplastos de arabidopsis,
onde foi detectado a presenca de AtWHY1 na fracdo transcricionalmente ativa
(GRABOWSKI et al., 2008).

No RNA plastidial de cevada, as proteinas Whirly tem o poder de
interagirem com a regiao de introns, podendo estar relacionadas com processos
de splicing (MELONEK et al., 2010). Em milho, as proteinas Whirly também se
associam com RNA e DNA plastidiais in vitro e in vivo (PRIKRYL et al., 2008).
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Em algumas fra¢cfes ligadas a telémeros foram encontradas proteinas
AtWHY1 e quando estas proteinas estdo ausentes, formam-se mutantes que
possuem teldbmeros maiores, o que faz os pesquisadores acreditarem que Whirly
1 esta relacionado a inibicdo de telomerase (YOO et al., 2007). Por AtWHY1
possuir dupla localizacao, tém-se um candidato para sinalizacao retrégrada entre
plastideos e nucleo (DADALTO, 2016).

Estudos mostram que quando estédo no nucleo, os FTs Whirly modulam a
transcricdo de alguns genes cujas proteinas sdo relacionadas a estresses, como
AtPK1 (XIONG et al., 2009), PR1 e PR2 (ISEMER et al., 2011), WRKY53 (MIAO
et al., 2013). Segundo Janack, et al., (2016), o silenciamento de HVWHY1
acarreta modificagcdes em histonas e também em niveis transcricionais de FTs
da familia WRKY, contribuindo também para tolerancia ao déficit hidrico.

Existem varios estudos sobre como ocorre a ligacdo de FTs Whirly ao
DNA, e uma possibilidade é através do conhecimento sobre as proteinas e
ERACs que a mesma se liga. Por exemplo, os FTs WRKY e bZIP se ligam aos
ERACs associados ao elemento PB core em dsDNA (double stranded DNA),
enquanto que a familia Whirly se liga ao ssDNA. O que pode acontecer é que
em condi¢des normais algumas dessas proteinas ligadas ao dsDNA impedem a
ligacdo de proteinas Whirly na regido promotora e vice-versa (DESVEAUX et.
al., 2004).

Estudos em soja sobre os FTs Whirly revelaram que a familia € muito
maior e mais complexa comparada com Arabidopsis. Foram encontradas 18
sequéncias proteicas completas em sete locos. A expressao génica foi diferente
para raizes, caules, cotilédones, folhas primarias e folhas trifoliadas. O gene
mais expresso em soja recebeu o nome de GmWHY1A. As plantas, ao serem
expostas a estresses abibticos (baixas temperaturas) e bibticos (fungo
Phakopsora pachyrhizi), apresentaram reducgéo dos transcritos de GmWHY1A.
J4 para o tratamento com acido salicilico ou &cido jasménico, induziram a
transcricdo de GmWHY1A, ao contrario do etileno, que reduziu o acimulo de
transcritos desse gene. Sob condi¢do de estresse abiotico, GmWHY 1A teve sua
expressao suprimida, porém os autores ndo sabem se a supresséo estéa ligada
a exposicao ao estresse ou se € uma expressao reduzida de toda a célula. Com
isso, tém-se que a resposta de GmWHY1A em soja apresenta regulacao

diferente em resposta a fitohormonios e estresses ambientais (DADALTO, 2016).
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Os FTs Whirly podem estar envolvidos em Varios processos, e
apresentam variadas funcdes, dependendo da organela em que estdo
presentes. E visivel, mesmo que com estudos ainda inconclusivos, que essas
proteinas estao relacionadas a respostas a estresses bioticos e abidticos. Apds
a elucidacao da funcao da familia Whirly e as vias utilizadas para sua expresséao,
sera possivel a manipulacdo genética, como processos de transgenia
(DADALTO, 2016) e edicdo de genomas, com o objetivo de obtencéo de novas

cultivares tolerantes a estresses bhiodticos e abioticos.
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3. CAPITULOII
Identificac&o e caraterizacdo dos genes Whirly no género Oryza

3.1 Introducéao

O arroz (Oryza sativa L.) serve de fonte para alimentacdo de milhdes de
pessoas, € um dos cereais mais produzidos sendo consumido por mais da
metade da populacdo mundial (FAIRHURST e DOBERMANN, 2002). Exerce
funcbes importantes tanto em niveis econdmicos quanto sociais em paises
desenvolvidos e subdesenvolvidos (KYNDT et al., 2014). AlteracBes ambientais
desfavoraveis podem prejudicar o desenvolvimento e a produtividade do arroz
tornando-o0 mais propenso a estresses abidticos como baixas temperaturas e
salinidade (FAHAD et al., 2017).

Na principal regido produtora de arroz do Brasil, o estado do Rio Grande
do Sul (RS), a incidéncia de salinidade e baixas temperaturas ocorre em todos
estadios de desenvolvimento da cultura, afetando seu potencial produtivo
(LEMES, et al., 2018; MERTZ, et al., 2009). Considerando que as condi¢cdes
climaticas desfavoraveis impactam negativamente o0 crescimento e
desenvolvimento do arroz, o melhoramento genético de plantas busca
constantemente o desenvolvimento de novas cultivares tolerantes as condicdes
adversas. Nesse sentido, identificar genes que estdo associados com a
tolerancia aos estresses por salinidade e baixas temperaturas € uma abordagem
importante para auxiliar os melhoristas na obtencao de gendétipos tolerantes.

Fatores de transcricdo (FTs) estdo envolvidos na sinalizag&o inicial em
resposta a estresses (FARIA, 2009). Os FTs se ligam em sequéncias
regulatorias e ativam genes envolvidos na resposta e tolerancia a estresses.
Vérias familias de FTs, como bZIPs, WRKYs, CBFs, DREBs e demais ERFs tém
sido caracterizados pela associacdo a tolerancia a estresses por baixas
temperaturas e salinidade. No entanto, a familia de FTs Whirly apresenta pouca
informagéo na literatura, principalmente no caso do arroz, e tem se mostrado
forte candidata para estudos relacionados a tolerancia em diferentes espécies
sob estresses (DESVEAUX et al., 2005; PENG et al., 2015; DADALTO, 2016;
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JANACK et al., 2016; ZHAO et al. 2018; AKBUDAK e FILIZ, 2019; ZHUANG et
al., 2020; YAN et al., 2020).

O desenvolvimento de genotipos tolerantes a estresses € possivel através
da variabilidade genética existente entre 0os acessos. Porém, o processo de
domesticacao e posteriormente o uso das mesmas cultivares ao longo dos anos
por produtores e melhoristas ocasionou uma erosdo da variabilidade genética,
tornando o processo de melhoramento mais complexo (GOVINDARAJ et al.,
2015; BUSANELLO et al., 2020; GAIKWAD et al., 2020). Para lidar com essa
situacdo, alguns genes importantes foram transferidos de espécies selvagens
para os genotipos modernos (HEDDEN, 2003; HOISINGTON et al., 1999;
MANJUNATHA e KRISHNAPPA, 2019), fazendo das espécies selvagens fonte
de variabilidade genética (RAM et al., 2007).

As espécies selvagens de arroz podem ter alelos benéficos, que foram
perdidos durante o processo de domesticacdo. Com isso, essas espécies sao a
base para recuperar a diversidade genética perdida em arroz. De maneira geral,
as espécies selvagens de arroz estdo melhor adaptadadas a diferentes
ecologias e podem tolerar muitos estresses biéticos e abidticos devido ao seu
reservatério de alelos e QTLs. Entretanto, apenas algumas espécies selvagens
foram estudadas e caracterizacdo molecular e morfolégica ainda nao foi
alcancada (GAIKWAD et al., 2020).

Considerando 0 exposto, esse estudo visa a identificagcdo e
caracterizacdo de genes Whirly em espécies do género Oryza, trazendo uma
proposta inicial para utilizacdo desses genes em arroz visando tolerancia a

estresses abidticos como salinidade e baixas temperaturas.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Obtencdo de sequéncias, construcao de arvore
filogenética, estrutura dos genes e estrutura de proteinas Whirly

Inicialmente, os genes Whirly presentes em arroz foram identificados no

banco de dados Plant Transcription Factor Database - PlantTFDB v5.0

(http://planttfdb.gao-lab.org/). As sequéncias dos genes Whirly em Oryza sativa
ssp. japonica foram obtidas no banco de dados The Rice Annotation Project
Database (RAP-DB) (https:rapdb.dna.affrc.go.jp/index.html). A partir das
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sequéncias génicas de O. sativa ssp. japonica foram identificados os genes
Whirly em O. sativa ssp. indica e das demais espécies do género Oryza (O.
rufipogon, O. nivara, O. glumepatula, O. glaberrima, O. barthii, O. meridionalis,
O. punctata, O. brachyantha, O. longistaminata) e L. perrieri através da
ferramenta BLAST, disponivel no banco de dados ENSEMBL PLANTS
(http:/plants.ensembl.org/index.html), totalizando 12 genomas. Foram
escolhidos para analise somente os genes Whirly que apresentavam maximo
score associado com alta cobertura, e-value altamente significativo. Para avaliar
a presenca de eventos de duplicacdo de genes foi definido um valor de ponto de
corte de no maximo e-value de 1e°.

Utilizando o programa MEGA7 (KUMAR et al., 2016) foi possivel alinhar
as sequéncias das proteinas com a ferramenta Clustal W (LARKIN et al., 2007)
e determinar o melhor modelo de substituicho. O modelo apropriado foi
selecionado para uso na analise Bayesiana utilizando o pacote BEAST
(DRUMMOND E RAMBAUT, 2007) com 1.000.000 de réplicas de boostrap. A
arvore resultante foi visualizada no software FigTree
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). A espécie Leersia perrieri foi escolhida
como outgroup. A identificacdo dos motivos das proteinas Whirly foi feita
utilizando Multiple Motif In Elicitation versdo 4.11.1 (MEME; http://meme-
suite.org/tools/meme) (BAILEY et al., 2009), sendo 10 o nimero maximo de
motivos.

A analise estrutural foi realizada utilizando as sequéncias dos genes
Whirly. Para a construcao da estrutura dos genes Whirly nas espécies do género
Oryza foi utilizado o software de anotagdo AUGUSTUS (STANKE et al., 2004) e
para a visualizacdo o software GSDS 2.0 (HU et al., 2014).

3.2.2 ldentificacdo de Elementos Regulatérios de Acao cis

(ERACs) em promotores de genes Whirly
As sequéncias dos promotores (1500 pb upstream) dos genes Whirly nas
9 espécies selvagens do género Oryza, O. sativa spp. japonica e O. sativa spp.
indica foram obtidas através da plataforma ENSEMBL PLANTS
(http:/plants.ensembl.org/index.html). As sequéncias promotoras dos genes
Whirly foram investigadas quanto a identificacdo e abundancia de elementos

regulatorios de acédo cis (ERACSs). As sequéncias foram analisadas utilizando o
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banco Plant  Cis-acting Regulatory DNA Elements (PLACE)
(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) (HIGO et al., 1999).

3.3 Resultados e Discussao

Os fatores de transcricdo (FTs) codificados pelos genes Whirly estédo
relacionados com a protecdo do DNA, transporte de proteinas, manutencdo dos
teldbmeros e funcdo regulatéria positiva com relagdo a estresses bioticos e
abidticos, como excesso de luz e ataque por patdogenos (ZHAO et al., 2017).
Esses FTs possuem funcéo de se ligar ao ssDNA (DNA fita simples — do inglés
single strand DNA) e estdo envolvidos no controle da expressdo de genes
relacionados a defesa (DESVEAUX et al., 2004). A superexpressao de genes
Whirly de tomate em tabaco promoveu respostas de tolerancia ao estresse por
déficit hidrico (ZHAO et al., 2018). Janack et al., (2016) também verificaram o
envolvimento dos genes Whirly na sinalizagdo em resposta a seca em cevada.
Ainda, foi demonstrado que genes Whirly promovem tolerancia ao calor em
tomate (ZHUANG et al., 2020). Esses estudos demonstram o potencial desses
genes no desenvolvimento de plantas de arroz superiores, com tolerancia a

diferentes estresses abidticos, incluindo salinidade e baixas temperaturas.

3.3.1 Identificagao e caracterizagdo de genes Whirly em Oryza
Foram identificados dois genes Whirly, sendo estes localizados nos
cromossomos 2 e 6 nos 12 genomas analisados. Nao foram identificadas
duplicacdes génicas em nenhuma das espécies (Tabela 2). Dessa forma, um
total de 24 sequéncias correspondentes aos genes Whirly localizados no
cromossomo 2 e 6, foram identificados nas espécies de Oryza e na espécie
Leersia perrieri. Todas as espécies analisadas apresentaram uma coépia
correspondente a Whirly2 e uma coépia correspondente a Whirly6, mantendo a
localizag&o nos cromossomos 2 e 6, respectivamente. Esse perfil sugere que o
evento de duplicacdo dos genes Whirly ocorreu antes da divisédo das espécies
do género Oryza.
A manutencao de Whirly2 e Whirly6 nos diferentes genomas ao longo da
evolucdo demonstra a importancia desses FTs no género Oryza, sugerindo que

atuam como genes essenciais. Genes essenciais codificam proteinas envolvidas
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em processos celulares centrais necessarios para viabilidade de um organismo.
Com isso, o papel central dos genes essenciais sugere que eles devem ser
altamente conservados durante a evolucdo. Genes essenciais tendem a
permanecer essenciais durante evolugcédo, ou seja, se um gene € essencial em
um organismo, entdo os ortdlogos desse gene normalmente serdo essenciais
em outros organismos. Porém, alguns genes ndo seguem esses padrdes, isto
significa que alguns genes que sao essenciais em um organismo nao sao
essenciais em outros organismos; e em alguns casos, genes que Sao essenciais
em um organismo foram perdidos nos genomas de outros organismos. Neste
caso, outro gene (gene paralogo ou néo relacionado) pode executar a funcéo
essencial (BERGMILLER et al., 2012).

Tabela 2. Genes Whirly identificados nas espécies de Oryza. OsJAP - O. sativa japonica; OsIND
- O. sativa indica; ORUF - O. rufipogon; ONIV - O.nivara; OGLU - O. glumaepatula; OGLA - O.
glaberrima; OBAR - O. barthii; OMER - O. meridionalis; OPUN - O. punctata; OBRA — O.
brachyantha; OLON - O. longistaminata; e LPER - L. perrieri.

Género Referéncia para RAP-

Oryza Genes DB/Ensembl ID Localizacao Inicio Fim Tamanho ID E-value
OsJAP  Whirly 2 0s02g0158400 Chro 2 3182926 3187016 4090 -

OsJAP  Whirly 6 0s06g0145800 Chro 6 2405409 2408049 2640 -

OsIND  Whirly 2 BGIOSGA007096 Chro 2 3730184 3733821 3637 100.0 0.0
OsIND Whirly 6 BGIOGA022297 Chro 6 2729567 2731973 2406 99.8 0.0
ORUF  Whirly 2 ORUFI02G04590 Chro 2 2907531 2911377 3846 99.9 0.0
ORUF  Whirly 6 ORUFI06G03010 Chro 6 2167393 2170248 2855 99.9 0.0
OPUN  Whirly 2 OPUNC02G03720 Chro 2 2630851 2634587 3736 96.4 0.0
OPUN  Whirly 6 OPUNC06G02750 Chro 6 1886169 1889035 2866 95.3 0e-173
ONIV Whirly 2 ONIVA02G04450 Chro 2 2849758 2854252 4494 99.7 0.0
ONIV Whirly 6 ONIVA06G03980 Chro 6 2624508 2628992 4484 99.9 0.0
OMER Whirly 2 OMERI02G05290 Chro 2 4362910 4377925 15016 97.5 0.0
OMER  Whirly 6 OMERI06G03280 Chro 6 2719754 2723534 3780 95.6 0.0
OLON Whirly 2 KN539194.1 FG001 Chro 2 4985474 4987734 2260 98.2 0.0

AMDWO01040645.1

OLON  Whirly 6 FGO001 Chro 6 2307348 2308435 1087 97.4 0.0
OGLU  Whirly 2 OGLUMO02G04370 Chro 2 3132453 3136297 3844 99.6 0.0
OGLU  Whirly 6 OGLUMO06G0310 Chro 6 2128600 2146970 18370 95.0 0.0
OGLA  Whirly 2 ORGLA02G0041200 Chro 2 2858526 2862160 3634 99.9 0.0
OGLA  Whirly 6 ORGLA06G0029900 Chro 6 2254601 2257000 2399 99.7 0.0
OBRA  Whirly 2 OB02G13770 Chro 2 2233481 2238805 5324 90.9 7.3 e-60
OBRA  Whirly 6 0OB06G12750 Chro 6 1642026 1644939 2913 93.2 22e-71
OBAR  Whirly 2 OBART02G04450 Chro 2 2895803 2899642 3839 99.8 0.0
OBAR  Whirly 6 OBART06G03050 Chro 6 2186702 2189554 2852 99.7 0.0
LPER Whirly 2 LPERR02G03890 Chro 2 2543180 2547124 3944 93.8 1.2 e-61
LPER  Whirly 6 LPERR06G02670 Chro 6 1786778 1789886 3108 91.5 6.8 e-87
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De maneira geral, proteinas Whirly2 de diferentes espécies sdo mais
similares entre si do que com proteinas Whirly6 dentro da mesma espécie
(Figura 8A). Esse perfil demonstra que para a maioria das espécies 0s genes
Whirly2 e Whirly6 acumularam muta¢cées nas sequéncias e estrutura génica,
tornando-os diferentes (Figura 8B). Por exemplo, com relagdo ao tamanho do
gene, verifica-se que, de maneira geral, Whirly6 € menor que Whirly2 devido a
auséncia de dois exons (Figura 8B). Dessa forma, as proteinas codificadas por
eles apresentam diferencas. Essas mudancas sao importantes para a evolucao,
pois genes similares como Whirly2 e Whirly6 podem apresentar funcdes
distintas, que podem ocasionar mudancas no fenétipo e interacdo com ambiente
(BARTLETT e WHIPPLE, 2013). Ainda, parece ocorrer maior conservagcao na
estrutura de Whirly6 do que Whirly2, sugerindo que Whirly6 (mais recente, menor
namero de mutacdes) surgiu a partir da duplicacdo de Whirly2 (mais antigo,
maior nimero de mutacdes).

A proteina codificada pelo gene Whirly2 de O. brachyantha é a mais
distante, seguido das proteinas Whirly2 de O. punctata e L. perrieri (outgroup),
gue também se distanciam das demais espécies. Nesse sentido, O. punctata
poderia ser utilizada como fonte de variabilidade para Whirly2. Da mesma forma,
O. brachyantha também é uma possivel fonte de variabilidade entre as espécies
do género Oryza para o gene Whirly2, e essa variabilidade é devida a um grande
éxon na porc¢ao inicial do gene (Figura 8B).

O. meridionalis também apresenta um éxon grande na regido 5’ de
Whirly2, diferindo das outras espécies (Figura 8B), porém, apresenta apenas
dois dos nove motivos encontrados nas demais espécies (Figura 8C), o que
sugere a perda/alteracdo de funcdo desse gene. De modo interessante Whirly6
de O. glumaepatula apresenta um longo intron em sua estrutura, que ndo é
encontrado nas outras espécies analisadas (Figura 8B), o que poderia ser uma
importante fonte de variabilidade considerando eventos de splicing alternativo e
regulacéo génica (JO e CHOI, 2015). Porém, a sua estrutura proteica apresenta
apenas um motivo (Figura 8C), sugerindo alteracao de funcao.

Neste estudo, verificou-se que 0s genes com maior tamanho (Whirly2 de
O. meridionalis e Whirly6 de O. glumaepatula) codificaram proteinas
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aparentemente sem fungao. No entanto, estudos mais aprofundados devem ser
conduzidos para caracterizar esses genes e proteinas nas diferentes espécies.

Estudos de caracterizacdo de germoplasma e programas de
melhoramento ao longo de muitos anos tém demonstrado que, de maneira geral,
as plantas cultivadas apresentam menor tolerdncia a estresses bibticos e
abidticos quando comparadas a parentes selvagens. Esses caracteres de
tolerancia podem ser transferidos dos parentes selvage para a espécie cultivada
(sensivel) por meio de melhoramento convencional (se houver compatibilidade
sexual), transgénese ou outras tecnologias emergentes (MAMMANDOV et al.,
2018). Nesse sentido, estudos com espécies selvagens sao fundamentais para
identificacdo de fontes de variabilidade assim como genes candidatos para
introgressao para plantas cultivadas.

A introgressdo de genes de interesse de parentes selvagens para
espécies cultivadas, por meio de melhoramento convencional entre espécies
compativeis, pode ocasionar algumas complicacbes devido ao arraste de
caracteristicas indesejaveis, ocasionado pela ligacdo de genes. Porém, o
retrocruzamento assistido por marcadores € uma técnica capaz de eliminar
rapidamente o arraste de ligacdo com um nimero minimo de geracdes. Se existir
barreiras que impedem a transferéncia de genes entre as espécies, pode-se
utilizar a transgenia. A transgénese, além de possibilitar a transferéncia de genes
entre espécies ndo compativeis, elimina o arraste de ligacdo (MAMMANDOV et
al., 2018). Mas para isso, é necessaria a identificacdo de genes candidatos,
como os Whirly, para que possam ser testados em estudos de introgressao via
transgenia. Genes Whirly, assim como outros genes codificadores de fatores de
transcricdo sdo particularmente interessantes, pois sdo responsaveis pela
regulacdo de inUmeros outros genes.

Uma coletanea de estudos de introgressdo de genes de espécies
selvagens para espécies cultivadas de arroz foi feita por Mammandov et al.
(2018). Os autores reportaram estudos de introgressao para tolerancia a insetos
(Nilaparvata lugens Stal), tolerancia a doenca (Magnaporthe oryzae,
Xanthomonas oryzae pv. oryzae, e algumas viroses), tolerdncia a estresses
abidticos (calor, seca, solo acido, solo com aluminio, salinidade e frio). Esses
estudos evidenciam a importancia das pesquisas em parentes selvagens como

fonte de variabilidade.
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Figura 8. Relacao filogenética, estrutura dos genes e andlise dos motivos conservados nas proteinas Whirly em Oryza.A. Arvore filogenética das proteinas foi
construida com o pacote BEAST atraves de andlise bayesiana utilizando réplicas de bootstrap de 1.000.000. A arvore é mista, onde em laranja encontram-se
as espécies do género Oryza no gene Whirly6 e em verde as espécies do género Oryza no gene Whirly2. B. Estrutura exons-introns dos genes Whirly em
Oryza. Os blocos azuis representam os exons e as linhas azul claro representam os introns. C. Os motivos proteicos séo indicados em diferentes cores. A
variacdo dos motivos ocorre de 1 a 10. OsJAP - O. sativa japonica; OsIND - O.sativa indica; ORUF - O.rufipogon; ONIV - O.nivara; ORGLU - O. glumaepatula;
OGLA - O.glaberrima; OBAR - O. barthii; OMER - O.meridionalis; OPUN - O.punctata; OBRA - O.brachyantha; OLON - O.longistaminata; e LPER - L. perrieri.
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3.3.2 Regulacdo da expressdo de genes Whirly no
género Oryza

Avaliando a sequéncia dos promotores dos genes Whirly nas diferentes
espécies Oryza foi detectada a presenca de sequéncias reguladoras de resposta
a estresses abidticos. Foram detectados um total de 162 ERACs em genes
Whirly, considerando todas as ocorréncias nos 11 genomas do género Oryza
(Apéndice A). Como os estresses por salinidade e baixas temperaturas sao
sinalizados na planta por vias dependentes e independentes de acido abscisico
(ABA), foram selecionados ERACs que atuam nas duas vias de sinalizacao
(Figura 9).

O fator de transcricdo DREB/CBF (proteina de ligacdo ao elemento
responsivo a desidratacdo/fator de ligagcdo a repeticdo C) atua na sinalizacéo de
formaindependente de ABA (SINGH e LAXMI, 2015). Nesse estudo, dois ERACs
(DRECRTCOREAT e CBFHV), sitios de ligacdo de DREB/CBF, foram comuns
para os promotores dos dois genes Whirly e se mantiveram conservados na
grande maioria das espécies (Figura 9). Em um estudo realizado com
Arabidopsis thaliana a superexpressao de AtDREB1/CBF conferiu tolerancia a
frio, seca e alta salinidade, indicando que esse FT regulou genes envolvidos na
tolerancia aos estresses (revisado por KIMOTHO et al., 2019). Dessa forma, os
resultados encontrados sugerem que os genes Whirly podem fazer parte da
sinalizacdo de resposta a estresses nas espécies do género Oryza, j4 que sao
alvos de DREBs. Outros ERACSs, sitios de ligacdo de DREB/CBF
(DRE2COREZMRAB17, CRTDREHVCBF2, LTRE1HVBLT49,
LTRECOREATCORI15) nao apresentaram um padréo de presenca e auséncia
entre as espécies do género Oryza.
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Quando se considera a sinalizacao dependente de ABA, tem-se a atuacéo
dos FTs AREB/ABF (proteina de ligacdo a ABRE/fator de ligacdo a ABRE), MYB
(myeloblastosis), MYC (myelocytomatosis) e WRKYs (SINGH e LAXMI, 2015).
Exceto no promotor de Whirly2 de Oryza meridionalis, o ERAC
DPBFCOREDCDCS3, reconhecido por AREB/ABF, foi comum em todas as
espécies para os dois genes, enquanto os demais ERACs reconhecidos por esse
FT tiveram ocorréncia reduzida nos promotores (Figura 9). Com isso, acredita-
se que os genes Whirly também sejam regulados por AREB/ABF via
DPBFCOREDCDC3 sob condicao de estresse.

Treze ERACSs alvos de MYB tiveram ocorréncia comum entre as espécies,
sendo dois deles (MYB1AT e EECCRCAH1) presentes em todas espécies de
género Oryza. Os ERACs L1BOXATPDF1 e MYB1LEPR tiveram ocorréncia
apenas em Oryza brachyantha. ERACs alvos de MYCs apresentaram menor
ocorréncia, com apenas um elemento (MYCCONSENSUSAT) presente em
todos os promotores analisados (Figura 9). A presenca de ERACs alvos de MYB
e MYC também sugerem o envolvimento dos genes Whirly na resposta a
estresses, ja que esses FTs sdo conhecidos por atuarem na sinalizagdo sob
condicao de estresse (KIMOTHO et al., 2019).

Alta ocorréncia de ERACs alvos de WRKYs foi encontrada nos
promotores dos genes Whirly (Figura 9), sugerindo sua regulacdo
preferencialmente por esses FTs. A participacdo de WRKY na sinalizagdo a
estresses (revisado por VIANA et al., 2018) e a presenca de ERACSs alvo desses
FTs indica que os genes Whirly sdo fortes candidatos para tolerancia a

estresses.

3.4 Conclusao

Os genes Whirly possuem variagbes estruturais entre as diferentes
espécies do género Oryza, entretanto ndo apresentam alteracbes quanto ao
namero e localizacdo entre as espécies. Genes Whirly podem ser regulados

através da sinalizacdo dependente e independente de ABA.
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4. CAPITULO I

Caracterizacéo funcional de genes Whirly em plantulas de arroz sob
estresse por baixas temperaturas e salinidade

4.1 Introducao

O arroz (Oryza sativa L.) é um alimento fundamental para a alimentacao
humana. Entretanto a produtividade € diminuida ou completamente prejudicada
nos casos em que diferentes estresses abidticos sdo persistentes, pois as
lavouras tém uma capacidade limitada de reagir devido a baixa variabilidade
genética (revisado por FOGLIATTO et al., 2020).

No Rio Grande do Sul, a agua utilizada para irrigacdo é proveniente de
rios, corregos, lagos e lagunas, como a Laguna dos Patos. Quando a
temperatura é elevada e ha baixa pluviosidade, ocorre a reducdo do nivel da
Laguna, permitindo a entrada de agua salgada do Oceano Atlantico, tornando-
se um problema para a cultura (DENARDIN et al., 2018). Em arroz, o estresse
por salinidade ocasiona a supressado da fotossintese e crescimento, levando a
perda de biomassa, assim como esterilidade parcial, resultando em reducéo da
produtividade (revisado por QIN et al., 2020). A tolerancia a salinidade depende
do estadio de crescimento, tipo de 6rgdo e gendtipo. O estadio de plantula e
reprodutivo sdo mais sensiveis a salinidade que o estadio vegetativo; e raizes
sdo mais sensiveis do que outros 6rgaos (revisado por QIN et al., 2020).

Ademais, no Rio Grande do Sul é comum a ocorréncia de baixas
temperaturas, em periodos que coincidem principalmente com a germinacao,
estabelecimento (plantula) e no periodo reprodutivo. Com isso gera-se danos
irreparaveis para a planta ocasionando uma diminuicdo do seu potencial
produtivo (CRUZ et al., 2013). Em arroz, a incidéncia de baixas temperaturas
durante os estadios iniciais pode reduzir a porcentagem e velocidade de
germinacdo, prejudicar o estabelecimento e estande da lavoura e afetar o
crescimento e desenvolvimento, podendo ocasionar maturacdo desigual.
Quando ocorre no estadio reprodutivo, baixas temperaturas podem ocasionar
perda de produtividade devido a esterilidade das espiguetas (STRECK et al.,
2020).

Visto que esses estresses abioticos afetam a produtividade é necessario

encontrar alternativas para mitigar esse problema. A utilizagcdo de gendtipos
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produtivos e tolerantes as intempéries é uma das estratégias mais promissoras.
No entanto, o melhoramento para essas caracteristicas é dificil, visto que a base
genética/molecular dos mecanismos de tolerancia a baixas temperaturas e
salinidade € complexa, pois trata-se de caracteres quantitativos, controlados por
muitos genes e que sofrem influéncia dos fatores ambientais (revisado por
COLLINS et al., 2018).

Considerando que estresse por baixas temperaturas e salinidade tem um
impacto negativo na produtividade do arroz e que a tolerancia € controlada por
varios genes, os grupos de pesquisa em melhoramento genético buscam
estratégias diferentes para o avanc¢o na descoberta de novas cultivares. O uso
da Biotecnologia e suas ferramentas € uma opgao para gerar avangos no
melhoramento de plantas. Dentre essas ferramentas encontra-se o estudo do
perfil transcricional, que proporciona identificar e caracterizar genes alvo que
estdo associados a caracteres de interesse agrondmico para posterior uso na
obtencéo de cultivares promissoras.

Para lidar com condicGes adversas as plantas dispdem de diferentes
mecanismos de resposta ao estresse, como a percepc¢ao e transducao de sinais,
induzindo a expressédo de genes especificos que atuam na defesa. Fatores de
transcricdo (FTs) sdo reguladores da expressao génica e desempenham papel
crucial no desenvolvimento da planta, ciclo celular, sinalizacéo celular e resposta
a estresses. Os FTs modulam a expressdo génica através da ligagdo com
elementos cis localizados no promotor ou outras regides do gene alvo. Os FTs
WRKY, MYB, NAC e AP2/ERF séo reguladores cruciais de genes envolvidos na
resposta e estresses (revisado por JAVED et al., 2020). Além disso, outros FTs,
como Whirly que embora menos estudados, apresentam papel critico na
resposta a estresses (ZHAO et al., 2018).

Nos ultimos anos foram desenvolvidos varios estudos relacionados com
a familia de fatores de transcricdo Whirly, relacionando-os com a resposta ou
tolerancia a estresses abioticos e bidticos (DESVEAUX et al., 2005; PENG et al.,
2015; DADALTO, 2016; JANACK et al., 2016; ZHAO et al. 2018; AKBUDAK e
FILIZ, 2019; ZHUANG et al., 2020; YAN et al., 2020). Dentre as condicdes e
espécies estudadas pode-se citar Peronospora parasitica em Arabidopsis e
batata (DESVEAUX et al., 2005); baixa temperatura em amoreira (PENG et al.,
2015); baixa temperatura em soja (DADALTO, 2016); seca em cevada (JANACK
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et al., 2016); seca e Pseudomonas solanacearum em tabaco (ZHAO et al. 2018);
seca e salinidade em tomateiro (AKBUDAK e FILIZ, 2019); tolerancia ao calor
em tomate (ZHUANG et al., 2020) e seca em mandioca (YAN et al., 2020) No
entanto, a relacdo desses FTs com estresse por baixas temperaturas e
salinidade em arroz ainda né&o foi estudada. Diante do exposto, este estudo teve
por objetivo analisar o perfil transcricional dos FTs Whirly em plantulas de arroz
sob condicdo de baixas temperaturas e salinidade, assim como investigar a

regulacdo transcricional desses genes.

4.2 Material e métodos

O experimento foi conduzido no laboratorio do Centro de Gendmica e
Fitomelhoramento, pertencente ao Departamento de Fitotecnia da Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel (FAEM), da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).
Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas sementes de dois genoétipos de
arroz (Oryza sativa L.) com resposta contrastante aos estresses por salinidade
e baixas temperaturas, sendo o gendétipo BRS Pampa (subespécie indica —
sensivel) e o gendtipo BRS Bojuru (subespécie japonica — tolerante) (VIGHI,
2016).

As sementes foram desinfestadas com hipoclorito de s6dio a 2,5%, e logo
depois enxaguadas com agua estéril. Posteriormente foram germinadas em
modo rolo com papel germitest umedecido (Agua destilada na proporcéo de 2,5
vezes 0 peso do papel), em temperatura de 25 * 2°C por 7 dias em camara de
germinacgdo (B.O.D.) com fotoperiodo de 16/8 horas (luz/escuro) e umidade
relativa de 100%. Passado esse periodo, as plantulas foram transferidas para
recipientes com capacidade de 700 mL, contendo solucéo nutritiva (YOSHIDA et
al., 1976) composta de: 0,031 g L** CuS0a4.5H20, 7,7 g L* FeCls.6H20, 91,4 g L
1 NH4NOs, 40,3 g L't NaH2P04.2H20, 71,4 g L1 K2SO4, 88,6 g L't CaClz, 324,0 g
L1 MgS04.7H20, 1,5 g Lt MnCl2.4H20, 0,074 g L't (NH4) 6M07024.4H20, 0,934
g Lt H3sBO3, 0,035 g L* ZnS04.7H20, e 11,9 g L* de &cido citrico monoidratado,
em pH 5,0 £ 0,1. Os recipientes foram reabastecidos sempre gue necessario

com solugéo nutritiva para manter o nivel maximo (Figura 10A).
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Figura 10. Imagem do experimento. (A) Recipientes de 700 mL contendo solu¢do nutritiva com
as plantulas de arroz com volume méximo mantido com solugao nutritiva, (B) Plantulas da cultivar
BRS Bojuru nas condi¢8es controle, baixas temperaturas e salinidade, (C) Plantulas de arroz da
cultivar BRS Pampa nas condicbes de controle, baixas temperaturas e salinidade.
CGF/FAEM/UFPel 2021.

Para o estresse salino, a solucédo nutritiva foi acrescida de 40 mM (2,34
g/L) de NaCl (KHAN et al. 1997). As plantulas foram mantidas nessa condicéo,
em 25 + 2°C, com fotoperiodo de 16/8 horas (luz/escuro) durante 7 dias. Apés
esse periodo foram realizadas as analises morfoldgicas e as coletas de material
vegetal das cultivares BRS Pampa e BRS Bojuru (Figura 10B e 10C). Para o
estresse por baixas temperaturas, as plantulas das duas cultivares
acondicionadas em recipientes contendo solugdo nutritiva padrdo foram
submetidas a temperatura de 13°C (CRUZ e MILACH, 1999), com fotoperiodo
de 16/8 horas (luz/escuro) durante 7 dias e posteriormente avaliadas e coletadas
(Figura 10B e 10C). Para a condicdo controle, as plantulas acondicionadas em
recipientes contendo solucéo nutritiva padrdo foram mantidas a temperatura de
25°C + 2°C, com fotoperiodo de 16/8 horas (luz/escuro) durante 7 dias (Figura
10B e 10C), seguido de analise e coleta. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, utilizando trés repeticdes bioldgicas,

sendo cada repeticdo composta por 5 plantulas.

4.2.1 Caracterizagcdo morfoldgica

Apo6s o periodo estabelecido para a simulacédo de estresse salino e por
baixas temperaturas, 5 plantulas de cada repeticdo foram avaliadas quanto ao

comprimento de parte aérea (C_PA), comprimento de raiz (C_R), peso seco de
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parte aérea (PS_PA) e peso seco de raiz (PS_R). As medidas de comprimento
(C_PA e C_R) foram obtidas com régua graduada e os valores estimados em
centimetros. Para obter os valores de peso seco (PS_PA e PS_R) foi feita a
separacao das plantas em sistema radicular e parte aérea, acondicionando 0s
tecidos em sacos de papel devidamente identificados. Em seguida, 0os sacos
foram colocados para secar em estufa de ventilagéo forgcada com temperatura
60°C até atingir peso seco constante. Apoés, foi realizada a avaliacdo do peso
seco em balanca analitica com precisdo de trés casas decimais, e os valores
expressos em miligramas (COLMER et al., 2006).

Levando em consideracdo que as cultivares estudadas apresentam
caracteristicas intrinsecas de desenvolvimento, para a avaliacdo do efeito dos
estresses por baixas temperaturas e salinidade nas caracteristicas fenotipicas,
foi calculado o desempenho relativo (DR), a partir da equacdo: DR = (Valor
observado da variavel na condi¢do estresse / Valor observado da variavel na
condicéo controle) * 100.

Para as analises estatisticas, os dados de desempenho relativo foram

submetidos a analise de variancia, utilizando o programa Genes (CRUZ, 2001).

4.2.2 Extracao de RNA total

Para cada tratamento a raiz e a parte aérea das plantulas foram coletadas
separadamente, envolvidas em papel aluminio e, imediatamente foram
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultra freezer a -80 °C até a
etapa de extracdo de RNA.

Inicialmente, para se evitar acdo de enzimas que degradem o RNA, foi
realizado um tratamento das vidrarias necessarias, tais como cadinhos, pistilos,
etc., utilizando temperatura e pressao especificas. A extracdo do RNA se deu
das raizes e da parte area, sendo realizado em triplicata biologica para cada
genotipo e para cada tratamento. Com a utilizagdo de N2 liquido as amostras
foram maceradas separadamente, transferidas para microtubos de 1,5mL com
1mL de reagente TRIzol® (Invitrogen, Califérnia, USA). A mistura foi
homogeneizada em vortex e permaneceu por 10 minutos em temperatura
ambiente. O material foi centrifugado a 12.000 rpm, por 10 minutos, a 4°C
(Eppendorf 5810R, Rotor F 45-30-11, USA). Posteriormente, o sobrenadante foi
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realocado em um novo tubo de 1,5 mL acrescido de 200 uL de cloroférmio gelado
para que haja a solubilizagéo de lipideos. Durante 15 segundos os tubos foram
invertidos manualmente e posteriormente incubados a temperatura ambiente
durante 7 minutos, foi realizada outra centrifugacdo a 12.000 rpm durante 15
minutos a 4°C. A precipitacdo do RNA na fase aquosa foi realizada através da
adicdo, seguida de incubacdo a temperatura ambiente por 10 minutos, de %
volume de isopropanol e % de citrato de Na 0,5M + NaCl 1,2M (estes ja
armazenados a 4°C), e novamente centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos a
4°C. O sobrenadante foi descartado, o precipitado ressuspendido em 1 mL de
etanol 70% a 4°C e centrifugado a 7.000 rpm por 5 minutos a 4°C. O RNA
precipitado ficou em temperatura ambiente até a eliminagcdo do excesso de
etanol. Para finalizar, 0 mesmo foi ressuspendido em 30 pL de agua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC, GIBCO BRL).

A quantidade, pureza e a integridade do RNA total que foi extraido foram
mensuradas através de andlises de absorbancia (260/280nm; 260/230nm) e
eletroforese em gel de agarose 1% (SAMBROOK et al., 2001).

4.2.3 Sintese de cDNA

Inicialmente, 2pug de RNA total (volume de RNA total calculado
previamente e separado em tubo livre de RNases) de cada amostra foi tratado
com DNasel (Invitrogen ™®) para remocao de possivel contaminacdo com DNA
gendmico. Posteriormente, o cDNA foi obtido utilizando o kit SuperScript™Ill
First-Strand System for RT-PCR (Invitrogen™) e oligo(dT). A qualidade dos
cDNAs foi avaliada através de uma reacdo em RT-gqPCR utilizando iniciadores

para o gene 18S.

4.2.4 Desenho de iniciadores para RT-gPCR

As sequéncias codificadoras dos genes Whirly foram obtidas no banco de
dados RAP-DB (Rice Annotation Project Database -
https://rapdb.dna.affrc.go.jp/). O desenho dos iniciadores correspondentes aos

genes Whirly 2 e Whirly 6 (Tabela 3) para analise de expressdo em RT-qPCR foi
realizado através do programa Primer 3 plus® (UNTERGASSER et al., 2007). Foi

atendido os seguintes parametros exigidos pela empresa Applied Biosystems®:
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formacg&o de um amplicon de tamanho variando entre 50 e 150 pb, com contelddo
de CG entre 40% e 60% e temperatura de anelamento variando entre 60 e 65°C.
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Tabela 3. Informacg@es referentes aos iniciadores utilizados nas andlises de expressao dos genes Whirly em RT-qPCR. CGF/FAEM/UFPel, 2021.

Gene ID Sequéncia F 53 Sequéncia R 5—3’ T°C Eficiéncia Score Referéncia
Whirly2 0s02g0158400 ACACCGTGTTCAAGGGAAAG TTGGCAGTATGGGTTGCATA 60 149 - -

Whirly6 0s06g0145800 CAGAATGGGAGGGTGTTCTC CAACCTTGTAAGCCCCAGAA 60 112 - -

18S AK059783 CTACGTCCCTGCCCTTTGTACA ACACTTCACCGGACCATTCAA 60 120 1.3 Jain et al. 2006
EFl-a 0s03g0177500 TGGTATGGTGGTGACCTTTG GTACCCACGCTTCAGATCCT 60 110 14 Jain et al. 2006
UBQ At4g05320 CTGTTCACGGAACCCAATTC GGAAAAAGGTCTGACCGACA 60 107 1.2 -

92



4.2.5 Validagao dos iniciadores

A validacao e a eficiéncia de amplificagdo para cada par de iniciadores
dos genes estudados e para 0s genes normalizadores foram obtidas a partir de
diluicbes de um mix das amostras de cDNA (1:1; 1:5; 1:25; 1:125). Também
foram geradas curvas de dissociacdo, onde os genes estudados apresentaram
apenas um pico na curva de dissocia¢do, sendo entdo especificos.

A eficiéncia de cada conjunto de iniciadores para utilizar em reacgdes de

RT-gPCR foi dada pelo equipamento ao final do procedimento de validacao.

4.2.6 Expressao génica em tempo real

Para quantificacdo em tempo real foi utilizado 1,5 pl de MgClI (50 mM), 2,0
ul de Buffer, 3,0 pl de SYBR Green [solu¢do estoque (1:100 em DMSO) diluida
na proporcédo de 1 pl de SYBR em 99ul de agua, 0,25ul de Rox, 0,5 ul de cada
oligonucleotideo (10 uM), 1 ul de cDNA (diluido com base nos resultados das
andlises de validacdo — 1:5), 0,05 ul de Taq Platinum e 11,0 pl de agua para
completar o volume final de 20pl. As amostras foram acondicionadas em placas
(96 Well Optic Plates - Applied Biosystems®) e cobertas com adesivo éptico
(Optic Adhesives - Applied Biosystems®).

As reacdes foram realizadas no termociclador ABI PRISM 7500 Fast
(Applied Biosystems®). Foram utilizadas trés repeticdes bioldgicas e trés
repeticbes técnicas. As condicBes de ciclagem utilizadas para amplificacao
foram: Desnaturacao inicial (95°C, durante 10 minutos); 40 ciclos (Desnaturagéo
95°C, durante 15 segundos; Anelamento, 61°C, durante 1 minuto), seguido de
curva de dissociacao (melt).

Os dados de expressdo dos genes normalizadores foram submetidos a
andlise de estabilidade no programa DataAssist™ v3.0 Software (Applied
biosystems). Os genes 18S, efl-a e UBQ mostraram valores de score abaixo de
1.5 (Tabela 3), sendo utilizados para normalizar os dados de expressédo dos
genes Whirly.

A quantificagdo relativa de cada gene foi feita utilizando o método do Ct

comparativo (AACt), como descrito por Livak e Schmittgen (2001).
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4.2.7 Regulacéo da expresséo génica

Para analise da regulacdo da expressao génica foi feito amplificacéo,
sequenciamento e analise de ERACs nos promotores dos genes Whirly2 e
Whirly6, nos dois gendétipos de arroz estudados (BRS Pampa e BRS Bojuru). O
perfil de ERACSs foi relacionado com a expresséo génica em cada gendétipo.

A sequéncia correspondente a regiao promotora (2 Kb) foi obtida no banco
de dados RAP-DB. Para amplificacado de cada promotor (1 Kb), foram utilizados
dois pares de iniciadores sobrepostos (Tabela 4), para contemplar a regido
perdida durante o sequenciamento.

A extracao de DNA das plantas de ambos gendtipos foi realizada a partir
de tecidos foliares, utilizando o protocolo de extragdo CTAB modificado (DOYLE
e DOYLE, 1987). A qualidade, integridade e quantificacdo do DNA foram
verificadas em gel de agarose 1% e analise de absorbancia (260/280nm).

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 20
ML contendo 50ng de DNA, 0,2 pL de Platinum SuperFi DNA Polymerase 1l (2
U/uL) (Invitrogen), 1 pL de cada primer (10uM), 0,5 pL de dNTP (5 mM), 4 uM
de 5X SuperFi Buffer e agua suficiente para completar o volume final da reacéo.

O programa da amplificacdo foi constituido de um ciclo inicial de
desnaturacdo a 98°C por 30 segundos, seguido de 35 ciclos de 98°C por 10
segundos; 60 °C por 30 segundos (exceto para um dos iniciadores, que foi
utilizado 54°C), 72°C por 1 minuto, com um ciclo final a 72°C por 5 minutos. A
amplificacéo e o tamanho dos produtos foram verificados por eletroforese em gel
de agarose 2% corado com Gel Red. Os produtos da amplificacédo, de cada
gendtipo e iniciadores especificos, foram enviados em triplicatas para
purificacdo, quantificacdo e posterior sequenciamento na empresa ACTGene

Andalises Moleculares LTDA.
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Tabela 4. Informag0es referentes aos iniciadores utilizados para amplificagdo dos promotores dos genes Whirly.

Promotor Sequéncia F 5—3 Sequéncia R 5—3’ Tamanho amplicon =~ Temperatura °C
p(1)Whirly2 CCGCGAAACTGAAAAATTCTTG CACCGTCGATTGCACAAGGC 1130 60
p(2)Whirly2 ATGTTGGATGTGTGTAGGT CTCACTATTACTCCCTCTACC 1221 60
p(1)Whirly6 AAAGAAAGGTTCATCACCTATC TAGATGCTGTACGTAGAGAA 1164 54
p(2)Whirly6 CGAGTGAAATTTCCGTATTGC CGGAATTGCCACTTACTTGA 1260 60
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As sequéncias obtidas foram montadas usando um programa para edicao
e alinhamento das sequéncias provenientes da empresa ACTGene Analises
Moleculares LTDA. O programa é de facil manuseio, onde inicialmente as
sequéncias sdo anexadas, da-se o comando para gerar um contig e entdo deve-
se atentar para falhas/erros no alinhamento, deve-se realizar o reparo e seguir
para a analise de elementos cis.

A andlise de ERACs foi feita utilizando o banco Plant Cis-acting
Regulatory DNA Elements (PLACE) (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) (HIGO
et al., 1999).

4.3 Resultados e discusséao

4.3.1 Avaliacdo morfolégica de plantulas de arroz sob
condicédo de estresse por baixas temperaturas e salinidade

Os resultados apresentados pela analise de variancia (Tabelas 5 e 6) ndo
evidenciaram diferencgas significativas, a 5% de probabilidade de erro pelo teste
F, entre os genodtipos BRS Pampa e BRS Bojuru, para todos os caracteres
avaliados (C_PA, C_R, PS_PA e PS_R) nos diferentes estresses.

Tabela 5. Resumo da andlise de variancia para o desempenho relativo (DR) dos caracteres
comprimento de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), peso seco de parte aérea (PSPA)
e peso seco de raiz (PSR), dos gendtipos BRS Pampa e BRS Bojuru submetidos ao estresse
por baixas temperaturas.

Quadrado Médio

FV GL CPA CR PSPA PSR
Gendtipos 1 74,7076" 651,3459" 145,9946"s 52,9126"
Residuo 4 57,6162 389,4036 183,5578 293,493
Média geral - 61,0182 79,7334 63,6839 85,9034

CV (%) - 12,4397 24,7491 21,2743 19,9429

ns: Valores nao significativos ao nivel de 5% de probabilidade de erro. FV=Fonte de Variacéo;
GL: Graus de Liberdade; CV (%): Coeficiente de Variacédo.

Esses resultados podem estar relacionados ao curto periodo de tempo no
qual as plantas foram submetidas ao estresse ou a temperatura/dose pode néo
ter sido adequada para discriminar fenotipicamente os genétipos sensiveis e
tolerantes aos estresses. Pesquisas anteriores indicam que a cultivar BRS

Bojuru se mostra tolerante 13 dias apos a adicdo de NaCl na agua em diversas
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concentracdes, e de 42 a 48 dias apos a adicdo de NaCl na agua de irrigacdo
em concentracdo de 0,75% da solucdo, a cultivar passa ser considerada
moderadamente tolerante (LEVANDOSKI et al., 2013). Esse estudo sugere que
para as cultivares utilizadas neste estudo se diferenciarem quanto a plantas
sensiveis e tolerantes seria necessario um tempo maior de exposi¢cdo aos
estresses.

Diferentemente da resposta fenotipica, a resposta molecular ocorre
imediatamente apds a percepcdo do estresse pela planta, sendo os primeiros
genes ativados aqueles envolvidos na sinalizagdo, como é o caso de fatores de
transcricdo. Por isso, neste estudo a andlise de expressdo dos genes
codificadores dos fatores de transcricdo Whirly foi feita nos primeiros dias de

estresse.

Tabela 6. Resumo da analise de variancia para o desempenho relativo (DR) dos caracteres
comprimento de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), peso seco de parte aérea (PSPA)
e peso seco de raiz (PSR), dos gendtipos BRS Pampa e BRS Bojuru submetidos ao estresse
por salinidade..

Quadrado Médio

FV GL CPA CR PSPA PSR
Genotipos 1 7,6328™  39,2495"  44,3621™ 13,5204
Residuo 4 355,6343 25,2643 401,5117 462,911
Média geral - 75,7647 68,9033 97,4816 77,1893

CV (%) - 24,8905 7,2947 20,5554 27,8734

ns: Valores nao significativos ao nivel de 5% de probabilidade de erro. FV= Fonte de Variacéo;
GL: Graus de Liberdade; CV (%): Coeficiente de Variagéao.

4.3.2 Expressao génica

O estresse por salinidade ocasionou 0 aumento da expressao do gene
Whirly2 na parte aérea de plantulas de arroz da cultivar tolerante (BRS Bojuru).
J& na cultivar sensivel a salinidade (BRS Pampa), a expressao de Whirly2 na
parte aérea de plantulas submetidas ao estresse foi similar a condigéo controle
(Figura 11). Quando se considera raizes, verifica-se que a expressao de Whirly2
foi reprimida na cultivar BRS Pampa, e por outro lado, nao foi alterada na cultivar
BRS Bojuru. Estudos realizados por Zhao et al., (2018) relacionam o aumento
da expressédo do gene SIWHY2 com o ganho de tolerancia a estresse por déficit

hidrico em tabaco. Considerando que a cascata de sinalizacdo frente aos
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estresses por déficit hidrico e salinidade sdo similares, e a maior e/ou
manutencdo da expressao do gene Whirly2 na cultivar BRS Bojuru, acredita-se
gue esse gene pode estar envolvido no mecanismo de tolerancia frente ao
estresse por salinidade.

A expressao do gene Whirly6 foi induzida tanto na parte aérea quanto na
raiz de plantulas da cultivar BRS Bojuru sob estresse por salinidade (Figura 11).
Entretanto, na cultivar BRS Pampa, a expressado de Whirly6, tanto na parte aérea
qguanto na raiz, foi similar na condicdo de estresse e na condicdo controle. O
aumento da expressao de genes Whirly sob déficit hidrico e associacdo com
tolerancia a esse estresse também tem sido verificada em mandioca (YAN et al.,
2020). Nesse estudo, os autores sugerem a interagcdo de Whirly com CIPK23 na
ativacdo da sintese de acido abscisico para regular a tolerancia a seca. Dessa
forma, o aumento de expressdo de Whirly6 sob condicéo de salinidade sugere

sua participagdo no mecanismo de tolerancia a esse estresse em arroz.
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Figura 11. Quantificacio da expresséao relativa dos genes Whirly2 e Whirly6 nos tecidos da parte
aérea e da raiz de plantulas dos genétipos BRS Pampa e BRS Bojuru submetidos a salinidade
(NaCl 40 mM) por 7 dias. As barras representam os valores de erro padrdo para a média de trés
replicatas.

O estresse por baixas temperaturas ocasionou 0 aumento da expressao
do gene Whirly2 na parte aérea de ambas as cultivares, sendo esse aumento
mais pronunciado na cultivar BRS Bojuru. No entanto, na raiz, o estresse

ocasionou um pequeno aumento de expressao de Whirly2 na BRS Pampa e uma
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reducao na cultivar BRS Bojuru (Figura 12). O perfil de expressao observado nao
demonstra com clareza o envolvimento do gene Whirly2 na tolerancia a baixas
temperaturas, mas evidencia sua participacdo na resposta ao estresse, ja que
sua expressao € alterada em relacdo ao controle. Em estudo desenvolvido por
Dadalto (2016), o autor verificou que em soja, a expressao do gene Whirlyla foi
reduzida na condicdo de baixas temperaturas. Esses resultados reforcam a
hip6tese de participacdo dos genes Whirly em resposta ao estresse ocasionado
por baixas temperaturas.

Um leve aumento de expressdo do gene Whirly6 na parte aérea das duas
cultivares analisadas foi verificado na condicdo de baixas temperaturas. Porém,
na raiz, a condicdo estressante ocasionou o aumento da expressdo do gene
Whirly6 apenas na cultivar BRS Bojuru (Figura 12). Esse comportamento sugere
o envolvimento de Whirly6 na sinalizacdo para a tolerancia a baixas
temperaturas. Em amoreira foi observada a inducdo de um gene Whirly e a
repressdo de outro gene Whirly em condicdo de baixas temperaturas (PENG et
al., 2015), similar ao que foi encontrado no presente estudo. Entretanto, em
amendoim sob condicao de baixas temperaturas foi verificado que genes Whirly
ndo foram diferencialmente expressos quando se compara cultivar sensivel e
tolerante (JIANG et al., 2020). Esses resultados demonstram que genes Whirly
nao possuem resposta transcricional conservada entre diferentes espécies, e

podem atuar de forma diferente na resposta a baixas temperaturas.
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Figura 12.Quantificacdo da expresséo relativa dos genes Whirly2 e Whirly6 nos tecidos da parte
aérea e da raiz de plantulas de arroz dos genétipos BRS Pampa e BRS Bojuru submetidos a
baixas temperaturas (13°C) por 7 dias. As barras representam os valores de erro padréo para a
média de trés replicatas.

4.3.3 Presencade ERACs naregidao promotora de genes Whirly
em genoétipos de arroz tolerante e sensivel a salinidade e baixas
temperaturas

Neste estudo foram encontrados 114 ERACs na regido promotora dos
genes Whirly2 e Whirly6 nas cultivares BRS Pampa (sensivel) e BRS Bojuru
(tolerante) (Apéndice B). Quando se compara as cultivares sensivel e tolerante,
verifica-se que os promotores de ambos os genes diferem quanto ao nimero e
especificidade de ERACs (Apéndice B), indicando o reconhecimento/ativacéo
por fatores de transcrigdo distintos, o que pode explicar a variagdo no acumulo
de transcritos desses genes (Figuras 11 e 12).

O processo de adaptacdo a estresses por baixas temperaturas,
salinidade, seca e ferimentos é controlado principalmente por &cido abscisico
(ABA), que atua como um mensageiro enddégeno na regulagdo do estado da
agua na planta (TUTEJA, 2007). Por isso, foram selecionados os ERACs alvos
dos principais FTs que atuam na sinalizacéo dependente de ABA, e ERACs alvos

da principal familia de FT que atua de modo independente de ABA (Figura 13).
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Figura 13. Ocorréncia de elementos de regulacéo cis (ERACs) nos promotores (1000pb) dos
genes Whirly, alvos de fatores de transcri¢do (FTs) sinalizados via dependente e independente

de &cido abscisico (ABA) nas cultivares BRS Pampa e BRS Bojuru.

A participacdo dos FTs DREB/CBF (proteina de ligacdo ao elemento
responsivo a desidratacdo/fator de ligacdo a repeticdo C) é determinante na
resposta a baixas temperaturas e salinidade. Sendo que, os genes DREB1 sé&o
fortemente induzidos em baixas temperaturas, enquanto os genes DREB2 séao
induzidos por salinidade e seca; e a superexpressdao desses genes leva a
tolerdncia ao congelamento, salinidade e seca (LATA e PRASAD, 2011). Os
promotores (1000 pb) do gene Whirly2 apresentam apenas um ERAC alvo de
FTs DREB, que é especifico para cada cultivar, enquanto que os promotores de
Whirly6 apresentam trés ERACs alvos de FTs DREB, que sdo conservados em
namero e tipo nas duas cultivares (Figura 13).

Os FTs AREB/ABFs (proteina de ligacdo a ABRE/fator de ligacdo a ABRE)
e outros FTs bZIP responsivos a estresses sdo considerados componentes
essenciais na sinalizagdo da resposta a estresse e tolerancia nas plantas (YOON
et al., 2020). Apenas o promotor do gene Whirly2 da cutivar BRS Bojuru
apresentou um ERAC alvo de AREB/ABF, enquanto que os promotores de
Whirly6 apresentaram outro tipo de ERAC alvo de AREB/ABF, com ocorréncia

em ambas as cultivares, sendo uma copia a mais na BRS Bojuru (Figura 13).
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A adaptacao ao estresse pela sinalizagcdo dependente de ABA apresenta
o envolvimento dos FTs MYB e MYC (ROY, 2016). ERACs alvos de MYB e MYC
foram mais comuns nos promotores de Whirly6, com numero de ocorréncias
variavel entre as cultivares (Figura 13). Essa variacdo no niumero de ERACs
pode ser responsavel pela regulacdo da expressdo dos genes Whirly, o que
justifica a diferenca de expresséo entre a cultivar sensivel e tolerante.

Estresses abidticos como seca, radiacdo, salinidade e baixas
temperaturas induzem a atividade de varios FTs WRKY, que atuam de forma
sincronizada para promover a tolerancia a estresses através da reprogramacgéao
transcricional e controle das cascatas de sinalizagdo (BANERJEE e
ROYCHOUDHURY, 2015). Os promotores dos genes Whirly apresentam
diferentes ERACs (W-box) alvos de WRKY, que variam quanto ao nimero entre
as cultivares, sendo que, de maneira geral, o maior nimero de W-Box ocorre na
cultivar tolerante (Figura 13). A presenca desses ERACs indica que os genes
Whirly séo regulados por WRKY, fazendo parte da sinalizagdo em resposta a

estresses por salinidade e baixas temperaturas em arroz.

4.4 Conclusao

Genes Whirly2 e Whirly6 apresentam alteracdo de expressdo na parte
aérea e raiz de plantulas de arroz sob condi¢cdes de salinidade e baixas
temperaturas, com resposta diferencial entre as cultivares sensivel e tolerante.
Essa diferenca de expresséo pode ser explicada pela variacdo no tipo e nimero
de ocorréncias de elementos de ac¢éo cis na regido promotora dos genes Whirly

entre as cultivares.
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Apéndice A. Ocorréncia de elementos de regulagdo cis (ERACs) nos promotores preditos dos genes Whirly nas espécies do género Oryza.

ERACs

-10PEHVPSBD

2SSEEDPROTBANAPA

-300CORE

-300ELEMENT

-300MOTIFZMZEIN

AACACOREOSGLUB1

ABRELATERD1

ABREOSRAB21

ABRERATCAL

ACGTABOX

ACGTABREMOTIFA20SEM

ACGTATERD1

ACGTCBOX

ACGTOSGLUB1

ACGTTBOX

AMMORESIIUDCRNIA1

AMYBOX1

AMYBOX2

ANAERO1CONSENSUS

ANAERO2CONSENSUS

ANAERO3CONSENSUS

ANAERO4CONSENSUS

ARFAT

ARRI1AT

ASFIMOTIFCAMV

AUXREPSIAA4

BIHD10OS

BOXIINTPATPB

BOXLCOREDCPAL

OsJAPWhy2 | OsJAPWhy6 | OsINDWhy2 | OSINDWhy6 | OsRUFWhy2 | OsRUFWhy6 | OsPUNWhy2 | OsPUNWhy6 | OsNIVWhy2 | OsNIVWhy6
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ERACs

GATABOX

GCCCORE

GCN40SGLUB1

GT1CONSENSUS

GT1CORE

GT1GMSCAM4

GTGANTG10

HEXAMERATH4

HEXMOTIFTAH3H4

IBOX

IBOXCORE

INRNTPSADB

INTRONLOWER

L1BOXATPDF1

LECPLEACS2

LTRE1HVBLT49

LTRECOREATCOR15

MARTBOX

MYBI1AT

MYB1LEPR

MYB2CONSENSUSAT

MYBATRD22

MYBCORE

MYBCOREATCYCB1

MYBGAHV

MYBPLANT

MYBPZM

MYBST1

MYCATERD1

MYCATRD22

MYCCONSENSUSAT

OsJAPWhy?2 | OsJAPWhy6 | OsINDWhy2 | OSINDWhy6 | OsRUFWhy2 | OsRUFWhy6 | OsPUNWhy2 | OsPUNWhy6 | OsNIVWhy2 | OsNIVWhy6
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ERACs 0sJAPWhy2 | OsJAPWhy6 | OsINDWhy2 | OsINDWhy6 | OsRUFWhy2 | OSRUFWhy6 | OsPUNWhy2 | OsPUNWhy6 | OsNIVWhy?2 | OsNIVWhy6
UPRMOTIFIIAT
WBBOXPCWRKY1
WBOXATNPR1
WBOXHVISO1
WBOXNTCHN48
WBOXNTERF3
WRKY710S
WRKY710S 12
XYLAT

Apéndice A. Continuacdo. Ocorréncia de elementos de regulacgéo cis (ERACs) nos promotores preditos dos genes Whirly nas espécies do género Oryza.

ERACs

-10PEHVPSBD
2SSEEDPROTBANAPA
-300CORE
-300ELEMENT
-300MOTIFZMZEIN
AACACOREOSGLUB1
ABRELATERD1
ABREOSRAB21
ABRERATCAL
ACGTABOX
ACGTABREMOTIFA20SEM
ACGTATERD1
ACGTCBOX
ACGTOSGLUB1
ACGTTBOX
AMMORESIIUDCRNIAL
AMYBOX1

OsMERWhy2 | OSMERWhy6 | OsGLUWhy?2 | OsGLUWhy6 | OSGLAWhy2 | OsGLAWhy6 | OsBRAWhy2 | OsBRAWhy6 | OsBARWhy?2 | OsBARWhy6
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ERACs OsSMERWhy2 | OSMERWhy6 | OsGLUWhy2 | OsGLUWhy6 | OsSGLAWhy2 | OsGLAWhy6 | OSBRAWhy2 | OsBRAWhy6 | OsSBARWhy2 | OSBARWhy6

TATABOX4

TATABOXS5

TATABOXOSPAL

TATAPVTRNALEU

TATCCACHVAL21

TATCCAOSAMY

TATCCAYMOTIFOSRAMY3D

TBOXATGAPB

TCALMOTIF

TGACGTVMAMY

TGTCACACMCUCUMISIN

UP1ATMSD

UPRMOTIFIIAT

WBBOXPCWRKY1

WBOXATNPR1

WBOXHVISO1

WBOXNTCHN48

WBOXNTERF3

WRKY710S

WRKY710S 12

XYLAT
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Apéndice B. Ocorréncia de elementos de regulacéo cis (ERACs) nos promotores (1000pb) dos
genes Whirly nas cultivares BRS Pampa e BRS Bojuru.

ERACs

-10PEHVPSBD

-300ELEMENT

AACACOREOSGLUB1

ABRERATCAL

ACGTATERD1

ACGTCBOX

AMYBOX1

ANAERO1CONSENSUS

ANAERO3CONSENSUS

ARFAT

ARRIAT

ASF1IMOTIFCAMV

BIHD10OS

BS1EGCCR

CAATBOX1

CACTFTPPCAl1

CANBNNAPA

CAREOSREP1

CARGATCONSENSUS
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