ANALISE DE FATORES DE TRANSCRIGCAO DIFERENCIALMENTE
EXPRESSOS EM PLANTAS DE ARROZ SOB EXCESSO DE FERRO

Artur Teixeira de Araujo Junior’; Marcelo Nogueira do Amaral®; Luis Willian Pacheco Arge3; Danyela de
Cassia OIiveira“; Solange Ferreira da Silveira Silveira"; Daniel da Rosa Fariass; Railson Schreinert dos
Santos®; Eugenia Jacira Bolacel Braga®; Luciano Carlos da Maia”; Antonio Costa de Oliveira’

Palavras-chave: RNA-seq, BRS Queréncia, transcriptoma

INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.), cereal de grande importancia econdmica e social, ndo
raramente tem sua produtividade comprometida por condi¢cdes de toxidez por excesso de
ferro, um estresse ocasionado por uma combinacéo de caracteristicas edaficas e de cultivo
(SAHARAWAT, 2004).

Dentro deste contexto € importante destacar que ao longo do tempo as plantas vém
desenvolvendo respostas moleculares dindmicas para se adaptarem a estas tensdes. Tais
respostas permitem sua sobrevivéncia em condicbes ambientais nem sempre favoraveis.
Neste processo adaptativo alguns genes, como os fatores de transcricdo (FTs), os quais
funcionam como reguladores de inimeros outros genes, tém um importante papel o qual é
relatado nos mais diversos estudos (KASUGA et al., 1999; NAKASHIMA et al., 2009).

Desta forma, entender quais FTs s&o diferencialmente expressos em plantas
submetidas a estresses auxilia na identificagcdo de genes responsaveis pelo aumento da
tolerancia a tal estresse e consequentemente o melhoramento genético. O presente estudo
analisa genes putativos FTs diferencialmente expressos por plantas de arroz da cultivar
BRS Queréncia submetida a toxidez por excesso de ferro.

MATERIAL E METODOS

Sementes de arroz cv. BRS Queréncia foram germinadas em camara de crescimento
durante sete dias com fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25+2 °C. Apds esse
periodo, as plantulas foram transferidas para bandejas plasticas contendo areia previamente
lavada, e mantidas em casa de vegetagdo com irrigagdo alternada (intervalos de 2 dias)
com solugéo nutritiva de Yoshida (YOSHIDA et al., 1976) e 4gua. Ao atingirem o estagio de
plantula (V3) foram submetidas a toxidez por excesso ferro com solu¢é@o nutritiva adicionada
de 300 mg L™ de Fe*?, conforme descrito por Elec et al. (2013), durante 24 horas. Plantas
ndo tratadas foram mantidas apenas com solugéo nutritiva, sendo utilizadas como controle.
Posteriormente, tecidos foliares foram coletados, congelados em nitrogénio liquido e
armazenados a -80°C para posterior extracao de RNA.

O RNA total foi extraido a partir de 100 mg de folhas utilizando Plant RNA Reagent
Purelink®. Para o preparo das bibliotecas foi utilizado o kit TruSeq RNA Sample Preparation
v2 (lllumina®), seguindo as recomendag¢bes do fabricante. O sequenciamento das
bibliotecas foi do tipo paired-end 2x100 (duas leituras de 100 pb) realizado na plataforma
HiSeq 2500 (lllumina®).

Para a visualizacédo e identificacdo da qualidade das reads, foi utilizado o programa
FastQC Ver. 0.11.2 (ANDREWS, 2010). J& o Trimmomatic Ver. 0.32 (BOLGER et al., 2014)
foi utilizado para a remocgéo das bases com baixa qualidade e dos adaptadores de cada
biblioteca. Ap6s, as reads foram mapeadas no genoma de referéncia de Oryza sativa cv.
Nipponbare (IRGSP build 4.0) utilizando o programa TopHat 2.0.11 (TRAPNELL et al.,
2009). Apés o alinhamento, os genes diferencialmente expressos foram submetidos a
andlise de enriquecimento, utilizando o programa BLAST2GO Ver. 2.7.2, onde apés a
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anotacdo, os termos de ontologia genica (GOs) sobre-representados foram identificados
utilizando o teste exato de Fisher (p < 0,01), corrigido pelo método FDR (false discovery
rate) com p < 0,05 (CONESA et al., 2005). Além disso, para visualizar mudangas gerais no
metabolismo relacionadas aos estresses, se utilizou o programa MapMan Ver. 3.5.1.R2
(THIMM et al., 2004), enquanto que a ferramenta PRIN (GU et al., 2011) foi utilizada para a
visualizagao dos resultados da rede de interagao proteina-proteina

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontrados 31 putativos FTs expressos diferencialmente (Figura 01, letra A).
Sendo que 13 destes foram induzidos (com intervalo de fold-change de 0,4056 para o gene
0s03t0284400 a 1,3911 para o gene Os03g0764600) e 18 reprimidos (com intervalo de -
1,252 para 0s05g0429900 a -0,388 para Os06g0603000). Quando analisadas as familias
dessas proteinas a que obteve maior frequéncia foi a MYB, com quatro proteinas, seguida
pela familia bzIP, CCT e AP2, todas com duas proteinas cada. Recentes estudos
confirmam resultados obtidos, comprovando que as familias MYB, bZIP, CCT AP2 estdo
diretamente envolvidas ndo sé na regulacdo de processos de desenvolvimento da planta,
mas também em mecanismos de resposta a varios tipos de estresses bidticos e abioticos
(KATIYAR et al., 2012; RASHID et al., 2012; NIJHAWAN et al., 2008).

A andlise de ontologia desses genes demonstra que 0s principais processos aos quais
eles parecem estar atrelados sdo os de regulagdo de transcricdo (22 ocorréncias) e de
regulacao positiva da transcrigdo (oito ocorréncias). Na classificagdo quanto a componente
celular temos localizagé@o no nucleo e no cloroplasto, foram os locais de maior incidéncia. Ja
em relagdo as principais possiveis funcdes temos que as mais frequentes foram para a
ligacdo ao DNA (24 ocorréncias) e, posteriormente, para ligacdo em proteinas (14
ocorréncias), duas atividades tipicas de FTs.

Verificando uma possivel interagdo proteina-proteina observou que existem dados de
cinco proteinas diferencialmente expressas do experimento que possuem a funcéo fatores
de transcricéo realizam sete correlacéo de coexpressao (Tabela 01), tendo uma variagao da
coexpressao de -0,1169 até 0,7147. Analisando as diferentes rotas metabdlicas nas quais
estas proteinas parecem estar envolvidas, conseguimos desenvolver uma rede de
coexpressao de metabolismo (Figura 01, letra C). Nesta mesma figura se verifica que nesse
experimento os genes do metabolismo de lipideos e do nitrogénio apresentam coexpressao
negativa com o os fatores de transcricdo, enguanto estes mesmos FTs apresentam
coexpressao positiva com genes relacionados ao transporte de proteinas e de sinalizagédo
celular. Além disso, existe a presenca de uma proteina a qual ndo tem papel reconhecido ou
predito no metabolismo. Esta proteina apresenta coexpressdo positiva com os FTs,
merecendo uma maior ateng&o.

Tabela 01. Resultados encontrados para a andlise de co-expressdo génica envolvendo FTs
diferencialmente expressos em arroz sob estresse por excesso de ferro.

Genes coexpressos Igfgf;?:gseéga
0s09g0277800 - Os03g0284400* -0,1169
0s01g0757900 - Os03g0284400* -0,0434
0s01g0535900 - Os03g0284400* 0,4463
0s03g0332700* - Os01g0127300 0,7068
0s0290618200* - Os119g0157600* 0,7147
0s03g0179000* - Os01g0772700 0,126
0s03g0179000* - Os01g0834500 0,3569

*Fator de transcricdo putativo.
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Figura 01. Andlise dos fatores de transcricéo diferencialmente expressos. A) Fold-change dos genes. B)
Motivos encontrados nos diferentes fatores de transcricdo diferencialmente expressos, tendo em
parénteses a ocorréncia total desses motivos. C) Rede de coexpressdo de metabolismo.



CONCLUSAO

A compreensdo da resposta transcricional inicial de uma planta tolerante a um
determinado estresse é fundamental para entender os mecanismos de adaptacdo a
estresses, ajudando na identificacdo de segmentos de DNA potencialmente Uteis para
engenharia genética e desenvolvimento de marcadores. Neste experimento o gene
0s03g0764600 teve maior expressdo diferenciada positivamente, sendo importante
entender as possiveis alteracdes provocadas por esse gene devido sua alta expresséo.
Quando analisamos os bancos de dados do programa PRIN ndo encontramos coexpressao
desse gene, sendo este, outro fator para procurar realizar mais estudos sobre esse gene.
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