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INTRODUÇÃO 
A produtividade agrícola aumentou significativamente nos últimos anos, porém ainda é 

insuficiente para suprir a demanda da população em crescimento e é dependente das 
condições ambientais, as quais são alvo das mudanças climáticas globais. Esse cenário é 
observado em todas as espécies cultivadas, incluindo o arroz (Oryza sativa L.) o qual serve 
como alimento básico para mais da metade da população mundial, sendo considerado a 
fonte mais importante de nutrientes para bilhões de pessoas (Mataveli et al., 2016). 
Estresse causado por frio pode afetar negativamente qualquer estádio de desenvolvimento 
do arroz. Durante o estádio inicial provoca atraso e redução na taxa de germinação, 
resultando no aumento da competição de plantas invasoras e redução de até 25% do 
rendimento final. No estádio vegetativo pode afetar o estabelecimento das plântulas, levar 
ao amarelecimento das folhas, crescimento tardio e diminuição do afilhamento. Quando o 
frio ocorre no estádio reprodutivo pode afetar a qualidade de grão e diminuir a produtividade 
(revisado por Menguer et al., 2017).  

Algumas espécies/genótipos de plantas apresentam tolerância ao frio em grau variável, 
o que depende da reprogramação da expressão gênica para modificar sua fisiologia, 
metabolismo e crescimento. Dentre os produtos gênicos de resposta a estresse pode-se 
destacar os fatores de transcrição (FTs), que apresentam papel essencial na regulação da 
resposta da planta em condições de estresse, através da ligação em elementos cis 
presentes na região promotora e genes alvo (Kim et al., 2016). Uma classe de FTs que tem 
papel vital na resposta a estresses abióticos são os Fatores de Choque de Calor (Heat 
shock factor - HSFs). Estudos recentes têm identificado a associação de diferentes HSFs 
com a tolerância a estresses abióticos como calor, estresse oxidativo e frio e estresses 
bióticos (Jin et al., 2013). Em arroz existem 25 membros da família HSF (Guo et al., 2008), e 
existe uma grande diversidade na função desses FTs, sendo necessário investigar o papel 
de cada um sob diferentes condições de estresse. Dessa forma, este trabalho teve por 
objetivo caracterizar o gene HSFA4D, um candidato para tolerância a estresse por frio em 
arroz. 
 

METODOLOGIA 
Um grupo de plantas de O. sativa cv. Nipponbare previamente transformadas com o 

gene HSFA4D (Os05g0530400) (Pegoraro, 2012) foi caracterizado quanto à presença da 
construção de interesse (Ubi::HSFA4D) e ao acúmulo de transcritos do gene HSFA4D. Para 
amplificação de um fragmento da construção Ubi::HSFA4D utilizou-se DNA de cada uma 
das linhagens em T1 e os oligonucleotídeos F- CGCTTTCCCTTCCTC; R- 
AACATTCCTGAGTAAAAGAGGTG. A extração de DNA foi feita de acordo com o protocolo 
descrito por Doyle e Doyle (1967). O perfil de expressão do gene HSFA4D foi analisado a 
partir do cDNA de cada uma das linhagens em T1 utilizando os oligonucleotídeos F-
CACCTCTTGCATTCATCGTGGCT; R – AACATTCCTGAGTAAAAGAGGTG. A extração de 
RNA foi feita de acordo com protocolo descrito por Zeng e Yang (2002). A síntese de cDNA 
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foi feita utilizando o kit SuperScript III ® First-Strand Synthesis System para RT-PCR 
(Invitrogen), de acordo com as recomendações do fabricante.  

Para identificação de elementos cis na região promotora (1 kb upstream – RAP-DB 
http://rapdb.dna.affrc.go.jp/download/irgsp1.html) do gene Os05g0530400 (HSFA4D) 
utilizou-se o programa PLANTCIS (http://www.microsatellite.org/cis_input.html). Apenas 
elementos com p-value ≤0,05 foram considerados. Dois genótipos de arroz (Oryza sativa 
L.), C418 sensível ao frio e K354 tolerante ao frio, foram caracterizados quanto à expressão 
gênica em condições de frio. Foram utilizadas plântulas em estádio de três folhas, cultivadas 
em câmara de crescimento com 12 horas de luz e 12 horas de escuro, com umidade relativa 
de 75-80% e 25ºC. Para a condição controle as plântulas permaneceram conforme descrito 
acima, e para condição de estresse por frio, as plântulas foram transferidas para câmara a 
4ºC durante 48 horas. A análise de expressão gênica foi realizada utilizando a técnica de 
microarranjos (Affymetrix rice microarray platform). Os dados obtidos (GSE37940) foram 
depositados no Banco de Dados Genevestigator (https://genevestigator.com/gv/index.jsp). 
Nesse estudo utilizaram-se dados de expressão para os genes WRKY71 (Os02g0181300) e 
HSFA4D, com p-value  ≤ 0.01, provenientes do Banco Genevestigator. 

Ainda, um teste simples de germinação foi realizado. Sementes das linhagens 
transformadas bem como sementes do genótipo selvagem Nipponbare, foram submetidas a 
germinação sob estresse por frio em temperatura de 13°C e como controle, germinação a 
temperatura de 25°C, ambos em câmara BOD. A germinação foi avaliada sete e 14 dias 
após a semeadura. 

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A fim de realizar a genotipagem das plantas possivelmente transformadas com a 
construção Ubi::HSF4D, o DNA genômico foi extraído e submetido a uma reação de PCR 
com oligonucleotídeos específicos. É possível verificar na figura 1A que as linhagens 
analisadas possuem a inserção da construção pela presença de bandas no tamanho 
esperado (751pb), apenas a planta 5 da linha 10 e as plantas 1 e 2 da linha 1 não 
apresentaram banda específica sendo consideradas selvagens. O genótipo selvagem foi 
utilizado como controle e apresentou uma banda de tamanho diferente e pouco visível, 
provavelmente fruto de alguma amplificação espúria. Os resultados obtidos na análise são 
confiáveis quando se verifica a ausência de bandas no controle negativo. Foi analisado 
também a abundância de transcritos nas linhagens transformadas através de uma PCR 
utilizando oligonucleotídeos específicos no cDNA obtido através da transcrição reversa do 
RNA total extraído. A figura 1B demonstra a abundância de transcritos através da presença 
de bandas de tamanho esperado (177pb). Pode-se observar pelos resultados preliminares 
utilizando PCR qualitativo que não houve co-supressão do gene, visto que os genótipos 
transformados produziram transcritos. Uma análise precisa da expressão relativa dos 
transcritos será realizada po qRT-PCR.  

Para avaliar a regulação do gene HSFA4D analisou-se a presença de elementos cis na 
sua região promotora (1 kb upstream). Foram identificados 12 CREs diferentes, os quais 
apresentaram uma ocorrência de 40 vezes (Tabela 1). Dentre as sequências reguladoras 
identificadas pode-se destacar WBBOXPCWRKY1, a qual é identificada e ligada por fatores 
de transcrição da família WRKY (Tiwari et al., 2013). Além disso, também merece destaque 
o elemento LTRE1HVBLT49, responsivo a baixas temperaturas (Dunn et al., 1998). Em um 
estudo desenvolvido por Kim et al. (2016) foi observado que a superexpressão de WRKY71 
em arroz resultou em plantas tolerantes ao frio. Dessa forma, sugere-se que HSFA4D pode 
ser regulado por WRKY71 e estar associado à  tolerância ao frio. Esta hipótese é reforçada 
pela presença de um elemento responsivo ao frio na região promotora de HSFA4D. Além 
disso, o perfil de expressão de WRKY71 e HSFA4D em plantas de arroz submetidas ao frio 
(Figura 2) demonstra que ambos os genes respondem ao estresse, sendo mais um 
indicativo de que esses FTs podem apresentar uma associação. Verificou-se porém, que 
ocorre indução da expressão dos genes em resposta ao frio independente do genótipo 
(tolerante ou suscetível). Esse comportamento indica que a resposta ao frio é coordenada 
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por uma rede gênica, que vai além de WRKY71 e HSFA4D, mas que esses genes têm um 
papel chave na resposta ao estresse. 

Sabendo do envolvimento do gene HSFA4D em resposta ao estresse por frio, sementes 
provenientes das plantas transformadas T1 juntamente com sementes do genótipo 
selvagem Nipponbare, foram submetidas ao teste simples de germinação no frio. Através 
desse ensaio é possível observar na Tabela 2 que as linhagens transformadas possuem 
tolerância à germinação ao frio. Primeiramente, o vigor das sementes é observado na 
germinação em condição controle onde todos os genótipos estudados apresentaram 100% 
de germinação em até sete dias. As linhas 7, 10, 11 e 12 demonstraram 100% de 
germinação em sete dias sob estresse por frio enquanto que a cultivar Nipponbare 
apresentou 50%. Mesmo avaliada em 14 dias a cultivar Nipponbare apresentou apenas 
70% de germinação. A linhagem 1 não demonstrou tolerância a germinação no frio, isso 
porque compreende um evento de transformação independente onde o inserto, a 
construção Ubi::HSF4D, pode ser inserida em regiões diferentes do genoma. Próximas 
etapas compreendem testes de germinação mais robustos e o mapeamento da inserção da 
construção nas linhagens tolerantes a germinação no frio, bem como novos ensaios de 
caracterização. 

 
Figura 1. Análises moleculares da construção Ubi:HSF4D. A: Amplificação da construção. B: Acúmulo de 
transcritos do gene HSFA4D em plantas de arroz transgênicas.  
 
Tabela 1. Elementos cis presentes na região promotora (1 kb upstream) do gene HSFA4D. 

Elemento cis Sequência Ocorrência 
ACGTTBOX AACGTT 1 
CACTFTPPCA1 TACT; CACT 14 
CTRMCAMV35S TCTCTCTCT 2 
CURECORECR GTAC 9 
ELRECOREPCRP1 TTGACC 2 
LTRE1HVBLT49 CCGAAA 1 
POLASIG2 AATTAAA 2 
PREATPRODH ACTCAT 2 
TAAAGSTKST1 TAAAG 3 
TATABOX3 TATTAAT 1 
TRANSINITDICOTS ACTATGGC 1 
WBBOXPCWRKY1 TTTGACC 2 
Total 12 40 

 
 

 



Figura 2. Perfil de expressão dos genes WRKY71 e HSFA4D em dois genótipos de arroz, C418 (sensível 
ao estresse por frio) e K354 (tolerante ao estresse por frio). O acúmulo de transcritos foi comparado entre 
plantas submetidas a 4ºC por 48h e plantas mantidas em condições controle à 25ºC. A quantidade de 
transcritos está expressa em log2. 
 
Tabela 2. Germinação de sementes T1 provenientes de plantas de O. sativa cv. Nipponbare 
transformadas com a construção Ubi:HSF4D (linhas 1, 7, 10, 11 e 12) comparadas com o genótipo 
selvagem (O. sativa cv. Nipponbare), em condições controle e frio.   

Genótipo 

Tratamento 
Controle 

 
Frio 

7 dias 
 

14 dias 
 

7 dias 
 

14 dias 
Nipponbare (selvagem) 100% 

 
100% 

 
50% 

 
70% 

Linha 1 100% 
 

100% 
 

40% 
 

60% 
Linha 7 100% 

 
100% 

 
100% 

 
100% 

Linha 10 100% 
 

100% 
 

100% 
 

100% 
Linha 11 100% 

 
100% 

 
100% 

 
100% 

Linha 12 100%   100%   100%   100% 
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