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1. INTRODUCAO

A salinidade € um dos principais estresses abidticos que afetam o
crescimento e desenvolvimento das plantas, causando importantes reducdes na
produtividade (MUNNS; TESTER, 2008). Muitas das respostas ao estresse salino
envolvem mudancas na expressdo de um grande numero de genes, bem como
regulacdes pos-transcricionais (DING et al., 2014).

O Splicing Alternativo (AS) é um processo pos-transcricional que gera dois
ou mais variantes de mMRNA de um unico gene, aumentando a diversidade de
proteinas pela inclusdo ou exclusdo de sequéncias de peptideos (dominios), e a
modulacdo da expressao do gene através da producédo de variantes de mRNA em
eucariotos (YOSHIMURA et al., 2011). Eventos de Splicing Alternativo estao
envolvidos em diversos processos fisioldgicos, incluindo respostas aos estresses
abidticos e bidticos (BARBAZUK et al.,, 2008). Em respostas aos estresses
ambientais, o AS afeta uma séria de genes reguladores, 0s quais provavelmente
estdo envolvidos no processo de adaptacdo das plantas a condigcbes adversas.
Esses genes incluem as MAPKs (Proteinas Quinases ativadas por mitdgenos);
alguns fatores de transcricdo, por exemplo, MYB e CBF/DREB; e proteinas
Serina/Arginina (SR), que sdo importantes reguladores do SA, tanto no
desenvolvimento da planta, quanto em respostas ao estresse (DUBROVINA et al.,
2013).

Durante o processamento do pré-mRNA, o spliceossoma, um complexo de
RNA-Proteina, ao reconhecer dinucleotideos especificos nos sitios 3’ e 5’ (sitios
de juncéo), excisam sequéncias nao-codificantes e unem as sequéncias
codificantes (HOSKIS; MOORE, 2012). Segundo WANG et al. (2010), esses sitios
de juncdo podem ser do tipo Candnico (dimeros GT-AG), Semi-Candnico
(dimeros AT-AC ou GC-AG) ou N&ao-Canénicos (outros dimeros). Dentre os
eventos de AS existem quatro principais tipos que utilizam juncdes Canodnicas:
pulo de exon (exon skipping), sitios alternativos 3’ e 5’ de splice e retengéo de
intron (REDDY, 2007). Entretanto, a ocorréncia desses eventos pode variar de
acordo com o gendtipo, com o tipo de tecido e com a condicdo de estresse
(VITULO et al., 2014).

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os tipos de
juncdes e eventos de Splicing Alternativo no transcriptoma de plantas de arroz
(Oryza sativa L.) da cultivar BRS Queréncia sob condigbes normais e de estresse
salino.



2. METODOLOGIA

Sementes de arroz cv. BRS Queréncia foram germinadas em camara de
crescimento durante 7 dias. ApOs esse periodo, as plantulas foram transferidas
para bandejas plasticas (1L) contendo areia previamente lavada, e mantidas em
casa de vegetacdo com irrigacao alternada (intervalos de 2 dias) com solucao
nutritiva de Yoshida (YOSHIDA et al., 1976) e agua. Ao atingirem o estadio V4 as
plantas foram submetidas ao estresse salino com solugao nutritiva adicionada de
150 mM de NaCl durante 24 horas, e o controle apenas com solucdo nutritiva.
Posteriormente, tecidos foliares foram coletados, congelados em nitrogénio
liquido e armazenados em ultrafreezer a -80°C para posterior extracdo 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 recomendacdes do fabricante. O
sequenciamento das bibliotecas foi do tipo paired-end 2x100 reads (duas leituras
de 100 pb) realizado na plataforma HiSeq 2500 (lllumina®).

Para a visualizacdo e identificagcdo da qualidade dos reads, foi utilizado o
software FastQC Ver. 0.11.2 (ANDREWS, 2010) e, apds o software Trimmomatic
Ver. 0.32 (BOLGER et al., 2014) foi utilizado para a remocdo das bases com
baixa qualidade e dos adaptadores de cada biblioteca. Apds, as reads foram
mapeadas no genoma de referéncia de Oryza sativa Nipponbare (IRGSP build
4.0) através do programa TopHat 2.0.11 (TRAPNELL et al.,, 2009). Apés o
alinhamento, os softwares MapSplice (WANG et al., 2010) e SpliceGrapher
(ROGERS et al.,, 2012) foram utilizados para analise dos sitios de juncao e
eventos de Splicing Alternativo, respectivamente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a Tabela 1, tanto a condicdo controle como a de estresse,
apresentaram maiores porcentagens de sitios de juncdo do tipo Candnico
(98,85% e 98,76%, respectivamente), em relacdo aos tipos Semi-Canbnicos
(0,73% e 0,77%), e Nao-Canodnicos (0,42% e 0,47%). Resultados semelhantes
foram encontrados por VITULO et al. (2014) ao estudarem sitios de juncdo em
Videira (Vitis vinifera L.), onde obtiveram 97,5% de sitios de juncdo com dimeros
GT-AG (Canbnico), 1,0% GC-AG (Semi-Canbnico) e 1,5% com outros dimeros
(Nao-Candnico). E analises nos sitios 3’ e 5’ de Splicing em Arabdopsis thaliana e
Arroz, revelaram que os dimeros GT-AG ocorrem com maior frequéncia (REDDY,
2007). Entretanto, ndo houve diferengas entre o controle e o estressado.

Tabela 1 - Numeros de sitios de juncdo de Splicing Alternativo em folhas de arroz
submetidas a 150 mM de NaCl durante 24 horas

Condicao Tipos de sitios de juncao Total
Canonico Semi-Canobnico N&o-Canodnico
Controle 126309 (98,85%) 937 (0,73%) 535 (0,42%) 127781
Sal 132796 (98,76%) 1042 (0,77%) 632 (0,47%) 134470

Ja para os eventos de Splicing Alternativo do tipo Canbnico, a amostra
estressada apresentou nameros maiores, totalizando 25048 eventos, enquanto
que a amostra controle apresentou 23307. Porém, em ambos os tratamentos, a
Retencao de Intron foi o evento de maior ocorréncia, com 10281 (44,1%) eventos
para a amostra controle e 10398 (41,5%) para a amostra estressada (Tabela 2).



Esses resultados séo consistentes com outros estudos, apoiando a ideia de que a
Retencdo de Intron é o evento mais comum em plantas (VITULO et al., 2014).
Eventos de Retencdo de Intron podem levar a produgdo de mRNAs com stop
coédon prematuro (PTCs), podendo ocorrer a formacéo de proteinas truncadas. A
formacdo dessas proteinas truncadas pode ter um alto gasto energético para a
célula, portanto esses PTCs sao degradados antes de chegarem ao ribossomo
(MASTRANGELO et al., 2012). Entretanto, alguns estudos demonstram que as
proteinas truncadas realizam func¢des importantes na adaptacdo das plantas as
condicOes de estresse (MATSUKURA et al., 2010).

Tabela 2 - Eventos de Splicing Alternativo do tipo Candnico em folhas de arroz
submetidas a 150 mM de NaCl durante 24 horas

Condicdo Retencdo de Pulode Exon 5’ Alternativo 3’ Alternativo Total
Intron

Controle 10281 (44,1%) 4413 (18,9%) 3352 (14,4%) 5261 (22,6%) 23307
Sal 10398 (41,5%) 5071 (20,2%) 3797 (15,2%) 5782 (23,1%) 25048

Por outro lado, o uso alternativo de sitios 5 foi o evento mais raro para
ambos tratamentos, ocorrendo 3352 (14,4%) vezes no controle e 3797 (15,2%) na
estressada.

4. CONCLUSOES

Apesar de poucas diferencas entre plantas controle e estressadas, o Splicing
Alternativo parece ter fundamental importancia na elucidacdo de mecanismos de
adaptacao ao estresse, podendo ajudar na identificagéo de transcritos para serem
usados na engenharia genética bem como no desenvolvimento de marcadores
para selecdo de plantas tolerantes.
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