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1. INTRODUCAO

A submergéncia é limitante para as plantas devido a reducao dos niveis de
oxigénio (O2) na rizosfera durante a baixa taxa de difusdo do Oz na agua, o que
pode causar queda de produtividade. Nessa condi¢do, as plantas respondem com
mudancas rapidas e especificas em nivel de transcricdo e traducao
(HEIDENREICH et al., 2006). Essa disparidade entre a oferta e demanda de O2
resulta na ativacdo da expressao génica (TIANA et al.,, 2012). A regulacdo da
expressao génica como resposta molecular, frente a baixas taxas de O2, envolve
diversos fatores de transcricdo (FT). Mais de 180 genes que codificam para FTs,
incluindo WRKY, sdo altamente expressos sob condicdes de hipoxia em
Arabidopsis (LICAUSI, 2011). Com base nesse contexto, o objetivo deste trabalho
foi verificar o perfil de expressao do gene OsWRKY11 em plantas de arroz sob
estresse por submergéncia e verificar sua relacao de ortologia com genes no milho.

2. METODOLOGIA

Sementes de arroz (Oryza sativa L.) irrigado das cultivares Nipponbare, BR
IRGA 409 e Epagri 108 foram germinadas seguindo os critérios estabelecidos pelas
Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). Posteriormente as plantulas
foram transferidas para recipientes contendo areia e foram regados 2 vezes ao dia
com agua e solucdo nutritiva de YOSHIDA (1976), permanecendo nestas
condicBes por 7 dias. No 14° dia, estadio de desenvolvimento V3, foi realizada a
coleta das plantulas controle (sem estresse). O restante dos recipientes com as
plantulas permaneceram sob condi¢cdo de submergéncia por 6, 12, 24 e 48 horas.
O experimento foi realizado em triplicata, e completamente casualizado. As
amostras de parte aérea foram coletadas e as extrac6es de RNA foram realizadas
em triplicatas biolégicas, utilizando o reagente TRIzol® (InvitrogenTM®) de acordo
com as recomendacgfes do fabricante. Para a sintese do cDNA, as amostras de
RNA foram tratadas com DNasel (Invitrogen TM®) e o cDNA fita simples foi obtido
a partir de 2ug de RNA total, utilizando o kit SuperScript™|ll First-Strand System
for RT-PCR (InvitrogenTM®), de acordo com as recomendacdes do fabicante. Os
inicializadores para gRT-PCR foram desenhados através do programa Primer
Express® respeitando os parametros exigidos pela empresa Applied Biosystems®:
OsWRKY11 (LOC_0s01g43650.1) F: 5-AGGACACGGTGGTCAAGCAG-3 e R:
5-TGTCGTGGCTCGTCACATCC-3' e para o gene constitutivo eFl-a F: 5'-
TGGTATGGTGGTGACCTTTG-3 e R: 5-GTACCCACGCTTCAGATCCT-3. A
quantificacdo relativa de cada gene foi feita como descrito por Livak e Schmittgen
(2001). Para gRT-PCR foi utilizado 12,5 pl do kit Fast Start Universal SYBR Green
Master Mix (InvitrogenTM®), as reacdes foram realizadas no termociclador ABI
PRISM 7500 Fast (Applied Biosystems®) e o experimento foi delineado como o
descrito por Bustin et al., 2009. Foram realizadas ANOVA e teste de Tukey a 5%
de probabilidade de erro pelo programa SAS 9.3 (Statistical Analysis System). A
expressao in silico do gene OsWRKY11 foi obtitida utilizando a ferramenta de
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metanalise Genevestigator (https://genevestigator.com/gv/), sendo utilizados dados
de microarranjo provenientes de diferentes experimentos. O experimento testando
seca e salinidade foi conduzido utilizando a cultivar IR64, para calor foi utilizado a
cultivar Zhonghuall, para germinagdo anaerdbica a cultivar Amaroo e para
submergéncia a cultivar M202. O alinhamento dos genes OsWRKY1ll e
AC198725.4 FGT009 em milho, para verificar regides conservadas, foi realizado
no banco de dados PlantPan 2.0 (http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/index.html). A
fim de encontrar elementos de regulacdo cis (CREs) foi utilizado PlantCare
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) considerando p<0.05
para eliminar falsos positivos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A expressao in silico do gene WRKY11 foi avaliada nos diferentes estadios
de desenvolvimento da planta e nos diferentes orgdos do vegetal. Foi possivel
verificar que, em condi¢bes normais, o gene WRKY11l mantém expressao
constitutiva nos diferentes estadios de desenvolvimento (Figura 1A) assim como
nos diferentes orgdos vegetais (Figura 1B).
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Figura 1: Perfil de expresséo in silico do gene OsWRKY11. A: expressao do gene
OsWRKY11 nos diferentes estadios de desenvolvimento do arroz; B: expressao
OsWRKY11 nos diferentes orgaos do arroz.

Com relacao a expressao in silico em diferentes estresses, foi observado uma maior
expresséo do gene WRKY11 nos estresses de seca, salinidade e calor (Figura 2A),
o qual pode ser explicado devido a semelhanca fisioldgica do estresse pois a planta
necessita realizar o fechamento dos estématos afim de evitar a perda de agua nas
condicdes de seca e calor e evitar o desequilibrio osmético em salinidade.
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Figura 2: expressdo do gene OsWRKY11l. A: Perfil de expressao in silico em
diferentes estresses abidticos em plantulas de arroz e na germinacdo anaerdbica
(3h, 12h, 24h, 27h e 30h); B: Perfil de expressdo do gene OsWRKY11 obtido
atraves de gRT-PCR, analisado no tratamento controle (Oh) e em quatro tempos de
submergéncia (6h, 12h, 24h e 48h), na parte aérea de trés gendtipos de arroz
irrigado. As letras nas colunas correspondem a diferencga estatistica significativa
nas médias de QR para cada genotipo entre os tratamentos.
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Ainda, ndo houve alteracbes na expressédo do gene WRKY11 no estresse por frio
e, importante frizar que ndo houve expressao desse gene em plantas tolerantes a
submergéncia, as quais contém o gene Subl o qual confere tolerancia ao estresse
(Figura 2A). De acordo com perfil de expresséo relativa obtido através da tecnica
de gRT-PCR na parte aérea de plantulas de arroz, foi possivel verificar o
envolvimento do gene WRKY11 em respota ao estresse por submergéncia, uma
vez que houve um aumento no numero de transcritos desse gene nas cultivares
Epagri 108 e BR IRGA 409 (Figura 2B). A cultivar BR IRGA 409 apresentou maior
abundancia de transcritos dentre os gendtipos estudados e uma resposta precoce
de expressao, sendo os maiores valores significativos obtidos nos tratamentos de
12h e 48h (Figura 2B). A cultivar Epagri 108 também apresentou alteracbes no
namero de transcritos, porém em resposta mais tardia ao estresse, apresentando
maior abundancia significativa no tratamento de 24h sob estresse, deste momento
em diante a expressao deste gene foi suprimida (Figura 2B). A cultivar Nipponbare
nao demonstrou suscetibilidade ao estresse, apenas foi detectado uma pequena
alteracdo na expressao no tratamento de 12h seguido pela supresséo do gene no
tratamento de 48h (Figura 2B).
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Figura 3: Analise da regido codificadora e promotores dos genes OsWRKY11 e
AC198725.4 FGTO009 ortologos em arroz e milho. A: Alinhamento dos genes
ortélogos de arroz e milho demostrando as regides conservadas na regiao
codificadora destes genes; B: Diagrama de Venn demostrando a relagcdo de
elementos de regulacéo cis encontrados nos promotores dos genes ortélogos; C:
Relac&o de frequencia de funcdo dos elementos de regulagéo cis encontrados nos
promotores dos genes ortologos.

Na analise de ortologia ao OsWRKY11 em milho, AC198725.4 FGTO0Q9,
verificou-se que ha regides consevadas na sequéncia codificadora dos genes nas
duas espécies (Figura 3A), indicando uma possivel homologia de fun¢édo, sendo
possivel o gene AC198725.4 FGTO09 também estad envolvido em resposta ao
estresse por submergéncia. Ainda, analises nos promotores, regiao reguladora da
transcricdo do gene, demostrou mais uma evidencia de homologia de funcao.
Foram encontrados 22 CREs no promotor do gene OsWRKY11 e 23 CREs no
promotor do gene AC198725.4 FGTO009 em milho, destes, 14 foram encontrados
em comum entre os dois promotores (Figura 3B). Este dado sugere que estes
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genes possuem uma regulacdo muito similar e podem estar envolvidos em funcdes
comuns. Promotores de genes responsivos a estresses por baixas taxas de Oz sado
propensos a compartilhar motivos comuns e podem ser regulados por um conjunto
de FT, demonstrando assim a importancia na identificagdo dos CREs nas regides
promotoras, pois fornecem um meio de identificar novos mecanismos de redes de
regulacdo transcricional em resposta ao estresse (LIU, 2005). Ainda, uma analise
funcional dos CREs encontrados nos promotores, foi realizada, e demosntrou que
a maiorida dos CREs estdo caracterizados como envolvidos em respostas a
alteracdes hormonais, luz e envolvidos na regulacdo basal da transcricdo (Figura
3C). Interessante destacar que foi encontrado um CRE conhecido pelo
envolvimento na resposta a anoxia, o qual foi encontrado em ambos promotores do
gene em arroz e em milho. Estes dados indicam que, muito provavelmente, este
CRE foi resposavel para a ativacao da transcricdo do gene e explica a expressao
do gene OsWRKY1ll em resposta ao estresse por submergéncia. Ainda, os
resultados sustentam as informacdes de homologia de funcdo entre os genes
ortologos nas duas espécies estudadas. Futuros estudos funcionais do gene
analisado e dos CREs encontrados devem ser realizados afim de elucidar a
regulacdo destes genes em arroz e milho e, ainda fornecem informagdes para
estudos de tolerancia a submergéncia em ambas espécies.

4. CONCLUSOES
O gene WRKY11 esta envolvido na resposta em tolerancia ao estresse por
submergéncia e apresenta estruturas conservadas na regido reguladora e
codificadora ao ortélogo em milho indicando homologia de funcéo.
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