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1. INTRODUCAO

Whirlies formam uma pequena familia de fatores de transcricdo (FTs) que
se ligam a fita simples de DNA e sdo encontrados principalmente no reino vegetal
(MARECHAL et al., 2008). Em arroz (Oryza sativa L.), foram identificadas apenas
duas proteinas na familia Whirley (DESVEAUX et al., 2005). Durante estresses
biéticos, foi identificado que os Whirley se ligam com alta afinidade na fita simples
de DNA especificamente no elemento de regulacéo cis (CRE) chamado elicitor
response elemento (ERE) (MARECHAL et al., 2008). Alguns estudos tém
reportado o papel dos FTs Whirley em resposta a estresses bidticos em
Arabidopsis thaliana e batata (revisado em MARECHAL et al., 2008). No entanto,
pouco se sabe da funcédo dos FTs Whirley frente a estresses bidticos e abioticos
em arroz. Sendo assim, este estudo teve como objetivo analisar o perfil
transcricional dos FTs Whirley de arroz sob diferentes estresses bibticos e
abioticos.

2. METODOLOGIA

Avaliou-se o perfil transcricional in silico dos genes OsWhy2
(0s02g0158400) e OsWhy6 (0Os06g0145800), utilizando-se a ferramenta
Genevestigator (https://genevestigator.com/gv/), a partir de dados de microarranjo
em estruturas da planta, estadios de desenvolvimento, estresses bioticos e
abidticos. A regido promotora dos genes OsWhy2 e OsWhy6 (1Kb), obtida no
banco de dados RAP-DB (https://rapdb.dna.affrc.go.jp/) foi analisada quanto a
presenca de elementos de regulacéo cis (CRESs) utilizando o banco de dados
PlantCare (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/).

O perfil transcricional dos genes OsWhy2 e OsWhy6 foi analisado em
plantulas de arroz dos genotipos Nipponbare, Epagri 108 (tolerante) e BR IRGA
409 (sensivel) sob estresse por excesso de ferro em cultivo hidropénico.
Inicialmente as plantulas foram mantidas em solugcéo nutritiva (YOSHIDA et al.,
1976), com fotoperiodo de 16 horas de luz e temperatura de 25°C por 14 dias.
Posteriormente, parte das plantas foi transferida para solucdo nutritiva
suplementada com 1 mM (300 mg L) de sulfato ferroso (FeSO4-7H20) em pH 4.0
(ELEC et al., 2013), enquanto que plantulas controle foram também transferidas
para uma nova solugcdo nutritiva. Utilizou-se delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeticdes, cada uma composta por 30 plantulas. As raizes
foram coletadas 8 dias apés a inducéo do estresse e mantidas em -80°C até o
momento da extracdo do RNA.

O RNA total foi extraido de 2 g de tecido macerado utilizando TRIzol
Reagent™ (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) de acordo com as recomendacgdes
do fabricante. As amostras foram tratadas com DNAsel (Invitrogen™). A
quantificacdo do RNA foi feita em espectofotometro e a qualidade verificada por
eletroforese em gel de agarose. Em cada amostra foi realizada a transcricéo
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reversa em cDNA utilizando o kit comercial SuperScript® Il First-Strand System
for RT-PCR (Invitrogen™) a partir de 2 pug de RNA.

As reacdes em reacdo em cadeia da polimerase (PCR) qualitativa foram
realizadas utilizando o cDNA de cada amostra, DNA polimerase Go Taq Green
(Promega) e oligonucleotideos especificos para os genes alvos OsWhy?2 (foward:
TTTGCAGCAGACGAGAACAC e reverse: TGCTGAAGCTTGGCAGTATG) e
OsWhy6 (foward: TTTCAAGGGGAGGAGTGATG e reverse:
CGATGTTCAGGAGACGGTTT). Como controle da reacdo foi utilizado
oligonucleotideos para 0 gene normalizador  OsEfl-a  (foward:
TGGTATGGTGGTGACCTTTG e reverse: GTACCCACGCTTCAGATCCT) (JAIN
et al., 2006).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os dados de expresséo in silico observou-se que 0s genes
OsWhy2 e OsWhy6 sdo expressos nos tecidos vegetais e durante o
desenvolvimento da plantula em condi¢cdes normais (Figura 1A). Estes dados
indicam que o0s genes codificadores do fator de transcriggo Whirly tem
envolvimento no desenvolvimento da plantula. As andlises in silico demonstraram
que, em geral, os genes OsWhy2 e OsWhy6 sao regulados negativamente ou nao
apresentam alteracdo na expressao frente a estresses bibticos (Figura 1B). No
entanto, um aumento de expressdao do gene OsWhy6 foi verificado quando
submetido a infeccdo por Xanthomonas oryzae, indicando envolvimento deste
gene na resposta ao estresse (Figura 1B). Sob estresse por anoxia verificou-se
um aumento de expressdo de ambos OsWhy2 e OsWhy6 (Figura 1C). Estes
resultados sugerem o envolvimento desses genes na resposta a deficiéncia de
oxigénio. Quando sob submergéncia (no gendtipo tolerante Subl) e durante o
estresse por déficit hidrico, OsWhy2 ndo demonstrou alteracdo de transcritos, no
entanto, OsWhy6 foi regulado negativamente evidenciando sua participagdo na
resposta a estes estresses (Figura 1C).

A participacdo desses genes em resposta a estresses ja havia sido
identificada em um estudo de transcriptoma conduzido no gendétipo de arroz indico
IR64, o qual demonstrou o aumento da expressao gene OsWhy6 em plantas
submetidas ao estresse hidrico (RAY et al., 2011). No momento, sabe-se que o0s
FTs Whirly estdo envolvidos em respostas de defesa e podem desempenhar
funcdes no cloroplasto e nas mitocondrias em Arabidopsis thaliana e batata
(Solanum tuberosum) (DESVEAUX et al., 2005; MARECHAL et al., 2008). Ainda,
Ray e colaboradores (2011) demonstraram que o OsWhy6 estd envolvido no
desenvolvimento da panicula da planta de arroz.
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Figura 1. Analise in silico do perfil de expressao transcricional dos genes
OsWhy2 e OsWhy6. A: perfil de expressdao nos tecidos e durante o
desenvolvimento da plantula; B: perfil de expressao durante estresses bioticos; C:
perfil de expressao durante estresses abidticos.

Considerando o envolvimento dos fatores de transcricdo OsWhy na
resposta a estresses abidticos buscou-se avaliar a expressao desses genes sob
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estresse por excesso de ferro. De acordo com o observado em relacdo ao gene
normalizador OsEfl-a, foi possivel verificar que as amostras apresentam a
mesma concentracdo de cDNA total dentro de cada condicdo, indicando que as
diferencas de expressdo encontradas para os genes alvos OsWhy2 e OsWhy6
sao realmente devido ao acumulo diferencial de transcritos (Figura 2). Observou-
se gue os genes OsWhy estdo expressos na condicdo sem estresse em plantulas
com 22 dias de vida, indicando o envolvimento destes genes durante o
desenvolvimento, como o observado na andlise transcricional in silico. Quando
analisado a expressdo do gene OsWhy6 foi possivel observar que existe um
padrdo de expressdo entre as subespécies de arroz, e esse gene apresentou
menor expressdo no genotipo de arroz japonico Nipponbare (Figura 2C).
Analisando os genes OsWhy na condicdo estresse comparado a condicdo
controle foi possivel verificar um aumento de expressdo do gene OsWhy6 (Figura
2C e 2D) quando sob excesso de ferro, no entanto, nao foi possivel concluir em
relacdo a expressao do gene OsWhy2 devido a diferenca de concentracdo dos
cDNAs observadas durante a expressédo do gene OsEfl-a (Figura 2A e 2B). Para
confirmar estes dados, novas analises de expressdo devem ser conduzidas em
PCR quantitativa em tempo real a fim de quantificar precisamente o acumulo de
transcritos em cada amostra.

Diversos FTs foram reportados por estarem diferencialmente expressos
sob estresse por excesso de ferro em arroz, dentre eles FTs das familias NAC,
bZIP e WRKYs (FINATTO et al., 2015). No entanto, ndo h& estudos disponiveis
na literatura referente aos FTs Whirly em arroz relacionados ao excesso de ferro e
tampouco a nenhum outro estresse.
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Figura 2: Perfil de expressdo dos genes OsWhy2 e OsWhy6 sob estresse por
excesso de ferro em arroz. Expressédo do gene OsWhy2 e o normalizador OsEf1-
a na condicdo sem estresse (controle) (A) e na condigédo estresse por excesso de
ferro (B). Expressao do gene alvo OsWhy6 e o normalizador OsEfl-a na condicéo
sem estresse (controle) (C) e na condicao estresse por excesso de ferro (D). MM:
Marcador de peso molecular Low Mass Ladder (Invitrogen™); N: Nipponbare; E:
Epagri 108; I: BR IRGA 409; -C: controle negativo da reacao.

OsWhy6 Oseft-a OsWhy6 Oseff-a

O estudo de FTs € muito importante no melhoramento de plantas para a
tolerancia a estresses, pois FTs regularem a expresséo de diversos outros genes
atraves da ligacdo aos CREs, resultando em ativacdo de genes, e
consequentemente, modificacdes fisioloégicas frente ao estresse (BANERJEE;
ROYCHOUDHURY, 2015). Analisando a constituicdo de CREs nos promotores
dos genes OsWhy, foi possivel observar o compartihamento da maioria dos
CREs (Figura 3A). Estes dados indicam que os genes OsWhy apresentam uma
regulacdo similar. No entanto, a diferenca entre os promotores é observada
quando se analisou a funcdo dos CREs constituintes dos promotores. O promotor
do gene OsWhy2 apresenta um CRE exclusivo relacionado com o controle do
ritmo circadiano (Figura 3B). Por outro lado, o promotor do gene OsWhy6
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apresenta maior quantidade de CREs envolvidos na regulacdo transcricional do
promotor e na expressao tecido-especifica (Figura 3B).
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Figura 3: Constituicdo de elementos de regulagao cis nos promotores dos genes
OsWhy. A: diagrama de Venn demonstrando o niumero e o compartiihamento de
elementos de gerulacdo cis entre os promotores dos genes OsWhy2 e OsWhy®6.
B: A funcao dos elementos de regulacao cis nos promotores dos genes OsWhy2 e
OsWhy6.

4. CONCLUSOES
Este estudo traz indicios do envolvimento dos FTs Whirly de arroz em
resposta a diferentes estresses, além de evidenciar que os genes estudados
apresentam regulacéao diferencial.
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