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1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais mais produzidos e consumidos
mundialmente. Pertencente a familia Poaceae, o género Oryza é composto por 23
espécies distribuidas em diversas regibes do mundo. No entanto, apenas duas
espécies sao cultivadas, O. sativa L., arroz asiatico cultivado e O. glaberrima
Steud., arroz africano cultivado (VAUGHAN; CHANG, 1995). As espécies do
género sao diferenciadas de acordo com seu genoma e agrupadas em quatro
complexos conforme Vaughan et al. (2005), sendo O. sativa ssp. indica, O. sativa
ssp. japonica, O. glaberrima, O. glumaepatula, O. longistaminata, O.meridionalis,
O. rufipogon e O. nivara com genoma (AA), O. brachyantha com genoma (FF) e
O. punctata com genoma (BB).

Ao longo do processo evolutivo as plantas se adaptaram as variacbes
ambientais, por serem organismos sésseis e autotréficos, percebem as tensbes
através complexas redes de transducdo de sinais e desenvolveram estratégias
especificas e eficientes de defesa para assim conferir a tolerancia aos estresses
(DOU et al., 2016). Neste contexto, os fatores de transcricdo (FTs) sdo proteinas
gue se ligam a sequéncias especificas de DNA e regulam a expressao génica,
desempenham papel fundamental na ativacdo ou repressao da transcricdo de
genes alvo (PAN et al., 2010). Dentre esses, esta a familia de FTs WRKY que sao
considerados reguladores positivos ou negativos e desempenham um papel
regulador em diversos processos fisiolégicos e de desenvolvimento nas plantas
(HE et al., 2017).

Na proteina, o dominio WRKY ¢é formado por uma regido altamente
conservada de 60 aminoacidos, com um fragmento conservado WRKYGQK na
regido N terminal, seguido por um motivo dedo de zinco Cx4-5Cx22-23HxH ou
Cx7Cx23HxC (EULGEM et al., 2000). Para aprofundar os estudos evolutivos,
analises filogenéticas foram realizadas, e a familia de proteinas WRKY em
plantas superiores foi dividida com base no numero de dominios e no tipo de
motivos dedo de zinco em trés grupos: Grupo |, Grupo Il e Grupo Ill (RUSHTON
et al., 2010). Em inUmeras espécies de plantas, a identificacdo e classificacado dos
genes ja foi realizada. Em Oryza sativa, 125 membros foram encontrados (RICE
WRKY WORKING GROUP, 2012), no entanto esses estudos devem ser
difundidos para as demais espécies do género Oryza.

Com base no exposto, este trabalho teve por objetivo avaliar o perfil
evolutivo de genes WRKY no genoma de 11 espécies de Oryza através da
analise filogenética.
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2. METODOLOGIA

Neste estudo as sequencias de cinco genes da familia dos fatores de
transcricdo  WRKY em Oryza sativa subespécie japonica, foram obtidas
explorando o banco de dados The Rice Annotation Project Database- RAP-DB
(https://rapdb.dna.affrc.go.jp/index.html). Posteriormente realizou-se um BLASTn
dentro do banco de dados ENSEMBL PLANTS
(http://plants.ensembl.org/index.html) contra o genoma de todas as espécies do
género Oryza disponiveis no banco, dessa forma, foram analisadas 11 espécies.
Para realizar a analise de filogenia, primeiramente as sequencias foram
submetidas a um alinhamento global com ClustalW (LARKIN et al., 2007) no
software Molecular Evolutionary Genetics Analysis- MEGA 7 (versdo 7.0.26)
(KUMAR et al., 2016), no qual o alinhamento foi exportado e salvo em formato
fasta. A escolha do melhor modelo para construgdo da arvore filogenética foi
realizada com auxilio do programa MEGA 7 (KUMAR et al., 2016) e o modelo
escolhido foi T-92 Tamura 3-parameter. A arvore filogenética foi gerada utilizando
a metodologia Bayesiana através do programa BEAST (DRUMMOND;
RAMBAUT, 2007), com a opc¢édo de boostrap (1.000.000) réplicas. Foi realizada
uma analise de dominios proteicos, no qual as sequencias de proteina de cada
gene WRKY identificado nas 11 espécies do género Oryza foram inseridas no
programa Simple Modular Architecture Research Tool- SMART (http://smart.embl-
heidelberg.de/), para posterior avaliagdo da estrutura proteica (SCHULTZ et al.,
1998).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise filogenética inclui as sequencias de cinco genes WRKY45,
WRKY71, WRKY74, WRKY76 e WRKY94, de 11 espécies do género Oryza.
Através dessa analise foi possivel observar a formacdo de dois clados quando
realizada a andlise evolutiva desses genes (Figura 1).
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Figura 1: Arvore filogenética de genes WRKY no género Oryza.
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Os genes da familia WRKY séo classificados de acordo com o numero do
seu dominio proteico e caracteristicas dos motivos dedos de zinco em trés grupos
distintos: Grupo I, Il e Ill (EULGEM et al., 2000). Diante disso, no primeiro clado
estdo contidos os genes WRKY45, WRKY71 e WRKY74 (Figura 1), que se
classificam no grupo Il, por possuirem somente um dominio WRKY em sua
estrutura (Figura 2A).

4
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P | ¢
B :NRKY? WRKY76 e WRKY94

Figura 2: Dominio proteico dos produtos dos genes WRKY45, WRKY71 e
WRKY74 (A), dominio proteico dos produtos dos genes WRKY76 e WRKY94 (B)
em espécies do género Oryza.

Observa-se a formacdo de um ramo misto entre os genes WRKY45 e
WRKY71, que apontam para uma variagdo na conservagido desses genes nas
diferentes espécies de Oryza. Isso indica que as proteinas codificadas por estes
genes podem ter relacdo proxima devido as caracteristicas similares que
apresentam. Estudos realizados por Pandey et al. (2009) apontam que a
superexpressao dos genes WRKY45 e WRKY71 conferem resisténcia de plantas
a fungos patogénicos, demonstrando assim que esses genes medeiam as
respostas das plantas a varios estresses e auxiliam na elucidacdo de outros
estudos mais aprofundados nas demais espécies do género. Por outro lado, o
gene WRKY74 se mantem altamente conservado entre as diferentes espécies do
género. Ainda no primeiro clado, temos agrupado o gene WRK76 sendo este
bastante conservado em relagdo aos outros genes WRKY. Apesar desse gene
estar agrupado com o0s genes que codificam proteinas do grupo Il, a proteina
WRKY76 apresenta dois dominios em sua estrutura, sendo entdo uma proteina
do grupo .

No segundo clado, apresenta-se apenas o gene WRKY94 (Figura 1),
classificado no grupo |, com dois dominios identificados (Figura 2B). Além disso,
este gene foi conservado entre as 11 espécies de Oryza. Em um estudo baseado
em uma analise filogenética nas subespécies indica e japonica de arroz, aponta-
se que os genes WRKY93 e WRKY94 sado genes duplicados, uma vez que o
produtos destes genes possuem dois dominios e estdo agrupados em um mesmo
clado (JIMMY; BABU, 2019). Ainda, WU et al., (2005) relataram eventos de
duplicacdo em tandem ocorridos nos arranjos dos genes WRKY em O. nivara, 0
que também foi observado em outras espécies de plantas.

Considerando a importancia e o tamanho da familia génica WRKY nas
diferentes espécies do género Oryza, a identificacdo e compreensédo dos
processos evolutivos que sdo controlados pelas proteinas codificadas por estes
genes continuara a ser um grande desafio para os préximos anos. Mais estudos
deverdo ser realizados quanto a conservacao, divergéncia e analise funcional dos
genes WRKY.
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4. CONCLUSOES

Os genes WRKY74, WRKY76 e WRKY94 apresentam-se altamente
conservados nas 11 espécies do género Oryza avaliadas neste estudo. J4 os
genes WRKY45 e WRKY71 apresentaram variacbes na sua conservacao e
deverdo ser mais estudados, tanto com relagdo a sua histdria evolutiva como
possivel fonte de variabilidade para a tolerancia aos estresses abioticos e bidticos
em arroz.
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