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1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais mais consumidos no mundo e
serve de fonte de alimento para milhdes de pessoas. Porém, a produtividade do
grao é prejudicada devido a alterac6es ambientais desfavoraveis (RAHMAN et al.,
2019). Nesse sentido, o desenvolvimento de gendtipos tolerantes a estresses
abioticos € uma importante estratégia para garantir a produtividade.

No entanto, o desenvolvimento de genotipos tolerantes a estresses depende
da variabilidade genética existente entre os acessos. Porém, tem sido detectado
um estreitamento da variabilidade genética dentro da espécie O. sativa
(BUSANELLO et al., 2020). Dessa forma, explorar espécies selvagens como fonte
de variabilidade tem sido uma estratégia nos programas de melhoramento (RAM
et al., 2007). Alguns genes importantes ja foram transferidos de espécies
selvagens para os genotipos modernos (HEDDEN, 2003; HOISINGTON et al.,
1999; MANJUNATHA e KRISHNAPPA, 2019), mostrando a viabilidade dessa
estratégia.

Sendo assim, a identificacdo de genes que estdo associados com a
tolerancia aos estresses é uma abordagem importante para auxiliar o0s
melhoristas na obtencdo de genotipos tolerantes. Varias familias de fatores de
transcricdo (FTs), como bZIPs, WRKYs, CBFs, DREBs e demais ERFs, estdo
envolvidos na sinalizacao inicial em resposta a estresses. A familia de fatores de
transcricdo WHIRLY, caracterizada inicialmente pelo envolvimento na resposta a
estresses bidticos, € pouco estudada, e tem se mostrado forte candidata para
pesquisas relacionadas a tolerancia a estresses abidticos (DESVEAUX., et al.,
2005). Desta forma, o objetivo deste estudo foi identificar o perfil evolutivo de
genes Whirly (Why) em espécies do género Oryza buscando detectar
variabilidade genética para futura utilizacdo em O. sativa.

2. METODOLOGIA

Os genes Whirly de O. sativa ssp. japonica foram obtidos no banco de
dados RAP-DB (The Rice Annotation Project Database -
https:rapdb.dna.affrc.go.jp/index.html). Genes homoélogos nas demais espécies do
género Oryza e Leersia perrieri, assim como as sequencias proteicas, foram
obtidos através da ferramenta BLAST, disponivel no banco de dados ENSEMBL
PLANTS (http:/plants.ensembl.org/index.html). As proteinas codificadas pelos
genes Whirly (Why2 e Why6) selecionados em cada uma das 11 espécies foram
submetidos a um alinhamento global com o software MEGA7 através da
ferramenta Clustal W (LARKIN et al., 2007; KUMAR et al., 2016) e posteriormente
foi gerado uma arvore filogenética. Através do pacote BEAST (DRUMMOND e
RAMBAUT, 2007) o modelo apropriado foi selecionado para uso na analise
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Bayesiana com 1.000.000 de réplicas de boostrap. A espécie L. perrieri foi
escolhida como outgroup. OsJAP se refere a O. sativa japonica; OsIND - O. sativa
indica; ORUF - O. rufipogon; ONIV - O. nivara; OGLU - O. glumaepatula; OGLA -
O. glaberrima; OBAR - O. barthii; OMER - O. meridionalis; OPUN - O. punctata;
OBRA - O. brachyantha; OLON - O. longistaminata; e LPER - L. Perrieri.

A estrutura dos genes Why em cada espécie foi obtida no ENSEMBL
PLANTS. A identificacdo dos motivos das proteinas WHY foi feita utilizando
Multiple  Motif In  Elicitation versdo 4.11.1 (MEME; http://meme-
suite.org/tools/meme) (BAILEY et al., 2009), sendo estabelecido como 10 o
ndmero maximo de motivos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse estudo, um total de 24 sequéncias correspondentes aos genes Why
localizados no cromossomo 2 e 6, foram identificados nas espécies de Oryza.
Todas as espécies analisadas apresentaram uma cOpia correspondente a Why2 e
uma copia correspondente a Why6, mantendo a localizagdo nos cromossomos 2
e 6, respectivamente. A manutencao de Why2 e Why6 nos diferentes genomas ao
longo da evolugcédo demonstra a importancia desses FTs no género Oryza.

A arvore filogenética (Figura 1A) mostra que as sequéncias proteicas sao
distintas. A proteina codificada pelo gene Why2 de O. brachyantha € a mais
distante, seguido das proteinas WHY2 de O. punctata e L. perrieri (outgroup), que
também se distanciam das demais espécies. De maneira geral, proteinas WHY?2
de diferentes espécies sdo mais similares entre si do que com proteinas WHY6
dentro da mesma espécie, o que também é observado para WHYG6. Esse perfil
demonstra que para a maioria das espécies os genes Why2 e Why6 acumularam
mutacdes nas sequéncias e estrutura génica (Figura 1B) e por isso, as proteinas
codificadas por eles apresentam diferencas. Essas mudancas sdo importantes
para a evolucdo, pois genes similares como Why2 e Why6 podem apresentar
funcdes distintas, que podem ocasionar mudancas no fendtipo e interacdo com
ambiente (BARTLETT e WHIPPLE, 2013). Com relacdo ao tamanho do gene,
verifica-se que, de maneira geral, Why6 € menor que Why2 devido a auséncia de
dois exons (Figura 1B).

O. punctata poderia ser utilizada como fonte de variabilidade para Why?2.
Da mesma forma, O. brachyantha também é uma possivel fonte de variabilidade
entre as espécies do género Oryza para o gene Why2, e essa variabilidade é
devida a um grande éxon na porcéao inicial do gene (Figura 1B). O. meridionalis
também apresenta um éxon grande na regidao 5 de Why2, diferindo das outras
espécies (Figura 1B), porém, apresenta apenas dois dos nove motivos
encontrados nas demais espécies (Figura 1C), o que sugere a perda/alteracédo de
funcdo desse gene.

De modo interessante Why6 de O. glumaepatula apresenta um longo intron
em sua estrutura, que ndo € encontrado nas outras espécies analisadas (Figura
1B), o que poderia ser uma importante fonte de variabilidade considerando
eventos de splicing alternativo e regulacao génica (JO e CHOI, 2015). Porém, a
sua estrutura proteica apresenta apenas um motivo (Figura 1C), sugerindo
auséncia de funcdo. Neste estudo, verificou-se que os genes com maior tamanho
(Why2 de O. meridionalis e Why6 de O. glumaepatula) codificaram proteinas
aparentemente sem funcéo.
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Figura 1: Relacéo filogenética, estrutura dos genes e andlise dos motivos
conservados nas proteinas Whirly em Oryza. A. Arvore filogenética construida a
partir da sequéncia das proteinas codificadas pelos genes Why6 (laranja) e Why2
(verde). B. Estrutura éxons-introns dos genes Why em Oryza e Leersia. Os blocos
azuis representam os exons e as linhas azul claro representam os introns. C.
Identificacdo de motivos proteicos, que sdo indicados em diferentes cores. A
variacao dos motivos ocorre de 1 a 10.

4. CONCLUSOES

Os genes Why apresentam variagc0es estruturais entre as diferentes espécies
do género Oryza. Essas variacdes precisam ser melhor avaliadas, pois podem ser
fonte de variabilidade genética para uso em programas de melhoramento para
tolerancia a estresses em arroz.
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