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Resumo

VIANA, Viian Ebeling. Expressdo de genes WRKY e alteracdes
morfolégicas em arroz sob estresse por submergéncia. 2014, 99f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de PoOs-Graduacdo em Agronomia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas — RS - Brasil.

O crescimento populacional mundial tem contribuido para uma maior demanda
de arroz, enquanto que alteracbes ambientais, causadas pelo homem,
contribuem com o aumento da frequéncia de precipitagbes. Estas condi¢gbes
formam um ambiente de hipoxia, e restringem a producédo do arroz. Frente a isso
as plantas respondem com adaptacdes morfologicas e alteracbes em nivel
molecular. Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos
morfolégicos e anatdbmicos em cultivares de arroz Oryza sativa L. submetidas a
hipoxia e verificar o perfil de expressdo dos genes de regulacdo complexa e
simples de fatores de transcricdo WRKY envolvidos na resposta ao estresse por
hipoxia. Os resultados obtidos demonstraram que ocorre alteracdes
morfolégicas e anatdmicas nas cultivares de arroz irrigado quando submetidas
ao estresse por hipoxia, principalmente no sistema radicular. Ainda, o
aeréngquima € mais desenvolvido nas cultivares Epagri 108 e Nipponbare quando
submetidas ao estresse por hipoxia. No estudo de expressédo génica através da
técnica de qRT-PCR, foi possivel observar que os genes WRKY responderam
ao estresse por hipoxia, mas nao foi possivel, para este estresse, verificar uma
diferenca entre a resposta do perfil de expressédo dos genes de regulagcéo
simples e complexa em plantulas de arroz sob estresse por hipoxia.

Palavras-chave: Oryza sativa, hipoxia, adaptacdes morfologicas, expressado
génica, estresse abidtico.



Abstract

Viana, Vivian Ebeling. Expression of genes WRKY and morphological
alterations in rice under stress by submergence. 2014, 99p. Master Degree
Dissertation — Post Graduation Program in Agronomy. Federal University of
Pelotas — RS — Brazil.

The growth of the world’s population has contributed for a greater demand of rice
while environmental alterations caused by men contribute to an increase of
rainfall. This conditions create a hypoxia environment and restrict the production
of rice. Under these conditions, plants with morphological adaptations and
alterations in molecular level. Thus, this work had as its objective to evaluate the
morphological and anatomical effects in rice cultivars Oryza sativa L. submitted
to hypoxia and to verify the expression profile of genes of complex and simple
regulation of WRKY transcription factors involved in the response of stress by
hypoxia. The results obtained demonstrated that morphological and anatomical
alterations occur in cultivars of irrigated rice when submitted to stress by hypoxia,
manly in their root system. Furthermore, the aerenchyma is more developed in
the cultivars Epagri 108 and Nipponbare when submitted to stress by hypoxia. In
the study of genic expression through the gRT-PCR technique, it was possible to
observe that the WRKY genes responded to stress by hypoxia but it not possible,
for this stress, to verify a difference between the response of the expression
profile of genes of simple and complex regulation in seedlings of rice under stress
by hypoxia.

Keywords : Oryza sativa , hypoxia , morphologic adaptations, gene expression,
abiotic stress .
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1- Introducgéo geral

O arroz € um dos alimentos mais importantes, sendo consumido por mais
da metade da populacdo mundial todos os dias (IRRI, 2014). O aumento das
temperaturas em decorréncia do aquecimento global podera provocar fortes
impactos na producdo deste cereal. O mais recente relatério do IPCC (Painel
Intergovernamental de Mudancas Climaticas) prevé que a producdo de
alimentos em todo o mundo podera sofrer um impacto drastico nas proximas
décadas, por conta destas mudancas climaticas, causando uma importante
influéncia na seguranca alimentar em todo o mundo (IPCC, 2013; GRISP, 2014).

Um dos estresses que podera ser causado pelas alteracdes da geografia
na producdo agricola no Brasil, é o estresse por inundagdo. O excesso de agua
€ uma das principais restricbes para o cultivo de arroz em solos de varzea. A
submergéncia a curto prazo (flash floods), por mais de duas semanas pode
causar sérias perdas nos campos de arroz, independentemente do estadio de
desenvolvimento do vegetal. Sendo assim, novas variedades de arroz tolerantes
a estresses abibticos, incluindo a submergéncia, e tecnologias para explorar o
potencial genético destas variedades, estdo cada vez mais, se tornando
imprescindiveis (IRRI, 2014).

As plantas tem desenvolvido mecanismos intrinsecos, em diferentes
aspectos, como a nivel estrutural, celular e molecular, para adaptacdo a
condicbes adversas (CHEN et al.,, 2012). Os 0rgaos vegetais obtém oxigénio
pela respiracdo, diretamente do ambiente, porém quando o solo se torna
excessivamente Umido, a transferéncia de oxigénio do ar para o solo é
blogueado, sem o reabastecimento do oxigénio pelo ar, 0 oxigénio remanescente

no solo é rapidamente consumido pelas plantas e microrganismos do solo.
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Assim, o aerénquima, tecido que compreende uma elevada percentagem de
espacos preenchidos com gas, se torna uma alternativa estratégica para a planta
obter oxigénio (DREW et al., 2000).

No aspecto molecular, ocorre a inducdo génica em nivel transcricional
(CHEN et al., 2012). Portanto, a regulacdo transcricional € essencial para a
adaptacéo das plantas aos estresses abioticos. Diversos fatores de transcricdo
sao requeridos para que ocorra a regulacado génica (GAO et al., 2007).

O genoma da Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) e do arroz (Oryza sativa
L.) codificam para mais de 2100 e 2300 fatores de transcri¢cao, respectivamente
(RIANO-PACHON et al., 2007). Entre eles, os WRKY, estes compreendem uma
das maiores familias de fatores de transcricdo que regulam a expressao génica
(CHEN et al., 2012).

Diversos estudos tem indicado o envolvimento dos WRKY na resposta
imune da planta, frente a estresses biéticos. Porém, outros estudos também tem
como foco, desvendar as redes de regulacdo génica frente aos estresses
abioticos (RUSHTON et al, 2010). A operacdo genética da transcricdo é
baseada no controle dos promotores dos genes por fatores de transcricdo. Dessa
forma, os fatores de transcricdo controlam a quantidade de RNA produzido pelos
genes os quais se ligam (ROSENFELD et al., 2005). Modificagdes na dinamica
de atividade dos fatores de transcricdo alteram o transcriptoma, o qual implica
em mudancas fenotipicas e metabdlicas. Os fatores de transcricdo que regulam
a expressao génica, reconhecem sequéncias especificas de DNA, estas
sequéncias sao conhecidas como elementos regulatérios de acgdo cis
(MITSUDA; OHME-TAKAGI, 2009).

Com base na quantidade de elementos regulatérios de acéo cis (ERACS)
com ocorréncia significativa (P<5% pelo Teste Z) na regidao promotora (1000
pares de bases a montante da regido) dos genes Ssuperexpressos, 0S genes
foram classificados em: genes de regulacdo simples, que sdo 0s que possuem,
em sua regiao promotora, de um a sete ERACSs, e provavelmente respondem a
um Ou poucos estresses, e genes de regulagdo complexa, que apresentam de
24 a 35 ERACs na regido promotora, e por apresentarem maior quantidade de

responderiam a diversos estresses (FINATTO, 2012).
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Considerando a importancia de estudos visando 0 aumento da
produtividade e a tolerancia a estresses abioticos, torna-se necessario estudar
as alteracdes morfolégicas de cultivares de arroz expostas ao estresse por
hipoxia e o perfil de expressédo de genes pertencentes a familia WRKY, nestas
cultivares em diferentes tempos de exposicao ao estresse, afim de que se tenha
um melhor entendimento sobre os mecanismos de regulacdo do estresse.

Sendo assim, este trabalho teve por objetivo: 1) avaliar os efeitos
morfolégicos e anatbmicos em cultivares de arroz submetidas a hipoxia, 2)
verificar o perfil de expresséo dos genes de regulagcdo complexa e simples de

fatores de transcricdo WRKY envolvidos na resposta ao estresse por hipoxia.
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2 - Capitulo |

Revisao bibliografica

2.1 - A cultura do arroz

O sistemas de cultivo de arroz irrigado sao responsaveis por 75% da
producédo global de arroz, fornecendo o alimento basico para cerca de 2 bilhdes
de pessoas (IRRI, 2014). No Brasil, a producédo oscila entre 11-13 milhdes de
toneladas, sendo o maior estado produtor o Rio Grande do Sul, respondendo por
67,0% da producdo brasileira, com 1.066,6 mil hectares -cultivados,
representando 44,6% da area nacional. O fato de toda a &rea cultivada estar
relacionada ao sistema irrigado, fez com que o estado obtivesse a maior
produtividade nacional no ano de 2013 (CONAB, 2013).

O género Oryza € composto por 23 espécies (VAUGHAN e CHANG,
1995) destas, apenas duas sao cultivadas, Oryza sativa L. (arroz cultivado
asiatico) e Oryza glaberrima Steud. (arroz cultivado africano). Ambas as
espécies cultivadas sao dipléides com ndmero de cromossomos igual a 12
(2n=24), porém existem espécies polipldides com 2n = 48. As duas espécies
cultivadas e seus respectivos ancestrais possuem o0 mesmo genoma A, pois seus
hibridos ndo apresentaram nenhum distirbio cromossdémico significativo
(MORISHIMA et al., 1992). A porcéo de eucromatina do genoma do arroz é
estimada por ter 430Mb de tamanho sendo assim 0 menor genoma dentre 0s
cereais. O genoma do arroz € 3.7 vezes maior que 0 genoma de Arabidopsis
thaliana e 6.7 vezes menor que o genoma humano (YU et al, 2002; IRGSP,
2005).

O crescimento populacional tem implicado em uma maior demanda de
producédo aliada a alta qualidade do arroz produzido. Contudo, diversos fatores

restringem a produgdo do arroz, como estresses bibticos e abioticos. Afim de
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superar estes fatores é necessario novas tecnologias que unam a biotecnologia

e 0 melhoramento genético convencional (BRESOLIN, 2010).

2.2 -0 solo do Sul do Brasil

Os solos de varzea do sul do Brasil, apesar das grandes variacoes,
apresentam uma caracteristica comum, que € a sua formacdo sob condi¢bes
hidromérficas (GOMES et al., 1992). Esses solos sdo encontrados nas planicies
dos rios e lagos, onde se desenvolvem sobre sedimentos. Como estes
sedimentos apresentam grande variabilidade na composicdo granulométrica e
mineraldgica, os solos desenvolvidos deles apresentam grande variacdo de
caracteristicas de um local para outro, que se refletem na aptiddo de seu uso
(KLAMT et al., 1985).

No Rio Grande do Sul, estes solos abrangem cerca de sete milhdes de
hectares, correspondendo a 25% da area total do Estado, com relevo plano a
suavemente ondulado (GOMES et al., 1992). Estes solos de relevo plano e que
apresentam camadas impermedveis no subsolo sdo destinados, quase que
exclusivamente para o cultivo do arroz (PINTO et al., 1999).

Ao longo do processo de formacdo dos solos, 0os minerais mais sollveis
séo lixiviados, enquanto o menos solGveis vdo sendo acumulados. Oxidos de
ferro e aluminio sdo minerais de dificil solubilidade e que, portanto, acabam se
acumulando nos solos (VIEIRA et al., 1999). O material de origem dos solos tem
grande importancia na determinacdo da ocorréncia de toxidez causada em
funcdo do acumulo de um ou mais minerais presentes em excesso no solo, como
o ferro e o aluminio, por exemplo, que sao fatores limitantes para a producéo de

arroz.

2.3 - Estresses abiodticos

As plantas crescem em um ambiente dinamico que frequentemente impde
restricbes sobre o crescimento e desenvolvimento dos vegetais (TRAN, 2004).
O crescimento das plantas é muito afetado por estresses causados por variacdes
do ambiente (ICHIMURA et al., 2000). O termo “estresse abidtico” inclui diversos

estresses causados por complexas condicbes ambientais como a alta
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luminosidade, altas e baixas temperaturas, seca, salinidade, calor, toxidez por
metais e hipoxia (HIRAYAMA; SHINOZAKI, 2010).

Os estresses abidticos podem ser divididos em estresses nutricionais e
estresses por condigcbes climaticas adversas. Incluem, no primeiro caso,
escassez de nutrientes (i.e., nitrogénio e fosforo) ou toxidez por excesso de
elementos no solo (i.e., aluminio e ferro). No segundo caso pode-se agrupar
estresse por seca, altas ou baixas temperaturas, encharcamento do solo e
salinidade, que sdo os maiores responsaveis por danos as culturas agricolas
(BOHNERT, 1995). Este Ultimo tipo de estresse, pode afetar a integridade
fisiologica da planta, direta ou indiretamente, alterando o metabolismo, o
crescimento e o desenvolvimento do vegetal (GARG, 2002). Para a
sobrevivéncia, as plantas tem se adaptado para responder a estes estresses sob
0s aspectos moleculares, celulares, fisiolégicos e bioquimicos (NAKASHIMA;
SHINOZAKI, 2009).

Os primeiros eventos de adaptacdo a estresses ambientais sdo a
percepcdo e subsequente sinalizacdo da transcricdo que conduz a ativacédo de
varias respostas fisiolégicas e metabdlicas, incluindo a expressdo de genes
responsivos ao estresse (TRAN et al., 2004). Estresses causados por condi¢des
adversas de ambiente induzem a expressao de genes em diversas espécies de
plantas (BARTELS; SUNKAR, 2005). Inumeros genes induzidos por estresse
abiotico tém sido identificados atraves experimentos envolvendo a técnica de
microarranjo (NAKASHIMA; SHINOZAKI, 2009). Estes genes tém sido
classificados em dois grupos maiores, um grupo que codifica produtos
diretamente para a protecao das células estressadas, e 0 outro grupo que regula
a expressao e a sinalizacdo da transcricdo em resposta a estresses abioticos
(SHINOZAKI;, SHINOZAKI, 2003).

Sendo assim, o estudo das redes génicas envolvidas na regulacdo a
estresses abidticos é de grande importdncia para os programas de
melhoramento de arroz irrigado. O conhecimento das bases moleculares
envolvidas nestes estresses representa uma importante ferramenta para o
avanco do entendimento do comportamento das plantas sob condi¢des adversas
(BRESOLIN, 2010).
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2.4 - Estresse ocasionado por submergéncia

Nos ultimos anos, o Painel Intergovernamental de Mudancas Climaticas,
tem informado que as mudancas climaticas mundiais induzidas pelo homem
aumentardo a frequéncia das precipitacbes de alta magnitude bem como
atividade de ciclones extratropicais, como resultado, a ocorréncia de eventos de
inundacdo em planicies e terras cultivadas séo esperadas (IPCC, 2013).

O excesso de agua do solo € determinante para taxa de difusdo de
oxigénio no solo por causa da pequena difusdo de gases na agua em relacao ao
ar. Logo apos a inundacao do solo a respiracdo das raizes e microrganismos
esgota 0 oxigénio remanescente e o meio ambiente torna-se hipoxico, quando
0s niveis de oxigénio limita-se a respiragdo mitocondrial e, mais tarde anoxica
quando a respiracdo € completamente inibida (PONNAMPERUMA, 1972).
Assim, a primeira restricdo para o crescimento das plantas sob alagamento é
imediata, devido a falta de oxigénio necessaria para sustentar a respiracao
aerobia dos tecidos submersos (ARMSTRONG, 1979).

Ocorre entdo a formacédo de camadas distintas quanto a disponibilidade
de oxigénio, uma camada superficial, de alguns milimetros e, logo abaixo desta,
¢ formado um ambiente com pouco ou nenhum oxigénio disponivel
(PONNAMPERUMA, 1972). Frente a isso, para as plantas conseguirem manter
0 crescimento em ambientes como este, as plantas de arroz desenvolveram
adaptacdes estruturais na parte aérea e no tecido radicular as quais lhes permite
transportar o oxigénio necessario para manter a respiracéo celular nos locais de
crescimento (JACKSON; ARMSTRONG, 1999).

Estas adaptacdes estruturais incluem formagéo dos espacgos de ar dentro
do tecido para melhorar as trocas gasosas além de induzir a formacao de raizes
adventicias mediadas pelo etileno (VRIEZEN et al., 2003). Uma série de
processos bioquimicos desencadeados na planta podem estimular a formacgao
de aerénquima devido a diminuicdo no oxigénio no solo sob alagamento
(hipoxia). O aumento na formacdo de aerénquima é uma das respostas
adaptativas mais importantes frente ao estresse por hipoxia e anoxia (COLMER,
2003).

O aerénquima pode ser classificado como esquizdgeno ou lisigeno, de
acordo com o processo de formacéo. O aeréngquima esquizdégeno ou constitutivo

resulta da separacdo das células e dos espacos intracelulares, devido ao arranjo
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diferencial das células que compdem os tecidos e pode ser encontrado em
plantas bem supridas de oxigénio. O segundo tipo de aerénquima, lisigeno, é
resultado da morte das células que compdem os tecidos da raiz e do colmo e é
desencadeado por estimulos do ambiente do solo inundado, principalmente pela
falta de oxigénio (EVANS, 2003).

O inicio da formacédo do aerénquima lisigeno ocorre poucas horas apos
ser percebida a reducdo nos niveis internos de oxigénio (EVANS, 2003). Esta
reducdo inicia uma série de processos metabodlicos que promovem a ativacao de
vias bioquimicas especificas de controle genético formando substéncias que
atuam como sinalizadores bioquimicos, sendo a principal delas, o etileno, a partir
das quais desencadeia a morte celular programada (DREW et al., 2000;
COLMER et al., 2006).

Em raizes de arroz, genes especificos da familia génica da ACC sintase,
sdo induzidos pela deficiéncia de oxigénio produzindo etileno, o qual esta
envolvido na formacéo do aerénquima (DREW et al., 2000). A evidéncia de que
genes da ACC sintase sdo expressos em condicdes anaerébicas, é que o etileno
esta envolvido no crescimento do arroz em condigbes de baixa tensdo. Em
contrapartida, estudos relatam ainda que o envolvimento do etileno na formacéo
de aerénquima ainda ndo é conclusivo em arroz ja em milho essa relacdo é
melhor explicada (EVANS, 2003).

Trabalhos com arroz demonstraram que com a hipoxia ha um aumento na
concentracdo de etileno, 0 que promove o crescimento de varios 0Orgaos
incluindo coledptilo, mesocdétilo, raiz e caule (JACKSON, 1985) e aumenta a
formacgé&o de aerénquima e raizes adventicias. O aerénquima lisigeno é o tipo de
formacao predominante nos tecidos do arroz (JUSTIN; ARMSTRONG, 1991) e
pode variar de 5% na ponta até 45% em regi6es maduras da raiz (ARMSTRONG,
1971).

Além disso, 0 arroz possui caracteristicas adicionais que contribuem para
a sua tolerancia a situacfes de inundacao e consequente hipoxia. A ativacao de
a-amilases e da mobilizacdo de amido para a producdo de energia para a
manutencdo dos processos metabolicos basicos sob hipoxia ou anoxia, tem sido
implicada como uma das principais adaptacdes metabdlicas de plantas de arroz
sob inundacédo (VRIEZEN et al., 2003). Respostas metabdlicas a hipoxia tem

geralmente sido descritas como ativas ou passivas em relacdo ao consumo de
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carboidratos ndo estruturais. Esta resposta leva ao consumo de hidratos de
carbono, sollveis, ndo estruturais para remobiliza-los afim de produzir ATP
através da glicolise e regenerar NAD* por meio da fermentagdo alcodlica
(COLMER, et al., 2006). Estudos tem demostrado que plantulas tolerantes ao
estresse por hipoxia apresentam de 30-50% mais carboidratos ndo estruturais
comparado com cultivares suscetiveis (SARKAR et al., 2006).

Diversos genes que codificam para enzimas que controlam a quebra de
sacarose e a fermentacdo anaerdbica, sdo regulados de maneira temporal em
resposta a deficiéncia de oxigénio. Cultivares de arroz que variam de acordo com
a tolerancia a submergéncia, apresentaram cinéticas diferentes em relacdo a
acumulacao de transcritos, codificando para enzimas envolvidas na fermentagao
(fosfofrutoquinase, fosfoglicerato quinase, enolase, PDC e ADH) (COLMER et
al., 2006).

2.5 - Regulacédo génica

O controle da expressdo génica é crucial para o desenvolvimento e
sobrevivéncia dos organismos em geral (CASTRILLO et al., 2011). A regulacdo
da transcricdo é um mecanismo importante na expressao génica, e tem um papel
de dinamizagcdo na evolugcdo funcional e morfoldégica, com potencial de
manipulacdo biotecnoldgica para caracteristicas agrondémicas (ZHANG et al,,
2005; HAEUSSLER; JOLY, 2010).

Analises genbmicas e moleculares tem demonstrado que, diversos
sistemas de regulacéo da transcricdo estao envolvidos na inducdo de genes que
respondem a estresses (SHINOZAKI et al., 2003). Embora, a maior parte das
sequéncias reguladoras de genes ocorrerem upstream do sitio de iniciacdo da
transcricdo e traducdo, muitas excec¢des sdo conhecidas. Por conseguinte, a
determinacéo de sitios de ligacdo do fator de transcricdo ndo deve ser restringida
apenas a regioes situadas upstream (STEFFENS et al. 2004).

Em plantas, a regulacdo da transcricdo € mediada por um grande nimero
de fatores de transcri¢cdo, que controlam a expressao de diversos genes alvos e,
muitas vezes estdo envolvidos na sinalizagdo da transcricdo (WELLMER,;
RIECHMANN, 2005). Sitios de ligacdo dos fatores de transcricdo sdo elementos
funcionais que determinam o momento e local da atividade da transcri¢cao
(VANDEPOELE et al., 2009).



27

Fatores de transcricdo sao conhecidos por serem reguladores essenciais
de respostas celulares e fisiologicas a estimulos ambientais (GUAN et al., 2010).
Estes fatores de transcricdo regulam a primeira etapa da expressao génica, e
sdo usualmente definidos como proteinas contendo dominio de ligacdo, que
reconhecem sequéncias especificas de DNA, estas sequéncias sdo conhecidas
como elementos regulatérios de acdo cis e estdo localizados na regido
promotora dos genes (MITSUDA e OHME-TAKAGI, 2009).

Informacdes sobre os sitios de ligacdo, dos fatores de transcricdo em
genomas inteiros € usual para identificar genes alvos de um fator de transcricao
especifico (BULOW et al., 2006). E de fundamental importancia, ainda que dificil,
identificar genes que respondem a certos estimulos endégenos e/ou estimulos
ambientais (ZHANG et al., 2005). Tendo em vista que, o crescimento e o
desenvolvimento das plantas sdo controlados pela expressdo de genes
especificos em ocasides apropriadas e em érgdos particulares (YE et al., 2012).

Os produtos resultantes da acdo destes genes ndo sao apenas
importantes para tolerdncia ao estresse, mas também na regulacdo da
expressao génica e na sinalizacdo da transcricdo em resposta ao estresse. Estes
produtos séo classificados em dois grupos, o0 primeiro grupo inclui proteinas, com
provavel fungéo de toleréncia a estresses, como as chaperonas e as prolinas. O
segundo grupo contem proteinas envolvidas na expressao génica, que
provavelmente agem na resposta ao estresse, e incluem os fatores de
transcricdo (YAMAGUSHI-SHINOZAKI e SHINOZAKI, 2006).

2.6 - Elementos elementos regulatérios de agéo cis e o controle da
expressao génica

A rede de sinalizacdo, de percepcéo e de resposta, a alguns estresses
requerem a interagdo entre diversos sensores. Logo apds do reconhecimento do
estresse pelas células, ocorre uma cascata de sinais que ativam genes
envolvidos na resposta ao estresse. Os fatores de transcricdo regulam a
transcricdo do gene, assim, uma mudanca em suas atividades resulta em
mudancas metabodlicas e fenotipicas em resposta ao estimulo. Os fatores de
transcricdo contém o dominio de ligacdo de DNA que reconhece fracdes
especificas na sequéncia de DNA, estas sequéncias especificas sdo conhecidas

como elementos regulatérios de acgéo cis.
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Estes elementos regulatoérios de acdo cis estdo localizados na regido
promotora do gene e, juntamente com os fatores de transcricdo, formam o
complexo de iniciagdo da transcrigdo. Nestes complexos, diversos fatores de
transcricao e elementos regulatorios de acao cis interagem como reguladores da
transcricdo génica. Diversos sitios de fatores de agéo cis sdo conhecidos por
estarem envolvidos na transcricdo em resposta a estresses (SHINOZAK et al.,
2003).

A expressdo génica é controlada principalmente em nivel de transcricao,
onde ocorre a ligacdo entre fatores de transcricdo e elementos regulatorios de
acao cis, nas regides upstream de genes, e desempenham importantes funcdes
(ZHANG et al., 2005). Estes elementos regulatorios de agéo cis funcionam como
ativadores e/ou repressores na regulacdo da expresséo génica de folhas, caules,
raizes e paniculas (YE et al., 2012).

O conhecimento sobre elementos regulatérios de acdo cis na regido
promotora dos genes, e os fatores de transcri¢cdo, € importante para obtermos
um melhor entendimento dos sistemas que regulam a expressao génica
(CASTRILLO et al, 2011). No geral, elementos regulatérios de acdo cis
representam uma grande lacuna em nossa compreensdo de genomas,
especialmente as grandes regides nao codificantes (HAEUSSLER; JOLY, 2010).
Portanto, se alguns elementos regulatérios de acdo cis sdo conhecidos por
estarem diretamente envolvidos na regulacéo da transcricdo génica em resposta
a um estimulo, estes poderiam ser utilizados para identificar genes de interesse
(ZHANG et al., 2005).

Em uma andlise de microarranjo utilizando a cultivar Nipponbare
submetida a toxidez por ferro, Finatto (2012) identificou 1569 genes
superexpressos sendo que na regido promotora (1 kbp a montante ao sitio de
inicio da transcricdo) destes genes, foram identificados o0s elementos
regulatérios de acao cis (ERACs) com ocorréncia significativa pelo teste Z
(P<0,05). Foram encontrados 300 ERACs com ocorréncia significativa nos 1569
promotores dos genes superexpressos. O nimero de ERACs por promotor
variou de 1 a 35. Sendo que 0s genes com promotores apresentando a média
de ocorréncia de ERACs menos dois desvios padrdes foram considerados genes
de regulacéo simples (totalizando 99 genes), j& 0s genes que possuem a média

de ocorréncia de ERACs mais dois desvios padrdes foram considerados genes
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de regulacdo complexa (totalizando 81 genes). Os demais genes foram
classificados como de regulacdo intermediaria. Com base nisto, estima-se que
provavelmente os genes de regulacdo complexa por apresentarem maior
nimero de ERACs em sua regido promotora seriam responsivos a outros

estresses além da toxidez por ferro.

2.7- Genes WRKY

Fatores de transcricdo atuam em conjunto com outros componentes da
magquinaria transcricional para modular a expressao de genes alvos, de forma
espacial e temporal. Em geral, isso ocorre por ligacdo a uma pequena sequéncia
de nucleotideos (elementos regulatérios de acdo cis) contidos em regides
regulatorias do gene que estdo sobre seu controle. As diferentes classes de
fatores de transcricao apresentam dominios especificos de ligacdo ao DNA, que
discrimina entre os distintos elementos regulatorios de acdo cis em sitios alvos
dentro do genoma (CIOLKOWSKI et al., 2008).

Em plantas superiores, a familia WRKY é a maior entre as familias de
fatores de transcricdo e € encontrada em todos os vegetais (RUSHTON et al.,
2010). Genes da famiia WRKY tem demonstrado um grande sucesso
evolucionario no reino vegetal, onde sucessivos eventos de duplicagcdo tem
resultado em grandes familias génicas (BERRI et al., 2009) e incluem 74
membros em Arabidopsis, mais de 100 membros em arroz, 197 em soja, 66 em
mamao, 68 em sorgo, 38 em Physcomitrella patens, 35 em Selaginella

moellendorffii, 80 em pinus e mais de 45 em cevada (CHEN et al., 2012).

2.8 — Estrutura e classificacdo dos WRKY

Denominados dessa forma em decorréncia do dominio WRKY de 60
aminoacidos invariantes ao longo da regido peptidica, incluindo ainda a
sequéncia altamente conservada WRKYGQK na extremidade livre N, seguido
pelo motivo dedo de zinco Cx4-5Cx22-23HxH ou Cx7Cx23HxC (CHIA et al.,
2013) na extremidade livre C (RUSHTON, et al, 2010), que fornece as
propriedades ligantes ao DNA, principalmente ao sitio conservado W-box
(C/MTGAC(T/C) (BERRI et al., 2009). Esses dois motivos sdo vitais para a alta

afinidade de ligacédo dos fatores de transcricdo WRKY, a sequéncia consensus
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e os W-box, sendo que ainda sitios alternativos de ligacao tem sido identificados
(CHEN et al, 2012). Em algumas proteinas WRKY, as sequéncias de
aminoacidos WRKY tem sido reportadas como WRRY, WSKY, WRKY, WVKY
ou WKKY (RUSHTON, et al., 2010). As proteinas WRKY contém as seguintes
estruturas: putativos sinais basicos de localizacdo nuclear, ziper de leucina,
regido rica em serinas-treoninas, regido rica em glutaminas, regido rica em
prolinas e dominios quinase TIR-NBS-LRRs. Assim, devido a estas
caracterizacdes em sua estrutura, as proteinas WRKY podem desempenhar sua

funcdo mais apropriada na regulacéo da expressdo génica (CHEN et al., 2012).

O dominio WRKY consiste de quatro cadeias de proteina folha-beta, com
os residuos de cistidina/histidina formando uma cavidade ligante ao zinco. Os
residuos de WRKYGQK correspondem a por¢cao amino-terminal da folha-beta
que a partir de uma superficie saliente da proteina promove o acesso ao sulco
maior e o contato com 0 DNA. Isso foi proposto ja que a folha-beta contendo o
motivo WRKYGQK realiza o contato com uma regido de aproximadamente 6-pb,
0 que é compativel com o comprimento do W-box. A conservacdo do dominio
WRKY ¢é observada por uma notavel conservacdo de seu local de ligacéo
cognato, a W-box (TTGACC / T). Alguns trabalhos em leveduras tem demostrado
que algumas proteinas WRKY tem apresentado que o W-box € o minimo
consenso requerido para uma especifica ligacdo ao DNA. Ferramentas de
bioinformatica e estudos funcionais de promotores de genes de plantas tem
encontrado grupos de W-boxes em promotores induzidos por estresses. Existem
poucos relatos onde proteinas WRKY se ligam a regides ndo W-box, um exemplo
€ 0 OsWRKY 13 que pode se ligar ao elemento PRE4 (TGCGCTT) bem como ao
W-box. Os sitios W-box geralmente sdo ocupados por fatores de transcri¢cdo
WRKY (RUSHTON, et al., 2010).

Genes codificados por proteinas WRKY sdo encontrados em alguns
organismos eucariotos nao fotossintetizantes, indicando sua origem antes do
surgimento em eucariotos fotossintetizantes (CHIA et al., 2013). Em eucariotos
superiores, incluindo as plantas, de 8 a 10% das proteinas séo fatores de
transcricdo, que desempenham um importante papel no estabelecimento de
redes transcricionais regulatérias, governando assim diversos perfis de
expressao celular (CIOLKOWSKI et al., 2008).
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Avancos significativos, a respeito da nossa compreensdo de proteinas
WRKY tem ocorrido nos udltimos anos. A pesquisa tem focado em papéis
adicionais de fatores de transcricido WRKY em processos como germinacgao,
senescéncia e respostas a estresses bidticos e abidticos (RUSHTON, et al.,
2010).

Inicialmente, pela auséncia da completa familia génica em algumas
espécies de plantas, os WRKY foram divididos em trés grupos baseados no
nimero de dominios WRKY (dois dominios classifica no grupo | de proteinas e
um dominio classifica em outros grupos) e a estrutura dos dedos de zinco (C2HC
classifica o grupo Il de proteinas). O grupo génico Il foi dividido em llia, lib, lic,
Iid e lle baseado na sequéncia do primeiro aminoacido. Andlises posteriores,
com base em dados filogenéticos, apresentaram que a familia WRKY em plantas
superiores € mais acuradamente dividida em Grupo |, lla, lib, lic, lid + lle, e

Grupo lil. Genes do Grupo Il ndo sao monofiléticos (RUSHTON, et al., 2010).

Alguns genes WRKY em Arabidopsis foram descritos e classificados com
base no nimero de dominios WRKY e nas caracteristicas dos motivos dedo de
zinco (EULGEM et al., 2000). Proteinas WRKY com dois dominios foram
classificadas no grupo | e as demais proteinas com um dominio WRKY foram
classificadas no grupo Il. Em geral, os dominios WRKY dos membros do grupo |
e do grupo Il tem o0 mesmo tipo de motivo dedo de zinco cujo padréo de ligantes
potenciais de zinco CX4-5-CX22-23 —HXH é o unico motivo dedo de zinco
conhecido. O Unico motivo dedo de zinco de proteinas WRKY é distinto nos
membros do grupo 1 e 2. Ao invés de um padrdo Cz2H2, seus dominios WRKY
contém o motivo C2HC. Como resultado desta distingdo este foi classificado no
grupo Il (BERRI et al., 2009).

Para reconstruir as relagdes evolutivas dos genes WRKY em arroz e
Arabidopsis, uma arvore filogenética foi construida com todas as sequéncias de
dominio WRKY das duas espécies. A arvore filogenética obtida sugere uma
futura divisdo do grupo Il em trés grupos distintos: 3A, 3B e 3C. Mais
especificamente, a presenca de um sub-grupo que apresenta apenas genes
WRKY de Arabidopsis (3A), um Segundo apenas contendo genes OsWRKY (3B)
e um terceiro grupo (3B) contendo os genes remanescentes. Essa divisdo ocorre

por consequéncia de eventos especificos de duplicacdo no grupo OsWRKY, o
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qual ocorreu depois da separacdo de monocotileddneas e dicotiledéneas e que
sdo bem documentadas em arroz. Estes eventos levaram a grande expansao do
grupo 3 de WRKY de arroz para um total de 36 genes o qual representa 35% da
familia génica OsWRKY (BERRI et al., 2009).

2.9 - Funcédo dos WRKY

Desde o comeco das pesquisas com fatores de transcricdo WRKY, fica
evidente que eles regulam diversos processos na planta. O progresso recente
demostra que diversos genes WRKY atuam em vias de sinalizagéo induzidas por
estresse. A maioria dos estudos sobre fatores de transcricdo WRKY tem indicado
que, diversos membros da familia, atuam na resposta imune da planta.
Atualmente, os pesquisadores tem focado na analise funcional de genes que
codificam para fatores de transcricdo WRKY em resposta a estresses abidticos
(CHEN et al., 2012).

Afim de evidenciar o envolvimento dos fatores de transcricdo WRKY em
resposta a estresses abidticos, varios estudos estdo sendo conduzidos. Estes
estresses abidticos incluem seca em cultivares de arroz (RICACHENEVSKY et
al. 2010), em linhas transgénicas de Arabdopsis (SONG et al., 2009) e em linhas
transgénicas de Paspalum notatum Flugge (XIONG et al., 2010), estresse por
frio e seca em cevada (MARE et. al., 2004), estresse por calor e seca em tabaco
(RIZHSKY et. al., 2002), toxidez por ferro em arroz (RICACHENEVSKY, 2007,
RICACHENEVSKY et al. 2010) e senescéncia em arroz (RICACHENEVSKY et
al. 2010).

Além disso estdo envolvidos em diversos processos fisiolégicos e de
desenvolvimento, incluindo embriogénese, regulagcdo de vias biossintéticas,
sinalizacdo hormonal, dorméncia e germinacdo de smentes. O gene Transparent
Testa Glabra 2 (TTG2) em Arabdopisis € um exemplo, e codifica para o fator de
transcricdo AtWRKY44 gue atua no desenvolvimento de tricomas e coloracédo do
tegumento (JOHNSON et al., 2002).

Desde o momento em que os genes WRKY tem sido reportados pelo

envolvimento em resposta a diversos estresses, analises de expressdo génica
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estdo sendo realizadas por técnicas de gqRT-PCR e microarranjo a nivel de
genoma e sob diversas condicbes (RAMAMOORTHY et al., 2008).

Tendo em vista a dinamica ambiental as quais as culturas estéo
relacionadas, o entendimento das redes de regulacéo génica as quais envolvem
os fatores de transcricdo, incluindo os WRKY, é de suma importancia ja que
estes sdo reguladores de respostas celulares e fisiolégicas aos estimulos do
ambiente. Ainda, a obtencdo do panorama como um todo, interacdo
planta/ambiente, permite aliar os conhecimentos moleculares e ferramentas
biotecnolégicas ao melhoramento convencional, na busca por genotipos
tolerantes a estresses abioticos limitantes ao crescimento e desenvolvimento

vegetal acometendo assim a produtividade.
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3- Capitulo Il

Analise morfologica e histolégica de cultivares de arroz sob estresse por
submergéncia

3.1- Introducéo

A submergéncia nas plantas, provoca a falta de oxigénio, a aeracao
deficiente costuma reduzir a produtividade das culturas, tornando este um dos
maiores estresses abidticos em plantas. Ainda, a reducdo no rendimento, pode
ser parcialmente atribuida a ocorréncia de alterndncia de seca progressiva e
alagamento repentino, afetando as fungcbes de desenvolvimento e o crescimento
das raizes. Entretanto, as plantas de arroz possuem mecanismos de adaptacao
a estes ambientes, e conseguem resistir a tais variagcdes temporais de umidade
no solo (ZEIGLE; PUCKRIDGE, 1995).

O arroz é uma das poucas espécies que pode germinar e crescer em solos
permanentemente encharcados (PERATA; ALPI, 1993). Porém, quando
completamente submersas, a maioria das cultivares de arroz morrem dentro de
uma semana. Neste caso, a respiracdo aerbbica e a fotossintese séo inibidas,
ocorrendo a estimulacdo de diversas respostas frente ao estresse, como a
mudanga da respiracao aerdbica para respiracao anaerdbica. Algumas cultivares
de arroz podem sobreviver de 10 a 14 dias sob completa submergéncia (XU et

al., 2006). Uma estratégia que as plantas desenvolvem frente a este estresse &
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a utilizacdo de carboidratos néo estruturais, afim de suprir a energia requerida
para o crescimento e manutencdo do metabolismo vegetal. Cultivares de arroz
tolerantes a este estresse, apresentam de 30 a 50% mais carboidratos nao
estruturais quando comparadas com cultivares suscetiveis ao estresse por
hipoxia (SARKAR, 2006).

Além disso, estas condicbes de pouco oxigénio afetam diretamente o
metabolismo basico das plantas, pois, desestabilizam a via da fosforilagdo
oxidativa. Esta rota, esta localizada na membrana mitocondrial e, € normalmente
responsavel pela regeneracdo do NAD™* (nicotinamida adenina dinucleotideo) e
do poder redutor NADP* (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatada),
necessario para a glicolise, e com a producéo concomitante de ATP (adenosina
trifosfato). A auséncia, ou a limitada disponibilidade de oxigénio no aceptor final
de elétrons, bloqueia a via de producdo de ATP (DOLFERUS et al., 1997). Sendo
que, a producdo de ATP é necessaria para o metabolismo celular e processos
de desenvolvimento das plantas pois, é requerido por diversas enzimas,
incluindo as enzimas que produzem espécies reativas de oxigénio (ROS)
(FUKAO; BAILEY-SERRES, 2004).

Para suportar este estresse, as plantas expostas a baixas taxas de
oxigénio empregam varias adaptacbes morfoldégicas e metabdlicas (SANTOS,
2012). Em algumas variedades de arroz, a submergéncia estimula o rapido
alongamento das raizes (VOESENEK et al. 2006). Acredita-se que o
alongamento das raizes, através do solo com déficit de oxigénio, facilita a
aquisicdo de oxigénio e o estabelecimento de uma resposta frente a mudanca
do ambiente (D’ABUNDO, 2003).

O aerénquima, tecido especializado que contem espacos preenchidos por
gazes, € o tecido mais importante na adaptagdo anatdmica para o crescimento
das plantas em ambientes inundados. O oxigénio da atmosfera ou gerado
através da fotossintese, é transportado, mais facilmente, por difusdo e/ou fluxo
de massa, pelo aerénguima até raizes, caules e folhas submersos, que estao
deficientes de oxigénio (JACKSON; ARMSTRONG 1999; SURALTA;
YAMAUCHI, 2008; ITO et al., 1999).

Tendo em vista estas adaptacbes morfologicas das plantas, quando

submetidas ao estresse por hipoxia, o objetivo deste trabalho foi avaliar os
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efeitos morfolégicos e histolégicos em cultivares de arroz (Oryza sativa L.)

submetidas a hipoxia.

3.2- Material e Métodos
3.2.1- Material Vegetal

O experimento foi conduzido no laboratério do Centro de Gendmica e
Fitomelhoramento, pertencente ao departamento de Fitotecnia da Faculdade de
Agronomia “Eliseu Maciel’” (FAEM), da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).
Foram utilizadas no estudo sementes de arroz irrigado das cultivares
Nipponbare, BR IRGA 409 e Epagri 108, estas foram alocadas em caixas gerbox
com papel germitest e colocadas para germinar em camara de germinagao
(B.O.D.) a 25°C, fotoperiodo de 16 horas/8horas (luz/escuro) e umidade relativa
de 100% por 7 dias, seguindo os critérios estabelecidos pelas Regras para
Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

Posteriormente as plantulas com 7 dias, foram transferidas para
recipientes com capacidade para 2L (Figura 1A), acondicionados em ambiente
com fotoperiodo de 16 horas/8horas (luz/escuro), estes recipientes continham
areia e foram regados 2 vezes ao dia com agua e solu¢ao nutritiva de YOSHIDA
(1976) contendo: 91,4 g L' NHaNOs, 40,3 g L't NaH2P04.2H20, 71,4 g L' K2SO4,
88,6 g L't CaClz, 324,0 g LT MgS04.7H20, 1,5 g L' MnCl2.4H20, 0,074 g L1
(NH4)6sMO7024.4H20, 0,934 g L't HsBOs, 0,035 g L' ZnS04.7H20, 0,031 g L*
CuS04.5H20, 7,7 g L't FeCls.6H20 e 11,9 g L*! de acido citrico monohidratado,

em pH 5,0 £ 0,1. As plantas permaneceram nestas condi¢cdes por 7 dias.
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Figura 1. (A) Recipientes de 2L contendo areia com as plantulas de arroz sob
irrigacdo com &gua e solugdo nutritiva, (B) Recipientes de 2L
contendo as plantulas de arroz em submergéncia, (C) Plantulas de
cultivares de arroz irrigado com 14 dias, sob tratamento controle, sem
estresse por hipoxia, sendo o R: repeticdo, (D) Plantulas de cultivares
de arroz irrigado com 16 dias, sob tratamento de 48h de estresse por
hipoxia, sendo o R: repeticdo. CGF/FAEM/UFPel 2014.

Logo apéds, os 14 dias, foi realizada a primeira coleta das plantulas
submetidas ao tratamento controle (Oh- sem estresse por hipoxia) e estas foram
avaliadas. O restante dos recipientes com as plantulas foram submetidas aos
tratamentos de estresse (Figura 1B), ou seja, as plantulas permaneceram sob
condicéo de submergéncia por 6, 12, 24 e 48 horas, até a coleta. O experimento
foi composto por trés repetices de cada tratamento para cada cultivar, sendo

utilzado delineamento experimental completamente casualizado.

Foram coletadas 12 plantas de cada repeticdo de cada tratamento e

avaliados os caracteres: comprimento de parte aérea (CPA), comprimento de
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raiz (CR), nimero de raizes (NR), numero de folhas (NF), comprimento de
coledptilo (CC), massa fresca da parte aérea e raiz (MFPA e MFR) e massa seca
da parte aérea e raiz (MSPA e MSR). Os caracteres de MSPA e MSR foram
determinados pelo peso dos tecidos depois de secos em estufa a 60°C, até

atingirem massa constante (COLMER et al., 2006).

Para as analises estatisticas, os dados foram transformados para
distribuicdo binomial segundo Steel e Torrie, 1980. Os dados foram submetidos
a andlise de variancia e teste de comparacdo de médias pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade de erro, utilizando o programa SAS (SAS 9.3 Statistical

Analysis System). Para os efeitos foram gerados graficos de regressao.

3.2.2- Analises histoldgicas das raizes

Amostras de raizes foram coletadas e fixadas em solucdo de Karnovsky
(KARNOVSKY, 1965, modificado com a utilizacdo de tampao fosfato pH 7,2),
desidratadas em série etilica ascendente e infiltradas em resina plastica (Leica
Historesin®) segundo as instrugcbes do fabricante. As amostras foram
seccionadas em microtomo rotativo manual (ANCAP) com navalha descartavel
(Feather). As secgbes com 5 um de espessura foram coradas com azul de
toluidina 0,05% (SAKAI, 1973) em tampéao fosfato e citrato (MCILVAINE, 1921)

pH 4,5 e montadas em resina sintética “Entellan” (Merck®).

A documentagdo dos resultados foi realizada através da captura de
imagens a partir de laminas usando camera Leica® DC 300F acoplada ao

microscopio Leica®DM LB.

3.3- Resultados e discusséao
3.3.1 — Avaliacdo da morfologia de plantulas de arroz irrigado

Através dos resultados obtidos na andlise de variancia (Tabela 1) pode-
se observar que houve interacdo entre os fatores de genétipo e tratamento para
os caracteres de NR, MFR e MSR, indicando que estes se comportaram de
maneira distinta quando submetidas aos tratamentos. Sendo assim, pode-se
dizer que o efeito do tempo de exposicdo a hipoxia foi responsivo para estes

caracteres, ja que estes apresentaram diferencas significativas. Em estudos
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utilizando cultivares de milho, arroz e trigo sob hipoxia, foi demonstrado que em
ambas as espécies, as raizes foram mais afetadas, quando comparando com a
parte aérea (DAS et al., 2009).

Para CPA, CC, MFPA e MSPA o efeito dos tratamentos de hipoxia foi
significativo, diferentemente do observado em estudos anteriores, em arroz
submetido a hipoxia por 4 semanas, onde o tempo de exposi¢ao ao estresse por
hipoxia ndo alterou a parte aérea (SURALTA; YAMAUCHI, 2008). Ainda, para os
caracteres de CR e NF ndo foram observados efeitos significativos entre as

fontes de variagao.
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Tabela 1. Analise de variancia conjunta para os caracteres de comprimento de parte aérea (CPA), em cm, comprimento de raiz (CR),
em cm, numero de raizes (NR), nimero de folhas (NF), comprimento de coledptilo (CC), em cm, massa fresca da parte
aérea e raiz (MFPA e MFR), em gramas, massa seca da parte aérea e raiz (MSPA e MSR) em gramas, de plantulas de
cultivares arroz irrigado, submetidas ao estresse por hipoxia. UFPel/lFAEM/CGF, 2014.

Quadrado médio

FV GL CPA CR NR NF CcC MFPA MSPA MFR MSR
Genaotipo 2 0.0156 0.0047 0.0354* 0.0256 0.0443 0.0483* 0.0142 0.4278* 0.2687*
Tratamento 4 0.0301* 0.0068 0.0433* 0.0143 0.0502* 0.1604* 0.0367* 0.0565* 0.1268*
Int GXT 8 0.1511 0.0053 0.0167* 0.0188 0.0242 0.0207 0.0092 0.0426* 0.0462*
Residuo 30 0.0089 0.0072 0.0072 0.0132 0.0168 0.0095 0.0125 0.0071 0.0176
Média -0.0123 0.0054 -0.0617 -0.0431 -0.0556 0.0585 -0.0130 0.0398 0.1667

* Significativamente diferente de um, pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade de erro.
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Na tabela da analise de comparagédo de medias (Tabela 2), para caractere
de MFPA, foi possivel observar diferenca significativa entre os genoétipos
demonstrando que, a cultivar Nipponbare e a cultivar Epagri 108 diferiram quanto

a este caractere.

Tabela 2. Teste de comparacdo de médias para o caractere de massa fresca
da parte aérea (MFPA) nas cultivares de arroz irrigado quando
submetidas ao estresse por hipoxia. UFPel/lFAEM/CGF, 2014.

Genbtipo Massa fresca parte aérea
Nipponbare 0.11867 A
BR IRGA 409 0.05113 AB
EPAGRI 108 0.0058 B

Para o0s caracteres que apresentaram significancia para o fator
tratamento, observa-se a tabela 3, onde notou-se que o caractere de CC
apresentou diferenca entre o tratamento controle e os demais tratamentos sob
hipoxia. Para o caractere de MFPA foi possivel observar que os tratamentos
controle, 6 e 12h sob hipoxia diferiram dos demais tratamentos. Os caracteres
de CPA e MSPA ndo apresentaram diferencas significativas entre o0s

tratamentos.

Tabela 3. Teste de comparacao de meédias para 0s caracteres: comprimento de
parte aérea (CPA), comprimento de coleoptilo (CC), massa fresca e
massa seca de parte aérea (MFPA e MSPA), nas cultivares de arroz
irrigado  quando submetidas ao estresse por hipoxia.
UFPellFAEM/CGF, 2014.

Trat CPA CC MFPA MSPA
Oh 10.271A 0.673A 0.514B 0.086A
6h 9.211A 0.627AB 0.435B 0.073A
12h 8.956A 0.455B 0.515B 0.076A
24h 11.342A 0.688AB 0.729A 0.092A
48h 11.119A 0.625AB 0.757A 0.098A

Afim de demonstrar as diferencas para os caracteres de NF, MFR e MSR,

foram obtidos perfis de comportamento destes caracteres para 0s genotipos
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estudados. Para o caractere de NR (Figura 2) na cultivar Nipponbare bem como
para a cultivar BR IRGA 409 foi observado um discreto decréscimo. O NR na
cultivar Epagri 108 foi mais afetado no tratamento de 12h sob hipoxia porém
notou-se um aumento no NR no tratamento de 24h sob hipoxia e posterior
decréscimo no tratamento de 48h. Este decréscimo, para este caractere, indica
um forte efeito da submergéncia por mais de 24h.
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Figura 2. Grafico de regressdo para o carater de nimero de raizes para as
cultivares de arroz irrigado. UFPel/lFAEM/CGF, 2014.

Em relacdo a MFR (Figura 3) podemos verificar que para a cultivar
Nipponbare houve um aumento progressivo na MFR, bem como para a cultivar
BR IRGA 409. A cultivar Epagri 108 apresentou um forte decréscimo no teor de

materia fresca de raiz, principalmente sob o tratamento de 12h de submergéncia.



53

05 - Matéria Fresca de Raiz

0.4
0.3 |
0.2 - .
0.1 -

*

(0.1
0.2) |
0.3) -
(0.4) -

(0.5)
0 6 12 18 24 30 36 42 48

Tempo (horas)
# Nipponbare BR IRGA 409 AEPAGRI 108

Materia Fresca de Raiz (gramas)
| o
L

D D 2 —
L

Figura 3. Grafico de regressao para o carater de matéria fresca de raiz (MFR),
para as cultivares de arroz irrigado. UFPel/lFAEM/CGF, 2014.

Em relacdo & MSR (Figura 4), foi possivel observar um forte efeito do
tratamento sob este caractere nas cultivares Nipponbare e BR IRGA 409, ja que
foi observado um decréscimo no teor de matéria seca de raiz quando submersas
por 48h. Para a cultivar Epagri 108, houve um aumento progressivo no teor de

materia seca de raiz até 48h, o maior tempo de exposicéo a hipoxia
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Figura 4. Gréfico de regressado para o carater de matéria seca de raiz (MSR),
para as cultivares de arroz irrigado. UFPel/lFAEM/CGF, 2014.
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Os resultados para MSR, concordam com Alves (2002), onde em estudos
relacionados a hipoxia em milho (Zea mays L.) na cultivar Saracura, foi verificado
que houve um decréscimo no teor de MSR de acordo com o aumento do tempo
de exposicao ao estresse, afirmando ainda que este pequeno decréscimo no teor
de MSR, possa ser um indicativo de tolerancia ao déficit de oxigénio. Em
contrapartida, estudos com arroz sob hipoxia demonstraram um aumento
progressivo no teor de MSR em plantulas, submersas por 25 dias, quando
comparadas as plantulas do tratamento drenado. Foi relatado ainda que este
aumento no teor de MSR tem forte relacdo com o nimero de raizes adventicias

formadas em resposta ao decréscimo de oxigénio (COLMER et al., 2006).

3.3.2 — Desenvolvimento de aerénquima em raizes de arroz irrigado sob
estresse por submergéncia

Através de cortes anatdmicos das raizes das cultivares estudadas, foi
possivel analisar o desenvolvimento do aerénquima, nas plantulas no tratamento

controle e quando submetidas a 48h de hipoxia (Figura 5).

As cultivares Epagri 108 (Figura 5A) e Nipponbare (Figura 5C),
apresentaram no tratamento controle um aerénquima mais desenvolvido quando
comparado a cultivar BR IRGA 409 (Figura 5E). Em relacdo as seccoes
transversais nas raizes, no tratamento de 48h sob hipoxia, foi verificado que as
cultivares Epagri 108 (Figura 4B) e Nipponbare (Figura 5D) apresentaram uma
maior degradacdo das células do cértex, quando comparado aos cortes
histologicos das raizes no tratamento controle, resultando assim na formacao do
aerénquima lisigeno. A cultivar BR IRGA 409 (Figura 5F), apresentou uma menor
degradacdo das células do coértex, demonstrando assim uma discreta diferenca
no desenvolvimento do aerénquima quando comparado ao corte histolégico da
raiz no tratamento controle. Sendo assim, pode-se dizer que o estresse por

hipoxia induziu a formacéo de aerénquima em raizes de arroz irrigado.

Estudos tem indicado que a hipoxia estimula a formacao de aerénquima
em raizes de arroz (JUSTIN; ARMSTRONG 1987; ITO, et al., 1999). Contudo, a
formacdo de aerénquima € influenciada por fatores intrinsecos da planta, como
constituicdo genética, o que sugere diferencas morfolégicas e anatbmicas entre

espécies e até mesmo entre cultivares (AULAKH et al., 2000).
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Figura 5: Desenvolvimento de aerénquima na regido intermediaria de raizes de
plantulas de arroz submetidas a hipoxia. Seccéo transversal em raiz da
cultivar Epagri 108 submetida ao tratamento controle (A), seccao
transversal em raiz da cultivar Epagri 108 submetida ao tratamento de
hipoxia por 48h (B), sec¢éo transversal em raiz da cultivar Nipponbare
submetida ao tratamento controle (C), seccao transversal em raiz da
cultivar Nipponbare submetida ao tratamento de hipoxia por 48h (D),
seccdo transversal em raiz da cultivar BR IRGA 409 submetida ao
tratamento controle (E) e seccéo transversal em raiz da cultivar BR
IRGA 409 submetida ao tratamento de hipoxia por 48h (F). As barras
nas fotomicrografias equivalem a 30 um. Sendo, ep: epiderme, ex:
exoderme, es: esclerénquima, ae: aerénquima e em: endoderme.
UFPel/lFAEM/CGF, 2014.
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O aumento na formacdo do aerénquima € uma das mais importantes
respostas adaptativas das plantas frente a hipoxia e anoxia (JACKSON,;
ARMSTRONG, 1999). Plantas que apresentam maior capacidade em desenvolver
aerénquima teoricamente transportam mais oxigénio para a extremidade das
raizes, favorecendo o crescimento radicular e, assim, promover um maior
aprofundamento do sistema radicular no solo, o que pode ser desejavel, tendo
em vista uma aumento da area de absorcéo e o volume do solo a ser explorado
na busca por nutrientes (HOLZSCHUH et al., 2010).

3.4- Conclusdes

Ocorre alteracbes morfologicas de aumento no numero de raizes e
matéria fresca e seca de raizes, e alteracdes histolégicas de desenvolvimento
de aerénquima nas cultivares de arroz irrigado, quando submetidas ao estresse

por hipoxia, principalmente no sistema radicular.

O aerénquima é mais desenvolvido nas cultivares Epagri 108 e
Nipponbare, quando submetidas ao estresse por hipoxia, no estadio de

desenvolvimento V3.
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4 - Capitulo I

Perfil de expresséo de genes da familia WRKY sob estresse por
submergéncia
4.1 - Introducéo

Submergéncia € um grande problema para as plantas e muitas vezes
influencia na queda de produtividade, pois atua na reducdo dos niveis de
oxigénio na rizosfera durante a baixa taxa de difusdo do oxigénio molecular na
agua (HEIDENREICH et al, 2006). Tendo em vista que as plantas sao
organismos aerobicos obrigatérios e requerem oxigénio para a respiracao
mitocondrial bem como para a producdo de energia, ja que um grande ndmero
de reacdes bioquimicas requerem oxigénio como substrato (GIBBS et al., 2011;
TIANA etal., 2012).

As plantas respondem as quedas nas taxas de oxigénio através de
mudancas rapidas e especificas em nivel de traducdo e transcricdo
(HEIDENREICH et al., 2006). Na célula, essa disparidade entre a oferta e
demanda (hipoxia) resulta na ativacdo da expressao génica (TIANA et al., 2012)
e atua como acionador da transcricdo génica, promovendo o metabolismo
aerdbico e ainda assim mantendo o nivel da producdo de ATP (GIBBS et al.,
2011). A regulacdo da expressdo génica como resposta molecular, frente a
baixas taxas de oxigénio envolve diversos fatores de transcricdo. Mais de 180
genes que codificam para fatores de transcricdo s&o descritos por serem
altamente expressos sob condicbes de hipoxia em raizes de Arabidopsis
(LICAUSI, 2011).

Em estudos realizados com Arabidopsis, alguns efeitos fenotipicos como
alongamento da parte aérea, clorose das folhas e inibicdo do crescimento foram

observados sob condi¢cdes de hipoxia. Afim de entender estas alteracdes foram
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realizados alguns estudos de microarranjo e nestes encontrados 282 genes
responsivos a hipoxia, incluindo a familia de genes de fatores de transcricao
WRKY. Andlises destes perfis de expressdo sugerem que a resposta frente a
hipoxia ocorre em duas fases distintas, imediata e tardia. A resposta imediata (1,
3 e 8 horas sob o estresse) inclui 0 aumento da expressao de genes relacionados
a fermentacdo e fatores de transcricdo, estes compreendendo os membros da
familia dedo de zinco C2H:z e familia WRKY. A resposta tardia (24 e 72 horas sob
estresse) envolve a repressdo de genes que atuam nas vias de metabolismo
secundério e de fatores de transcricdo expressos, entre eles os mais relatados
sdo as familias dos elementos responsivos ao etileno (ERF - fatores de
transcricao responsivos ao etileno) (HWANG et al. 2011).

Em relacdo, a quantidade de transcritos referente aos fatores de
transcricdo, em plantulas de Arabdopsis sob o estresse por hipoxia, foi
observado que, em geral, o estresse remodela a tradugdo de diversas familias
de fatores de transcricdo. Sendo que, as famiias com aumento mais
pronunciado foram os WRKY e ERFs (MUSTROPHA et al.,2009).

No entanto, promotores de genes responsivos a hipoxia, S0 propensos a
compartilhar motivos incomum e podem ser regulados por um conjunto de
fatores de transcricdo, demonstrando assim a importancia na identificacdo dos
elementos regulatorios de acéo cis nas regides promotoras, pois estes poderao
fornecer um meio de descobrir novos mecanismos de redes de regulagéo
transcricional em resposta a hipoxia (LIU, 2005). Entretanto, outros estudos que
demonstrem mecanismo de tolerancia a submergéncia devem ser conduzidos,

tendo em vista as lacunas ainda existentes no nosso conhecimento.

Sendo assim, com o intuito de compreender o envolvimento destes genes
na resposta ao estresse por hipoxia, este trabalho teve como objetivo analisar o
perfil de expressdo de genes pertencentes a familia WRKY sob estresse por

hipoxia.

4.2 - Material e métodos

4.2.1 - Inducgéo do estresse e obtenc&o das amostras vegetais
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O experimento foi conduzido no laboratério do Centro de Genbmica e
Fitomelhoramento, pertencente ao departamento de Fitotecnia da Faculdade de
Agronomia “Eliseu Maciel” (FAEM), da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).
Foram utilizadas no estudo sementes de arroz irrigado das cultivares
Nipponbare, BR IRGA 409 e Epagri 108, estas foram alocadas em caixas gerbox
com papel germitest e colocadas para germinar em camara de germinacao
(B.O.D.) a 25°C, fotoperiodo de 16 horas/8horas (luzescuro) e umidade relativa
de 100% por 7 dias, seguindo os critérios estabelecidos pelas Regras para
Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

Posteriormente as plantulas foram transferidas para recipientes com
capacidade para 2L, acondicionados em ambiente com fotoperiodo de 16
horas/8horas (luz/escuro), estes recipientes continham areia e foram regados 2
vezes ao dia com agua e solucdo nutritiva de YOSHIDA (1976) contendo: 91,4 g
L-1 NH4NO3, 40,3 g L't NaH2P04.2H20, 71,4 g L'1 K2S04, 88,6 g L1 CaClz, 324,0
g Lt MgS04.7H20, 1,5 g L't MnCl2.4H20, 0,074 g L' (NH4)6MO7024.4H20, 0,934
g Lt HsBOs, 0,035 g Lt ZnS04.7H20, 0,031 g L* CuS04.5H20, 7,7 g L*
FeCls.6H20 e 11,9 g Lt de acido citrico monohidratado, em pH 5,0 + 0,1. As
plantas permaneceram nestas condi¢des por 7 dias.

Logo apoés, os 14 dias, estadio de desenvolvimento V3, foi realizada a
primeira coleta das plantulas submetidas ao tratamento controle (Oh- sem
estresse por hipoxia). O restante dos recipientes com as plantulas foram
submetidas aos tratamentos de estresse, ou seja, as plantulas permaneceram
sob condicdo de submergéncia por 6, 12, 24 e 48 horas, até a coleta. O
experimento foi composto por trés repeticdbes de cada tratamento para cada

cultivar, sendo utilizado delineamento experimental completamente casualizado.

As coletas foram realizadas em cada tratamento, sendo que a parte aérea
e raiz foram coletadas separadamente, envolvidas em papel aluminio e,
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultra freezer

a -80°C até arealizacdo da extracdo de RNA.

4.2 - Extracdo de RNA total
Inicialmente foi realizado o tratamento de todas as vidrarias, cadinhos,

pistilos e demais utensilios necessarios com agua contendo 0,01% de
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dietilpirocarbonato (H20 DEPC), para evitar a acdo de enzimas que degradam o
RNA (RNases).

As extracBes de RNA foram realizadas em triplicatas biologicas, para os
tecidos de raizes e da parte aérea para todos 0s genoétipos e tratamentos ao qual
foram submetidos. Estas amostras foram maceradas separadamente em N2
liquido e transferidas para tubos eppendorf de 1,5 mL contendo 1 mL de reagente
TRIzol® (Invitrogen, California, USA). A mistura foi homogeneizada em vortex e
incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. O homogenato foi, entdo,
centrifugado a 12.000 rpm, por 10 minutos, a 4°C (Eppendorf 5810R, Rotor F 45-
30-11, USA). O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL ao
qual foram adicionados 200 pL de cloroférmio gelado afim de promover a
solubilizacdo dos lipideos. Na sequéncia os tubos sofreram inversdo manual por
15 segundos e apds foram incubados a temperatura ambiente por sete minutos
e centrifugados a 12.000 rpm por 15 minutos a 4°C. A precipitagdo do RNA da
fase aquosa foi realizada através da adicdo, seguida de incubacéo a temperatura
ambiente por 10 minutos, de ¥z volume de isopropanol e %2 de citrato de Na 0,5M
+ NaCl 1,2M (armazenados a 4°C), com posterior centrifugacdo a 12.000 rpm
por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em 1 mL de etanol 70% a 4°C e centrifugado a 7.000 rpm por 5
minutos a 4°C. O RNA precipitado permaneceu em temperatura ambiente até a
eliminacéo do excesso de etanol. Posteriormente, 0 mesmo foi ressuspendido
em 30 uL de agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC, GIBCO BRL).

A pureza e a integridade do RNA total extraido foram mensuradas através
de andlises de absorbancia (260/280nm) e eletroforese em gel de agarose 1%
(SAMBROCK et al., 2001).

4.2.3 - Sintese de cDNA

Para a sintese do cDNA, as amostras de RNA foram tratadas com DNasel
(Invitrogen TM®) para eliminacdo de contaminacdo com DNA gendmico. Os
cDNAs fita simples foram obtidos a partir de 2ug de RNA total, utilizando o kit
SuperScript™Iil First-Strand System for RT-PCR (Invitrogen™), de acordo com

0S seguintes passos: em um tubo livre de RNases adicionou-se o volume
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previamente calculado de RNA total para uma concentragéo de 2 pug, 1,0 yL de
DNase | reaction buffer 10X [200 mM Tris-HCI (pH 8,4), 20 mM MgCl2, 500 mM
KCI], completando para um volume total de 10 pl com H20, submeteu-se essa
reacdo a 25°C por 15 minutos Adicionou-se mais 1,0 uyL de EDTA (25 mM; pH
8,0) submetendo-se a 65°C por 10 minutos. Posteriormente colocou-se 1,0 pL
de Oligo DT (50 uM), 1,0 uyL de DNTP Mix (10 mM) e submeteu-se a 65°C por 5
minutos, seguido de 1 minutos a 0°C. Adicionou-se entdo 4,0 uyL de RT Buffer
5x, 4,0 yL de MgCl2 (25 mM), 2,0 uL de DTT (1,4-Dithiothreitol) (0,1 M), 1,0 uL
de RNAse OUT™ (40 U.uL-1) e 1,0 yL de SuperScript™ Il (200 U.uL-1)
submetendo-se a 50°C por 50 minutos, seguido de mais 5 minutos a 85°C. Por
fim adicionou-se 1,0 yL de RNAse H (2 U.ul 1) submetendo-se a 37°C por 20
minutos, completando a reacéo de sintese de cDNA. A qualidade dos cDNAs foi
avaliada através de uma reacdo de amplificacdo com o gene constitutivo
OsUBQ5.

4.2.4 — Selecao e desenho de inicializadores para qRT-PCR

Estudos anteriores utilizando técnica de microarranjo e buscas em bancos
de dados, para amostras de plantulas de arroz da cv. Nipponbare sob estresse
por ferro, verificaram que alguns genes responsivos a este estresse, incluindo
os genes da familia WRKY, possuem diferentes quantidades de elementos
regulatérios de acdo cis na regidao promotora. Nestes trabalhos foram
encontrados 330 elementos regulatorios de acao cis com ocorréncia significativa
(P< 0.05) nos promotores de 1.569 genes que apresentaram expressao sob o
estresse por ferro. O nimero de ocorréncias dos elementos regulatérios de acao
cis variou de 1 a 35. Segundo a hipotese levantada no estudo, 0os genes que
possuem de 24 a 35 elementos regulatérios de acao cis na regido promotora sdo
classificados como genes de regulacdo complexa e genes que possuem de 1 a
7 elementos regulatorios de acéo cis séo classificados como genes de regulacédo
simples. Ainda, foi observado neste trabalho que existem de 7 a 19 elementos
regulatorios de acéo cis na regido promotora dos genes pertencentes a familia
WRKY (FINATTO, 2012).

Sendo assim, foi adotado para este estudo uma nova classificagdo com

base no nimero de elementos regulatérios de acao cis na regido promotora dos
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genes. Os genes que possuem de 7 a 11 elementos regulatorios de acéo cis na
regido promotora, foram classificados como genes de regulacdo simples e
supostamente indicando que estes respondam a um ou poucos estresses. Ainda,
foram classificados em genes de regulacdo complexa, aqueles que apresentam
de 16 a 19 elementos regulatérios de agdo cis na regido promotora e que
supostamente estes respondam a diversos estresses. E classificados como
genes de regulacdo intermediaria, aqueles que possuem de 12 a 15 elementos

regulatorios de acéo cis na regido promotora (Tabela 1).

Tabela 1. Classificacdo dos genes quanto ao nimero de elementos regulatérios

de acgéo cis e ao processo de regulacdo. CGF/FAEM/UFPel 2014.

Gene N° cis elementos Tipo de Regulagéo
OsWRKY11 18 Complexa
OsWRKY23 19 Complexa
OsWRKY17 16 Complexa
OsWRKY19 16 Complexa
OsWRKY97 19 Complexa
OsWRKY1 14 Intermediaria
OsWRKY4 12 Intermediaria
OsWRKY35 14 Intermediaria
OsWRKY73 12 Intermediaria
OsWRKY46, WRKY91 12 Intermediaria
OsWRKY40 13 Intermediaria
OsWRKY28 12 Intermediaria
OsWRKY56 9 Simples
OsWRKY71 11 Simples
LOC_0s03g20560 11 Simples
OsWRKY113 7 Simples
OsWRKY62 9 Simples

OsWRKY64 7 Simples




65

O desenho dos inicializadores para analise de qRT-PCR foi realizado
através do programa Applied Biosystems Primer Express® respeitando os
seguintes parametros exigidos pela empresa Applied Biosystems®: formacéo de
um amplicon de tamanho variando entre 50 e 150 pb, conteido de CG entre 40%

e 60% e temperatura de anelamento variando entre 60 e 65°C.

Foram analisados os niveis de expressao dos genes pertencentes a
familia WRKY, envolvidos na resposta ao estresse por hipoxia (Tabela 2) em
cinco tratamentos (tempo de coleta): Oh, 6h, 12h, 24h e 48h, e em trés gendtipos
de arroz irrigado. Os dados de expressao do gene “alvo” foram normalizados em
relacdo ao nivel de expressdo do gene constitutivo do OsEF-7a (fator de
elongacdo 1 alfa), pois este apresentou distribuicdo de dados constante em
todos os tratamentos e todos os gendtipos estudados, diferentemente dos outros
genes constitutivos validados OsUBQ5 e OsNAPB.
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Tabela 2. Informacdes referentes aos genes e suas sequéncias de nucleotideos inicializadores utilizados nas andlises de expressao
dos genes em gRT-PCR. CGF/FAEM/UFPel, 2014.

Gene Forward (5’ - 3’) Reverse (5’ - 3’) Chr.
LOC_0s03g20560 CTGGCCTTCAACATCGATCC GGGCACAATGTGCTCGAAGA 3
OsACT ATATCCAGCCCCTCGTCTGC ACCCAGCCTTGACCATACCA 1
OsEF1-a TGGTATGGTGGTGACCTTTG GTACCCACGCTTCAGATCCT 3
OsNAPB GGAATGTGGACGGTGACACT TCAAAATAGAGTCCAGTAGATTTGTCA 6
OsUBQ5 CCTCGGACACCATCGACAAC TCCCCTCCTTGTCCTGGATC 1
OsWRKY1 CTCCGGGAAGAAGGACAAGAG CCCTTGTCCATGCAACTGG 1
OsWRKY11 AGGACACGGTGGTCAAGCAG TGTCGTGGCTCGTCACATCC 1
OsWRKY113 CAGCAAGAACGCCACCATGA TCTTGGCAGGCCCTTCCTTC 6
OsWRKY17 CCGACGGTCACAATTTCGCT GCGAGAAAACCACTGGGCTAC 1
OsWRKY19 GAGGAAGTACGGCCAGAAGGA TAGGCCCTCGGGTATTTGG 5
OsWRKY23 GAGCGACAACGACATCCTGG TGCCCGTACTTCCTCCATCG 1
OsWRKY28 TCGTGGTGAAGGATGGGTATC TCGTCACCTTCTGCCCGTAC 6
OsWRKY35 CTTGTGCTCTGTTCCGGCTG AAATGGGCAATGGCCAAAG 4
OsWRKY4 GGTGGTGAGGAAGCCCAAGA AGATCAACCTCGCT GCGAGT 3
OsWRKY40 TGCTCAGATGTTGGAGGGCA TGAGAGACGGCCTTCCTCGA 11
OsWRKY46, WRKY91 TGCAGTCGAGGAAAGCCATT CGGTTTGGCCATGTGAATTG 11
OsWRKY56 GTGGAGGAAGTACGGGCAGA CACCTGGGATGTGGGTTGTT 1
OsWRKY62 CGGCGCCACTATAAGAAACG GGAGGAAGTACGGCGTGACA 9
OsWRKY64 TGGTGATTCGGTGTCGCTTG TGGTGGCCATCGTAGTGTGG 12
OsWRKY71 TGGCTGATCAACCAACGATCA ATCGTCTTGCTCACGTCCGG 2
OsWRKY73 ATGACGTTGAGCCCTGAAGG TGCGGTGTCATCCCTAGCAT 6
OsWRKY97 GCAGTCGAGGAAAGCCATTT CCGGTTTTGCCATGTGAATT 12

*Chr-cromossomo
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As curvas de eficiéncia de amplificacdo para cada par de ‘inicializadores” dos
genes estudados e para 0s genes constitutivos foram obtidas a partir de uma série de
diluicbes do de um mix das amostras de cDNA, (1:1; 1:5; 1:25; 1:125). Também foram
geradas curvas de dissociacdo para verificar a especificidade dos inicializadores.
Essas curvas padrao foram representadas atraves de um grafico de regressao linear
do valor Ct (Threshold Cycle) em comparagcdo ao log das diluicbes de cDNA,
apresentando um valor denominado de slope. O slope € a inclinacdo da curva padréo
gerada pelos dados: log da concentracdo das amostras x Ct. O Ct € o ponto onde a
curva de amplificacdo tem fase de crescimento com angulo igual ou proximo a 45
graus entre as coordenadas x e y, ou seja ciclo da PCR vs. fluorescéncia dos
amplicons, neste ponto a curva € cortada por uma linha (Threshold). O valor CT é
utilizado tanto para calculos da eficiéncia dos inicializadores quanto para estimar as

diferencas na quantidade de transcritos em diferentes amostras.

A eficiéncia de cada conjunto de inicializadores para utilizar em reacfes de
gRT-PCR foi determinado através do calculo utilizando a férmula: E = 10(/slope)
descrita por Rasmussen (2001). O valor da eficiéncia deve ser proximo a 100% (100%
+ 10%) e deve ser semelhante entre controle endégeno e gene alvo. O valor de R?
(coeficiente de determinacao), também é gerado a partir da curva padrédo e indica o
quanto os valores Ct sobrepdem os pontos da reta obtida pelos valores log das
diluicbes. Quanto mais parecidas estiverem as réplicas sobre a reta melhor sera a

eficiéncia do inicializador.

Para quantificacdo em tempo real foi utilizado 12,5 pl do kit FastStart
Universal SYBR Green Master (Rox) (Roche Applied Science®), 1 ul de cada
oligonucleotideo (10 uM), 1 ul da primeira fita de cDNA (diluida 1:25, selecionada com
base nos resultados das andlises de validacdo) e 8,5 ul agua para completar o volume
final de 25 pl. As amostras foram acondicionadas em placas (96 Well Optic Plates -
Applied Biosystems®) e cobertas com adesivo 6ptico (Optic Adhesives - Applied

Biosystems®).

As reacdes foram realizadas no termociclador ABI PRISM 7500 Fast (Applied
Biosystems®). Foram utilizadas trés repeticdes bioldgicas e trés repeticdes técnicas.
As condicbes de ciclagem utilizadas para amplificacdo foram: Desnaturagédo inicial
(95°C, durante 10 minutos); 40 ciclos (Desnaturagdo 95°C, durante 15 segundos;

Anelamento, que variou conforme o primer de 60°C a 62°C, durante 1 minuto;
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Extensdo 72°C, durante 1 minuto), ocorrendo a leitura da fluorescéncia neste ultimo
passo. Por ultimo, a extenséo final de 72°C por 5 minutos. A quantificacéo relativa de
cada gene foi feita utilizando o método do Ct comparativo, como descrito por Livak e
Schmittgen (2001). A razdo da expresséo relativa (R) do gene alvo foi calculada com
base na eficiéncia (E) e no ACt (Ct do controle - Ct da amostra analisada), tendo os
dados de expressdo do gene alvo normalizados em relacdo ao nivel de expressédo de
gene de referéncia (hormalizador) (PFAFFL, 2001). O experimento em gRT-PCR foi

delineado como o descrito por Bustin et al., 2009.

(Ealvo )(CTcontroIe - CTtratamento)
R=

Enormalizador(CTcontrOIe - CTtratamento)

E avo = eficiéncia do primer do gene alvo
E normalizador = eficiéncia do primer do gene de referéncia

Figura 1. Figura da formula do calculo referente a eficiéncia do primer
utilizado.CGF/FAEM/UFPel, 2014.

4.2.5 - Andlise estatistica

Foram realizadas analise de variancia e analise de comparacéao de médias pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro pelo programa SAS (SAS 9.3 Statistical
Analysis System).

Os dados também foram analisados através de ferramentas do programa Mult
Experiment Viewer (TIGR MeV) (SAEED et al, 2003), EASE Expression Analisys
Systematic Explorer versdo 4.6 de acordo com Hosack et al. (2003) e Sigmaplot
versdo 10.0, ao qual possibilitaram que posteriormente os dados fossem

apresentados em forma de graficos e diagrama de cores.
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4.3 — Resultados

4.3.1 Validagéo dos inicializadores

Os resultados do experimento referente a validagcdo dos oligonucleotideos
(inicializadores) sdo apresentados na Tabela 3. A gqualidade da curva padréo foi
aferida a partir do slope da equacéo de regressao, utilizado para o calculo da eficiéncia
de amplificacdo, assim como do coeficiente de determinacdo (R?) (DEPREZ et al,,
2002).

As eficiéncias mais ajustadas, entre 1,9 e 2,1, foram evidenciadas para 0s
genes OsWRKY11l (2,1), OsWRKY23 (1,9), OsWRKY56 (2,0), OsWRKY17 (1,9),
OsWRKY71 (2,1), OSWRKY4 (2,1), OsSWRKY19 (2,0), OSWRKY73 (2,1), OSWRKY62
(1,9), OsUBQS5 (1,9), OseF-71a (1,9) e OsNAPB (1,9). No entanto, os genes OsWRKY'1
(3,8), OSWRKY35 (2,2), OsWRKY113 (5,8), OsWRKY46/91 (2,4), OSWRKY97 (2,2),
OsWRKY64 (2,6), Os03g20560 (2,2) e OsWRKY28 (2,3) obtiveram valores de
eficiéncia fora dos valores recomendados, indicando possiveis problemas na

qualidade dos inicializadores.

Em relagdo aos valores dos coeficientes de determinacédo (R?), estes foram
todos superiores a 88% indicando que os resultados obtidos apresentam
confiabilidade. Coeficientes de determinacéo indicam que a quantidade de amplicons
que cada inicializador produz nas diferentes diluicbes do cDNA sofre reducao

conforme a reducdo da concentracao inicial de cDNA (dilui¢cdes).



Tabela 3. Resultados do experimento de validagdo dos genes
OsWRKY23, OsWRKY56, OsWRKY17, OsWRKY71, OsWRKY4,

OsWRKY73, OsWRKY62, UBQS5,

EF-17a, NAPB, OsWRKY1,
OsWRKY113, OsWRKY46/91, OsWRKY40, OsWRKY97, OsWRKY64,
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OsWRKY11,
OsWRKY19,
OsWRKY35,
0s03g20560

e OsWRKY28 realizados a partir de diluicdes seriadas de cDNA de arroz irrigado.

CGF/FAEM/UFPel, 2014.

Gene Slope Eficiéncia Eficiéncia % R2
OsWRKY1 -1.70 3.8* 287** 0.995
OsWRKY11 -3.13 2.1 109 0.969
OsWRKY23 -3.71 1.9 86 0.930
OsWRKY56 -3.44 2.0 95 0.981
OsWRKY17 -3.75 1.9 85 0.949
OsWRKY71 -2.94 2.1 119 0.876
OsWRKY4 -3.23 21 104 0.935
OsWRKY 35 -2.83 2.2* 126** 0.988
OsWRKY19 -3.34 2.0 99 0.909
OsWRKY73 -2.97 2.1 117 0.958
OsWRKY113 -1.31 5.8* 480** 0.981
OsWRKY62 -3.64 1.9 88 0.978
OsWRKY46/

WRKY91 -2.61 2.4* 142** 0.991
OsWRKY97 -2.85 2.2* 124** 0.957
OsWRKY64 -2.40 2.6* 161** 0.991
0s03g20560 -2.89 2.2* 122** 0.960
OsWRKY28 -2.73 2.3* 132** 0.935
OsUBQ5 -3.392 1.9 97 0.971
OseEF-1a -3.372 1.9 98 0.963
OsNAPB -3.538 1,9 92 0.958
OsACT -2.026 3,12* 212** 0.970

* eficiéncia inferior e/ou superior ao recomendado; ** eficiéncia em porcentagem inferior e/ou superior ao

recomendado.

Porém, levando em consideracdo os valores de eficiéncia dos inicializadores,

apenas foram utilizados para a anélise de quantificacéo relativa os inicializadores com

os valores mais ajustados. Sendo assim, o experimento de quantificacao relativa foi
realizado com os genes: OsWRKY1l, OsWRKY23, OsWRKY56, OsWRKY17,
OsWRKY71, OsWRKY4, OsWRKY19, OsWRKY73, OsWRKY62, OsUBQ5, OsEF-1a

e OsNAPB.
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4.3.2 - Perfil de expresséo dos genes da familia WRKY na parte aérea de
cultivares de arroz submetidas ao estresse por submergéncia.

Nas Figuras 2, 3, 4,5, 6, 7, 8 e 9 podem ser observados os graficos referentes
as alteracdes nos niveis de transcricbes dos genes WRKY sob estresse por hipoxia
na parte aérea, desde Oh até 48h de submergéncia. Os perfis de expressédo ao longo
do periodo sob hipoxia para cada classe de genes (tipo de regulagdo) sdo descritos

abaixo.

Para a classe dos genes de regulacdo complexa, OSWRKY11, OsWRKY23,
OsWRKY17 e OsWRKY19 (Figuras 2, 3, 4 e 5 respectivamente), foi possivel perceber,
com base nos resultados obtidos, que o gene OsWRKY11 (Figura 2) apresentou maior
expressao relativa na cultivar BR IRGA 409 quando comparada as demais cultivares

analisadas nos tratamentos.

OsWRKY11
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I Nipponbare
[ Epagri 108
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Oh 6h 12H 24H 48H

Tempo de Exposicao (horas)

Figura 2.Grafico com o perfil de expressdo do gene de regulagcdo complexa
OsWRKY11, analisado no tratamento controle (Oh) e em quatro tempos de
submergéncia (6h, 12h, 24h e 48h), na parte aérea de trés genotipos de
arroz irrigado. As letras nas colunas correspondem a diferenca estatistica
significativa nas médias de QR para cada genétipo entre os tratamentos.
CGF/FAEM/UFPel, 2014.

Ainda pode-se ressaltar que para esta cultivar, os niveis de transcritos foram
maiores nos tratamentos de 12h e 48h sob o estresse por hipoxia. Para a cultivar

Epagri 108 foi possivel verificar um maior pico de expressao deste gene, quando esta
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foi submetida ao tratamento de 24h sob hipoxia. Para a cultivar Nipponbare apesar de
apresentar diferencas na expressao relativa deste gene entre os tratamentos, pode-
se dizer que o aumento no numero de transcritos foram significativamente menores
em relagéo aos encontrados para as outras cultivares.

Ao analisarmos o gene OsWRKY23 (Figura 3) observamos que este obteve um
comportamento semelhante ao gene OsWRKY11l onde, os maiores niveis de
expressao relativa sdo observados na cultivar BR IRGA 409, e ocorreu um aumento
no nimero de transcritos nos tratamentos de 12h e 24h de submergéncia, mantendo
um valor consideravelmente alto na expressao relativa quando analisamos o
tratamento de 48h sob hipoxia. O perfil de expressé&o deste gene para a cultivar Epagri
108, apresentou valores de expressao relativa maiores quando esta foi submetida a
48h de estresse. J& para a cultivar Nipponbare é notavel o comportamento similar para

ambos os genes OsWRKY23 e OsWRKY11, apresentando um baixo nimero de

transcritos.
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Figura 3.Grafico com o perfil de expressdao do gene de regulagdo complexa
OsWRKY23 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 diferenca estatistica
significativa nas médias de QR para cada gendtipo entre os tratamentos.
CGF/FAEM/UFPel, 2014.

Ao observarmos o perfil de expressdo do gene OsWRKY17 (Figura 4),

novamente percebemos um maior niumero de transcritos para a cultivar BR IRGA 409
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principalmente quando submetida ao tratamento de 24h de submergéncia. Em relacéo
as cultivares Epagri 108 e Nipponbare a expresséo relativa deste gene se manteve

discreta em todos os tratamentos estudados.
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Figura 4.Grafico com o perfil de expressdo do gene de regulagdo complexa
OsWRKY17, analisado no tratamento controle (Oh) e em quatro tempos de
submergéncia (6h, 12h, 24h e 48h), na parte aérea de trés genotipos de
arroz irrigado. As letras nas colunas correspondem a diferenca estatistica
significativa nas médias de QR para cada gendtipo entre os tratamentos.
CGF/FAEM/UFPel, 2014.

Em relacdo a resposta do gene OsWRKY19 (Figura 5), este apresentou um
perfil de expressdo relativa distinto dos genes OsWRKY1l1l, OsWRKY23 e
OsWRKY17, principalmente quando observado seu comportamento para a cultivar
Nipponbare pois, este se destaca pelo alto numero de transcritos, no tratamento de
24h sob hipoxia. Verificando o perfil deste gene na cultivar BR IRGA 409, apresentou
alteracoes significativas nos niveis de transcritos, bem como foi observado para os
outros genes de regulagcdo complexa, destacando um maior pico de expresséo deste
gene no tratamento de 6h sob hipoxia e posteriormente um decréscimo nos
tratamentos subsequentes.

Além disso, o comportamento deste gene foi inexpressivo para a cultivar Epagri
108 visto que este ndo apresentou alteracdes significativas no nimero de transcritos

entre os tratamentos.
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Figura 5. Grafico com o perfil de expressdo do gene de regulagdo complexa
OsWRKY19, 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 diferenca
estatistica significativa nas médias de QR para cada gendtipo entre os
tratamentos. CGF/FAEM/UFPel, 2014.

Sendo assim, em relacdo aos resultados obtidos para este grupo de genes de
regulacdo complexa, foi possivel destacar os maiores niveis de expressdo relativa
destes genes para a cultivar BR IRGA 409, principalmente quando submetida ao
diferentes tratamentos de estresse por hipoxia.

Quanto ao comportamento dos genes de expressdo intermedidria, podemos
analisar na Figura 6 o perfil de expressdo do gene OsWRKY4. Foi possivel observar
gue este apresenta um comportamento bastante similar ao observado para os genes
de regulacdo complexa, principalmente quando comparado ao gene OsWRKY23,
visto que este apresentou um maior nimero de transcritos para a cultivar BR IRGA
409 principalmente para os tratamentos de 12h e 24h sob hipoxia. Quando verificamos
o nivel de expressdo génica do OsWRKY4 na cultivar Nipponbare, esta apresentou
um aumento gradativo na expressdo relativa deste gene até 24h apds a
submergéncia, com um decréscimo quando submetida a 48h de estresse,
diferentemente do comportamento observado para os genes de regulacdo complexa,
ao qual o decréscimo na expressao para a maioria dos genes nesta cultivar ocorre a

24h de submergéncia. Para a cultivar Epagri 108 pode-se observar que este gene nao
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apresentou alteracdes expressivas entre os tratamentos, salientando apenas para a

supresséo deste gene quando a planta foi submetida ao estresse por 48h de hipoxia.
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Figura 6. Gréafico com o perfil de expressdo do gene de regulacdo intermediaria
OsWRKKY4, analisado no tratamento controle (Oh) e em quatro tempos
de submergéncia (6h, 12h, 24h e 48h), na parte aérea de trés genbtipos
de arroz irrigado. As letras nas colunas correspondem a diferenca
estatistica significativa nas médias de QR para cada gendtipo entre 0s
tratamentos. CGF/FAEM/UFPel, 2014.

Analisando os dados de expresséo relativa para o outro gene de regulacao
intermediaria, OsWRKY73 (Figura 7), foi identificado que houve um aumento
significativo, de até 20x no nimero de transcritos deste gene para a cultivar Epagri
108 principalmente no tratamento de 12h sob hipoxia, 0 mesmo perfil de expressao
deste gene pode ser observado para a cultivar BR IRGA 409, porém este aumento
nao foi muito expressivo, quando comparado a Epagri 108, pois no mesmo tratamento
de 12h de estresse este gene aumentou em cerca de 10x o nimero de transcritos. Os

niveis de expressao para a cultivar Nipponbare ndo apresentaram destaques entre 0s
tratamentos.
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Figura 7. Gréfico com o perfil de expressdao do gene de regulacao intermediaria
OsWRKKY73, 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 diferenca
estatistica significativa nas médias de QR para cada gendtipo entre os
tratamentos. CGF/FAEM/UFPel, 2014.

Observando os genes de regulacdo simples, comecando pela analise do perfil
de expressdo do gene OsWRKY56 (Figura 8), nota-se um nimero de transcritos mais
elevado na cultivar BR IRGA 409, quando comparada as demais. Contudo o grande
destaque na expressao deste gene foi quando a cultivar BR IRGA 409 foi submetida
ao tratamento de 48h de hipoxia, onde esta aumentou em aproximadamente 30x 0
nimero de transcritos, sendo que para este mesmo tratamento as demais cultivares

obtiveram valores similares ao tratamento controle.
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Figura 8. Gréfico com o perfil de expressdo do gene de regulacdo simples
OsWRKKY56, 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 diferenca
estatistica significativa nas médias de QR para cada gendtipo entre 0s
tratamentos. CGF/FAEM/UFPel, 2014.

Analisando o gene OsWRKY62 (Figura 9), pode-se verificar que novamente o
comportamento no perfil de expressao deste gene é de grande destaque na cultivar
BR IRGA 409. Notavelmente houve um acréscimo progressivo no ndmero de
transcritos, evidenciando um maior nimero nos tratamentos de 12h e 24h de
submergéncia, onde a expressao relativa deste gene é cerca de 15x e 17x maior,
respectivamente, do que o grupo controle. As cultivares Nipponbare e Epagri 108
apresentaram oscilacdes discretas e similares ao tratamento controle no nimero de
transcritos, bem como o observado para o gene de regulagdo simples OsWRKY56,

anteriormente citado.
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Figura 9. Gréfico com o perfil de expressdo do gene de regulacdo simples
OsWRKKY62, 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 diferenca
estatistica significativa nas médias de QR para cada gendtipo entre os
tratamentos. CGF/FAEM/UFPel, 2014.

Pode-se perceber através do comportamento do gene OsWRKY71 (Figura 10)
gue este demonstrou maiores valores de expressao relativa na cultivar BR IRGA 409,
sendo que este gene apresenta um progressivo aumento no nimero de transcritos
desde o tratamento controle até o tratamento de 24h sob hipoxia, logo apés, no
tratamento de 48h, ocorre um decréscimo se igualando ao nimero de transcritos no
tratamento de 6h. As cultivares Nipponbare e Epagri 108 mais uma vez apresentaram
comportamento similar, tendo um aumento no nimero de transcritos no tratamento de
12h sob hipoxia. Demonstrando uma subexpressao, no tratamento de 48h, para a
cultivar Nipponbare, jA que os valores de expressao relativa foram inferiores aos

valores do tratamento controle.
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Figura 10. Grafico com o perfil de expressdo do gene de regulacdo simples
OsWRKKY71, analisado no tratamento controle (Oh) e em quatro tempos
de submergéncia (6h, 12h, 24h e 48h), na parte aérea de trés gendbtipos
de arroz irrigado. As letras nas colunas correspondem a diferenca
estatistica significativa nas médias de QR para cada gendtipo entre os
tratamentos. CGF/FAEM/UFPel, 2014.

4.3.3 - Perfil de expresséo dos genes da familia WRKY no tecido radicular de
cultivares de arroz submetidas ao estresse por submergéncia.

Afim de analisarmos o comportamento dos nove genes estudados no tecido
radicular, as figuras 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 e 19 apresentam os gréficos
referentes as alteracbes da expressao relativa dos genes de regulacdo complexa,
intermediaria e simples, desde o tratamento controle (Oh) até 48h de submergéncia
em plantulas de arroz. Os perfis de expressdo ao longo do periodo de estresse sob

hipoxia para cada classe de genes (tipo de regulacédo) sao descritos abaixo.

Os genes de regulacdo complexa OsWRKY11, OsWRKY23, OsWRKY17 e
OsWRKY19 sdo apresentados nas figuras 11, 12, 13 e 14 respectivamente. Em uma
analise geral, os genes de regulagdo complexa se comportaram de maneira similar no
tecido radicular. Destacando o comportamento destes genes no tratamento de 6h sob
hipoxia para a cultivar BR IRGA 409, onde apresentou um maior nimero de
transcritos, sendo que para o gene OsWRKY11 este aumento foi em torno de 140x
maior quando comparado ao tratamento controle (Figura 11). Nos tratamentos

subsequentes demonstrou oscilacbes na expressdo relativa porém sempre com
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valores proximos aos valores no tratamento controle. Para os genes OsWRKY23,
OsWRKY17 e OsWRKY19 observamos o mesmo comportamento porém, o nimero
de transcritos para o tratamento de 6h foi cerca de 60x maior que o tratamento controle
para o gene OsWRKY23 (Figura 12), 45x mais para o gene OsWRKY17 (Figura 13) e
20x mais para o gene OsWRKY19 (Figura 14).

Outro destaque comum ao perfil de expressdo dos genes de regulacao
complexa é para a cultivar Epagri 108 que, apresentou maiores valores de transcritos
quando a plantula foi submersa por 48h, exceto para o gene OsWRKY19 onde foi
possivel notar uma subexpressao deste gene, bem como para os demais genétipos
estudados. A cultivar Nipponbare ndo apresentou maiores diferencas na expressao

relativa dos genes de regulacdo complexa nos diferentes tratamentos.
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Figura 11. Grafico com o perfil de expressdo do gene de regulacdo complexa
OsWRKY11, analisado no tratamento controle (Oh) e em quatro tempos
de submergéncia (6h, 12h, 24h e 48h), nas raizes de trés gendtipos de
arroz irrigado. As letras nas colunas correspondem a diferenca estatistica
significativa nas médias de QR para cada genotipo entre os tratamentos.
CGF/FAEM/UFPel, 2014.
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Figura 12. Gréfico com o perfil de expressdo do gene de regulacdo complexa
OsWRKY23, analisado no tratamento controle (Oh) e em quatro tempos
de submergéncia (6h, 12h, 24h e 48h), nas raizes trés genoétipos de arroz
irrigado. As letras nas colunas correspondem a diferenca estatistica
significativa nas médias de QR para cada genotipo entre os tratamentos.
CGF/FAEM/UFPel, 2014.
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Figura 13. Gréfico com o perfil de expressdo do gene de regulacdo complexa
OsWRKY17, analisado no tratamento controle (Oh) e em quatro tempos
de submergéncia (6h, 12h, 24h e 48h), nas raizes de trés genotipos de
arroz irrigado. As letras nas colunas correspondem a diferenca estatistica
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significativa nas médias de QR para cada genotipo entre os tratamentos.
CGF/FAEM/UFPel, 2014.

OsWRKY19
35

I Nipponbare
30 1 [/ Epagri 108

A
B BR IRGA 204
25
20
15
10 B
5_
A C

ABC BC Cc B C BCC

0 |l
h 6h 12H

0 24H 48H

Expressao Relativa

Tempo de Exposigéo (horas)

Figura 14. Grafico com o perfil de expressdo do gene de regulacdo complexa
OsWRKY19, analisado no tratamento controle (Oh) e em quatro tempos
de submergéncia (6h, 12h, 24h e 48h), nas raizes trés genotipos de arroz
irrigado. As letras nas colunas correspondem a diferenca estatistica
significativa nas médias de QR para cada genoétipo entre os tratamentos.
CGF/FAEM/UFPel, 2014.

Em relacdo aos genes de regulacdo intermediaria, foi observado para o gene
OsWRKY4 (Figura 15) que o grande destaque esta na expressao relativa deste gene
para a cultivar Epagri 108 no tratamento de 48h sob hipoxia, onde o nimero de
transcritos foi de aproximadamente 12x maior do que o0 tratamento controle
demonstrando, a elevada expressdo deste gene. Da mesma forma que para 0s
demais genes, a cultivar BR IRGA 409 apresentou altos valores no nimero de
transcritos sendo no tratamento de 6h cerca de 56x maior do que no tratamento
controle. Este comportamento confere com o comportamento dos genes de regulacéo
complexa. Ainda, o nimero de transcritos na cultivar BR IRGA 409 manteve-se alto
no tratamento de 12h (14x maior) bem como no tratamento de 6h (6x maior). Este
gene nao apresentou maiores diferencas para a cultivar Nipponbare, apenas pode-se
verificar diferenca estatistica no tratamento de 12h, onde o nimero de transcritos foi
mais baixo em relacdo aos outros tratamentos, indicando uma subexpressdo deste

gene.
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Figura 15.Gréafico com o perfil de expressdo dos genes de regulagdo intermediaria
OsWRKY4, analisado no tratamento controle (Oh) e em quatro tempos de
submergéncia (6h, 12h, 24h e 48h), nas raizes de trés gendtipos de arroz
irrigado. As letras nas colunas correspondem a diferenca estatistica
significativa nas médias de QR para cada genotipo entre os tratamentos.
CGF/FAEM/UFPel, 2014.

Analisando o outro gene de regulacao intermediaria, foi observado que, o gene
OsWRKY73 (Figura 16) apresentou, no tratamento de 6h sob hipoxia para a cultivar
BR IRGA 409, o numero de transcritos superior a0 numero de transcritos do
tratamento controle em mais de 30x. Este gene ndo demonstrou maiores diferencas

entre os tratamentos para as cultivares Epagri 108 e Nipponbare.
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Figura 16.Gréafico com o perfil de expressdo dos genes de regulacdo intermediaria
OsWRKY73, analisado no tratamento controle (Oh) e em quatro tempos
de submergéncia (6h, 12h, 24h e 48h), nas raizes de trés gendtipos de
arroz irrigado. As letras nas colunas correspondem a diferenca estatistica
significativa nas médias de QR para cada genotipo entre os tratamentos.
CGF/FAEM/UFPel, 2014.

Quanto a expressdo dos genes de regulacdo simples, OsWRKY56,
OsWRKY62 e OsWRKY71 estes sao apresentados a seguir nas figuras 17, 18 e 19.
Da mesma forma que os demais genes dos grupos de regulacdo complexa e
intermediaria, estes genes apresentaram altos niveis de expressdo na cultivar BR
IRGA 409. Para o gene OsSWRKY56 este apresentou em torno de 118x mais
transcritos do que o tratamento controle (Figura 17), o gene OsWRKY62 demonstrou
16x mais transcritos do que o tratamento controle (Figura 18) e o gene OsWRKY71
teve uma expressao relativa 36x maior neste tratamento quando comparado com o

tratamento controle (Figura 19).

Ao analisarmos o tratamento de 24h percebemos uma elevada expressdo do
gene OsWRKY56 para a cultivar BR IRGA 409, sendo 22x maior quando comparada
com o tratamento controle. Os genes OsSWRKY62 e OsWRKY71 se comportaram da
mesma forma para este tratamento na cultivar BR IRGA 409. Em relacdo a cultivar
Epagri 108, foi notério o aumento no nimero de transcritos do gene OsWRKY71, no
tratamento de 48h sob hipoxia. Este comportamento ndo foi observado para os demais

genes de regulacdo simples. Os genes de regulacao simples apresentaram um baixo
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nimero de transcritos, indicando um perfil de expressédo similar, para a cultivar

Nipponbare.
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Figura 17. Grafico com o perfil de expressdo dos genes de regulacdo simples
OsWRKY56, analisado no tratamento controle (Oh) e em quatro tempos
de submergéncia (6h, 12h, 24h e 48h), nas raizes de trés gendtipos de
arroz irrigado. As letras nas colunas correspondem a diferenca estatistica
significativa nas médias de QR para cada gendtipo entre os tratamentos.
CGF/FAEM/UFPel, 2014.
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Figura 18. Gréfico com o perfil de expressdo dos genes de regulacdo simples
OsWRKY62, analisado no tratamento controle (Oh) e em quatro tempos
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de submergéncia (6h, 12h, 24h e 48h), nas raizes de trés genotipos de
arroz irrigado. As letras nas colunas correspondem a diferenca estatistica
significativa nas médias de QR para cada genoétipo entre os tratamentos.
CGF/FAEM/UFPel, 2014.
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Figura 19. Gréafico com o perfil de expressdo dos genes de regulacdo simples
OsWRKY71, analisado no tratamento controle (Oh) e em quatro tempos
de submergéncia (6h, 12h, 24h e 48h), nas raizes de trés gendtipos de
arroz irrigado. As letras nas colunas correspondem a diferenca estatistica
significativa nas médias de QR para cada genotipo entre os tratamentos.
CGF/FAEM/UFPel, 2014.

4.4 - Discussao

Estudos utilizando transformacdo genética em plantulas de arroz sob estresse
por seca e calor, tem demonstrado que quando o gene OsWRKY11 est4 sob controle
do promotor HSP101l (heat shock inducible), este apresenta superexpressao,
tornando a planta tolerante a esses estresses (WU et al., 2009).

Verificando os trabalhos referentes a resposta do gene OsWRKY23 em arroz,
pesquisas afirmam que a expressdo deste gene se da exclusivamente no tecido
radicular e em folhas senescentes e ndo em folhas jovens. Afirmando ainda que este
gene esta envolvido no processo de senescéncia, pois, 0s estudos realizados
demostraram a inducdo deste gene quando as plantas no escuro induziram a
senescéncia, bem como também foram obtidas respostas quanto ao estresse biético

por Pyricularia oryzae Cav (JING et al., 2009).
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Ainda expondo plantulas de arroz a varios estresses abioticos (frio, seca e
salinidade) e tratamentos com fitorménio, foi verificado alto nivel de expressdo do
gene OsWRKY23 para o estresse de salinidade e tratamento com acido abscisico
acreditando-se que desta forma este gene estd envolvido na resposta a estresse
abiotico e tratamento por horménio. E, para o gene OsWRKY17, pode-se perceber
que este ndao apresentou nenhuma alteragcdo no perfil de expressédo quando as
plantulas de arroz foram submetidas aos estresses, porém foi subexpresso durante
os tratamentos com os fitorménios acido abscisico e auxina (RAMAMOORTHY et al,
2008).

Outros estudos sobre estresses bidticos em arroz, utilizando a técnica de
microarranjo, verificaram o mecanismo molecular em resposta a Xanthomonas oryzae
pv. Oryzicola mediadas pelo gene de milho Rxol. Os resultados indicaram que este
gene foi capaz de induzir fatores de transcricdo WRKY, inclusive o gene OsWRKY23,
que apresentou fun¢des nas primeiras etapas da interacdo entre o arroz e a bactéria
indicando que este gene desempenha um importante papel nas vias basais de defesa,
como rota do acido salicilico. Também foi descrito que o gene OsWRKY 19 possa estar
envolvido na resposta a estresse bidtico. O gene Rxol induz a expressao do gene do
arroz OsWRKY19 que realiza fungbes nas vias basais de defesa da planta,
principalmente associado as rotas do acido salicilico (ZHOU et al, 2010).

Utilizando a técnica de microarranjo, foi possivel verificar a expressao
diferencial do gene OsWRKY19 em estresse abidtico e estresse bibtico sugerindo
assim uma expressao deste gene nos diferentes estresses. O gene OsWRKY19 bem
como outros OsWRKY respondem a estresse osmoético bem como estresse por
patdbgenos Magnaporthe grisea e Magnaporthe oryzae(BERRI et al, 2009).

Ja quando plantulas de arroz foram submetidas a estresses abidticos como frio,
salinidade e seca, e tratamentos com fitormdnios como acido abscisico, auxinas, acido
giberélico, metil jasmonato e acido salicilico foi verificado o perfil diferencial de
expressdo do gene OsWRKY19 em gRT-PCR. N&o houveram alteracbes na
expressdo génica para nenhum tratamento com estresse abidtico, porém, os
resultados demonstraram que o gene OsWRKY19 foi subexpresso sob o tratamento
com auxinas (RAMAMOORTHY et al, 2008).

Em relacdo ao gene OsWRKY56, estudos baseados na técnica de microarranjo
verificaram o perfil de expressao de alguns genes, em panicula de arroz sob estresse

por calor, e verificou-se que o gene OsWRKY56 manteve altos niveis de expressao
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durante todos os tratamentos, sugerindo que este possa estar desempenhando um
importante papel na tolerancia a esse estresse (ZHANG et al, 2012).

Analises de expressao de fatores de transcricdo WRKY, revelaram que o gene
OsWRKY62, apresentou altos niveis de expressao em folhas de arroz infectadas com
Xanthomonas oryzae pv. Oryzae (X00) e tratadas com acido salicilico, que € molécula
de sinalizacdo de defesa. Os autores sugerem que este gene possa estar envolvido
na defesa do arroz, em nivel transcricional, em resposta ao patégeno (RYU et al,
2006). Outro estudo, este envolvendo a técnica de transformacéo genética, também
verificou a relacdo deste gene a respostas imunes frente a este mesmo estresse
bidtico (PENG et al, 2010).

Ainda, a relacdo do gene OsWRKY62 com estresse bidtico € descrita em outro
estudo, onde o gene do arroz Xa2l, o qual confere resisténcia a Xoo, se liga ao
OsWRKY62, atuando como um mediador fundamental para a defesa basal e raca-
especifica (PENG et al, 2008). J&a, em relacdo a estresse abiotico, estudos em folhas
de plantulas de arroz verificaram a relacdo entre o gene OsSPX1, o qual promove
tolerancia em Arabidopisis e tabaco a estresse por baixas temperaturas, e diversos
outros genes como: OsPHO2, GSTs, P450s e os WRKYs, sendo verificado que os
genes OsWRKY62 e OsWRKY71 atuam em conjunto frente ao estresse por frio e
estresse oxidativo em arroz (PENG et al, 2010).

Além disso, alguns genes de Arabdopisis AtWRKY 18, AtWRKY40 e AtWRKY60
homdlogos aos genes de arroz OsWRKY71, OsWRKY72 e OsWRKY62
respectivamente, (SHARMA et al, 2013) apresentam papéis importantes frente a
estresses bidticos e abidticos. Estudos realizados com estes genes de Arabdopisis
apresentaram como resultados que, estes interagem em conjunto para regular
diversos estresses. Mutantes duplos wky18wky40, wky18wky60 e mutantes triplos
wky18wky40wky60 apresentaram resisténcia a Pseudomonas syringae porém,
apresentaram sensibilidade a Botrytis cinerea. Ainda neste mesmo estudo, foi
verificado que o gene AtWRKY60, homélogo do gene OsWRKY62, contribuiu com
aumento na tolerancia a salinidade e estresse osmatico (CHEN e al., 2010).

Ramamoorthy et al. 2008, desenvolveram estudos onde submeteram plantulas
de arroz a diferentes estresses abioticos, bidticos e hormonais. Através de andlises
em gRT- PCR foram obtidos perfis de expressao para diversos genes OsWRKY,
incluindo o perfil do gene OsWRKY62, o qual apresentou altos niveis de expressao

sob os tratamentos com fitormoénios, exceto quando submetido ao tratamento com
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metil jasmonato. Para os tratamentos com estresses abidticos, este gene apenas
apresentou diferenca no perfil de expressao frente ao estresse por frio, o qual foi
subexpresso. No entanto, os dados apresentados por Ramamoorthy et al. 2008
entram em conflito com os resultados obtidos por Chen et al., 2010 que relatam o
envolvimento e incremento da tolerancia do gene OsWRKY62 sob estresse por
salinidade. Demonstrando assim, a grande importancia e necessidade de novos
estudos sobre o perfil de expressao deste gene, OsWRKY62, em diversos estresses
abidticos.

Na literatura ndo ha relatos sobre o envolvimento do gene OsWRKY71 com o
estresse por hipoxia porém, foram encontrados maiores niveis de expressao para este
gene, em outros estresses. Ainda, alguns autores relatam o envolvimento deste gene
na resposta a estresses hidticos em arroz transgénico, onde verificou-se que altos
niveis de transcritos conferem resisténcia a infecgdo por bactérias e que este também
participa em resposta de defesas, as quais estdo envolvidos o etileno e o acido
jasménico (LIU et al, 2007). Peng et. al 2010 e Xie et al, 2006 também relataram o
envolvimento do gene OsWRKY71 relacionado a defesa da planta, onde a ativacéo
transcricional deste gene € associado a interacbes com proteinas regulatérias. Essa
interacdo com proteinas pode exibir diferentes funcbes na regulacédo da expressao do
gene. Ainda, mudancas que afetam o complexo proteico causada por mutagoes,
superexpressdo ou estresse abidtico, podem afetar a expressdo do gene e
consequentemente a resposta de defesa da planta. Além disso, o gene OsWRKY71
codifica para um repressor transcricional de acido giberélico nas células da aleurona
(ZHANG et al., 2004).

Este efeito sobre as células da aleurona também foi encontrado em estudos
com o gene HYWRKY38, em cevada, homélogo ao gene OsWRKY71, que induz pelo
menos cinco elementos regulatérios de acdo cis no promotor do gene Amy32b a-
amilase o qual governa a expressao do acido giberélico. Estes genes interagem com
repressores e ativadores que regulam a expressédo da giberilina mediada pelo gene
Amy32b a-amilase nas células da aleurona (ZOU et al., 2008).

Em relacdo ao envolvimento a estresses abidticos ha poucos trabalhos, porém,
estudos com este mesmo gene de cevada HVWRKY38, verificaram que este é
expresso em condicbes de frio e de seca (MARE et al., 2004). Outro trabalho

envolvendo transformacdo genética de Paspalum notatum Flugge com o gene
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HVWRKY 38, verificou tolerancia a seca nas plantas transformadas quando comparado
ao tipo selvagem (ndo transformado) (XIONG et al, 2010).

O gene de Arabdopsis AtWRKY46, ortélogo ao gene OsWRKY71 de arroz
(BERRI et al, 2009), apresentou envolvimento na sinalizacdo em resposta a estresse
bidtico e também participacdo na rota de sinalizacdo do acido salicilico. Indicando que
este possivelmente regula a resisténcia basal a Pseudomonas syringae (HU et al,
2012).

Enfim, para um melhor entendimento foi realizada uma analise conjunta para
verificar o nivel de alteracéo do perfil de expressao dos genes estudados, 0s mesmos
foram divididos em alteracdes discretas (até 2x maior que o tratamento controle),
moderadas (de 2x até 10x maior do que o tratamento controle) e altas (< 10x do que
0 tratamento controle). Com base nos resultados obtidos na parte aérea (Figura 20)
verificamos, de modo geral, que para a cultivar Nipponbare, trés dos quatro genes
WRKY de regulacdo complexa estudados apresentaram discretas alteracées na
expressao relativa, obtendo valores de expressado igual ou até 2x maior do que o
tratamento controle. O quarto gene WRKY, de regulacdo complexa, apresentou
alteracdes moderadas na expressao relativa, sendo aproximadamente 4x maior do
que o tratamento controle. Os genes de regulacdo intermediaria apresentaram
moderadas alteragdes, cerca de 4x maior do que o tratamento controle. Os genes de
regulacdo simples apresentaram comportamento similar aos genes de regulacao
complexa frente ao estresse por hipoxia, dois genes apresentaram alteracoes
discretas na expressao relativa e um deles demonstrou um comportamento moderado,

sendo 6x maior que o tratamento controle.

Em relacdo a cultivar Epagri 108, metade dos genes de regulacdo complexa
apresentaram discretas alteracdes na expressao relativa enquanto que a outra
metade se apresentou alteragbes moderadas, atingindo aproximadamente 7x a
expressdo relativa do tratamento controle. Os genes de regulacdo intermediaria
apresentaram altas e discretas alteragdes, com uma expressao relativa de
aproximadamente 18x e 2x maior do que a expressao do tratamento controle. Entre
0S genes de regulacdo simples, um deles apresentou alteracbes discretas na
expressdo relativa sendo que os demais, demonstraram moderadas alteracdes,
chegando a apresentar quantidades de transcritos 5x maior do que o tratamento
controle.
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A cultivar BR IRGA 409, caracterizada por apresentar suscetibilidade a outros
estresses abidticos, apresentou valores de transcritos mais elevados do que as
demais cultivares estudadas. Trés dos quatro genes de regulacdo complexa,
apresentaram altas alteracées na quantidade de transcritos (19x). O outro gene de
regulacdo complexa apresentou moderadas alteracdes na expressao relativa, sendo
ele expresso aproximadamente 4x mais do que o tratamento controle. Os genes de
regulacdo intermediaria apresentaram moderadas alteracfes na expressao relativa,
atingindo aproximadamente 10x mais quantidades de transcritos quando comparado
ao tratamento controle. JA& em relagdo aos genes de regulacdo simples, todos
apresentaram altas alteracées na expressao relativa, apresentando quantidades de

transcritos entre 10x e 32x do que o tratamento controle.

No tecido radicular (Figura 21), os genes de regulacdo complexa, regulacéao
intermediaria e regulacéo simples, para a cultivar Nipponbare, apresentaram discretas
alteracdes na expressao relativa frente ao estresse por hipoxia. Porém, para a cultivar
Epagri 108, trés dos quatro genes de regulagcdo complexa demonstraram moderadas
alteracdes na expressao relativa, atingindo aproximadamente 4x a quantidade de
transcritos quando comparado ao tratamento controle. O outro gene apresentou
discretas alteragcbes na expressao relativa atingindo 2x mais quantidades de
transcritos. Os genes de regulacdo intermedidria para esta cultivar atingiram
alteracbes moderadas e altas na quantidades de transcritos, diferentemente da
cultivar Nipponbare, atingindo aproximadamente 12x mais do que o tratamento
controle. Ja, para dois genes de regulacdo simples alteracbes moderadas foram
encontradas, obtendo 5x mais quantidade de transcritos, enquanto que 0 outro gene

de regulagdo simples apresentou discretas alteracbes na expressao relativa.

A cultivar BR IRGA 409, diferentemente das cultivares Nipponbare e Epagri
108, e de forma semelhante ao ocorrido na parte aérea, em todos os genes estudados,
incluindo regulacdo complexa, intermediaria e simples apresentaram expressivas
alteracdes na quantidade de transcritos. Os valores atingiram cerca de 146x mais
guantidade no numero de transcritos para genes de regulagdo complexa e

aproximadamente 118x para genes de regulacao simples.
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Figura 20. Perfil de expressao dos genes evolvidos na resposta ao estresse por hipoxia, analisados em cinco tratamentos (Oh, 6h,
12h, 24h e 48h), na parte aérea de trés gendtipos de arroz irrigado (A) cultivar Nipponbare, (B) cultivar Epagri 108 e (C)
cultivar BR IRGA 409, através da técnica de gRT-PCR e representado por escalas que variam de 1 — 146.4, utilizando o
Mult Experiment Viewer (TIGR MeV) (SAEED et al., 2003). Uma extremidade da escala representada pela cor verde
claro indica menor nivel de expressdo do gene e a outra extremidade representada pela cor vermelha claro indica o
maior nivel de expressdo. CGF/FAEM/UFPel, 2014.
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Figura 21. Perfil de expressao dos genes evolvidos na resposta ao estresse por hipoxia, analisados em cinco tratamentos (Oh, 6h,
12h, 24h e 48h), no tecido radicular de trés gendtipos de arroz irrigado (A) cultivar Nipponbare, (B) cultivar Epagri 108 e
(C) cultivar BR IRGA 409, através da técnica de gRT-PCR e representado por escalas que variam de 1 — 146.4, utilizando
0 Mult Experiment Viewer (TIGR MeV) (SAEED et al., 2003). Uma extremidade da escala representada pela cor verde
claro indica menor nivel de expressdo do gene e a outra extremidade representada pela cor vermelha claro indica o
maior nivel de expressdo. CGF/FAEM/UFPel, 2014.
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4.6 —Conclusodes

Genes WRKY respondem ao estresse por hipoxia em plantulas de arroz
irrigado.

Nao ha diferenca entre a resposta do perfil de expressdo dos genes de

regulacdo simples e complexa em plantulas de arroz sob estresse por hipoxia.
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5- Consideragoes finais

Tendo em vista que a raiz € um dos principais 6rgéos vegetais a
sofrer alteracdes estruturais em resposta ao estresse por hipoxia, foi observado
neste trabalho que a cultivar BR IRGA 409 e a cultivar Nipponbare apresentaram
um comportamento similar, onde foi possivel observar um decréscimo no nimero
de raizes e teor de matéria seca de raiz, diferentemente da cultivar Epagri 108.
Em relacdo ao desenvolvimento de aerénquima, outro mecanismo adaptativo
considerado importante sob hipoxia, a cultivar BR IRGA 409 apresentou um
menor desenvolvimento de aerénquima no tratamento de 48h do que as demais

cultivares estudadas.

Para o estudo de expressao relativa de genes da familia WRKY, na parte
aérea os genes de regulacdo complexa, intermediaria e simples apresentaram
maior expressao na cultivar BR IRGA 409 principalmente nos tratamentos de 24
e 48h de submergéncia. Apenas o gene de regulacdo intermediaria OsWRKY73
apresentou maior expresséo na cultivar Epagri 108 no tratamento de 12h sob
submergéncia. No tecido radicular todos 0s genes apresentaram maiores niveis
de expressao na cultivar BR IRGA 409 principalmente no tratamento de 6h de
submergéncia. De forma interessante, no estudo de Finatto, 2012 os genes
WRKY estudados apresentaram elevadas expressdes na cultivar Nipponbare,
porém em condicBes de estresse por toxidez por ferro. Ja, no experimento
descrito, a maior expressao destes genes foi na cultivar BR IRGA 409
caracterizada por ser sensivel ao estresse por toxidez por ferro, sugerindo uma

sobreposicéo nas vias metabdlicas de resposta a hipoxia e excesso de ferro.



