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RESUMO: O degrane é uma das principais caracteristicas que torna o arroz vermelho
daninho. A melhor compreensdo da regulacdo do degrane podera ser utilizada para
desenvolver procedimentos moleculares que possam contribuir para a mitigagdo do arroz
vermelho. O objetivo deste trabalho foi determinar a regulacdo do degrane em arroz
vermelho a partir dos conhecimentos sobre a variabilidade de genes originalmente
identificados em arroz cultivado e envolvidos na biossintese da parede celular ainda nao
relacionados com o degrane. O gene gSH7 comumente relacionado com o degrane nao
possui efeito nos gendtipos de arroz vermelho avaliados. Os resultados do sequenciamento
do gene Sh4 mostraram auséncia da mutagdo Gos;T. A variabilidade nucleotidica do gene
0Os08g0512400 a 1271 bases upstream mostrou que 0s genétipos com o nucleotideo T
possuem em geral elevado degrane, enquanto que os genodtipos com o nucleotideo A
apresentam baixo degrane. Além disso, a variacdo nucleotidica do exon 5 do gene
0Os01g0849100 apresentou dois SNPs, que podem estar relacionados ao degrane. A
expressao relativa dos genes OsXTH8 e OsCel9D apresentaram relagao direta e inversa,
respectivamente, com o degrane em arroz vermelho. Os resultados encontrados
demonstram que o degrane de sementes em arroz vermelho é regulado por varios genes,
diferentemente dos resultados obtidos em arroz cultivado, onde um gene de grande efeito é
responsavel por 69 % da regulacdo desse carater. A utilizacdo dos principais genes
relacionados ao degrane de sementes caracterizados em arroz cultivado qSH1, Sh4 e
OsCPL1 para o desenvolvimento de tecnologias de silenciamento génico relacionadas a
diminuicao do degrane nao serao eficientes em relagdo ao arroz vermelho existente no Sul
do Brasil, e que os genes OsXTH8, OsCel9D, Os0190849100 e Os08g0512400 devem ser

considerados nestes procedimentos.
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INTRODUCAO
O elevado degrane é fundamental para perpetuagdo do arroz vermelho (Oryza
sativa), pois na auséncia deste carater as sementes poderiam ser colhidas e retiradas da



lavoura juntamente com as sementes de arroz cultivado. A suscetibilidade ao degrane é
resultante da presenca de uma camada de abscisdo formada por pequenas células com
parede celular fina entre o grao de arroz e o pedicelo (Li et al., 2006).

Estudos moleculares sugerem que grande numero de genes esta envolvido no
controle genético do degrane em arroz cultivado, relacionados, principalmente, a
diferenciacado das células da camada de abscisdo (Huang et al., 2010). No entanto, poucos
genes com grande efeito sobre o degrane foram identificados e clonados em arroz cultivado.
Dentre eles, estao os genes Sh4, gSH1 e sh-hou OsCPL1 (Li et al., 2006; Ji et al., 2010). A
compreensao do degrane é ainda menor em arroz vermelho, sendo que o entendimento da
regulacao desse carater pode ser utilizado para o desenvolvimento de procedimentos de
biotecnologia que permitam reduzir os problemas desta planta daninha. O objetivo deste
trabalho foi determinar a regulacdo do degrane em arroz vermelho a partir dos
conhecimentos sobre a variabilidade de genes originalmente identificados em arroz cultivado
e envolvidos na biossintese da parede celular ainda n&o relacionados com o degrane.

MATERIAL E METODOS

Populagdes de arroz cultivado e arroz vermelho anteriormente fenotipadas quanto ao
nivel de degrane foram analisadas quanto a variabilidade nucleotidica e expressao génica
de genes relacionados a esta caracteristica. Foi avaliada a variabilidade nucleotidica dos
genes qSH1, Sh4, OsCPL1, OsXTH8, 0s02g0613200, Os0390745400, Os05g0117300,
0s0890512400, Os1090137700, Os1190148700 e Os0190849100. O DNA gendmico foi
extraido a partir de amostras de folhas jovens de plantas individuais através do protocolo
CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio) modificado. A reagao de cadeia de polimerase (PCR)
foi realizada em termociclador PTC100® (MJ Research) e consistiu de 20 ng de DNA
genémico. As amostras amplificadas foram purificadas através de cloroférmio: alcool
isoamilico e enviadas ao sequenciamento. O sequenciamento das amostras foi realizado no
Laboratério ACTGene (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS), utilizando o
sequenciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer®. As sequéncias obtidas dos
genes foram editadas pelo programa BioEdit (versao 7.0.5.3). Apéds, estas sequéncias foram
alinhadas através do programa ClustalW (versao 1.82). O alinhamento foi realizado através
das ferramentas BLASTn e BLASTX, com base nas sequéncias dos genes previamente
depositadas em banco de dados, como GenBank e Gramene.

A andlise da expressao dos genes Sh4, OsXTH8 e OsCel9D foi realizada através de
RT-PCR em tempo real. Perfilhos com paniculas polinizadas naturalmente no mesmo dia e
hora foram coletadas no mesmo momento aos dez dias apds a polinizacdo. Apds, foram
coletadas 30 jungdes pedicelo-flor do terco médio da panicula (30 mg de material vegetal)



por repeticdo, a qual consistiu de aproximadamente 1 mm da regido do pedicelo e de 1,5
mm da regiao da flor. Cada eco6tipo ou cultivar contou com trés repeticdes bioldgicas e cada
repeticdo bioldégica contou com quatro replicatas. A extragdo do RNA foi realizada pelo
método Trizol®. A andlise da reacdo de RT-PCR em tempo real foi iniciada pela
interpretacdo da curva de dissociacdo para verificar a pureza do produto formado e
confirmar a auséncia de dimeros de iniciadores ou produtos inespecificos. Os niveis de
expressao relativa foram realizados através da férmula onde o AACt = (Ctgyyo - Ctogs) -
(Cteaibrador - Ctogs), sendo o AACt a expressao relativa do gene, e a aplicagao do resultado em

2742 fornece a dimensao de variacéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O sequenciamento da regiao regulatéria 5’ do gene qSH1, a 11841 bases upstream
em 36 gendtipos de arroz, mostrou, com excecdo da cultivar Nipponbare, que a base
presente era G (dados nao apresentados). Os resultados do sequenciamento do gene Sh4
mostraram auséncia da mutacdo Ggs;T (dados nao apresentados). Para o gene OsCPL1
nao foram encontrados SNPs no exon 6 e na regido entre o intron 7 e exon conforme
literatura (Ji et al., 2010) em 32 genoétipos avaliados (dados nao apresentados). Os
resultados obtidos no sequenciamento dos genes qSH71, Sh4 e OsCPL1, divergentes
daqgueles apresentados na literatura, mostram que o controle do degrane pode ser realizado
por diferentes genes, dependendo da origem do genétipo. Além disso, nao foram
encontrados SNPs relatados por Huang et al (2010) nos genes 0Os0290613200,
0s03g0745400 e Os11g0148700 em nenhum dos 32 gendtipos analisados. Para os genes
OsXTH8, 0Os059g0117300 e Os1090137700 foram encontradas alteragbes em somente
alguns dos genotipos analisados (dados nao apresentados), de forma nao relacionada com
o degrane.

A variagao nucleotidica do exon 5 do gene Os07190849100 apresentou dois SNPs,
nas posicoes 2981 e 3057, que podem estar relacionados ao degrane em arroz (Figura 1A).
De uma forma geral, os genétipos que possuem nas posicoes 2981 e 3057 os nucleotideos
G e T, respectivamente, possuem elevado degrane. Os genotipos que possuem médio
degrane possuem os nucleotideos A e T nas posi¢des citadas. Por fim, os genétipos que
possuem o nucleotideo G nas posi¢cdes 2981 e 3057, tendem a possuir menor degrane
(Figura 1A). O alinhamento parcial das sequéncias a 1271 bases upstream do gene
0s0890512400 em 28 gendtipos de arroz (Figura 1B) mostrou resultados que podem
apresentar relacdo entre a presenga de SNPs e a mudanca no fenoétipo. Na regido
regulatéria 5 do gene Os08g0512400 os gendtipos que apresentam o nucleotideo T na
posicdo 1271 upstream do gene tendem a apresentar elevado degrane, enquanto que os
gendtipos que apresentam o nucleotideo A tendem a apresentar baixo degrane (Figura 1B).



O gene Sh4 apresentou expressao na regido entre o pedicelo e a flor, aos dez dias
apés a polinizagdo. Entretanto, sua expressao relativa ndo mostrou relagao direta com nivel
de degrane, pois fendtipos contrastantes apresentaram nivel de expressdo semelhante
(dados nao apresentados). A analise da expressdo génica demonstrou que 0s genes
OsCel9D e OsXTH8 apresentaram expressao na regiao entre o pedicelo e a flor (Figura 2A
e 2B). Com relacdo ao gene OsCel9D, verificou-se que os ecétipos de arroz vermelho
apresentaram menor expressao relativa deste gene, quando comparados aos genétipos de
arroz cultivado (Figura 2A), indicando que o gene OsCel9D apresenta relagcdo com a
repressao do processo de abscisdo. Mutagdes no gene OsCel9D reduzem o alongamento
celular e o contelido de celulose, mas aumentam o contetudo de pectina (Zhou et al., 2006),
sugerindo que OsCel9D esteja relacionado com os componentes da parede celular das

plantas de arroz, o que justifica seu envolvimento com a repressao do carater degrane.
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Figura 1. Relagao entre o nivel de degrane e os nucleotideos nas posigdes: (A) 2981 e 3057 do gene
Os01g0849100; (B) 1271 upstream do gene Os0890512400. T= Timina, A= Adenina, G=
Guanina. —= informagao nao disponivel.

A expressdo do gene OsXTHS8 foi relacionada com o carater de degrane das
sementes. O presente estudo verificou, apenas com excecao do ecétipo AV 60, que o
padrao de expressao do gene OsXTHS8 mostrou relacdo direta com a presenca do degrane,
ja que os maiores niveis de expressao relativa do gene foram verificados nos ecétipos de
arroz vermelho (Figura 2B). O gene OsXTH8 codifica a enzima xyloglucan



endotransglycosylase/hydrolase, a qualcatalisa a clivagem de polimeros de xiloglucana.
Ainda, estas enzimas afrouxam a parede celular para a expansdo celular regulada pelo
turgor (Rose et al., 2002).

A B
257 OsCel9D 8 OsXTH8
7,
20 -
S L
- -
T 15- 3 51
£ S
18 18 4 1
@ @
g 107 2 3
& g
w w 24
% 1
0,

O RXPAVY DN D LA D 2D P @ S RXPAVYOND e AR LD @) OO @
O HFA2 MY PN SV PAD S PR MOAD REN WAV BAD St
S I A i S I A
T YV Ve eS¢ op DO S SR RN §
N S NS S

Figura 2. Expressao relativa dos genes OsCel9D (A) e OsXTH8 (B) nos gendtipos de arroz, aos dez
dias ap6s a polinizagdo. Médias e desvio padrao apresentados.

CONCLUSOES
A utilizagdo dos principais genes relacionados ao degrane de sementes
caracterizados em arroz cultivado qSH1, Sh4 e OsCPL1, visando o desenvolvimento de
tecnologias de silenciamento génico relacionadas a diminuicdo do degrane, nao serao
eficientes em relacdo ao arroz vermelho existente no Sul do Brasil, sendo que os genes
OsXTH8, OsCel9D, Os01g0849100 e 0Os08g0512400 devem ser considerados nestes
procedimentos.
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