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RESUMO: Elevados niveis de degrane em ecétipos de arroz vermelho dificultam o manejo
destas plantas daninhas. A caracterizacao nucleotidica de genes relacionados ao degrane
permite avancar no conhecimento sobre a caracteristica estudada. O objetivo deste trabalho
foi analisar a variabilidade nucleotidica de genes relacionados direta e indiretamente ao
degrane populacdes de arroz. A analise foi realizada a partir de 29 populacdes de arroz
cultivado e daninho fenotipadas anteriormente com relacdo ao nivel de degrane. Os genes
analisados foram qSH1, Sh4, CPL1, OsXTH8, 0s02g0613200, 0s03g0745400,
0s05g0117300, Os08g0512400, 0s10g0137700, Os11g0148700 e Os01g0849100. O DNA
das populagdes foi extraido pelo método CTAB modificado a partir de amostras de folhas
jovens. Os fragmentos génicos a serem sequenciados foram amplificados através da reacao
de PCR, purificados e enviados para sequenciamento. As sequéncias dos genes obtidas
foram editadas pelo programa BioEdit e alinhadas através do programa ClustalW. A
variabilidade nucleotidica do gene 0s08g0512400 a 1271 bases upstream mostrou que 0s
gendtipos com o nucleotideo T possuem em geral elevado degrane, enquanto que 0s
genodtipos com o nucleotideo A apresentam baixo degrane. Além disso, a variagdo
nucleotidica do exon 5 do gene 0s01g0849100 apresentou dois SNPs, nas posicdes 2981 e
3057, que estéo relacionados ao degrane.
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INTRODUCAO
Entre as espécies daninhas que infestam as lavouras de arroz, destaca-se o arroz
vermelho como aquela que mais limita o potencial de produtividade do arroz. As infestacfes
com arroz vermelho comumente s&o superiores a 10 plantas por m? e chegam em algumas
lavouras a 1000 plantas por m?. Em média, a presenca de uma planta de arroz vermelho m™
reduz em 2,1% a produtividade de gréos do arroz cultivado (Balbinot Junior et al., 2003).
A compreensdo da variabilidade do degrane em arroz vermelho podera ser utilizada

para determinar praticas de manejo para reduzir os problemas com esta planta daninha em
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lavouras de arroz irrigado. O arroz é a planta cultivada mais conhecida em nivel genémico.
As informacdes provenientes do sequenciamento de DNA e de outros estudos genéticos e
moleculares tém resultado no aumento dos conhecimentos relacionados, por exemplo, a
especiacdo, domesticacdo, ploidizagdo e adaptacdo ecolégica do género Oryza. A
associacdo das informacdes provenientes do sequenciamento de DNA do arroz cultivado
com a variabilidade genética de outras espécies ou de ecotipos silvestres do género Oryza
possibilita 0 entendimento de caracteres que tornam as plantas de arroz vermelho daninhas,
como por exemplo, o degrane das sementes. O objetivo deste trabalho foi analisar a
variabilidade nucleotidica de genes relacionados direta e indiretamente ao degrane

populacdes de arroz.

MATERIAL E METODOS

Populagdes de arroz cultivado e arroz vermelho anteriormente fenotipadas quanto ao
nivel de degrane foram analisadas quanto a variabilidade nucleotidica de genes
relacionados a esta caracteristica. Os genes analisados foram gqSH1, Sh4, CPL1, OsXTHS,
0s02g0613200, 0s03g0745400, 0Os05g0117300, 0Os08g0512400, 0Os10g0137700,
0s11g0148700 e Os01g0849100. O DNA gendmico foi extraido a partir de amostras de
folhas jovens de plantas individuais através do protocolo CTAB (brometo de
cetiltrimetilamdnio) modificado. A reagédo de cadeia de polimerase (PCR) foi realizada em
termociclador PTC100® (MJ Research) e consistiu de 20 ng de DNA gendmico, 0,2 pM de
cada primer, 1x PCR buffer, 0,2 uM dNTPs, 0,25 U de Tag DNA Polymerase, 0,3 L de
DMSO e agua miliQ em um volume total de 20 pL. O protocolo de reagéo consistiu de 3 min
de incubacao a 94°C, seguido de 40 ciclos de 94°C por 1 min para deshaturacéo da fita de
DNA,; 60°C por 1 min, para o pareamento dos primers; 72°C por 1,5 min para extenséo da
fita de DNA e um ciclo de extensao final de 72°C por 10 min.

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 dos genes obtidas foram
editadas pelo programa BioEdit (versdo 7.0.5.3) (Hall, 1999). Apoés, estas sequéncias foram
alinhadas através do programa ClustalW (verséo 1.82) (Altschul et al., 1997). O alinhamento
foi feito utilizando as ferramentas BLASTn e BLASTx com base nas sequéncias dos genes

previamente depositadas em banco de dados como GenBank e Gramene.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Com excecado dos 0s08g0512400 e 0s01g0849100 os demais genes analisados ndo

apresentaram variabilidade nucleotidica relacionada diretamente com os niveis de degrane.
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O alinhamento parcial das sequéncias a 1271 bases upstream do gene Os089g0512400 em
31 gendtipos de arroz (Figura 1) mostrou resultados que podem apresentar relacdo entre a
presenca de SNPs e a mudanca no fendtipo. Na regido regulatéria 5 do gene
0s08g0512400 os gendtipos que apresentam o nucleotideo T na posicdo 1271 upstream do
gene tendem a apresentar elevado degrane, enquanto que os genotipos que apresentam o
nucleotideo A tendem a apresentar baixo degrane (Figura 1). A Unica excecdo a esta
associagdo é o genotipo de arroz vermelho AV 109. O SNP presente na regido regulatéria
deste gene ndo € o Unico responsavel pela presenca ou auséncia do degrane nos genétipos
utilizados, pois somente a presenca de outros genes relacionados a esta caracteristica
explica a diferenca do nivel de degrane dentro de um grupo que possui 0O mMesmo
nucleotideo na posicdo 1271. Outra possibilidade dessa teoria é que 0s genotipos que estéo
na zona de transicao entre o fim do grupo com alto degrane e o inicio do grupo com médio

degrane possuem niveis de degrane semelhante e possuem nucleotideos diferentes.
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Figura 1. Relagéo entre o nivel da Resisténcia a retencao de ruptura (RTR) e o nucleotideo
presente a 1271 bases upstream do gene Os08g0512400. T = Timina, A =

Adenina, — = informacg&o nao disponivel.

O gene 0s08g0512400 codifica uma proteina com um dominio de ligacdo ao DNA do
tipo HMG-I/Y (High mobility group) (Reeves & Beckerbauer, 2001). Estas proteinas possuem
baixo peso molecular, ndo histonas com acdo na cromatina. Dessa forma, as proteinas
desta familia modulam a estrutura do DNA alterando a transcricdo de genes facilitando ou
impedindo a ligagdo de fatores de transcricdo (Ziolkowski et al., 2009). Assim, o gene

0Os08g0512400 pode estar associado a presenga ou auséncia de degrane de uma forma
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indireta regulando a expresséo de outros genes e até enzimas que possam estar associados
ao degrane.

A variacao nucleotidica do exon 5 do gene 0Os01g0849100 apresentou dois SNPs,
nas posicoes 2981 e 3057, que podem estar relacionados ao degrane em arroz (Figura 2).
Na posicdo 2981 a mutacdo de G para A altera a formacdo de uma arginina para uma
histidina na posicao 994 da proteina. Ja na posicao 3057 do gene a alteracdo de uma T para
uma G resulta na alteragdo de uma histidina para uma glutamina na posicdo 1019 da
proteina. De uma forma geral, 0os genoétipos que possuem nas posicbes 2981 e 3057 os
nucleotideos G e T, respectivamente, possuem elevado degrane. Os gendtipos que
possuem meédio degrane possuem o0s nucleotideos A e T nas posi¢des citadas. Por fim, os
genotipos que possuem os nucleotideos G e G nas posi¢des 2981 e 3057, respectivamente,
tendem a possuir menor degrane (Figura 2).

Ao interpretar a Figura 2 deve ser considerado que a formag&o dos grupos dos niveis
de degrane ocorreu de forma subjetiva. Dessa forma, se verifica que nas zonas de
transicdo entre 0s grupos existem genotipos com o lécus do gene que propicia o degrane
elevado agrupados no grupo “médio degrane”, por exemplo. Assim, somente os gendtipos
Sator CL e EEI 23 sédo exceg¢bes a este comportamento. Sator CL possui 0 gendtipo de
baixo degrane, mas o fendtipo apresentado € de alto degrane do degrane. Ja o gendtipo EEI
23 possui comportamento contrario, ou seja, apresenta genétipo de alto degrane, mas o
fendtipo de baixo degrane. Ao analisar a relagdo do SNP da regido regulatéria 5’ do gene
0s08g0512400 com o nivel de degrane concluiu-se que ha outros genes atuando sobre o
fendtipo do degrane, e a variagao nucleotidica do gene Os01g0849100 o torna um possivel
candidato. O gene 0Os01g0849100 codifica uma proteina com um dominio que estimula a
troca de nucleosideos difosfatados por nucleosideos trifosfatados (Berken et al., 2005).

350

300 |
2008/09

250
200 | HEEm Alto Degrane

B Médio Degrane

EEE Baixo Degrane
150 |

100 |

Resisténcia a tensao de ruptura (gf)

50 |

Wells
Lacassine
CICA8
Kaybonnet
MPASC 100
Batatais
Nipponbare

LR EEEE
SeSSoSS32
EETEER
hZgE & @
gEE £

S

& i
2982 GGGGGGAAGGAAAGAG GGAAAGG GGGG
3058 TTTTTTTTTGTTTTTTGGTTTGT GGGG

Figura 2. Relacao entre o nivel da Resisténcia a retencdo de ruptura (RTR) e os
nucleotideos presentes nas posi¢cdes 2981 e 3057 do gene 0s01g0849100. T =

Timina, A = Adenina, G = Guanina.
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CONCLUSOES

A variabilidade nucleotidica do gene 0s08g0512400 estd relacionada com a
mudanc¢a nos niveis de degrane. Na regido regulatéria 5 deste gene os gendtipos que
apresentam o nucleotideo T na posicdo 1271 upstream do gene em geral possuem elevado
degrane, enquanto que os gendtipos que apresentam o nucleotideo A possuem baixo
degrane. Além disso, a variagdo nucleotidica do exon 5 do gene Os01g0849100 apresentou
dois SNPs, nas posi¢coes 2981 e 3057, que estdo relacionados ao degrane em arroz. Os
gendtipos que possuem nas posicdes 2981 e 3057 os nucleotideos G e T, respectivamente,
possuem elevado degrane. Os genétipos que possuem médio degrane possuem o0s
nucleotideos A e T nas posi¢cdes citadas. Por fim, os genotipos que possuem 0S
nucleotideos G e G nas posi¢cdes 2981 e 3057, respectivamente, tendem a possuir menor

degrane.
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