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INTRODUCAO

A suscetibilidade a debulha natural, ou degrane, é resultante da presenca de uma
camada de abscisédo formada por pequenas células com parede celular fina entre o grao de
arroz e o pedicelo (Li et al., 2006). Nas plantas que apresentam alto degrane, como o arroz
vermelho (Oryza sativa L.), esta camada é continua em toda a zona de abscisdo e
possibilita que o principal fluxo de queda das sementes ocorra poucos dias antes ou no
momento da maturagdo fisiolégica das mesmas. Esta caracteristica é fundamental para
perpetuagéo do arroz vermelho, pois na auséncia do carater degrane as sementes poderiam
ser colhidas e retiradas do sistema de produgé&o, o que diminuiria sua infestacdo na lavoura.
Assim, para o desenvolvimento de estratégias de controle do arroz vermelho em longo
prazo, é fundamental o desenvolvimento de tecnologias que reduzam a debulha natural
desta planta daninha.

Numerosos genes parecem estar envolvidos na diferenciagdo das células da camada de
abscisé@o. Destes, apenas trés genes ja tiveram sua acdo sobre o degrane comprovada,
gSH1, Sh4 e OsCPL1, entretanto, resultados distintos relacionados a estes genes ja foram
encontrados. Isto mostra a complexidade do processo. A ruptura da semente da planta mée
ocorre quando enzimas hidroliticas, como poligalacturonase e [-endo-glucanase,
respondem a certos sinais e séo ativadas nas células da camada de abscis&o, causando a
degradacado da lamela média e da parede celular, que resultam na queda do gréo (Roberts
et al.,, 2002). Isto indica que genes relacionados a parece celular podem apresentar
importancia para o processo de degrane. Enzimas codificadas pelos genes OsCel9D e
OsXTH8 estdo relacionadas a quebra de ligag6es quimicas que permitem desde uma nova
conformacdo da parede celular até a degradacdo da mesma (Roberts et al.,, 2002).
Conforme as informagdes abordadas acima, os genes OsCel9D e OsXTH8 podem estar
relacionados ao carater degrane em O. sativa, o entendimento da expressdo de genes
relacionados a debulha natural permite conhecer melhor os mecanismos envolvidos neste
processo e, assim, desenvolver formas eficientes de reduzir a presenga do arroz vermelho
nas lavouras orizicolas. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo caracterizar a
expressédo dos genes OsCel9D e OsXTH8 com relagédo ao degrane em populagdes de arroz
contrastantes.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi dividido em duas etapas principais, a primeira consistiu na fenotipagem dos
gendtipos de arroz e a segunda no estudo da expresséo dos genes OsCel9D e OsXTHS8. A
fenotipagem dos gendtipos quanto ao nivel de degrane foi realizada através da
determinacdo da “Resisténcia & Tensdo de Ruptura” (RTR) do grdo no peciolo. As
informacdes dos gendtipos de arroz utilizados séo apresentados na Tabela 1. O
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experimento foi conduzido em delineamento completamente casualizado, com quatro
repeticdes. O nivel de degrane foi avaliado em quatro paniculas por genétipos e cinco gréos
da parte mediana de cada panicula. As andlises foram realizadas quando as plantas
apresentavam mais de dois tergos de suas paniculas totalmente dobradas e suas sementes
resistentes & press@o da unha. A RTR foi determinada através de um medidor de forca
digital (Digital Force Gauge — DART 2.0, SHIMPO), que registra a forca em gramas. Quanto
maior o valor da RTR, menor o nivel de degrane do grdo. Os dados foram analisados
através da andlise da variancia, quando significativo, aplicou-se o teste Tukey (p<0,05) para
comparacdo entre médias, através do programa SAS 9.0.

TABELA 1.Denominacéo e classificacdo dos gendtipos de arroz analisados no estudo de degrane.
Genotipos utilizados

Arroz cultivado Arroz vermelho (AV) Arroz silvestre/cultivado
Cica 08 Epagri109 AV 04 AV 172 Oryza glaberrima
Batatais IRGA 417 AV 31 AV 503
EEI 23 Lacassine AV 53
EEI 31 Nipponbare AV 60
Empasc100 AV 109

O estudo da expresséo génica foi realizado com base no material vegetal coletado de
aproximadamente 1 mm da regido do pedicelo e de 1,5 mm da regido da flor. No dia em que
ocorreu a antese na parte mediana da panicula, a mesma era marcada e dez dias apo6s foi
realizada a coleta do material, que era imediatamente depositado em nitrogénio liquido
(LNy). Cada gendtipo contou com trés repeticdes, sendo que uma repeticéo foi composta de
30 juncdes da regido pedicelo-flor, equivalente a 30 mg de material vegetal. A extragcdo do
RNA foi realizada pelo método Trizol (invitrogen). A andlise da reagdo de RT-PCR em
tempo real foi iniciada pela interpretacéo da curva de dissociagcdo. O ajuste das curvas foi
realizado pela andlise da eficiéncia da PCR através do software livre LinRegPCR (verséo
12.2). Valores de R>0,99, com eficiéncia entre 1,8 e 2 e nimeros de pontos maiores que 4
foram aceitos, os demais foram descartados. A expresséo relativa foi analisada através da
formula AACt = (Ctano - Ctags) - (Ctleaibrador - Ctoss), sendo o AACt a expressao relativa do
gene, e a aplicagdo do resultado em 2% fornece a dimens&o de variagdo. Os dados
foram analisados através da analise da variancia, quando significativo, aplicou-se o teste
Tukey (p<0,05) para comparagao entre médias, através do programa SAS 9.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A fenotipagem, realizada através da andlise da RTR, mostrou que houve variagdo
significativa quanto ao nivel de degrane entre os genétipos avaliados (Figura 1). Os
ecotipos de arroz vermelho necessitaram de menor forga (gf) para desprender o grdo da
panicula e desta forma, apresentaram maior nivel de degrane. Dentre os ecétipos de arroz
vermelho, AV 503 apresentou o menor nivel de degrane, necessitando de
aproximadamente 50 gf para desprender o grédo da panicula (Figura 1). As cultivares
Lacassine, IRGA 417 e Epagri 109 apresentaram degrane moderado, com RTR proxima a
80 gf (Figura 1). A espécie silvestre O. glaberrima e as cultivares EEI 23, Batatais, EEI 31,
Cica 8, EMPASC 100 e Nipponbare apresentaram baixo nivel de degrane, a RTR destes
gendtipos foi superior a 111 gf (Figura 1). Outro trabalho que avaliou o degrane em 241
acessos de arroz vermelho e 125 cultivares de arroz, provindos de mais de 12 paises
diferentes, verificou que todas as cultivares analisadas apresentaram baixo degrane,
enquanto que todos os acessos de arroz vermelho mostraram alto nivel de degrane (Zhu et
al., 2012). Estas informac@es, juntamente com os dados obtidos no presente estudo,
evidenciam que grande parte dos ecétipos de arroz vermelho utiliza o degrane como forma
de disperséo das sementes e perpetuacéo da espécie.

A andlise da expressao génica demonstrou que os genes OsCel9D e OsXTH8



apresentaram expresséo na regido entre o pedicelo e a flor (Figura 2A e B). Com relag&o
ao gene OsCel9D, verificou-se que os ec6tipos de arroz vermelho apresentaram menor
expresséo relativa deste gene, quando comparado as cultivares analisadas (Figura 2A), isto
indica que o gene OsCel9D apresenta relagdo com a repressao do processo de absciséo.
Nas cultivares de arroz a expresséo relativa foi de seis a 23 vezes superior ao ecétipo AV
60 que apresenta alto degrane (Figura 2A). Outro trabalho obteve resultado semelhante,
quando a expressao relativa do gene OsCel9D nas cultivares de arroz Lacassine e Batatais
foi de cinco e 30 vezes superior ao ec6tipo AV 60, respectivamente (Nunes, 2012). O gene
OsCel9D codifica uma proteina do tipo endo-1,4-beta-glucanase (Yoshida et al., 2006). A
familia a qual esta proteina pertence possui papel importante nos processos de
crescimento e desenvolvimento em plantas de arroz. Mutagdes no gene OsCel9D reduzem
o alongamento celular e o contetido de celulose, mas aumentam o conteido 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. Resisténcia a tensédo de ruptura (RTR) do grdo no peciolo, no momento da maturagdo
fisiolégica das sementes, nos genétipos de arroz avaliados. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A expresséo do gene OsXTH8 foi relacionada com o carater de degrane das sementes.
O presente estudo verificou, apenas com excecdo do ecétipo AV 60, que o padrdo de
expressdo do gene OsXTH8 mostrou relagao direta com a presenca do degrane, ja que 0s
maiores niveis de expressao relativa do gene foram verificados nos ecétipos de arroz
vermelho (Figura 2B). Resultados obtidos por Nunes (2012) também mostraram
envolvimento do gene OsXTH8 com o carater de degrane. As cultivares de arroz Batatais e
Lacassine que apresentam baixo nivel de degrane, apresentaram expressdo relativa
inferior ao controle AV 60, que possui alto degrane. Ja os ecétipo de arroz vermelho
analisados, AV 31 e AV 60, apresentaram expresséao relativa semelhante (Nunes, 2012). O
gene OsXTH8 codifica a enzima xyloglucan endotransglycosylase/ hydrolase, que catalisa
a clivagem de polimeros de xiloglucana. Ainda, estas enzimas afrouxam a parede celular
para a expansao celular regulada pelo turgor (Rose et al., 2002). O gene OsXTH8 é
expresso em elevados niveis em células que estdo ativamente em processo de
alongamento e diferenciagcéo (Jan et al., 2004).

Durante o processo de abscisdo, a expressao do gene OsXTH8 pode facilitar a queda
natural do grdo através da clivagem de polimeros da parede celular, permitindo que as
células da camada de abscisdo separem-se com o menor esfor¢co possivel. Dessa forma,
mudangas nos componentes da parede celular, através do maior nivel de expresséo de
determinados genes, pode culminar em alteracbes no processo de abscisdo. Como a
expressdo do gene OsCel9D parece estar relacionada com a repressdo do degrane, a



superexpressao deste gene através de técnicas de biologia molecular reduziria o nivel de
degrane e, desta forma, possibilitaria até eliminar os problemas causados pelas plantas de
arroz vermelho nas lavouras de arroz irrigado em varios locais do mundo.
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FIGURA 2. Expresséo relativa dos genes OsCel9D (A) e OsXTH8 (B) nos genétipos de arroz, aos dez
dias apods a polinizagdo. Médias e desvio padrdo apresentados.

CONCLUSAO

Os ecétipos de arroz vermelho apresentam alto nivel de degrane com pouca
variabilidade entre os materiais avaliados. Entretanto, a variabilidade fenotipica do degrane
aumenta quando é considerado a presenca das cultivares de arroz. Os genes OsXTH8 e
OsCel9D apresentam relagdo com a ativagdo e com a repressdo desta caracteristica em
arroz vermelho, respectivamente.
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