IMPORTANCIA DO GENE Sh4 PARA O CARATER DE DEGRANE EM
ARROZ VERMELHO E PARA O PROCESSO DE DOMESTICACAO EM
ARROZ CULTIVADO
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INTRODUCAO

A debulha natural, ou degrane, ocasiona a deposi¢cdo de sementes de arroz vermelho
(Oryza sativa L.) sob a superficie do solo, antes e durante a colheita. Isto dificulta a remogao
desta espécie das lavouras orizicolas e contribui para que o arroz vermelho seja a principal
planta daninha da cultura do arroz irrigado. O degrane é resultante da presenca de camada
de abscisdo existente entre o grdo e o pedicelo, formada por células com parede celular
fina, que sdo degradadas e promovem a ruptura da semente da planta mae.

O estudo realizado por Li et al. (2006) verificou que a mutagdo G3;T no exon um do
gene Sh4, ocasionou a substituicdo do aminoacido asparagina por lisina, que foi relatado
como responséavel pelo desenvolvimento incompleto da camada de abscis&o e origem da
auséncia de debulha no arroz cultivado. Apés esta descoberta, acreditou-se na simplicidade
do mecanismo de degrane, 0 que gerou novas perspectivas com relagcdo a possibilidade do
controle do arroz vermelho. Neste caso, se a caracteristica de interesse fosse governada
por um gene principal, e este fator fosse passivel de manipulagéo, seria possivel mudar o
gendtipo, alterando o comportamento do degrane. Contudo, resultados distintos quanto a
importancia do gene Sh4 foram encontrados em trabalhos realizados por Akasaka et al.
(2011) e Zhu et al. (2012). Estes fatos ressaltam a importancia de estudos com genétipos de
arroz vermelho e cultivado provindos do Rio Grande do Sul, para possibilitar o melhor
entendimento do carater degrane nos genétipos aqui existentes e, desta forma, elaborar
formas eficientes de reduzir a presenca do arroz vermelho nas lavouras de arroz irrigado.
Neste contexto, este trabalho teve como objetivo caracterizar a expressdo do gene Sh4 em
populacdes contrastantes de O. sativa, verificar a existéncia mutagdo Gps7T no exon um do
gene Sh4 e analisar sua possivel relagdo com o carater degrane e processos de
domesticacgédo do arroz.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)
em Porto Alegre/RS. O estudo foi dividido em duas etapas principais, a primeira esta
relacionada a fenotipagem dos genétipos utilizados e a segunda ao estudo de expressao e
variabilidade nucleotidica do gene Sh4.

A fenotipagem dos gendtipos quanto ao nivel de degrane foi realizada através da
determinagdo da “Resisténcia a Tensao de Ruptura” (RTR) do grdo no peciolo. Foram
utilizados os eco6tipos de arroz vermelho AV 31, AV 53 e AV 60, as cultivares Cica 8, IRGA
417 e Nipponbare, e a espécie silvestre O. glaberrima. O experimento foi conduzido em
delineamento completamente casualizado, com quatro repeticdes. O nivel de degrane foi
avaliado em quatro paniculas por genétipos e cinco grdos da parte mediana de cada
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panicula. As andlises foram realizadas quando as plantas encontravam-se no inicio da
maturacao dos gréos. Foi considerada planta madura aquela que apresentava visualmente
mais de dois tergos de suas paniculas totalmente dobradas e suas sementes resistentes a
pressé@o da unha. A RTR foi determinada por meio de um medidor de forca digital (Modelo
FGV-Digital Force Gauge — DART 2.0, SHIMPO). Um gancho foi conectado ao aparelho, de
forma a envolver o grdo de arroz. Apoés, foi realizado o tensionamento do aparelho no
sentido vertical até que o grdo fosse desprendido da panicula. O equipamento registra a
forca em gramas que correspondente a RTR. Quanto maior o valor da RTR, menor o nivel
de degrane do gréo. Os dados foram analisados através da andlise da variancia, quando
significativo, aplicou-se o teste Tukey (p<0,05) para comparagdo entre médias, através do
programa SAS 9.0 (SAS Institute, 2004).

A analise da expresséo génica foi realizada através da técnica RT-PCR em tempo real.
Os gendtipos utilizados foram os mesmos citados para a analise fenotipica. Paniculas
polinizadas naturalmente, no mesmo dia e hora, foram coletadas aos dez dias apés a
antese e conduzidas ao laboratério. Neste momento, foram coletadas 30 jun¢8es pedicelo-
flor do terco médio da panicula (30 mg de material vegetal) por repeticdo. O material foi
imediatamente depositado em nitrogénio liquido (LN;) e consistiu de 1 mm da regido do
pedicelo e de 1,5 mm da regido da flor. Cada gendétipo contou com trés repeticdes. A
extrac@o do RNA foi realizada pelo método Trizol (Invitrogen). A andlise da reacdo de RT-
PCR em tempo real foi iniciada pela interpretacao da curva de dissociagdo. O ajuste das
curvas foi realizado pela andlise da eficiéncia da PCR através do software livre LinRegPCR
(versdo 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. Os niveis de expressao relativa foram
realizados através da formula AACt = (Ctavo - Ctogs) - (Cteaibragor - Clogs), sendo o AACt a
express3o relativa do gene, e a aplicacdo do resultado em 2“2%" fornece a dimenséo de
variacdo. Os dados foram analisados através da andlise da variancia, quando significativo,
aplicou-se o teste Tukey (p<0,05) para comparacgédo entre médias, através do programa SAS
9.0 (SAS Institute, 2004).

A andlise da variagdo nucleotidica do gene Sh4 foi realizada no ec6tipo AV 60, nas
cultivares Cica 8 e Nipponbare, e na espécie silvestre O. glaberrima. As amostras de DNA
gendmico foram obtidas de aproximadamente 150 mg de tecido foliar jovem, dos quatro
gendtipos citados acima. O DNA genémico foi extraido através do protocolo CTAB (brometo
de cetiltrimetilaménio) modificado (Doyle & Doyle, 1987). A reacdo de cadeia de polimerase
(PCR) foi realizada em termociclador PTC100® (MJ Research). 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® que
possui capilares de 50 cm e polimero POP6 (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas
foram editadas pelo programa BioEdit (versdo 7.0.5.3). Ap6s, foram alinhadas através do
ClustalW, e o alinhamento foi realizado com a ferramenta BLASTn, com base na sequéncia
AL606619 do gene Sh4, previamente depositada nos banco de dados GenBank e Gramene.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise da RTR dos graos da parte mediana da panicula mostrou que houve variagédo
significativa entre os genétipos avaliados. A menor forga necessaria para desprender o grao
da panicula foi apresentada por ecétipos de arroz vermelho (Figura 1A). Dentre estes, AV
60 apresentou 0 maior nivel de degrane, necessitando de forca inferior a 10 gf. Os ec6tipos
AV 53 e AV 31 também apresentaram alto degrane e por isso baixa RTR, 13 e 46 df,
respectivamente (Figura 1A). A cultivar IRGA 417 mostrou degrane moderado, no entanto, a
forca necessaria para desprender o gréo da panicula foi praticamente o dobro do ecétipo de
arroz vermelho com menor degrane. A espécie silvestre O. glaberrima e as cultivares Cica 8
e Nipponbare apresentaram baixo degrane, pois necessitaram de RTR superior a 110 gf
(Figura 1A).

Através dos dados apresentados evidencia-se que os ecoétipos de arroz vermelho



utilizam o degrane como forma de dispersao das sementes e perpetuacao da espécie. Além
disso, os ecotipos de arroz vermelho apresentam pouca variabilidade fenotipica com
relacdo ao degrane. A intensidade do degrane diminui quando consideramos as cultivares
de arroz. Isto ocorre devido ao processo de domesticagdo do arroz que esta diretamente
relacionado a reducdo do degrane das sementes desta cultura (Zhang et al., 2009). Outro
trabalho também verificou importancia do carater degrane para ecoétipos de arroz vermelho
provindos do sul do Brasil, onde dos 16 ecétipos avaliados, 11 apresentaram facil degrane,
quatro foram de degrane intermediario e apenas um ec6tipo apresentou dificil degrane. No
mesmo trabalho, as cultivares BR-IRGA 409 e 410 e El Paso L 144 foram classificados com
nivel de degrane intermediério, e IRGA 417 de dificil degrane (Schwanke et al., 2008).

O gene Sh4 apresentou expressao na regido entre o pedicelo e a flor, aos dez dias
apo6s a polinizagdo. Entretanto sua expressao relativa nao mostrou relagao direta com nivel
de degrane, pois fenétipos contrastantes apresentaram nivel de expressdo semelhante
(Figura 1B). Os genétipos AV 53, O. glaberrima e Nipponbare que diferiram estatisticamente
quanto ao nivel de degrane (Figura 1A), ndo apresentaram diferenca estatistica quanto a
expressdo relativa do gene Sh4 (Figura 1B). Ainda, contrariamente ao esperado, os maiores
niveis de expresséo foram verificados nas cultivares Cica 8 e IRGA 417. Isto indica que a
expressdo do gene Sh4 nesta regido, ndo estéa relacionada com a formagéo da camada de
abscis&o nos genotipos testados.
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FIGURA 1.Resisténcia a tensdo de ruptura (RTR) do grdo no peciolo, no momento da maturagéo
fisiolégica das sementes dos genétipos de arroz avaliados (A). Expresséo relativa do gene
Sh4 em genétipos de arroz vermelho, cultivares de arroz e na espécie silvestre O. glaberrima,
aos dez dias ap6s a polinizagéo (B). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os resultados do sequenciamento do gene Sh4 mostraram auséncia da mutagao Gys; T
(Figura 2). Isto intensifica a existéncia de resultados distintos daqueles encontrados por Li et
al. (2006). Em genétipos provindos da cidade de Okayama, no Japao, também néo foi
verificada relagcdo da expressdo do gene Sh4 com o carater de degrane (Akasaka et al.,
2011). Outro estudo que avaliou acessos de arroz silvestre, arroz daninho e cultivares de
arroz, oriundos de regides da Asia, sul da Europa e América do Norte verificou que 73,5%
dos acessos de arroz silvestre continham o nucleotideo G na regido do exon um. Enquanto
que uma minoria significativa, 26,5% dos acessos silvestres, apresentavam a mutacao
G237T no gene Sh4 e 100% dos acessos de arroz daninho analisados continham, o
nucleotideo T e apresentaram degrane (Zhu et al., 2012). Assim, tanto o presente estudo,
como os trabalhos desenvolvidos por Akasaka et al., (2011) e Zhu et al., (2012) diferiram



dos resultados obtidos por Li et al. (2006), pois os gendtipos testados ndo apresentam
envolvimento do gene Sh4 nos processos de degrane e domesticagédo do arroz.

Modelo CCCCAACGCCGGCGCGGECEETCGTICGTCCAGACGATTGGCGGTGATGAGGATGAGYG
AVED CCCCAACGCCGGCGCGGECGGTCGTCGTCCAGACGATTGGCGGTGATGAGGATGAGYS
Nipponbare CCCCAACGCCGGCGCGGCGGTCGTCGTCCAGACGATTGGCGGTGATGAGGATGAGYS
O.glaberrima CCCCAACGCCGGCGCGGCGGTCGTCGTCCAGACGATTGGCGGTGATGAGGATGAGYGECT 113
Cica 8 CCCCAACGCCGGCGCGECEETCGTCGTCCAGACGATTGGCGGTGATGAGGATGAGYGECT &4
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FIGURA 2. Alinhamento parcial das sequéncias do exon um do gene Sh4, em quatro genétipos de arroz,
com base na sequéncia modelo AL606619 (GenBank). Fita senso.

A hipétese apresentada por Zhu et al., (2012) aborda que a diminuicdo do carater de
degrane devido a presenga do nucleotideo T pode ocorrer apenas em alguns genoétipos que
possuem caracteristicas favoraveis a este evento, ou ainda, que haja a presen¢a de outros
loci que foram previamente selecionados durante o processo de domesticagao. Isto indica
que processos distintos de domesticagdo possam ter ocorrido e explica porque genoétipos
originados de lugares diferentes apresentam regulagéo distinta para o caréater de degrane.

CONCLUSAO

O gene Sh4 nao apresenta importancia para o processo de degrane no arroz vermelho
oriundo da regido do sul do Brasil, assim como ndo esta envolvido nos processos de
domesticagcdo das cultivares testadas. Este resultado é distinto dos resultados ja
encontrados em arroz cultivado, onde este gene foi apontado como de grande importancia

para o degrane das sementes.
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