fé:;‘ Congrega

4 Urcamp 2016
>

132 Jornada de Pos-Graduagao e Pesquisa

REVISTA DA JORNADA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA ISSN:1982-2966

QUALIDADE DE GRAOS EM ARROZ: GENES CANDIDATOS E
EXPRESSAO TRANSCRICIONAL

NATA DIENES MACHADO', RAILSON SCHREINERT DOS SANTOS?, DANIEL DA ROSA
FARIAS®, ARTUR TEIXEIRA DE ARAUJO JUNIOR*, ANTONIO COSTADE OLIVEIRA®

RESUMO

O arroz é um dos alimentos mais consumidos no mundo. Seu grande mercado
nao demanda s6 quantidade, mas também uma qualidade que atenda diferentes
grupos de consumidores. A qualidade de grdos em arroz pode ser dividida em
quatro tipos basicos: qualidade em termos de aparéncia, de brunimento, de
palatabilidade/cozimento e qualidade em termos nutricionais. Nesse estudo
identificou-se genes ligados a aparéncia, genes estes que tiveram entdo sua
expressao analisada na cariopse do arroz. Foi possivel com isto se verificar que
na literatura disponivel muitos genes ja foram identificados como tendo relagao
com a aparéncia de graos, algo ndo comum para outras caracteristicas de
qualidade como as relacionadas com brunimento. Os resultados aqui
demonstrados, com base nos genes mais expressos na cariopse, deverao ser
nosso foco nos préximos estudos visando melhoramento para qualidade de graos
em termos de aparéncia. Estudos complementares na regido promotora destes
genes deverao fornecer ainda mais informagdes sobre o controle da expressao
génica nos graos.
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ABSTRACT

Rice is one of the most consumed foods in the world. Its great market demands not
only quantity but also quality that should meet the preferences of different
consumer groups. The quality of rice grains can be divided into four basic types:
quality in terms of appearance, milling, palatability/cooking and nutrition. In this
study we identified genes linked to appearance, these genes also had their
expression analyzed in the caryopsis. Our findings show that many genes related
to the appearance are available in the current literature, something that is not
common to other quality characteristics as those related to milling. The results
shown here, which are based on transcriptional expression in the caryopsis, point
which genes should be our focus in the next studies aiming to improve grain quality
in terms of appearance. Additional studies in the promoter region of these genes
should also provide more information about the control of gene expression in
grains.

KEYWORDS: Oryza sativa, grain quality, appearance, caryopsis.

1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € um alimento de grande importancia para grande
parte da populagdo mundial, sendo a terceira commodity agricola com maior
producdo, logo apdés a cana de agucar e o milho (FAO, 2012). Entretanto, a
demanda por arroz ndo esta relacionada somente a quantidade, mas também a
qualidade, demanda esta que vem crescendo gradativamente.

No Brasil, a preferéncia do consumidor esta voltada para cultivares do tipo
agulhinha, representadas principalmente por gendtipos majoritariamente indica
(Oryza sativa L. subsp. indica), com aspecto translucido, baixo indice de defeitos e
com comportamento de cocg¢ao adequado as preferéncias locais.

Diversos genes e loci de caracteristicas quantitativas (QTLs, do inglés
quantitative trait loci) relativos a qualidade de gréo, em seus quatro principais
aspectos (brunimento, aparéncia, cocgdo e caracteristicas nutricionais), foram
identificados (BAO, 2014: 239-278), sendo que estudos mais aprofundados destas
regides podem levar ao melhor entendimento de como a qualidade de grao é
definida em termos genéticos. Este entendimento constituiria uma importante

ferramenta auxiliar no melhoramento de plantas.



Baseado nisto este estudo tem como objetivo reunir genes descritos na
literatura como tendo importancia para caracteristicas relacionadas a aparéncia
bem como obter dados de expressao transcricional destes genes na cariopse do

arroz.

2 MATERIAL E METODOS

Identificacdo de Genes de Interesse

A identificacdo de genes de interesse foi feita com base na literatura atual
presente no PubMed. Para isto se utilizaram os seguintes parametros de busca:
("appearance quality"[All Fields] OR "grain size"[All Fields] OR "grain length"[All
Fields] OR "grain width"[All Fields] OR "grain shape"[All Fields] OR "length-to-
width"[All Fields] OR "chalkiness"[All Fields] OR "PGWC"[All Fields]) AND
("rice"[All Fields] OR "Oryza"[All Fields]) AND ("gene"[All Fields] OR "genes"[All
Fields] OR "QTL"[All Fields] OR "QTLs"[All Fields] OR "locus"[All Fields]).

Analise Transcricional em Bancos Publicos

Para obtencdo de dados de expressdo no Genevestigator (HRUZ et al.,
2008) foram utilizados os numeros de identificagao da base de dados da Michigan
State University (MSU - rice.plantbiology.msu.edu/). Toda a base de dados
disponivel no Genevestigator foi utilizada para obter os dados de expressdo nos

diferentes 6rgéos da planta.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dados Disponiveis na Literatura

A partir dos 186 artigos retornados da pesquisa no Pubmed para qualidade
em termos de aparéncia foram encontrados 56 estudos que relatam sequéncias
identificadas como capazes de modificar em intensidade variavel a qualidade de
graos em termos de aparéncia. Apesar da redundancia em alguns destes estudos
€ possivel observar, na Tabela 1, a inclusdo de muitos genes além dos oito
revistos por BAO (2014: 239-278).


http://rice.plantbiology.msu.edu/

Aqui estao relatados seis genes relacionados com gessamento, sendo que a
maioria esta ligada de alguma forma com a sintese ou transporte de carboidratos.
Além disso observou-se que a temperatura durante o desenvolvimento da
semente € um importante fator para que ocorra esta anomalia.

O aumento na expressao de chalk5, estudado por LI et al. (2014: 318-326),
teve como consequéncia um significativo aumento deste problema, o que parece
ser explicado pelo fato desse gene codificar uma suposta H*-Pirofosfatase
vacuolar que parece alterar a homeostase em relagao ao pH.

Ja a supressdo da isoamylase 1 (ISA1) através de RNA de interferéncia
aumentou o gessamento de graos em até 20% se comparado ao controle (SUN,
2015). Segundo WANG (2015: 949-954), outro gene que também teve a redugao
da expressao associada ao aumento no gessamento de gréos € o cyPPDK, uma
piruvato ortofosfato diquinase que parece sofrer uma enorme redugdo da sua
atividade quando em elevadas temperaturas. Além disso, WOO et al. (2008: 190-
204) ao estudar mutantes macho estéreis, demonstraram que uma Uunica
substituicdo na sequéncia da UDP Glucose Pirofosforilase 1 (UGPase1) é capaz
de gerar tanto a macho-esterilidade como um maior desenvolvimento de graos
gessados.

A ativagao das a-amilases Amy1A e Amy3E foram relacionadas também com
graos gessados, porém, ao contrario do PPDK, que apresenta reducdo de
atividade, nesse caso a presenca de temperaturas elevadas durante o
desenvolvimento dos gréos ativam essas a-amilases, que comegam a degradar o

amido do endosperma promovendo o gessamento dos graos.
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Tabela 1 - Tabela de genes relacionados com qualidade em termos de aparéncia.
Nome comum Cr. GenBank #MSU #RAP-DB Caracteristica Referéncia
OsFBK12 3 AC144491 LOC_0Os03g07530 0Os03g0171600 tamanho de gréo CHEN et al., 2013: 1673-1685
FUWA 2 LOC_0s02g13950 0s02g0234200 forma de gréao CHEN et al., 2015: 427-438
FRRP1 10 LOC_0Os10g41590 (0s10g0565600 comprimento de grao DU et al., 2016: e0150458
OsMKK4/SMG1 2 LOC_0s02g54600 0Os02g0787300 tamanho de grao DUAN et al., 2014: 547-557
GS3 3 DQ355996 Nenhum 0s03g0407400 comprimento de grao FAN et al., 2006: 1164-1171
TIFY11b 3 AK067971 LOC_0Os03g08330 0Os03g0181100 tamanho de gréo HAKATA et al., 2012: 2129-2134
PGL2 2 LOC_0s02g51320 0s02g0747900 comprimento de gréo HEANG e SASSA, 2012: €31325
qGL3-1 3 LOC_0Os03g44500 0Os03g0646900 forma de gréo HU et al., 2012: 979-990
GS2 2 LOC_0s02g47280 0s02g0701300 tamanho de gréo HU et al., 2015: 1455-1465
TGW6 6 AB513135 LOC_0s06g41850 0s06g0623700 comprimento de grdo ISHIMARU, et al. 2013: 707-711
Rdd1 1 AP001383 LOC_0s01g15900 0s01g0264000 tamanho de gréo IWAMOTO, et al. 2009: 592-603
GS5 5 AK106800 LOC_0Os05g06660 0Os05g0158500 largura de grao Ll etal., 2011: 1266-1269
Chalk5 5 KJ363317 LOC_0Os05g06480 0s05g0156900 gessamento de grao Ll et al., 2014: 398-404
OsAGSW1 5 LOC_0Os05g25840 (0s05g0323800 tamanho de gréao Ll et al., 2015: 5691-5701
GLW2 2 LOC_0s02g47280 (0s02g0701300 comprimento e largura de Ll et al., 2016: in press
grao
Bg1-D 3 LOC_0s03g07920 (0s03g0175800 tamanho de gréao LIU et al., 2015: 11102-11107
DSG1/0sMAPK6 6 NP_001056846.1 LOC_Os06g06090 (0s06g0154500 tamanho de gréao LIU et al., 2015: 672-681
An-1 4 LOC_0Os04g28280 (0s04g0350700 comprimento de grao LUO et al., 2013: 3360-3376
MHZ7/OsEIN2 7 LOC Os07g06130 0Os07g0155600 comprimento de gréo MA et al., 2013: 1830-1848
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Tabela 1 (continuagao) - Tabela de genes relacionados com qualidade em termos de aparéncia.

OsARG 4 LOC_0s04g01590 0s04g0106300 tamanho de gréao MA et al., 2013: 1830-1848
GL3.1 3 LOC_0s03g44500 0s03g0646900 comprimento de gréo Ql et al., 2012: 1666-1680
DEP3 6 LOC_0s06g46350 0s06g0677000 forma de grao QIAO et al., 2011: 1439-1449
qSS7 7 LOC_0Os07g41200 0Os07g0603300 ou forma de grao QlU et al., 2012: 1717-1726
ou Os07g0603400
LOC_0Os07g41210
spd6 6 LOC_0Os06g04820 0s06g0140100 tamanho de gréao SHAN et al., 2009: 827-836
FLO2 4 LOC_0s04g55230 0Os04g0645100 tamanho de gréo SHE et al., 2010: 3280-3294
qSW5 5 AB433345 LOC_0s05g09520 Os05g0187500 largura de grao SHOMURA et al., 2008: 1023-1028
GLW7/0sSPL13 7 KT899581 LOC_0s07g32170 nenhum comprimento de grdo Sl et al., 2016: 447-456
GW2 2 EF447275 LOC_0s02g14720 0s02g0244100 largura de gréao SONG et al., 2007: 623-630
GW6/ OsgIHAT1 6 LOC_0s06g44100 0s06g0650300 tamanho de gréao SONG et al., 2015: 76-81
GS6 6 LOC_0s06g03710 0s06g0127800 largura de grao SUN et al., 2013: 938-949
ISA1 8 LOC_0s08g40930 0s08g0520900 gessamento de grao SUN et al., 2015: e0122013
PT2/0sGRF4 2 LOC_0s02g47280 0s02g0701300 forma de grao SUN et al., 2016: in press
gw3.1/GS3 3 AB488612 Nenhum 0s03g0407400 comprimento de grao  TAKANO-KAI et al., 2009: 1323-1334
DSS1/CYP96B4 3 LOC_0Os03g04680 0s03g0140400 ou tamanho de grdo TAMIRU et al., 2015: 85-99
0Os03g0140300
BU1 6 NM_001063738 LOC_0Os06g12210 0Os06g0226500 tamanho de grdo TANAKA et al., 2009: 669-680
GW8/OsSPL16 8 LOC 0Os08g41940 0Os08g0531600 largura de gréo WANG et al., 2012: 950-954
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Tabela 1 (continuagéo) - Tabela de genes relacionados com qualidade em termos de aparéncia.

miRNA osa-MIR2923a

(putative)

GwW7

GL7

cyPPDK

GW5

UGPase1

SGL

OsFWL3
CYP78A13/BG2
BSG1
qGL3/0OsPPKL1
RAV6

miRNA OsmiR397
gPE9-1

SLG7

EP2

OsCEP6.1

PGL1

a -amylase (Amy1A)
a-amylase (Amy3E)

NWONNNOOOOTON N

O NWOONNO

KP899557
D87952
DQ991205

AK111738

SRP026496

AK101744
AK064300

LOC_0s07g41200
LOC_0s07g41200
LOC_0s05g33570
LOC_0s05g09520
LOC_0s09g38030
LOC_0s05g06280
LOC_0s02g36950
LOC_0s07g41240
LOC_0s02g56610
LOC_0s03g44500
LOC_0s02g45850

LOC_0s09g26999
LOC_0s07g41200
LOC_0s07g42410
LOC_0Os08g37070
LOC_0s03g07510
LOC_0s02g52710
LOC_0s08g36900

0s07g0603300
0s07g0603300
0s05g0405000
0s05g0187500
0s09g0553200
0s05g0154700
0s02g0580000
0s07g0603700
050290811000
0s03g0646900
050290683500

0s09g0441900
0s07g0603300
0s07g0616000
0s08g0475500
0s03g0171300
0s02g0765600
0s08g0473600

comprimento de gréo e

relagdo comprimento-largura.
tamanho e forma de grao

comprimento de grao
gessamento de gréo
largura de grao
gessamento de gréo
comprimento de grao
comprimento de grao
tamanho de grao
largura de grao
comprimento de gréo
tamanho de gréao
tamanho de gréo
comprimento de grao
forma de grao
tamanho de gréo
tamanho de gréao
comprimento de gréo
gessamento de gréo
gessamento de gréo

WANG et al. 2013: 578-586

WANG et al. 2015: 949-954
WANG et al. 2015: 944-948
WANG et al. 2015: 76-84
WENG et al. 2008: 1199-1209
WOO et al. 2008: 190-204
WU et al. 2014: 235-44
XU et al. 2013: 643-655
XU et al. 2015: 800-811
YAN et al. 2013: 275-283
ZHANG et al. 2012: 21534-21539
ZHANG et al. 2015: 2118-2128
ZHANG et al. 2013: 848-852
ZHOU et al. 2009: 315-324
ZHOU et al. 2015: 1591-1599
ZHU et al. 2010: 343-350
SUl et al. 2016: 228
HEANG e SASSA 2012: 133-141
HAKATA et al. 2012: 1110-1117
HAKATA et al. 2012: 1110-1117
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Para forma, tamanho, comprimento, largura e relagcdo comprimento-largura foram
encontrados 50 estudos no Pubmed, porém o numero de genes é inferior a este, uma vez
que alguns autores identificam um mesmo gene em estudos independentes, como é o
caso do Os039g0407400, relacionado com comprimento de graos por FAN et al. (2006:
1164-1171) e TAKANO-KAI et al. (2009: 1323-1334). Ja o Os03g0646900 foi relacionado
com o comprimento ou a forma de graos por HU et al. (2012: 979-990), QI et al. (2012:
1666-1680) e ZHANG (2012: 21534-21539). O 0Os0290701300 foi relacionado ao
tamanho, comprimento, largura e forma de grao por HU et al. (2015: 1455-1465), LI et al.
(2016) e SUN et al. (2016: 938-949). O Os079g0603300 foi relacionado a forma, tamanho e
comprimento de grao por QIU et al. (2012: 1666-1680), WANG et al. (2015: 944-948),
WANG et al. (2015: 76-84) e ZHOU et al. (2015: 1591-1599). Enquanto o Os05g0187500
foi relacionado a largura por WENG et al. (2008: 1199-1209) e SHOMURA et al. (2008:
1023-1028).

Para um refinamento dos resultados obtidos até o momento se realizou a analise da
expresséo transcricional dos genes aqui descritos. Tal analise possibilitaria a detecgao de
quais 0s genes mais expressos na cariopse e, consequentemente, se determinar quais

destes deveriam ter preferéncia para mais estudos.

Analise Transcricional

O percentual de expressédo potencial dos genes relacionados com aparéncia
expressos na cariopse esta ilustrado na Figura 1. Nesta figura os genes mais expressos
estdo destacados (*), sendo estes os com maior potencial de serem utilizados em

trabalhos futuros visando o melhoramento da qualidade em termos de aparéncia.
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Figura 1 - Grafico heat-map da expressao transcricional de genes relacionados com qualidade de grédo em
termos de aparéncia na cariopse. Genes selecionados para analises futuras com base em seu maior nivel

de expressao estdo marcados com *.

Os genes FLO2 (LOC _0s04955230); OsARG (LOC_0s04901590); ISA1
(LOC _0s08g40930); GW2 (LOC _0s02g14720); UGPase1 (LOC_0s099g38030); EP2
(LOC _0s07942410); FUWA (LOC_0s02g13950); Chalk5 (LOC_0s05g06480); cyPPDK
(LOC_0Os05g33570) tiveram destaque na analise transcricional. O estudo destes devera
ser priorizado em um primeiro momento, bem como a analise de suas regides
regulatorias.

Como pudemos ver, muitos genes com efeitos variaveis foram identificados para
aparéncia de gréos, em especial para o comprimento. Ainda assim mais estudos sao
necessarios caso se queira entender todos os genes e varidaveis envolvidas neste

fendmeno genético complexo que € a qualidade de graos.
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Com base nos resultados obtidos foi possivel concluir que os genes de maior
interesse para estudos detalhados relativos a alteracées metabdlicas com influéncia na
aparéncia de graos sao: FLO2 (LOC_0s04g55230); OsARG (LOC _0s049g01590); ISA1
(LOC_0Os08g40930); GW2 (LOC_0s02914720); UGPase1 (LOC_0s099g38030); EP2
(LOC _0s07g42410); FUWA (LOC_0s02g13950); Chalkb (LOC_0s05g06480); cyPPDK
(LOC_0s059g33570). Mutantes destes genes ja foram encontrados para os genes FLO2,
OsARG, GW2, EP2, Chalkb, e cyPPDK, sendo estes os primeiros genes que deverao ser

analisados mais detalhadamente.
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