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INTRODUCAO

As sementes de plantas daninhas frequentemente possuem elevada dorméncia, o que
permite que as mesmas persistam no solo por varios anos antes de iniciar a germinagéo (Li
et at., 2011). Este € um dos mecanismos que torna o arroz vermelho (Oryza sativa L.) a
planta daninha com maior importancia na cultura do arroz irrigado, pois além de permitir que
as sementes permanegam viaveis no solo, a dorméncia ocasiona germinagéo, emergéncia e
desenvolvimento escalonado, o que dificulta o seu controle. Estas dificuldades ocorrem
principalmente no manejo p6s-semeadura da cultura, ja que inviabiliza alguns métodos de
controle ou tornam estas praticas bastante onerosas. A falta de controle adequado do arroz
vermelho contribui para a reinfestagdo e a continua realimentagédo do banco de sementes
do solo. Desta forma, para o desenvolvimento de estratégias eficientes de controle, é
fundamental investir em tecnologias que possibilitem a redugéo da dorméncia das sementes
desta planta daninha.

A dorméncia das sementes em arroz cultivado vem sendo estudada ha muitos anos (Gu
et al.,, 2003). No entanto, a regulagdo deste processo ainda é pouco conhecida, sendo
considerado por alguns autores como o fendbmeno menos compreendido no processo
fisiologico das sementes. Recentemente, foram relatados estudos sobre o envolvimento dos
genes OsCYP707A5 (Liu et al., 2011), OsMADS29 (Li et al., 2011) e Sdr4 (Sugimoto et al.,
2010) no caréter de dorméncia das sementes em arroz cultivado. No entanto, estes estudos
foram realizados em momentos isolados do desenvolvimento da semente e s&o inexistentes
para arroz vermelho. Através dos resultados encontrados naqueles trabalhos é possivel
considerar os trés genes citados como possiveis candidatos a desempenhar algum papel
nos mecanismos de dorméncia das sementes em arroz vermelho. Este entendimento
permite conhecer melhor os mecanismos envolvidos neste processo e, assim, desenvolver
formas eficientes de reduzir a presenca do arroz vermelho nas lavouras orizicolas. O
presente estudo visou avaliar conjuntamente a expressao relativa dos genes OsCYP707A5,
Sdr4 e OsMADS29 em etapas fisioldgicas distintas da semente, de forma a verificar a
relacdo destes genes com o carater de dorméncia, além de verificar o comportamento de
gendtipos de arroz quanto a dorméncia das sementes ao longo de trés anos dispostas no
banco de sementes do solo.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi dividido em duas etapas, sendo que a primeira esta relacionada a
fenotipagem de gendtipos de arroz e a segunda ao estudo de expressdo dos genes
OsCYP707A5, Sdr4 e OsMADS29 em fases fisiologicas distintas no desenvolvimento das
sementes de arroz. O material vegetal constituiu de duas cultivares de arroz, sete ecétipos
de arroz vermelho e da espécie silvestre Oryza glaberrima. A andlise fenotipica foi realizada
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com sementes maduras colhidas na safra de 2008/09. Em fevereiro de 2009,
aproximadamente 200 sementes por repeticdo foram acondicionadas em sacos de pano do
tipo tule. Os sacos foram enterrados a cinco centimetros de profundidade, em solo
hidromérfico, acondicionados em tanques de concreto. A disposi¢cdo das sementes nos
tanques visou proporcionar condi¢des semelhantes aquelas encontradas no banco de
sementes do solo em condi¢ces de campo. O experimento foi organizado em delineamento
experimental completamente casualizado, com trés repeticbes, onde cada saco
correspondeu a uma unidade experimental. As analises da dorméncia foram realizadas
sempre no més de outubro, em 2010, 2011 e 2012, que correspondeu a 19, 31 e 43 meses
apo6s a deposicdo das sementes no solo, respectivamente. No momento das avaliagdes, os
sacos contendo as sementes foram retirados do solo e conduzidos ao laboratério, onde
foram lavados com &gua destilada. As andlises iniciais constituiram da contagem das
sementes germinadas a campo e sementes que estavam em processo de germinagéo
(radicula = 1mm). As sementes que ainda n&o haviam germinado foram submetidas a
condices ideais para o processo de germinagdo, com temperatura de 25°C. Dez dias ap6s
foi realizada a contagem do numero de sementes germinadas (radicula = 1mm). As
sementes firmes remanescentes foram submetidas ao método de superagéo de dorméncia,
através da exposicéo a temperatura de 50°C em estufa por seis dias. Posteriormente, estas
foram colocadas novamente para germinar por dez dias. Foram consideradas sementes
dormentes aquelas que apresentaram germinacdo apdés o processo de quebra de
dorméncia. As sementes ndo germinadas, mesmo apés o0 método de superacdo da
dorméncia, foram submetidas ao teste de tetrazdlio (Brasil, 1992), para verificar a
viabilidade do embri&o. Apés, os dados foram submetidos ao teste F da ANOVA e quando
significativo, foi aplicado o teste Tukey (p < 0,05), para comparagéo entre médias.

Através dos resultados obtidos no primeiro e segundo ano da analise fenotipica, foram
escolhidos sete gendtipos para realizar a andlise de expresséo dos genes OsCYP707A5,
OsMADS?29 e SDR4, através da técnica RT-PCR em tempo real. A relacdo da expresséo
génica com o mecanismo de dorméncia foi analisada em duas etapas distintas: i) durante a
formacao da semente (coleta da regidao do embrido em formacgéo, aos 14 dias apés a
antese); ii) semente madura (embrido maduro), quando as plantas apresentaram mais de
dois tercos de suas paniculas totalmente dobradas e sementes com resisténcia a presséo
da unha. Nas duas etapas de coleta, cada amostra foi composta por 30 embrides coletados
da panicula de uma mesma planta, equivalente a aproximadamente 30 mg de material, que
correspondeu a uma repeticdo. A extracdo do RNA foi realizada pelo método Trizol
(Invitrogen). A andlise da reacdo de RT-PCR em tempo real foi iniciada pela interpretagcao
da curva de dissociagdo. O ajuste das curvas foi realizado pela andlise da eficiéncia da PCR
através do software livre LinRegPCR (versao 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 expresséo relativa foram realizados através da formula AACt = (Ctayo - Clags) -
(Cteaiibrador - Ctoss), sendo o AACt a expressao relativa do gene, e a aplicagdo do resultado
em 2% fornece a dimens&o de variacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A ANOVA da dorméncia das sementes, efetuada nos anos de 2010, 2011 e 2012, foi
significativa para a interagé@o entre os dois fatores testados, ano e gen6tipo. Ap6s 19 meses
gque as sementes estavam enterradas no solo, cinco dos sete ecétipos de arroz vermelho
analisados mostraram dorméncia superior a 80% (Tabela 1). Os ecétipos AV 15 e AV 172,
juntamente com a espécie O. glaberrima, apresentaram taxa de dorméncia moderada, que
variou de 60 a 70% (Tabela 1). Também no primeiro ano a menor taxa de dorméncia foi das
cultivares IRGA 417 e Kaybonnet (Tabela 1). Ap6s 31 meses presentes no banco de
sementes do solo, as cultivares apresentaram praticamente auséncia de dorméncia. Nas
sementes da espécie silvestre a taxa de dorméncia foi inferior a 5%, sendo juntamente com
as cultivares de arroz e com o ec6tipo AV 508, classificadas com baixo nivel de dorméncia.



Os ec6tipos AV 223 e AV 511 apresentaram alta dorméncia, com taxas superiores a 60%
(Tabela 1). Apés 43 meses, a espécie silvestre O. glaberrima mostrou comportamento
semelhante as cultivares e apresentou auséncia de sementes dormentes (Tabela 1). Os
ecotipos AV 15, AV 501 e AV 503 apresentaram dorméncia intermediaria. No entanto, neste
mesmo momento 0s ecoétipos de arroz vermelho analisados ainda apresentavam taxa de
dorméncia que variava de 10 a 50% (Tabela 1). Mesmo que valores de dorméncia proximos
a 10% possam ser considerados baixos, grande parte das lavouras orizicolas apresenta
limitada adocédo de sistemas de rotagédo de culturas, o que indica que todo ano o banco de
sementes é renovado, e intensifica o problema de controle de arroz vermelho. Outro estudo
também verificou que sementes de nove ecoétipos de arroz vermelho apresentavam-se
dormentes dois anos ap6s sua dispersdo no solo, enquanto que as sementes das cultivares,
Lemont e Mars, ndao apresentavam sementes viaveis ap6s cinco meses depositadas no solo
(Noldin et al., 2006). Estas informagdes mostram que o carater dorméncia tem papel
significativo na perpetuacdo desta espécie daninha, ainda que o comportamento e
intensidade da dorméncia ao logo do tempo sdo variaveis, o que faz com que este
mecanismo de sobrevivéncia seja bastante eficiente. Isto torna a fenotipagem uma etapa
importante no estudo da dorméncia, principalmente para possibilitar o melhor entendimento
das analises moleculares.

TABELA 1.Analise da dorméncia das sementes aos 19, 31 e 43 meses ap6s deposicdo no solo.
Tempo apds deposigdo das sementes no solo
Genotipos 1° Ano (2010)- 19 meses 2° Ano (2011)-31 meses 3° Ano (2012)- 43 meses
--------------- Dorméncia das sementes (%) ---------------

AV 15 AB" 693 a B 110 b AB 314 ¢
AV 172 B 576 a B 151 b C 11,7 b
AV 223 AB 796 a A 598 b A 493 b
AV 501 A 879 a B 144 ¢ AB 326 b
AV 503 A 846 a B 174 b B 277 b
AV 508 AB 816 a C 14 ¢ C 984 b
AV 511 A 91,7 a A 646 b A 4026 b

Glaberrima AB 67,5 a C 0,0 b D 0,0 b
IRGA417 C 283 a C 00 b D 00 b
Kaybonnet D 01 ™ C 0,0 D 0,0
CV (%) 23,4

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e antecedidas pela mesma letra mailscula na coluna néo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). * Coeficiente de variagao.

A andlise da expressé&o génica verificou, tanto nas sementes em formacéo, quanto nas
sementes maduras, que o gene OsCYP707A5 foi expresso em todos os genétipos
analisados (Figura 1A e B). No entanto, n&o foi possivel observar relagéo da expresséo do
gene OsCYP707A5 com o carater de dorméncia das sementes, pois genétipos
contrastantes, como O. glaberrima e AV 223, apresentaram nivel semelhante de expresséo
relativa (Figura 1A e B). Outro estudo verificou que a expresséo do gene OsCYP707A5 em
embrides de sementes de arroz cultivado, seis meses apés a colheita das sementes, foi
relacionada ao maior indice de dorméncia das sementes, e mostrou-se ainda envolvido no
catabolismo de ABA (Liu et al., 2011). No entanto, no presente estudo néo fica evidente que
este gene tenha agéo sobre o carater de dorméncia em arroz vermelho.

O gene OsMADS?29 apresentou expresséo relativa na regido do embrido no momento
em sementes em formacdo e em sementes maduras (Figura 1C e D). Nas sementes em
formacao verificou-se maior nivel de expressdo nas cultivares e na espécie silvestre
testada. Nas sementes maduras, a cultivar Kaybonnet apresentou expressao relativa 150
vezes superior aos eco6tipos de arroz vermelho AV 511 e AV 223, que apresentam alta
dorméncia. Ainda, a cultivar IRGA 417, O. glaberrima e AV 508 mostraram expresséo
génica cerca de 80 vezes superior aos ecotipos de arroz vermelho AV 511 e AV 223 (Figura
1C e D). Um trabalho em gel de agarose, verificou que o tempo necessério para percepgao



inicial da expressdo do gene OsMADS29 foi relacionado diretamente com o tempo
necessério para a emisséo da radicula em sementes de arroz cultivado (Li et al., 2011a).
Isto poderia sugerir que a expressdo do gene OsMADS29 esta relacionada a etapas
especificas da germinagao também em arroz vermelho, j& que no presente estudo o gene
OsMADS?29 apresentou maior expressdo em genétipos com baixa dorméncia.
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O gene Sdr4 também foi expresso na regido do embrido em formagdo e embrido de
sementes maduras (Figura 1D e E). A expresséo deste gene pode estar relacionada com o
carater dorméncia das sementes, ja que a expressédo relativa foi mais pronunciada nos
genotipos com alta dorméncia, em ambas as etapas fisiologicas analisadas (Figura 1D e E).
Através de estudos de QTLs para este carater foi verificado que a regido qDGR7, onde esta
localizado o gene Sdr4, apresenta forte influéncia sobre o carater de dorméncia (Li et al.,
2011). A expressdo do Sdr4 é regulada por OsVP1, que atua sobre o potencial de
dorméncia das sementes e reprime a expresséo de genes de germinagéo (Sugimoto et al.,
2010). Assim, sugere-se que Sdr4 aja como um regulador intermediario da dorméncia na
maturacao das sementes (Sugimoto et al., 2010). Isto explica o fato do gene Sdr4 ter
apresentado relagéo direta com o carater dorméncia nos genotipos testados neste estudo.

CONCLUSAO

Os ecétipos de arroz vermelho apresentam alta dorméncia, com sementes viaveis ap6s
43 meses presentes no banco de sementes do solo. Nas sementes em formacéo e maduras
os genes OsCYP707A5, Sdr4 e OsMADS?29 apresentam, respectivamente, relacdo ausente,
positiva, e negativa com o carater dorméncia das sementes de arroz vermelho. Estas
informacdes podem ser utilizadas para o desenvolvimento de ferramentas de biotecnologia
que contribuem para 0 manejo do arroz vermelho.
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