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INTRODUCAO

A dorméncia das sementes é uma caracteristica na qual sementes viaveis néao
apresentam germinagdo, mesmo sob condi¢cdes ambientais favoraveis a este processo
(Goggin et al., 2010). A elevada dorméncia possibilita que as sementes persistam no solo
por alguns anos, antes de iniciar a germinacdo. Esta caracteristica contribui para que o
arroz vermelho (Oryza sativa L.) seja a planta daninha com maior importancia na cultura do
arroz irrigado, pois além de permitir que as sementes permanecam viaveis no banco de
sementes do solo, a dorméncia ocasiona a germinacdo escalonada, o que dificulta o seu
controle.

O estado de dorméncia das sementes se caracteriza por baixa atividade metabdlica e
insensibilidade temporaria aos sinais de promotores de crescimento (Graeber et al., 2012).
No entanto, em algumas sementes as atividades metabdlicas podem ser apenas
ligeiramente diferente das sementes sem dorméncia. Assim, uma semente dormente pode
atingir praticamente todos dos passos metabdlicos necessarios para completar a
germinagdo, mas por algum motivo desconhecido o eixo embrionério (radicula) ndao alonga
(Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006). A complexidade do assunto e a escassa
quantidade de estudos que descrevem os mecanismos de dorméncia das sementes em
arroz vermelho, faz com que aja a necessidade de maior compreendimento dos
mecanismos envolvidos nos processos de germinacdo e dorméncia das sementes. Para
desta, desenvolver formas eficientes de reduzir a presen¢a do arroz vermelho nas lavouras
orizicolas.

Recentemente, o gene OsMADS29 apresentou importancia para estudos de dorméncia
em sementes de arroz vermelho. Este gene apresentou elevada expressao em espiguetas e
paniculas, e pouca expressdo em brotos, folhas e raizes (Li et al.,, 2011). Ainda, a
percepgao inicial da expressao do gene OsMADS?29 correspondeu diretamente com a etapa
final da germinacdo, a emissdo da radicula. Assim, o gene OsMADS29 pode estar
relacionado com a auséncia do carater de dorméncia, ja que é expresso preferencialmente
durante a maturagdo e germinacdo das sementes. Neste contexto, o presente trabalho teve
como objetivo verificar o envolvimento do gene OsMADS29 nas fases de germinac&o na
regido do embrido das sementes de arroz cultivado, arroz vermelho e espécie silvestre
Oryza glaberrima e desta forma verificar sua relacdo com o carater dorméncia das
sementes.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)
em Porto Alegre/RS. Através dos resultados obtidos em trabalhos anteriores de andlise
fenotipica da dorméncia das sementes, foram escolhidos sete genétipos para realizar a
andlise de expressao do gene OsMADS?29 através da técnica RT-PCR em tempo real. Os
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gendtipos utilizados constituiram das cultivares IRGA 417 e Kaybonnet, dos ecétipos de
arroz vermelho.AV 223, AV 503, AV 508 e AV 511 e da espécie silvestre Oryza glaberrima.
A relacdo da expresséo génica com o mecanismo de dorméncia e germinacao foi analisada
em cinco etapas distintas no processo de germinagdo das sementes: Primeiramente as
sementes maduras foram submetidas ao processo de superagdo de dorméncia, com
exposicao a temperatura de 50°C, em estufa por seis dias, e apds foram colocadas para
germinar em papel germinador, mantidos a temperatura de 25°C. As coletas foram
realizadas as 12, 24, 36, 48 e 60 horas ap0s as sementes estarem expostas a germinacao
(HAEG). Neste momento, a casca era retirada e 30 embrides originados de uma mesma
planta (aproximadamente 30 mg de material) constituiam uma repeticdo, sendo que cada
gendtipo contou com trés repeticdes. O material foi imediatamente colocado em nitrogénio
liquido (LN>). A extracdo do RNA foi realizada pelo método Trizol (Invitrogen). A andlise da
reacao de RT-PCR em tempo real foi iniciada pela interpretagéo 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 expressé&o
relativa foram realizados através da formula AACt = (Ctawo - Ctass) - (Ctcaiibrador - Ctogs), sendo
0 AACt a expressdo relativa do gene, e a aplicacdo do resultado em 2®*%) fornece a
dimenséo de variacéo.

No momento da coleta de material para extracdo de RNA foram verificados os estagios
de germinacdo em que cada gendétipo encontrava-se. A classificagéo foi realizada conforme
a classificacao trifasica sugerida por Bewley, 1997, a qual sugere que a fase |, chamada de
embebicao, ocorre absor¢éo inicial rapida de agua; seguida por uma fase de platd, fase Il;
na fase Il finalmente ocorre um aumento adicional na absor¢do de agua, que acontece
quando o eixo embrionéario alonga e rompe as camadas que envolvem a semente. Assim, 0
sinal que evidencia que a germinagdo esta completa é a formagao e saida da radicula, que
caracteriza o processo chamado de germinac&o visivel (Bewley, 1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante as etapas de germinagdo observou-se que mesmo utilizando sementes com
dorméncia superada, existiam diferencas na velocidade de ocorréncia das fases de
germinagédo entre os genoétipos (Figura 1), estas diferencas foram levadas em consideragéo
para a analise de expressao. No primeiro momento, as 12 HAEG, a diferenga das fases de
germinagdo ainda ndo era visivel, pois as sementes de todos os genoétipos mostravam-se
sem alteragdes (SA) (Figura 1). J& as 24 HAEG a cultivar IRGA 417 apresentava-se em
fase de embebicao (FI), enquanto que as sementes dos demais genétipos continuavam na
fase SA. As 36 HAEG as sementes da cultivar IRGA 417 aumentaram de tamanho e foram
classificadas em fase Il de platdé (FIl), as sementes dos demais genétipos estavam em FI
(Figura 1). As 48 HAEG foi possivel evidenciar claramente a diferenca de velocidade de
germinagdo, pois enquanto as sementes de alguns genétipos como AV 503 e AV 508
continuavam em Fl, outros gendtipos, AV 223, AV 511, Kaybonnet e O. glaberrima estavam
em FIl. Neste mesmo momento a cultivar IRGA 417 apresentava-se na fase Il (Flll) (Figura
1), onde ocorre um aumento adicional na absor¢do de agua, que acontece quando 0 eixo
embrionério alonga e rompe as camadas que envolvem a semente (Bewley, 1997). As 60
HAEG os gendtipos AV 223 e AV 503 permaneciam em Fll, os genétipos AV 503 e AV 511
estavam em FllI, os gendtipos IRGA 417, Kaybonnet e O. glaberrima ja haviam germinado,
com presenga de radicula >1mm (G) (Figura 1). Isto sugere que em cada fase da
germinagdo pode existir variagdes nos niveis de expressdo dos genes envolvidos neste
processo.

A velocidade de germinacdo das sementes € muito variavel entre espécies e podem
haver varia¢des inclusive entre ecétipos (Alonso-Blanco et al.,, 2003). Em arroz esta
caracteristica é utilizada como uma das ferramentas para distinguir as subespécies indica e
japbnica, ja que a germinacao das sementes de arroz indica é geralmente mais rapida do



que a germinacdo em sementes de arroz japdnica (Miura et al., 2002). No entanto, em
muitos trabalhos estas diferengas ndo sdo consideradas, pois séo realizadas apenas
andlises de presenca e auséncia de germinacdo e elas ndo abordam as fases deste
processo.
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FIGURA 1. Etapas de germinacao dos genétipos de arroz, observados as 12, 24, 36, 48 e 60 horas ap6s
expostas a germinagdo (HAEG). Sementes sem alteracdo (SA), em fase | de embebigado (FI),
fase Il de platd (Fll), exposicao da radicula na fase Ill (Flll) e germinagdo com presenga de
radicula >1mm (G).

O gene OsMADS?29 foi expresso na regido do embrido as 12, 24, 36, 48 e 60 HAEG
(Figura 2). Observou-se que a expresséo relativa apresentada pelos genétipos durante as
12 e 24 horas ap6s embebidas foi muito semelhante. Ainda, nas primeiras 24 horas as
cultivares e a espécie silvestre O. glaberrima apresentaram maior expressao relativa
(Figura 2 A e B). As 36 horas verifica-se reducdo da expresséo relativa da cultivar IRGA
417 e aumento da expressao relativa do ec6tipo AV 511 que apresenta expressao relativa 9
vezes maior que a cultivar controle, Kaybonnet (Figura 2 C). As 48 horas, o ecétipo AV 511
apresentou elevagdo no nivel de expressao relativa, ficando 30 vezes superior a cultivar
Kaybonnet. Neste mesmo momento, o0 ec6tipo AV 503 também apresentou pronunciada
expressdo relativa. Cabe ressaltar que, nesta andlise ndo foi possivel quantificar a
expressdo no ecotipo AV 508 (Figura 2 D), pois a curva de amplificagdo néo formou-se de
modo correto e observou-se ainda a formag&o de varios picos na curva de dissociacéo,
indicando a formag&do de produtos inespecificos. Na Ultima avaliagdo do processo de
germinagédo, as 60 horas ap6s expostas a germinagcao em agua, apenas 0 ec6tipo AV 503
nao havia reduzido sua expresséo (Figura 2 E). Assim, salienta-se que a expressao relativa
do gene OsMADS29 nao foi constante ao longo do processo de germinagao nos genétipos
avaliados, que apresentaram picos elevados de expressdo em etapas distintas. Cabe
ressaltar que os genétipos analisados iniciaram as fases Fl, Fll, Flll e G em etapas
diferentes (Figura 1). Isto sugere que a expressdo do gene OsMADS29 pode estar
relacionada a determinadas fases da germinagéo que influenciam na velocidade desta, nas
fases FI, FlI, Flll e G. O estudo realizado por Alonso-Blanco et al. (2003) afirma que existe
pronunciada variacao na velocidade de germinagdo das sementes, que € resultado da
interac@o entre genes e ambientes especificos. Isto poderia sugerir que a expressédo do
gene OsMADS?29 esta relacionada a etapas especificas da germinagdo, ja que outro
estudo, verificou em gel de agarose, que 0 tempo necessério para percepcdo inicial da
expressdo do gene OsMADS29 correspondeu estreitamente com o tempo necessario para



a emissdo da radicula (Li et al., 2011). No presente trabalho a expressao do gene
OsMADS29 mostrou estar relacionada a determinadas etapas da germinagdo, que
influenciam inclusive na velocidade deste processo. Estes resultados mostraram também a
relacdo positiva do gene OsMADS29 com o0 processo de germinagdo em sementes de
arroz vermelho.
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FIGURA 2. Expresséo relativa do gene OsMADS29 em genétipos de arroz, na regido do embrido em
processo de germinagéo, as 12, 24, 36, 48 e 60 horas apos expostas a germinacédo (HAEG).
Médias e desvio padréo apresentados.

CONCLUSAO

As sementes do género Oryza apresentam diferencas na velocidade de germinagéo,
mesmo quando na auséncia da dorméncia. As sementes das cultivares testadas mostram
maior velocidade de germinacdo quando comparadas as sementes de arroz vermelho. A
expressdo do gene OsMADS?29 esta relacionada a determinadas etapas da germinagao e
mostra relagdo negativa com o carater de dorméncia das sementes
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