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CARACTERIZAGAO E PAI?RAO DE EXPRESSAO GENICA RELACIONADOS
AO DEGRANE E DORMENCIA DE SEMENTES EM ARROZ VERMELHO'

Autora: Catarine Markus
Orientador: Aldo Merotto Jr.

RESUMO

O arroz vermelho é considerado daninho principalmente devido as
caracteristicas de degrane e dorméncia das sementes, que contribuem para a
perpetuacao desta espécie na lavoura de arroz. A melhor compreensdo destes
mecanismos podera ser utilizada para desenvolver tecnologias que proporcionam
o controle desta planta daninha. O objetivo desta dissertacdo foi avaliar a
expressao génica e variacdo nucleotidica de genes relacionados ao degrane e
dorméncia em sementes de arroz vermelho. O estudo foi realizado com a espécie
silvestre O. glaberrima, cultivares de arroz e eco6tipos de arroz vermelho provindos
do sul do Brasil. A caracterizagcéo fenotipica mostrou que os ecétipos de arroz
vermelho apresentam alto nivel de degrane em comparagdo com cultivares de
arroz, que possuem pouca variabilidade desta caracteristica. J& a dorméncia das
sementes apresentou grande variabilidade nos ecotipos de arroz vermelho e
mostrou-se reduzida nas cultivares de arroz analisadas. A expressdao do gene
OsXTHS8 teve relacdo direta com o carater degrane. De forma contraria, a
expressdo do gene OsCel9D foi relacionada com a repressdo deste carater nos
gendtipos avaliados. O gene Sh4 ndo apresentou relagdo com o processo de
degrane. Os gendtipos Batatais, Nipponbare, AV 503 e O. glaberrima nao
apresentaram a mutacao Gos7T no gene Sh4, indicando que este gene nao possui
envolvimento com o processo de domesticacdo dos gendtipos avaliados. Com
relacdo a dorméncia das sementes, a expressdo do gene OsCYP707A5 nao foi
associada com essa caracteristica em nenhum dos momentos avaliados. Aos 14
dias apdés a antese e em sementes maduras, os genes Sdr4 e OsMADS29
apresentam, respectivamente, relacao positiva e negativa com a dorméncia das
sementes de arroz vermelho. Durante o processo de germinacdo das sementes a
expressao do gene OsMADS29 apresentou efeito negativo, enquanto que o gene
Sdr4 mostrou relacdo positiva com o carater dorméncia. Desta forma, os
resultados encontrados sobre a dorméncia de sementes de arroz vermelho em
comparagao aos dados descritos na literatura para arroz cultivado séo diferentes
para o gene OsCYP707A5 e séo similares para os genes Sdr4 e OsMADS29. O
gene Sh4 nao estd associado ao degrane de sementes em arroz vermelho,
contrariamente ao indicado em arroz cultivado. Os genes OsXTH8 e OsCel9D, até
entdo pouco relacionados ao degrane de sementes, estdo associados a
ocorréncia desta caracteristica em arroz vermelho.

! Dissertacdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (131p.) Margo, 2013.
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CHARACTERIZATION AND PATTERN OF GENE EXPRESSION RELATED TO
THE SHATTERING AND SEED DORMANCY IN RED RICE ?

Author: Catarine Markus
Adviser: Aldo Merotto Jr.

ABSTRACT

Red rice is the most important weed of the rice crop due to the occurrence
of of seed shattering and seed dormancy. The better understanding of regulation
of these process can be used to develop biotechnological and management
technologies to mitigate the red rice infestation in rice fields. The aim of this study
was to evaluate the variability of gene expression and nucleotide composition of
genes related to seed shattering and seed dormancy in red rice. The study was
based on red rice ecotypes, O. glaberrima and rice varieties from southern Brazil.
The seed shattering of the red rice ecotypes was higher in comparison with the
rice varieties, that have little variability of this trait. In contrast, seed dormancy had
great variability in red rice ecotypes and this was reduced in the rice varieties. The
expression of the gene OsXTHS8 was directly associated with the seed shattering.
Otherwise, the OsCel9D expression was related with the suppression of this
characteristic. The gene Sh4 was not associated with the seed shattering. The
genotypes Batatais, Nipponbare, AV 503 and O. Glaberrima didn’t show the Gos7 T
mutation in exon one of the gene Sh4, indicating that this gene has no involvement
with the process of domestication of analyzed genotypes. In respect to seed
dormancy, the gene expression of OsCYP707A5 was not related with this trait in
any of the seed development and germination evaluated stages. At 14 days after
anthesis and in mature seeds the genes OsMADS29 and Sdr4 were, respectively,
positive and negative related with seed dormancy. During seeds germination, the
gene Sdr4 had a positive effect on seed dormancy of red rice, and OsMADS29
gene had negative relationship with that character. During the seed germination
the genes OsCYP707A5, OsMADS29 and Sdr4 were not associated, negative
and positively related with seed dormancy of red rice. The seed dormancy in red
rice in comparison to the described results for cultivated rice is differently related
for the OsCYP707A5 gene, and is similarly associated for the genes Sdr4 and
OsMADS29. In opposition with what was found in cultivated rice, the Sh4 gene is
not associated with seed abscission process in red rice. The OsXTH8 and
OsCel9D genes, not previously associated with seed shattering in rice cultivars,
are associated with these trait in red rice.

% Master of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (131p.) March, 2013.
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é considerado um dos alimentos com maior
importancia para a nutricio humana e destaca-se pela relevancia social e
econdmica que desempenha. No Brasil, o arroz é cultivado praticamente em
todos os estados, e consumido por todas as classes sociais, sendo o Rio Grande
do Sul (RS) o maior produtor nacional. O cultivo deste cereal no RS tem como
principais limitagdes a competicdo com plantas daninhas. Dentre as espécies
daninhas que infestam as lavouras orizicolas do RS, destaca-se o arroz vermelho
(Oryza sativa L.), que é considerada a planta daninha que mais limita o potencial
de produtividade da cultura do arroz e esta presente em praticamente todas as
regides cultivadas com este cereal.

Apesar de pertencer a mesma espécie do arroz cultivado existem trés
caracteristicas bastante peculiares do arroz vermelho, que o tornam indesejavel e
que resultam em prejuizos ao cultivo do arroz. A primeira esta relacionada a cor
avermelhada do pericarpo, que deu origem a denominagéo de “arroz vermelho”, a
segunda se refere ao alto nivel de degrane ou debulha natural e a terceira esta
relacionada com a dorméncia fisiologica das sementes. No entanto, o arroz
vermelho é considerado daninho, principalmente, devido ao carater de degrane e
dorméncia das sementes, que sdo caracteristicas que intesificam a perpetuacao
desta planta daninha na lavoura. Ambas as caracteristicas contribuem

notavelmente para a manutengcado do banco de sementes do solo, que € a maior



2
fonte de novas plantas e que propicia a ocorréncia de altas infestagbes nas areas
cultivadas com arroz irrigado.

Numerosos genes controlam as caracteristicas de degrane e dorméncia,
que sédo regulados em fung¢ado das condigdes ambientais as quais as plantas estao
submetidas. Alguns destes genes ja tiveram acdo comprovada para os carateres
em questdo, no entanto, existem trabalhos que divergem sobre estes resultados.
Acredita-se que esta divergéncia esteja relacionada a variabilidade existente no
género Oryza. No caso dos genes de dorméncia, a expressao génica foi relatada
somente em etapas isoladas do desenvolvimento das sementes de arroz
cultivado. Isto gera a necessidade de estudos que fagcam a analise da expressao
em etapas fisioldgicas distintas. Ainda, os conhecimentos existentes foram
obtidos considerando apenas variedades de arroz cultivado, e a regulagcéo génica
em arroz vermelho é pouco conhecida.

A melhor compreensdo da variabilidade do degrane e da dorméncia em
arroz vermelho poderd ser utilizada para determinar procedimentos de
biotecnologia e praticas de manejo que permitam mitigar estas caracteristicas.
Pesquisas neste ambito ja vém sendo desenvolvidas em alguns paises com arroz
cultivado. Através do entendimento destas caracteristicas sera possivel
desenvolver praticas que reduzam os problemas causados pelo arroz vermelho,

que é a principal planta daninha do sistema de cultivo do arroz irrigado no Brasil.



Objetivo geral
Avaliar a expressao génica e a variabilidade da sequéncia nucleotidica de

genes relacionados ao degrane e a dorméncia em sementes de arroz vermelho.

Objetivos especificos

i) Caracterizar fenotipicamente diferentes espécies do género Oryza,
cultivares de arroz e eco6tipos de arroz vermelho em relacdo ao degrane e a
dorméncia das sementes;

i) Identificar a relacdo da expressdo dos genes OsCel9D e OsXTH8
com a caracteristica de degrane;

iii) Avaliar a importancia do gene Sh4 em relacdo a regulacdo do
degrane em arroz vermelho;

iv) Identificar a relagdo da expressdo dos genes OsCYP707AS5,
OsMADS29 e SDR4 com a dorméncia das sementes em arroz vermelho em

etapas fisiolégicas distintas do desenvolvimento das sementes.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Arroz (Oryza sativa L.)

O arroz cultivado pode pertencer basicamente a espécie Oryza glaberrima
ou a espécie Oryza sativa (Panaud, 2009). A espécie O. glaberrima é cultivada
principalmente na Africa, nas regides onde ela ndo é cultivada, esta planta é
considerada uma espécie daninha (Smith & Dilday, 2003). A espécie O. sativa,
referida como arroz asiatico, apresenta maior importancia pois € cultivada em
todo o mundo. Esta espécie é descrita como originaria da Asia (Doebley, 2006) e
acredita-se que tenha evoluido a partir das espécies silvestres O. nivara e O.
rufipogon (Smith & Dilday, 2003). A espécie O. sativa é dividida em trés
subespécies principais: indica, jap6nica e javanica (Doi et al, 2008; Panaud,
2009).

Atualmente o arroz é o segundo cereal mais cultivado no mundo sendo um
dos alimentos mais importantes para a nutricdo humana, pois serve de base
alimentar para mais de trés bilhdes de pessoas (SOSBAI, 2012). O Brasil esta
entre os dez principais paises produtores de arroz, cuja produgdo anual ficou
entre 11 e 13 milhdes de toneladas nas ultimas safras, que corresponde a 82% da
producéo do Mercosul (SOSBAI, 2012).

No Rio Grande do Sul (RS), o arroz ocupa area superior a 1 milhdo de
hectares. Este estado € o maior produtor nacional do cereal, sendo responsavel

por cerca de 61% do total produzido no Brasil (SOSBAI, 2012). A produtividade
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média obtida no RS na safra de 2012 foi de 7.439 kg ha” (CONAB, 2012). E
possivel verificar aumento gradativo da produtividade média ao longo dos anos no
RS, contudo, ela esta aquém da produtividade média obtida em areas
experimentais e em lavouras que adotam alto nivel tecnolégico (Gomes &
Magalhaes Jr, 2004). Isto ocorre devido a fatores como uso de sementes nao
certificadas, semeadura fora do periodo recomendado, ataque de patégenos e
principalmente devido ao controle insatisfatério das plantas daninhas,

destacando-se entre estas, o arroz vermelho.

2.2 Arroz vermelho (Oryza sativa L.)

O arroz vermelho, também denominado arroz silvestre ou daninho,
pertence a0 mesmo género e espécie do arroz irrigado (Oryza sativa). Contudo,
existem grandes diferencas entre as populagdes de arroz vermelho, e dessas em
relagdo ao arroz cultivado (Noldin et al., 1999). Com relacdo as caracteristicas
morfoldgicas, as plantas de arroz vermelho geralmente tém porte mais alto que as
plantas de arroz cultivado e colmo com coloracédo levemente avermelhado, o que
permite distingui-las na lavoura (Agostinetto et al., 2001).

Os graos de arroz vermelho normalmente apresentam forma arredondada
com ranhuras longitudinais, além do pericarpo de cor avermelhado, que se
diferenciam dos grédos comerciais que sdo brancos, lisos e cilindricos (Chung &
Paek, 2003). No entanto, plantas de arroz vermelho com altura, coloragdo do
colmo semelhante ao arroz cultivado tém sido encontradas em varios locais.
Ainda, existem ecotipos com casca preta e grdos com pericarpo branco, indicando
que as caracteristicas morfologicas, fenoldgicas e produtivas podem variar

conforme o ecétipo do arroz vermelho (Schwanke et al., 2008).
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O arroz vermelho é considerado a planta daninha com maior dificuldade de
controle no cultivo do arroz irrigado, e pode causar perdas médias no rendimento
de grdos em torno de 20%, e em areas com altas infestagdes, caso nao seja feito
seu controle, as perdas podem chegar a 90% (Avila et al., 2000). Isto se deve ao
fato do arroz vermelho possuir alta capacidade de competicao, o que influencia de
forma negativa em diversas etapas do desenvolvimento do arroz cultivado (Fleck
et al., 2008). Durante a ultima década a porcentagem de &reas orizicolas
infestadas com arroz vermelho aumentou cerca de 30% (IRGA, 2010). Atualmente
56% de todas as areas das regides de cultivo de arroz do RS possuem altas
infestag6es, cuja populacao varia entre 5-30 plantas/m? (IRGA, 2010).

O arroz vermelho é uma planta daninha de sucesso porque possui uma
série de caracteristicas que contribuem na eficiéncia da infestagdo de lavouras e
na dificuldade de controle. Dentre elas estdo a adaptacao a praticas agronémicas,
ciclo de desenvolvimento sincronizado com o da cultura, emergéncia rapida e
vigorosa (Delouche et al., 2007). Ainda, no caso do arroz vermelho, pode ser
facilmente disperso através de contaminagdo nas sementes de arroz cultivado,
apresenta alto nivel de degrane o que inviabiliza a retirada destas da lavoura e
apresenta intensa e prolongada dorméncia das sementes, que mantém a
viabilidade das sementes por longos periodos (Delouche et al., 2007).

Algumas praticas de manejo tém sido realizadas como tentativa de atenuar
os efeitos adversos da competigdo do arroz vermelho com o arroz cultivado. Para
isso exige-se a interagdo de varios métodos de controle, como a utilizagédo de
sementes de arroz certificadas e isentas de arroz vermelho, rotagdo de culturas,
preparo do solo em sistemas de cultivo minimo, plantio direto e sistema pré-
geminado, semeadura na época recomendada e ainda, alguns métodos de

controle biolégico (Agostinetto et al., 2001; Gomes & Magalhdes Jr, 2004; Fleck et
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al., 2008). Porém, estas praticas apresentam aplicagdo limitada e sdo efetivas
apenas se utilizadas conjuntamente.

A rotacao de cultura com o cultivo de milho, soja e sorgo pode contribuir na
reducdo da infestagdo de arroz vermelho, principalmente com associagdo de
herbicidas especificos para controle desta planta daninha (Gomes & Magalhaes
Jr, 2004). No entanto, as regides onde o arroz é cultivado normalmente
apresentam solos hidromoérficos, o que dificulta a rotacdo com algumas culturas
(Hoagland & Paul, 1978; Shivrain et al., 2010). O controle quimico com herbicidas
seletivos, efetivo para outras plantas daninhas na cultura do arroz, é limitado
devido a similaridade genética entre o arroz vermelho e o arroz cultivado (Goulart,
2011). No entanto, para possibilitar o controle quimico, foram desenvolvidas
cultivares de arroz resistentes a herbicidas do grupo quimico imidazolinonas,
através de mutagbes induzidas e selecao (Goulart, 2011). Entretanto, o
surgimento de bidtipos de arroz vermelho resistentes a imidazolinonas tem se
tornado um problema em todo o RS (Menezes et al., 2009).

Cada uma das caracteristicas citadas acima contribuiu para a
complexidade do problema do arroz vermelho na cultura do arroz. No entanto, as
caracteristicas de alto degrane e presenca de sementes com elevada dorméncia
diferem o arroz cultivado do daninho e fazem deste Ultimo a planta daninha com
maior importancia na cultura do arroz (Li et al., 2006b). O alto degrane das
sementes impede que o arroz vermelho seja retirado da lavoura e permite que as
sementes sejam dispersas no banco de sementes do solo. Ainda, a intensa e
prolongada dorméncia das sementes mantém a viabilidade das sementes que
cairam no solo através do degrane (Delouche et al, 2007). Isto favorece a
perpetuacao desta planta daninha na lavoura, uma vez que ha entrada dela no

sistema de cultivo de arroz irrigado. O estudo e entendimento destas duas
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caracteristicas podem potencializar o desenvolvimento de ferramentas que

contribuam para o controle de arroz daninho.

2.3 Degrane

2.3.1 Aspectos gerais

O degrane ou debulha natural é uma caracteristica adaptativa que contribui
para a perpetuacdo da espécie, possibilita a dispersdo de sementes e é
observado em diferentes niveis em espécies daninhas, cultivadas e silvestres de
arroz (Li et al., 2006b; Qin et al., 2010). Ainda, esta caracteristica pode causar
perdas consideraveis no rendimento de grdos do arroz cultivado. Assim, um dos
passos para o inicio da domesticacdo deste cereal foi selecionar plantas com
baixo nivel de debulha natural (Qin et al., 2010). No inicio, este processo ocorreu
praticamente de forma espontanea ja que as sementes que nao caiam da planta
tinham mais chances de serem colhidas e plantadas nos anos seguintes
(Doebley, 2006). Posteriormente, através de técnicas de melhoramento foi
possivel obter cultivares que apresentavam caracteristicas como baixo degrane
(Lawton-Rauh & Burgos, 2010).

Atualmente, na cultura do arroz o grau de debulha considerado desejavel
em uma cultivar depende da forma de colheita dos grdos. Nas situagdes onde a
colheita é realizada manualmente é desejavel que as cultivares ndo apresentem
degrane, para evitar perdas nos processos de corte e transporte das plantas
(Kobayashi, 1990). J4, na colheita mecanizada este processo € mais eficiente nos
cultivares que apresentam pequeno grau de degrane, o que contribui para facilitar
o0 processo de separacdo do grdo do restante da palha durante a trilha

(Kobayashi, 1990). No entanto, independendo do mecanismo de colheita utilizado,
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elevados niveis de degrane no arroz cultivado sao indesejaveis, pois impedem
que as sementes sejam colhidas (Delouche et al., 2007).

No arroz vermelho a caracteristica de alto degrane é fundamental para
perpetuacdo da espécie, pois com a auséncia deste carater as sementes
produzidas pelas plantas poderiam ser colhidas e retiradas da lavoura, o que
diminuiria a infestacdo desta planta daninha (Machado et al., 2010). Além disso, a
debulha natural possibilita que o principal fluxo de queda das sementes ocorra
poucos dias antes ou no momento que ocorre a maturacao fisiolégica das
sementes, embora ja tenham sido registrados ecotipos que apresentaram debulha
a penas 10 dias apos a antese (Delouche et al., 2007).

O degrane é uma caracteristica comum a todo arroz vermelho, porém ha
variagdo no momento e grau de ruptura entre os ecétipos (Delouche et al., 2007).
No entanto, esta variagédo tende a ndo ser muito pronunciada, ja que os ecoétipos
que apresentam baixo degrane sdo eliminados da lavoura no processo de colheita
da cultura do arroz. Estudos, realizados nos Estados Unidos, analisaram 17
ec6tipos de arroz vermelho quanto ao nivel de degrane, e verificaram que 1% dos
ecotipos apresentou baixo nivel de debulha natural, 6-25% apresentaram nivel
intermediario e mais de 50% possuiam alto nivel de degrane, sendo que o
processo de ruptura do grao iniciou-se entre 10-15 dias ap6s a antese (Noldin,
1995). No Sul do Brasil, ecétipos de arroz vermelho provindos de lavouras
orizicolas também foram pouco variaveis em relacdo ao degrane das suas
sementes (Schwanke et al., 2008). Neste trabalho, dos 16 ecétipos avaliados, 11
apresentaram facil degrane, quatro mostraram degrane intermediario e apenas
um ecébtipo apresentou dificil degrane. Na mesma avaliagdo, os cultivares BR-
IRGA 209, BR-IRGA 410 e El Paso L 144 foram classificados como de degrane

intermediario, e IRGA 417 de dificil degrane (Schwanke et al., 2008).
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No RS, na safra de 2008/09 e 2010/11, foram avaliados 18 cultivares de

arroz, 16 ecétipos de arroz vermelho e duas espécies silvestres quanto ao nivel
de degrane (Nunes, 2012). Neste trabalho as cultivares apresentaram de médio a
baixo nivel de degrane. Com relagdo aos 16 ecoétipos de arroz vermelho
avaliados, 14 foram de facil degrane e dois apresentaram degrane intermediario,
no primeiro ano de estudo. No segundo ano, 13 ecoétipos apresentaram alto
degrane e trés ecoétipos tiveram degrane intermediario (Nunes, 2012). Através
destes trabalhos pode-se observar que os genétipos desta planta daninha
apresentam pouca variabilidade fenotipica com relacdo a debulha natural e
evidencia-se que a maioria dos ecotipos de arroz vermelho utiliza o degrane como
uma das principais formas de dispersdo das sementes e perpetuacédo da espécie.
No entanto, ecétipos de arroz vermelho com baixo degrane foram selecionados e
utilizados para a producao de linhagens e cultivares destinadas a producao de
gréos. A linhagem SCS 119 Rubi esta em fase final de avaliagdo, e mostra-se
promissora para atender as exigéncias de qualidade e produtividade, devendo ser

disponibilizada como cultivar em 2013 (Epagri, 2012).

2.3.2 Aspectos morfologicos do degrane

O momento em que ocorre a diferenciacdo da camada de abscisdo pode
influenciar no nivel de degrane das sementes (Li et al, 2006b). A formagéo e
degradagcdo da camada de abscisdo sado diferentes quando comparado arroz
silvestre O. rufipogon com o arroz cultivado (Thurber et al., 2010). No arroz
vermelho, antes da floragdo a camada de abscisdo apresenta-se formada e na
floragcdo o processo de degradacdo desta camada ja se iniciou. Ja no arroz
silvestre a camada de abscisdo nao apresenta degradacao até que a floracao

tenha ocorrido (Thurber et al., 2010). Dessa forma, a diferenciacdo precoce da
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camada de abscisdo é fundamental para os genétipos que apresentam elevados
niveis de degrane.

A suscetibilidade ao degrane € resultante da presenga de uma camada de
abscisdo formada por pequenas células com parede celular fina entre o grao de
arroz e o pedicelo (Li et al., 2006b). A zona de abscisdo geralmente compreende
uma unica camada de células especializadas, com posicao e funcao diferenciadas
(Roberts et al., 2002) de onde posteriormente inicia-se a degradacao da lamela
média e paredes celulares que favorece o processo de ruptura (Patterson, 2001;
Roberts et al., 2002; Ji et al., 2010). Essas células tém sido caracterizadas pelo
crescimento celular elevado em resposta a etileno e auxina (Osborne & Morgan,
1989).

As plantas que possuem alto nivel de degrane, como na espécie silvestre
O. nivara, possuem esta camada de células continua, em toda zona de absciséo,
que normalmente € formada cerca de 16-20 dias antes da emissao da panicula,
quando as paniculas possuem de 5-30 mm de comprimento (Jin, 1986; Li et al.,
2006b). As plantas que apresentam menores niveis de degrane, como a
subespécie indica, quando comparada a espécie O. nivara possui a camada de
abscisao incompleta. Ja, as plantas que possuem pouca debulha natural, como a
subespécie japbnica, esta camada de abscisdo é descontinua e totalmente
inexistente na regiao dos feixes vasculares (Li et al., 2006b).

A medida que as sementes tornam-se maduras, aumentam as chances de
ruptura da planta mae, pois inicia a degradacdao da camada de abscisdo. O
processo de abscisao € ocasionado pela produgéo de etileno, que inibe a sintese
de auxina. Enzimas hidroliticas, como poligalacturonase e B-endo-glucanase, sao
ativadas nas células da camada de abscisdo, causando a degradacao da lamela

média e da parede celular, resultando na queda do gréo (Roberts et al., 2002). A
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“‘Resisténcia a Tensdo de Ruptura” (RTR) do pedicelo € inversamente
proporcional ao nivel de degrane e em geral diminui ao longo de 10-20 dias apds
a emissao da panicula em variedades que possuem algum degrane (Ji et al.,
2010). A RTR é utilizada quando deseja-se obter a determinagdo do degrane de
forma quantitativa, ela é determinada através da geracao de uma forca crescente
no grao até que ocorra o rompimento da camada de abscisdo, sendo o resultado
expresso em gramas forca (gf). Desta forma, quanto maior a resisténcia da
camada de abscisdo a tensdo de ruptura exercida pela forca menor € o nivel de
degrane.

A determinagdo dos niveis de degrane em arroz ainda pode ser realizada
de forma qualitativa. Neste método, normalmente o avaliador faz uma pequena
pressdo com a palma e dedos da méo sobre a panicula e verifica a quantidade de
sementes que se desprenderam da planta. Geralmente as notas para o nivel de
degrane avaliado dessa forma seguem a escala de avaliagdes do International
Rice Research Institute (IRRI, 1980). Determinagdes do nivel de degrane através
desta técnica tém sido realizadas no Brasil (Schwanke et al., 2008), na China
(Huang et al., 2010) e nos Estados Unidos (Delouche et al., 2007). A principal
vantagem € a rapidez da avaliacdo em relagdo aos métodos quantitativos.
Entretanto, o avaliador necessita de muita experiéncia para aplicar sempre a
mesma pressao na panicula. Esta técnica apresenta baixa reprodutibilidade, pois
outro avaliador ndo conseguiria realizar o mesmo nivel de pressdo em outra
avaliacdo. Dessa forma é com pouca seguranga que poderiamos comparar 0s
niveis de degrane entre diferentes publicagbes quando a determinagdo é
realizada de forma qualitativa. A determinagédo do nivel de degrane € importante

para os processos de avaliacdes fenotipicas deste carater. Estes processos



13
permitem a identificacdo de gendtipos contrastante quando ao degrane e
possibilita também estudos moleculares deste carater.

Estudos moleculares sugerem que numerosos genes estao envolvidos nos
processos relacionados ao degrane (Konishi et al., 2006; Thurber et al., 2010).
Alguns genes estdo envolvidos na diferenciagdo das células da camada de
abscisdo ou codificam de proteinas que fazem a clivagem da parede celular,
outros genes estao relacionados com a repressao do processo de abscisao (Li et
al., 2006a; Konishi et al., 2006; Thurber et al., 2010). Ainda, avancos na
identificacdo de genes expressos durante o processo de separacao de células
destacam duas classes principais (Roberts et al., 2002). A primeira esta envolvida
no mecanismo de separacdo célula a célula. Enquanto que, a segunda é
composta por genes associados a protegao celular (Roberts et al., 2002). Ainda, a
expressao para protegao celular pode ser localizada tanto nas células da zona de
abscisdo que ficam na semente, quanto naquelas que permanecem na planta
mae, protegendo as partes expostas do ataque microbiano (Mao et al., 2000;

Roberts et al., 2002).

2.3.3 Aspectos genéticos e moleculares

O processo de domesticacao do arroz resultou em selecao de plantas com
baixo nivel de degrane, e como consequéncia ocorreu um aumento da frequéncia
de alelos que ndo resultam no carater de debulha natural (Li et al., 2006b).
Acredita-se que a evolugdo dos tragcos de domesticagdo, como a perda do
degrane, surgiu através de um numero relativamente pequeno de alteragbes
genéticas. Contudo, a natureza desses genes e as mudangas moleculares dentro
deles ainda ndo sdo bem compreendidas (Doebley, 2006). Como a maioria dos

cultivares de arroz perdeu o carater de degrane € complicado obter mutantes
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relacionados a debulha natural e revelar os mecanismos moleculares
subjacentes, quando se trabalha apenas com cultivares de arroz.

Atualmente sabe-se que o carater de degrane € controlado por multiplos
genes (Akasaka et al., 2011; Zhu et al.,, 2012). Foi verificada a presenca de loci
relacionados a debulha natural, nos cromossomos um, dois, trés, quatro, sete,
oito, dez, onze e doze (Oba et al., 1990; Xiong et al., 1999; Thomson et al., 2003;
Konishi et al., 2006; Huang et al., 2010). Até o presente momento ja foram citados
os loci SH3, SH4, SH6, Sh8, qgshi1, qsh2, qsh5, gsh11, qsh12, e sh-h que
desempenham algum papel no degrane (Konishi et al., 2006; Li et al., 2006b; Ji et
al., 2010; Zhu et al., 2012).

Numerosos genes parecem estar envolvidos na diferenciacdo das células
da camada de abscisdo, considerando que varios QTLs ja foram detectados para
o carater de degrane do arroz. No entanto, apenas trés genes ja tiveram sua acao
comprovada sobre o degrane (Li et al., 2006b; Konishi et al., 2006; Thurber et al.,
2010). Dois destes genes, qSH1 e Sh4, estao relacionados ao desenvolvimento
da camada de abscisdo que leva a debulha natural no arroz (Li et al., 2006b;
Konishi et al., 2006; Thurber et al., 2010), sendo responsaveis por quase 70% da
variagao fenotipica nos respectivos cruzamentos realizados (Thurber et al., 2010).
O OsCPL1 é o terceiro gene conhecido, envolvido neste processo, € foi 0 primeiro
gene recessivo a ser identificado para este carater, diferentemente dos genes
gSH1 e Sh4 que sao dominantes (Ji et al., 2010).

O gene gSHT localiza-se no cromossomo um, e através do cruzamento
entre duas subespécies, O. sativa spp. indica e O. sativa spp. japénica, foi
possivel explicar 69% da variagao fenotipica para o carater de degrane em fungéo
da acao deste gene (Konishi et al.,, 2006). Com a clonagem e 0 mapeamento do

gene observou-se a presenca de um SNP que corresponde a substituicdo do
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nucleotideo G por T na regido regulatéria 5’ deste gene, a 11841 bases upstream
(Konishi et al., 2006). Este SNP ocasiona a perda da expressdo do gene gqSH1
somente na regiao entre o pedicelo e a flor, que € responsavel pela origem da
auséncia de debulha no arroz cultivado (Konishi et al., 2006). A confirmacdo da
funcdo do gqSHT1 foi realizada através de transformacbées em arroz, onde as
linhagens transgénicas contendo o SNP apresentaram degrane (Konishi et al.,
2006). Isso indica que o gene gSH7 e o SNP na regidao regulatéria 5 sao
necessarios para a ocorréncia da debulha natural. Entretanto, a selecdo deste
gene em gendtipos de arroz parece estar relacionada somente a subespécie
japbnica (Akasaka et al., 2011), pois uma série de trabalhos tem demonstrado que
o gene qSH1 possui pouco efeito sobre o fenédtipo da subespécie indica (Zhang et
al., 2009; Thurber et al., 2010). Neste mesmo sentido, um estudo realizado por
Nunes (2012) verificou que o gene gSH1 nao foi expresso na regido entre o
pedicelo e a flor aos dez dias apds a polinizagdo. Este estudo avaliou também a
variabilidade nucleotidica de ec6tipos de arroz vermelho e de cultivares de arroz e
observou que, com excecao da cultivar Nipponbare, o nucleotideo presente na
posicdo 11841 bases upstream do gene qSH1 era G (Nunes, 2012). Com este
resultado seria esperado que houvesse expressao do gene qSH1 na maioria dos
ecotipos e variedades analisados, o que de fato nao ocorreu. Cabe ressaltar que
o trabalho que verificou a mutacdo a 11841 bases upstream do gene qSH1
utilizou ecétipos oriundos da subespécie japdnica (Konishi et al.,, 2006), ja no
estudo desenvolvido por Nunes (2012), os quatro gendtipos avaliados pertencem
a subespécie indica. Portanto, a mutagéo na regido regulatéria 5° do gene qSH1
parece ser importante nos genétipos que tenham como background genético a

subespécie japonica (Nunes, 2012).
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O gene OsCPL1 age como repressor da diferenciagdo da camada de
abscisdo (Ji et al, 2010). O locus recessivo foi localizado entre os marcadores
RM7161 e RM8262, no cromossomo sete, em uma linhagem mutante de arroz
derivada de uma cultivar da subespécie japbnica, que ndo possui degrane (Ji et
al., 2006). Estudos posteriores identificaram que um SNP (G para T) localizado no
éxon oito do gene OsCPL1 (LOC_0Os07g10690) muda o aminoacido conservado
serina para isoleucina, fazendo com que o fenétipo apresente degrane (Ji et al.,
2010). Observou-se que quanto maior a expressao do gene OsCPL1, menor € 0
nivel de degrane. Verificou-se também que linhagens transgénicas com o gene
OsCPL1 inativado por RNA de interferéncia apresentaram niveis elevados de
degrane (Ji et al., 2010). Contudo, outro estudo que avaliou a expressao do gene
OsCPL1 e a relagdo com o nivel de degrane em dois ec6tipos de arroz vermelho
e duas cultivares revelou o contrario do esperado (Nunes, 2012). Neste estudo
verificou-se que nos eco6tipos de arroz vermelho, que possuem alto degrane, a
expressao do gene foi superior em relacao as cultivares que possuem menor nivel
de degrane. Dessa forma, a expressao do gene OsCPL1 estaria relacionada com
a ativagdo do processo de abscisdo, pois a expressdo do gene estaria
relacionada com a presenca do degrane e nao com a repressao do degrane como
0 observado nas andlises histoquimicas do estudo de Ji et al. (2010).

A explicagdo para a diferenca observada nestes estudos pode estar
relacionada com a sequéncia nucleotidica do gene OsCPL1. No fim do intron sete
Ji et al. (2010) encontraram um SNP (A para T) na posicdo 5498 do gene que
causa uma delecdo de 15 pares de bases no mRNA em funcdo de um splicing
alterado, fazendo com que o fendtipo apresente degrane (Ji et al., 2010).
Entretanto, nenhum dos gendtipos avaliados por Nunes (2012) apresentou o SNP

esperado. Além disso, no exon seis foi observado por Ji et al. (2010) trés
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mutagdes que ndo foram encontradas nos 36 gendtipos utilizados por Nunes
(2012). Neste sentido, a delegédo de 15 pares de bases no mRNA em fungédo de
um splicing alterado pode ter feito com que o gene OsCPL1 tenha tido uma
inversao de fungcédo (Nunes, 2012). Assim, a variagdo da sequéncia nucleotidica
do gene OsCPL1 pode explicar os resultado obtidos por Ji et al. (2010) € Nunes
(2012).

O gene Sh4 (sinbnimo SHAT) esta localizado entre os marcadores RC4-
123 e RM280 (Li et al., 2006a) que possuem distancia fisica de cerca de 1360 kb
no cromossomo 4 do genoma do arroz (Feng et al., 2002). Através de estudo de
QTL, a partir de cruzamentos entre O. sativa spp. indica e a espécie silvestre O.
nivara., foi observado que este gene € dominante e explica 69% da variancia
fenotipica, estando envolvido na degradacdo da camada de absciséo (Li et al.,
2006Db; Lin et al., 2007). Neste mesmo estudo, foram identificados também os
QTLs Sh3 e Sh8, que também explicam a variancia fenotipica, porém em menor
quantidade, 6,0 e 3,1%, respectivamente (Li et al., 2006b).

Estudos realizados com o gene Sh4 observaram mutagao (substituicao do
nucleotideo G por T, resultando na substituicdo do aminoécido asparagina por
lisina) em uma regiao de 1,7 kb (Li et al., 2006b). Esta alteracao foi responsavel
pelo desenvolvimento incompleto da camada de abscisdo e origem da auséncia
de debulha no arroz cultivado (Li et al., 2006b; Thurber et al., 2010). A mutacao
esta presente na posicdo 237 do exon um do gene Sh4, que até entdo nao tinha
conhecida sua funcao e que provavelmente é um fator de transcrigéo. Verificou-se
que nas plantas mutadas (mutacdo GgsyT) a forca necesséria para a retirada do
grédo do pedicelo era maior em comparagdao ao controle (Li et al., 2006b). Isto
indica que o gene Sh4 possui importante fungdo na formagdo da camada de

abscisdo e/ou que este gene pode estar envolvido na ativagdo do processo de
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abscisdo. Contudo, resultados distintos foram encontrados em outros estudos
realizados por Thurber et al. (2010), Akasaka et al. (2011), Nunes (2012). e Zhu et
al. (2012).

A existéncia de acessos de arroz com alto nivel de degrane e com a
presenca da mutacao Gz T no gene Sh4 foi observada por Thurber et al. (2010),
o que diferiu de resultados observados por outros autores (Li et al., 2006; Zhang
et al., 2009). Ainda, Thurber et al. (2010) verificaram que a presencga desta Unica
mutagdo nao foi suficiente para conferir reducéo na debulha natural, pois o Unico
gendtipo que nao apresentou degrane dentre os acessos analisados, a espécie O.
rufipogon, nado era portadora da mutagdo Goz;T no gene Sh4. Também,
contrariamente ao esperado, os bibtipos de arroz vermelho avaliados que
apresentam naturalmente alta propensao ao degrane apresentaram a mutacdo T
no gene Sh4 (Thurber et al., 2010). Isto evidencia que a mutacao T em Sh4 foi
corrigida primeiramente em um conjunto de cultivares, e espalhou-se rapidamente
para grupos de arroz domesticados através de fluxo génico e selecao (Zhang et
al., 2009).

O trabalho que avaliou o cultivares de arroz e genétipos de arroz vermelho
provindos da cidade de Okayama no Japao, também nao evidenciou relagdo do
gene Sh4 com o carater de degrane (Akasaka et al., 2011). Todos 0s genétipos
de arroz vermelho avaliados apresentaram a camada de abscisdo completa, o
que conferiu o carater de degrane. J4 nas cultivares a camada de abscisédo era
incompleta e ausente na regido dos feixes vasculares e desta forma,
apresentavam fenotipo sem degrane (Akasaka et al., 2011). Mesmo apresentado
diferencas fenotipicas entre os gendtipos daninhos e cultivados, ndo houve
variagdo na funcionalidade do gene Sh4, que nao foi funcional em nenhum dos

gendtipos avaliados (Akasaka et al., 2011). Ainda, foram encontradas novas
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mutagdes no éxon um de Sh4 em dois gendtipos de arroz vermelho, o que nao
parece estar relacionado com a ocorréncia do degrane, ja que apenas dois dos
cinco gendtipos de arroz vermelho com alto degrane apresentaram as mutagoes
(Akasaka et al., 2011). Estes dados indicam que o gene Sh4 ndo afeta o degrane
em gendtipos provindos de Okayama.

Ainda com relacao ao gene Sh4, um estudo avaliou 166 acessos de arroz
silvestre, 222 acessos de arroz daninho e cultivares de arroz, oriundos de regides
da Asia, sul da Europa e América do Norte (Zhu et al., 2012). Neste trabalho
verificou-se que 73,5% dos acessos de arroz silvestre continham o nucleotideo G
na posi¢ao 237 do éxon um (Zhu et al., 2012). Enquanto que 26,5% dos acessos
silvestres apresentavam a mutacao Gos;T no gene Sh4 (Zhu et al., 2012). Ainda,
100% dos acessos de arroz daninho analisados continham, o nucleotideo T,
diferentemente do esperado, pois todos o0s acessos de arroz daninho
apresentaram degrane (Zhu et al., 2012). Assim, n&o foi encontrada relagdo da
presenca do SNP (G — T) com o degrane nos acessos de arroz silvestre e
daninho. Enquanto que na avaliacdo do sequenciamento das cultivares verificou-
se que todas as cultivares de arroz examinadas apresentavam o nucleotideo T no
éxon um do gene Sh4 (Zhu et al., 2012). A hip6tese apresentada por Zhu et al.
(2012) aborda que a diminuicdo do carater de degrane devido a presenca do
nucleotideo T pode ocorrer apenas em alguns genoétipos que possuem algumas
caracteristicas favoraveis a este evento ou ainda, que haja a presenca de outros
loci que foram previamente selecionados durante o processo de domesticacao.

Estudos realizados no Rio Grande do Sul com duas cultivares de arroz
(Batatais e Lacassine) e dois ecoétipos de arroz vermelho (AV 31 e AV 60), nao
mostraram relacdo direta da expressdao do gene Sh4 com a ocorréncia do

degrane (Nunes, 2012). No entanto, neste Ultimo trabalho, os gendétipos
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analisados ndo foram sequenciados, 0 que inviabiliza a verificagdo da existéncia
da mutagao Ggz7T no gene Sh4.

Cabe ressaltar que logo ap6s o estudo realizado por Li et al. (2006b),
gerou-se uma grande expectativa com relacdo a simplicidade do processo de
degrane. Estes conhecimentos representaram uma nova perspectiva com relacao
a possibilidade de controle do arroz vermelho. Pois, se a caracteristica de
interesse fosse governada por um gene principal, e este fator fosse passivel de
manipulacdo, seria possivel mudar o fendtipo, alterando o comportamento do
degrane. Ainda, a aparente simplicidade do processo gerou varios outros estudos,
0 que permitiu verificar que o degrane é uma caracteristica poligénica e complexa.
Como alguns estudos divergem quanto aos resultados do envolvimento do gene
Sh4 com os processos de domesticacdo e carater de degrane em O. sativa, isto
gerou a hip6tese de que eventos de domesticagdo tenham ocorrido de forma
distinta, conforme a espécie e a regidao, principalmente durante os primeiros
passos da domesticacdo do arroz (Xu et al., 2012). Estes fatos ressaltam a
importancia de estudos de gendtipos de arroz vermelho e cultivado provindos do
Rio Grande do Sul, para possibilitar o melhor entendimento local do carater
degrane. Neste mesmo sentido, ha necessidade de verificacdo da existéncia da
mutacdo Go3;T, através do sequenciamento do gene Sh4. No entanto, o
sequenciamento desta regido € bastante dificil, pois o SNP localiza-se em uma
regido rica nas bases nitrogenadas guanina e citosina (GC), o que dificulta sua
amplificagcao (Pratyush et al., 2012).

Outros genes potencias relacionados ao degrane foram apresentados
através da técnica de mapa de haplétipos (Huang et al., 2010). O genoma de 517
gendtipos de arroz provindos da China foram fenotipados e sequenciados, o que

mostrou haver sete possiveis genes relacionados ao degrane distribuidos nos
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cromossomos dois, trés, cinco, oito, dez, onze e doze (Huang et al., 2010). Destes
sete possiveis genes (0s02g017090, 0Os02g0613200, Os04g04480900,
0s05g0117300, Os099053200, Os10g0137700 e Os119g0462100), seis foram
avaliados por Nunes (2012) quanto a sua expressao na regiao entre o pedicelo e
a flor de plantas de ecétipos de arroz vermelho e arroz cultivado. Neste estudo
verificou-se que os genes 0s02g0613200, Os05g0117300 e Os10g0137700 nao
foram expressos na regido entre o pedicelo e a flor aos dez dias apés a
polinizacdo (Nunes, 2012). Com relacdo aos genes s03g0745400,
0s08g0512400 e Os11g0148700, houve expressdo no momento e no tecido
vegetal analisados (Nunes, 2012). No entanto, estes trés genes nao estao
diretamente relacionados com o nivel de degrane, pois apresentaram 0 mesmo
padrdo de expressao relativa em genétipos com diferentes niveis de degrane
(Nunes, 2012).

Dois novos genes, OsCel9D e OsXTHS8, sao fortes candidatos ao
envolvimento com o processo de degrane em O. sativa (Nunes, 2012). As
enzimas codificadas por OsCel9D e OsXTHS8 estao relacionadas a quebra de
ligacbes quimicas que permitem desde uma nova conformacgéo da parede celular
até a degradacao das mesmas, no entanto, o estudo realizado por Roberts et al.,
(2002) nao avaliou a relacao destes genes com o processo de degrane em O.
sativa. Posteriormente, os genes OsCel9D (sinbnimo OsGLUT) e OsXTHS8
(sinbnimo OsXRT5) foram avaliados quanto a sua expressao relativa em fenétipos
contrastantes de degrane e apresentaram relagdo com o carater em estudo
(Nunes, 2012).

A expressao relativa do gene OsCel9D foi analisada em dois gendtipos
com alto degrane (AV 31 e AV 60) e dois genétipos de baixo degrane (Batatais e

Lacassine) (Nunes, 2012). Observou-se maior expressao relativa em gendtipos
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com baixo nivel de degrane, ou seja, verificou-se uma relagdo inversa entre o
nivel de expressao relativa e o nivel de degrane das sementes (Nunes, 2012). Isto
indica que a superexpressao deste gene reduziria o nivel de degrane em espécies
de O. sativa. O gene OsCel9D codifica uma proteina do tipo endo-1,4-beta-
glucanase. No genoma do arroz, endo-1,4-beta-D-glucanases formam uma familia
génica com 15 membros e cada um possui um padrao de expressao distinto em
diferentes érgaos (Zhou et al., 2006). Esta familia possui papel importante nos
processos de crescimento e desenvolvimento em plantas de arroz (Zhou et al.,
2006).

Com relagéo ao gene OsXTHS, as cultivares de arroz Batatais e Lacassine,
que apresentam baixo nivel de degrane, apresentaram expressao relativa inferior
ao controle AV 60, que possui alto degrane (Nunes, 2012). O gene OsXTH8
codifica uma enzima xyloglucan endotransglycosylase/ hydrolase que esta
relacionada com a clivagem de polimeros na parede celular (Rose et al., 2002). O
estudo da variacdao nucleotidica do gene OsXTHS8 realizado em 36 gendétipos
demonstrou apenas mutagdées no intron um do gene (Nunes, 2012). Verifica-se
que na posicdo 540 a maioria dos gendtipos apresentou o nucleotideo citosina,
somente seis genodtipos apresentaram o nucleotideo timina nesta posicao (Nunes,
2012). Na posicao 530 também foi verificada outra mutagdo, a maioria dos
gendtipos testados apresentaram o nucleotideo adenina, enquanto que onze
gendtipos apresentaram o nucleotideo guanina nesta posi¢cao (Nunes, 2012). No
entanto estas mutagdes ndo parecem ter uma relagdo com o nivel de degrane,
pois elas estdo presentes tanto em gendtipos com degrane, quanto naqueles sem
degrane (Nunes, 2012). Mesmo que o0 gene OsXTH8 tenha apresentado
envolvimento com o carater de degrane, as mutacdes encontradas até o

momento, ndo explicam os diferentes niveis de expressdo do gene em questéo.
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Conforme os resultados apontados acima, os genes OsCel9D e OsXTH8
podem de fato estar relacionados ao carater de degrane em O. sativa. No entanto,
mais estudos s&o necessarios, jA que o estudo realizado por Nunes (2012)
avaliou apenas a expressao destes genes em dois gendtipos com alto degrane
(AV 31 e AV 60) e dois gendtipos com baixo degrane (Batatais e Lacassine). Isto
ressalta a importancia de avaliar a expressao dos genes OsCel9D e OsXTH8 em
um numero maior de individuos, que apresentam fenétipos contrastantes quanto
ao carater de degrane.

Os progressos recentes no estudo da caracteristica do degrane,
principalmente, aqueles relacionados aos aspectos genéticos e moleculares,
podem facilitar o controle de arroz vermelho. Atualmente, propde-se a adogéo de
técnicas moleculares para mitigar o carater de degrane dos ecoétipos de arroz
vermelho. Ja que eventos transgénicos na cultura do arroz podem ser
inviabilizados através da ocorréncia da introgressdo genética, onde o gene
inserido é transmitido para o genoma de populagcées daninhas (Gealy et al.,
2003). Este fato ocorreu com as cultivares de arroz resistentes a imidazolononas,
pois estudos indicam que o fluxo génico a partir de plantas de arroz resistentes é
o fator preponderante da origem da resisténcia de arroz vermelho aos herbicidas
imidazolinonas no RS (Goulart, 2011). Isso faz da ocorréncia da introgressao
genética um processo indesejado, uma vez que pode dificultar o controle de
plantas daninhas, porque o gene introgredido traz vantagens adaptativas devido a
resisténcia a herbicidas. No entanto, a introgressao tera efeito benéfico se a
caracteristica inserida cause algum efeito negativo as plantas daninhas, ou seja,
selecdo negativa. O ponto chave é fazer com que a introgressao genética passe

do status de indesejada para desejada.
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Uma alternativa interessante seria o0 modelo de genes em série proposto

por Gressel & Valverde (2009). Este modelo pode ser utilizado na transformagéo
genética de cultivares de arroz, onde se inserem dois genes na planta, o gene de
interesse mais 0 gene mitigante (Al-Ahmad et al., 2004). O gene mitigante deve
possuir efeito positivo ou neutro na planta cultivada e efeito negativo na planta
daninha (Al-Ahmad et al., 2006). O trabalho realizado por Gressel & Valverde
(2009) sugere que genes de mitigacdo devem apresentar caracteristicas como
nanismo, baixo degrane, auséncia de dorméncia secundaria e suscetibilidade a
herbicidas. Neste sentido, a caracteristica de auséncia de degrane poderia ser
utilizada, j& que nas plantas cultivadas ela é importante e nas plantas de arroz
vermelho ela é indesejada devido a impossibilidade de dispersdo e aumento do
nuamero de sementes de arroz vermelho no solo. Isto possibilitaria a mitigacao do
problema relacionado a transgenia e proporcionaria maior controle do arroz
vermelho, pois ocasionaria problemas na perpetuacdo da planta daninha e
evitaria a presenca de plantas daninhas resistente a herbicidas (Gressel &
Valverde, 2009). Assim, é necessario um melhor entendimento de como o
degrane se comporta em ec6tipos de arroz vermelho do Sul do Brasil,

principalmente com relacao a quais genes estao envolvidos neste processo.

2.4 Dorméncia

2.4.1 Caracteristica adaptativa

A dorméncia das sementes € uma caracteristica na qual sementes viaveis
nao apresentam germinag¢do, mesmo sob condi¢des ambientais favoraveis a este
processo (Goggin et al., 2010). Esta caracteristica € um mecanismo evolutivo, que
provém da adaptacdo das espécies as condicdes ambientais em que se

reproduzem e permite a sobrevivéncia das sementes no solo, muitas vezes, por
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longos periodos (Delouche et al., 2007). O estado de dorméncia das sementes se
caracteriza por baixa atividade metabdlica e insensibilidade temporéria aos sinais
de promotores de crescimento (Graeber et al., 2012).

A dorméncia estd presente em grande parte das sementes das plantas
superiores e tem evoluido de forma diferente entre as espécies através da
adaptacdo ao ambiente predominante em que vivem (Finch-Savage & Leubner-
Metzger, 2006). Este mecanismo evoluiu de forma divergente, ja que atualmente
cada espécie pode responder a estimulos de inicio e superacado da dorméncia de
maneiras distintas, de acordo com a diversidade de climas e habitats nos quais
estas plantas estao submetidas (Graeber et al., 2012). Através desta adaptacao, o
momento da germinagdo pode evitar climas desfavoraveis para o estabelecimento
da nova planta. A dorméncia € um recurso que além de permitir que as sementes
figuem vidveis no solo por longos periodos, também possibilita a germinacao
escalonada de individuos, visando a perpetuacao da espécie (Gu et al., 2006).

Nas plantas cultivadas de arroz a alta dorméncia das sementes
normalmente € um carater indesejavel (Fogliatto et al., 2010). Entretanto, algum
grau de dorméncia torna-se vantajoso no desenvolvimento e maturacdo da
semente, pois a total falta de dorméncia poderia culminar na germinacao das
sementes ainda na panicula, o que ocorre com maior facilidade em cultivos sob
sistema irrigado ou devido a alta umidade relativa do ar no momento de
maturacao dos graos e pode ocasionar grande perda na produgao (Bewley, 1997;
Fogliatto et al., 2010). Durante os processos de domesticacdo de grande parte
das culturas, através dos processos de selegéo, foram removidos os mecanismos
de dorméncia presentes nas sementes dos ancestrais silvestres (Kilian et al.,

2009).
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As sementes das plantas daninhas frequentemente possuem elevada
dorméncia que permite que as mesmas persistam no solo por alguns anos antes
de iniciar a germinacao (Li et at., 2011). Este é um dos fatores que faz do arroz
vermelho a planta daninha com maior importancia na cultura arroz, pois além de
permitir que as sementes permanegam viaveis no solo, a dorméncia ocasiona a
germinacao, emergéncia, crescimento e desenvolvimento escalonado, o que
dificulta o seu controle (Delouche et al, 2007). Estas dificuldades ocorrem
principalmente no manejo pés-semeadura da cultura, ja que inviabiliza alguns
métodos de controle ou tornam estas praticas bastante onerosas. Ainda, a falta de
controle adequado desta planta daninha contribui para a reinfestacao e a continua
realimentagdo do banco de sementes do solo.
A dorméncia das sementes de Oryza sativa vem sendo estudada ha muitos
anos (Gu et al, 2003), mas os mecanismos de regulacdo da germinagdo e
dorméncia sdo pouco conhecidos (Graeber et al, 2012). Este mecanismo é
considerado por alguns autores como o fenémeno menos compreendido no
processo fisiolégico das sementes (Gu et al., 2003; Finch-Savage & Leubner-
Metzger, 2006). A complexidade do assunto e escassa quantidade de materiais
que descrevem os mecanismos de dorméncia das sementes em O. sativa faz com
que haja a necessidade de apresentar as informacdes ja obtida com outras

espeécies, para proporcionar o entendimento desta caracteristica em O. sativa.

2.4.1.1 Dorméncia e germinacao

Uma semente sem dorméncia tem a capacidade de germinar em ampla
gama de condigbes ambientais (Baskin & Baskin, 1998; 2004). A germinacao
inicia-se com a absorcdo de agua pela semente e termina com o alongamento do

eixo embrionario (radicula) (Bewley & Black, 1994). Além do requisito bésico de
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agua, oxigénio e temperatura apropriada, a semente também pode ser sensivel a
outros fatores, como a luz e/ou nitrato (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006).
Na maioria das sementes a captagao de agua para a germinagao € trifasica: Na
fase I, chamada de embebigéo, ocorre uma absorgéao inicial rapida; Seguida por
uma fase de platd, fase IlI; Na fase lll finalmente ocorre um aumento adicional na
absorcao de agua, que acontece quando o eixo embrionario alonga e rompe as
camadas que envolvem a semente (Manz et al., 2005). Assim, o sinal que
evidencia que a germinacao esta completa é a formacao e saida da radicula, que
caracteriza o processo chamado de germinagéo visivel (Bewley, 1997).
Praticamente todos o0s eventos metabdlicos que ocorrem antes da
conclusdo da germinacdo em sementes sem dorméncia, também ocorrem em
sementes dormentes embebidas (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006). Na
verdade, 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 germinacdo, mas por algum motivo desconhecido o eixo
embriondrio (radicula) ndo alonga (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006).
Ainda, em muitas sementes isto ocorre quando ha a presenca de determinadas
substancias, como o acido abscisico (ABA), que faz com que o embrido continue

se desenvolvendo, mas ndo desenvolve a radicula (Nonogaki, 2006).

2.4.1.2 Classificacao da dorméncia de sementes

O fato da dorméncia ser um carater muito variavel entre espécies e ainda
ser uma caracteristica quantitativa, cuja profundidade varia ao longo tempo
(Graeber et al., 2012), faz com que existam inumeros tipos e classificacées para

este carater. A dorméncia pode ser dividida em primaria e secundaria (Hilhorst,
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1995; 1998). Dorméncia primaria € induzida durante a fase de maturagdo da
semente e atinge nivel elevado em sementes recém colhidas, reduzindo
lentamente durante o armazenamento. Condigdes especificas também podem
reduzir a dorméncia, como por exemplo, altas ou baixas temperaturas por
determinado periodo (Hilhorst, 1995; 1998). No entanto, ao invés de reduzir ao
longo do tempo, a dorméncia também pode ser re-induzida ou passar a existir em
sementes que antes nao apresentavam dorméncia, este evento é chamado de
dorméncia secundaria (Hilhorst, 1995; 1998). A dorméncia secuntaria ocorre
quando as condi¢des para a germinagao, como por exemplo luz, estdo faltando
(Hilhorst, 1998; Graeber et al., 2012). Um estudo realizado no sul do Brasil avaliou
cinco ecotipos de arroz vermelho e verificou que quando estes ec6tipos foram
enterrados a 30 cm de profundidade, quatro dos cinco ecétipos analisados
apresentavam dorméncia secundaria (Peske et al, 1997). Acredita-se que a
dorméncia secundaria verificada aconteceu em fungédo da pouca disponibilidade
de luz encontrada aos 30 cm da supeficie do solo (Peske et al., 1997).

Outro sistema bastante aceito e utilizado na classificacdo da dorméncia das
sementes foi proposto por Nikolaeva (1967) e reformulado por Baskin & Baskin
(2004), que considera o fato de que a dorméncia é determinada por propriedades
morfoldgicas e fisiologicas da semente (Graeber et al., 2012). Com base nesse
esquema, foi proposto uma classificagdo abrangente que inclui cinco classes de
dorméncia: fisiologica, morfologica, morfofisioldgica, fisica e combinacional
(Baskin & Baskin, 2004). No entanto esta classificcdo é pouco utilizada na
descri¢do de O. sativa e por isto ndo serd abordada no presente estudo.

A classificacdo mais comumente utilizada no arroz divide a dorméncia das
sementes em duas categorias (Vieira & Barros, 1994). A primeira relaciona-se ao

fato da semente ndo conseguir completar o processo germinativo, pois o embrido
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tem seu crescimento limitado pelas estruturas fisicas, mecanicas ou quimicas do
tegumento, pericarpo, pélea, lema ou glumas que envolvem o grdo, também
chamada de dorméncia exdégena (Vieira & Barros, 1994). A segunda categoria
deve-se a incapacidade do embrido germinar por si, devido a fatores fisiologicos,
ou a imaturidade do embrido, a qual é reduzida com o aumento do tempo pos-
colheita, chamada de dorméncia enddgena (Vieira & Barros, 1994). Assim, a
dorméncia enddgena é causada por algum bloqueio da germinacao relacionada
ao proprio embrido ou tecidos. Quando a dorméncia envolve processos
metabdlicos é conhecida como fisiolégica e, quando estd relacionada as
sementes com embrido ndo completamente desenvolvido € descrita como
morfolégica (Menezes et al., 2009).

O arroz vermelho pode apresentar ambas as categorias de dorméncia
(exégena e endogena) e em diferentes graus de ocorréncia (Menezes et al.,
2009), o que faz com que as classificagdes percam um pouco a sua importancia.
Neste caso, as diferencas na categoria e grau de dorméncia nao estdo
relacionadas apenas com as caracteristicas genéticas das populacdes, bidtipos
ou mesmo cultivares de O. sativa, mas também as condicées ambientais vigentes
durante o desenvolvimento das sementes e a posicao das cariopses na panicula
(Delatorre, 1999). Neste sentido, além da variacdo de intensidade de dorméncia
entre bidtipos e conforme as condicbes ambientais, ainda pode haver variagcdo em
uma mesma planta, e na mesma panicula (Delatorre, 1999). Esta intensidade
pode variar em questdes de dias, ou até anos, o que torna este mecanismo de
sobrevivéncia bastante eficiente, pois possibilita que pelo menos parte das
sementes geradas germinem sob condi¢des favoraveis ao seu estabelecimento

(Delouche et al., 2007).
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Um dos fatores que contribui para agravar a intensidade de populagdes
com caracteristicas divergentes quanto a dorméncia das sementes é a ocorréncia
de cruzamentos naturais que acontecem entre o arroz cultivado e arroz vermelho
(Noldin et al, 1999; Menezes et al., 2002). Isto contribui para aumentar a
diversidade nas populacdes daninhas e favorece o aparecimento de ecotipos com
comportamento e caracteristicas similares as cultivares utilizadas nas lavouras
orizicolas (Schawanke et al., 2008). Além de dificultar as recomendagdes de
manejo para o arroz vermelho (Noldin et al, 1999), dificulta o estudo das
caracteristicas desta planta daninha, pois deve-se tomar o cuidado de que as
populacbes de arroz vermelho em estudo, de fato apresentam as caracteristicas
desejadas em questéo.

Um trabalho que avaliou ecétipos de arroz vermelho procedentes de
lavouras de arroz irrigado do Rio Grande do Sul e Santa Catarina verificou alta
variabilidade quanto as caracteristicas das sementes e a intensidade e duracao
da dorméncia (Shawanke et al, 2008). Dos 16 ecotipos de arroz vermelho
analisados neste trabalho, nove apresentaram sementes totalmente dormentes
(100%) até os 30 dias apds a colheita (DAC). Quatro ecotipos apresentaram suas
sementes dormentes até os 60 DAC e outros trés ecétipos apresentaram
dorméncia até aos 150 DAC (Shawanke et al., 2008). O trabalho realizado por
Andres & Machado (2004) também afirmam que os diferentes ecoétipos de arroz
vermelho encontrados nas lavouras gauchas apresentam variabilidade para as
caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas, até mesmo em eco6tipos provenientes
da mesma regido.

Diante destas informacdes é possivel verificar a importancia de conhecer
as caracteristicas das populagdes em estudo. Neste sentido, o presente trabalho

deu importancia e énfase para a fenotipagem das cultivares de arroz, ecotipos de
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arroz vermelho e espécie silvestre O. glaberrima, afim de verificar fendtipos
contrastantes para o carater de dorméncia. Pois tdo importante quanto a anélise
genotipica é a andlise fenotipica do carater em estudo, que possibilita avaliar

precisamente os processos existentes com base nos fenétipos contrastantes.

2.4.1.3 Causas da dorméncia em Oryza spp.

A dorméncia das sementes em Oryza sativa pode estar relacionada com a
regulacdo hormonal, composicdo da semente, aspectos genéticos e moleculares
(Graeber et al., 2012). Varios dos tecidos que compdem a semente podem
contribuir para o seu nivel de dorméncia. Acredita-se inclusive que a casca das
sementes de arroz impede a penetragdo de oxigénio para que se realize o
processo germinativo e que, também a casca, consome 0 oxigénio deixando-0
indisponivel para o embrido (Bewley & Black, 1994). Outro fator bastante
importante para a dorméncia das sementes esta relacionado a questdo hormonal.
O papel dos horménios acido abscisico e &cido giberélico ja foi reconhecido na
regulacdo da dorméncia e germinacao das sementes (Graeber et al., 2012).
Alguns estudos mostraram também que etileno e auxinas teriam fundamental
importancia no processo de germinagdao das sementes dormentes (Koornneef et
al., 2002; Gubler et al., 2005). Contudo, atualmente acredita-se que os hormdnios
acido abscisico (ABA) e giberelinas (GA) sejam as principais reguladores deste
mecanismo (Liu et al., 2011). Em particular, o equilibrio entre os niveis destes
dois hormdnios e suas respectivas vias de sinalizacao sao importantes na indugao
e manutencdo da dorméncia assim como na promogado da germinacao
(Finkelstein et al., 2008).

ABA pode inibir a germinacao e sua acumulagcdo correlaciona-se com o

aparecimento da dorméncia (Liu et al., 2011). Estudos genéticos tém mostrado
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que ABA quando produzido por tecidos maternos ou exdégenos ndo é suficiente
para induzir a dorméncia, o que faz com que este tipo de dorméncia dependa da
sintese de ABA no embrido e/ou endosperma (Finkelstein et al., 2008). Na fase de
enchimento dos graos ocorre 0 acumulo de ABA, e a ocorréncia de germinacao
precoce é em geral associada a deficiéncias na sintese ou na sensibilidade ao
ABA (Delatorre, 1999). A forma de acao deste fitormbnio no mecanismo de
dorméncia ainda nao é totalmente compreendida, acredita-se que na presenca
deste horménio a entrada de agua na semente seja inibida (Welbaum et al., 1990)
ou ocorra ativacdo de determinados genes (Delatorre, 1999). Em sementes de
arroz cultivado, em cultivares com alta dorméncia (PA64s) o teor de ABA nas foi o
dobro daquele encontrado nas sementes de arroz com baixa dorméncia (9311)
(Liu et al, 2011). No entanto, os teores de ABA em arroz vermelho ndo foram
avaliados até o momento. Assim, um dos genes selecionados para analise no
presente estudo esta relacionado ao catabolismo de ABA como forma de
avaliagao indireta da importancia deste horménio na dorméncia de sementes em
arroz vermelho.

As giberelinas sao conhecidas por estimular a germinacao de sementes em
varias espécies, principalmente nos cereais (Bewley, 1997). Em sementes de
arroz verificou-se reducao parcial da dorméncia com aplicacao exdégena de acido
giberélico, tendo seu efeito aumentado com o avango da idade pdés-colheita
(Bewley, 1997). A dorméncia das sementes € menor em sementes com teores
enddgenos maiores deste composto (Liu et al.,, 2011). Acredita-se que o &cido
giberélico estimula a germinagéo através da indugcédo de enzimas hidroliticas que
enfraquecem os tecidos, como endosperma e tegumento, fazem a mobilizagdo de
substacias de reserva das sementes e estimulam a expansdao do embrido

(Finkelstein et al. 2008). Na ultima década foram identificados mais alguns fatores
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que influenciam no carater de dorméncia, incluindo genes especificos, fatores de

cromatina e processos ndo enzimaticos (Finkelstein et al. 2008).

2.4.2 Aspectos genéticos e moleculares

A dorméncia das sementes é considerada um carater genético complexo,
controlado por multiplos genes (QTLs), os quais sdo regulados em funcao das
condicdes ambientais onde as plantas estao submetidas (Wan et al., 2006; Xie et
al., 2011). Acredita-se que a intensidade e o periodo da dorméncia devem ser
controlados por uma interacdo genética com o ambiente. No entanto, andlises
genéticas apontam presencga de genes principais relacionados a dorméncia em
acessos de arroz vermelho (Gu et al, 2003). Estudos que analisaram
geneticamente a dorméncia em arroz, usando QTLs, mostraram que loci que
controlam esta caracteristica estdo presentes em todos os cromossomos de arroz
(Lin, et al.,, 1998; Cai & Morishima, 2000; Miura et al., 2002; Dong et al., 2003; Gu
et al., 2003; Wan et al., 2006; Li et al., 2011; Xie et al., 2011).

Atualmente ha registros de 164 QTLs associados a dorméncia das
sementes de arroz descritos como loci gSD, gDOR, Sdr, sd, ou sQD, que podem
ser encontrados no banco de dados referente a QTLs do familia Poaceae
(www.gramene.org/qtl/index.html). Um numero consideravel destes QTLs também
esté relacionado a outras caracteristicas do arroz vermelho, como debulha natural
das sementes, comprimento da arista, cor do pericarpo e da casca do gréao (Ji et
al., 2006). Acredita-se inclusive que as caracteristicas de cor do pericarpo,
degrane, dorméncia e longevidade das sementes s&o caracteres inseparaveis,
pois quando realizado mapeamento 0s respectivos locus mostram-se muito
proximos, de tal modo que estas caracteristicas sao referidas como um bloco de

domesticacdo, algumas destas podem ser inclusive controladas por um uUnico
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locus (Finkelstein et al., 2008). Contudo, poucos QTLs relacionados a dorméncia
foram mapeados com precisdo. Dentre estes, tem-se o locus Sdr1, que encontra-
se no brago curto do cromossomo trés e outro, gSD12, localizado no brago longo
do cromossomo 12 (Takeuchi et al.,, 2003; Gu et al., 2010). Outros quatro QTLs
(qGR2, gGR5, qGR6 e qGR10) foram apontados como fatores relacionados a
dorméncia das sementes (Li et al, 2011b). Estes QTLs estdo localizados
respectivamente nos cromossomos dois, cinco, seis e dez e foram identificados
através do estudo de um conjunto de 143 linhagens de arroz (O. sativa), cada
uma contendo pequenos fragmentos de uma variedade jap6nica — Nipponbare, e
uma uniformidade genética de uma variedade indica — Zhenshan97 (Li et al.,
2011b).

Recentemente foram relatados estudos sobre os genes OsCYP707A5 (Liu
et al., 2011), OsMADS29 (Li et al., 2011) e Sdr4 (Sugimoto et al., 2010). Através
dos resultados encontrados nestes trabalhos é possivel considerar estes trés
genes como possiveis candidatos a desempenhar algum papel nos mecanismos
de dorméncia das sementes do arroz vermelho. O gene OsCYP707A5 pode
ocasionar variagoes funcionais nos estados de dorméncia de sementes reguladas
por acido abscisico (ABA) e acido giberélico (GA) (Liu et al., 2011). Ja o gene
OsMADS29 apresentou expressao elevada em espiguetas e paniculas, e pouca
expressdo em brotos, folhas e raizes. Este gene pode estar relacionado com a
auséncia do carater de dorméncia, pois é expresso preferencialmente durante a
maturacdo e germinacdo das sementes (Li et al, 2011). O gene Sdr4, foi
identificado no brago longo do cromossomo sete, e observou-se contribuigdo
substancial deste QTL para as diferengcas de dorméncia entre as cultivares
Nipponbare (japonica) e Kasalath (indica) (Sugimoto et al., 2010). No entanto,

verificou-se a expressdo destes genes apenas em determinadas etapas no
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desenvolvimento da semente. O presente estudo visou avaliar conjuntamente a
expressao relativa dos genes OsCYP707A5, Sdr4 e OsMADS29 em etapas
fisiologicas distintas da semente, de forma a verificar o comportamento destes
genes desde a formacdo do embrido até a germinagdo visivel, e apontar o
possivel papel no carater de dorméncia das sementes em arroz vermelho.

Varios fatores fisiolégicos estdo envolvidos na taxa de germinagdo das
sementes. Estes fatores incluem o enfraquecimento da parede celular ou do
endosperma periférico e podem ocasionar a decomposi¢cao ou sintese de alguns
componentes armazenados na semente (Nonogaki, 2006). Outros fatores podem
funcionar como reguladores, como é o caso dos hormdnios ABA e GA (Koornneef
et al., 2002). A deficiéncia de ABA durante o desenvolvimento de sementes esta
associada com a auséncia de dorméncia primaria em sementes maduras, por isso
este fitormonio é conhecido por desempenhar um papel na indu¢do da dorméncia
(Gu et al., 2010). A superexpressdao de genes de biossintese de ABA pode
aumentar o conteudo de ABA nas sementes e aumentar a dorméncia nas
mesmas, e assim, ocasionar demora na germinagado (Liu et al., 2011). ABA
desempenha importante papel em muitos processos celulares, incluindo o
desenvolvimento da semente, dorméncia e germinacao, crescimento vegetativo e
respostas aos estresses ambientais (Koornneef et al., 2002). Sendo que a
diminuicdo na quantidade de ABA e aumento na sensibilidade de GA ocasiona a
transicdo do estado dormente ao estado ndo dormente da semente (Liu et al.,
2011).

As principais enzimas envolvidas no metabolismo de ABA e GA foram
identificadas (Seo et al., 2006). Verificou-se que genes catabdlicos CYP707A
codificam a ABA 8'-hidroxilase (Seo et al., 2006; Lefebvre et al., 2006; Yang &

Guo, 2007). Liu et al. (2011) verificaram que o arroz possui trés CYP707A, destes
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trés, o gene OsCYP707A5 apresenta maior importancia. Mais especificamente, foi
verificado dois Indels de 306 pb na sequéncia codificadora e dois Indels de 260 pb
a montante da regido reguladora do OsCYP707A5, nas diferentes cultivares de
arroz analisadas. Estes resultados apontaram que as variagdes Indels na
sequéncia de nucleotideos do gene OsCYP707A5 podem ocasionar variacoes
funcionais e variagdes nos estados de dorméncia de sementes reguladas por ABA
e GA (Liu et al., 2011).

Com relagdo ao gene OsMADS29 (Loc_0s02g07430), através da analise
da F2 provinda de um cruzamento de uma variedade japénica (alta dorméncia)
com uma variedade indica (baixa dorméncia), confirmou-se a relacdo do qGR2
com a auséncia do carater de dorméncia e identificaram-se trés genes putativos
(Loc_0s02907410, Loc_0s02g07420 e Loc_0s02g07430) presentes neste QTL
(Li et al, 2011b). Os genes Loc_0s02g07410 e Loc_0s02g07420 nao foram
expressos durante a germinagdo de sementes, em nenhuma das linhagens
estudadas. Com relacdo ao Loc 0s02g07430 (OsMADSZ29), verificou-se
expressao elevada do mesmo em espiguetas e paniculas e pouca expressao em
brotos, folhas e raizes, indicando que o gene, esta relacionado com o carater de
dorméncia das sementes, pois é expresso preferencialmente durante a maturacao
e germinacao das sementes (Li et al., 2011a). Este mesmo trabalho desenvolveu
um marcador (RM 12532), associado com este gene relacionado a dorméncia em
arroz (Li et al., 2011a).

O gene Sdr4 apresentou contribuicdo substancial para as diferencas de
dorméncia entre as cultivares Nipponbare (japonica) e Kasalath (indica) (Sugimoto
et al., 2010). A cultivar japbnica possui apenas o alelo Nipponbare (Sdr4-n) e
apresenta dorméncia reduzida. Ja o grupo indica, que possui tanto o alelo

Kasalath (Sd4-k) quanto o alelo Sdr4-n, apresenta dorméncia das sementes mais
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pronunciada. Considerando que Srd4-k também é encontrado no ancestral O.
rufipogon, enquanto Sdr4-n parece ter sido originado de pelo menos dois eventos
de mutacdo do alelo presente nesta espécie ancestral, acredita-se que Sdr4
possa estar envolvido no processo de domesticacdo do arroz (Sugimoto et al.,
2010). Sdr4 codifica uma nova proteina, que apresenta sequéncia de aminoacidos
que nao tem similaridade com proteinas de fungdes conhecidas. A expresséo do
Sdr4 é regulada por OsVP1, que regula o potencial de dorméncia das sementes e
reprime a expressao de genes de germinacgao, sugerindo que Sdr4 atua como um
regulador intermediario de dorméncia no programa de maturacdo das sementes
(Sugimoto et al., 2010). Outro trabalho que também realizou estudo do gene Sar4
avaliou uma populacdo da espécie O. sativa, composta por 240 linhagens
recombinantes (Li et al., 2011a). Neste trabalho foi encontrado que este gene esta
localizado na regido qDGR7, exatamente entre os marcadores RM70 e R1245, no
cromossomo sete e que sua expressao apresenta importancia para o carater de
dorméncia das sementes (Li et al., 2011a).

Através dos estudos apresentados até o momento é possivel observar a
diversidade de informagdes relacionadas a caracteristica da dorméncia. No
entanto, estas informacées sao ainda pouco concisas, em funcdo da
complexidade deste carater a comecar pelo fato de que a dorméncia é geralmente
medida de forma indireta, e pela utilizagdo apenas da taxa de germinacgdo. Isto
gera inumeros entraves para o entendimento deste carater, pois muitas vezes
caracteristicas como dorméncia primaria e secundaria sdo totalmente ignoradas
nos estudos e nao utiliza-se um padrdo metodologico para o estudo desta
caracteristica. Além disso, a dorméncia fisioldégica das sementes é um mecanismo
evolutivo, que provém da adaptacdo das espécies as condicbes ambientais

(Delouche et al., 2007) e permite assim que cada espécie ou até mesmo planta,
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desenvolva mecanismos distintos, conforme o ambiente que estao inseridas.
Estes fatos remetem a necessidade de mais estudos focados a este assunto, a
fim de melhor compreender a dorméncia das sementes em arroz vermelho. Pela
complexidade e diversidade do carater faz-se necessario inicialmente a
identificacdo de populagcdes que apresentam niveis de dorméncia contrastantes.
Embora ja exista algum conhecimento da regulacdo génica da dorméncia de
sementes em arroz cultivado, poucas informacdes desta natureza sao existentes
para o arroz vermelho. O presente trabalho prop6s-se a investigar a expressao
dos genes OsCYP707A5, OsMADS29 e SDR4 desde a formagao do embrido até
a germinacado visivel, e apontar o possivel papel destes genes no carater de
dorméncia das sementes. O melhor entendimento dos véarios genes envolvidos
neste mecanismo proporciona conhecimentos especificos, que associados aos
resultados de estudos fisioldégicos deste processo, poderdo oferecer informacoes
detalhadas para o desenvolvimento de estratégias de controle para esta planta
daninha. Como por exemplo, técnicas de modelo de genes em série com
utilizacao de gene mitigante, citado do item 2.3.3 do degrane podem também ser

utilizadas tendo a dorméncia como carater de utilizagao.



3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério da Flora Ruderal
(LAFLOR), no Laboratério de Fisiologia Vegetal e no Laboratério de Biologia
Molecular do Departamento de Plantas de Lavoura da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS) em Porto Alegre/RS. Os estudos foram divididos em
duas etapas principais, a primeira esta relacionada ao degrane, descrita no item
3.1, e a segunda esta relacionada a dorméncia das sementes, descrita no item

3.2.

3.1  Degrane

3.1.1 Material vegetal

O material vegetal constituiu de nove cultivares de arroz, sete ecétipos de
arroz vermelho e O. glaberrima, que neste trabalho sera considerada espécie
silvestre (Tabela 1). Estes gendtipos foram escolhidos a partir de trabalhos
anteriores que avaliaram o degrane em 18 cultivares de arroz, 16 ecétipos de
arroz vermelho e duas espécies silvestres, em duas safras (2008/2009 e
2010/2011) (Nunes, 2012). Para possibilitar o estudo da expressao de genes
relacionados ao degrane foram escolhidos genoétipos com baixo, médio e alto
degrane, que apresentaram comportamento semelhante nas safras 2008/2009 e

2010/2011, a partir dos resultados obtidos por Nunes, (2012) (Tabela 1).
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TABELA 1. Denominagao, tipo, espécie, fornecedor, origem e nivel de degrane
conforme Nunes, (2012) dos genotipos analisados no estudo de degrane.
Porto Alegre, RS, 2013.

Gendtipo Tipo Espécie Fornecedor/ Degrane
Origem (Nunes, 2012)

AV 04 daninho O. sativa IRGA RS/BR alto
AV 31 daninho O. sativa IRGA RS/BR médio
AV 53 daninho O. sativa IRGA RS/BR alto
AV 60 daninho O. sativa IRGA RS/BR alto

AV 109 daninho O. sativa IRGA RS/BR alto

AV 172 daninho O. sativa IRGA RS/BR alto

AV 503 daninho O. sativa IRGA RS/BR alto

Cica 08 cultivado O. sativasub. indica  EPAGRI SC/ BR médio
Batatais cultivado O. sativasub. indica  EPAGRI SC/ BR baixo
EEI 23 cultivado O. sativasub. indica  EPAGRI SC/ BR baixo
EEI 31 cultivado O. sativa sub. indica  EPAGRI SC/ BR baixo
Empasc 100  cultivado O. sativa sub. indica  EPAGRI SC/ BR baixo
Epagri 109 cultivado O. sativa sub. indica  EPAGRI SC/ BR médio
IRGA 417 cultivado O. sativa sub. indica IRGA RS/ BR médio
Lacassine cultivado O. sativasub. indica  EPAGRI SC/ BR médio
Nipponbare  cultivado  O. sativa sub. japonica EPAGRI SC/ BR baixo
Glaberrima silvestre/ O. glaberrima UFRGS RS/ BR baixo
cultivado

Inicialmente as sementes foram submetidas a condigbes ideais para o
processo de germinacgdo, conforme método descrito por Zhang et al. (2004). As
sementes foram colocadas em papel germinador com tamanho de 25 x 40 cm,
fechados na forma de rolos e posicionados verticalmente em recipiente com
capacidade de 1000 mL. Uma lamina de 4gua destilada com aproximadamente 20
mm foi preservada em cada recipiente. As sementes foram mantidas em camara
de germinacdo sob temperatura de 25°C por cinco dias. No dia 27/11/2011
quando as sementes apresentavam radicula maior que 1 mm foi realizado o
transplante para tanques de concreto com dimensao de 1,20 x 1,10 x 0,80 m, que
continham solo hidromérfico classificado como gleissolo, localizados no LAFLOR.
As sementes foram dispostas em linhas de 1,0 m de comprimento, com
espagamento entre linha de 25 cm, e, com densidade de 50 plantas por metro
linear. A adubacao do solo e 0 manejo das plantas foram realizados conforme
recomendacées SOSBAI (2010). Inicialmente a irrigacéo foi realizada através da

manutencao do solo saturado. Quando as plantas atingiram o estagio de quatro
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folhas a irrigagéo foi realizada pela manutencdo de lamina de agua de 6 cm
através de um sistema de boias. A adubacéo de cobertura foi de 40 kg ha™ de N
no inicio da diferenciagdo do primérdio floral. O controle de doengas e pragas foi
realizado com o fungicida azoxystrobin e o inseticida malationa, nas doses de 100

e 500 gi.a ha™, respectivamente.

3.1.2 Avaliacao fenotipica do degrane em populacoes de Oryza spp.

O experimento foi conduzido em delineamento completamente casualizado
com quatro repeticdes. O nivel de degrane foi avaliado em quatro paniculas por
gendtipos e cinco grdaos da parte mediana de cada panicula. As analises foram
realizadas quando as plantas encontravam-se no inicio da maturagado dos graos.
Foi considerada planta madura aquela que apresentava visualmente mais de dois
tercos de suas paniculas totalmente dobradas e suas sementes resistentes a
pressdao da unha. O nivel de degrane foi realizado através da determinagéo
quantitativa da “Resisténcia a Tensao de Ruptura” (RTR). 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
0 grao de arroz. Apés, foi realizado o tensionamento do aparelho no sentido
vertical até que o gréao 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 (Apéndice 1),
quando significativo, aplicou-se o teste Tukey (p<0,05) para comparagao entre
médias através do programa SAS 9.0 (SAS Institute, 2004). A expressao dos

resultados foi realizada de forma gréfica através da média e do desvio padrao de
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cada genotipo avaliado. Os gréaficos foram gerados com o uso do programa

Sigmaplot 12.0.

3.1.3 Expressao de genes relacionados a parede celular e ao degrane
através de RT-PCR em tempo real

O presente trabalho constou da avaliacao da expressao relativa de genes
relacionados a parede celular, OsXTH8 e OsCel9D, e do gene Sh4, que possui
acao comprovada sobre o degrane (Ji et al, 2006), através da utilizacao de
técnica de RT-PCR em tempo real. Com base em estudos realizados por Nunes
(2012) foram escolhidos dois genes com possivel relagdo com o carater de
degrane, OsXTH8 e OsCel9D. Estes genes foram associados ao degrane em dois
gendtipos com alto degrane (AV31 e AV60) e dois gendtipos com baixo degrane
(Batatais e Lacassine) (Nunes, 2012). O gene Sh4 foi escolhido devido a
resultados controversos na literatura (Li et al., 2006b; Akasaka et al., 2011;
Nunes, 2012; Zhu et al., 2012). Os genétipos utilizados para este estudo foram os

mesmos utilizados para a fenotipagem (Tabela 1).

3.1.3.1 Extracado de RNA e sintese de cDNA

O estudo da expressao foi realizado na regido de ligacdo da flor com o
pedicelo. O material coletado consistiu de aproximadamente 1 mm da regido do
pedicelo e de 1,5 mm da regido da flor (Figura 1B). A definicdo desta regiéo foi
determinada em fungao de trabalhos da literatura que determinaram a expressao
de genes na zona de abscisdo que corresponde a esta estrutura anatémica (Ji et
al., 2006; Li et al., 2006b). A obtencdo deste material foi realizada para os
gendtipos descritos no item 3.1.1. As paniculas foram marcadas com uma fita no

dia em que ocorreu a antese na parte mediana da panicula (Figura 1A). Dez dias
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ap6s foi realizada a coleta do material através do corte da estrutura desejada,
com laminas descartaveis de metal e auxilio de régua. O procedimento era
realizado com materiais esterilizados, para evitar a contaminagdo com RNase.
Imediatamente apds o corte o material vegetal foi depositado em nitrogénio
liquido (LN2). Em cada panicula foram coletadas 30 juncdes pedicelo-flor da parte
mediana da panicula, equivalente a 30 mg de material vegetal, que correspondeu

a uma repeticdo. Cada gendétipo contou com trés repeticoes.

FIGURA 1. Parte mediana da panicula apresentando antese (A). Regiao de estudo da
expressao dos genes relacionados ao degrane, ligagdo da flor (1,5 mm)
com o pedicelo (1 mm) (B). Porto Alegre, RS. 2013

A extracdo do RNA foi realizada pelo método Trizole. Inicialmente, o
material vegetal foi macerado em LN2, e imediatamente apos foi adicionado 300
ML do reagente Trizole (Invitrogen). Os tubos foram agitados no vortex por 15 seg
duas vezes. Apos, as amostras foram centrifugadas a 11.180 g durante 15 min a
4°C, o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1,5 ml. Em
seguida 60 pL de cloroférmio foi adicionado a cada tubo, que foi agitado
vigorosamente em vortex durante 15 seg. Os tubos foram incubados em
temperatura ambiente durante 5 min e centrifugados a 11.180 g durante 15 min a
4°C. A fase aquosa foi transferida para um novo microtubo de 1,5 ml. Neste
momento foi adicionado a solucao precipitadora de RNA (0,8 M citrato de sddio e

1,2 M NaCl) e isopropanol gelado, na quantidade correspondente a metade do
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volume da fase aquosa transferida para o novo tubo. Apds os tubos foram
invertidos gentilmente para misturar a solugéo, e foram incubados durante 10 min
em temperatura ambiente. Posteriormente os tubos foram centrifugados a 11.180
g durante 15 min a 4°C para formagédo do precipitado. O sobrenadante oriundo
deste processo foi descartado e o precipitado lavado com etanol 70%, agitado
brevemente no vortex e centrifugado a 7.155 g durante 5 min a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado seco durante 10 min em estufa com
circulacao de ar seco a 35°C. Finalmente, o precipitado foi ressuspendido em 50
ML de agua livre de RNase, incubado durante 10 min a 60°C, centrifugado a 7.155
g durante 5 min a 4°C (para precipitar o material insoluvel) e o sobrenadante
transferido para um novo microtubo.

O RNA foi quantificado em espectrofotometro (Genesys 2™, Thermo
Spectronic), em comprimento de onda de 260 nm e diluido em agua livre de
RNAse a 1 ug uL™". Cada amostra foi incubada com DNAsea | (Invitrogen) em uma
quantidade de 3 ug de RNA total, conforme recomendacdes do fabricante.

A etapa seguinte constou da obtencéo da fita de cDNA que corresponde a
fita complementar de DNA, a partir do RNA, com a utilizacdo da transcriptase
reversa SuperScripte Il (Invitrogen). Nesta etapa utilizaram-se os tubos de 0,2 mL
contendo 1 pg de RNA total, purificado na etapa anterior. Os tubos foram
mantidos no gelo e adicionou-se a cada tubo 1 pL do mix primers-oligo (dT) (50
pMM), 1 L dNTPs Mix (10 uM de cada nucleotideo) e agua MiliQ para completar o
volume total de 14 yL. Em seguida os tubos foram agitados no vortex for 15 seg e
incubados por 5 min a 65°C em termociclador Eppendorf Mastercyclere
(Eppendorf). Posteriormente foram incubados em gelo durante pelo menos 1 min.
Ap6és foi adicionado a cada tudo 4 uL 5X First-Strand Buffer, 1 yL 0,1 M DTT e 1

pL de SuperScripte Il RT (200 units/ pyL). Os tubos foram invertidos gentilmente
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para misturar a solucao e foram incubados por 50 min a 50°C em termociclador.

Em seguida a reacao foi inativada por aguecimento a 70°C durante 15 min.

3.1.3.2 Primers utilizados
Os primers utilizados foram sintetizados conforme sequéncia nucleotidica
descrita por Nunes (2012). Na Tabela 2 encontram-se as sequéncias dos primers,

temperatura de pareamento e tamanho do fragmento esperado.

TABELA 2. Sequéncias dos primers utilizados para RT-PCR em tempo real,
temperatura de pareamento e tamanho do fragmento esperado.

A Fragmento
Gene Primer Sequéncia Tm' esperado
(523 (ob)
Genes relacionados a parede celular
OsCel9D 0s03g0329500_F TTGGCCATATCCGTGATACC 60,6 211
0s03g0329500_R TCTGAACAAGCATGGCACTC 60,0
OsXTH8 0s08g0237000_F CCATCCATTCGTTCTCCATT 59,8 196
Os08g0237000_ R GTGCTCACTTGCTCAGCATC 59,7
Gene relacionado ao degrane
Sha Sh4SNPd_F GAGAGCACCTCGGAGAGC 59,7 290
Sh4SNPd_R ACCAGTGCAATGACAAGTGG 60,0
Genes constitutivos testados
Actin 2 Actin_F TTTCCAAGGGTGAGTATGATGAG 79 124
¢ Actin_R ACACAGGACACAAAAGCCAACTA
28s 28s rRNA_F CTGATCTTCTGTGAAGGGT 84 151
rRNA 28s rRNA_R TGATAGAACTCGTAATGGGC
GADPH_F CTTTGTTGGTGACAGCAGG
GADPH GADPH_R GGACAGAGGCAATGTACC 82 149

'"Temperatura em °C de pareamento do primer.
2 Temperatura em °C do amplicon.

3.1.3.3 Reacao de RT-PCR em tempo real

A andlise da amplificacdo em tempo real foi realizada em equipamento
7300 Real-Time PCR Systeme (Applied Biosystems) em placas contendo 96
pocos PCR-96M2 — HS — Ce (Axygen) com selador MicroAmpe Optical Adhesive

Film (Applied Biosystems). As amostras sintetizadas de cDNA foram diluidas na



46
propor¢do de 1:100 (cDNA: agua destilada), as quais foram utilizadas em
quadruplicata. Como controle endégeno da PCR Tempo Real, foram testados os
genes constitutivos GAPDH, Actin e 28 S rRNA (Tabela 2). Apés estes testes, foi
realizada a escolha do gene 28S rRNA para utilizagdo como controle enddgeno.
O controle negativo consistiu da substituicdo do cDNA por agua.

As reacdes foram realizadas com base no seguinte protocolo: 10 yL da
amostra de cDNA (diluida 1:100) em agua MiliQ; 10 pyL dos constituintes da
reacdo composta de 2 pL tampao 10X, 0,5 uL dNTPs (10 pM de cada
nucleotideo), 1,2 yL de solucdo de MgCl2 (50 mM), 2 uL de SYBR Greene
(Invitrogem) diluido em 1:100 (preparado no momento da utilizacdo a partir de
solugdo diluida 100X e utilizado na auséncia de luz para evitar a fotodegradacao),
0,2 pL de ROX Reference Dye, 0,1 pyL Taq Platinume (Invitrogen) e 0,4 uL da
combinagéo de primers forward e reverse, totalizado um volume final de 20 yL por
reacdo. As reagdes foram sujeitas a um ciclo inicial de 95°C durante 5 min,
seguido de uma sequéncia de 40 ciclos: iniciado com 94°C por 15 seg, 60°C por
10 seg, 72°C por 15 seg e 60°C por 35 seg, € um ciclo final de desnaturagéao de

95°C por 15 seg, 60°C por 60 seg, 95°C por 15 seg e 60°C por 15 seg.

3.1.3.4 Analise da reacao RT-PCR em tempo real

A quantificagdo relativa foi realizada pelo ajuste das curvas pela andlise da
eficiéncia da PCR através do software LinRegPCR (versdo12.2), que analisa a
curva exponencial de amplificagdo. Valores de R>0,99, com eficiéncia entre 1,8 e
2 e numeros de pontos maiores que 4 foram aceitos, e os demais foram
descartados ndo entrando na analise (Tuomi et al., 2010). O valor threshold para
cada primer foi ajustado manualmente, através da determinacdo da posicao

satisfatéria para todas as amostras, considerando a amplificagdo na fase
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exponencial, e na faixa de valores de ARN 30.000 e 50.000 (Tuomi et al., 2010).
Posteriormente, calculou-se a média, o desvio padréo e o coeficiente de variagédo
para cada tratamento.

A andlise estatistica foi realizada considerando os valores das
quadruplicatas de Ct (Tuomi et al., 2010). A andlise dos dados constou da
obtencdo dos valores de Ct e realizagdo das médias das amostras em
quadruplicatas. Esta analise foi realizada através da formula de (Dussault &
Pouliot, 2006), onde 0 AACt = (Ctawo - Ctass) - (Cteaiibrador - Ctoss), sendo o AACt a

AACt

expressio relativa do gene, onde a aplicacdo do resultado em 2% fornece a

dimenséao de variagao.

3.1.4 Analise da variabilidade nucleotidica do gene Sh4

Alguns dos gendtipos fenotipados foram analisados quanto a variabilidade
nucleotidica do gene Sh4. Com base na analise fenotipica realizada no item 3.1.1,
foram escolhidos quatro gendtipos (AV 503, Batatais, Glaberrima e Nipponbare),
que apresentam niveis contrastantes de degrane, para analisar a presenca ou

auséncia da mutacao Go37T no gene Sh4 descrita por Li et al., (2006b)

3.1.4.1 Extracao de DNA

As amostras de DNA gendmico foram obtidas de aproximadamente 150 mg
de tecido foliar jovem, dos quatro genotipos citados acima. O DNA gendmico foi
extraido a partir de amostras de folhas jovens de plantas individuais através do
protocolo CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio) modificado (Doyle & Doyle,
1987).

O material vegetal foi macerado na presenca de nitrogénio liquido (LN2) e

acondicionado em microtubos de 1,5 mL previamente resfriados. Em cada tubo foi
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adicionado 500 uL de tampéo de extragao (0,1 M Tris-HCI [pH 8,0], 0,02 M EDTA
[pH 8,0], 1,4 M NaCl, 2% CTAB, 1%), seguido por agitagao vigorosa de 25 seg no
vortex. Posteriormente, os tubos foram incubados a 65°C por 30 min em banho-
maria, com agitacdo manual dos tubos a cada 10 min. Apds esta etapa, foi
adicionado a cada tubo 500 yL da mistura cloroférmio: alcool isoamilico (24:1). Os
tubos foram agitados manualmente por 5 min e foram centrifugados a 11.180 g
por 5 min para a formacao do sobrenadante, em temperatura ambiente. O
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1,5 ml e recebeu a
quantidade de 75 pL de RNAse (100 mg ml"). Em seguida os tubos foram
incubados a 37°C durante 60 min. Apds esta etapa, o DNA foi precipitado com
300 uL de alcool isopropanol gelado, seguidos de leve agitagédo, ou seja, os tubos
foram invertidos gentilmente para misturar a solugdo. Posteriormente as amostras
foram centrifugadas por 30 min a 18.800 g para formagéo do precipitado, apés a
centrifugacdo o sobrenadante oriundo deste processo foi descartado e o
precipitado foi lavado com etanol 70%. Apds o descarte do etanol o precipitado foi
secado em temperatura de 35°C por 20 a 30 min e ressuspendido em 30 pL de
TE 0,1X. O DNA foi quantificado utilizando espectrofotdmetro Genesys 2e

(Thermo Spectronic) e diluido a 25 ng pL™.

3.1.4.2 Amplificacao das regioes a serem sequenciadas

A reacdo de cadeia de polimerase (PCR) foi realizada em termociclador
PTC100e (MJ Research). No entanto existiram algumas dificuldades para a
amplificagdo da regido do exon um do gene Sh4. No presente estudo foram
avaliados diferentes primers, temperaturas, ciclos e composicdo da reagdo de
amplificacdo com o objetivo de isolamento do fragmento desejado. No entanto,

estes procedimentos néo resultaram na obtencdo do produto desejado. A regido
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onde esta localizado o SNP de interesse € uma regido rica em bases
nitrogenadas guanina e citosina, o que dificulta sua amplificagdo. O presente
estudo obteve sucesso na amplificacdo desta regido com o uso da enzima
TaKaRa LA Tag® com GC Buffer. Esta é uma enzima utilizada para amplificagao
do DNA especificamente de segmentos com elevado teor de GC ou sequéncias
repetidas.

A reacdo de cadeia de polimerase consistiu de 20 ng de DNA gendmico,
0,5 uM de cada primer, 1x PCR buffer GC, 0,8 uM dNTPs, 1,25 U de TaKaRa LA
Tag®, 0,2 uL de DMSO e agua miliQ em um volume total de 20 pL. O protocolo de
reacao consistiu de 3 min de incubacao a 94°C, seguido de 35 ciclos de 94°C por
1 min para desnaturagao da fita de DNA; 55°C por 1 min, para o pareamento dos
primers; 72°C por 1,5 min para extensdo da fita de DNA e um ciclo de extenséo
final de 72°C por 10 min. Os primers utilizados foram os mesmos descritos e
sintetizados por Nunes (2012), no entanto com algumas alteragcbes na
combinacgao dos primers forward e reverse (Apéndice 5). Na Tabela 3 encontram-
se as sequéncias dos primers utilizados, temperatura de pareamento e tamanho
do fragmento esperado. Primeiramente a reacao foi testada apenas na cultivar
Nipponbare. Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose 2% e
corados com brometo de etidio. Sete conjuntos de primers foram testados (Tabela
3), e todos apresentaram amplificacdo satisfatéria e bandas com tamanho
esperado (Figura 2). No entanto, a reagdo nado foi especifica, pois houve a
formacao de outras bandas além da banda esperada (Figura 2). Avaliagdes com
diferentes temperaturas de pareamento dos primers também n&o melhoraram a
especificidade da reacdo. Assim, o fragmento desejado foi isolado a partir da
extracdo do gel da banda do tamanho esperado, e o conjunto de primers

escolhidos para utilizar no sequenciamento foi o conjunto Sh4 Pair G, que dentre
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0os conjuntos testados, foi o que mostrou-se mais especifico (Figura 2). A
purificagdo foi realizada a partir do gel de agarose 2%, com a utilizagado do kit
PureLink® Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen), o protocolo foi realizado conforme
informagbes do fabricante. A quantificagdo foi realizada através do
espectofotdmetro Genesys 2@ (Thermo Spectronic). Apds, cada amostra foi diluida

para a concentragdo de 25 ng pL™.

TABELA 3. Sequéncias dos primers utilizados para sequenciamento do gene Sh4,
temperatura de pareamento e tamanho do fragmento esperado (Nunes,
2012).
Combinacgéao s o 1 Fragmento

Nome Primers Sequéncia (52>3) Tm esperado (pb)

Sh4 Primer A_F TCGCGGAGGAGGTTGTCCCA 5955 492

Pair A Primer A R ATGTCGGGCTCCTCTGCCGA 59,7

Sh4 Primer B_F TGCACTGGTTCTGGCTGCGG 59,9 394

Pair B Primer A R ATGTCGGGCTCCTCTGCCGA 59,7

Sh4 Primer C_F AGCCGTTCTTCCAGCAGTAG 59,7 447

Pair C Primer C_R CTCAGCTTGCCTTGGCTCT 60,8

Sh4 Primer C_F AGCCGTTCTTCCAGCAGTAG 59,6 458

Pair D Primer D_R ACACCAAACGCCTCAGCTT 60,8

Sh4 Primer E_F CCACTTGTCATTGCACTGGT 59,6 493

Pair E Primer D_R ACACCAAACGCCTCAGCTT 60,8

Sh4 Primer E_F CCACTTGTCATTGCACTGGT 59,6 403

Pair F Primer A_R ATGTCGGGCTCCTCTGCCGA 60,8

Sh4 Primer G_F GCCGTTCTTCCAGCAGTAGT 59,5 367

Pair G Primer A_R ATGTCGGGCTCCTCTGCCGA 60,8

" Temperatura em °C de pareamento do primer
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MARCADOR
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FIGURA 2. Gel de agarose 2% com as bandas resultantes da amplificagcdo do gene Sh4
com conjuntos de primers testados na cultivar de arroz Nipponbare.
Marcador Ladder 100 pb (Invitrogen); Pair A, B, C, D, E, F e G. Porto Alegre,
RS. 2013.
3.1.4.3 Sequenciamento
O sequenciamento das amostras foi realizado no Laboratério ACTGene
(Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o sequenciador

automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzere que possui capilares de 50 cm e

polimero POP6 (Applied Biosystems).

3.1.4.4 Alinhamento

As sequéncias obtidas foram editadas pelo programa BioEdit (verséo
7.0.5.3) (Hall, 1999). Apés, foram alinhadas através do ClustalW, e o alinhamento
foi feito utilizando a ferramenta BLASTn, com base na sequéncia AL606619 do

gene Sh4, previamente depositada nos banco de dados GenBank e Gramene.
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3.2 Dorméncia
3.2.1 Material vegetal
O material vegetal constituiu de duas cultivares de arroz, sete ecotipos de
arroz vermelho e uma espécie silvestre, Oryza glaberrima (Tabela 4). As
sementes foram colhidas na safra de 2008/09 no momento em que atingiram o
ponto médio de maturagdo, que corresponde a umidade dos graos entre 20 e
25%. Em fevereiro de 2009 aproximadamente 200 sementes por repeticao foram
acondicionadas em sacos de pano (tule), com tamanho de 15 x 15 cm, fechados
individualmente. Para facilitar o momento da retirada das sementes do solo os

sacos foram interligados por um barbante com 2 m de comprimento.

TABELA 4. Denominacao, tipo, espécie, origem e fornecedor dos gendétipos de arroz
avaliados quanto a dorméncia. Porto Alegre, RS. 2013.

Genotipos Tipo Espécie Origem Fornecedor
AV 15 daninho O. sativa RS/Brasil IRGA
AV 172 daninho O. sativa RS/Brasil IRGA
AV 223 daninho O. sativa RS/Brasil IRGA
AV 501 daninho O. sativa SC/Brasil EPAGRI
AV 503 daninho O. sativa SC/Brasil EPAGRI
AV 508 daninho O. sativa SC/Brasil EPAGRI
AV 511 daninho O. sativa SC/Brasil EPAGRI
Glaberrima silvestre/cultivado O. glaberrima RS/Brasil UFRGS
IRGA 417 cultivado O. sativa sub. indica  RS/Brasil IRGA
Kaybonnet cultivado O. sativa sub. indica  SC/Brasil EPAGRI

3.2.2 Analise fenotipica da dorméncia em populacoes de Oryza spp.

Os sacos foram enterrados a cinco centimetros de profundidade, em
tanques de concreto com dimensdes de 1,20 x 1,10 x 0,80 m, contendo solo
hidromorfico classificado como gleissolo. Estes tanques estdo localizados no
Laboratério da Flora Ruderal (LAFLOR) da Faculdade de Agronomia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) em Porto Alegre, RS. Os

sacos foram enterrados em trés conjuntos, ou seja, trés barbantes com 2 m de



53
comprimento com suas respectivas repeticdes, o que possibilitou a analise da
dorméncia em trés etapas distintas. A disposicdo das sementes nos sacos e sua
distribuicdo nos tanques visou proporcionar as sementes condicbes semelhantes
aquelas encontradas quando estdo no banco de sementes do solo, em condigbes
de campo. Desta forma, apés a disposicao dos sacos, os tanques foram mantidos
em pousio, o aporte de agua foi proporcionado apenas pela precipitacao pluvial
durante o inverno e com solo saturado durante o verao.

O experimento foi organizado em delineamento experimental
completamente casualizado, com trés repeticées, onde cada saco correspondeu a
uma unidade experimental. As analises foram realizadas em outubro de 2010,
outubro de 2011 e outubro de 2012, que correspondeu a 19, 31 e 43 meses apods
a deposicao das sementes, respectivamente. Em cada ano um conjunto de sacos
de sementes era desenterrado, sendo que o ano de 2010 foi classificado como
primeiro, 2011 como segundo e 2012 como terceiro ano. No momento das
avaliagdes, os sacos contendo as sementes foram retirados do solo (Figura 3A) e
conduzidos ao Laboratério de Fisiologia Vegetal do Departamento de Plantas de
Lavoura da UFRGS, onde foram devidamente lavados com agua destilada para

possibilitar a realizagdo das analises de germinacao e dorméncia (Figura 3B).
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FIGURA 3. llustracdo da analise de germinacdo e dorméncia das sementes: Sacos
contendo as sementes no momento em que foram retirados do solo (A);
Sacos depois de lavados com agua destilada (B); Sementes em processo
de germinagao a campo (C); Sementes germinadas a campo (D); Sementes
colocadas em condi¢des ideais para o processo de germinagédo (E);
Semente de arroz em processo de germinagdo, radicula com 1 mm de
comprimento (F). Porto Alegre, RS. 2013.

As analises foram iniciadas pela avaliagdo da germinacdo das sementes,
que foi dividida em trés partes. A primeira foi constituida da contagem das
sementes que haviam germinado a campo, mas que ja apresentam seus tecidos
mortos (Figura 3D). A segunda foi realizada através da contagem de sementes
que estavam em processo de germinacao, que constou da visualizacdo de
plantulas desenvolvidas e de sementes com comprimento da radicula = 1mm
(Figura 3 C e F). Na terceira etapa as sementes que ainda ndo haviam germinado
foram submetidas a condi¢des ideais para o processo de germinacao, segundo
método descrito por Zhang et al. (2004), conforme ja descrito anteriormente. As
sementes foram mantidas a temperatura de 25°C em camaras de germinagao. A
avaliagdo da germinagéo foi realizada dez dias apés a disposicdo das sementes
no papel germinador e constitui da contagem do numero de sementes

germinadas. O critério adotado para a definicdo da germinagcédo das sementes foi

emergéncia da radicula = 1Tmm de comprimento (Figura 3F).
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As sementes firmes remanescentes foram submetidas a método de
superacao de dorméncia através da exposi¢cao a temperatura de 50°C em estufa
por seis dias. Apds, estas foram colocadas novamente para germinar em rolos de
papel germinador por um periodo de dez dias conforme descrito anteriormente.
As sementes que ndo apresentaram o processo de absorcdo da agua, mesmo
apos o método de quebra de dorméncia, foram submetidas ao teste de tetrazdlio,
para verificar a viabilidade do embrido (Brasil, 1992).

Os dados expressos em percentagem foram transformados em y;; =

Jyij +1 com o objetivo de atender as premissas de heterocedasticidade e

normalidade da ANOVA. Apéds, os dados foram entdo submetidos a analise de
variancia (Apéndice 2 e 3) e quando significativo, aplicou-se o teste Tukey (p <
0,05) para comparacao entre médias através do software SAS 9.0 (SAS Institute,
2004). Os graficos foram obtidos com o uso do programa Sigmaplot 12.

Com o objetivo de avaliar a influéncia da casca das sementes de arroz no
carater de dorméncia, realizou-se a analise de germinagdo das sementes com e
sem casca, aos seis meses apds a colheita destas sementes. Os genotipos de
arroz analisados foram os mesmos descritos na Tabela 4. Apds a colheita retirou-
se a casca de 30 sementes de cada gendétipo, cada grupo de 30 sementes
constituiu uma repeticdo e cada gendtipo foi composto por trés repeticdes. Ainda
neste mesmo momento, 30 sementes de cada gendtipo com suas respectivas
repeticbes foram mantidas com casca. Posteriormente a este processo, as
sementes foram armazenadas por seis meses em temperatura de 10° C. Ao final
do periodo, as sementes foram dispostas em condicdes ideais para germinacao,
conforme método descrito por Zhang et al. (2004), ja descrito anteriormente. Os
rolos de papel com as sementes foram mantidos por 10 dias em camara de

germinagao, com temperatura de 25°C. Apos este periodo realizou-se a contagem
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de sementes germinadas, a fim de verificar a taxa de germinagdo de cada
gendtipo e a possivel influéncia da presenca e auséncia da casca para a
germinacdo das sementes. Apds, os dados foram expressos em percentagem e
submetidos a analise de variancia (Apéndice 2 e 3), quando significativo, aplicou-
se o teste Tukey (p < 0,05) para comparacao entre médias através do software
SAS 9.0 (SAS Institute, 2004). Os graficos foram obtidos com o uso do programa

Sigmaplot 12.

3.2.3 Expressao de genes relacionados a dorméncia através de RT-
PCR em tempo real

No trabalho anterior foi possivel realizar a identificagdo dos genédtipos com
niveis contrastantes de dorméncia. Através destes resultados obtidos ja no
segundo ano de andlise, em 2011, foram escolhidos sete genotipos para realizar
a analise de expressao de genes relacionados ao carater de dorméncia (Tabela
5). Para este estudo foram escolhidos trés genes que sao descritos na literatura
como relacionados com os mecanismos de dorméncia das sementes de arroz,
OsCYP707A5 (Liu et al., 2011), OsMADS29 (Li et al., 2011a) e SDR4 (Sugimoto
et al., 2010). A andlise da expressao génica foi realizada através da técnica RT-

PCR em tempo real.
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TABELA 5. Genodtipos utilizados na analise de expressdao de genes relacionados ao
carater de dorméncia das sementes e nivel de dorméncia conforme analise
fenotipica do ano de 2011.

- . . . Nivel
Gendtipos Tipo Espécie Origem dorméncia
AV 223 Daninho O. sativa RS/Brasil Alto
AV 503 Daninho O. sativa SC/Brasil Médio
AV 508 Daninho O. sativa SC/Brasil Baixo
AV 511 Daninho O. sativa SC/Brasil Alto
Glaberrima  silvestre/cultivado O. glaberrima RS/Brasil Baixo
IRGA 417 Cultivado O. sativa sub. indica RS/Brasil Baixo
Kaybonnet Cultivado O. sativa sub. indica SC/Brasil Baixo

3.2.3.1 Extracao de RNA e sintese de cDNA

O cultivo das plantas foi realizado na safra de 2011/12. Primeiramente, as
sementes foram depositadas em papel germinador e incubadas em camara de
germinacao a 25°C conforme descrito no item 3.2.2. Apds, as sementes foram
semeadas nos tanques de concreto quando estavam no estagio de emissdo da
radicula = 1 mm e manejadas conforme descrito no item 3.1.1.

A relagdo da expressdo dos genes OsCYP707A5, OsMADS29 e SDR4
com o mecanismo de dorméncia foi realizada em trés etapas distintas: i) durante a
formacdo da semente (formagdo do embrido); ii) semente madura (embrido
maduro); iii) semente em processo de germinagao (as 12, 24, 36, 48 e 60 horas
apos expostas a germinagcdo em agua). Nas trés etapas da avaliagdo a coleta foi
realizada com o auxilio de laminas descartaveis de metal e com materiais
esterilizados de forma a evitar a contaminacao entre os materiais. Apresenta-se
abaixo a descricdo da metodologia para coleta de material para cada estagio de
desenvolvimento da semente:

i) Semente em formagao (formagédo do embrido): Inicialmente foi marcado
diariamente com fita as paniculas cuja parte mediana estava em antese. Aos 14
dias apds foi realizada a coleta do material, que era imediatamente colocado em

nitrogénio liquido (LN2). A coleta do embrido em formag&o constituiu da estrutura
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de 3 mm a partir do pedicelo, conforme descricdo de Sugimoto et al, (2010)
(Figura 4A). 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. Cada gendtipo contou com trés repeticdes. Apds a
realizacao destas coletas as plantas foram mantidas até o momento da maturacao
e colheita das sementes para proporcionar a obtencao de material para as demais
etapas descritas abaixo.

i) Semente madura (embrido maduro): O estagio de embriao maduro foi
considerado quando as sementes das plantas que apresentaram mais de dois
tercos de suas paniculas totalmente dobradas e com sementes com resisténcia a
pressdo da unha. Neste momento as sementes foram coletadas e levadas ao
laborato6rio, onde foram armazenadas e mantidas com casca por seis meses, em
ambiente resfriado com temperatura de 8°C. Apds este periodo, foi realizada a
coleta de 30 embrides (aproximadamente 30 mg de material) (Figura 4B),
originados de uma mesma planta, que constituiu uma repeticdo, conforme Liu et
al., (2011) (Figura 4B). Cada gendétipo contou com trés repeticdes. O material
coletado foi imediatamente colocado em nitrogénio liquido (LNy).

i) Sementes em processo de germinagdo: As sementes maduras foram
submetidas a processo de superacao de dorméncia com exposicao a temperatura
de 50°C em estufa por seis dias e apds foram colocadas para germinar em papel
germinador conforme método descrito por Zhang et al. (2004). Os rolos foram
mantidos a temperatura de 25°C. As 12, 24, 36, 48 e 60 horas ap6s expostas a
germinacdo, das sementes com casca, foram realizadas as coletas. Neste
momento, a casca era retirada e 30 embrides originados de uma mesma planta

(aproximadamente 30 mg de material) (Figura 4C), o que constituiu uma
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repeticdo, sendo que cada gendtipo contou com trés repeticbes. O material foi

imediatamente colocado em nitrogénio liquido (LNy).

A SEMENTE EM FORMAGAO
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FIGURA 4. Momentos da coleta de material para extracdo de RNA: Semente em
formagao — embridao em formacao, aos 14 dias apds antese (A); Sementes
maduras — embrido maduro, aos seis meses apds colheita (B); Sementes
germinando — as 12, 24, 36, 48 e 60 horas apds expostas a germinagao (C).
Porto Alegre, RS. 2013.
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A extracdo do RNA foi realizada conforme metodologia descrita no item
3.1.2.1. O RNA foi quantificado em espectrofotbmetro (Genesys 2™, Thermo
Spectronic), em comprimento de onda de 260 nm e diluido em agua livre de
RNAse a 1 ug L. Cada tratamento foi purificado com DNAse® | (Invitrogen) em
uma quantidade de 1 ug de RNA total, conforme recomendacdes do fabricante. A
préxima etapa constou da obtencao da fita de cDNA (fita complementar de DNA)
a partir do RNA através da transcriptase reversa SuperScript® Il (Invitrogen) em

quantidade de 1 ug de RNA utilizando iniciadores polidT.

3.2.3.2 Primers utilizados

Os primers utilizados para amplificagdo dos genes Sdr4 e OsCYP707A5
foram sintetizados conforme sequéncia descrita por Sugimoto et al. (2010) e Liu et
al. (2011), respectivamente. Os primers utilizados para o gene OsMADS29 foram
obtidos com auxilio do programa Primer3Plus (Untergasser et al, 2007). No
trabalho de Li et al. (2011a) é possivel encontrar a sequéncia de um par de
primers utilizado para amplificar o gene OsMADS29. No entanto, estes primers
foram desenhados para andlises em PCR convencional (semiquantitativa), que
apresentam amplicons maiores que 300 pb, inviabilizando sua utilizacdo para a
técnica RT-PCR em tempo real. Desta forma, para o gene OsMADS29 foram
desenhados primers especificos para esta técnica, OsMADS29-1I e OsMADS29-
I, com auxilio do programa Primer3Plus (Untergasser et al., 2007).

Os critérios de selegcao da sequéncia nucleotidica dos primers basearam-se
na temperatura de pareamento de 60°C, sequéncia de 20 pb e com 50 a 60% das
bases nitrogenadas guanina e citosina e tamanho dos amplicons entre 90 e 200
pb (Dussault & Pouliot, 2006). As sequéncias nucleotidicas dos genes foram

obtidas do genebank e selecionaram-se regides dos exons para pareamento dos
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primers. Na Tabela 6 encontram-se as sequéncias de todos os primers utilizados,

temperatura de pareamento e tamanho do fragmento esperado.

TABELA 6. Sequéncias dos primers utilizados para o estudo da expressado génica de
genes relacionados a dorméncia das sementes, através da técnica de RT-
PCR em tempo real, temperatura de pareamento e tamanho do fragmento
esperado. Porto Alegre, RS. 2013.

. . - . ;1 Paresde
Gene Primer Sequéncia nucleotidica (5°>3’) Tm bases?
OsCYP707A5 OsCYP707A5 F AGATTGCCAAGGAGAAAGA 55 126
(Liu et al.2011) OsCYP707A5 R TGAAGGTGAAGGAGAGGATG 58
OsMADS29-1I F CCAGCTTCTCCATCTCGTTC 60
OsMADS29-11 OsMADS29-1I R CTGCCAGCAGTTGAAATGAA 60 121
OsMADS29-1ll F TCCTCATCCGAGTCATCTCC 60
OsMADS29-1i OsMADS29-1 R CTGCCAGCAGTTGAAATGAA 60 103
SDR4 SDR4 F GTGGACTTCATTTCAACTCG 56 218
(Sugimoto et al.,2010) SDR4 R GATGTATAAGATAGTCCC 40

" Temperatura em °C de pareamento do primer.
2 Tamanho do fragmento esperado (pb).

Com relacdo ao gene OsMADS29, foram desenhados dois pares de
primers para este gene, conforme mostra na Tabela 6, no entanto, apenas o par
de primers OsMADS29-11l foi utilizado para as reagcées de RT-PCR em tempo real,
pois apresentou melhores resultados na curva de amplificagcdo e dissociagao,

quando comparado ao par de primers OsMADS29-I1.

3.2.3.3 Reacao de RT-PCR em tempo real

A amplificacdo pela RT-PCR em tempo real foi realizada em equipamento
7300 Real-Time PCR Systeme (Applied Biosystems) em placas PCR-96M2 — HS —
Ce (Axygen) contendo 96 pocos com selador MicroAmpe Optical Adhesive Film

(Applied Biosystems), conforme metodologia descrita no item 3.1.3.3.
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As amplificagdes resultantes da RT-PCR em tempo real foram analisadas
pela quantificagédo relativa, e o controle enddgeno utilizado foi o gene 28S rRNA,

conforme metodologia descrita no item 3.1.3.4.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O manejo de plantas daninhas € fundamental para o alcance do potencial
de rendimento de culturas agricolas. Na cultura do arroz este problema é
acentuado pela existéncia do arroz vermelho, planta da mesma espécie do arroz
cultivado. Nesse trabalho buscou-se analisar as caracteristicas de degrane e de
dorméncia das sementes de arroz vermelho. A partir dos resultados obtidos
espera-se compreender melhor os mecanismos moleculares envolvidos nestes
caracteres, 0 que pode contribuir para o desenvolvimento de técnicas que
reduzam os problemas causados pela principal planta daninha do sistema de

cultivo do arroz irrigado no Brasil.

4.1 Degrane
4.1.1 Analise fenotipica de genétipos de arroz quanto ao nivel de
degrane
A andlise da resisténcia a tensao de ruptura (RTR) nos graos da parte
mediana da panicula mostrou que houve variacao significativa entre os genoétipos
avaliados (Apéndice 1). A menor forgca necessaria para desprender o grao da
panicula foi apresentada por ecoétipos de arroz vermelho, que apresentaram
pouca variacdo quanto ao nivel de degrane (Figura 5). Enfatiza-se que quanto
menor a RTR, maior € o nivel de degrane do genétipo. Dentre os ecétipos de

arroz vermelho, AV 503 apresentou o menor nivel de degrane, necessitando de



64
aproximadamente 50 gf para desprender o grdo da panicula. Isto representa
cerca de 30 gf a menos que a média geral de todos os gendétipos avaliados, que
foi de 79,3 gf (Figura 5). As cultivares Lacassine, IRGA 417 e Epagri 109
apresentaram degrane moderado, com RTR proxima a 80 gf. A espécie silvestre
O. glaberrima, as cultivares EEI 23, Batatais, EEIl 31, Cica 8, EMPASC 100 e
Nipponbare apresentaram baixo nivel de degrane, a RTR destes gendtipos foi

superior a 111 df.
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FIGURA 5. Resisténcia a tensdo de ruptura (RTR) do grdo no peciolo, no momento da
maturacado fisiologica das sementes, nos genoétipos de arroz avaliados —
Safra de 2011/12. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05). Porto Alegre, RS. 2013.
Pouca variagdo em relagdo ao degrane também havia sido observada em

ecotipos de arroz vermelho, onde dos 16 ecoétipos avaliados, 11 apresentaram

facil degrane, quatro foram de degrane intermediario e apenas um ecotipo
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apresentou dificil degrane (Schwanke et al., 2008). As cultivares BR-IRGA 409 e
410 e El Paso L 144 foram classificados com nivel de degrane intermediario, e
IRGA 417 de dificil degrane (Schwanke et al., 2008). O trabalho que avaliou o
degrane em 241 acessos de arroz vermelho e 125 cultivares de arroz provindos
da Asia, Sul da Europa e América do Norte, verificou que todas as cultivares
apresentaram baixo degrane, enquanto que todos os acessos de arroz vermelho,
provindos de mais de 12 paises diferentes, apresentaram alto nivel de degrane
(Zhu et al., 2012).
Os ecotipos de arroz vermelho, as cultivares de arroz e a espécie silvestre
O. glaberrima presentes na Figura 5 também foram avaliados com relagdo ao
degrane por Nunes (2012) nas safras de 2008/09 e 2010/11. O estudo verificou
que nao houve variagao pronunciada do degrane de uma safra para outra, pois
dos 36 gendtipos analisados, somente dois mudaram consideravelmente o nivel
do degrane de uma avaliagdo para outra (Nunes, 2012). Comparativamente, 0s
resultados obtidos no presente estudo sdo bastante semelhantes daqueles
obtidos por Nunes (2012), principalmente com relagéo a safra de 2010/11, pois os
gendtipos analisados classificaram-se no mesmo grupo de nivel de degrane.
Como ambos os trabalhos utilizaram a mesma metodologia, confirma-se que esta
€ precisa e possui reprodutibilidade, podendo ser utilizada com seguranca para a
selecdo de materiais com degrane contrastantes. Este fato é bastante positivo,
pois varios trabalhos sobre degrane ainda utilizam o método qualitativo, como o
utilizado por Zhu et al. (2012), que avalia o degrane através da movimentacao
realizada nas paniculas maduras e observagao do comportamento dos graos.
Através dos dados apresentados acima evidencia-se que grande parte dos
ecotipos de arroz vermelho utiliza o degrane como forma de dispersdo das

sementes e perpetuacao da espécie. Além disso, os resultados indicam que os
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ecoOtipos de arroz vermelho apresentam pouca variabilidade fenotipica com
relacdo ao degrane. No entanto, a variabilidade aumenta quando consideramos
as cultivares de arroz. Isto ocorre devido ao processo de domesticacdo do arroz
que esta diretamente relacionado a redugcdo do degrane natural das sementes
desta cultura (Zhang et al., 2009).

A magnitude da RTR obtida variou entre 7 e 180 gf (Figura 5). Estes
valores foram proximos daqueles encontrados por Akasaka et al. (2011), onde a
RTR verificada em cultivares e ecoétipos de arroz vermelho variou entre 0 e 220 gf.
Em outros trabalhos a magnitude dos dados da RTR obtida ficou entre 20 e 260 gf
(Nunes, 2012), e ainda 20 e 180 gf (Zhu et al., 2012). Isto indica que os valores
obtidos da RTR no presente estudo sdo comparaveis as avaliacées relacionadas
ao degrane em sementes de arroz, que vem sendo utilizadas para o estudo dos
fenbmenos fisioldgicos e processos moleculares responsaveis pela ocorréncia

desta caracteristica.

4.1.2 Expressao de genes relacionados a parede celular na juncao
entre o pedicelo e a flor

A expressao de genes relacionados a parede celular, como € o caso dos
genes OsCel9D e OsXTH8, pode estar relacionada com a caracteristica de
degrane em O. sativa (Nunes, 2012). Através do estudo da expressao de genes
candidatos € possivel relacionar a expressao génica com o nivel de degrane
apresentado por ecétipos contrastantes (Thurber et al., 2010). Teoricamente, a
variagdo da expressdo do gene em fenédtipos com alto e baixo degrane pode
indicar a relacdo deste gene com o carater em questdo. Por exemplo, os genes

com menor expressdao nos ecoédtipos que apresentam alto degrane, em
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comparagao a uma maior expressao nos ecotipos que nao apresentam degrane
teoricamente estao relacionados a repressao desta caracteristica.

Os genes OsCel9D (sinbnimo OsGLUT1) e OsXTH8 (sinbnimo OsXRT5)
relacionados a parede celular foram selecionados para avaliagdo quanto a
expressao relativa, pois ja haviam mostrado relacdo com o carater degrane
(Nunes, 2012). Entretanto, eles haviam sido testados em poucos genétipos, dois
gendtipos de alto degrane (AV 31 e AV 60) e dois gendtipos de baixo degrane
(Batatais e Lacassine) (Nunes, 2012). Assim, no presente estudo a expressao dos
genes OsCel9D e OsXTHS foi avaliada em 17 genétipos com diferentes niveis de
degrane, com o intuito de validar a associagdo com o carater em questao.

O gene OsCel9D apresentou expressao na regiao entre o pedicelo e a flor,
a qual pode estar relacionada com a repressao do processo de abscisao (Figura
6). Os ecotipos de arroz vermelho apresentaram menor expressao relativa do
gene OsCel9D, quando comparado as cultivares analisadas (Figura 6). Outra
evidéncia que o gene OsCel9D poderia estar relacionado com a repressédo do
processo de abscisédo esta no fato que os ecoétipos de arroz vermelho AV 04B, AV
53, AV 172, AV 109, AV 31 e AV 503 apresentaram maior nivel de expressao
relativa quando comparado ao AV 60 (Figura 6), que apresentou maior degrane
(Figura 5). Nas cultivares de arroz a expressdo relativa foi seis a 23 vezes

superior ao ec6tipo AV 60 (Figura 6).
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FIGURA 6. Expressao relativa do gene OsCel9D em gendtipos de arroz vermelho,
cultivares de arroz e na espécie silvestre O. glaberrima, aos dez dias apods a
polinizacdo. Médias e desvio padrdo apresentados. Porto Alegre, RS. 2013.

Ao compararmos o0s resultados apresentados em cada gendtipo na
fenotipagem (Figura 5) com a expressao relativa do gene OsCel9D (Figura 6),
verifica-se que ha uma relacao inversa entre o fenétipo de degrane e a expressao
relativa observada (Figura 7). Conforme a Figura 7, os menores niveis de
expressao do gene OsCel9D ocasionaram menores valores de RTR em gf para
desprender o grao da panicula, o que resulta em maior degrane. No entanto, esta
relacdo ndo é totalmente proporcional, provavelmente devido a expressao de
outros genes que pode estar afetando o degrane nos fenétipos analisados, ja que

esta caracteristica € um carater complexo e poligénico (Koniski et al., 2006).
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FIGURA 7. Relacdo da resisténcia a tensdo de ruptura com a expressao relativa do
gene OsCel9D. Regressao significativa através do teste de Fischer (ps<
0,05). Porto Alegre, RS. 2013.

O estudo realizado com os gendétipos AV 31, AV 60, Lacassine e Batatais
obteve resultado semelhante (Nunes, 2012). A expressdo relativa do gene
OsCel9D verificada no ecétipo de arroz vermelho AV 31 foi semelhante ao AV 60,
enquanto que nas cultivares de arroz Lacassine e Batatais, a expresséao relativa
foi de cinco e 30 vezes superior ao AV 60, respectivamente (Nunes, 2012).

O gene OsCel9D codifica uma proteina do tipo endo-1,4-beta-glucanase
(Yoshida et al., 2006). No genoma do arroz, estas proteinas formam uma familia
génica com 15 membros, em que cada membro possui padrdo de expressao
distinto em diferentes 6rgaos (Zhou et al., 2006). Esta familia possui papel
importante nos processos de crescimento e desenvolvimento em plantas de arroz
(Zhou et al., 2006). Mutagcbes no gene OsCel9D reduzem o alongamento celular e
o conteudo de celulose, mas aumentam o conteudo de pectina (Zhou et al., 2006),
sugerindo que OsCel9D esteja relacionado com os componentes da parede

celular das plantas de arroz. Dessa forma, a mudanca dos componentes da
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parede celular, causada pelo maior nivel de expressao do gene poderia dificultar
0 processo de abscisdo em comparacao a ecotipos que apresentam degrane.

Com relacdo ao gene OsXTH8 também verificou-se expressdo na regiao
entre o pedicelo e a flor, em todos os genoétipos avaliados (Figura 8). Ainda, o
padrao de expressao deste gene mostrou relagdo com o carater de degrane das
sementes. Dos sete ecotipos de arroz vermelho analisados, seis apresentaram
expressao relativa superior a todas as cultivares de arroz observadas, onde o
degrane é reduzido (Figura 8). O ecotipo AV 60 apresentou expressao relativa

superior apenas as cultivares Cica 8, EMPASC 100 e Nipponbare (Figura 8).
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FIGURA 8. Expressao relativa do gene OsXTH8 em gendtipos de arroz vermelho,
cultivares de arroz e na espécie silvestre O. glaberrima, aos dez dias apos a
polinizacdo. Médias e desvio padrdo apresentados. Porto Alegre, RS. 2013.
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O presente estudo verificou nos genétipos avaliados, com excecao apenas

do ecétipo AV 60, que o padrao de expressao do gene OsXTH8 mostrou relacao
direta com a presenca do degrane, e desta forma, relacdo inversa com a RTR em
of apresentadas pelos gréos (Figura 9). 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. Os ecétipo de arroz vermelho analisados, AV 31 e AV 60, apresentaram

expressao relativa semelhante (Nunes, 2012).
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FIGURA 9. Relacdo da resisténcia a tensao de ruptura com a expressao relativa do
gene OsXTHS8. Regressao significativa através do teste de Fischer a p<
0,05. Porto Alegre, RS. 2013.

O gene OsXTH8 codifica a enzima xyloglucan endotransglycosylase/
hydrolase (Jan et al., 2004). Quando avaliada a variacdo nucleotidica do gene
OsXTHS verificou-se mutagdes apenas no intron um do gene, as quais nao estao

relacionadas aos niveis de degrane, nem a expressao do gene (Nunes, 2012).
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Destas, uma mutacao foi verificada na posi¢cao 540, quando entre os 36 gendtipos
avaliados, 30 apresentaram o nucleotideo citosina e somente seis gendétipos
apresentaram o nucleotideo timina (Nunes, 2012). Na posicdo 530 também foi
verificada outra mutacdo, onze gendtipos apresentaram o nucleotideo guanina e
os demais gendtipos apresentaram o nucleotideo adenina nesta posi¢cao (Nunes,
2012). No entanto, estas mutagdes estao presentes tanto em genétipos com alto
degrane, quanto naqueles com baixo degrane (Nunes, 2012).

A enzima codificada pelo gene OsXTH8 catalisa a clivagem de polimeros
de xiloglucana e a sua transferéncia para outros polimeros de xiloglucana (Jan et
al.,, 2004). Ainda, estas enzimas afrouxam a parede celular para a expansao
celular regulada pelo turgor (Rose et al., 2002). O gene OsXTHS8 é expresso em
elevados niveis em células que estdo ativamente em processo de alongamento e
diferenciacao e, plantas contendo constructos com o gene silenciado apresentam
crescimento limitado (Jan et al., 2004). Assim, durante o processo de abscisédo, a
expressdo deste gene poderia facilitar a queda natural do grdo através da
clivagem de polimeros da parede celular permitindo que as células da camada de

abscisdo separassem com o menor esforgco possivel.

4.1.3 Expressao e variacao nucleotidica do gene Sh4

O gene Sh4 é um dos trés genes ja relatados com efeito comprovado sobre
o degrane (Li et al, 2006b). Acredita-se que este gene seja um fator de
transcricdo, que possui importante funcdo na formacao da camada de abscisao
e/ou que este gene esteja envolvido na ativacdo do processo de abscisao (Li et
al., 2006b). No entato, estudos recentes ndo encontraram relacdo da expressao

deste gene com o carater degrane (Akasaka et al., 2011; Zhu et al., 2012).
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No presente estudo verificou-se que o gene Sh4 teve expressao na regiao

entre o pedicelo e a flor, aos dez dias ap6s a polinizagdo. Entretanto sua
expressao relativa ndao mostrou relagdo direta com nivel de degrane, pois
feno6tipos contrastantes apresentaram nivel de expressdo bastante semelhante
(Figura 10). Por exemplo, o ecétipo AV 04B que possui alto nivel de degrane, e a
cultivar Nipponbare que possui baixo degrane, mostraram pouca variagdo com
relagcdo a expressao relativa do gene Sh4, pois apresentaram respectivamente
valores cinco e seis vezes superiores ao ecotipo AV 60. Ainda, contrariamente ao
esperado, os maiores niveis de expressao foram verificados na cultivar Batatais e
na espécie silvestre O. glaberrima que apresentaram respectivamente oito e sete
vezes maior expressao que o ecotipo AV 60. Isto indica que a expressao do gene
Sh4 na regiao entre o pedicelo e a flor, aos dez dias apés a polinizagao, ndo esta

relacionada com a formacao da camada de abscisao nos gendétipos testados.
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FIGURA 10. Expresséo relativa do gene Sh4 em genétipos de arroz vermelho, cultivares
de arroz e na espécie silvestre O. glaberrima, aos dez dias apds a
polinizacdo. Médias e desvio padrdo apresentados. Porto Alegre, RS. 2013.

Em genétipos provindos da cidade de Okayama, no Japao, também nao foi
verificado relacao da expressao do gene Sh4 com o carater de degrane (Akasaka
et al.,, 2011). Ainda foram encontradas novas mutagdes no exon um do gene Sh4,
0 que nao parece estar relacionado com a ocorréncia do degrane, ja que apenas
dois dos cinco gendtipos de arroz vermelho apresentaram as mutagdes (Akasaka
etal, 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 (Zhu et al, 2012). Enquanto que uma minoria

significativa, 26,5% dos acessos silvestres, apresentava a mutacao Gos;T no gene
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Sh4 (Zhu et al., 2012). Ainda, 100% dos acessos de arroz daninho analisados
continham o nucleotideo T, diferentemente do esperado, pois todos os acessos
de arroz daninho apresentaram degrane (Zhu et al., 2012). Assim, nao foi
encontrada relacdo entre a presenca do SNP (G — T) com o carater de degrane,
tanto nos acessos de arroz silvestre e daninho, como nas culivares de arroz (Zhu
etal., 2012).

Conforme ja comentado, os estudos realizados no Rio Grande do Sul com
duas cultivares de arroz (Batatais e Lacassine) e dois ec6tipos de arroz vermelho
(AV 31 e AV 60), também nao mostraram relacdo direta da expressao do gene
Sh4 com a ocorréncia do degrane (Nunes, 2012). No mesmo trabalho,
verificaram-se niveis de expressdo do gene Sh4 semelhantes entre a cultivar
Batatais e os ecotipos de arroz vermelho AV 31 e AV 60. Como a cultivar Batatais
apresentou menor degrane em relacdo aos ecotipos de arroz vermelho, era
esperado uma menor expressao, como a apresentada pela cultivar Lacassine, o
que de fato ndo ocorreu (Nunes, 2012). No entanto, neste ultimo trabalho, os
gendtipos analisados nao foram sequenciados, o que impossibilitou a verificagcao
da existéncia da mutacao no éxon um do gene Sh4 (substituicdo do nucleotideo G
por T). Os resultados evidenciam informacdes distintas daquelas apontadas
inicialmente por Li et al. (2006b), que mostram que o gene Sh4 possui uma
importante fungcao na formacao da camada de abscisdo e/ou que este gene pode
estar envolvido na ativacao do processo de abscisao.

O presente estudo analisou também a possivel existéncia da mutacao
G237 T no gene Sh4. Esta andlise foi obtida através do sequenciamento da regido
de interesse do gene Sh4, em duas cultivares de arroz, Batatais e Nipponbare, no
ecotipo de arroz vermelho AV 503 e na espécie silvestre O. glaberrima. Os

resultados do sequenciamento do gene Sh4 mostraram auséncia da mutagéo
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Gos7T no gene Sh4 (Figura 11). Todos os gendtipos analisados apresentaram o
nucleotideo guanina na posi¢do 237 do exon um do gene Sh4. Isto intensifica a
existéncia de resultados distintos daqueles encontrados por Li et al. (2006) e
Thurber et al. (2010) que observaram substituicdo do nucleotideo G por T,
ocasionando a substituicdo do aminoacido asparagina por lisina (Li et al., 2006b).
Estes autores relacionam esta alteragdo como responsavel pelo desenvolvimento
incompleto da camada de abscisdo e origem da auséncia de debulha no arroz
cultivado (Li et al., 2006b; Thurber et al., 2010). A hipbétese apresentada por Zhu
et al. (2012) aborda que a diminuicao do carater de degrane devido a presenca do
nucleotideo T pode ocorrer apenas em alguns genoétipos que possuem algumas

caracteristicas favoraveis a este evento ou ainda, que haja a presenca de outros

loci que foram previamente selecionados durante o processo de domesticagao.

Modelo CCCCRACGCCGGCGCGGECEETCETCGTCCAGACGATTGGCGGTGATGRAGGATGAGSHGICT 240
nvs0a CCCCAACGCCGGECGCGECGETCGTCGTCCAGACGATTGECGETGATGAGGATGAGHSPCT 124
Nipponbare CCCCAACGCCGGECGCGECGETCETCGTCCAGACGATTGECEGTGATCGAGCGATCAGHSICT 122
O.glaberrima CCCCRACGCCGGCGCGGECEETCETCGTCCAGACGATTGGCGGTGATGAGGATGAGHGICT 113
Batatais CCCCARCGCCGGCGCGGECEETCETCGTCCAGACGATTGGCGGTGATGAGGATGAGYSICT B4
e v e e e e e e e e e e e e e ke e ke e ke e v e v ke e e e e e sk e e e e e e kel ke ke e ke s sk e ok e ke e sk e o e e e e e
Modelo CGTGCRAGCGTCCAGTTCCCCTTGCGGETAGTCCCGCGGCGCCGRACCCCGACGCCGECGRCG 300
nvs03 CETGCAGCGTCCAGTTCCCCTTGCGETAGTCCCGCGGECGCCGACCCCGACGCCGGCGACG 184
Nipponbare CGETGCAGCGTCCAGTTCCCCTTGCGETAGTCCCGCGGCECCGRACCCCGACGCCGECGRCG 182
C.glaberrima CGTGCRAGCGTCCAGTTCCCCTTGCGGETAGTCCCGCGGCGCCGRACCCCGACGCCGECGRCG 173
Batatais CETGCAGCGTCCAGTTCCCCTTGCGETAGTCCCGCGGECGCCGACCCCGACGCCGGCGACE 144
e e e ke e e e e e e ke e e Wb e e e e e e e e ke Wb e e e e e ke e e ke e e e ke e e ke e e ke e e e ke e e ke e e e e e e ke e ke e
Modelo GCGECGGCGECGCCEECCCCGTCGCCCCCGACGECGECETAGCASTCAGETGCCCETEEC 360
nvs03 GCGEECEECEECECCEECCCCETCECCCCCGACEECGECETAGCAGTCAGETGCCCETGEC 244
Nipponbare GCGGCGGCGEGCGCCGECCCCETCGCCCCCGRCGGCGGCETAGCAGTCAGGTGCCCGTGGE 242
C.glaberrima GCGECGGCGECGCCEECCCCGTCGCCCCCGACGECGECETAGCASTCAGETGCCCETEEC 233
Eatatais GCGEECGEECEECECCEECCCCETCGCCCCCGACGECGECETAGCASTCAGGTGCCCGTEEC 204
e ke e Wk e e e ke e e e e e Wb e e e e e e e e e ke e e e e e e e e e ke e e e e e ke e e ke e e ke e e ol ke e e ol e e ke o e e e
Modelo CETGEGECCETECGCGCGEAGCAGCGCGAGCGECGAGACCGCCGCCCCCGCGETCGRAGECGEE 420
AVS03 CGTGGCCGTGCGCGCGEAGCAGCGCGAGCGECGAGRACCGCCGCCCCCGLGETCGRGGCGE 304
Nipponbare CGTGGCCGTGCGCGCGEAGCAGCGCGAGCGECGAGRCCGCCGCCCCCGLGETCGRGGEGE 302
C.glaberrima CETGEGECCETECGCGCGEAGCAGCGCGAGCGECGAGACCGCCGCCCCCGCGETCGAGECGE 293
Batatais CETGEGCCGTGCGCECGEAGCAGCGCGAGCGECEAGRACCGCCGCCCCCGUGETCGRGGCGE 264

e e e e e e e e e e e e e e el e e e e e e e e e e e e e ol e e e e e e e e e ol e e e ol e e e ol ol e e e e e e e e ol e

FIGURA 11. Alinhamento parcial das sequéncias do exon um do gene Sh4, em quatro
gendtipos de arroz, com base na sequéncia modelo AL606619 (GenBank).
Fita senso. Porto Alegre, RS. 2013.
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4.2 Dorméncia
4.2.1 Analise fenotipica de genétipos de arroz quanto ao nivel de
dorméncia

A analise fenotipica da dorméncia das sementes de gendtipos de arroz
baseou-se em avaliagdes indiretas. Esta avaliacdo foi realizada através da
contagem de sementes germinadas, pois quando o processo de germinagao
ocorre indica auséncia do carater dorméncia. A dorméncia das sementes € uma
caracteristica onde sementes vidveis nao apresentam germinagdo, mesmo sob
condicdes ambientais favoraveis a este processo (Goggin et al., 2010). Ainda,
realizou-se 0 método de superagcdo da dorméncia e de fato, sé foram
consideradas sementes dormentes aquelas que germinaram apés adicdo do
método de quebra de dorméncia. A andlise fenotipica foi realizada através da
observacao do comportamento das sementes ao longo de trés anos e sete meses
apoés a deposigdo das sementes sob o solo, em condi¢des similares as ocorrentes
a campo. A cada ano foi desenterrado um lote de sementes com todos os
gendtipos em estudo e suas respectivas repeticées, 0 que possibilitou avaliar o
comportamento destas sementes ao longo do tempo.

A ANOVA dos resultados de germinacdo a campo, efetuada nos anos de
2010, 2011 e 2012, indicou a significAncia dos efeitos simples de gendétipos e
periodo de permanéncia das sementes no solo aos 19, 31 e 43 meses, e da
interacao entre os gendtipos € o0 tempo em que as sementes ficaram presentes
enterradas (Apéndice 2A). A cultivar Kaybonnet apresentou alta germinacao ja no
primeiro ano, apés 19 meses enterrada no solo, quando mais de 90% de suas
sementes apresentavam-se germinadas ou em processo de germinagao (Tabela
7). A cultivar IRGA 417 teve a segunda maior taxa de germinagdo dentre os

gendtipos avaliados, 62% (Tabela 7). No primeiro ano os ecétipos de arroz
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vermelho apresentaram taxa de germinacao entre 3 e 28%. A espécie silvestre
teve comportamento semelhante aos ec6tipos de arroz vermelho, pois apresentou

taxa de germinagao de 14% (Tabela 7).

TABELA 7. Taxa de germinagdo a campo de sementes de cultivares de arroz, ecétipos
de arroz vermelho e espécie O.glaberrima germinadas aos 19, 31 e 43
meses apds serem depositadas no solo.

Tempo apo6s deposicao das sementes no solo
Gendtipos Primeiro Ano (2010) Segundo Ano (2011) Terceiro Ano (2012)

19 meses 31 meses 43 meses

------------------- Sementes germinadas a campo (%) -------------------
AV 15 B* 221 Db i B 57,0 a B 52,3 a
AV 172 B 274 Db B 59,9 a . B 56,1 a
AV 223 C 50 b C 114 b B 353 a
AV 501 C 38 ¢ C 212 b B 419 a
AV 503 BC 11,5 b AB 711 a B 51,3 a
AV 508 BC 10,5 b A 979 a A 802 a
AV 511 C 39 b C 286 a B 348 a
Glaberrima BC 140 b AB 87,7 a A 934 a
IRGA417 A 62,3 b A 98,4 a A 100 a

Kaybonnet A 90,8 ™ | A 99,9 A 100
cV' 6,4

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha e antecedidas pela mesma letra mailscula
na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
' Coeficiente de variagéo.

No segundo ano, 31 meses apds sua deposicdao no solo, as cultivares
Kaybonnet e IRGA 417 apresentaram praticamente todas suas sementes
germinadas, enquanto que os ecoétipos de arroz vermelho AV 223, AV 501 e AV
511 apresentaram taxa de germinagdo a campo inferior a 30% (Tabela 7).
Diferentemente do comportamento observado no primeiro ano, no segundo ano a
espécie silvestre O. glaberrima apresentou comportamento semelhante as
cultivares de arroz, pois verificou-se 88% de germinacao. O ecdtipo AV 508 foi o
unico ecétipo de arroz vermelho que mostrou alta germinagédo a campo, verificou-
se 98% de germinacao de suas sementes (Tabela 7). Esta diferenca, em relacao
aos demais ecotipos de arroz vermelho, poderia ser explicada pela existéncia de

populacées de arroz vermelho com caracteristicas divergentes quanto a
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dorméncia (Noldin et al.,, 1999). Dawson & Bruns (1975) ressaltam ainda que
diferencas minimas nas condi¢cdes do solo podem afetar substancialmente a
sobrevivéncia das sementes e comportamento destas no solo. Davis et al. (2005)
apontam também que fatores ambientais e profundidade de dispersdo da
semente afetam a diferenca entre ec6tipos na persisténcia das sementes no solo.
No entanto, é mais provavel que esta diferenga apresentada pelo ecétipo AV 508
esteja ligada a caracteristicas genéticas, pois todos os ecoétipos e suas
respectivas repeticoes foram dispostos no mesmo tanque, com mesma
profundidade e manejados da mesma forma.

Apo6s 43 meses enterradas no solo fica evidente que as sementes das
cultivares nao estdo mais dispostas no banco de sementes, pois ja completaram
100% de germinacao a campo (Tabela 7). Contrariamente, dos sete ecoétipos de
arroz vermelho analisados, seis ainda apresentam mais de 46% de suas
sementes sem germinar (Tabela 7). Ou seja, apds trés anos e sete meses da
deposicdo das sementes no solo, é possivel verificar ecétipos que apresentaram
apenas um terco de suas sementes germinadas, como € caso dos ecotipos de AV
511 e AV 223 que mostraram respectivamente 35 e 36% de germinacao (Tabela
7). As sementes da espécie O. glaberrima continuaram apresentando
comportamento semelhante as cultivares Kaybonnet e IRGA 417 (Tabela 7). Pelo
fato das sementes de todos os gendtipos terem sido expostas as mesmas
condicbes ambientais, a taxa inferior de germinacdo das sementes de arroz
vermelho, indica de forma indireta que estas sementes possivelmente possuem
alta taxa de dorméncia.

Posteriormente a etapa de contagem das sementes germinadas a campo,
as sementes remanescentes foram colocadas em condi¢des ideias ao processo

de germinagdo. Isto foi realizado para permitir que as sementes encontrassem
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situacdo favoravel a germinacdo e a partir disso certificar-se que aquelas
sementes que ndo apresentaram germinacao estariam em estagio de dorméncia.
Entretanto, a porcentagem de sementes germinadas na camara foi relativamente
baixa, quando comparada com a porcentagem de sementes germinadas a campo
(Figura 12). No primeiro ano, a taxa de germinacdo em camara de germinagao
variou de 1 a 10% entre os gendtipos avaliados (Figura 12A). No segundo ano
apenas o0 ecdétipo de arroz vermelho AV 501 apresentou elevada taxa de
germinagdo em camara, superior a 20% (Figura 12B). Esta taxa foi inclusive
superior a taxa de germinacdo apresentada a campo por este ecétipo (Figura
12B). Isto pode indicar que mais de 20% das sementes do ecotipo AV 501 ja
haviam superado a dorméncia, mas ainda ndo havia encontrado situagédo a
campo favoravel para germinagdo. No terceiro ano um numero mais expressivo
de sementes dos ecétipos de arroz vermelho germinou em camara de germinacao
(Figura 12C). Provavelmente as sementes destes ecotipos também ja haviam
superado a dorméncia, entretanto ainda ndo tinham encontrado condi¢des para

germinar.
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FIGURA 12. Comparacao da taxa de germinacdo das sementes de gendtipos de arroz
germinadas a campo e em condi¢des ideais (cameras). Primeiro ano, 19
meses apds deposicdo no solo (A); Segundo ano, 31 meses apds
deposicao no solo (B); Terceiro ano, 43 meses apods deposicao no solo (C).

Outro trabalho também avaliou o nivel de germinagdo de cultivares de
arroz e ecétipos de arroz vermelho provenientes do sul do Brasil, porém em um

espaco menor de tempo (Schawanke et al, 2008). As sementes de arroz
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vermelho mantidas em temperatura ambiente por 36 dias apresentaram
germinacao proximo de zero para a maioria dos ecotipos testados. Na mesma
avaliagao, duas cultivares comerciais, BR-IRGA 409 e El Paso L 144, mostraram
porcentagem de germinagao superior a 90% (Schawanke et al., 2008).

As sementes dos eco6tipos de arroz vermelho apresentaram processo de
germinacgao ao longo de todo o periodo de estudo, enquanto que nas cultivares de
arroz a germinagao ocorreu principalmente no primeiro ano. Isto mostra que de
fato o arroz vermelho possui capacidade de persistir no solo por alguns anos,
antes de iniciar o processo de germinacao. Este € um dos fatores que faz do arroz
vermelho a planta daninha com maior importancia na cultura arroz. Pois além de
permitir que as sementes permanegam viaveis no solo, ocasiona a germinacao,
emergéncia, crescimento e desenvolvimento escalonado desta planta daninha, o
que dificulta o seu controle (Delouche et al., 2007).

Com relagéo a andlise da dorméncia das sementes, efetuada nos anos de
2010, 2011 e 2012, verificou-se que foram significativos os efeitos simples de
gendtipos e periodo de permanéncia das sementes no solo, e ainda, foi
significativa a interacdo entre estes dois fatores (Apéndice 3A). Na avaliacao
realizada em outubro de 2010, apds 19 meses que as sementes foram enterradas
no solo, foi possivel verificar a existéncia de gendtipos com niveis distintos de
dorméncia (Tabela 8). Nos ecétipos AV 223, AV 501, AV 503, AV 508 € AV 511 a
dorméncia foi superior a 80%. Estes gendtipos foram os que apresentaram o
maior nivel de dorméncia, composto inteiramente por genoétipos de arroz vermelho
(Tabela 8). Os ecoétipos AV 15 e AV 172, juntamente com a espécie O.
glaberrima, apresentaram taxa de dorméncia moderada, que variou de 60 a 70%
(Tabela 8). A menor taxa de dorméncia foi apresentada pelas cultivares IRGA 417

e Kaybonnet (Tabela 8). Desta forma, j& no primeiro ano fica evidente que as
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sementes de arroz vermelho possuem maior nivel de dorméncia.

TABELA 8. Analise da dorméncia das sementes dos ecétipos de arroz vermelho,
cultivares de arroz e espécie silvestre O.glaberrima, no primeiro, segundo e
terceiro ano de estudo.

Tempo apos deposicio das sementes no solo

Genétipos Primeiro Ano (2010)  Segundo Ano (2011) Terceiro Ano (2012)

19 meses 31 meses 43 meses
--------------- Dorméncia das sementes (%) ---------------

AV 15 AB" 69,3 a B 11,0 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 C 98 b
AV 511 A 91,7 a A 646 b A 403 b
Glaberrima  AB 67,5 a C 00 b D 00 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 minUscula na linha e antecedidas pela mesma letra mailscula na coluna
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
! Coeficiente de variagao.

Quando comparado o primeiro com o segundo ano, é possivel verificar
reducdo na taxa de dorméncia das sementes em praticamente todos os gendétipos
avaliados, apenas a cultivar Kaybonnet se manteve constante, pois j& havia
apresentado 0% de dorméncia no primeiro ano (Tabela 8). Apds dois anos e sete
meses presentes no banco de sementes do solo, as cultivares apresentaram
praticamente 100% de suas sementes germinadas, grande parte germinada a
campo (Figura 12B) e consequentemente 0% 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 ecétipo AV 508, classificadas como de baixo nivel de
dorméncia. Com relagdo aos ecotipos de arroz vermelho, detaca-se o AV 508 que
apresentou pronunciada reducdo da taxa de dorméncia do primeiro para o
segundo ano. No primeiro ano, este ecétipo apresentou taxa de dorméncia
superior a 80% e no segundo ano, esta taxa reduziu para menos de 5% (Tabela

8). Os ecotipos AV 15, AV 501, AV 503 e AV 172 apresentaram dorméncia
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intermediaria. J& os ecotipos AV 223 e AV 511, apresentaram alto nivel de
dorméncia, com taxas superiores a 60% (Tabela 8). Muito embora os resultados
obtidos sejam importantes para a quantificagdo da dorméncia ao longo do tempo,
o principal objetivo desse trabalho foi obter a variabilidade dessa caracteristica
entre os gendtipos avaliados. Com base nos resultados obtidos nas avaliagdes
realizadas no primeiro e no segundo ano foram selecionados os fendétipos
contrastantes para o estudo de expressao de genes.

No terceiro ano, verificou-se que as cultivares analisadas apresentaram
100% de suas sementes germinadas (Figura 12 e Tabela 7). A espécie silvestre
O. glaberrima mostrou comportamento semelhante as cultivares e apresentou 0%
de sementes dormentes (Tabela 8), j4 que as poucas sementes que nao estavam
germinadas, apresentavam inviabilidade do embrido através do teste de tetrazdlio
(Tabela 9). Nos ecotipos de arroz vermelho ainda foi possivel observar sementes
nao germinadas, ou seja, trés anos e sete meses apods a disposicdo destas
sementes no solo, ainda existiam sementes com capacidade de germinar (Tabela
8). Isto mostra que o carater dorméncia tem papel significativo na perpetuacao
desta espécie daninha. A distribuicdo da germinagao ao longo do tempo aumenta
a probabilidade de que algumas das sementes germinardo quando as condigcbes
sao favoraveis para o estabelecimento e a conclusdo do ciclo de vida da espécie
(Delouche et al., 2007). Ainda, no terceiro ano verificou-se que a taxa de
dorméncia dos ecoétipos de arroz vermelho analisados apresentavam taxa de
dorméncia que variava de 10 a 50%. Mesmo que valores de dorméncia proximos
a 10% possam ser considerados baixos, devemos levar em consideracao que
grande parte das lavouras orizicolas apresenta limitada adocao de sistemas de
rotacdo de culturas (Gomes & Magalhaes Jr, 2004), o que indica que todo ano o

banco de sementes é renovado, e intensifica o problema de controle de arroz
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vermelho.

Através dos dados apresentados acima € possivel verificar que o
comportamento e intensidade da dorméncia ao logo do tempo sao variaveis, e
que estas variagbes também ocorrem dentro dos ecétipos de arroz vermelho,
como por exemplo, o ecotipo AV 508 que mostrou comportamento diferente dos
demais ecoétipos de arroz vermelho analisados. Ainda, a variagdo da dorméncia
pode ocorrer inclusive em sementes advindas de uma mesma planta, ou da
mesma panicula (Delatorre, 1999). Esta variagcdo pode ser em questdes de dias,
ou até anos, o que torna este mecanismo de sobrevivéncia bastante eficiente
(Delouche et al., 2007). Isto torna a fenotipagem uma etapa importante no estudo
da dorméncia, pois para que este carater seja melhor compreendido e
principalmente para possibilitar analises moleculares € imprescindivel que se
tenha conhecimento do fenétipo apresentado por cada genétipo em estudo.

As diferencas fenotipicas ocorrem em fungédo das diferengas genéticas e
também das condicbes ambientais vigentes durante o desenvolvimento das
sementes (Delatorre, 1999). Ainda, estudos indicam que a pigmentacdo do
tegumento e demais camadas, tais como o pericarpo, também podem ocasionar
alteracdes na dorméncia e longevidade das sementes (Finkelstein et al. 2008). As
sementes de arroz pigmentadas, como as sementes de arroz vermelho,
apresentam maior dorméncia quando comparadas aquelas com auséncia do
pigmento (Leopold et al, 1988). Isto ocorre devido a agdo de pigmentos
flavondides presentes nas sementes que atenuam o processo de deterioracao,
pois podem restringir a disponibilidade de oxigénio, inibindo processos
metabdlicos de poés-maturagdo e germinacdo (Winkel-Shirley, 2002). Os
flavondides podem fornecer a fungao antimicrobiana e a prote¢ao contra radiagao

ultravioleta e dano oxidativo (Finkelstein et al. 2008). Cabe salientar que os
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ec6tipos de arroz vermelho analisados no presente estudo apresentam pericarpo
na cor vermelha.

Maiores niveis de dorméncia também foram verificados em ecoétipos de
arroz vermelho quando comparados as cultivares de arroz (Do Lago et al., 1982;
Noldin et al., 2006). Um estudo desenvolvido nos Estados Unidos verificou que
sementes de nove ecoétipos de arroz vermelho, enterradas a 25 cm da superficie
do solo, apresentavam-se dormentes dois anos apo6s sua dispersdo no solo,
enquanto que as sementes das cultivares, Lemont e Mars, ndo apresentavam
sementes viaveis apds cinco meses, independentemente da sua localizagdo no
solo (Noldin et al., 2006). Outro trabalho que avaliou a dorméncia das sementes
de 20 ecétipos de arroz vermelho e de quatro cultivares de arroz, também
verificou maiores niveis de dorméncia nas sementes daninhas (Do Lago et al.,
1982). Apds a colheita das sementes maduras a dorméncia média das cultivares
foi de 86%, enquanto que os ecdétipos de arroz vermelho apresentaram média de
99,9% das suas sementes dormentes (Do Lago et al., 1982). No mesmo trabalho
algumas sementes foram armazenadas apds a colheita por seis meses a 10°C e
apos este periodo, foram analisadas. Nesta andlise, as cultivares apresentaram
12% de dorméncia, enquanto que as sementes daninhas apresentaram 36% de
dorméncia (Do Lago et al, 1982). Em um estudo realizado no Brasil, a
intensidade da dorméncia em ecoétipos de arroz vermelho e arroz cultivado foi
avaliada aos 30 dias apds a colheita (Schawanke et al., 2008). As sementes de
todos os ecétipos de arroz vermelho apresentavam dorméncia em porcentagens
que variaram de 70 a 100%, enquanto que nas cultivares BR-IRGA 410 e IRGA
417 a porcentagem de sementes dormentes foi de 12 e 18%, respectivamente
(Schawanke et al., 2008).

Os trabalhos citados comprovam a existéncia do carater de dorméncia
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nas espécies daninhas de arroz, mas também enfatizam a diversidade de niveis
de dorméncia encontrados nesta espécie. Isto esta relacionado também com o
manejo e momento de andlise das sementes. Sementes que foram analisadas
apo6s a colheita provavelmente apresentam apenas a dorméncia primaria. Este
tipo de dorméncia existe durante a fase de maturacdo da semente e atinge um
nivel elevado em sementes recém-colhidas, reduzindo lentamente durante o
armazenamento (Hilhorst, 1998). Aqueles estudos nos quais as sementes sao
enterradas em grandes profundidades ou quando alguma condigdo para
germinacao é faltante, provavelmente a dorméncia em estudo seja a dorméncia
secundaria. Este tipo de dorméncia ocorre quando a dorméncia ao invés de
reduzir ao longo do tempo, também pode ser re-induzida ou passar a existir em
sementes que antes nao apresentavam dorméncia, quando as condicdes para a
germinacao, como a luz esta faltando (Hilhorst, 1998). Assim, acredita-se que a
dorméncia analisada no presente estudo tenha sido a dorméncia secundaria.

As sementes que nao germinaram, mesmo apds O processo de
superagcdo de dorméncia, foram avaliadas quanto a viabilidade do embrido.
Através desta analise verificou-se que de fato nos trés anos de estudo os
gendtipos apresentaram uma porcentagem de sementes que ndo germinou, pois
seus embrides ndo estavam mais viaveis (Tabela 9). Assim, com relagcdo a
variavel de embrides nao viaveis observou-se que foram significativos os efeitos
simples de gendtipos e periodo de permanéncia das sementes no solo, e ainda,
foi significativa a interagdao entre os genoétipos avaliados e o tempo em que as

sementes ficaram presentes no solo (Apéndice 3 C).
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TABELA 9. Andlise da viabilidade das sementes, sementes nao viaveis, dos ecétipos de
arroz vermelho, cultivares de arroz e espécie silvestre O.glaberrima, no
primeiro, segundo e terceiro ano de estudo.

Tempo apos deposicido das sementes no solo
Genétipos Primeiro Ano (2010)  Segundo Ano (2011) Terceiro Ano (2012)

19 meses 31 meses 43 meses
——————————————— Sementes nao viaveis (%) ---------------
AV 15 N30 b A 196 a AB 114 ab

AV 172 17,7 b A 23,7 ab A 29,8 a

AV 223 15,3 ns A 24,8 AB 10,8

AV 501 2,0 b A 34,9 a AB 21,7 a

AV 503 2,6 b AB 77 ab AB 17,6 a

AV 508 4,6 ns B 0,0 B 41

AV 511 3,1 ns AB 3,6 B 2,2
Glaberrima 6,7 ns A 8,1 B 6,6
IRGA417 3,2 ns B 1,0 B 0,0
Kaybonnet 0,0 ns B 0,0 B 0,0

CV (%) 23,4

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

Na primeira avaliacdo desta variavel, aos 19 meses apdés as sementes
serem enterradas, ndo houve variacao significativa entre os gendtipos quanto ao
nuamero de sementes ndo viaveis (Tabela 9). No segundo ano, aos 31 meses
apos a deposicao das sementes no solo, verificou-se diferenga estatistica entre
gendtipos avaliados e foi possivel observar que os ecétipos de arroz vermelho AV
15, AV 172, AV 223 e AV 501 apresentaram os maiores valores de embrides néao
viaveis, que corresponderam 20, 24, 25 e 35%, respectivamente (Tabela 9). Com
relacdo a mesma variavel, no terceiro ano, 43 meses apdés a deposicdo das
sementes no solo, também foi possivel verificar diferenca estatistica entre
gendtipos avaliados, os maiores valores de sementes nao viaveis foram
apresentados pelos ecétipos de arroz vermelho (Tabela 9). Verificou-se que os
gendtipos com maior numero de sementes ndo viaveis foram os ecoétipos AV 223,
AV 503, AV 501 e AV 172 que apresentaram respectivamente 11, 18, 22 e 30%
de sementes nao viaveis (Tabela 9). O fato dos ec6tipos de arroz vermelho terem
apresentado maior numero de sementes ndo viaveis pode estar relacionado ao

maior numero de sementes no solo, quando comparado as sementes de arroz
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cultivado, que no mesmo periodo ja tinham apresentado praticamente 100% de
germinagao.

Parte dos genétipos avaliados apresentou uma porcentagem minima de
sementes que ndo germinou apds o processo de superacdo de dorméncia, mas
que possuia embrides viaveis (Tabela 10). Este fato poderia ser explicado pela
complexidade do carater de dorméncia, ou seja, as sementes ndo germinadas
provavelmente necessitavam de outro estimulo para superar a dorméncia ja que o
método utilizado foi apenas a exposicdo das sementes a temperatura de 50 °C

por seis dias.

TABELA 10. Analise da viabilidade das sementes, sementes viaveis, dos ecotipos de
arroz vermelho, cultivares de arroz e espécie silvestre O.glaberrima, no
primeiro, segundo e terceiro ano de estudo.

Tempo apo6s deposicdo das sementes no solo
Genotipos  Primeiro Ano (2010)  Segundo Ano (2011) Terceiro Ano (2012)

19 meses 31 meses 43 meses
——————————————— Sementes nao viaveis (%) ---------------
AV 15 NS 28 ab A 59 a NS00 b
AV 172 0,0 ™ B 0,9 0,0
AV 223 4.0 ns AB 3,6 2,4
AV 501 3,1 b A 13,1 a 00 b
AV 503 1,2 ns B 0,7 0,0
AV 508 1,2 ns B 0,0 0,2
AV 511 0,2 ns B 0,0 0,0
Glaberrima 4,1 a b 0,0 b 0,0 b
IRGA417 1,7 ns B 0,0 0,0
Kaybonnet 0,1 ns B 0,0 0,0
CV (%) 21,5

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na linha e antecedidas pela mesma letra mailscula na coluna
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
! Coeficiente de variagéo.

As Regras para Andlise de Sementes (RAS) (Brasil, 1992) indicam
alguns métodos para a superacao da dorméncia, grande parte deles com o uso
de elevadas temperaturas. Recomenda-se a pré-secagem das sementes por mais
de 96 horas com temperatura de 40°C a 50°C em estufa com circulagéo de ar.
Ainda é sugerida a imersdo das sementes em agua a 40°C por 24 horas ou,

imersdo das sementes em solucao de Hipoclorito de Sédio a 0,5% por 16 - 24
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horas (Brasil, 1992). Outro método recomendado €& o pré-aquecimento das
sementes a 50°C e apds disposicdo das mesmas em agua ou em solugdo de
Nitrato de Potassio (KNOj), por 24 horas (Brasil, 1992). Além da RAS varios
autores tém recomendado o uso de temperaturas elevadas para superagcédo da
dorméncia. Amaral & Gonzalo (1977) sugeriram condigoes de 49°C por 96 horas.
Vieira & Barros (1994) recomendaram a condi¢do de 40°C por 168 horas para a
superacao da dorméncia em cultivares de arroz irrigado Inca e MG 1, embora
para a primeira cultivar, as temperaturas de 50°C e 60°C foram capazes de
superar a dorméncia em menor tempo. Ainda outros trabalhos sugerem o
tratamento com a temperatura de 50°C por 3 a 7 dias (Guimaraes et al., 2000). No
entanto, temperaturas superiores a 60°C podem inviabilizar o embrido (Menezes
et al., 2009), o que torna importante a adocao de temperaturas abaixo deste limite
como forma de nao interferir com os resultados em avaliacdo. Os trabalhos acima
confirmam que a utilizagdo de calor € eficiente para a superagdo da dorméncia
em sementes de arroz. No entanto, a mesma temperatura pode nao ser eficaz
para todas as sementes, j4 que cada trabalho indica uma temperatura e periodo
de exposicao diferente. Isto pode indicar que as sementes do presente estudo,
gue nao apresentaram germinagdo, mas que possuem seus embrides viaveis
necessitam de outro método ou de algum ajuste especifico de temperatura e/ou
de exposicao para a superacao da dorméncia. Isto comprova a complexidade do
carater de dorméncia.

Com relacdo aos tratamentos baseados na utilizacdo de elevadas
temperaturas, acredita-se que o calor promova a oxidacdo dos compostos
presentes, principalmente na casca, que competem com o embrido pelo O
(Seshu & Dadlani, 1991). Outros autores acreditam que a casca das sementes de

arroz impede a penetracdo de oxigénio para que se realize o processo
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germinativo e que, também a casca, consome o0 oxigénio deixando-o indisponivel
para o embrido (Bewley & Black, 1994). A medida que a dorméncia vai
desaparecendo durante o armazenamento, o consumo de oxigénio pela casca
diminui. Isto leva a crer que a casca impde a dorméncia, impossibilitando o
embrido de absorver oxigénio (Peske et al., 1997). No entanto este fato ainda ndo
esta comprovado, e por este motivo, o presente estudo avaliou a germinagéo das
sementes dos genoétipos de arroz na presenga e na auséncia da casca.

A analise de germinagdo das sementes com e sem casca foi realizada
seis meses apods a colheita destas sementes. Através desta analise foi possivel
verificar que ndao houve variacao significativa entre a germinacdo de sementes
com e sem casca (Figura 13 — Apéndice 4). Isto mostra que para os genoétipos
avaliados nas condicbes citadas, a casca nao influencia na germinacdo das
sementes e possivelmente nao influencia na dorméncia das mesmas. No entanto,
€ possivel verificar diferenga significativa na germinagéo dos genotipos avaliados.
Nesta andlise, aos seis meses apos a colheita das sementes, os ecétipos AV 223
e AV 511 apresentaram menores taxas de germinacao, que variou entre 20 e
40%. Enquanto que a espécie silvestre O. glaberrima e as cultivares Kaybonnet e
IRGA 417 apresentaram 0s maiores niveis de germinagao (Figura 13). Estes
dados confirmam os resultados obtidos durante o estudo do comportamento das
sementes ao longo dos trés anos (Tabela 7 e 8), que mostraram que os ecotipos
AV 223 e AV 511 apresentam alta dorméncia e por isso sao fendtipos
contrastantes da espécie silvestre O. glaberrima e pelas cultivares Kaybonnet e

IRGA 417, que apresentam baixa dorméncia.
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FIGURA 13. Taxa de germinacao de sementes com e sem casca dos genétipos de arroz
aos seis meses apds a colheita das sementes. Médias e desvio padréo
apresentados. Letras mindsculas comparam os genoétipos avaliados, letras
mailscula comparam os genétipos com e sem casca pelo teste de Tukey
(p< 0,05). Porto Alegre, RS. 2013.

4.2.2 Expressao de genes relacionados a dorméncia das sementes
Os genes OsCYP707A5, OsMADS29 e Sdr4 sao relatados como
envolvidos no carater de dorméncia em trabalhos na literatura (Sugimoto et al.,

2010; Liu et al., 2011; Li et al., 2011b). Entretanto, nos estudos ja apresentados

estes genes tiveram sua expressdo avaliada apenas em cultivares de arroz,

ecotipos de arroz vermelho ndo foram analisados quanto a expressao destes
genes. Ainda, diferentemente do presente estudo, a expressdo dos genes em
questao foi analisada somente em determinadas etapas no desenvolvimento da

semente. A expressao do gene Sdr4 foi avaliada 14 dias apds a antese e em

outras partes da planta, ndo correspondentes a semente (Sugimoto et al., 2010).
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O gene OsCYP707A5 foi avaliado em sementes maduras, seis meses apés a
colheita (Liu et al., 2011). Ja 0 gene OsMADSZ29 teve sua expressao avaliada em
sete periodos, no entanto, todos eles durante o processo de germinacao das
sementes (Li et al., 2011a). Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
expressao relativa dos genes OsCYP707A5, OsMADS29 e Sdr4 em etapas
fisiologicas distintas da semente, de forma a verificar o comportamento destes
genes desde a formacdo do embrido até a germinagdo visivel, e apontar o
possivel papel no carater dorméncia das sementes de arroz vermelho. Assim, as
analises da expressao foram realizadas no periodo de formagdo do embrido, aos
14 dias apds a antese; quando o embrido encontrava-se em estagio maduro, aos
seis meses apos a colheita das sementes; e quando as sementes estavam em
processo de germinacdo as 12, 24, 36, 48 e 60 horas apds exposicdo a
germinagao.

As andlises de expressdo foram realizadas em sete gendétipos de arroz,
escolhidos através dos resultados obtidos na fenotipagem, descritos no item
4.2.1. A fenotipagem foi realizada ao longo de trés anos e sete meses, no entanto,
os fendtipos contrastantes foram escolhidos baseados nos resultados obtidos no
segundo ano, apds 31 meses da deposicdo das sementes no solo. Através da
analise fenotipica foi possivel identificar os fenoétipos contrastantes, que
compreendem nos ec6tipos AV 511 e AV 223, que apresentaram alta dorméncia
das sementes, o ecétipo AV 503 que apresentou dorméncia intermediaria, e
quatro genoétipos que apresentaram baixa dorméncia, o ecétipo AV 508, a espécie
O. glaberrima, e as cultivares IRGA 417 e Kaybonnet.

O gene OsCYP707A5 pertence a familia CYP707A e codifica ABA 8-
hidroxilase, que participa do catabolismo de ABA (Okasaki et al., 2012). Estudos

genéticos tém mostrado que ABA quando produzido por tecidos maternos ou
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exégenos nao € suficiente para induzir a dorméncia, o que faz com que este tipo
de dorméncia dependa da sintese de ABA no embrido e/ou endosperma
(Finkelstein et al., 2008). Assim, a regidao escolhida para avaliar a expressao
relativa dos genes em estudo foi a regido do embrido. A primeira analise foi
realizada no momento em que as sementes apresentavam-se em formagao, ou
seja, 14 dias apdés a antese. Neste momento verificou-se que o gene
OsCYP707A5 foi expresso em todos os gendtipos analisados (Figura 14). No
entanto, ndo foi possivel verificar relacdo da expressao do gene OsCYP707A5
com o carater de dorméncia das sementes, pois genétipos contrastantes
apresentaram nivel semelhante de expresséao relativa (Figura 14). O ecétipo AV
511, que apresenta alta dorméncia, apresentou expressao relativa préxima a
cultivar Kaybonnet, que apresenta baixa dorméncia. O mesmo ocorreu com 0
ecotipo AV 223 e a cultivar IRGA 417 que apresentam fenoétipos contrastantes,
mas que apresentaram expressao relativa semelhante, proxima de 0,75 (Figura

14).
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FIGURA 14. Expressao relativa do gene OsCYP707A5 na regiao do embrido em
formacao em sementes de gendtipos de arroz vermelho, cultivares de arroz
e na espécie silvestre O. glaberrima. Médias e desvio padrao apresentados.
Porto Alegre,RS. 2013.

A expressao relativa do gene OsCYP707A5 em sementes maduras, seis
meses apds a colheita, também nao apresentou relagdo com o carater de
dorméncia (Figura 15). As cultivares Kaybonnet e IRGA 417 mostraram nivel de
expressao relativa bastante semelhante. O ecétipo AV 511 apresentou expressao
relativa 80 vezes superior as cultivares Kaybonnet e IRGA 417. No entanto, os
fenotipos contrastantes O. glaberrima e AV 223, diferentemente do esperado,
apresentaram expressao relativa semelhante (Figura 15). Isto surge que
provavelmente o gene OsCYP707A5 ndo esta envolvido com o carater em
estudo. Ainda, ndo foi possivel verificar expressdao do ecétipo AV 503 neste
momento da andlise. As mesmas amostras apresentaram expressdo para o

controle endégeno 28S rRNA, no entanto, para o gene OsCYP707A5 a curva de
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amplificagdo nao formou-se corretamente e foi possivel observar a formagéo de
varios picos na curva de dissociacdao, o que indica a formagdo de produtos

inespecificos.
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FIGURA 15. Expresséo relativa do gene OsCYP707A5 na regido do embrido maduro das
sementes de gendtipos de arroz vermelho, cultivares de arroz e na espécie
silvestre O. glaberrima. Médias e desvio padrao apresentados. Porto Alegre,
RS. 2013.

O gene OsCYP707A5 teve também sua expressdo relativa avaliada
durante o processo de germinagdo das sementes, as 12, 24, 36, 48 e 60 horas
apos expostas a germinacao. Entretanto este gene nao apresentou amplificacao
na regiao do embrido durante o processo de germinacdo. Na mesma avaliacao foi
possivel visualizar que todas as quadruplicatas e repeticdes, dos gendtipos
testados, apresentavam expressdao para o controle endoégeno 28S rRNA.
Enquanto que para o gene OsCYP707A5 a curva de amplificagdo ndo formou-se
corretamente e ainda, foi possivel verificar a formagao de varios picos na curva de

dissociagao, o que indica a formagao de produtos inespecificos.
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Na figura 16 é possivel verificar as etapas de germinacao observadas em

cada genétipo no momento em que foram realizadas as coletas para a analise de
expressao, as 12, 24, 36, 48 e 60 horas apds expostas a germinacao (HAEG). As
sementes colocadas para germinar ndo estavam mais em estado de dorméncia,
pois foram submetidas a métodos de supera¢do de dorméncia, descritos no item
3.2.3.1. No entanto, através da Figura 16, € possivel observar que mesmo
utilizando sementes ndo dormentes, verificaram-se diferengas na velocidade com

que ocorreram as etapas de germina¢ao em cada genatipo.

12 horas

Com casca

) ¢ | 0 @

Sem casca

AV223  AV503 AV508 AV511 IRGA Kayb. Glab.

HAEG a7
12 horas SA SA SA SA SA SA SA
24 horas SA SA SA SA FI SA SA
36 horas Fl Fi FI Fi Fll Fi Fl
48 horas Fil FI FI Fll FllI Fil Fil
60 horas Fil Fll Fill Fill G G G

FIGURA 16. Etapas de germinacao dos genétipos de arroz, observados as 12, 24, 36, 48
e 60 horas apds expostas a germinagdao (HAEG). Sementes sem alteracao
(SA), em fase | de embebicao (Fl), fase Il de platé (Fll), exposicao da
radicula na fase Il (FIll) e germinag@o com presenga de radicula >1mm (G).
Porto Alegre, RS. 2013.
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No primeiro momento, as 12 HAEG, a diferenca na velocidade de
germinacdo ainda nao foi visivel, pois as sementes de todos os gendétipos
mostravam-se sem alteracées (SA) (Figura 16). Ja as 24 HAEG a cultivar IRGA
417 apresentava-se em fase de embebicdo (Fl), 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 platd (FlI),
as sementes dos demais gendtipos estavam em FI (Figura 16). As 48 HAEG foi
possivel evidenciar claramente a diferenca de velocidade de germinagéo, pois
enquanto as sementes de alguns genétipos como AV 503 e AV 508 continuavam
em FI, 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 (FllI)
(Figura 16), onde ocorre um aumento adicional na absor¢do de agua, que
acontece quando o eixo embrionario alonga e rompe as camadas que envolvem a
semente (Manz et al., 2005). As 60 HAEG os gendtipos AV 223 e AV 503
permaneciam em Fll, os gendtipos AV 503 e AV 511 estavam em Flll e os
gendtipos IRGA 417, Kaybonnet e O.glaberrima ja haviam germinado, com
presencga de radicula >1mm (G) (Figura 16). Acredita-se que existe muita variagao
relacionada a velocidade com que as sementes podem germinar (Alonso-Blanco
et al., 2003). Ainda, a germinacao das sementes de arroz indica é geralmente
mais rapida do que a germinagdo em sementes de arroz japbnica, o que é
inclusive utilizado como uma das caracteristicas para distinguir as duas
subespécies (Miura et al., 2002), e pode refletir numa variagao genética especifica
para a adaptacdo aos ambientes. A velocidade de germinacdo € reconhecida
como resultado da interacdo entre genes e ambientes especificos (Alonso-Blanco
et al., 2003). Isto mostra que em cada fase da germinagédo pode existir variagées

nos niveis de expressao dos genes envolvidos neste processo. No entanto, em
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muitos trabalhos estas diferencas ndo sao consideradas, pois sao realizadas
apenas analises de presenca e auséncia de germinacao e elas ndo abordam as
fases deste processo.

A expressao do gene OsCYP707A5 em embrides de sementes de arroz
cultivado, seis meses ap6s a colheita das sementes, foi relacionada ao maior
indice de dorméncia das sementes (Liu et al.,, 2011). Neste estudo, apenas as
cultivares 9311 e Pei-Ai 64s (PA64s) foram avaliadas por apresentarem taxa de
germinacdo contrastantes nas primeiras 48 horas, 60 e 30% de germinacao,
respectivamente (Liu et al., 2011). Aos seis meses apos a colheita das sementes,
a cultivar 9311 apresentava concentracdo de ABA inferior a cultivar PA64s, as
cultivares apresentavam concentragdes de 1000 ng.g' e 1800 ng.g”,
respectivamente. A expressao génica de OsCYP707A5 era quatro vezes superior
na cultivar 9312 quando comparada a cultivar PA64s (Liu et al., 2011). No
entanto, 60 horas ap0s a exposicdo a germinagcao as taxas de germinacao das
duas cultivares analisadas eram muito préximas, as cultivares PA64s e 9311
apresentaram aproximadamente 70 e 75% de germinagao, respectivamente (Liu
et al., 2011). As informagdes acima mostram que o gene OsCYP707A5 pode
estar envolvido no catabolismo de ABA. No entanto, ndo fica evidente que este
gene tenha agao sobre o carater de dorméncia, ja que as cultivares testadas nao
parecem ter diferencas claras nos niveis de dorméncias de suas sementes.

O presente estudo ndo avaliou o teor de ABA nas sementes, e desta forma,
nao € possivel descartar o envolvimento deste gene com o catabolismo de ABA.
Até o presente momento, o Unico trabalho que verificou a relacao deste gene com
o carater de dorméncia nas sementes de arroz foi realizado por Liu et al. (2011).
No entanto, estes testes foram realizados apenas em cultivares de arroz (Liu et

al., 2011).
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Outros trabalhos foram realizados com a familia génica CYP707A,
entretanto grande parte deles em sementes de Arabidopsis thaliana (Ali-Rachedi
et al., 2004; Kushiro et al., 2004; Millar et al., 2006; Okamoto et al., 2006). Na
espécie A. thaliana, estudos de expressdao génica mostraram que 0O gene
AtCYP707A2, gene da familia CYP707A, foi associado com o rapido declinio de
ABA na germinacdo das sementes (Kushiro et al., 2004). Estes estudos também
indicam que o aumento na biossintese de ABA pode levar a uma maior dorméncia
das sementes (Kushiro et al., 2004). Em A. thaliana, depois do amadurecimento
das sementes, ha rapida diminuicdo nos niveis de ABA, o que proporciona a
germinacgao das sementes (Ali-Rachedi et al., 2004).

Existem varias vias catabdlicas alternativas para a inativacdo de ABA
(Kushiro et al., 2004). No entanto, a hidroxilacdo de ABA na posicao 8 para
produzir 8 ABA-hidroxi, que isomeriza-se de forma espontdnea para acido
faséico, é considerado o caminho predominante do catabolismo de ABA
(Nambara & Marion-Poll, 2005). Tanto em cevada (Hordeum vulgare L.) quanto
em Arabidopsis, a diminuicdo de ABA durante a embebicdo das sementes é
associado com o aumento do 4cido faséico (Jacobsen et al., 2002; Kushiro et al.,
2004). A reacédo é catalisada por uma enzima citocromo P450 monooxygenase
conhecida como ABA-8 -hidroxilase (ABA8 OH) (Millar et al., 2006). Os genes
AtCYP707A1-AtCYP707A4 de Arabidopsis foram descritos como codificadores de
ABA8 OH (Kushiro et al., 2004). Acredita-se que ABA-8'- hidroxilase catalisa o
primeiro passo da degradagao oxidativa do acido abscisico e € considerada a
enzima fundamental no controle da taxa de degradacao deste horménio (Cutler et
al., 1997).

Através das informagdes apresentadas em outros trabalhos € possivel

verificar que ABA esta envolvido em processos de dorméncia das sementes e que
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0 gene OsCYP707A5 possui envolvimento com a sintese de ABA-8'- hidroxilase.
Entretanto, o presente estudo ndo encontrou relagcdo do nivel de expressao de
OsCYP707A5 com o carater de dorméncia nos gendtipos de arroz vermelho,
cultivares e espécie silvestre testados. Isto, no entanto, ndo elimina a
possibilidade de relagdo deste gene com a sintese de ABA-8'- hidroxilase, ja que
os niveis de ABA nao foram quantificados nos gendétipos avaliados.

O gene OsMADS29 apresentou expressao relativa na regido do embrido no
momento em que este encontrava-se em formacao, aos 14 dias ap0s a antese
(Figura 17). Os maiores valores da expressao relativa foram observados na
espécie silvestre O. glaberrima e nas cultivares de arroz, Kaybonnet e IRGA 417,
que apresentaram respectivamente, expressao relativa de 27, 26 e 21 vezes
superior ao eco6tipo de arroz vermelho AV 223, utilizado como controle (Figura
17). Contrariamente, a menor expressao relativa foi observada nos ecoétipos de
arroz vermelho que apresentaram maior nivel de dorméncia (Figura 17). Isto
sugere que o gene OsMADS29 pode estar envolvido nos processos de
germinacao das sementes e que a expressao deste gene pode contribuir para o

formacao de sementes sem dorméncia ou com baixa dorméncia.
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FIGURA 17. Expressao relativa do gene OsMADS29 na regiao do embrido em formagao
das sementes de genoétipos de arroz vermelho, cultivares de arroz e na
espécie silvestre O. glaberrima. Médias e desvio padrdao apresentados.
Porto Alegre, RS. 2013.

O gene OsMADS29 também apresentou expressao na regidao do embridao
em sementes maduras, aos seis meses apods a colheita. Esta expressao foi
novamente superior nas cultivares de arroz e na espécie silvestre e inferior nas
sementes dos ecétipos de arroz vermelho (Figura 18). Inclusive, a expressao
relativa do gene OsMADS29 nas cultivares de arroz foi ainda superior aquela
verificada nas sementes em formacao (Figura 17). Quando as sementes estavam
em formagdo a expressao relativa do gene OsMADS29 nas cultivares e na
espécie silvestre variou entre 21 a 27 (Figura 17). J4 nas sementes maduras, seis
meses apds a colheita, a expressao relativa foi de 80 a 150 vezes superior ao

controle AV 223 (Figura 18). Ainda na Figura 18 é possivel verificar que o ecétipo

AV 508 teve expresséao relativa semelhante as cultivares de arroz e a espécie
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silvestre. Isto poderia explicar o seu comportamento semelhante as cultivares,

apresentado no segundo ano da fenotipagem (Tabela 8).
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FIGURA 18. Expressao relativa do gene OsMADS29 na regiao do embrido maduro em
sementes de gendtipos de arroz vermelho, cultivares de arroz e na espécie
silvestre O. glaberrima. Médias e desvio padrao apresentados. Porto Alegre,
RS. 2013.

Verificou-se expressdao do gene OsMADS29 na regidao do embrido no
processo de germinacdo das sementes analisadas as 12, 24, 36, 48 e 60 horas
apos expostas a germinacao. Através da Figura 19 é possivel verificar que a
expressao do gene OsMADSZ29 variou entre os genétipos avaliados, e os
gendtipos também apresentaram niveis diferentes de expressao relativa ao longo
do processo de germinacao. Observou-se que a expressao relativa apresentada
pelos gendtipos 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 19 A e B). As 36 horas verifica-se
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reducdo da expressao relativa da cultivar IRGA 417 e aumento da expressao
relativa do ecotipo AV 511 que apresenta expressao relativa 9 vezes maior que a
cultivar controle, Kaybonnet (Figura 19C). As 48 horas, o ecétipo AV 511
apresentou elevacao no nivel de expressao relativa, ficando 30 vezes superior a
cultivar Kaybonnet. Neste mesmo momento, o ecoétipo AV 503 também
apresentou pronunciada expressao relativa. Cabe ressaltar que, nesta andlise ndo
foi possivel quantificar a expressao no ecotipo AV 508 (Figura 19D), pois a curva
de amplificacdo nao formou-se de modo correto e observou-se ainda a formacao
de varios picos na curva de dissociacdo, indicando a formacado de produtos
inespecificos. Na ultima avaliacao do processo de germinacao, as 60 horas apos
expostas a germinacao em agua, apenas o ecoétipo AV 503 ndo havia reduzido
sua expressao (Figura 19E).

Na Figura 19 ainda é possivel salientar que a expressao relativa do gene
OsMADS29 nao foi constante ao longo do processo de germinagdo nos genétipos
avaliados, que apresentaram picos maiores de expressdao em etapas distintas.
Cabe ressaltar que os genotipos analisados iniciaram as fases Fl, Fll, Flll e G em
etapas diferentes (Figura 16). Isto sugere que a expressao do gene OsMADS29
pode estar relacionada a determinadas fases da germinacao que influenciam na
velocidade desta, nas fases Fl, FlI, Flll e G. O estudo realizado por Alonso-Blanco
et al. (2003) afirma que existe pronunciada variacdo na velocidade de germinacgao
das sementes, que é resultado da interacao entre genes e ambientes especificos.
Isto poderia sugerir que a expressdo do gene OsMADS29 esta relacionada a
etapas especificas da germinacao, ja que outro estudo, verificou em gel de
agarose, que o tempo necessario para percepgao inicial da expressdo do gene
OsMADS29 correspondeu estreitamente com o tempo necessario para a emissao

da radicula (Li et al., 2011a).



>

Expressao relativa

Expressao relativa

C

Expressao relativa

12 horas

w;w‘%e‘“ WENEE AN S
S 7 24 horas
@ \@ “‘ NIRIRR?
36 horas
10
8
6 -
4 -
2
0
1~a~x‘>°$%§:e“‘“\\>“ RN

O

N N W w
o a o (3}
1 1 1 |

Expresséo relativa

Expressao relativa

15

w““
3.0

2.5
2.0
1.5
1.0

0.5

0.0 -

Wiy

QO%GP

105

48 horas
’5 fib
e“\ P \sﬁ(’Q 37
60 horas
\«\Q LN

FIGURA 19. Expressao relativa do gene OsMADS29 em genétipos de arroz vermelho,
cultivares de arroz e na espécie silvestre O. glaberrima, na regidao do
embridao em processo de germinacdo, as 12, 24, 36, 48 e 60 horas apos
expostas a germinacdo. Médias e desvio padrdo apresentados. Porto

Alegre, RS. 2013.
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O estudo que avaliou a F2 provinda de um cruzamento de uma variedade
japbnica (alta dorméncia) com uma variedade indica (baixa dorméncia) confirmou
a relagdo do qGR2 com a auséncia do carater de dorméncia e identificou trés
genes putativos presentes neste QTL (Li et al, 2011b). Dois destes genes,
Loc_0s02g07410 e Loc_0Os029g07420, nao foram expressos durante a
germinacao de sementes, em nenhuma das linhagens estudadas. O outro gene,
chamado de OsMADS29, apresentou expressdo elevada em espiguetas,
paniculas e pouca expressdo em brotos, folhas e raizes, indicando que o gene,
pode estar relacionado com o carater de dorméncia das sementes, pois é
expresso preferencialmente durante a maturacdao e germinagao das sementes (Li
et al., 2011a). Outro estudo relacionado ao OsMADS29 verificou também que este
gene é preferencialmente expresso em tecidos reprodutivos e apresenta pouca ou
nenhuma expressao em tecidos vegetativos (Yin & Xue, 2012). Verificou-se que
OsMADS29 apresentou expressdo na flor (antera e ovario) e sementes em
desenvolvimento, especialmente depois da antese, mas nao foi detectavel em
tecidos vegetativos, como raizes, brotos e folhas (Yin & Xue, 2012).

A familia do fator de transcricao MADS box é caracterizada pela presenca
de um dominio MADS box de ligagdo na regido N-terminal (Shore & Sharrocks,
1995). Os fatores de transcricdo MADS box sado reguladores criticos do
desenvolvimento reprodutivo do arroz (Yin & Xue, 2012). A repressao de MADS29
resulta no desenvolvimento de sementes anormais (Yin & Xue, 2012). Estas
sementes apresentaram desenvolvimento anormal, taxa de enchimento de gréaos
baixa, suprimida biossintese de amido, e o amido contido apresentava granulos
anormais (Yin & Xue, 2012). Isto esta de acordo com a expressdo de OsMADS29

observada no presente estudo, que apresentou expressido nas sementes em
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formacdo, aos 14 dias apdés a antese, em sementes maduras e durante a
germinagao das sementes.

Com relagdo ao gene Sdr4, que codifica uma proteina com funcao
desconhecida, verificou-se expressao deste gene na regido do embrido em
formacao aos 14 dias apds a antese (Figura 20). Ainda, o padrdo de expressao
deste gene mostrou relagdo direta com o carater de dorméncia das sementes,
pois nos ecoétipos de arroz vermelho a expressdo do gene foi superior em
comparagao as cultivares de arroz, onde a dorméncia das sementes € reduzida
(Figura 20). A espécie silvestre O. glaberrima e a cultivar IRGA 417 apresentaram
expressao quatro e cinco vezes, respectivamente, superior ao gendtipo controle
utilizado, a cultivar Kaybonnet. Estes valores foram bastante inferiores aos valores
de expressao relativa apresentados pelos ecotipos de arroz vermelho AV 223 e
AV 511, que apresentaram 72 e 84 vezes expressdao superior a cultivar

Kaybonnet.
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FIGURA 20. Expresséao relativa do gene Sdr4 na regido do embrido em formagado em
sementes de gendtipos de arroz vermelho, cultivares de arroz e na espécie
silvestre O. glaberrima. Médias e desvio padrao apresentados. Porto Alegre,
RS. 2013.

Quando o gene Sdr4 foi analisado em sementes maduras, aos seis meses
apos a colheita, também foi possivel verificar expressdo do gene na regido do
embrido (Figura 21). A expressdao deste gene pode estar relacionada com o
carater de dorméncia das sementes, ja que a expressao relativa foi mais
pronunciada nos genétipos com alta dorméncia (Figura 21). As cultivares IRGA
417, Kaybonnet e a espécie silvestre O. glaberrima apresentaram expressao
relativa semelhante (Figura 21). Neste mesmo periodo, a germinagdo das
sementes também foi avaliada, comprovando que de fato seis meses a apos a
colheita, as sementes dos ecotipos AV 223 e AV 511 apresentam germinagao
inferior aos demais gendétipos avaliados (Figura 13). Isto mostra, de forma indireta,

que a dorméncia das sementes dos ecétipos AV 223 e AV 511 aos seis meses
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apos a colheita das sementes ainda € relacionada com os elevados niveis de

expressao do gene Sdr4 nestes ecétipos.
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FIGURA 21. Expressao relativa do gene Sdr4 na regido do embrido em sementes
maduras dos genotipos de arroz vermelho, cultivares de arroz e na espécie
silvestre O. glaberrima. Médias e desvio padrao apresentados. Porto Alegre,
RS. 2013.

Quando o gene Sdr4 foi avaliado durante o processo de germinacao das
sementes houve expressado deste gene em todas as etapas avaliadas, as 12, 24,
36, 48 e 60 horas apo6s expostas a germinacdo. Os niveis de expressao deste
gene variaram entre 0s genotipos e conforme o momento da avaliagao (Figura
22). As 12 horas apés exposicdo das sementes a germinagao, todos os genétipos
apresentavam suas sementes sem alteracdes visiveis (SA) (Figura 16). Neste
momento o gendtipo O. glaberrima apresentou o maior nivel de expressao relativa

do gene Sdr4 (Figura 22A). As 24 horas ap6s expostas & germinagdo, os

gendtipos O. glaberrima e AV 223 mostraram 0s maiores niveis de expressao
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relativa do gene Sdr4 (Figura 22B). As 36 horas a maior expressdo relativa é
mostrada pelo genétipo O. glaberrima, os demais ecotipos apresentam expressao
inferior ou semelhante a cultivar Kaybonnet. As 48 e 60 horas é possivel verificar
reducdo na magnitude da expressdo do gene Sdr4 nos genoétipos avaliados, pois
a nivel de expressao relativa apresentado por todos os genétipos fica proximo ou
inferior a cultivar Kaybonnet (Figura 22D e E). Cabe salientar que nas analises da
expressao do gene Sdr4 durante o periodo de formagao do embrido (Figura 20) e
embrido maduro (Figura 21) os maiores niveis de expressao do gene Sdr4 foram
observados nos ecétipos de arroz vermelho. Entretanto, isto ndo ocorreu nos
resultados de andlise de expressdao do gene Sdr4 durante a germinagao as 12,
24, 36, 48 e 60 horas apOs expostas a germinacdo, quando nao foi possivel
relacionar as diferencas nos niveis de expressao com ecoétipos de arroz vermelho
e cultivares de arroz. Este fato pode ser explicado, pois antes das sementes
serem colocadas para germinar, para as analises as 12, 24, 36, 48 e 60 horas
apos expostas a germinagdo, as sementes tiveram a dorméncia superada e
estavam aptas para germinar. O fato da cultivar IRGA 417 apresentar os menores
niveis de expressdao do gene Sdr4 em todas as etapas avaliadas durante a
germinacao (Figura 22) e apresentar a maior velocidade de germinacao (Figura
16), pode indicar que o0 gene Sdr4 esteja de fato associado aos processos que
reprimem a expressao de genes de germinacao. Ainda se observada a magnitude
de expressao do gene Sdr4 durante o periodo de formagdo do embrido (Figura
20), embridao maduro (Figura 21) e durante as etapas de germinacao (Figura 22),
€ possivel verificar que a magnitude de expressao do gene em questao foi inferior
quando as sementes possuiam dorméncia superada e foram expostas ao

processo de germinagao (Figura 22).



111

A 25- D
12 horas 1.4 48 horas
< 20- ) 1.2 -
% 2 1.0
S 1.5 - °
p = 0.8
lg l§
2 1.0 1 g 0.6 .
°- S
X 05 - u% 0.4
0.2
0.0 -
0.0 -
NERAN q,‘i*” A
oo ‘>. 2 RNy W02 AR o B\ P
‘(&\“o 0 P INRES RN ‘(@\“o \?‘c,b «\ W Pg ISR
B _ E
2.5 24 horas 2.0 60 horas
1.8 +
2.0 - o 1.6
2
5 1.4
1.5 ® 1.2
iy ,§ 1.0
. g 0.8
o 0.6
x
0.5 + w 0.4 -
0.2
0.0 - -
< 1«\“\ R ‘30% 6\\ P " N
@G B P ‘lso‘*“o‘\\ 0‘:0 e“ BB
C 20- 36 horas
S 151
k]
(
S 1.0
[]
/)]
o
3
X 05
0.0 -

\(&‘3

‘0°° G"‘ e“\ P»

6@‘3 ,ﬂ’b
y}\

\\z

FIGURA 22. Expresséo relativa do gene Sdr4 em gen6tipos de arroz vermelho, cultivares

de arroz e na espécie silvestre O. glaberrima, na regiao do embrido das
sementes em processo de germinagao, as 12 (A), 24 (B), 36 (C), 48 (D) e 60
(E) horas apbs expostas a germinagdo. Médias e desvio padrao
apresentados. Porto Alegre, RS. 2013.
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Os resultados apresentados acima apontam a relagdo do gene Sdr4 com o
carater dorméncia, pois nas etapas fisiologicas avaliadas, a expressao do gene
teve relacdo direta com o carater em estudo. Mesmo que a sequéncia de
aminoacidos formada pela traducdo deste gene nao mostre nenhuma semelhancga
com qualquer proteina conhecida, outros estudos também indicam a relacao
deste gene com o carater de dorméncia das sementes (Sugimoto et al., 2010; Li
et al., 2011b). O trabalho que desenvolveu uma linhagem isogénica de Sdr4
utilizou um segmento de 7,5 Mb da cultivar Kasalath em um background de
Nipponbare. Verificou-se que a taxa de germinacao desta linhagem seis semanas
apos a colheita era de 2%, inferior inclusive a cultivar Kasalath que apresentou
4% de germinacao e a taxa de germinacao observada na cultivar Nipponbare foi
de 58% (Sugimoto et al., 2010). Neste estudo verificou-se que o alelo do gene
encontrado em Kasalath (Sdr4-k) tem um efeito positivo na dorméncia das
sementes. Ainda verificou-se que a cultivar Nipponbare possui apenas o alelo
Sdr4-n e apresenta dorméncia reduzida. J& o grupo indica, que possui tanto o
alelo Sdr4-k quanto o alelo Sdr4-n, apresenta dorméncia das sementes mais
pronunciada (Sugimoto et al., 2010). O mesmo trabalho observou alteragbes
polimérficas nas sequéncias alélicas, o que poderia explicar a diferenga funcional
entre os alelos Sdr4-n e Sdr4-k (Sugimoto et al, 2010). Ainda neste estudo,
observaram-se dois mutantes sdr4, M101 e M125, que apresentaram auséncia
completa de dorméncia nas sementes, apresentaram 100% de suas sementes
germinadas quatro semanas apés a colheita. Quando avaliaram a expressao
relativa do gene Sdr4 nestes mutantes, observou-se que os mutantes M101 e
M125 apresentava 2,3 e 2,0 vezes, respectivamente, expressao superior a cultivar

Nipponbare (Sugimoto et al., 2010).
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Outra evidéncia da relacao do gene Sdr4 com o carater de dorméncia foi
relatada por Li et al. (2011b). Através de estudos de QTLs para este carater
verificaram que a regidao gDGR7, onde esta localizado o gene Sdr4, apresenta
forte influencia sobre o carater de dorméncia (Li et al., 2011). A expresséo do
Sdr4 é regulada por OsVP1, que regula o potencial de dorméncia das sementes e
reprime a expressdo de genes de germinacao (Sugimoto et al, 2010). Assim,
sugere-se que Sdr4 atua como um regulador intermedidrio de dorméncia no
programa de maturagdo das sementes (Sugimoto et al., 2010). Isto explica o fato
do gene Sdr4 ter apresentado relacdo direta com o carater de dorméncia nos
gendtipos testados, no presente estudo.

Na Tabela 11 é apresentado um resumo dos resultados relacionados com
a expressdao dos diferentes genes analisados no estudo da dorméncia de
sementes em arroz vermelho. Os trés genes analisados, OsCYP707A5,
OsMADS29 e Sdr4, foram avaliados conjuntamente, em etapas fisiologicas
distintas da semente e desta forma, fica possivel observar a relagdo da expressao
de cada gene, como auséncia de relacao (0), relagcdo positiva (+) e relagao
negativa (-) com o carater de dorméncia das sementes.

Com relagdo ao periodo de formacdo do embrido, aos 14 dias apos a
antese, o gene Sdr4 ja havia sido registrado como tendo relagdo positiva com o
carater de dorméncia das sementes de arroz (Sugimoto et al., 2010). Porém a
expressdo do gene Sdr4 nao havia sido registrada em arroz vermelho. No
presente estudo, no periodo de formacao do embrido, aos 14 dias apds a antese,
o padrao de expressao do gene Sdr4 mostrou relacao positiva com o carater de
dorméncia das sementes de arroz vermelho (Tabela 11). Neste mesmo momento,
o presente estudo nao verificou relagdo da expressao do gene OsCYP707A5 com

o carater de dorméncia das sementes de arroz vermelho (Tabela 11). A
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expressdo do gene OsMADS29 apresentou efeito negativo no carater de
dorméncia das sementes de arroz vermelho, aos 14 dias ap6s a antese (Tabela

11).

TABELA 11. Relacdo da expressdo dos gene avaliados, OsCYP707A5, Sdr4 e
OsMADS29 com o carater de dorméncia em momento distintos no
desenvolvimento da semente. Porto Alegre, RS. 2013.

Genes avaliados

Momento da avaliacao OsCYP707A5 OsMADS29 Sdr4
------ Relagédo com o carater de dorméncia ------

Semente em formacao—
Aos 14 dias apds antese 0’ +2 -8

Sementes maduras —
Aos seis meses apos a colheita 0 + -

Sementes em processos de
germinacdo — As 12, 24, 36, 48 e 60
horas apds expostas a germinacéo 0 + -

'Auséncia de relacdo com o carater de dorméncia das sementes

®Relagao positiva com o carater de dorméncia das sementes

®Relagao negativa com o carater de dorméncia das sementes

No presente estudo os genes OsCYP707A5, Sdr4 e OsMADS29 foram
testados no periodo das sementes maduras, aos seis meses apos a colheita das
mesmas. Neste momento fisiolégico das sementes apenas o trabalho realizado
por Liu et al. (2011) observou a expressdao do gene OsCYP707A5, em sementes
de arroz cultivado, e a expressao do gene foi relacionada a maior dorméncia das
sementes. Nao ha estudos sobre a expressao dos genes Sdr4 e OsMADS29 em
sementes maduras, aos seis meses apds a colheita, nem mesmo em arroz
cultivado. No presente estudo, o gene OsCYP707A5 nao apresentou relagdo com
o carater de dorméncia em sementes maduras de todos os gendtipos de arroz
testados. Na analise do gene Sdr4 em sementes maduras, foi possivel verificar
que a expressao deste gene tem efeito positivo sobre o carater dorméncia das
sementes (Tabela 11). Ja a expressdao do gene OsMADS29 neste mesmo

momento apresentou novamente efeito contrario daquele observado para o gene
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Sdr4, pois 0 gene OsMADS29 apresentou maior expressao nos genoétipos com
menor nivel de dorméncia, o0 que mostra efeito negativo sobre este carater
(Tabela 11). Desta forma, em sementes maduras o gene Sdr4 apresentou efeito
positivo ao carater dorméncia das sementes de arroz vermelho, o gene
OsMADS29 apresentou efeito negativo, enquanto que o gene OsCYP707A5 nao
possuiu relagdo com o carater dorméncia nas sementes de arroz (Tabela 11).
Durante o processo de germinagdo das sementes o0s genes Sdr4 e
OsMADS29 apresentaram expressdo, O que nao ocorreu com O gene
OsCYP707A5, que ndao mostrou expressao durante esse processo. O trabalho
que avaliou o nivel de expressdao em sementes de arroz durante a germinacao
das sementes foi realizado por Li et al. (2011a), no entanto com analises somente
do gene OsMADS29 em sementes de arroz cultivado. Neste mesmo trabalho, os
maiores niveis de expressao do gene OsMADS29 estavam relacionados com o
surgimento da radicula nas sementes das cultivares (Li et al., 2011a). No presente
trabalho a expressédo do gene OsMADS29 mostrou que pode estar relacionada a
determinadas etapas da germinacdo, que influenciam inclusive na velocidade
deste processo. Estes resultados mostraram também a relacdo positiva do gene
OsMADS29 com o processo de germinagdo em sementes de arroz vermelho.
Com relacado ao gene Sdr4, verificou-se no presente estudo que este gene pode
estar de fato associado aos processos que reprimem a expressao de genes de
germinacdo, e que apresentam assim relacdo positiva com o carater de
dorméncia das sementes de arroz vermelho (Tabela 11). Desta forma, durante o
processo de germinacdo das sementes o gene OsCYP707A5 novamente nao
apresentou relagédo com o carater de dorméncia nas sementes de arroz cultivado
e daninho testadas. Ainda, a expressdo do gene OsMADS29 mostrou estar

relacionada a determinadas etapas da germinagado o que gera relagdo negativa
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com o carater de dorméncia das sementes, e 0 gene Sdr4 mostrou mesmo
relagcdo positiva com o carater de dorméncia das sementes de arroz vermelho,

mesmo durante o processo de germinagao das sementes.



5 CONCLUSOES

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 € considerado a presenca das cultivares
de arroz.

Os genes OsXTH8 e OsCel9D apresentam relacdo com a ativacao e com a
repressao desta caracteristica em arroz vermelho, respectivamente. O gene Sh4
apontado em alguns trabalhos como o principal gene responsavel pelo carater de
degrane, ndo apresenta importancia para o degrane no arroz vermelho oriundo da
regido do sul do Brasil.

A dorméncia das sementes possui maior intensidade no arroz vermelho
quando comparado com as cultivares de arroz. Os ecétipos de arroz vermelho
apresentam ainda grande variabilidade quanto aos niveis de dorméncia de suas
sementes, mantendo viabilidade em tempo superior a 43 meses presentes no
banco de sementes do solo. Esta variabilidade é reduzida nas sementes das
cultivares de arroz analisadas, que 19 meses apos sua deposicdo no solo ja
apresentam grande parte de suas sementes germinadas. A presenca da casca da
semente ndo tem influéncia na germinacao das sementes tanto para as cultivares

de arroz como para o arroz vermelho.
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Os genes OsCYP707A5, Sdr4 e OsMADS29 analisados conjuntamente e

em diferentes etapas fisiolégicas da formacdo e germinagcdo da semente
apresentaram comportamentos distintos com relacdo a expressao génica e
dorméncia das sementes de arroz vermelho. Aos 14 dias apds a antese, em
sementes maduras, e em germinagdo os genes OsCYP707A5, Sdrd e
OsMADS29 apresentam, respectivamente, relagdo ausente, positiva, e negativa
com o carater dorméncia das sementes de arroz vermelho. Os resultados
encontrados para arroz vermelho em relagdo aos descritos para arroz cultivado
sao diferentes para o gene OsCYP707A5, e sao similares para os genes Sdr4 e

OsMADS29.
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7 APENDICES

APENDICE 1. Andlise de variancia da resisténcia a tensdo de ruptura (RTR) do gréo no
peciolo no momento da maturagdo fisiologica das sementes de 17
gendtipos de arroz. Porto Alegre, RS. 2013.

Avaliacao fenotipica degrane

Fonte da variagdo  Graus de liberdade  Quadrado médio F Significancia
Gendtipo 16 11084,6447 111,92 <0,0001
Erro 51 99,0380

APENDICE 2. Andlises de variancia da germinacdo a campo (A), germinacdo em
condicoes ideais (B), avaliadas em 10 genotipos de arroz em trés etapas
distintas, ano1 (2010), ano 2 (2011) e ano 3 (2012). Porto Alegre, RS.
2013.

Avaliagao fenotipica dorméncia
A- Germinagdo a campo

Fonte da variagao Graus de liberdade  Quadrado médio F Significancia
Ano 2 0,0384 0,06 <0,0001
Genotipo 9 2,5577 3,80 <0,0001
Ano*genotipo 18 2,6693 3,96 <0,0001
Erro 60

Avaliacéo fenotipica dorméncia
B- Germinacédo em condicoes ideais

Fonte da variagéo Graus de liberdade  Quadrado médio F Significancia
Ano 2 0,0384 0,06 0,0008
Genétipo 9 2,5577 3,80 0,9446
Ano*genotipo 18 2,6693 3,96 <0,0001

Erro 60




APENDICE 3.
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Andlises de variancia da dorméncia das sementes (A), sementes viaveis

sem germinar (B) e sementes nao viaveis (C), avaliadas em 10 genétipos
de arroz em trés etapas distintas, ano1 (2010), ano 2 (2011) e ano 3
(2012). Porto Alegre, RS. 2013.

Avaliacéo fenotipica dorméncia
A- Dorméncia das sementes

Fonte da variagao Graus de liberdade  Quadrado médio F Significancia
Ano 2 156,9477 1155,72  <0,0001
Genétipo 9 45,7900 337,20 <0,0001
Ano*genotipo 18 5,7003 41,98 <0,0001
Erro 60
Avaliacéo fenotipica dorméncia

B- Sementes viaveis sem germinar
Fonte da variagéo Graus de liberdade  Quadrado médio F Significancia
Ano 2 2,7055 31,76 <0,0001
Genétipo 9 1,7703 20,78 <0,0001
Ano*genotipo 18 0,8122 9,54 <0,0001
Erro 60
Avaliacéo fenotipica dorméncia

C- Sementes ndo viaveis
Fonte da variagéo Graus de liberdade ~ Quadrado médio F Significancia
Ano 2 6,9864 21,04 <0,0001
Genétipo 9 13,3636 40,25 <0,0001
Ano*genotipo 18 2,7843 8,39 <0,0001
Erro 60

APENDICE 4. Analise de variancia da germinacgdo de sementes de 10 gendtipos de arroz
avaliadas com e sem casca, seis meses apds a colheita das sementes.
Porto Alegre, RS. 2013.

Avaliagdo germinacdo com e sem casca

Fonte da variagao Graus de liberdade  Quadrado médio F Significancia
Casca 1 519,4101 5,13 0,0291
Genotipo 9 3619,4900 36,35 <0,0001
Casca*gendétipo 9 137,2610 1,38 0,2302

Erro 40




130

APENDICE 5. Fragmento do gene Sh4 (A) e conjunto de primers utilizados para
amplificacao do gene Sh4 (B). Porto Alegre, RS. 2013.

A) Fragmento do gene Sh4
8 = SNP procurado

CATAACGCGGGCTTTTAATAACGTATAGTGGCGGAGCTCAGCTCGCTGCGAGGTGGGCCCACATAT
CAGTGTGAGAGAACAGTAGTAAATGGTTTGGAGGGGAGGGGATGTAACAGCTACTATGAGTTTAAG
TGTACGGTGCGCGCACCGACCATTACCGGAAACGGACGCCGGCGGCGGAGCCACGACCGCCGGAGG
GAGCTGCAGCGACGACGGCGGCGGCTGAGGAGGAGGTGGGTGGTGGTGATGGCCGTGATGGTGGTG
CTGCTGCGCGCGACGAGAGGCTTCGGCGGCGAGGGCGGCGGCGGCGGCGGCAGCGGCAGCGCGAGC
GGTGGTGGCGGCGGGGTGGGCGCGATCGTGGCGCCGCCGCGTCGCGCCGCGCGGCGGGAGAGCACC
TCGGAGAGCGCGTCGTAGACTCCGGCGCCAGGTTGGTGGGGAGGTTGCAGTCCTTGCGCTCGTGCC
GCTCCATCGTCCAGTACGACGGGAGGGGGGCGGAGTTGGCGGCGGCCGCGCCGCCGGTGGCGGCGE
CGGCGGCGACGCGGGACTCGTAGTCGCGGACTTCTTGTAGTCGCGGAGGAGGTTGTCCCACTTGTC
1 S - NESSESNNRRNERENE ™ C CCCCACTTCCACCG
CTGCTCCGCCGACCTCGGCGTCGGCGGCGACCCGGCGCCGCCGCACCAGCCGCCGCGCCCCCAACG
CCGGCGCGGCGGTCGTCGTCCAGACGATTGGCGGTGATGAGGATGAGCTCTCGTGCAGCGTCCAG
TTCCCCTTGCGGTAGTCCCGCGGCGCCGACCCCGACGCCGGCGACGGCGGCGGCGCGCCGGCCCCE
TCGCCCCCGACGGCGGCGTAGCAGTCAGGTGCCCGTGGCCGTGGCCGTGCGCGCGGAGCAGCGCGA
GCGGCGAGACCGCCGCCCCCGCGGTCGAGGCGGATGGCGAGGGG1
TGCTCGCTCGCGCGCGCGCGGCGCGGTCGTGTCGTCGCGGGCGTAGCGACTGGCG
BAEEIEAECCCTTTGGTGTTCGGGGAGCGATGCGCGTCGGCGTCGCCCGTATT TACAAGGCCGCAC
GGCGTTGTGTTTTGCG

B) Sequéncias dos primers utilizados para sequenciamento do gene Sh4, com cores
indicando sua localizagao na regido do exon um do gene Sh4.

Nome Combinagao Sequéncia Fragmento
Primers (523 esperado (pb)

Sh4 Primer A_F TCGCGGAGGAGGTTGTCCCA

ParA  PrimerA_R ATGTCGGGCTCCTCTGCCGA 422

Sh4 Primer B_F TGCACTGGTTCTGGCTGCGG

PairB  Primer A_R ATGTCGGGCTCCTCTGCCGA 394

Sha Primer C_F AGCCGTTCTTCCAGCAGTAG

PairC  Primer C_R CTCAGCTTGCCTTGGCTCT 447

Sha Primer C_F AGCCGTTCTTCCAGCAGTAG 458

Pair D Primer D_R ACACCAAACGCCTCAGCTT

Sh4 Primer E_F CCACTTGTCATTGCACTGGT 493

Pair E Primer D_R ACACCAAACGCCTCAGCTT

Sh4 Primer E_F CCACTTGTCATTGCACTGGT 403

Pair F - Primer A_R ATGTCGGGCTCCTGTGCCGA

Sh4 Primer G_F GCCGTTCTTCCAGCAGTAGT 367

Pair G Primer A_R
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