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INTRODUCAO

A elevada dorméncia das sementes possibilita que as mesmas persistam no solo por
longo periodo, antes de iniciar a germinagdo. Através desta adaptagdo, o0 momento da
germinagédo pode evitar climas desfavoraveis para o estabelecimento da nova planta. Assim,
a dorméncia € um recurso que além de permitir que as sementes fiquem viaveis no solo por
varios anos, também possibilita a germinacdo escalonada de individuos, visando a
perpetuacdo da espécie (Gu et al.,, 2006). Este é um dos fatores que aliado a falta de
controle adequado contribui para a realimentagéo do banco de sementes do solo e que faz
do arroz vermelho (Oryza sativa) a planta daninha com maior importancia na cultura do
arroz irrigado.

A dorméncia das sementes é considerada um caréater genético complexo, controlado por
multiplos genes (QTLs), os quais sao regulados em funcdo das condi¢cdes ambientais onde
as plantas estdo submetidas (Wan et al., 2006; Xie et al., 2011). Assim, acredita-se que a
intensidade e o periodo da dorméncia s@o controlados por uma interagcdo genética com o
ambiente. O gene Sdr4 foi apontado por atuar como um regulador intermediério da
dorméncia durante a maturacdo das sementes (Sugimoto et al., 2010; Li et al.,, 2011).
Através dos resultados encontrados em arroz cultivado é possivel considerar este gene um
provavel candidato a desempenhar algum papel nos mecanismos de dorméncia também
nas sementes de arroz vermelho. Este gene mostrou maior expressdo em sementes de
arroz vermelho, quando comparadas a cultivares de arroz, com menor nivel de dorméncia.
Uma forma de verificar a relagdo deste gene no carater de dorméncia esta na observacao
do comportamento da expressédo deste gene em sementes que estdo em processo de
germinacdo. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo verificar a expresséo
do gene Sdr4 nas fases de germinacdo na regido do embrido das sementes de arroz
cultivado, arroz vermelho e espécie silvestre Oryza glaberrima e desta forma verificar sua
relagdo com o carater dorméncia das sementes em arroz vermelho.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)
em Porto Alegre/RS. Através dos resultados obtidos em trabalhos anteriores de andlise
fenotipica da dorméncia das sementes, foram escolhidos sete gendétipos para realizar a
andlise de expressao do gene Sdr4 através da técnica RT-PCR em tempo real. Os
gendtipos utilizados constituiram das cultivares IRGA 417 e Kaybonnet, dos ecétipos de
arroz vermelho AV 223, AV 503, AV 508 e AV 511 e da espécie silvestre Oryza glaberrima.
A relacdo da expresséo génica com o mecanismo de dorméncia e germinacao foi analisada
em cinco etapas distintas no processo de germinagdo das sementes: Primeiramente as
sementes maduras foram submetidas ao processo de superagdo de dorméncia, com
exposicao a temperatura de 50°C, em estufa por seis dias, e apds foram colocadas para
germinar em papel germinador, mantidos a temperatura de 25°C. As coletas foram
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realizadas as 12, 24, 36, 48 e 60 horas ap0s as sementes estarem expostas a germinacao
(HAEG). Neste momento, a casca era retirada e 30 embrides originados de uma mesma
planta (aproximadamente 30 mg de material) constituiam uma repeticdo, sendo que cada
gendtipo contou com trés repeticdes. O material foi imediatamente colocado em nitrogénio
liquido (LN,).

A extragdo do RNA foi realizada pelo método Trizol (Invitrogen). A anélise da reacdo de
RT-PCR em tempo real foi iniciada pela interpretagdo da curva de dissociagdo. O ajuste das
curvas foi realizado pela andlise da eficiéncia da PCR através do software livre LinRegPCR
(versdo 12.2). Valores de R>0,99, com eficiéncia entre 1,8 e 2 e nimeros de pontos maiores
que 4 foram aceitos, os demais foram descartados. Os niveis de expresséo relativa foram
realizados através da formula AACt = (Ctavo - Ctass) - (Cteaiibrador - Ctoss), sendo o AACt a
express&o relativa do gene, e a aplicacio do resultado em 2% fornece a dimenséo de
variacdo. No momento da coleta de material para extragcdo de RNA foram verificados os
estagios de germinagdo em que cada genotipo encontrava-se. A classificagao foi realizada
conforme a classificacao trifasica sugerida por Bewley, 1997, a qual sugere que a fase |,
chamada de embebig&o, ocorre absorgéo inicial rapida de agua; seguida por uma fase de
platd, fase Il; na fase Il finalmente ocorre um aumento adicional na absor¢do de agua, que
acontece quando o eixo embrionario alonga e rompe as camadas que envolvem a semente.
Assim, o sinal que evidencia que a germinacdo esta completa é a formacéo e saida da
radicula, que caracteriza o processo chamado de germinagéo visivel (Bewley, 1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas etapas de germinacdo verificou-se que mesmo utilizando sementes com
dorméncia superada, existiam diferengas na velocidade de ocorréncia das fases de
germinacdo entre os gendtipos de arroz analisados. Isto sugere que em cada fase do
processo de germinacdo podem existir variagdes nos niveis de expressdo dos genes
envolvidos neste processo. Estas diferencas foram levadas em consideragdo para a analise
de expresséo do gene Sdr4 e encontram-se na Tabela 1.

TABELA 1. Etapas de germinagdo dos genotipos de arroz, observados as 12, 24, 36, 48 e 60 horas apds
expostas a germinagdo (HAEG). Sementes sem alteracdo (SA), em fase | de embebigado (FI),
fase Il de platd (Fll), exposicdo da radicula na fase Ill (Flll) e germinagdo com presenga de
radicula >1mm (G).

e iiii__._____Genotipos _____________________ ___._____.
HAEG AV 223 AV 503 AV 508 AV 511 IRGA 417 Kayb. Glab.
12 horas SA SA SA SA SA SA SA
24 horas SA SA SA SA Fl SA SA
36 horas Fl Fl Fl Fl Fll Fl Fl
48 horas Fll Fl Fl Fll Flll Fll Fll
60 horas Fll Fll Flll Flll G G G

O gene Sdr4 mostrou ser expresso durante o processo de germinagdo das sementes
em todas as etapas avaliadas, as 12, 24, 36, 48 e 60 HAEG. Os niveis de expresséo deste
gene teve pouca variagdo entre os gendétipos e momento da avaliagéo (Figura 1). As 12
HAEG todos os gendtipos apresentavam suas sementes sem alteragdes visiveis (SA)
(Tabela 1). Neste momento o genétipo O. glaberrima apresentou o maior nivel de
expresséo relativa do gene Sdr4 (Figura 1 A). As 24 HAEG, os genétipos O. glaberrima e
AV 223 mostraram os maiores niveis de expressao relativa do gene Sdr4 (Figura 1 B). As
36 HAEG a maior expresséao relativa € mostrada pelo genétipo O. glaberrima, os demais
ecétipos apresentam expresséo inferior ou semelhante a cultivar Kaybonnet. As 48 e 60
HAEG é possivel verificar redugéo na magnitude da expresséo do gene Sdr4 nos genétipos
avaliados, pois a nivel de expressao relativa apresentado por todos os gendtipos fica
préximo ou inferior a cultivar Kaybonnet (Figura 1 D e E). Cabe salientar que nas analises
da expressao do gene Sdr4 durante o periodo de formacao do embrido e embrido maduro



0s maiores niveis de expressdo do gene Sdr4 foram observados nos ecétipos de arroz
vermelho (dados n&o publicados). Entretanto, isto ndo ocorreu nos resultados de andlise de
expressdo do gene Sdr4 durante a germinagdo as 12, 24, 36, 48 e 60 HAEG, quando néo
foi possivel relacionar as diferengas nos niveis de expressdo com ecoétipos de arroz
vermelho e cultivares de arroz. Este fato pode ser explicado, pois antes das sementes
serem colocadas para germinar, as sementes tiveram a dorméncia superada e estavam
aptas ao processo de germinacdo. Ainda, o fato da cultivar IRGA 417 apresentar os
menores niveis de expressdo do gene Sdr4 em todas as etapas avaliadas durante a
germinagdo (Figura 1) e apresentar a maior velocidade de germinacdo (Tabela 1), pode
indicar que o gene Sdr4 esteja de fato associado aos processos que reprimem a expresséo
de genes de germinagao.
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FIGURA 1. Expresséo relativa do gene Sdr4 em genétipos de arroz, na regido do embrido em processo
de germinacdo, as 12, 24, 36, 48 e 60 horas apds expostas a germinagdo (HAEG). Médias e
desvio padréo apresentados.

QOutros estudos também indicam a relagcdo deste gene com o carater de dorméncia das
sementes (Sugimoto et al., 2010; Li et al., 2011b). Em um destes estudos observaram-se
dois mutantes sdr4, M101 e M125, que apresentaram auséncia completa de dorméncia nas
sementes, pois apresentaram 100% de suas sementes germinadas quatro semanas apos a
colheita (Sugimoto et al., 2010). Outra evidéncia da relagdo 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 regiao gDGR7, onde esta localizado o gene Sdr4, apresenta forte
influéncia sobre o carater de dorméncia (Li et al., 2011). A expressdo do Sdr4 é regulada
por OsVP1, que regula o potencial de dorméncia das sementes e reprime a expressdo de
genes de germinacdo (Sugimoto et al., 2010). Assim, sugere-se que Sdr4 atua como um
regulador intermediario da dorméncia na maturagdo das sementes (Sugimoto et al., 2010).

CONCLUSAO

As sementes do género Oryza apresentam diferencas na velocidade de germinagéo,
mesmo quando na auséncia da dorméncia. A expressdo do gene Sdr4 mostra-se
relacionada ao carater dorméncia das sementes de arroz vermelho.
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