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RESUMO

MADUREIRA, Alana. Fenotipagem e Andlise de Expressdo Génica em Resposta a
Germinacgédo Pré-colheita em Trigo. 48 f. TCC (Curso de Agronomia), Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Pato Branco, 2018.

O trigo (Triticum aestivum L.) € um cereal de grande importancia econémica, por ser
matéria-prima de inameros produtos na industria alimenticia. Um dos fatores que
afetam negativamente a cultura em nivel de campo é a geminacdo pré-colheita,
reduzindo a produtividade e qualidade dos grdos, a ponto de reduzir seu valor
comercial e inviabilizar a sua utilizacdo para alimentacdo humana. Desta forma, este
trabalho teve o objetivo de fenotipar e analisar a expressdo do gene da enzima
metiltransferase, em cultivares suscetiveis e resistentes, a fim de identificar
alteracdes na expressao génica que possam estar associadas aos maiores niveis de
resisténcia. Para a fenotipagem foi conduzido um experimento em casa de
vegetacdo, onde foram avaliadas quatro cultivares de trigo contrastantes quanto a
resisténcia a germinacdo pré-colheita. O plantio foi realizado em vasos, em
delineamento experimental de blocos ao acaso com trés repeticdes. Na maturidade
fisiolégica (Z90), foi realizada a coleta das espigas para fenotipagem, sendo
utilizadas duas metodologias: BRASIL (2009) e Nornberg (2015), também foram
coletadas espigas para as analises moleculares. A extracdo de RNA foi realizada de
acordo com o método descrito por Zeng e Yang (2002). Em seguida, o RNA foi
tratado com a enzima DNAse, onde realizou-se a sintese de cDNA para utilizacdo na
analise de PCR semi-quantitativa. Foi analisada expressao do gene codificador da
enzima Metiltransferase como alvo, e 0 gene codificador da Tubulina como
referéncia. A magnitude de expressdo de cada gene foi avaliada por meio de
densitometria das bandas amplificadas em gel de agarose. Os resultados
encontrados demostraram que o método de espiga debulhada de, Nornberg et al.
(2015) propiciou uma melhor diferenciacdo das cultivares, e pode ser considerado
mais eficiente para a caracterizacdo dos genotipos quanto a germinacao pré-
colheita. E a andlise de expressdo génica sugere que a manutencdo do DNA
metilado pode ser um fator que contribui para a resisténcia a germinacdo na preé-
colheita em trigo, pois as cultivares resistentes apresentam maior acumulo de
transcritos do gene codificador da metiltranferase.

Palavras-chave: Triticum aestivum L. Primers. Extracdo de RNA. PCR-semi-
guantitativa.



ABSTRACT

MADUREIRA, Alana. Phenotyping and Gene Expression Analysis in Response to
Pre-Harvest Germination in Wheat. 48 f. TCC (Course of Agronomy) - Federal
University of Technology - Parana. Pato Branco, 2018.

Wheat (Triticum aestivum L.) is a cereal of great economic importance, since it is the
raw material for many products in the food industry. One of the factors that negatively
affect field-level culture is pre-harvest twinning, reducing grain yield and quality, to
the point of reducing its commercial value and making it unfeasible for human
consumption. In this way, this work aimed to phenotype and analyze the expression
of the methyltransferase enzyme gene in susceptible and resistant cultivars, in order
to identify alterations in gene expression that may be associated to higher levels of
resistance. The experiment was conducted under greenhouse conditions. Four
contrasting wheat cultivars were evaluated for resistance to preharvest germination.
Planting was carried out in pots, in a randomized complete block design with three
replications. In the physiological maturation stage (Z90), the harvests were harvested
for phenotyping, using two methodologies: BRASIL (2009) and Nérnberg (2015), the
collection of spikes was also performed for molecular analyzes. RNA extraction was
performed according to the method described by Zeng and Yang (2002). Then, the
RNA was treated with the enzyme DNAse, where cDNA synthesis was performed for
use in semi-quantitative PCR analysis. The target gene of the enzyme
Methyltransferase, and the Tubulin gene as a reference, were analyzed. The
magnitude of expression of each gene was evaluated by means of densitometry of
the amplified bands. The results show the importance of the joint execution of the
phenotyping method for an efficiency during the classification process of new
cultivars with germination resistant genes in the pre-harvest, and the analysis of
genetic expression suggests that the maintenance of the methylated DNA can be a
factor that contributes to the resistance to germination in the pre-harvest in wheat,
because the resistant cultivars present greater accumulation of transcripts of the
gene encoding methyltranferase.

Keywords: Triticum aestivum L. Primers. RNA extraction. PCR-semi-quantitative
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1 INTRODUGAO

O trigo (Triticum aestivum L.) € um dos cereais mais produzidos a nivel
mundial, e apresenta grande importancia para a sustentabilidade de pequenos,
médios e grandes produtores. A producdo nacional situasse na faixa de 4,3 milhdes
de toneladas, e tem os estados do PR e RS como maiores produtores. Na Ultima
safra, a cultura ocupou uma area superior a 1,8 milhdo de hectares na regido Sul do
Brasil, demonstrando ser uma das principais op¢des de cultivo de inverno (CONAB,
2018).

Um dos principais problemas relacionados a produgéo nacional de trigo
e que afeta negativamente a cultura € a germinacéo pré-colheita, sendo responsavel
por perdas consideraveis de produtividade, qualidade e valor comercial dos gréos
(RASUL et al., 2012). Os graos germinados, ou em vias de germinar, apresentam
atividades amilasicas elevadas, o que afeta negativamente a qualidade da farinha
para a industria de produtos alimenticios, a ponto de reduzir o valor comercial e/ou
inviabilizar sua utilizacdo (BIDDULPH et al., 2008; MARES; MRVA, 2008; KUMAR et
al., 2009). A ocorréncia de chuvas antes da colheita tem sido responsavel por
perdas consideraveis por germinacdo, e muitas regides produtoras apresentam essa
limitacdo. A ocorréncia de germinacdo pré-colheita € influenciada por diversos
fatores, como temperatura, duragéo e intensidade de chuvas, presenca de genes de
resisténcia, dorméncia, entre outros (BASSOI, 2004).

A expressdao da dorméncia em cereais retarda o0 processo de
germinacao, e ocorre quando as sementes, morfologicamente maduras e sadias,
nao germinam quando expostas a condi¢cOes adequadas de umidade, temperatura,
luz e oxigénio (CABRAL et al., 2014). No entanto, a auséncia de dorméncia pode
resultar na germinacdo prematura das sementes, se estas forem expostas a
condicdo de alta umidade na maturidade fisiolégica.

Frente as limitagbes existentes, o desenvolvimento de cultivares que
apresentem niveis mais elevados de resisténcia € desejavel (GAO et al., 2013),
sendo fundamental para reducdo de perdas em éareas onde esse problema é
favorecido (DEPAUW et al., 2012). No entanto, vale destacar, que a germinacao pre-

colheita € uma caracteristica complexa e fortemente influenciada pelo ambiente, e
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gue existem muitas limitacdes relacionadas a selecao fenotipica, e técnicas mais

apuradas e precisas sdo necessarias para aumentar a eficiéncia na selecao
(FRANCO et al.,, 2009). Neste sentido, analises de expressdo génica podem ser
importantes ferramentas para utilizacdo em programas de melhoramento, pois
permitem identificar variacbes na expressdao génica de genotipos, e com isso,
aumentar a eficiéncia na selegéo.

A técnica de reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa
(RT-PCR) semi-quantitativa, proporciona uma maneira rapida e confiavel de
guantificacdo de mRNA (REY et al., 2000), permitindo a identificacdo de genes de
interesse e o0 estudo de suas relagdes com os processos celulares (CASASSOLA et
al., 2013). Isso possibilita identificar genes que estdo sendo ativados e/ou
desativados, gerando informacfes para a utilizacdo em programas de selecdo
assistida por marcadores moleculares.

Dentre os genes que relacionados ao processo de dorméncia, pode ser
destacada a enzima metiltransferase. Esta enzima ndo esta diretamente ligada a via
de sinalizacdo, mas pode atuar metilando sequéncias de DNA regulatorias de varios
genes simultaneamente, evitando assim que o0 processo de germinacao seja
iniciado. Pois a metilacdo do DNA e um do mecanismo epigenético que regula a
expressdo génica (LE et al.,2014). Neste sentido, a identificacdo de genes
associados a germinacdo pré-colheita e sua utilizagdo em programas de
melhoramento, podem contribuir para a obtencdo de genotipos com maiores niveis

de resisténcia.



17
2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Fenotipar e analisar a expressdo do gene metiltransferase, em

cultivares de trigo suscetiveis e resistentes a germinagéo pré-colheita.

2.2 ESPECIFICOS

Fenotipar quatro cultivares de trigo quanto a resisténcia a germinagao
pré-colheita, utilizando duas metodologias distintas.

Avaliar a expressao dos genes codificadores da enzima metiltranferase
apos 24 horas de molhamento, em cultivares de trigo contrastantes para germinacao

pré-colheita.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CULTURA DO TRIGO

A cultura do trigo (Triticum aestivum L.) & de fundamental importancia
para o sistema produtivo da regido Sul do Brasil, por ser uma das principais opcdes
de cultivo de inverno e por contribuir para o sistema de plantio direto. Na Ultima
safra, a area cultivada com trigo no Sul do Brasil superou 1,8 milhdo de hectares,
demonstrando a importancia da cultura para os produtores da regiao.

No Brasil, a produtividade média da cultura situa-se na faixa de 2.706
kg ha?, resultando na producéo total de 4,9 milhées de toneladas de grédos na safra
2018. No entanto, essa quantidade é insuficiente para atender a demanda nacional,
que atualmente é de 12 milhdes de toneladas (CONAB, 2018), o que torna o pais
um grande importador deste cereal.

Os graos de trigo séo utilizados para a producéo de inUmeros produtos
na indastria alimenticia, por apresentarem elevados teores de nutrientes,
carboidratos, vitamina B, proteinas, zinco e fibra alimentar, além de possuirem
baixos teores de gordura e acucares (MARQUES, 2012). Essa composi¢cao permite
gue os graos sejam componentes de uma ampla diversidade de produtos, ndo s6 na
alimentacdo humana, mas também na alimentagcdo animal como componente de

racoes.

3.2 GERMINACAO PRE-COLHEITA

Um dos principais problemas que afetam a produtividade e qualidade
da cultura do trigo a nivel de campo € a germinacao pré-colheita, a ponto de reduzir
seu valor comercial e inviabilizar a sua utilizagcao na alimentagcdo humana (RASUL et
al., 2012). Esse problema estd relacionado a varios fatores, principalmente

ambientais, como temperatura, umidade e radiacdo. Além dos fatores ambientais,
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fatores relacionados a caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas e biogquimicas,

também possuem influéncia sobre a germinacao pré-colheita (CUNHA, 2004).

A ocorréncia da germinagdo antes da colheita, € observada em
cultivares que apresentam periodo de dorméncia curto ou inexistente, associada a
condicBes climéticas favoraveis a germinacao, como elevada umidade no periodo de
maturacdo dos grados (REIS, 1989; FELICIO et al., 2002; VAN EEDEN e
LABUSCHAGNE, 2012). Nestas condicdes, tem sido observadas reducdes de 10 a
50% na produtividade de gréos (LUNN et al., 2001; FRANCO et al., 2009). Todas as
regides triticolas da regido Sul do Brasil estdo sujeitas a ocorréncia de elevada
precipitacdo nos momentos que antecedem a colheita, 0 que ressalta a importancia
da identificacdo de gendtipos com elevados niveis de resisténcia.

Segundo Vilani (2016), os fatores meteoroldgicos, como precipitacao
pluviométrica na maturacdo fisiolégica, além dos efeitos de altas, e baixas
temperaturas, especificamente no momento da floragdo e do enchimento de graos,
podem resultar em altas incidéncias de doencas na espiga, germinagao na espiga,
assim, podendo alterar diretamente a qualidade de semente e seu rendimento.

Apos o estagio de maturacéo fisiolégica, a semente entra em estado de
quiescéncia, que caracteriza-se pelo baixo nivel de atividades metabdlicas
(MIRANDA, 2006). Para que a semente inicie o processo germinativo, &€ necessario
um estimulo, que pode ser através da reidratacdo, em que ocorre a embebicdo de
agua pelas células do embrido e endosperma. Assim, ocorre a liberacdo de enzimas
e reativagdo de organelas celulares, macromoléculas, e metabolismo das
substancias de reserva, com geracao de energia metabdlica através do sistema
citocromo, propiciando o crescimento e divisdo da célula (MEREDITH; POMERANZ,
1985; POPINIGIS, 1985). Neste caso, a dorméncia das sementes é causada por um
blogueio situado na propria semente ou na unidade de dispersdo, ao contrario da
quiescéncia, que é provocada pela auséncia ou insuficiéncia de um ou mais fatores
externos necessarios a germinacao (MIRANDA, 2006).

A dorméncia é geneticamente programada para se desenvolver junto a
semente, como parte integrante da maturagdo, concomitante com o0
desenvolvimento de outros processos, especialmente com o aumento da matéria

seca e reducao do teor de agua (CASTRO et al., 2004). A expressdo da dorméncia



20
nos cereais ocorre quando as sementes, morfologicamente maduras e sadias, ndo

germinam quando expostas a condi¢cdes adequadas de umidade, temperatura, luz e
oxigénio (HILHORST, 1995; CASTRO et al., 2004). A resisténcia a germinacéo pré-
colheita, como consequéncia da dorméncia das sementes, € regulada pela
concentracdo relativa de acido abscisico (ABA) e giberelina (GA) na semente. A
presenca de ABA inibe a sintese de enzimas hidroliticas que sdo fundamentais para
a hidrélise das reservas armazenadas, atuando de forma a inibir o processo de
transcricdo dos genes que sao induzidos por GA, promovendo o estado de
dorméncia. A superacdo desta dorméncia ocorre quando ha& reducdo na
concentracdo de ABA em relacdo a GA (MARES, 1993; GONZALEZ-GUZMAN et al.,
2002).

Muitos genes estdo envolvidos e controlam a expressédo da dorméncia
nas sementes, sendo esta considerada uma caracteristica complexa (LI; FOLEY,
1997; GUBLER et al.,, 2005). Além do elevado numero de genes envolvidos, a
resisténcia a germinacdo pré-colheita é dependente da regido de cultivo e das
interacbes dos gendtipos com o ambiente (KING, 1993a; ANDERSON et al. 1993;
FLINTHAM, 2000; FLINTHAM et al., 2002; BASSOI et al., 2006). A maturacdo de
gréos sob condi¢des de baixa temperatura condiciona maior nivel de dorméncia do
gue graos sob condicbes de alta temperatura (REDDY et al., 1985). Resultado
similar foi observado por Mares (1993) que verificou maior dorméncia em cultivares
expostas a regime de temperatura de 26,5 °C/8,5 °C em relacdo a aquelas expostas
a 35,6 °C/17,5 °C. O que dificulta a avaliacdo e sele¢do fenotipica deste caractere.
Neste sentido, a adocdo de técnicas mais apuradas e precisas se tornam
necessarias para aumentar a eficiéncia na selecao.

Estudos tem relatado que o gene codificador da enzima
metiltransferase esta associado com a germinacdo pré-colheita em trigo, e estas
pesquisas tém ressaltado sobre a importancia do estudo do gene codificador da
enzima responsavel pela metilagdo do DNA, e que interfere no processo do estimulo
a geminacdo (OGE et al., 2008 e LI et al., 2008). Neste processo, a enzima
metiltransferase catalisa a transferéncia de um grupo metil para uma molécula
aceptora, como o DNA (SINGH, 2013). Frente as limitagOes existentes, a resisténcia

a germinacao pré-colheita tém sido uma caracteristica cada vez mais buscada pelos
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programas de melhoramento de trigo, visando a manutencdo da produtividade e

qualidade industrial dos graos, e a aplicacdo de técnicas mais eficientes para a
selecao de gendtipos resistentes sdo necessarias.

3.3 FENOTIPAGEM E SELECAO PARA GERMINACAO PRE-COLHEITA

A caracterizacdo de genotipos quanto a resposta a germinacao pré-
colheita, pode ser realizada com o uso de diversas metodologias, incluindo
simuladores de chuva (McMASTER; DERERA, 1976), germinadores com elevada
umidade (WEILENMANN, 1976), simuladores de chuva associados a camaras de
germinacdo (CLARKE, 1983), e métodos de imersdo de espigas em agua com
posterior acondicionamento em germinadores (REIS; CARVALHO, 1989). E para a
avaliacao posterior dos genotipos, pode-se utilizar escalas de notas (McCMASTER e
DERERA, 1976), espectrofotometria para determinacdo da atividade da enzima alfa-
amilase (MARES, 1983), e o indice de queda ou “Falling Number” (ROSA, 1999).
Dentre estas metodologias, as mais utilizadas sdo os simuladores de chuva e o
numero de queda ou “Falling Number”.

Existem varios outros métodos para identificacdo da germinacdo na
espiga, e dentre eles pode-se citar a avaliagdo visual com a determinacdo da
guantidade de grdos germinados. Segundo Okuyama (2013), a percentagem de
graos germinados possibilita uma melhor classificacdo dos gendtipos para
resisténcia a germinacgao pré-colheita.

JA o numero de queda ou “Falling Number”, € um método utilizado
pelas industrias e moinhos, para quantificar os danos ocasionados pela germinacéo
pré-colheita. Este método mensura indiretamente a atividade da enzima a-amilase,
gue representa a expressao bioquimica da germinacéo na espiga (FINNEY, 1985).

Entretanto, existem outros meétodos menos conhecidos, como o
método de viscosimetros como a amilografia e o Rapid Visco Analyser — RVA. A
amilografia € um teste realizado no amildografo Brabender, utilizado para a
determinacao do efeito da a-amilase, e método de Rapid Visco Analyser — RVA é
baseado na capacidade da enzima a-amilase em liquefazer um gel de amido. A

atividade da enzima é medida com a agitacdo de uma suspensao por trés minutos
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até a liquefacdo (GUARIENTI; MIRANDA, 2004). No entanto, apesar dos diferentes

métodos atualmente disponiveis para a caracterizacdo fenotipica, técnicas mais
eficientes sdo necessarias como as analises de expressdo génica, que sdo
utilizadas para a identificacdo de genes de interferéncia no processo de germinacao

pré-colheita.

3.4 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR MEIO DE PCR SEMI-QUANTITATIVA

A expressao génica é o primeiro estagio de um processo que
decodifica a informacéo contida no DNA de uma célula (BRAVIM, 2013). O processo
inicia com a transcricdo do gene, que da origem a uma molécula intermediaria, o
MRNA. A informacéo transmitida do DNA cromossomal para o0 mRNA migra para o
citoplasma, onde se encontra a maquinaria de sintese proteica, que traduz a
informacéo contida no mRNA em proteinas (SAIKI et al., 1988).

A expressdo de um gene na célula pode ser medida pelo nimero de
copias de um transcrito de mRNA. Para detectar e quantificar a expressao génica de
pequenas quantidades de RNA, a amplificacdo dos genes transcritos € necessaria.
Para isso, sdo utilizadas algumas técnicas, e dentre elas estd a PCR (Polymerase
Chain Reaction). Esta técnica foi desenvolvida em 1983 por Kary Mullis, e consiste
na amplificacdo de sequéncias especificas de DNA in vitro. E um método utilizado
para isolar rapidamente sequéncias especificas de DNA a partir da amplificacao
enzimatica de dois oligonucleotidios (primers ou iniciadores), que hibridam com fitas
complementares de uma sequéncia de DNA molde (GRIFFITHS et al., 2009).

A partir da técnica convencional de PCR, foi desenvolvida a técnica de
gRT-PCR (Quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction), que permite a
guantificacdo da expressdo dos genes avaliados em tempo real, apresentando um
maior grau de sensibilidade comparativamente a PCR convencional (MONZON,
2015). Neste caso, a quantificacdo da expressao dos genes ¢ feita de forma relativa,
isto é, pela comparacéo da expressao entre um grupo exposto a um estimulo e outro
nao exposto, denominado de grupo controle (Zarlenga; Higgins, 2001). Outra técnica
utilizada na analise de expressao génica é a de microarranjos, onde é possivel

avaliar o nivel de expressao de vérios genes simultaneamente (ROSA, 2007).
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Além das técnicas de andlise de expressdo génica citadas

anteriormente, existe também a técnica de RT-PCR semi-quantitativa, em que a
amplificacdo do gene de interesse € realizada simultaneamente com um gene
controle, sendo possivel realizar a comparagcao entre ambos e com isso avaliar a
expressao do gene estudado. Diversos autores tém utilizado esta técnica e relatam a
obtencado de resultados positivos. Marone (2001) cita que as analises de expressao
génica através da técnica de RT-PCR semi-quantitativa fornecem informacdes
confiaveis para avaliar os niveis de expressao génica. Em um estudo recente com a
cultura de feijdo-caupi, Silva (2011) estudando a expressdo génica induzida por
estresse abidtico sobre nodulos, observaram inducdo de genes pertencentes a
diferentes categorias funcionais, como os da biossintese do acido abscisico. Os
resultados do trabalho mostraram ainda expressdo de genes em processos

relacionados a protecao dos nddulos ao estresse abiotico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CONDUCAO DO EXPERIMENTO.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo pertencente a
Universidade Tecnologica Federal do Paranad (UTFPR), campus Pato Branco-PR,
situada a 26°11'S e 52°40'W, a 700 metros de altitude. Foram utilizadas quatro
cultivares de trigo, de diferentes empresas obtentoras e épocas de langcamento,
contrastantes quanto a resisténcia a germinacao pré-colheita (Tabela 1).

Tabela 1 - Identificacdo das cultivares avaliadas, empresa obtentora, genealogia e resposta a
germinacao pré-colheita. UTFPR, Campus Pato Branco-PR, 2018..

. Empresa . Resposta a germinacao Ano de
Cultivares Genealogia < .
obtentora pré-colheita Lancamento
Taurum OR Sementes BB/NAC//VEE/3/BJY/COC Suscetivel 1998
BRS 207 Embrapa SERI 82/PF 813 Suscetivel 1999
Frontana Iwar Beckman Fronteira / Mentana Resistente 1940
Campo Real/Vanguarda //
Jadeite 11 OR Sementes Onix Resistente 2012

A semeadura foi realizada em vasos, em delineamento experimental de
blocos ao acaso, com trés repeticbes. Cada unidade experimental foi composta por
um vaso de 20L (30 x 35 cm). Foram utilizadas trés épocas de semeadura, com
intervalo de 20 dias entre épocas, com intuito de permitir a maturacdo escalonada
dos genotipos para a aplicacao dos tratamentos. O solo utilizado €é classificado como
Latossolo Vermelho Distrofico Tipico, que foi homogeneizado, peneirado e corrigido
antes do plantio. Foram semeadas 40 sementes por unidade experimental, e
posteriormente, realizado o raleio para 34 plantas, resultando na densidade de 350
plantas m-2. A adubacédo de base (NPK) foi realizada de acordo com a analise de
solo, e foram realizadas duas aplicacbes de nitrogénio em cobertura, na forma de
ureia diluida, nos estadios Z2.2 e Z3.9 (ZADOKS et al., 1974), na dose de 50 kg N
ha-1. Os tratos culturais para o controle de pragas e doencas, foram realizados de

acordo com as recomendacdes técnicas para a cultura (RCBPTT, 2017).
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4.2 FENOTIPAGEM

Para a fenotipagem, foram utilizados dois métodos, um método com
espiga inteira (NORNBERG et al., 2015) e outro com espiga debulhada (BRASIL,
2009). A coleta das espigas foi realizada quando as plantas atingiram a maturidade
fisiolégica (Z90) (ZADOKS et al., 1974).

Para o método de Nornberg et al. (2015), foi realizada a coleta de nove
espigas por cultivar, correspondendo a trés espigas por repeticdo. Apos coletadas,
as espigas foram submersas em agua destilada pelo periodo de 18 horas, sendo em
seguida envolvidas em papel germitest umedecido, e mantidas em camara de
germinacdo a 24 °C e 100% de umidade durante sete dias. ApOs este periodo, foi
realizada a contagem das sementes germinadas, sendo obtidas as percentagens de
germinacao para cada cultivar.

Para o método de BRASIL (2009), também foi realizada a coleta de
nove espigas por cultivar, correspondendo a trés espigas por repeticdo. As espigas
foram debulhadas e as sementes foram distribuidas em caixas de poliestireno
transparente (11 x 11 x 3,5 cm), sobre duas camadas de papel germitest
previamente umedecidas com &gua destilada. Posteriormente, as sementes foram
colocadas para germinar em camara de germinagao a 24 °C e 100% de umidade,
pelo periodo de quatro dias. ApGs o periodo citado, foi realizada a contagem de
sementes germinadas, sendo obtidas as percentagens de germinacdo para cada
cultivar.

A percentagem de germinacéo total para ambos os métodos, foi obtida
pela andlise do indice de germinacdo de cada repeticdo, e posteriormente obtida a
percentagem média de germinacéo para cada cultivar. Os dados foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA), e quando verificada significancia, foi realizado o
teste de comparacédo de médias de Tukey, a nivel de 5 % de probabilidade de erro.
As andlises foram realizadas com auxilio do programa estatistico WinStat
(MACHADO:CONCEICAO, 2003).

4.3 ANALISES MOLECULARES
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4.3.1 DESENHO DOS INICIADORES (PRIMERS).

Os iniciadores foram desenhados a partir de sequéncias transcritas
depositadas no banco de dados Phytozome v11.0 (GOODSTEIN et al., 2012).
Foram desenhados iniciadores para 0 gene alvo codificador da enzima
metiltransferase (MET), e para o gene referéncia da Tubulina (TUB).

Para o desenho dos iniciadores, foi utilizado o programa computacional
Primer3Plus (UNTERGASSER et al.,, 2007). Foram considerados tamanhos de
amplicons variando entre 200 e 400 bases, iniciadores de 20 nucleotideos, e
temperatura de anelamento de 60 °C. Para os genes alvo que ainda nado tinham sido
depositados no banco de dados do trigo no Phytozome, foi realizada a busca pelas
sequéncias de aminoacidos no banco de dados do arroz (Oryza sativa). Esta
espécie foi escolhida por ser uma graminea similar ao trigo, e por apresentar seu
genoma sequenciado com notacdo génica avancada. Apdés identificadas as
sequéncias de amino4cidos dos genes alvo em arroz, estas foram alinhadas contra
as sequéncias depositadas no banco de dados do genoma do trigo no Phytozome
v11.0. Para isso, foi utilizada a ferramenta tBLASTn (Basic Local Alignment Search
Tool), que realiza um alinhamento local de sequéncias de aminoacidos contra um
banco de dados de nucleotideos traduzidos (ALTSCHUL et al., 1990). Foram
selecionadas as sequéncias homologas em trigo, que apresentavam cobertura maior
gue 55% e e-values menores que e-10.

Tabela 2 - Enzimas, localizagdo do gene no genoma, iniciadores forward e reverse, loco do gene e
tamanho do fragmento amplificado. UTFPR, Campus Pato Branco-PR, 2018.

Tamanho do
Fragmento

Localizagdo do

Enzimas Iniciadores Forward e Reverse Loco do Gene

gene no genoma Amplificado
(pb?)
Metiltransferase (MET) Cromossomo 7 D ATTATGTGCGGCCAAAATTC (Traes_7DS_996B0734B), 230
Metiltransferase (MET) Cromossomo 7 D GCCTTCAAGTCCACTCTTGC (Traes_7DS_996B0734B), 230
Tubulina (TUB) Cromossomo 6 A ATACGGTCGTCCTGCTGTCT (Traes_6AS_FAFAAFD12) 234
Tubulina (TUB) Cromossomo 6 A GTATCAAGTCCGCCACAGT (Traes_6AS_FAFAAFD12) 234

Buscou-se selecionar iniciadores que amplificavam regibes contendo
untranslated regions (UTRs), aumentando com isso a probabilidade dos iniciadores
serem unicos e amplificarem somente as regides de interesse. Apds o desenho dos

iniciadores, foi utilizada a ferramenta BLAST para alinhar as sequéncias de
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nucleotideos desenhados com as sequéncias transcritas dos genes alvo, com 0

intuito de confirmar a posi¢des dos iniciadores forward e reverse (Tabela 2).

4.4 COLETA DE SEMENTES PARA EXTRACAO DE RNA

Quando as plantas atingiram a maturidade fisiolégica (Z90), foi
realizada a coleta das espigas. As mesmas foram debulhadas e as sementes
distribuidas em caixas de poliestireno transparente (11 x 11 x 3,5 cm) sobre duas
camadas de papel germitest, previamente umedecidas com agua destilada. As
sementes foram colocadas para germinar em camara de germinacdo a 24 °C e
100% de umidade. Foi realizada a coleta de sementes secas (tratamento controle —
T1) e 24 horas apos o molhamento, que correspondem ao tratamento T2. Apos
coletadas, as sementes foram identificadas, acondicionadas em papel-aluminio,
congeladas em N liquido, e armazenadas em ultrafreezer a-80 °C até o momento da

extracao de RNA.

4.5 EXTRACOES E QUANTIFICACOES DE RNA

As extracbes de RNA foram realizadas no Laboratério de Fisiologia
Vegetal e Bioguimica da Universidade Tecnoldgica Federal do Parand (UTFPR),
Campus Pato Branco-PR. Para as extragdes, foi utilizado o método do Zeng e Yang
(2002).

Todos os materiais utilizados nas extracdes (almofarizes, pistilos,
espatulas, etc), foram tratados previamente com agua DEPC 0,1% para evitar
contaminagdes. As ponteiras e solugdes utilizadas foram previamente autoclavadas
a 120 °C (1atm) por 30 minutos, e as bancadas, pipetas e cubas, foram higienizadas
com alcool 70% antes do uso.

Para as extracdes, primeiramente foi pré-aquecido 15 mL de tampé&o
de extracdo (CTAB 2%, PVP40 2%, 2 M NaCl, 25 mM EDTA, 300 mM Tris-HCI pH
8,0 e agua qsp 15mL) em banho maria a 65 °C por 60 minutos. Antes do uso, foi

adicionado 2% de [3-mercaptoetanol ao tampédo. As sementes previamente coletadas
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e armazenadas a-80 °C, foram maceradas em N liquido utilizando almofariz e pistilo,

até a formagéo de um po fino. Posteriormente, foi transferido aproximadamente 100
mg do p6 ainda congelado para um microtubo de 2 mL, contendo 750 pL de tampéo
de extracao pré-aquecido.

As amostras foram imediatamente homogeneizadas com auxilio de
vortex, sendo posteriormente incubadas em banho maria a 65 °C por 10 minutos.
Apbs esse periodo, foi adicionado na amostra 750 pL de solucdo de CIA
(cloroférmio: alcoolisoamilico 24:1), e homogeneizado vigorosamente em vortex por
10 segundos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10000 g por 15
minutos a 4 °C. Apds a centrifugacéo, o sobrenadante foi transferindo para um novo
microtubo de 1,5 mL, re-extraido com igual volume de CIA, homogeneizado
vigorosamente, e centrifugado novamente a 10000 g por 15 minutos a 4 °C.

O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL, e as
amostras foram centrifugadas a 29000 g por 20 minutos a 4°C, para peletar o
material insoluvel. O sobrenadante foi entdo transferido novamente para um novo
microtubo de 1,5 mL, sendo adicionados 0,6 volumes de isopropanol e 0,1 volumes
de NaOAc 3M, agitados em vortex e incubados por 25 minutos a -80 °C.

Em seguida, foi realizada uma nova centrifugacdo a 29000 g por 20
min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o “pellet” de RNA foi ressuspendido em
100uL de TE e 25uL de solucdo de precipitacdo de LIiCl. As amostras foram
homogeneizadas em vértex, e acondicionadas em geladeira a 4°C (overnight) para
promover a precipitacdo do RNA.

Apos 12 horas, as amostras foram centrifugadas novamente a 29000 g
por 45 min a 4 °C. O pellet de RNA foi lavado trés vezes com etanol 75%, e
permaneceu em camara de fluxo laminar por 20 minutos para evaporacao do etanol
restante. Depois de seco, o pellet foi ressuspendido em 20uL de TE, sendo entéo
adicionando 1 pL de inibidor de RNAse (40 U/uL) a amostra.

As quantificacbes das amostras de RNA total foram realizadas em
espectrofotdmetro, a partir de leituras de absorbancia a 260 e 280nm. Com base na
absorbancia obtida, foi realizado o calculo da concentragdo de RNA total em ng/pL.
A integridade do RNA extraido foi avaliada em eletroforese em gel de agarose 1,0
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%, e as bandas do RNA foram visualizadas sob luz ultravioleta e fotografadas em

equipamento de fotodocumentagéao.

4.6 SINTESE DE CDNA (DNA COMPLEMENTAR)

Inicialmente, o RNA extraido foi tratado com a enzima Dnase |
(Amplification GradeDnase |, InvitrogenTM) para eliminacdo do DNA presente na
amostra. Para isso, foram diluidos 2 pg de RNA em &gua ultrapura (q.s.p 7 pL),
sendo entdo adicionado 1uL de buffer 10x e 2uL de DNAse | a solucéo,
homogeneizado gentilmente e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente
(24 °C). Em seguida, foi adicionado 1pL de Stop Solution, e incubado em banho
maria a 70 °C por 10 minutos, com o intuito de inibir a atividade da enzima DNAse I.

Para a sintese da primeira fita de cDNA, foram utilizados os 11uL da
solucéo contendo o RNA tratado com a enzima DNAse |. Foi realizada a transcricdo
reversa com a enzima transcriptase reversa (RT), e com o uso do iniciador Oligo dT
(Invitrogen), sendo a fita de cDNA sintetizada a partir cauda poli-A da molécula de
MRNA. Foram adicionados em um microtubo livre de RNAse, os 11uL da solucao
contendo o RNA tratado com DNAsel, 1,2 uL de dNTPs (concentracdo de 10mM), e
1,2 pL do iniciador Oligo dT. A solucéao foi homogeneizada e incubada a 70 °C por
10 minutos, sendo posteriormente, mantida em gelo seco por 10 minutos. Em
seguida, foi adicionado a solucéo 4,6 uL de buffer RT5x, agitado gentiimente e
incubado a 50 °C por 2 minutos. Ao final do processo, foi adicionado 1,2 pL da

enzima RT-MMLYV e incubado a 50 °C por 50 minutos.

4.7 ANALISE DE PCR SEMI-QUANTITATIVA

Apoés a sintese do cDNA, foi realizada a andlise de RT-PCR semi-
guantitativa. As reagfes foram realizadas em termociclador, e para cada amostra
foram utilizados: 1,25 pyL de tampéao da enzima (20mM Tris-HCI pH8.0), 0,375 pL de
MgCl2, 1,25 uL dos primers forward e reverse (concentracdo de 10mM), 0,25 uL de
solucéo contendo os desoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP- concentracao
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de 10 mM), 3,2 yuL de cDNA, 0,125 uL da enzima Taq DNA Polimerase, e agua

ultrapura g.s.p. 12,5 pL.

As reacdes foram acompanhadas de um controle de contaminagéo,
ausente de material genético, e o numero de ciclos foi calculado de modo que a
reacao termine antes de atingir a fase plat, evitando assim falsa analise. Para a
amplificagcdo dos genes em termociclador, o mesmo foi programado com as
seguintes etapas:

. 12 Etapa — Desnaturacao inicial: 95 °C por 3 minutos (1 ciclo);

. 22 Etapa — Desnaturacao: 95 °C por 45 segundos; Anelamento
dos primers: 57 °C por 1 minuto; Extenséo: 72 °C por 1 minuto (40 ciclos);

. 3?2 Etapa — Extenséo final: 72 °C por 10 minutos (1 ciclo).

Ap6s a amplificacdo, os produtos finais foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2%, pelo periodo de duas horas a 80 volts.
Posteriormente, os géis foram fotografados sob luz ultravioleta em equipamento de
fotodocumentagao.

A magnitude de expressao de cada gene foi avaliada por meio de
densitometria das bandas amplificadas, a partir da utilizacdo do software ImageJ-Fiji,
desenvolvido por Wayne Rasband (2013). A expresséo relativa foi obtida por:
densidade da banda do gene alvo / densidade da banda do gene referéncia.
Posteriormente, procedeu-se a analise da variancia e comparacao de meédias pelo

teste de Duncan, a 5% de probabilidade de erro.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 RESULTADOS ANALISE DE FENOTIPAGEM

A partir da analise da variancia (ANOVA), foi observada significancia
(p<0,01) para a efeito de genotipo, método de fenotipagem e interacdo genotipo X
meétodo (Tabela 3), indicando que as cultivares e métodos de analise apresentam
diferencas em relacdo a caracteristica avaliada. O coeficiente de variagdo foi de
12,42%, caracterizando baixa magnitude, indicando elevada precisdo experimental e
confiabilidade nas interferéncias testadas.

Tabela 3- Resumo da andlise da variancia (ANOVA) para o percentual de germinacdo de quatro
cultivares de trigo submetidas a dois testes de germinacdo. UTFPR, Pato Branco, 2018.

FV GL QUADRADO MEDIO
Gendtipos 3 1346,03**
Método 1 204,75*
Gendtipo X Método 3 1346,03**

Residuo 14 13,58
Total 21 -

Média 29,67

CV (%) 12,42

*,. significativo a 1 (p<0,01) e 5% (p<0,05) de probabilidade de erro pelo teste F. FV: Fontes de

variacdo. GL: Graus de Liberdade. CV(%) coeficiente de variagéo.

Na tabela 4 e Figura 1, estdo apresentados os resultados da anélise de
comparacao de médias das cultivares, para os dois testes de germinacao realizados.
Pode ser observado que, no método da espiga inteira, a cultivar Frontana se
destacou com a menor porcentagem de graos germinados com valor de 0,33%, mas
nao diferindo-se estatisticamente das cultivares Jadeite 11 e Taurum.

Entretanto, para o método de Brasil, a cultivar Frontana apresentou
valores de 0,66% de germinacao, diferindo estatisticamente das demais cultivares
avaliadas, corroborando com os dados informados pelo obtentor, que a classifica
esta cultivar como altamente resistente a geminacédo pré-colheita. Segundo Franco

(2009), a cultivar Frontana caracteriza-se como uma importante fonte de
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introgressao de genes para conferir dorméncia aos genétipos, sendo 0 genotipo com

0 maior potencial para utilizagdo no melhoramento genético em relagéo a resposta a
geminacéo na pré-colheita. Outras pesquisas também classificaram a mesma como
sendo uma cultivar de grande importancia como fonte de resisténcia a germinacéo
pré-colheita, e ao degrane natural (SOUZA, 1995).

Para ambos os métodos, a cultivar BRS 207 apresentou as maiores
percentagens de germinacdo, com valores de 99% no método de Nomberg (2015) e
65,33% no meétodo de Brasil (2009), confirmando a sua alta suscetibilidade a
germinacao pré-colheita, e corroborando com os dados apresentados pela empresa
obtentora (RCBPTT, 2016).

Em estudo realizado por Castro (2015), com cultivares consideradas
referéncias de suscetibilidade a germinacdo, os autores obteveram resultados de
geminacdo para cultivar BRS Louro de 76,1% e para cultivar BRS 328 de 89,6%,
corroborando assim com resultados obtidos para a cultivar BRS 207 no presente
trabalho.

Em relacado a cultivar Taurum, esta apresentou resultado diferente para
os dois métodos testados. No método de espiga inteira se destaca como sendo
resistente & germinacdo. Porém, no método de espiga debulhada, apresenta
elevado indice de germinacdo. Assim, o comportamento da cultivar Taurum em
relacdo ao teste de fenotipagem com a espiga inteira se contrapde com os dados
obtidos pela empresa obtentora (RCBPT, 2016). Resultado semelhante foi obtido
para a cultivar Jadeite 11, que no meéetodo de espiga inteira se destacou como
resistente, mas no método de espiga debulhada foi classificada como suscetivel,
divergindo em relacao a classificacado apresentada pela empresa obtentora.

Estudos realizados por Gavazza (2010), analisando a percentagem de
germinacdo em trigo com gréos retirados da espiga e grdos na espiga, também
foram observadas diferencas entre os métodos para as cultivares BRS Pardela e
BRS 220, que sao consideradas suscetiveis, mas que apresentaram resisténcia no
método de grao retirado da espiga, situacdo semelhante a ocorrida com a cultivar
Taurum.

Esse fato pode estar relacionado as caracteristicas do tegumento, que
pode ter dificultado a absorcdo de agua (KIGEL; GALILI, 1995; HILROST, 1995;
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MARCOS FILHO, 2005), ou ainda, conter substancias inibidoras do processo

germinativo  (KING; WETTSTEIN-KNOWLES, 2000), que podem impedir
momentaneamente a germinacgao de alguns materiais (MARCOS FILHO, 2005).

No entanto, Gavazza (2010) descreve que 0 teste com o0 grao
debulhado nado possibilita a distincdo segura dos dados obtidos quanto a germinacgao
precoce. Portanto, em relacdo aos diferentes métodos testados, foram observadas
respostas diferenciadas para cada cultivar, com exce¢ao a cultivar Frontana que
manteve o0 mesmo padréo de resisténcia.

Tabela 4 - Comparacao de médias de quatro cultivares de trigo expostas ao molhamento continuo na

maturidade fisiolégica, e submetidas a dois diferentes métodos de germinagdo. UTFPR,
Pato Branco, PR, 2018 .

GENOTIPO ESPIGA INTEIRA ESPIGA DEBULHADA
(Nornberg) (Brasil)
BRS 207 99 aA 65,33 aB
Taurum 5,93 bB 27,66 cA
Jadeite 11 1,7 bB 36,66 bA
Frontana 0,33 bA 0,66 dA

**Médias seguidas por letras minUsculas iguais na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Médias seguidas por letras Mailsculas iguais na
linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
comparando os métodos de germinacéo.

Figura 1 - Comparacdo de médias de métodos de fenotipagem para quatro cultivares de trigo contrastantes e expostas ao
molhamento continuo na maturidade fisiolégica, submetidas a dois diferentes métodos de germinagdo. Letras
minusculas comparam as cultivares dentro de cada método. Letras Mailsculas comparam a mesma cultivar
entre os dois métodos testados. UTFPR, Campus Pato Branco, 2018.

Culti S tivei ] .
190 - uitivares suscetivels Cultivares Resistentes

aA
100 -| a0 - bA

80 4 35

30

60 25 |

40 - cA 20 4
15

% de Germinagdo

20
bB 10

% de Germinagdo

bA dA bB

Esp. Inteira Esp. Debuhada Esp Inteira  Esp. Debuhada

Esp. Inteira Esp. Debuhada Esp. Inteira Esp. Debuhada

BSR 207 Taurum
Frontana Jadeite 11



34

Figura 2 - Fenotipagem segundo o método de Nornberg et al. (2015) de quatro cultivares
contrastantes a germinacao pré-colheita. UTFPR, Campus Pato Branco, 2018.
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Figura 3 - Fenotipagem segundo o método de Brasil (2009) de quatro cultivares contrastantes a
germinacao pré-colheita. UTFPR, Campus Pato Branco, 2018.
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5.2 RESULTADOS EXPRESSAO GENICA

Em relagdo as amostras de RNA extraidos, somente a cultivar Taurum
nao atendeu aos parametros minimos de integridade, verificados em gel de agarose.
Desta forma, essa cultivar foi excluida das analises moleculares. Foi possivel
observar através da analise da eletroforese em gel de agarose, que ap0s 24 horas
molhamento, a cultivar Frontana seguida de Jadeite 11, obtiveram o maior acumulo
de transcritos para o gene codificador da enzima metiltransferase. A cultivar BRS
207 apresentou os menores niveis de expressdo. Portanto observamos que a
expressdo do gene Metiltranferase foi maior nas cultivares resistentes

comparativamente a cultivar suscetivel. (Figura 4).

Figura 4 — Eletroforese em gel de agarose, com iniciadores dos genes Metiltransferase e Tubulina,
para as cultivares Frontana, BRS 207 e Jadeite 11. Marcador de peso molecular: 100bp
DNA Ladder para o gene Metiltransferase e 1 Kbp DNA Ladder para o gene Tubulina.
UTFPR, Campus Pato Branco, 2018.
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Tabela 5 - Analise de variancia de trés cultivares de trigo expostas ao molhamento continuo na
maturidade fisiologica, para a expressdo génica dos genes Metiltransferase (MET) e
Tubulina (TUB). UTFPR, Pato Branco-PR, 2018.

FV GL TUB MET

Blocos 2 398435 14.7
Tratamentos 2 8469989** 436.5*

Residuo 4 260235 37.6
Total 8 9128659 488.8
Média 19100 37,61
CV (%) 2,67 16,31

** @ * significativos a 1 e 5% de probabilidade; respectivamente pelo teste F
ns nao-significativo; pelo teste F
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Em relacdo a magnitude de expressao dos genes, foi possivel verificar

através da analise da variancia (ANOVA), a presenca de significancia (p<0,01) para
o efeito de gendtipos, indicando haver diferenca significativa entre as cultivares
resistentes e suscetiveis quanto aos niveis de expressao (Tabela 5). Os coeficientes
de variacdo foram de 2,67% para o gene Tubulina e 16,31% para 0 gene
metiltransferase, demonstrando boa precisdo experimental.

A partir da analise de comparacdo de médias para a magnitude da
expressdo dos genes, foi possivel identificar para o gene codificador da enzima
metiltransferase, que as cultivar Jadeite 11 apresentou a maior magnitude de
expressao, no entanto, ndo diferiu estatisticamente da cultivar Frontana. A cultivar
BRS 207 apresentou os menores niveis de expressdo, no entanto, ndo diferiu
estatisticamente da cultivar Frontana. Assim, as cultivares consideradas resistentes
a germinacao pré-colheita, apresentaram maior magnitude de nivel de expressdo em
relacdo a cultivar BRS 207, que é reconhecida como uma cultivar suscetivel. Em
relacdo a andlise de magnitude para o gene referéncia Tubulina as cultivares
Frontana e BRS 207 ndo diferiram estatisticamente entre si, mas se diferiram da
cultivar Jadeite 11 (Tabela 6).

A andlise geral dos resultados demostra que a cultivar Frontana
apresentou valores insignificantes de germinacdo na espiga. A expressao da
dorméncia, citada por FLINTHAM (2000), parece ter sido o mecanismo mais
evidente, pois os menores indices de germinacdo estiveram associados ao maior
namero de sementes dormentes.

Tabela 6 - Comparacdo de médias para expressdo génica dos genes Metiltransferase (MET) e

Tubulina (TUB) de trés cultivares de trigo expostas ao molhamento continuo na
maturidade fisiolégica. UTFPR, Pato Branco-PR, 2018.

GENOTIPO TUB MET
Frontana 19,54 a 41 ab
BRS 207 20,51 a 24 b

Jadeite 11 17,24 b 47 a

** Valores seguidos da mesma letra mindscula ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan, ao nivel de
5% de probabilidade de erro.

Segundo Kulwal (2012), os genes de resisténcia a germinacao na pre-

colheita estdo presentes principalmente nos cromossomos 7BS e 7DS do trigo,
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assim como identificamos em nosso estudo para o gene da enzima MET, que esta

localizado no cromossomo 7D (Tabela2).

De acordo, com os resultados de expressao génica obtidos, pode-se
verificar que a expressdao do gene Metiltransferase em cultivares resistentes
corrobora com estudos encontrados por Singh, (2013), que indicam que a metilacao
do DNA é importante para a aquisicdo de dorméncia, evitando a germinacdo das
sementes na espiga.

Em estudo recente realizado por Li et al. (2013), os autores verificaram
gue a diminuicdo na expressdo de um gene que codifica cafeoil-CoA O-
metiltransferase por RNAI, leva a reducao da producéo de lignina na palha do milho.
Outros trabalhos realizados com arroz, demostraram que 0 gene que codifica
cafeoil-CoA O-metiltransferase foi identificado sendo expresso em genatipo tolerante
ao frio. (DAMETTO,2015). Apesar dos resultados obtidos no presente estudo, mais
estudos envolvendo o gene da MET devem ser realizados, visando confirmar a sua

atuacdo como um percussor responsavel pela germinacao pré-colheita de trigo.
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6 CONCLUSOES

A cultivar Frontana foi caracterizada como resistente a germinacao
pré-colheita.A cultivar BRS 207 foi caracterizada como suscetivel. E as cultivares
Jadeite 11 e Taurum, apresentara, resisténcia intermediaria.

O método de espiga debulhada de Nornberg et al. (2015) propiciou
uma melhor diferenciacédo das cultivares, e pode ser considerado mais eficiente para
a caracterizagdo dos gendtipos quanto a germinacgao pré-colheita.

A analise de expressao genica sugere que a manutencdo do DNA
metilado pode ser um fator que contribui para a resisténcia a germinacdo na pre-
colheita em trigo, pois as cultivares resistentes apresentam maior acumulo de

transcritos do gene codificador da metiltranferase.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos neste estudo, o método de
fenotipagem com espiga debulhada possibilita a discrepancia das cultivares
resistentes das suscetiveis na germinacgao pré-colheita, auxiliando nos programas de
melhoramento genético para classificacdo de novas cultivares com genes de
resisténcia a germinacao na pré-colheita.

Em relacdo aos genes envolvidos nos processos de germinacdo pre-
colheita, foi possivel identificar maior expressdo do gene da Metiltransferase em
cultivares resistentes em comparacdo as suscetiveis, mas novos experimentos
devem ser conduzidos para identificacdo de mais genes envolvidos nos processos

da via de biossintese do acido abscisico e da rota da biossintese da giberelina.
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