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EXPRESSAO DE GENES RELACIONADOS A TOLERANCIA A SUBMERSAO E
REGULACAO DO DEGRANE EM ARROZ DANINHO (Oryza sativa |_.)1

Autor: Tiago Edu Kaspary
Orientador: Aldo Merotto Jr.

RESUMO

A utilizacdo de lamina de agua é um importante método de controle de arroz daninho
na cultura do arroz. O efeito da submersdo sobre a germinacdo e o crescimento inicial do
arroz daninho vem diminuindo, o que compromete a eficiéncia de sistemas de cultivos
inundados de arroz. A regulacdo da tolerancia a submerséo é parcialmente conhecida apenas
em arroz cultivado, mas existe pouco conhecimento em arroz daninho. De forma similar,
existe necessidade de avancos no conhecimento sobre o degrane de sementes em arroz
cultivado e daninho. Os objetivos desse estudo foram caracterizar a ocorréncia e a
importancia dos principais genes de regulacdo da tolerancia a submersdo durante a
germinacdo e o crescimento inicial em arroz daninho e analisar variagfes na regido
promotora de gene envolvido com o degrane. A tolerancia a submersédo foi avaliada pela
quantificacdo da emergéncia em diferentes Iaminas de &dgua e temperaturas e através da
analise de expressdo relativa de genes relacionados com este estresse. Ainda, foi avaliado a
ocorréncia de variagbes nucleotidicas na regido promotora do gene OsXTH8 e
procedimentos de cultura de tecidos para arroz daninho. O genoétipo 1TJ03 foi caracterizado
como de elevada tolerancia ao alagamento, com emergéncia superior a 90% nas
temperaturas de 25 e 30 °C e sob submersao, enquanto que sob 20 °C ndo houve emergéncia.
A expresséo relativa dos genes RAmy3D e OsTPP7, responsivos ao alagamento, demonstrou
para o0 genotipo tolerante, incremento respectivo de 30,58 e 46,71 vezes. O gendtipo 1TJ03
no periodo de 1 DAS teve a expressdo dos genes ADH2 e SNRK1 induzida pela submerséo
em cerca de 63 vezes. A temperatura de 20 °C reduziu a expressdo de todos 0s genes
avaliados na parte aérea e radicular. Foi identificada a insercdo de uma base “G” ou “C” na
posicdo 289bp upstream ao start codon do gene OsXTH8 em todos 0s genotipos de arroz
daninho com elevado degrane. O genétipo AV60 obteve aproximadamente uma planta
regenerada por sementes submetida a cultura de tecido. A tolerancia ao alagamento durante
a germinacdo e o crescimento inicial em arroz daninho esta associada a presenca dos genes
RAmy3D, OsTPP7, ADH2 e SNRK1. Baixas temperaturas em conjunto com lamina de agua
evitam a emergéncia do arroz daninho, tornando-se ferramenta no manejo desta planta
daninha. A insercdo na regido promotora do gene OsXTHS8 pode ser correlacionada ao
degrane em arroz daninho. O genotipo AV60 pode ser utilizado para cultivo in vitro em
abordagens biotecnoldgicas.

! Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brasil. (136f.) Fevereiro, 2018.
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EXPRESSION OF GENES RELATED TO TOLERANCE TO SUBMERSION AND
REGULATION OF DEGRANE IN WEEDY RICE (Oryza sativa L.)*

Author: Tiago Edu Kaspary
Adviser: Aldo Merotto Jr.

ABSTRACT

Flooding is an important method of weedy rice control in cultivated rice. The
reduction of the flooding effect on germination and initial growth of weedy rice has been
observed, which compromise the efficiency of flooded rice systems. The regulation of
flooding tolerance is only partially known in cultured rice and poorly understood in weedy
rice. Similarly, it is necessary advances in the knowledge about seed shattering in cultivated
and weedy rice. The objectives of this study were to characterize the occurrence and
importance of the major genes for flooding tolerance during germination and initial growth
in weedy rice and to analyze variations in the promoter region of a gene involved with seed
shattering. Flooding tolerance was assessed by quantifying the emergence on different
flooding depths and temperature and by analyzing relative expression of genes related with
this stress. It was evaluated the occurrence of nucleotide variations in the promoter region
of the OsXTH8 gene and tissue culture procedures for weedy rice. The ITJO3 genotype was
characterized as high tolerant to flooding, with emergence higher than 90% at temperatures
of 25 and 30 °C and under submersion, while under 20 °C there was no emergence. Relative
expression of RAmy3D and OsTPP7 genes, responsive to flooding, showed an increase of
30.58 and 46.71 times, respectively, at the four days after sowing (DAS) for the tolerant
genotype. The 1TJO3 genotype in one DAS had the expression of ADH2 and SNRK1 genes
induced by flooding about 63 times. The temperature of 20 °C reduced the expression of all
the evaluated genes in the shoots and roots. The insertion of a "G" or "C" base at position
289bp upstream to the codon start of the OsXTH8 gene was identified in all genotypes of
high seed shattering, while the AV60 genotype obtained approximately one regenerated
plant per seed submitted to tissue culture. The tolerance to flooding during germination and
initial growth in weedy rice is associated with the expression of RAmy3D, OsTPP7, ADH2
and SNRK1 genes. Low temperatures together with flooding depths prevent the emergence
of weedy rice, becoming a tool in the management of this weed. An insertion into the
promoter region of the OsXTH8 gene can be correlated to shattering seeds in weedy rice.
The AV60 genotype can be used for to vitro culture in biotechnological approaches.

2 Doctoral thesis in Plant Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brazil. (136p.) February, 2018.
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1 INTRODUCAO GERAL

O arroz (Oryza sativa L.) € cultivado em todos os continentes, apresenta elevada
producdo sendo considerado um dos alimentos com maior importancia para a nutricao
humana, possuindo elevada relevancia social e econdmica. O Brasil é 0 nono maior produtor
mundial com producdo aproximada de 12 milhdes de toneladas na safra 2016/2017
(SOSBALI, 2017). O sistema de cultivo irrigado, predominante no sul do pais, foi utilizado
em cerca de 1,4 milhGes de ha, atingindo produtividade média de 7618 kg.ha® (CONAB,
2017). O Rio Grande do Sul € o principal produtor nacional, sendo responsavel por cerca de
70% do montante produzido no Brasil. O cultivo do arroz no sistema irrigado tem como
uma das principais limitagcbes a competi¢cdo com plantas daninhas, entre as quais destaca-se
0 arroz daninho ou arroz vermelho (Oryza sativa L.).

O arroz daninho é a principal planta daninha do arroz cultivado devido a sua
proximidade ecoldgica, elevada adaptabilidade a diferentes praticas agronémicas,
emergéncia vigorosa e desenvolvimento sincronizado com a cultura, que resultam na
dificuldade de seu controle e torna essa espécie daninha presente em praticamente todas as
regides cultivadas com este cereal. Além disso, a presenca dos caracteres de invasibilidade
como o degrane natural e a dorméncia de sementes inviabiliza a retirada das sementes da
lavoura e facilita reinfestagcdes (Delouche et al., 2007). As perdas médias de rendimento de
gréos em funcédo da presenca de arroz daninho ficam em torno de 20% e, em areas com altas

infestacdes, caso ndo seja realizado o controle adequado, as perdas podem chegar a 90%
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(Avila et al., 2000). De forma geral, a presenca de uma planta de arroz daninho/m? reduz em
2,1% a produtividade de graos do arroz cultivado (Balbinot Junior et al., 2003). Os prejuizos
causados pela presenca do arroz daninho transcendem o campo, pois a maioria de seus
genotipos apresentam pericarpo vermelho, contaminando o produto final de arroz, reduzindo
o0 valor de mercado e causando aumento dos custos de beneficiamento (Ghosh et al., 2017).

O controle do arroz daninho, visando minimizar a sua interferéncia sobre a cultura,
pode ser realizado por diferentes métodos. Contudo, a inundagdo continua da &rea, estratégia
amplamente utilizada nos sistemas de cultivo de transplante e de sementes pré-germinadas,
é a pratica mais eficiente no controle dessa espécie daninha, pois 0 arroz daninho e o
cultivado sdo sensiveis as condi¢fes de baixa disponibilidade de oxigénio durante a
germinacao e o crescimento inicial (Ismail et al., 2009; Angaji et al., 2010). Enquanto isso,
o sistema de semeadura no seco também utiliza a inundacdo como ferramenta de controle do
arroz daninho, contudo a formacdo da lamina ocorre somente ap6s o estabelecimento da
cultura.

A utilizacdo de lamina de agua como ferramenta de manejo de plantas daninhas, ao
longo dos anos, tem selecionado gendtipos de arroz daninho com capacidade de emergir em
condi¢Bes de inundacdo do solo, com baixa disponibilidade (hipéxia) ou auséncia de
oxigénio (andxia). Os primeiros relatos descrevendo pequena evolucao de genotipo de arroz
daninho para a capacidade de germinar e emergir sob condicGes de alagamento foram
realizados na China e India, mas o mecanismo de tolerancia envolvido ndo é descrito
(Chauhan, 2012; Ghosh et al., 2017). Desta forma, a capacidade de tolerar a submerséo
durante a germinagdo e o crescimento inicial torna-se uma nova caracteristica de
invasibilidade do arroz daninho, que combinada ao degrane e a dorméncia possibilita a
competi¢do com a cultura, multiplicagdo de sementes, incremento do banco de sementes e
reinfestagdes futuras. Em &reas orizicolas do sul do Brasil cultivadas com sistema pré-

germinado j& é possivel observar a ocorréncia de arroz daninho com capacidade de germinar



e emergir na presenca continua de lamina de agua.

O potencial de germinacéo e o crescimento inicial do arroz sob condigdes de hipoxia
e andxia é associado a elevada mobilizacdo de reservas e a capacidade diferencial de
obtencdo de energia via rotas anaerobicas (Fukao et al., 2006; Ismail et al., 2012). Nesse
sentido, gendtipos tolerantes sdo capazes de expressar conjuntos de genes relacionados a
aclimatacdo as condic6es desfavoraveis (Loreti et al., 2017). Além disso, apos a germinagdo
estratégias de “quiescéncia” e “escape” sdo descritas como mecanismos de tolerancia ao
alagamento em arroz cultivado. A quiescéncia é caracterizada pela paralisacdo do
metabolismo da planta durante a ocorréncia do alagamento, enquanto o escape consiste no
alongamento dos entrends do colmo até a planta emergir da ldamina de agua (Fukao et al.,
2011; Hattori et al. 2011). Contudo, para arroz daninho ndo € relatada a presenca de nenhum
desses mecanismos de toleréncia, bem como a sua interagdo com outros fatores que
influenciam a germinacéo.

A temperatura € um dos principais fatores que influenciam a atividade enzimatica
afetando diretamente a germinacéo e emergéncia. De forma geral, 0 aumento da temperatura
faz com que a velocidade de emergéncia de arroz daninho seja mais elevada, enquanto
temperaturas abaixo de 20°C reduzem significativamente o seu estabelecimento (Sartori et
al., 2014). De forma similar, a tolerdncia ao alagamento pode ser influenciada pela presenca
da casca e o0 posicionamento das sementes no perfil do solo, pois estes fatores interferem na
disponibilidade e capacidade de trocas gasosas (Ghosh et al., 2017). Contudo, para arroz
daninho os estudos sdo limitados quanto a identificacdo da variabilidade de resposta
existente ou em relacéo a similaridade de regulacéo da tolerancia ao alagamento em relagéo
ao arroz cultivado.

O conhecimento sobre a regulacéo do degrane, principal caractere de perpetuacéo do
arroz daninho em areas cultivadas com arroz, € mais amplo. Inumeros estudos descrevem a

presenca desse caractere a partir da formagdo da camada de abscisdo entre o pedicelo e a
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semente. Neste contexto, estudos moleculares indicam que o caractere do degrane é
relacionado a presenca de varios genes, entre os quais alguns envolvidos na diferenciacao
da camada de abscisdo ou codificando enzimas que promovem a clivagem da parede celular
(Thurber et al., 2010, Nunes et al., 2015). Recentemente, a partir de analise de expressao de
genes relacionados a sintese/degradacdo da parede celular foi verificada a importancia dos
genes OsXTH8 e OsCel9D sobre o caractere de degrane em arroz daninho (Nunes et al.,
2014). Contudo, ao investigar possiveis alteragdes na sequéncia génica, nenhuma das
mutacBes conhecidas foi associada ao degrane, indicando a possivel existéncia de mutacoes
em regides ndo codificadoras ou na regido promotora desse gene (Nunes et al., 2015). A
presenca de alteragdes na regido promotora desse gene pode alterar sua expressao e impactar
sobre o degrane.

Atualmente com o advento da utilizacdo de técnicas de transformacdo genética na
abordagem de caracteres de invasibilidade em plantas daninhas o dominio de técnicas de
cultura de tecidos é necessario (Ge et al., 2006; Bevitori, 2015). A inducdo de calos
embriogénicos com alta capacidade de regeneracdo é essencial para intervencbes e
investigagdes biotecnoldgicas (Bevitori et al., 2014). Para arroz daninho, apesar de pertencer
a mesma espécie do arroz cultivado, em funcdo da presenca abundante de fendis e outros
elementos do metabolismo secundério, ndo sdo conhecidos protocolos eficientes para a
cultura de tecidos. Deste modo, ndo é possivel o desenvolvimento de abordagens de

mitigacdo de caracteres de invasibilidade que exijam a transformacao génica.

1.1 Objetivo geral
Investigar e caracterizar a ocorréncia de tolerancia a submerséo durante a germinagéo
e crescimento inicial em arroz daninho (Oryza sativa L.), assim como analisar variagdes na

regido promotora de um gene envolvido com o degrane de sementes.



1.2 Objetivos especificos
i. Determinar método diagndstico e avaliar a ocorréncia de tolerdncia diferencial ao
alagamento durante a germinag&o e o crescimento inicial de gendtipos de arroz daninho.
ii. Investigar o efeito de temperatura, presenca e auséncia da pélea e lema na semente e da
profundidade do solo na toleréncia ao alagamento em arroz daninho.
iii. Analisar a expressdo de genes relacionados com a tolerancia a submerséo durante a
germinacao e o crescimento inicial de arroz daninho.
iv. Caracterizar o efeito da temperatura sobre 0s genes de maior expressao em resposta ao
alagamento na germinacao e no crescimento inicial de arroz daninho.
v. Analisar a variabilidade nucleotidica da regido promotora do gene OsXTH8 envolvido
com o degrane em arroz daninho.
vi. Determinar protocolo de obtencdo de plantas de arroz daninho a partir de cultura de

tecido.



2 REVISAO DE LITERATURA

ABSTRACT

Flooding is an important strategy for weed control used in the rice crop. However, weeds
had evolved mechanisms of tolerance to this anoxic environment, resulting in new ecotypes
of ‘snorkelling” weeds. The objectives of this review are to discuss the main mechanisms of
weed tolerance to flooding and the putative biotechnological approaches for their mitigation.
Most of the existing knowledge about flooding tolerance was derived from crop models,
mainly rice. This knowledge could be used in investigations on flooding tolerance in weedy
rice, Echinochloa and other weeds. During germination, the gene RAmy3D related to
carbohydrate mobilization and energy intake, and those involved in metabolism maintenance
under anoxia (ADH, PDC and OsB12D1) are the most important for flooding tolerance.
Tolerance flooding in emergence, involved response promoted by ethylene and induction of
RAmy3D, ADH, PDC and OsB12D1 genes. During the vegetative development, the presence
of aerenchyma enables internal aeration between shoots and roots; hence the survival of
partially submerged plants. Other mechanisms present in species tolerant to complete
submersion are escape mechanisms or become quiescent during the submergence period.
Mitigation of flooding tolerance in weeds is possible with biotechnological approaches and
genetic manipulation of flood tolerance genes through RNAI and transposons, providing a
potential new tool for weed management.

2.1 Introduction

The occurrence of partial or complete flooding deprives plants in important processes
such as respiration and photosynthesis, because the diffusion of oxygen (02) is drastically
reduced in water. In addition to O2 deficiency, waterlogging promotes the accumulation of
CO2, methane, ethylene, hydrogen sulfide, and hydrogen thereby reducing aerobic
respiration (Pires et al., 2002). Oxygen deficiency paralyzes mitochondrial respiration,
leading to insufficient energy production in the form of adenosine triphosphate (ATP)

(Zabalza et al., 2009). Evolutionarily, some plant species were selected under conditions of
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hypoxia (low availability of oxygen) or anoxia (absence of oxygen) for respiration (Loreti
et al., 2016). The evolution occurs by the simple adaptation to the low energy availability
generated by flooding, to complex processes related to the lack of O2 and mitochondrial
respiration, stimulating mechanisms to obtain ATP by anaerobic pathways and develop
mechanisms of quiescence or escape to flooding (Hsu & Tung, 2017). The interspecific
variability to these processes imposes a strong impact on the abundance and distribution of
plant species in flooded ecosystems, as well as being the main abiotic factor influencing the
distribution of agricultural crops and production variability (Ismail et al., 2012). Flooding
induces complex responses that vary depending on the severity and duration of stress, plant
growth status, as well as species and cultivars (Wang et al., 2017). Several Oryza species
are naturally tolerant to flooding, and this characteristic provided opportunities for rice
domestication and utilization as one of the main staple food worldwide.

Several recent studies had been developed with soybean, maize and wheat related to
the physiological effects of the flooding stress and also for the development of tolerant
varieties (Yin et al., 2017; Mano and Omori, 2015; Winkel et al., 2017). Other studies are
also available in non-crop species, such as Echinochloa sp. and Cyperus sp. (Ismail et al.,
2012; Estioko et al., 2014). However, most of knowledge about the mechanisms of flooding
tolerance was obtained in rice and some weeds associated with this crop. Recently the
development of Swarna-Subl rice, which tolerates complete submersion for two weeks with
regular resumption of growth after the end of stress, has provided the use of fields subject to
rapid and deep flooding (Mackill et al., 2012). Flooding tolerance is also present in several
weed species, such as Echinochloa sp., Sagitaria sp., Heteranthera sessilis, Leptochloa
chinensis, Cyperus sp., Potamogeton distinctus, Ludwigia sp., Ipomoea aquatica and
Frimbistylis miliaceae (Estioko et al., 2014; Kraehmer et al., 2016; Tshewang et al., 2016).
These weeds have submersion tolerance mechanisms, which could be called snorkelling

strategy.
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Water is the most efficient cultural method for controlling flood-sensitive weeds soon
after rice sowing and characterizes the different rice establishment systems, such as dry-
seeding, water-seeding or transplant (Rao et al., 2007). These systems were developed for
providing water for the rice crop and also as weed control method. Therefore, although rarely
evocated, water is one of the main natural herbicide used in agriculture. However, since rice
domestication weeds had co-evoluted with rice and become one of the main problems to rice
crop worldwide. Transplanting and water-seed systems are most efficient for weed control
than dry-seed, mainly for weedy rice, which is on of the most important constrain of rice
production worldwide. Recent reports indicate weedy rice adaptation to flooding is
occurring, and this is and important challenge for the utilization of these water establishment
systems in rice (Chauhan, 2012). The changes in metabolism and morphological growth
processes suggest that these plants more adapted to flooded field conditions (Ismail et al.,
2012).

Current advances of biotechnology indicates the possibility of using molecular tools
for the understanding of flood tolerance and for the manipulation of DNA and RNA for the
development of modern snorkelling weed controls methods (Gressel & Levy, 2014; Shaner
& Beckie, 2014). The use of interfering RNA and transposable DNA elements were
investigated and tested to mitigate the resistance of weeds to herbicides (Gressel e Levy,
2014). This model propose the introgression of a unfitness gene for a specie through gene
flow from the crop to the target weed as an advanced biotechnological tool. In this case, the
gene is inactive in the crop and only acts when present in the weed based on recognition of
genetic differences in these plants. These approaches can be used to mitigate characters of
invasiveness to flooded environments (Gressel e Levy, 2014, Wu et al., 2014), mainly
associated with the rice crop and weedy rice as the donor and target species, respectively.

The objectives of this review are to describe the current knowledge about the main

mechanisms of weed tolerance to flooded environments and to present possible



biotechnological approaches applied in their mitigation.

2.2 Weeds in flooded crop culture

Water deficit is the main constraint to food availability. Rice, which is cultivated in
a flooded environment does not have this limitation, but interference with flood-tolerant
weeds is the main biological limitation in flooded rice systems. In the rice paddy, yield losses
due to weeds vary from 20 to 60% for transplanted rice and from 30 to 100% for dry-seed
rice (Rao et al., 2007). In flooded rice, correct management of water deep is the most
efficient tool for management of non-aquatic weeds.

Flooding is effective in controlling weeds such as Echynochloa colona, Fimbristylis
miliacea, Cyperus iria, weedy rice and many others and has been used for this purpose since
rice domestication (Chauhan & Johnson, 2009). However, to be effective, proper water
management is critical. Flood initiation, duration, and water deep affect the emergence,
establishment, and growth of plants in flooded fields and result in variable weed control
(Chauhan, 2012). For example, flooding during the germination and emergence stages of
weeds is more effective in controlling Echynochloa crus-galli, Cyperus difformis, F.
miliacea and weedy rice than late flooding (Chauhan & Johnson, 2009). With time, some
weed species became tolerant to flooding, making the control of these species through
flooding less effective. Fallow periods due to water limitations or farm structure can reduce
selection pressure and decreased flooding tolerance evolution in weeds. However, the
current intensification of agriculture has resulted in continuous rice cultivation in the same
land, resulting in increasing selection for flooding tolerance.

In flooded rice some species increased tolerance to flooding after many years of use
of the deep water with weed control method. The first reported case of increased flooding
tolerance was performed for Cyperus rotundus that evolved to germinated and emerged

under deep water conditions on adequacy to anaerobic metabolism of obtaining energy
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(Pefia-Frontera et al., 2009). Recently, we have also detected weedy rice ecotypes with
establishment capacity under submergence conditions, but the mechanisms of tolerance
involved are not known (Chauhan, 2012). These studies suggest that with evolution the
tolerance to submersion the use of deep water in the management of these weeds is not
feasible, implying higher costs in the management and reduction of rice productivity.
Therefore, it is necessary to develop alternative management strategies for Cyperus rotundus

and weedy rice submersion tolerant to reduce the effect on the crop.

2.3 Mechanisms of tolerance to flooding in weeds

2.3.1 Tolerance to flooding during germination

Seed germination constitutes a complex regulatory system. The energy demand
during germination is high and numerous exogenous and endogenous factors affect this
process mainly associated with oxygen availability (Ray et al., 2016). Germinating seeds
normoxia conditions (O2 >21%) derive energy via electron transport chain and oxidative
phosphorylation using the O as final acceptor of electrons. Under anaerobic conditions the
electron transport chain and oxidative phosphorylation are inhibited by lack of Oz and the
main source of energy and glycolysis, which is inefficient and prevents germination of most
seeds. The way to obtain energy in flooded conditions involves greater mobilization of
carbohydrates for glycolysis, activation of anaerobic respiration and lactic or ethanolic
fermentation. Differentiated evolution of the metabolism to lack of O allows the
germination and emergence of some species in flooding conditions, as Echinochloa spp.;
Sagittaria montevidensis; S. trifolia and weedy rice, which are important weeds of rice crop
(Liu et al., 2016, Cassol et al., 2008; Chauhan, 2012).

Anaerobic respiration is less efficient than aerobic respiration. In aerobic respiration,

a hexose molecule produces up to 39 molecules of ATP, but only three ATP molecules are
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generated from the glycolytic steps that occur in anaerobic fermentation (Ismail et al., 2009).
Plants tolerant to O deficiency are adapted to the energy crisis generated by the absence of
aerobic energy production and started to obtain ATP from the increased catabolism of
soluble sugars and starch through glycolysis (Magneschi & Perata, 2009). Since anaerobic
respiration is an inefficient process, the seed needs to mobilize a large volume of
carbohydrates to obtain the same amount of energy and complete the germination process.
The increased accumulation of energy reserves in the form of non-structural
carbohydrates, which serve as a substrate for anaerobic metabolism, has been reported for
Cyperus rotundus ecotypes tolerant to flooding during germination (Pefia-Frontera et al.,
2009). Tolerant ecotypes have larger tubers with about twice more non-structural
carbohydrates than susceptible plants (Pefia-Frontera et al., 2009). However, just producing
a greater amount of carbohydrates does not guarantee its rapid mobilization via anaerobic
metabolism, it is necessary the rapid conversion of these carbohydrates into glucose which
will serve as a substrate for glycolysis, the main source of energy in anaerobic metabolism.
Therefore, metabolism adequacy is required for the submersion condition. Under low
oxygen availability there is the formation of ethylene which will induce the expression of
genes related to carbohydrate conversion and maintenance of anaerobic respiration. Higher
expression of the RAmy3D gene when seeds were germinated at low oxygen availability was
identified in rice cultivars tolerant to hypoxia (Hsu & Tung, 2017). The overexpressing of
RAmy3D gene in the coleoptile and endosperm of transgenic rice genotypes promoted the
increase of germination capacity under anoxic conditions (Wu et al., 2014). This gene is
responsible for encoding the alpha-amylase enzyme, which is involved in the mobilization
of carbohydratesits during germination, and concomitantly the SUS3 gene promotes the
production of soluble sugars in conditions of oxyg en deficiency (Fukao et al., 2006). The
sugar is then used in the glycolytic pathway to obtain ATP under conditions of oxygen

deficiency and, thus, favors the establishment of rice under flooding conditions (Figure 1).
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FIGURE 1. Scheme illustrating the main genes involved in tolerance to flooding at different
stages of development and advantages conferred on weeds. UFRGS, December
2017. RAmy3D (Rice a-amylases); SUS3 (sucrose synthase 3); OsTPP7
(trehalose-6-phosphate phosphatase); LDH (lactate dehydrogenase); ALDH
(aldehyde dehydrogenase); ADH (alcohol dehydrogenase); PDC (pyruvate
NShB1 (non-symbiotic
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(xyloglucan endotransglicosylase); SK1 (Snorkell) SK2 (Snorkel2); SUB1A
(Submergence-1).

decarboxylase);

OsB12D1 (named OsB12D1);

The ATP supply for metabolism under anoxic conditions is eanbled by the

maintenance of the glycolytic pathway that promotes the regeneration of NAD*. This process

is maintained from the consumption of pyruvate by fermentation, avoiding the accumulation

of this by-product of glycolysis and its inhibition for lack of NAD* (Rocha et al., 2010). The

beginning of lactic acid fermentation occurs with the production of lactate through the action
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of lactate dehydrogenase (LDH), which acidifies the cytoplasm and activates alcoholic
fermentation by the action of pyruvate decarboxylase (PDC) and alcohol dehydrogenase
(ADH), using pyruvate to produce ethanol (Magneschi & Perata, 2009). These reactions are
maintained through the oxidation of NADH in the mitochondrial matrix, accumulating
ethanol as by-product. In this process, NADH and oxaloacetate are reduced and reverse
Krebs cycle reaction is catalyzed by malate dehydrogenase, regenerating NAD +. Thus,
NAD+ again serves as an electron acceptor in glycolysis, thereby maintaining the production
of ATP (Rocha et al., 2010).

Alcohol dehydrogenase, aldehyde dehydrogenase (ALDH) and PDC enzymes are
important for the maintenance of anaerobic metabolism in E. crus-galli and rice during
germination (Figure 1). Echinochloa crus-galli and cultivated rice tolerant to flooding have
higher activity of ADH, ALDH and PDC than susceptible genotypes (Estioko et al., 2014;
Hsu & Tung, 2017). In a complementary or alternative process, the overexpression of the
OsB12D1 allowed germination and emergence the rice under anoxic conditions. This gene
encodes an enzyme related to the increase of electron transport in the mitochondria through
Fe mediation, allowing ATP to be obtained even under anoxic conditions (He et al., 2014).
Although not reported in weedy rice, it is possible that this mechanism is involved in weedy

rice tolerance to flooding during germination and initial establishment.

2.3.2 Tolerance to flooding during seedling emergence

After germination, the coleoptile has to elongate to reach the surface of the water to
obtain oxygen for aerobic oxidative phosphorylation (Herzog & Pedersen, 2014). Therefore,
the emergence requirements have to be supplied quickly, before the seed reserves or
vegetative propagules are exhausted under anaerobic respiration (Ismail et al., 2012). This
coleoptile elongation constitutes the ‘snorkelling’ strategy for flooding tolerance. Seedling

emergence in flooded conditions is facilitated by ethylene-dependent responses (Fukao et
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al., 2006). In one study under flooded soil, ethylene was not detected in seeds of rice cultivar
IR42, not adapted to flooding at germination, but was abundant after germination in
seedlings of the flood tolerant genotype KHO (Ismail et al., 2009). The delay in ethylene
production suggests that the source of ethylene is probably the embryos that grow under
oxygen deficiency, being more related to post-germination growth than the germination per
se (Ismail et al., 2009).

The germination process and early seedling development produces ethylene which
can also promote cell expansion, possibly by downregulating the enzymes involved in
increased cell wall stiffness, such as peroxidases, whose activity reduces cell extensibility
(Ismail et al., 2012). The presence of ethylene can also increase starch hydrolysis, reduce
the synthesis of abscisic acid (ABA), while increasing the synthesis and sensitivity to
gibberellins (GA), both of which will enhance the activities of starch catabolizing enzymes,
particularly amylases (Fukao et al. 2006; Ismail et al., 2012). Ethylene also promotes the
elongation of mesocotyl and coleoptile in rice seedlings and high levels of ethylene imply a
high increase in growth in flood-tolerant rice genotypes (Ismail et al., 2012). For genotypes
susceptible to flooding, the slower emergence and slow growth was correlated with the low
ethylene production and high activity of peroxidases under flood stress (Ismail et al., 2012).

Ethylene also acts as a stimulus for the mobilization of seed reserves after
germination based on the activation of alpha-amylase enzymes (Fukao et al., 2006; Ismail
et al., 2009). Similar to what occurs in germination, high expression of the RAmy3D gene is
observed in the coleoptile and radicle of rice seedlings under anoxia (Figure 1). The
expression of this gene was up to 592 times higher in the tolerant than in the susceptible
genotype of rice 8 d after seed imbibition (Lasanthi-Kudahettige et al., 2007). Also
associated with anoxia-tolerance in rice was the loci OssTPP7 (Gene OsTPP7), which
encodes the enzyme trehalose-6-phosphate, responsible for increasing the conversion of

starch to glucose (Kretzschmar et al., 2015). The greater availability of sugar promoted the
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elongation of the coleoptile, resulting in its emergence and high tolerance to submersion
(Kretzschmar et al., 2015; Loreti et al., 2016). Thus, tolerant genotypes of rice are able to
maintain seedling root and shoot growth in flooded conditions (Angaji et al., 2010). The
tolerance to flooding during emergence of Echinochloa spp. was linked to increased activity
of LDH, ALDH, ADH and PDC enzymes (Fukao et al. 2006; Estioko et al., 2014). The
growth of roots and shoots of flood-tolerant Echinochloa crus-galli was not affected by
flooding with 100 mm of water for 7 d after sowing (Estioko et al., 2014).

Structural proteins and enzymes have also been related to continued coleoptile
growth of rice seedlings under anoxic and may be the same factors involved in weed
adaptation to flooding during emergence. The action of the tubulin a-1chain (TUBA1) and
actin factor 4 (ADF4) genes on the rapid elongation of coleoptile under anaerobic conditions
was suggested because both were upregulated under anoxia during rice emergence (Sadiq et
al., 2011). Tubulins enable cell division and elongation and ADF4 is involved in the
regulation of actin assembly (Sadiq et al., 2011). Thus, increased expression of both genes
in plants, particularly in weeds, correlates with the superior ability to tolerate flooding during
emergence (Figure 1). These findings indicate that there are two mechanisms of flooding
tolerance: i) increased mobilization of seed reserves and ii) the ability to maintain root and

shoot growth during seedling emergence under flood.

2.3.3 Tolerance to flooding during the vegetative stage

Flooding after the initial plant establishment elicits responses that differ across plant
species and dependent on the speed and duration of flooding occurrence (Fukao et al., 2006;
Ismail et al., 2013). Stress-tolerant genotypes can react by activating adaptation mechanisms
to escape or to withstand flooding until the stress is alleviated by formation of aerenchyma
(Shiono et al., 2011). This mechanism of tolerance to flooding after establishment is reported

in weeds such as Echinochloa spp., Sagittaria montevidensis; S. trifolia, Cyperus spp., and
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Rumex palustris (Cassol et al., 2008; Ismail et al., 2012). The presence of aerenchyma in
flood-tolerant plants is a snorkelling strategy. Aerenchyma is a plant tissue with high
proportion of intercellular spaces. The aerenchyma facilitates the diffusion of gases between
the flooded and non-flooded organs of the plant, which allows the aerobic respiration of root
cells (Yamauchi et al., 2014). The formation of aerenchyma in plants as a response to
flooding is mediated by ethylene, inducing the activity of xyloglucan endotransglicosylase
(XETP - Figure 1), which induces cell wall degradation. However, for formation of the
aerenchyma also is requires reactive oxygen species (ROS) and Ca?* (Evans, 2003;
Yamauchi et al., 2014). In rice, the use of ethylene or its precursor 1-aminocyclopropane-1-
carboxylic acid (ACC) stimulates the formation of aerenchyma in roots (Colmer et al.,
2006).

The presence of aerenchyma alone does not guarantee the diffusion of O> up to the
tips of the roots, because of radial oxygen loss (ROL). The rate of oxygen diffusion through
a large distance in the submerged roots can be maintained by the presence of a constitutive
or induced apoplastic barrier that prevents the radial loss of oxygen (Colmer et al., 2006).
This barrier is typically composed of a suberized lamella that is formed in the
exodermal/hypodermic space, near the tip of the root, and by lignified
sclerenchyma/epidermal cells (Voesenek & Bailey-Serres, 2015). In this way, an efficient
barrier is created that avoids ROL and increases oxygen delivery to the root tip (Shiono et
al., 2011).

The presence of genes encoding non-symbiotic hemoglobins (NSHB1) was identified
in rice under flood conditions as a complementary mechanism for oxygen delivery to root
ends, maintaining cell energy levels under conditions of hypoxia (Parent, et al., 2008;
Dordas, 2009) (Figure 1). Hemoglobins react with nitric oxide (NO) produced under
conditions of hypoxia, favoring an alternative route of respiration and transport of electrons

in the mitochondria of plants under flood conditions. Under hypoxia, NSHB1 reacts
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oxidatively with NO, producing nitrate and stimulating the consumption of NADH, thereby
releasing NAD + that can be reused again in glycolysis (Hebelstrup, et al., 2007; Dordas,
2009). These mechanisms acting alone, or concomitantly, certainly occur in flooding-
tolerant weeds. However, the specific function in different species is unknown.

In cases of complete submersion of the plant, aerenchyma formation is of crucial
importance, but aeration is much more efficient when the aerial part can grow and emerge
above the water level (Herzog & Pedersen, 2014). Some plant species growing in flooded
environments have evolved the ability to elongate their porous shoots under flood conditions
to facilitate the uptake of oxygen from the atmosphere and to transport it to the roots via the
aerenchyma. This adaptation has a high energy cost and is restricted to native species in
environments characterized by shallow but prolonged flooding (Voesenek & Bailey-Serres,
2015). These flood-adapted plants possess the mechanism described as low O escape
syndrome (LOES), which is observed in rice cultivars and Rumex palustres growing in the
floodplains of the Reno river (Voesenek & Bailey-Serres, 2015).

The submersion escape mechanism is activated by low oxygen concentration and has
as promoter to ethylene, gibberellic acid (GA) and auxin, which collectively stimulate
underwater growth and stretching (Voesenek & Bailey-Serres, 2015). The modulation of the
response to flooding is a function of the SNORKEL (SK) locus, responsible for cell
elongation under deep water conditions (Hattori et al., 2009) (Figure 1). The SK locus
encodes two ethylene-inducible transcription factors, group VII (Ethylene Response Factor
(ERF): SK1 and SK2 (Sasidharan & VVoesenek, 2015). The expression of these genes causes
elongation of the rice internodes, even in plants not subjected to flooding stress (Hattori et
al., 2009). The signaling effects of SK1 and SK2 on the downstream events, which
culminates in plant elongation is unclear, but act on GA biosynthesis (Sasidharan &
Voesenek, 2015).

The escape response to flooding is beneficial if the plant reaches the surface of the
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water before the plant dies. This strategy incurs high energy cost could exhaust the plant's
carbon reserves before it can emergence from deep flood (Voesenek & Bailey-Serres, 2015).
Thus, some species have evolved another mechanism of flood tolerance based on low O>
quiescence syndrome (LOQS), identified in local rice cultivars from Asia (Bailey-Serres et
al., 2012b). This tolerance mechanism (discovered in rice) is also responsive to ethylene,
with the SUB1 locus encoding two to three ERF-VIIs including SUB1A, which regulates
metabolism and extends the survival period of plants under complete submersion within two
weeks, as well as their recovery and regrowth after the end of the stress (Fukao et al., 2006).
Ethylene is accumulated up to saturation level in the plant under flooding, but there is no
decrease in ABA concentration nor increase in GA. However, this tolerance mechanism is
also present in the weed Rumex acetosa, exhibiting metabolic adjustments consistent with
energy conservation (Van Veen et al., 2013). In this way, the growth of the petiole and other
energy-demanding processes are suppressed, allowing the conservation of resources until
the flooding ends (Sasidharan & VVoesenek, 2015).

The SUB1A represses ethylene biosynthesis thereby inhibiting ethylene-mediated
elongation in plants (Fukao et al., 2006) (Figure 1). In addition, SUB1A enhances the
transcription of Slender Ricel and Slender RiceLikel, which negatively regulate GA
responses and consequently, diminish plant growth (Sasidharan & Voesenek, 2015). The
submergence of rice genotypes overexpressing SUB1A revealed that the reduction of growth
is a result of the lower expression of genes associated with cell elongation, starch
metabolism, and induction of fermentation genes (Fukao et al., 2006). The tolerance
provided by SUBI1A is generated by reducing the use of plant reserves in the form of
carbohydrates, preventing the energy crisis during submersion (Sasidharan & Voesenek,
2015).

Plants that have not exhausted its carbohydrate reserves at the end of flooding may

resume regular development. However, when flooding subsides, the plants will be exposed
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to high light and oxygenation, resulting in ROS production and increased lipid peroxidation
(Tsai et al, 2014). As a result of the damage to cell membranes, especially of the root, there
is a lack of hydraulic conductance, resulting in plant dehydration (Tsai et al., 2014).
Therefore, the snorkelling strategy must involve more factors than just plant survival during
flooding. It also involves the ability to mitigate subsequent dehydration and oxidative stress,
restore photosynthetic activity and resume growth (Sasidharan & Voesenek, 2015). The
mechanisms that allow species to be tolerant to submersion, protection and reestablishment
of metabolism after flooding are not yet understood. The large diversity of weed species
thriving in floode environments presents an opportunity to discover novel strategies to
escape and survive periods of O2 deficiency. Although, the knowledge about flooding
tolerance is still in its infancy, the utilization of some of this information to mitigate the

effect of weeds in flood-irrigated crops has been seriously contemplated.

2.4 Biotechnological approaches for snorkelling weeds

2.4.1 TAC-TIQUES Strategy

The strategy TAC-TIQUES using multiple copies of transposons mounted on a
cassette under the control of an inducible promoter (Pfeifer & Grigliatti, 1996; Gressel e
Levy, 2014). Initially proposed for the control of insects and adapted to the mitigation of
herbicide resistance in weeds. Many copies of the original transposons are engineered into
the target cassette and transferred to the target species, which may be a plant grown as rice,
and then released into the field. An introgression of these transposons occurs at multiple loci
on different chromosomes, which results in their dispersion across all offsprings (Pfeifer and
Grigliatti, 1996). In the management of herbicide resistant plants, the first example of the

application was the use of a transposon of susceptibility to an herbicide containing the KEV
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gene (Kevorkian [chemically induced suicide]) in the crop or directly in the weed. In that
sense, a transformation in the crop would be performed using a construct containing a
herbicide tolerant gene and a further transposon containing a susceptibility gene to another
herbicide. This approach was used to obtain transgenic rice resistant to glyphosate but which
presents an RNAI cassette suppressing the expression of the bentazon detoxifying enzyme
CYP81AG6 leaving the rice susceptible to this herbicide. In this case, when gene flow occurs
to weedy rice plants from GM rice, the hybrid weed rice plants can be selectively killed by
the spray of bentazon (Liu et al., 2012).

The use of transposons containing modified KEV genes that promote susceptibility
to flooding could reverse tolerance to flooding in important weeds, such as weed rice. In a
hypothetical application of this approach, insertion into a cultivar of a KEV containing two
genes, the first generating resistance to an herbicide and advantageous to culture, and the
second gene encoding interfering RNA that acts on the mobilization of carbohydrates during
germination in submersion condition. The putative gene to be silenced is RAmy3D involved
with the mobilization of reserves during germination. This gene is induced under submersion
conditions, but under normoxic its expression is low and the same function is performed by
other genes of the same family (Lasanthi-Kudahettige et al., 2007). That is, normoxic
germination conditions there would be no loss in germination capacity for the transformed
cultivated rice. However, upon receiving KEV after natural crosses with the cultivated rice,
the weedy rice would be unable to germinate under deep water. In this case, the sowing of
the transformed crop would be carried out in a pre-germinated system, not needing to
germinate under a deep water, allowing the establishment of the crop and not of the damaged
rice. This approach will gradually eliminate the weedy rice from the field since the crossing

with the cultivated rice occurs at a rate of 0,03% (Goulart et al., 2016).
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2.4.2 RNAI Strategy

RNA interference (RNAI) is a sequence-specific, post-transcriptional gene silencing
mechanism, induced by double-stranded RNA (dsRNA). This technology is already used in
the mitigation of resistance in weeds and insects. The foliar application of specific ds-RNA
in tomato foliar was able to avoid the formation of actin in Colorado potato beetle, promoting
its control for 28 days and becoming a new management tool for this insect (Miguel & Scott,
2015). This approach is based on the high specificity of RNAI activity, which would act on
specific MRNAs in a target species for which they are developed, not affecting other
organisms (Sherman et al., 2015).

From the knowledge of specific differences, from the same mechanism of tolerance
to flooding present in the crop and weeds, it would be possible to develop RNAI with specific
action on a certain weed. This approach has potential for use in especially with some tolerant
weed species, not the possibility of gene flow from important crops, as is the case with
Echinochloa spp., Sagittaria montevidensis, S. tripolla and sedges. In this way, the weed
species would cease to be tolerant to flooding while in the crop it will not be altered by gene
silencing involved with flooding tolerance (Figure 1). In this context, the control of weeds
could then be carried out with the presence of natural or artificial flooding. However, there
is still a great lack of knowledge between the theoretical models and the practical
applications of this technology, which requires continuous investigations of the mechanism

of flooding tolerance in weeds.

2.5 Conclusions

Flooding adaptation is jeopardizing the efficiency of water as one of the most
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important non-chemical tool for weed control in flooded irrigated crops. Adapted weeds
present one or more mechanisms of tolerance to flooding, which increase their invasiveness
in cultivated areas. Several knowledge about flooding tolerance is available in model plants
and crops. Nowadays, this knowledge is starting to be used to understand the mechanisms
of flooding tolerance in weeds. The mechanisms of carbohydrate mobilization and
maintenance of metabolism even under anaerobic conditions are the main strategies of
tolerance to flooding during germination, emergence and initial plant establishment. These
adaptive responses are mediated especially by the RAmy3D, ADH, PDC, SUS and SNORKEL
genes In vegetative development, the presence of aerenchyma guarantees the aeration of
submerged organs, as well as quiescence and escape strategies mediated by the SUB1A and
SNORKEL genes, respectively, ensuring the presence and perpetuation of weeds in flooded
environments.

The use of biotechnology may create a new tool in weed management with the use
of transposable elements and RNAI, but knowledge about this technology is limited.
Advances in genetic engineering and in the knowledge about the natural flooding tolerance
in weeds could result in a new revolution for weed control mainly in the rice crop, similarly

to the use of flooding cultivated systems during rice domestication.
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TOLERANCIA A SUBMERSSAO DURANTE A GERMINACAOE O

CRESCIMENTO INICIAL EM ARROZ DANINHO

RESUMO

A continua utilizacdo de lamina de 4gua no manejo de arroz daninho pode estar selecionando
gendtipos com tolerancia a submersdo durante a germinacdo e o crescimento inicial, o que
compromete seu controle através dos sistemas pré-germinado e transplante. O objetivo deste
estudo foi avaliar a tolerancia diferencial ao alagamento em gen6tipos de arroz daninho, e
investigar o efeito da temperatura, palea e lema da semente e da profundidade do solo na
tolerancia ao alagamento em arroz daninho. Inicialmente foi realizada a determinacdo de
metodologia de avaliacdo utilizando-se as cultivares Nipponbare e IRGA 417 e 0s gendtipos
daninhos AV04 e ITJ03, e sete alturas de Idmina de agua (2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5 e 15,0 cm
acima do solo e testemunha com solo saturado). Em seguida foram avaliados 160 gendétipos
de arroz cultivado e arroz daninho em trés alturas de ldmina de agua (solo saturado, 5,0 e 10
cm). O terceiro experimento constou de trés temperaturas (20, 25 e 30 °C), trés alturas de
lamina de agua (solo saturado, 5,0 e 10 cm) e cinco gendétipos de arroz (Cultivares
Nipponbare e IRGA 417 e gendtipos daninhos AV04, 1TJ03 e ITJ01). O efeito da presenga
ou auséncia da palea e lema, de trés alturas de ld&mina de agua (solo saturado, 5,0 e 10 cm),
sete profundidades de semeadura (superficie; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 4,00 e 8,00 cm) e cinco
gendtipos de arroz (Nipponbare, IRGA 417, AV04, 1TJ03 e ITJ01) foram avaliados no
quarto experimento. A utilizacdo de laminas de agua de 5 e 10 cm foi eficiente para
discriminar genotipos de arroz daninho de média e elevada tolerancia a submersdo durante
a germinacao e o crescimento inicial. A selecdo de gendtipos de arroz daninho ao alagamento
indicou a existéncia de variabilidade entre 0s acessos, onde um e 13 genotipos apresentaram
alta e média tolerancia a submerséo, respectivamente. Em condicao de 20 °C de temperatura
juntamente com a presenca de 10 cm Idmina de 4gua, ndo houve emergéncia de arroz daninho
tolerante a submersao, enquanto que para 25 e 30 °C a emergéncia do gendétipo de arroz
daninho tolerante 1TJ03 foi superior a 90%. Ainda, quando em profundidades superiores a 2
cm e sob 10 cm de I&mina de 4gua ndo ocorreu emergéncia dos diferentes genotipos de arroz,
indicando o efeito cumulativo dos dois fatores. Existem genoétipos de arroz daninho que
demonstram evolucdo para tolerdncia a submersdo. Lamina de 4gua de 10 cm quando
associada a baixa temperatura e/ou profundidades de solo superior a 2 cm é capaz de evitar
a emergéncia de arroz daninho, tornando-se uma ferramenta no manejo dos gendétipos com
tolerancia a submerséo durante o estabelecimento.
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TOLERANCE TO FLOODING DURING GERMINATION AND EARLY

GROWTH OF WEEDY RICE

ABSTRACT

The continuous use of the flooding in the management of weedy rice may select
genotypes for tolerance to submersion during the germination and initial growth. The
objectives of this study were establish a methodology for the selection of weed rice
populations with potential tolerance to flooding, to evaluate the differential tolerance to the
flooding of several genotypes, and to investigate the effect of temperature, presence of palea
and lemma and soil depth on tolerance to flooding in weedy rice. Firstly, the development
of the screening methodology was carried out using four rice genotypes, Nipponbare and
IRGA 417 cultivars and weedy genotypes AV04 and ITJO3, and seven flooding depths (2.5;
5.0; 7.5; 10.0; 12.5 and 15.0cm above the soil and control with saturated soil). After that,
160 genotypes of cultivated rice and weedy rice were evaluated in three flooding depths
(saturated soil, 5.0 and 10.0 cm). The third experiment consisted of three temperatures (20,
25 and 30 °C), three flooding depths (saturated soil, 5.0 and 10.0 cm) and five rice genotypes
(Cultivars Nipponbare and IRGA 417 and weedy genotypes AV04, 1TJO3 and ITJO1). The
fourth experiment evaluated the effect of palea and lemma, three flooding depths (saturated
soil, 5.0 and 10 cm), seven burial depths (surface, 0.25, 0.5, 1.0, 4.0 and 8.0 cm) and five
rice genotypes (Nipponbare, IRGA 417, AV04, 1TJ03 and 1TJO01). The flooding depths of 5
and 10 cm discriminate medium and high submersion tolerant rice genotypes. The flooding
depths selected rice genotypes indicated the existence of variability among the accessions,
where one and 13 genotypes are highly and moderately tolerant to submersion, respectively.
At temperature of 20 °C and 10 cm of flooding depths the emergence of submersion tolerant
rice was totally suppressed, whereas for 25 and 30 °C the emergence of the 1TJ03 weedy
rice genotype was higher than 90%. The emergence was also suppressed at burial depths of
over 2 cm and under 10 cm flooding depths, indicating the cumulative effect of these two
factors. There is large variability of weedy rice genotypes to tolerate the flooding effect at
germination and initial growth. The flooding depth of 10 cm when associated with low
temperature and/or burial depths of more than 2 cm is able to avoid the emergence of weedy
rice, becoming a tool in the management of genotypes with submergence tolerance during
the initial growth.
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3.1 Introducéo

O cultivo de arroz irrigado tem como principal espécie daninha o arroz daninho,
também denominado de arroz vermelho, pertencente a mesma espécie do arroz cultivado
(Oryza sativa L.). A elevada capacidade de infestacdo apresentada por essa espécie daninha
é devida em especial a alta adaptacdo a préaticas agrondémicas, ciclo de desenvolvimento
sincronizado com a cultura, além de apresentar elevado nivel de degrane e dorméncia de
sementes, 0 que inviabilizo a retirada das sementes da lavoura e facilita reinfestagdes futuras
(Delouche et al., 2007). As perdas médias de rendimento de grdos em funcéo da presenca de
arroz daninho ficam em torno de 20% e, em &reas com altas infestagdes, caso ndo seja
realizada o controle adequado, as perdas podem chegar a 90% (Avila et al., 2000). Em média,
a presenca de uma planta de arroz daninho/m? reduz em 2,1% a produtividade de grdos do
arroz cultivado (Balbinot Junior et al., 2003). Além disso, a maioria dos gendtipos de arroz
daninho apresenta pericarpo vermelho, contaminando o produto final de arroz, reduzindo o
valor de mercado e causando aumento dos custos de beneficiamento (Ghosh et al., 2017).
Portanto, estratégias de controle eficientes sdo essenciais para minimizar o efeito dessa
planta daninha na cultura o arroz.

O controle do arroz daninho, visando minimizar a sua interferéncia sobre a cultura,
pode ser realizado por diferentes métodos. A utilizagdo continua de ldmina de agua é o0 mais
empregado, em especial nos sistemas de cultivo pré-germinado e transplante, destacando-se
como estratégia de grande eficiéncia para 0 manejo desta planta daninha (Avila et al., 2000;
Chauhan & Johnson, 2009). A eficacia da inundagdo como método de supressdo da
germinacdo do arroz daninho é devida a semeadura do arroz cultivado ser realizada em solo
submerso com lamina de agua de 10 a 15 cm (Agostinetto et al., 2001). Esse sistema de

cultivo, assim como o de transplante utiliza a inundacéo da area durante todo o periodo de
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cultivo do arroz, proporcionando a limitacdo da disponibilidade de oxigénio para a
germinacao e emergéncia, evitando estabelecimento de espécies daninhas entre as quais o
arroz daninho (Theisen & Andres, 2010). No mesmo sentido, o sistema de cultivo
convencional também utiliza a inundacdo como ferramenta de controle do arroz daninho,
contudo a formacao da Iamina ocorre somente apds o estabelecimento da cultura.

A utilizacdo de lamina de 4gua como ferramenta de manejo de plantas daninhas ao
longo dos anos tem selecionado genotipos de arroz daninho com capacidade de emergir em
condigdes de inundacdo do solo. Recentes estudos relatam inicial evolugéo para a tolerancia
ao alagamento na germinacao e o crescimento inicial do arroz daninho proveniente da China
e India, contudo ndo descrevem o mecanismo de tolerancia envolvido (Chauhan, 2012;
Ghosh et al., 2017). Desta forma, a capacidade de estabelecimento em condigdes de baixa
(hipéxia) ou auséncia (anoxia) de oxigénio torna-se uma nova caracteristica de
invasibilidade do arroz daninho, possibilitando a competicdo com a cultura, multiplicagéo
de sementes, incremento do banco de sementes e reinfestacfes futuras. Em areas orizicolas
do sul do Brasil cultivadas com sistema pré-germinado ja é possivel observar a ocorréncia
de germinacgdo e o crescimento inicial de arroz daninho mesmo na presenca continua de
lamina de agua.

O potencial de germinar e emergir do arroz sob condi¢Bes de baixa ou nenhuma
disponibilidade de oxigénio é associada a elevada mobilizacdo de reservas e a capacidade
diferencial de obtencdo de energia via rotas anaerdbicas (Fukao et al., 2006; Ismail et al.,
2012). A temperatura é um dos principais fatores que influenciam a atividade enzimatica
afetando diretamente a germinacdo e o emergéncia. De forma geral, o aumento da
temperatura faz com que a velocidade de emergéncia de arroz daninho seja mais elevada,
enquanto temperaturas abaixo de 20 °C reduzem significativamente sua germinagédo e
emergéncia (Sartori et al., 2014; Borjas & Leon, 2016). Sementes de arroz sob condi¢des de

baixas temperaturas reduzem as taxas metabolicas e, consequentemente, a expressao de
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enzimas responsaveis pelo inicio do processo germinativo, em especial as esterases (Mertz
et al., 2009). Concomitantemente é relatado o aumento da atividade de enzimas alcool
desidrogenases (ADH) atuando na manutencgéo da respiracao e obtencédo de energia, resposta
similar a apresentada ao alagamento durante a germinagéo e o crescimento inicial do arroz
(Mertz et al., 2009; Ismail et al., 2009).

A toleréncia ao alagamento ainda pode ser responsiva a presenca da palea e lema e,
ao posicionamento das sementes no perfil do solo, pois estes fatores interferem na
disponibilidade e capacidade de trocas gasosas (Chen et al., 2008; Wang et al., 2015; Ghosh
et al., 2017). Contudo, para arroz daninho os estudos séo limitados na identificacdo da
variabilidade existente ou em relagdo a similaridade de regulacdo em relacdo ao arroz
cultivado. Neste contexto, os objetivos deste estudo foram estabelecer metodologia para a
selecdo de populagdes de arroz daninho com suspeita de tolerdncia a submersdo, avaliar a
tolerdncia diferencial ao alagamento de diversos gendétipos, e investigar o efeito da
temperatura, presenca ou auséncia da palea e lema e da profundidade do solo na toleréncia

ao alagamento em arroz daninho.

3.2 Materiais e métodos

O presente trabalho foi divido em quatro estudos: Estudo | — Determinacdo de
método diagnostico para a tolerancia de arroz daninho a submersao durante a germinacéo e
0 crescimento inicial; Estudo Il — Avaliacdo de gendtipos de arroz daninho quanto a
tolerancia a submersdo; Estudo 1l - Efeito da temperatura sobre a tolerancia a submersédo
em arroz daninho; IV - Influéncia da palea e lema e da profundidade da semente solo na

tolerancia ao alagamento em arroz daninho.
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3.2.1 1 - Determinacgdo de método diagndstico para tolerancia de arroz

daninho a submerséo durante a germinagao e o crescimento inicial

O trabalho foi conduzido em casa de vegetacao climatizada e repetido duas vezes em
delineamento experimental completamente casualizado e arranjo fatorial 4x7, sendo o fator
A constituido pelos genotipos de arroz cultivado Nipponbare e IRGA 417 e pelos genotipos
de arroz daninho AV04 e ITJO03, e o fator B de alturas de lamina de agua (2,5; 5,0; 7,5; 10,0;
12,5 e 15,0 cm acima do solo) além da testemunha (solo na capacidade de campo). Foram
utilizadas quatro repeticOes para cada tratamento, sendo que cada repeti¢do consistiu em 10
sementes.

Inicialmente as sementes foram expostas a temperatura de 50 °C por cinco dias para
quebra de dorméncia, e ap6s foram semeadas a 0,5 cm de profundidade em embalagens
plasticas de 300 ml contendo solo (Argissolo) acrescido de composto organico (10:1) e, em
seguida submetidas aos referidos tratamentos. A concentragdo de oxigénio (mg.L™) na
superficie do solo e a 0,5 cm de profundidade, nas diferentes alturas de laminas de &gua foi
determinada diariamente através de oximetro digital (DIGIMED/DM-4). Diariamente foi
realizada a manutencdo das alturas de laminas de agua correspondentes aos diferentes
tratamentos. Aos 21 dias apds a semeadura (DAS) foram avaliados a emergéncia final (%),
estatura de planta (cm) e matéria seca (mg. planta™).

A andlise estatistica consistiu de anélise de variancia (a=5%) e, sendo observada
interacdo dos fatores avaliados foi realizado ajuste dos dados ao modelo logistico ou

sigmoidal de trés parametros, sendo Y=a/1+(x/c)? ou Y=1+exp(-(x-x0)/b), respectivamente.

3.2.2 1l - Avaliagdo de gendtipos de arroz daninho quanto a toleréncia a
submerséao
O estudo foi conduzido em casa de vegetacdo climatizada em delineamento

experimental completamente casualizado e arranjo fatorial 160x3, sendo o fator A
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constituido de gendtipos de arroz (cultivares Nipponbare e IRGA 417 e 158 gendtipos de
arroz daninho, conforme a Tabela 1), e o fator B de alturas de ldamina de &gua (5,0 e 10,0 cm
acima do solo, determinadas a partir do primeiro estudo) além da testemunha (solo saturado).
Foram utilizadas quatro repeti¢Oes para cada tratamento, sendo que cada repeticdo consistiu

em 10 sementes.

TABELA 1. Genotipos de arroz utilizados para o estudo de investigacdo da tolerancia ao
alagamento na germinacdo e o crescimento inicial de arroz daninho. Faculdade
de Agronomia — UFRGS, Porto Alegre, 2015.

Genotipo Tipo Origem

IRGA 417 Cultivado IRGA — 2010
Nipponbare Cultivado EPAGRI - 2010

101 a0 223*! Arroz daninho IRGA -2010

400 a0 403 Arroz daninho SAO JOAO POLESINE — 2015
500 ao 531 Arroz daninho AGUDO - 2015

600 a0 617 Arroz daninho CANDELARIA - 2015
700 ao 704 Arroz daninho PARAISO DO SUL - 2015
800 ao 806 Arroz daninho RESTINGA SECA — 2015
900 a0 963*2 Arroz daninho IRGA — 2009

ITJOL a0 1TJ144%3 Arroz daninho EPAGRI — 2010
AV04 ao AV198** Arroz daninho IRGA — 2009

*Seérie numérica incompleta quanto ao numero de genotipos, sendo 1=39; 2=30; 3=6 e
4=17 genotipos.

O preparo das sementes, semeadura e determinacdo da concentracdo de oxigénio
foram realizados conforme descrito para o estudo I. A avaliacdo da emergéncia foi realizada
aos 21 dias ap6s a semeadura (DAS). A manutencdo das alturas de laminas de agua
correspondentes aos diferentes tratamentos foi didria. A analise estatistica consistiu de
andlise de variancia (a=5%) e, sendo observada diferenca significativa foram realizado a

comparadas as medias pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3.2.3 11l - Efeito da temperatura sobre a tolerancia a submersdo em arroz
daninho
O estudo foi conduzido em camaras de crescimento (BDR16 - Conviron) e repetido
duas vezes em delineamento experimental completamente casualizado, em arranjo fatorial
3x3x5, sendo o fator A: temperatura (20, 25 e 30 °C); fator B: alturas de lamina de agua (5,0
e 10,0 cm acima do solo) e testemunha com solo saturado; fator C: 5 gendtipos de arroz
(cultivares Nipponbare e IRGA 417 e os gendtipos de arroz daninho ITJO3, AV04 e ITJ01).
Os genotipos 1TJ03, AV04 e ITJO1 foram caracterizados como tolerante, mediamente
tolerante e ndo tolerante ao alagamento, respectivamente durante a germinacdo e o
crescimento inicial, conforme os resultados do experimento Il. Foram utilizadas 4 repeti¢des
para cada tratamento, onde cada repeticdo consistiu em 10 sementes. O preparo das
sementes, semeadura e determinacdo da concentracdo de oxigénio foi realizado conforme
descrito anteriormente. As sementes foram depositadas a 0,5 cm de profundidade.
As avaliagdes da emergéncia foram realizadas aos 14, 21 e 28 dias ap6s a semeadura
(DAS) e o comprimento da parte aérea (CPA) aos 28 DAS. A determinacdo do CPA foi
realizada em quatro plantas emergidas de cada tratamento, totalizando 16 plantas por
tratamento. Diariamente foi realizada a manutencdo das alturas de laminas de agua
correspondentes aos diferentes tratamentos. A analise estatistica consistiu de analise de
variancia (0=5%) e, sendo observada diferenca significativa foram comparadas médias pelo

teste de Tukey (p<0,05).

3.2.4 1V - Influéncia da palea e lema e da profundidade do solo na tolerancia ao
alagamento em arroz daninho

O trabalho foi conduzido em casa de vegetacédo climatizada, repetido duas vezes em

delineamento experimental completamente casualizado e arranjo fatorial 2x3x7x5, sendo o

fator A: presenca ou auséncia da palea e lema nas sementes; fator B: alturas de lamina de
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agua (5,0 e 10,0 cm acima do solo) e testemunha com solo saturado; fator C: 7 profundidades
de semeadura (superficie, 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 4,00 e 8 cm de profundidade) e fator D: 5
genotipos de arroz (cultivares Nipponbare e IRGA 417 e os geno6tipos de arroz daninho
ITJO3, AV04 e ITJOD).

Os genotipos 1TJ03, AV04 e ITJO1 foram caracterizados como tolerante, mediamente
tolerante e ndo tolerante ao alagamento, respectivamente durante a germinacdo e o
crescimento inicial, conforme os resultados do experimento Il. Foram utilizadas trés
repeticdes para cada tratamento, onde cada repeti¢do consistiu em 10 sementes. As sementes
de cada genotipo, foram submetidas a quebra de dorméncia pelo periodo de 5 dias a
temperatura de 50 °C. Em seguida, as sementes dos referidos tratamentos a lema e pélea
foram removidas manualmente e as demais permaneceram integras (com lema e palea). Cada
unidade experimental correspondeu a embalagens pléasticas de 300 ml contendo solo do tipo
argissolo e composto orgénico, na propor¢éo de 10:1.

A avaliacdo da emergéncia foi realizada aos sete, 14 e 21 dias apds a semeadura
(DAS), enquanto a determinacdo da matéria seca da parte aérea (MSPA) foi realizada aos
21. Diariamente foi realizada a manutencéo das alturas de laminas de 4gua correspondentes
aos diferentes tratamentos. A analise estatistica consistiu de analise de variancia (0=5%) e,
sendo observada interacdo dos fatores avaliados foi realizado ajuste dos dados ao modelo

logistico de trés parametros: Y=a/1+(X+X0s0)".

3.3 resultados e discussao

3.3.1 I- Determinacao de método diagnostico para tolerancia de arroz daninho
a submersdo durante a germinacéo e o crescimento inicial

Os valores obtidos para a concentracdo de oxigénio demonstram interagcdo
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significativa (p<0,05) dos fatores altura de lamina de agua e periodo de inundagéo (Figura
1). A quantidade de oxigénio presente na superficie do solo no tratamento de solo apenas
saturado ndo variou significativamente durante o periodo de avaliacdo (Figura 1A). No
entanto, todos os demais tratamentos demonstraram reducdo significativa no contetdo de
oxigénio presente em decorréncia da inundagdo, com estabilizacdo do contedido de oxigénio
a partir do décimo dia apds a instalacdo do experimento. A quantidade de oxigénio na
superficie do solo aos 21 dias ap6s a inundacdo variou de 3,70 até 1,85 mg/L para os

tratamentos com 2,5 e 15,0 cm de lamina de agua, respectivamente.

Dias apos Inundacio

A
w0{sas sl TEERRR!
s8 580 sgescé e} 50 1 ® Saturado
® Saturado 0o Lam.2,5¢m
8,0 o Lam.25cm 451 v Lam 5,6 cm
‘_pr 55 1 v Lam.50cm T’P 40 A Lam75cm
= 50 | A Lam.75em 3 ® Lam10,0cm
LTI Ng § § ® Lam.100cm &b 35 A o Lam.125cm
é 45 4 X 0 Lam.125cm é 30 | ¢ Lam.150cm
> 401 R ¢ Llam.150em @
= S 251
?D 351 -2‘0
= | % 20
5 30 )
25 1 151
20 1 1,0 A
151 05 1
1,0 T T T T T T T T T : T T T T T T T T

10 12 14

Dias apés Inundacio

Saturado y=ns 0sos 2 Saturado y=5,3168/1 +(x/14,597)°7° r*= 0,96
Lam. 2,5 Y=6,680/1 +(x/28,433)* r’= 0,90 Lam. 2,5 Y=5,869/1 +(x/ 4,079)°™ 2= 0,95
Lam. 5,0 y=6,033/1 +(x/32,368)>*** r*= 0,92 Lam.5,0 y=7,315/1 +(x/ 1,657)°7® r?=0,94
Lam. 7,5 y=5,934/1 +(x/25,492)°%  r’= 0,94 Lam.7,5 y=11,138/1 +(x/ 0,490)°%* r?= 0,96
Lam. 10,0 y=5,958/1 +(x/9,794)°™® r*= 0,88 Lam. 10,0 y= 11,061/1 +(x/ 0,490)°73 = 0,98
Lam. 12,5 y=6,004/1 +(x/8,553)>"®° r’*= 0,90 Lam. 12,5 y=61,293/1 +(x/ 0,015)>%" r?= 0,99
Lam. 15,0 y= 6,557/1 +(x/4,250)°"* *= 0,94 Lam. 15,0 y=11,486/1 +(x/ 0,482)*%° r°>=0,98

FIGURA 1. Concentragdo de oxigénio (mg L) presente na lamina de agua logo acima do
solo (A) e em 0,5 cm de profundidade (B) em funcdo das diferentes alturas de
lamina de &gua. Os graficos foram plotados com a média de quatro repeti¢coes
e as barras verticais indicam o intervalo de confianga (o =0,05). UFRGS, Porto
Alegre, RS, Brasil. 2015.

A quantificacdo de oxigénio a 0,5 cm de profundidade no solo, profundidade de
semeadura dos genotipos de arroz, apresentou comportamento similar aos observados na

superficie do solo, contudo a reducgéo foi mais acentuada para o tratamento com 15,0 cm de
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lamina de agua, com quantidade residual dessa molécula de apenas 0,35mg L™ aos 21 dias
(Figura 1B). Em estudo similar, com presenca de apenas 3 cm de lamina de &gua, a
quantidade de oxigénio presente foi proxima de 0,20mg L™ na profundidade do solo de 0,35
cm, enquanto que em profundidades de solo superiores a 0,5 cm foi observada a auséncia
dessa molécula (Wang et al., 2015).

A reducédo na concentracdo de oxigénio observada em solo sob 15 cm de lamina de
agua, de 4 mg L na instalagio do experimento para 0,35 mg L™ aos 21DAS, é resultante do
consumo dessa molécula, por parte de microrganismos anaerobicos facultativos presentes
no solo e da baixa capacidade de difusdo da mesma pela camada de &gua (Luxmoore et al.,
1970, Wang et al., 2015). Deste modo, ocorre a formacao de um gradiente de concentracao
de oxigénio, levando a formacdo de duas camadas distintas: uma de oxidacdo e outra de
reducdo, pois um solo submerso ndo € uniformemente desprovido do oxigénio (Wang et al.,
2015). A concentracdo do oxigénio pode ser maior na camada superficial do solo submerso,
e atingir valores préximos de zero em camadas de 0,3 a 0,5 cm (Kludze & Delaune, 1995;
Wang et al., 2015). Portanto, a quantidade de oxigénio disponivel para as sementes de arroz
germinarem sob o solo é menor quando comparada a disponibilidade desse elemento na
superficie do solo inundado.

A avaliacdo de emergéncia em condi¢do de submersdo demonstrou que as duas
cultivares utilizadas, Nipponbare e IRGA 417, apresentam baixa capacidade de suportar a
submersdo durante a germinagdo e o crescimento inicial, obtendo emergéncia quando
comparado a testemunha em torno de 14 e 0% para a ldamina de agua de 5,0 cm,
respectivamente (Figura 2A). J& o0s genotipos de arroz daninho apresentaram
comportamentos distintos, sendo que o AV04 reduziu em mais de 50% a emergéncia na
lamina de 7,5 cm quando comparado a testemunha. Ja o genotipo 1TJO3 apresentou
emergéncia em torno de 70% na lamina de 10 cm e, mesmo na maior lamina (15 cm),

apresentou cerca de 25% de emergéncia, em comparacdo a testemunha. Resultados
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semelhantes foram obtidos para acessos contrastantes de arroz daninho da india, onde sob

10 cm de lamina de 4gua a emergéncia variou de 0 a 60% (Wang et al., 2015).
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FIGURA 2. Emergéncia (A), estatura (B) e matéria seca (C) de gendtipos de arroz irrigado
e gendtipos de arroz daninho submetidos a diferentes alturas de 1dmina de agua
21 dias apos a semeadura (DAS). Os graficos foram plotados com a média de

quatro repetigdes e as barras verticais indicam o intervalo de confianca (a
=0,05). UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. 2015.

A estatura de planta e o acumulo de matéria seca por plantula apresentaram

comportamento similar ao percentual de emergéncia. Ocorreu reducao acentuada da matéria

seca para as duas cultivares de arroz, nas laminas de &gua inferiores, comportamento
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mediano do genotipo AV04 e acumulo de matéria seca proxima a 50% para o genétipo 1TJ03
mesmo nas laminas de 12,5 e 15,0 cm de agua (Figura 2B e 2C). O crescimento inicial das
plantulas juntamente com a emergéncia sdo parametros utilizados para selecao de gendtipos
tolerantes de arroz cultivado ao alagamento por serem responsivos ao estresse e de facil
mensuracdo (Miro & Ismail, 2013). Deste modo, estes parametros poderdo ser utilizados de
forma isolada ou em conjunto para aferir a tolerancia diferencial de arroz daninho ao
alagamento.

A utilizacdo de ldmina de 4gua com altura de 10 cm mostrou ser eficiente na reducao
do contetdo de oxigénio no interior do solo e foi capaz de selecionar gendtipos de arroz
daninho com elevada capacidade de tolerar alagamento no estabelecimento. Enquanto isso,
lamina de 5 cm permite a maior difusdo de oxigénio para o solo e descrimina genoétipos de
média tolerancia ao alagamento e aqueles que se encontram ainda em fase de evolucdo para
essa caracteristica. Esses parametros podem ser utilizados para a selecao de grande nimero
de gendtipos de arroz daninho, sendo a primeira etapa para estudos de caracterizacdo
genética e elucidacdo do mecanismo de tolerancia ao alagamento envolvido, bem como para

tragar novas estratégias para seu controle.

3.3.2 11 - Avaliacdo de genotipos de arroz daninho quanto a tolerancia a
submerséo
Os resultados obtidos demonstram interacédo significativa (p<0,05) dos fatores altura
de lamina de agua e gendtipo de arroz (Tabela 2). Os gendtipos de arroz daninho e as
cultivares de arroz apresentaram elevada capacidade de estabelecimento em condicéo de solo
saturado, com emergéncia superior a 70%. As cultivares de arroz Nipponbare e IRGA 417
apresentaram baixa capacidade de suportar submerséo durante a germinagéo e o crescimento
inicial, na comparagdo com a testemunha, com emergéncia em torno de 24 e 16 % para a

lamina de agua de 5 cm, respectivamente, enquanto que sob lamina de 10 cm, ambas
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cultivares, ndo apresentaram emergéncia. Resultados semelhantes foram obtidos
anteriormente para as variedades do sudeste asiatico 8391 e 8753, que emergiram sob 5 cm
de ldmina de &gua, enquanto que a cultivar Nippombare e IR46 foram caracterizadas como
moderadamente sensivel e sensivel ao alagamento, respectivamente (Hsu & Tung, 2017).
Neste contexto, a toleréncia diferenciada é resultante da adaptacdo de determinados
genotipos a condicdo de estresse pois, de forma geral, o arroz cultivado é sensivel a
condicBes anaerobicas durante a germinagdo e o crescimento inicial do embrido (Ismail et
al., 2009; Angaji et al., 2010).

Respostas diferenciais ao alagamento foram observadas entre os 158 gendtipos de
arroz daninho avaliados. Para a lamina de 5 cm apenas, 13 geno6tipos obtiveram emergéncia
superior a 50%, dentre os quais 604, 802, 924 e ITJO3 (Tabela 2). Enquanto isso, 144 acessos
de arroz daninho apresentaram percentual de emergéncia entre 0 e 49% e, ainda 16 gend6tipos
ndo germinaram sob lamina de 4gua. Em estudos com quatro acessos de arroz daninho
submetidos a 5 cm de lamina de dgua desempenho similar foi observado, onde a emergéncia
ndo ultrapassou 40% (Chauhan, 2012). Portanto, a tolerancia ao alagamento esta em franca
evolucdo podendo comprometer a utilizacao da lamina de &gua como método de controle do
arroz daninho.

Com lamina de agua de 10 cm, apenas o gendtipo ITJO3 apresentou elevada
capacidade de estabelecimento, apresentando emergéncia de 88% (Tabela 2). Ainda, 77
genotipos demonstraram estar em evolucédo para a tolerancia ao alagamento nas fases iniciais
de desenvolvimento, com emergéncias variando de 0 a 49%. Anteriormente capacidade
diferencial também foi observada para oito diferentes acessos de arroz daninho com suspeita
de tolerancia ao alagamento provenientes da India, onde apenas um genétipo obteve
desempenho em torno de 50% de emergéncia quando semeado sob 10 cm de lamina de agua
(Ghosh et al., 2017). Enquanto que para acessos provenientes da China, ndo ocorreu

emergéncia de arroz daninho quando submetidos a ldamina superior a 8 cm (Chauhan, 2012).
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Assim como para os acessos da india e China, a elevada tolerancia apresentada pelo gendtipo
ITJO3 pode estar associada ao maior tempo de selecdo em submersdo, uma vez que este

genotipo é proveniente de area cultivada por muitos anos sob o sistema pré-germinado.

TABELA 2. Emergéncia (%) de gendtipos de arroz daninho submetidos a diferentes alturas
de 1dmina de agua. UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil, 2015.

Ecétipo Sat*** 5cm 10cm Continuacéo...

101 A 83,33b B 4,00 ef B 0,00 d Ecétipo Sat*** 5cm 10cm
102 A 73,33 bc B 22,72de B 0,00 d 402 A 33,33 de B 0,00 f B 0,00d
103 A 70,00 bc B 71,43b C23,80c 403 A83,33b B 8,00 ef B 0,00d
104 A 70,00 bc B 33,33 cd co,00d 500 A 70,00 bc B 4,76 ef B 4,76 cd
105 A 73,33 bc B 22,72de co,00d 501 A 73,33 bc B 9,09 e B 4,54 cd
106 A 70,00 bc B 28,57 d co,00d 502 A 66,67 c B 20,00 de B 10,00 cd
107 A 86,67 ab B 38,46 cd B 26,93 ¢ 503 A 76, 67 bc B 26,08 de B 17,39 cd
108 A 70,00 bc B 23,81 de B 14,28 cd 504 A 76, 67 bc B 17,39 de B 4,34 cd
109 A 70,00 bc B 0,00 f B 0,00 d 505 A 80,00 b B 12,51 de B 8,33 cd
111 A 80,00 b B 39,67 cd C 15,00 cd 506 A 43,33d A 23,07 de B 0,00 d
112 A76,67bc B 3913cd C8,69cd 507 A 76, 67 bc B 17,39 de B 0,00 d
113 A 53,33 cd B 18,75 de B 0,00 d 508 A83,33b B 28,00 d co,00d
114 A 76, 67 bc B 8,69 ef B 8,69 cd 509 A 2333e A 27,69 bc B 8,69 cd
115 A70,00 bc B 4,76 ef B 0,00 d 510 A 2333e A 36,36 cd B 0,00 d
116 A 86,67 ab B 30,81d B 15,38 cd 511 A 76, 67 bc B 8,69 ef B 4,34 cd
117 A 66,67 c B 5,00 ef B 0,00 d 512 A 76, 67 bc B 0,00 f B 0,00 d
118 A 73,33 bc B 31,81cd B 13,63 cd 513 A 70,00 bc B 33,33 cd co,00d
119 A 63,33¢C B 52,63 bc C5,26 cd 514 A 63,33 ¢ B 36,84 cd B21,01c
120 A 73,33 bc B 27,23 d B 18,18 cd 515 A 63,33 ¢ B 26,31 de co,00d
121 A83,33b B 20,00 de B 8,00 cd 516 A83,33b B 16,00 de B 0,00d
122 A 86,67 ab B 11.53 de B 0,00 d 517 A 66,67 c B 40,00 cd C5,00cd
123 A76,67bc B17,39de B 4,34 cd 518 A 76, 67 bc B 30,40 d C4,34cd
124 A 73,33 bc B 27,23 d B 4,54 cd 519 A 60,00 c B 22,72de co,00d
125 A 76, 67 bc B 4,16 ef B 0,00 d 520 A 73,33 bc B 0,00 f B 0,00d
128 A 80,00 b B 16,67 de B 8,33 cd 521 A 80,00 b B 62,50 bc co,00d
130 A 80,00 b B 20,83 de B 16, 67 cd 522 A 56,67 cd B 5,88 ef B 5,88 cd
131 A 66,67 c B 14,99 de B 0,00 d 523 A 56,67 cd B 5,88 ef B 0,00d
133 A 83,33b B 36,00 cd B 40,00 b 524 A 53,33 cd B 12,51 de B 0,00d
134 A 80,00 b B 0,00 f B 0,00 d 525 A 50,00 cd B 0,00 f B 0,00d
136 A 90,00 a B 44,44 c C7,40cd 526 A 76, 67 bc B 30,40 d co,00d
137 A76,67bc B17,39de B 8,69 cd 527 A 70,00 bc B9,52e B 0,00d
138 A 60,00 c B 10,98 e B 5,49 cd 528 A 60,00 c B 16,67 de B 0,00d
139 A 73,33 bc B 9,09 e B 0,00 d 529 A 86,67 ab B 15,38 de B 0,00d
140 A 66,67 c B 14,99 de B 10,00 cd 530 A83,33b B 36,00 cd C4,00cd
144 A 70,00 bc B 14,31 de B 0,00 d 531 A 60,00 c A 50,00 c B 0,00d
150 A 80,00 b B 4,16 ef B 0,00 d 600 A 66,67 c B 25,01 de co,00d
172 A 73,33 bc B 13,63 de B 9,09 cd 601 A 73,33 bc B 0,00 f B 0,00d
182 A 73,33 bc B 27,23 d co,00d 602 A 80,00b B 8,33 ef B 4,16 cd
223 A 86,67 ab B 11.53 de B 0,00 d 603 A 66,67 c B 25,01 de co,00d
400 A 80,00 b B 4,16 ef B 4,16 cd 604 A 70,00 bc A 66,67 bc B 9,52 cd
401 A 50,00 cd B 0,00 f B 0,00d Continua...

*Médias seguidas pela mesma letra maiGsculas na linha e mindsculas na coluna, ndo diferem pelo teste de
Tukey (P<0,05). **Médias de quatro repeticbes da emergéncia para 5,00 e 10,0 cm de lamina de &gua
calculadas em funcdo da emergéncia de cada genétipo, ***Solo saturado
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Continuacdo da Tabela 2 Emergéncia (%) de gendétipos de arroz daninho submetidos a

diferentes alturas de lamina de 4gua. UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil, 2015.

Ecétipo Sat*** 5cm 10cm Continuacéo...

605 AT76,67bc B 8,69ef B 4,34cd Ecétipo Sat*** 5cm 10cm
606 AB8333b B16,00de B1200cd 920 A 100,00 a B 6,67 ef B 0,00d
607 A7333bc BO0,00f B0,00d 921 A83,33b B 20,00de B 16,00 cd
608 A76,67bc B13,00de B8,69cd 922 A 66,67 c B 30,00d B 10,00 cd
609 A76,67bc B3913cd C17,39cd 923 A 60,00 c B4444c B 38,88b
610 A6333c B4210¢c c0,00d 924 A90,00a B66,67hc C 37,03 bc
611 A70,00bc B5238bc C0,00d 925 AT76,67bc B21,73de B 8,69 cd
612 A56,67cd BO0,00f B0,00d 929 A 66,67 c B 30,00d Cco0,00d
613 A60,00c A50,00c B0,00d 932 A96,67a B 13,79de B0,00d
614 A7333bc B50,00c c0,00d 937 A 60,00 c B1ll1lle B 0,00d
615 A5333cd BO00f B 0,00d 939 A90,00a B1851de B 14,81 cd
616 A5333cd BO,00f B0,00d 954 A76,67bc B17,39de B0,00d
617 A76,67bc B 8,69ef B0,00d 961 A 96,67 a B 3,44 ef B0,00d
700 A56,67cd A588lbc C0,00d 962 A76,67bc B3040d Cco0,00d
701 A66,67c B4500c c0,00d 963 A 70,00 bc B 0,00 f B 0,00d
702 A76,67bc B1739de B13,00cd AV04 A7333bc B27,23d C9,09cd
703 A6333c B526¢f B0,00d AV104 A86,67ab B3081d B 30,76 bc
704 A8333b  B8,00ef B0,00d AV109 A80,00b B54,17bc C 29,16 bc
800 A7333bc B454ef B454cd AV110 AT76,67bc B21,73de B 8,69 cd
801 A66,67c A60,00bc C19,99c AV121 A66,67c  B20,00de B 10,00 cd
802 A9,67a B1034e B344cd AV15P A 76, 67 bc B 0,00 f B0,00d
803 A70,00bc B2857d B14,28cd AV15V A80,00b  B2501de Cco0,00d
804 A5333cd B6,25ef B6,25cd AV198 A7333bc B4091lc C 9,09 cd
805 A56,67cd BO,00f B 0,00d AV22 A76,67bc B39,13cd B47,82hb
806 A80,00b B3750cd CO0,00d AV25 A7333bc B 36,36 cd B 31,81 bc
900 A8333b B1200de B1200cd AV3l A83,33b  B12,00de B0,00d
901 A26,67de BO0,00f B0,00d AV38 A70,00bc B 38,09cd C4,76 cd
902 A76,67bc BB8,69ef B 0,00d Av53 A 76, 67 bc B 0,00 f B 0,00d
903 A7333bc B454ef B0,00d AV60 A7333bc B1851de B 9,09 cd
905 A8333b B16,00de B8,00cd AV75P A86,67ab B 11.53de B 3,83 cd
906 AB86,67ab B1538de B1153cd AV75V A8333b  B12,00de B0,00d
907 AB86,67ab B1153de BO0,00d AV98 AT76,67bc B3040d B 30,43 bc
908 A9333a B 0,00 f B0,00d IRGA 417 A80,00b B16,67de B 0,00d
910 A60,00c B555ef B0,00d ITJo1 A80,00b  B16,67de B0,00d
911 A3333de B10,00e B10,00cd 1TJO3 A93,33a A92,00a A88,00a
912 A9333a B250lde B714cd ITJO8 A 80,00 b B 0,00 f B0,00d
914 A76,67bc B4347c C21,73c ITJ11 A7333bc B1851de B 4,54 cd
915 A7333bc B909e B 9,09 cd 1TJ144 A 86,67 ab B 0,00 f B0,00d
916 A66,67c B2000de B1999c 1TJ24 A7333bc B13,63de B 4,54 cd
917 A6333c B526¢f B0,00d NIPO A83,33b  B24,01de B0,00d
918 - A90,00a B1851de B740cd CV (%) 27

*Médias seguidas pela mesma letra maiGsculas na linha e mindsculas na coluna, ndo diferem pelo teste de
Tukey (P<0,05). **Médias de quatro repeticbes da emergéncia para 5,00 e 10,0 cm de ldmina de agua
calculadas em funcdo da emergéncia de cada genétipo, ***Solo saturado
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A selecdo de arroz daninho quanto a toleréncia & submersdo indicou a existéncia de

um genoétipo com elevada tolerdncia durante a emergéncia, e de outros com tolerancia
intermediaria. A variabilidade existente entre os gendtipos de arroz daninho indica evolucéo
da adaptacdo frente a utilizagdo da lamina de 4gua como controle nos sistemas de cultivo
pré-germinado ou transplante, acarretando na redugdo da eficicia dessa importante

ferramenta de manejo.

3.3.3 |1l - Efeito da temperatura sobre a toleréancia a submersao em arroz
daninho

A andlise de varidancia demonstrou interacdo significativa dos efeitos de
temperaturas, gendtipos de arroz e profundidade de ldamina de agua (Tabela 3 e 4). Aos sete
dias ap6s a semeadura (DAS) a temperatura de 20 °C em ambas laminas de 4gua ndo permitiu
a emergéncia dos genotipos de arroz. Enquanto que nas temperaturas de 25 e 30 °C, o
gendtipo ITJO3 obteve na ldamina de 10 cm, emergéncia de 57,5 e 32,5 %, respectivamente.
A emergéncia dos geno6tipos de arroz avaliada aos 14 DAS foi influenciada pela
presenca da lamina de dgua de 5 cm, onde apenas o gendtipo ITJO3 foi capaz de emergir em
todas as temperaturas com 22,5; 82,5 e 90,0% de emergéncia para 20, 25 e 30 °C,
respectivamente. Enquanto as cultivares Nipponbare e IRGA 417 obtiveram apenas 5,0% de
emergéncia na presenca de 10 cm de lamina de 4gua e temperatura de 25 °C (Tabela 3). Aos
21 DAS, ¢ destacada a capacidade diferencial do gendtipo de arroz daninho 1TJO3 em se
estabelecer sob todas as condigdes avaliadas, em especial sob temperatura de 30 °C, quando

a emergéncia atingiu 90% mesmo sob 10 cm de lamina de agua.
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TABELA 3. Emergéncia (%) de gendtipos de arroz em diferentes temperaturas e condigdes
de alagamento aos 07, 14, 21 e 28 dias ap6s a semeadura (DAS). UFRGS, Porto
Alegre — RS, 2017.

07DAS

Genitinos ne 1By RIES
Mt Sn Tem Sat %n 1cm Sat Sm 1w

Nippe. ASUfb  BOOPa BODua A600ub Bl00uc BlSac ASSac BOOfc BODab

IRGA4IT  Af0pab BOOfa  B0faa AWPaa Bl1ZSec Cl3ac  A825aa  BOOac  BOdab
ITJ03 AST5pab  BOOya Bilya A8Saa B6SOea B3TS5ea  A8lSaa  B30OPFa A3Lifa

AV A6T5ya  B0Oya BOOfa ARSaa BXSab CI25a¢b  ATSO0pab BIOOPD  B25fb
T A6T50a  BOOfa BOOFa A675eb B2l3ab Cl125ab  A6S0abc B75ab  B30pb
CV (%) 12,75
14DAS
Genitipas W*C 155 Joag
Sat Sem 1lem Sat Sem 10¢tn Sat Sem e

Nippo. A675fa  BOOFL  BOOfa A825ab BX0ad CShac  ATOFe BLSpd  BL5pe
IRGA41T AGT5fa  BOOFR  BOOFa  AWPoa B2X23ad CS0Pc  A%TSaa  B300oc C2250b

ITJ03 AT25fa B2M5pa  COO0Pa A%5aca BESoa B8Oea A¥Saa AWOaca AWolaa
AV AB0rb  BOOYb  BOOfa ASTSaa B4SDab C250ab  ATISPD BRSpbke  COOfc
[T A675pa  BOOGL  BOOPa  AMOPe B5ac CADoc  ABSeab B375ab C225ab
CV (%) 18,85
11 DAS
Genitipos neC 1eC Jnec
Sat Sm 1lcm Sat Scm 10cm Sat Sem 10em

Nippo. A6TS5ab  BOOyb  BOOPa A¥0aub BX0ad C50ac  ABSeb BLWOPd C25pc
IRGAJ1T  AS850ea  BOOFD  BOOPa  A%Oaoa B3¥lec CT5Fc  A%5aa Bi0oc C2235ab
ITI03 AR2Sfa B3ITSpa  COOPa  AU25eab A#TSma ANOoa  A%Oeab A%Poa AWaa
AV A6T5pb  BSOFb  BOOfa  ASTSasb B4T5eb CI7500b  A850aab Bd50ab  COOPc
ITJ01 AS00Fa BOOyb  BOOya AT255ac B3TSfc C250ab  A8TSeab BS0Oab C25Fb

CV (%) 1513
28DAS
i 20°C 235°C 30°C
e S 1em Sat Sem 10em Sat Sem 10cm

Nippo. AfL5ab  BOOyc BOOPa AROac B2fad Cifaoc  A%25ab BIOOPd CL5 fic
IRGA4IT  A%25aa  BOOfc  BOOFa  A%fOoa B3¥loc CT5pc  A95aa Bi0Doc C25ub

[TJ03 ABLSpb  B3lSpa  COOPa ANSeab A%WOoa A%NDua A%WSead AWOca AWOoa
AVI4 ABLSpb  BI123pb  COOPa  A8TSebe B4Tiab C350ab  A8TSeab B450ab COOfc
101 ABLSAb  BOOve Bogdy ATSabe B375Fc C20ah  ARTSaab B500ab CIL5fb
V(%) 1475

*Meédias antecedidas por letras maiusculas distintas, comparam nas linhas (Alagamento), letras mindsculas
diferentes comparam nas colunas (Genotipos) e letras gregas comparam entre as temperaturas, dentro dos
mesmos genotipos e condigdo de alagamento, tukey (p<0,05).

Na avaliacdo final de emergéncia realizada aos 28 DAS, o efeito da temperatura baixa
combinado com a maior lamina impediu a emergéncia de todos os genotipos de arroz

daninho (Tabela 3). Na temperatura 20 °C 0s genotipos de arroz daninho 1TJO3 e AV04
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apresentaram emergéncia apenas com 5 cm de lamina de agua, sendo 32,5 e 12,5%,
respectivamente. A temperatura de 30 °C ocasionou incremento de 33,3% no percentual de
emergéncia para o gendtipo ITJ01 na condicdo de 5 cm de lamina de 4gua quando comparado
com a mesma condicao na temperatura de 25 °C. Enquanto que a emergéncia do genoétipo
ITJO3 nas temperaturas de 25 e 30 °C n&o diferiu da testemunha sem alagamento, na
comparacao com a condicdo de presenca de lamina de 4gua de até 10 cm. Desta forma pode
se inferir a atuacdo conjunta da baixa temperatura e da presenca de lamina de agua sobre a
emergéncia dos gendtipos de arroz e, mesmo sendo tolerante nas demais temperaturas o
genotipo 1TJO3 apresentou drastica reducdo na capacidade de tolerar o alagamento na
temperatura de 20 °C.

Os genotipos de arroz demostraram reducdo no comprimento da parte aérea (CPA)
em temperatura de 20 °C e auséncia de lamina de agua, quando comparados as mesmas
condigdes e temperatura de 25 °C (Tabela 4). O menor CPA, bem como menor emergéncia,
pode ser reflexo da baixa temperatura, pois esta influencia na fase de ativagéo e crescimento
do coleoptilo e radicula, sendo que a temperatura ideal para o desenvolvimento do arroz
nesta fase é situada entre 25 e 30 °C (Yoshida, 1981; Sartori et al., 2014). A temperatura de
20 °C é considerada limitante e provoca alteracfes na expressdo das enzimas esterase e
alcool desidrogenase, que estdo envolvidas na germinacdo e emergéncia das sementes
(Mertz et al., 2009; Sartori, et al., 2014). A alcool desidrogenase (ADH) é uma enzima
envolvida na fermentacdo alcodlica e responsiva ao frio, indicando que esse estresse induz
a fermentacdo e a producéo de etanol (Kato-Noguchi & Yasuda, 2007). Neste caso, o etanol
é conhecido por prevenir a degradacéo de lipidios em membranas e por promover o aumento
na fluidez das membranas, proporcionando a adaptacédo das plantulas a baixas temperaturas.
Contudo, a ADH também ¢ estimulada sob condi¢cdes de alagamento podendo estar

envolvida na resposta a ambos os estresses de forma concomitante.
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TABELA 4. Comprimento de parte aérea (CPA) de gendétipos de arroz em diferentes
temperaturas e condi¢des de alagamento aos 28 dias ap0s a semeadura (DAS).
UFRGS, Porto Alegre — RS, 2017.

" N 5 W
(enitipos
Sat Jm 1lcm Sal A 10cm bl Jcm 1cm
Nippo. AB3Bb  BOOyb  BOOPa  Adideb  BXSec  BI1S%ac  Ad07ec  BB3fe  BLIfd
[RGA4NT AVSfab  BOORL  BOOBa  Adl3eb  BilEeb  CR3ab  AdiSec  B2Sed  BIlJac
ITI0 AJSPa Bll4ya  CODya  AS1%oa  B3MTPa  BAOTHa ANTeb  ASMeb  ASma
AV Adlfpa  BL6Gb  COOPa  ARSea  Bdllea  B4llea  ARSeb  A4S8ec  BODf
[0l AJ09fab  BOOyb  BOOya  A49fa  BiREPa  BISAfa  Afdea  A6Q3ea  BHSab

CVi%) 12,68
*Médias antecedidas por letras maiUsculas distintas, comparam nas linhas (Alagamento), letras mindsculas

diferentes comparam nas colunas (Geno6tipos) e letras gregas comparam entre as temperaturas, dentro dos
mesmos genatipos e condicdo de alagamento, tukey (p<0,05).

Na presenca de 5 cm de lamina e 20 °C, a reducdo da CPA do gendtipo de arroz
daninho 1TJO3 foi de 28,3 cm, quando comparado a mesma condicao de alagamento e 25 °C.
De forma geral, o incremento de temperatura de 25 para 30 °C ndo estimulou o
desenvolvimento em estatura dos gendtipos de arroz na condicdo de solo saturado.
Entretanto, quando essa elevacgdo da temperatura ocorreu na presenca de 10 cm de lamina de
agua apenas os genotipos ITJO3 e ITJO1 obtiveram ganhos no CPA, com incremento de 17,8
e 10,9 cm, respectivamente (Tabela 4).

A toleréncia ao alagamento apresentado pelo gendétipo 1TJO3, a partir de trabalhos
iniciais é atrelada a maior presenca de transcritos dos genes RAmy3D e ADH2 (Kaspary et
al., 2015). Esses genes codificam enzimas responsaveis respectivamente, pelo aumento na
mobilizacdo de reservas e manutencdo da respiracdo anaerdbica, atuando
concomitantemente na resposta a baixa disponibilidade de oxigénio (Ismail et al., 2009;
Takahashi et al., 2014). De maneira similar, em cultivares de arroz tolerantes ao frio é
relatada maior presenca da enzima ADH (Mertz et al., 2009). Portanto, 0 mesmo mecanismo
de tolerancia pode estar presente em resposta aos dois estresses. Nesse contexto, a atuagdo
do frio e alagamento agravam os danos ao metabolismo, tornando insuficiente a atuagdo
deste mecanismo natolerancia, ndo permitindo a germinacao e emergéncia do arroz sob estas

condigdes.
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A presenca de Iamina de agua durante a entressafra do arroz diminui a flutuagéo
térmica do solo, bem como altera as propriedades fisico-quimicas deste e resulta em
impactos negativos sobre a germinacdo de espécies daninhas e arroz daninho (Roberts &
Totterdell, 1981; Grosh et al., 2017). O alagamento continuo dos campos de cultivo com
lamina de 6 cm durante o inverno foi capaz de reduzir a infestagéo de arroz daninho em cerca
de 30% (Singh et al., 2016). A manutencdo de ldminas de agua mais profundas poderia evitar
totalmente a capacidade de germinagéo e emergéncia de arroz daninho. Ainda nesse sentido,
0 preparo antecipado da area e entrada precoce da agua nas areas de cultivo, enquanto as
temperaturas estiverem amenas, pode auxiliar no manejo da tolerdncia ao alagamento
durante a germinagdo e o crescimento inicial do arroz daninho. Contudo, a entrada da &gua
tardiamente e formagdo de Iamina de até 10 cm, ndo evita a emergéncia de arroz daninho

que apresenta tolerancia ao alagamento durante a germinacao e crescimento inicial.

3.3.4 1V - Influéncia da pélea e lema e, da profundidade do solo na tolerancia

ao alagamento em arroz daninho

A andlise de variancia para os resultados obtidos ndo demonstrou interacdo
significativa do fator presenca de lema e palea com aos demais. Desse modo, nova analise
foi realizada para os fatores profundidade de semeadura x lamina de dgua x genotipos de
arroz, na qual observou-se interacdo tripla significativa, e assim, os resultados foram
ajustados segundo o modelo logistico de trés pardmetros Y=a/1+(X+X0s0)° (Figuras 3 e 4).

A avaliacdo da emergéncia realizada aos sete DAS demonstrou diferenca na
velocidade de emergéncia entre os gendtipos avaliados. O gen6tipo ITJO3 apresentou
emergéncia superior a 80% para as profundidades de semeadura até 1,0 cm e condicdo solo
saturada, enquanto que o gendtipo ITJO1 nas mesmas condi¢Bes obteve emergéncia em torno
de 60% (Figura 3A). No mesmo periodo, na presenca de lIamina de dgua de 5,0 e 10 cm, a

semeadura sob o solo permitiu maiores indices de emergéncia para todos 0s gendtipos
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utilizados (Figura 3 C e E). Novamente o geno6tipo de arroz daninho 1TJ03 obteve o melhor
desempenho quando semeado a 0,25 cm de profundidade e sob 10 cm de lamina de &gua
apresentando emergéncia de 33,0%, sendo que nesta condi¢do todos demais genotipos de
arroz ndo obtiveram emergéncia.

Aos 14 DAS a semeadura até 2 cm de profundidade néo alterou o comportamento
genotipos avaliados, havendo apenas diferengas entre os acessos utilizados para a variavel
emergéncia quando em solo saturado (Figura 3B). Entretanto, quando semeados em 8 cm de
profundidade a emergéncia méxima obtida foi de 30% na auséncia de lamina de agua e
totalmente inibida nas condicdes de 5 e 10 cm de alagamento (Figura 3D e F). Portanto, o
efeito da lamina de agua é potencializado em sementes de arroz daninho enterradas na
comparacao com aquelas em superficie.

A emergéncia avaliada 21 dias ap6s a semeadura (DAS) demonstrou desempenho
proximo a 80% para todos os genotipos avaliados na auséncia de lamina de dgua e com
semeadura em até 4 cm de profundidade (Figura 4A). Contudo, mesmo sem presenca de
ldamina de agua, a emergéncia aos 21 DAS foi comprometida quando realizado a semeadura
a 8 cm de profundidade, atingindo aproximadamente 10% para os genotipos Nippombare,
IRGA 417 e 1TJO1 e 30% para o 1TJO3 e AV04 (Figura 4A). Em estudo semelhante a redugéo
da emergéncia em fungdo da profundidade das sementes atingiu 80% quando diferentes
acessos de arroz daninho asiaticos foram submetidos a profundidades de solo de 10 cm
(Ghosh et al., 2017). Deste modo, a profundidade em que as sementes se encontram pode
comprometer significativamente o potencial de germinacao e o crescimento inicial do arroz

daninho.
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FIGURA 3. Emergéncia aos sete (A, Ce F) e 14 (B, D e G) dias apds a semeadura (DAS)
em genotipos de arroz submetidos a diferentes 1aminas de dgua e profundidade
de semeadura. Os graficos foram plotados com a média de quatro repeticoes e
as barras verticais indicam o intervalo de confian¢a (o =0,05). UFRGS, Porto
Alegre, RS, Brasil, 2017.
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A presenca de lamina de agua reduziu a emergéncia dos genoétipos ndo tolerantes ao
alagamento (Figura 4C e 4D). Na presencga de 5 cm de lamina de dgua e com semeadura
sobre o0 solo, os gen6tipos AV04, 1TJ01 e Nippponbare apresentaram emergéncia de 56,6;
43,3 e 38,3%, respectivamente. Contudo, estes mesmos gendétipos obtiveram emergéncia
inferior a 10% quando semeados a 2 cm de profundidade e sob 5 cm de lamina de &gua.
Nesse cenério, o genotipo ITJO3 teve emergéncia de 88,5; 88,6; 88,3; e 13,3% para as
profundidades de semeadura 0,0; 0,25; 0,5 e 8,0 cm, respectivamente. Em estudo similar,
lamina de &gua de 5 cm foi capaz de reduzir em até 100% a emergéncia de arroz daninho
semeado em profundidade de 1 cm (Ghosh et al., 2017).

Na avaliacdo da emergéncia dos genoétipos de arroz submetidos a 10 cm de lamina
de agua, apenas o 1TJO3 demonstrou ser tolerante a condi¢do obtendo desempenho superior
a 70% até a profundidade de semeadura de 1 cm (Figura 4F). Contudo, para as profundidades
de semeadura de 4,0 e 8,0 cm a emergéncia desse genotipo foi de apenas 41,5 e 4,6%,
respectivamente. Enquanto o gendtipo AV04 obteve 50% de emergéncia quando semeado
sobre a superficie do solo e sob 10 cm de lamina de 4gua. Os demais gendtipos apresentaram
resultados inferiores a 30% para semeadura sobre o solo e, quando as sementes foram
posicionadas a 2 cm ou mais de profundidade a emergéncia ndo ocorreu (Figura 4F).

Sementes de acessos distintos de arroz daninho posicionadas sobre o solo ndo tiveram
reducdo na taxa de emergéncia quando submetidas a laminas de agua de até 8,0 cm
(Chauhan, 2012). Este resultado indica que a quantidade de oxigénio difundida na &gua pode
ser o suficiente para promover a germinagdo e o crescimento inicial de arroz daninho com
diferencial adaptabilidade ao alagamento. Entretanto, 0s mesmos genotipos quando
enterrados a 2 cm apresentaram emergéncia em torno de 40%, evidenciando o efeito
cumulativo do enterrio e lamina de agua sobre a emergéncia de arroz (Chauhan, 2012). Nesse

contexto, a reducdo da emergéncia do arroz € efeito da reducéo da quantidade de oxigénio
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disponivel para a germinacdo, pois a difusdo desse elemento para camadas de solo mais

profundas e sob alagamento é restrita (Chen et al., 2008; Wang et al., 2015).
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O acumulo de MSPA dos gendtipos de arroz apresentou comportamento similar ao
observado para a emergéncia, com desempenho superior na condi¢cdo de solo saturado,
mantendo-se estavel até a profundidade de 2 cm (Figura 4B). No entanto, mesmo na auséncia
de ldamina de &gua, a reducdo da MSPA foi superior a 50% em todos 0s genoétipos quando
estes foram semeados a 8 cm de profundidade. O gendtipo de arroz daninho I1TJO3
demonstrou elevada capacidade de suportar a presenca de 5 cm de lamina de 4gua, mantendo
0 MSPA préximo ao desempenho das plantas sem alagamento para profundidades de
semeadura de até 1,0 cm (Figura 4D). Os demais gendtipos, para mesma condigdo
apresentaram elevada redugdo do acumulo de MSPA, demonstrando ndo serem tolerantes ao
alagamento.

Apesar de ser caracterizado como tolerante a condigdo de hipdxia, o gendétipo 1TJO3
apresentou menor acumulo de MSPA quando semeado em profundidades superiores e na
presenca de 5 cm de lamina de &gua, atingindo reducdes de 60, 89 e 96% para as
profundidades 2,0; 4,0 e 8,0 cm, respectivamente. Estes resultados corroboram os descritos
para genotipos de arroz daninho asiaticos que apresentaram reducéo superior a 90% quando
semeados a 1,0 cm de profundidade e sob 8 cm de l1amina de agua (Chauhan, 2012). Para a
condicdo de semeadura profunda, mas sem presenca de lamina de &gua € relatada em
genotipos tolerantes a atuacdo da enzima ADH (Malone et al., 2007). De modo semelhante
a expressdo do gene ADH é associada a tolerancia ao alagamento na germinacéo em arroz
cultivado (Ismail et al., 2009). Portanto, 0 mesmo mecanismo pode estar presente no
gendtipo 1TJO3 e em sua resposta a grandes profundidades e ao alagamento, uma vez que
ambos dificultam o acesso ao oxigénio.

A presenca de lamina de agua com 10 cm acarretou intensa reducgdo do acumulo de
MSPA, principalmente para profundidades de semeaduras superior a 1 cm e genotipos néo

tolerantes ao alagamento durante a germinacgdo e o crescimento inicial (Figura 1G). Nesse
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contexto, apenas o gendétipo ITJO3 manteve seu potencial de acimulo de MSPA frente a
presenca de 10 cm de lamina de agua e semeado em profundidade de até 0,50 cm e redugdo
de 27,78% quando semeado a 1,0 cm. O arroz daninho AV04, apesar de apresentar mediana
tolerancia ao alagamento, demonstrou acimulo de MSPA préximo a zero em semeadura em
1 cm de profundidade. No mesmo sentido, as duas cultivares de arroz ndo foram capazes de
suportar a presenca de lamina de &gua de 10 cm durante a emergéncia, mesmo para
semeadura em superficie a reducdo da MSPA prdxima a 70% quando comparado ao solo
saturado, para Nipponbare e IRGA 417.

O menor acumulo de MSPA pode ser resultante do maior consumo de energia
durante o processo de emergéncia provocado pela presenca do alagamento. Neste contexto,
0 gendtipo ITJO3 caracterizado como tolerante apresentou desempenho mais estavel frente
ao estresse ao qual foi submetido e, provavelmente conta com mecanismo de resposta ao
alagamento que permite o seu desenvolvimento e/ou fuga da lamina de &gua com menores
perdas em seu desenvolvimento (Hattori, et al., 2009). Entretanto, o efeito somado da
presenca de lamina de &gua e profundidade da semente no solo atrelada a menor difusao de
oxigénio a maiores profundidades do solo exige maior capacidade dos genotipos em tolerar
a baixa disponibilidade de oxigénio. Esses dois fatores somados poderédo ser utilizados no

manejo do arroz daninho, em especial os com menor tolerancia ao alagamento.

3.5 Conclusoes

A utilizacdo de laminas de 4gua de 5 e 10 cm foi eficiente para discriminar genétipos
de arroz daninho de média e elevada tolerancia a submersdo durante a germinacdo e o
crescimento inicial. A selecdo de gendtipos de arroz daninho ao alagamento indicou a

existéncia de variabilidade entre os 158 acessos avaliados, onde um e 13 genotipos séo
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altamente e medianamente tolerantes a submerséo, respectivamente. Em condicdo de 20 °C
de temperatura e presenca de 10 cm de lamina de &4gua ndo houve emergéncia de arroz
daninho tolerante a submersdo, mas em temperaturas de 25 e 30 °C a emergéncia foi superior
a 90% para o0 gendtipo tolerante. Ainda, quando em profundidades superiores a 2 cm e sob
10 cm de 1dmina de &gua ndo ocorreu germinacao dos genotipos de arroz, indicando o efeito
cumulativo dos dois fatores. Sendo assim, ldmina de agua de 10 cm quando associadas a
baixa temperatura e/ou profundidade de solo superior a 2 cm é capaz de evitar a emergéncia
de arroz daninho. Estas informacdes sdo importantes para a composi¢cdo de préaticas de
manejo da lavoura como época e profundidade de preparo do solo em arroz cultivado no
sistema de semeadura em solo seco, e de lamina de agua durante o preparo do solo e lamina
de &4gua a ser mantida durante o desenvolvimento da lavoura em arroz cultivado nos sistemas

pré-germinado e transplante.
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4 CAPITULO 11

Expressdo de genes relacionados a toleréncia a submersdo durante a emergéncia e o
crescimento inicial em arroz daninho
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EXPRESSAO DE GEN ES RELACIONADOS A TOLERANCIA A SUBMERSAO
DURANTE A EMERGENCIA E O CRESCIMENTO INICIAL EM ARROZ
DANINHO

RESUMO

A evolucéo do arroz daninho a tolerancia ao alagamento durante o seu crescimento inicial
pode estar relacionada a adaptacbes metabolicas decorrentes da expressdo de genes
responsivos a restrita disponibilidade de oxigénio. O objetivo deste trabalho foi analisar a
expressdo de genes relacionados com a tolerancia & submersdo, e investigar o efeito da
temperatura sobre 0s genes de maior expressdo em resposta ao alagamento na germinacéo e
o0 crescimento inicial de arroz daninho. Foram realizados experimentos com as cultivares de
arroz IRGA 417 e Nipponbare, sensiveis ao alagamento, e 0s gendtipos de arroz daninho
ITI0O3 e AV04, que apresentam elevada e intermediéaria tolerdncia ao alagamento,
respectivamente, em condicGes de solo umido e submerso com 10 cm de 1dmina de agua, e
sob condicBes de temperaturas de 20, 25 e 30 °C. A expressdo de genes relacionados a
mobilizacdo de reservas, respiracao anaerdbica e as estratégias de escape e quiescéncia foi
analisada em periodos até 24 dias apds a semeadura (DAS). Na condi¢do de alagamento, a
elevacdo da expressdo relativa dos genes RAmy3D e OsTPP7 aos quatro DAS foi 31 e 47
vezes superior, respectivamente, para o genétipo de arroz daninho ITJO3, que € tolerante ao
alagamento. A expressdo do gene ADH2 ndo foi induzida pelo alagamento no genotipo
AV04 no periodo de 1 DAS, mas foi 63 vezes superior no genétipo ITJO3 sob as mesmas
condic¢des. No mesmo contexto, o gendtipo 1TJO3 teve a expressdo do gene SNRK1 63 vezes
superior na condicdo de alagamento um dia ap6s a semeadura. A temperatura de 20 °C
reduziu a expressdo dos genes RAmy3D, ADH2 e SNRK1 na parte aérea e radicular de todos
0s gendtipos avaliados. A expresséo relativa dos genes RAmy3D, OsTPP7, ADH1, ADH2 e
SNRK1 foi induzida pela submersdo no genétipo de arroz daninho tolerante, indicando a
participacdo destes genes na tolerancia ao alagamento durante a germinacgéo e o crescimento
inicial, corroborando o observado em cultivares de arroz tolerante. Por outro lado, 0s genes
SUBL1 e PDC1, que sdo importantes para a toleréncia a esse estresse em arroz cultivado,
apresentaram baixa associacdo em arroz daninho. A condicéo de baixa temperatura reduz a
expressdo dos genes relacionados a tolerancia ao alagamento, acentuando o efeito da
presenca da lamina de agua sobre a capacidade de germinacdo e estabelecimento do arroz
daninho.
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GENE EXPRESSION RELATED TO FLOODING TOLERANCE DURING
GERMINATION AND EARLY GROW OF WEEDY RICE

ABSTRACT

The evolution of weedy rice to flooding tolerance during germination and initial growth may
be related to metabolic adaptations resulting from the expression of genes responsive to the
restricted availability of oxygen. The objective of this study was analyze the expression of
genes related to flooding tolerance and investigate the effect of temperature on genes of
higher expression in response to this stress in the initial establishment of weedy rice. The
experiments were carried out with rice cultivars IRGA 417 and Nipponbare, susceptible to
flooding, and the weedy rice 1TJO3 and AV04, which presented high and intermediate
tolerance to flooding, respectively, under moist and submerged soil with 10 cm of flooding
depths, and under temperatures of 20, 25 and 30 °C. Expression of genes related to reserve
mobilization, anaerobic respiration and escape and quiescence strategies were analyzed at
periods up to 24 days after sowing (DAS). In the flooding condition, the relative expression
of RAmy3D and OsTPP7 genes at four DAS was 31 and 47 times higher for the ITJO3, which
is tolerant to flooding. Expression of the ADH2 gene was not induced by flooding in the
AV04 genotype at one DAS period, but was 63 fold higher in the 1TJO3 genotype under the
same conditions. In the same context, the ITJO3 ecotype had the SNRK1 gene expression 63
times higher in the flooding condition one day after sowing. The temperature of 20 °C
reduced the expression of the RAmy3D, ADH2 and SNRK1 genes in the shoots and roots in
all evaluated genotypes. The relative expression of the genes RAmy3D, OsTPP7, ADH1,
ADH2 and SNRK1 was induced by submersion in the tolerant weedy rice genotype,
indicating the participation of these genes in the tolerance to flooding during germination
and initial growth, corroborating with that observed in tolerant rice cultivars. O therwise, the
SUB1 and PDC1 genes that are important for the tolerance to this stress in cultivated rice
presented low effect in weedy rice. The low temperature condition reduces the expression of
genes related to flood tolerance and increase the effect of high flooding depth on the
germination and establishment of weedy rice.
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4.1 Introducéo

O arroz daninho ou vermelho (Oryza sativa L.) é a principal planta daninha do arroz
cultivado devido a sua proximidade bioldgica, elevada adaptabilidade a diferentes préticas
agrondmicas, emergéncia vigorosa e desenvolvimento sincronizado com a cultura, que
resultam na dificuldade de seu controle. A inundacdo continua da &rea, estratégia
amplamente utilizada nos sistemas de cultivo de transplante e de sementes pré-germinadas,
é a pratica mais eficiente no controle dessa espécie daninha, pois o arroz daninho e cultivado,
sdo sensivel a condi¢des de baixa disponibilidade de oxigénio durante a germinacdo e o
crescimento inicial (Ismail et al., 2009; Angaji et al., 2010). O sistema pré-germinado €
amplamente utilizado no cultivo de arroz, no qual o uso continuo da lamina de agua resultou
recentemente na evolugcdo de gendtipos de arroz daninho com capacidade de tolerar o
alagamento no seu estabelecimento (Capitulo 1). Esses gendtipos sdo capazes de germinar e
emergir em condic¢Bes de inundacdo, com baixa disponibilidade de oxigénio (hipdxia).

A privagdo de oxigénio e a impossibilidade de obter energia por meio da via de
fosforilacdo oxidativa é um dos principais entraves para a tolerancia ao alagamento do solo
em plantas (Irfan et al., 2010). O potencial de germinacédo e o crescimento inicial do arroz
sob deficiéncia de oxigénio é relacionado com a capacidade diferencial na obtencdo de
energia (ATP) via rotas anaerobicas, ativagdo do metabolismo e rapido alongamento do
coledptilo (Lasanthi-Kudahettige et al., 2007; Hattori et al., 2009; Miro & Ismail, 2013).
Durante a germinacdo e o desenvolvimento inicial em condi¢cdo de submerséo, gendtipos
tolerantes sdo capazes de expressar conjuntos de genes relacionados a aclimatacdo as
condigdes desfavoraveis (Loreti et al., 2017). As principais alteragcdes ocorrem nas rotas de
mobilizacdo de reservas, glicolise e fermentagdo, de modo a ativar e manter o metabolismo

energetico, garantindo o estabelecimento e sobrevivéncia durante o periodo de estresse
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(Voeseneck & Bailey-Serres, 2015).

A obtencdo de energia no meio anaerdbico ocorre via glicolise, para a qual a elevada
disponibilidade de acucar é crucial (Loreti et al., 2017). O aporte de agUcar € gerado pela
maior atividade das enzimas a-amilases e sacarose sintase, que atuam sobre o catabolismo
de amido e solubilizagdo de agucares (Kretzschmar et al., 2015). Deste modo é possivel a
obtencdo do aporte energético necessario para o inicio da germinacdo e emergéncia,
proporcionando a toleréncia ao alagamento durante o estabelecimento do arroz (Loreti et al.,
2016). Essas enzimas sdo oriundas da expressdo de genes das familias Rice Alpha-amilase
(RAmy) e Sucrose Synthase (SUS) que apresentaram expressao quatro e 592 vezes superior
em genotipo de arroz tolerante ao alagamento quando sua germinagdo é realizada sob
submerséo (Magneschi & Perata, 2009; Ismail et al., 2009). Ainda nesse contexto, a enzima
trehalose-6-phosphate phosphatase também € relacionada ao aumento da conversdo de
amido em glicose, elevando o aporte de substrato para a glicélise e obtencdo de energia sob
condicgéo de submersédo (Kretzschmar et al., 2015).

A glicolise ¢é a principal rota energética sob hipdxia e andxia, contudo gera de forma
residual moléculas de NADH'H* (nicotinamida adenina dinucleotidio reduzida) que
precisam ser consumidas, regenerando NAD™ para a manutencao do metabolismo glicolitico.
O consumo de NADH*H™ ocorre por meio da atuacdo das enzimas piruvato descarboxilase
(PDC) e alcool desidrogenase (ADH) na fermentacdo etandlica, produzindo etanol
(Takahashi et al., 2014). Os genes que codificam essas enzimas, PDC1 e ADH1 foram
expressos 594 e quatro vezes mais em coleoptilos do gendtipo de arroz tolerante ao
alagamento em comparacgdo com o arroz suscetivel (Lasanthi-Kudahettige et al., 2007). De
forma similar, a atividade da enzima ADH é relatada na resposta ao frio durante a
germinacdo e emergéncia de arroz (Mertz et al., 2009; Sartori et al., 2014). Deste modo, 0
mesmo mecanismo de tolerancia pode estar envolvido na resposta a dois diferentes estresses.

As estratégias “quiescéncia” e “escape” sao descritas como mecanismos de
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tolerancia ao alagamento em arroz cultivado ap6s o seu estabelecimento (Fukao et al., 2011;
Loreti etal., 2016). A quiescéncia é caracterizada pela paralisacdo do metabolismo da planta
durante a ocorréncia do alagamento, sendo o seu desenvolvimento retomado apds a
finalizacdo do estresse, e mediada pelo fator de transcrigdo responsivo ao etileno SUB1
(Submergence 1) (Fukao et al., 2011). A estratégia de escape consiste 0 alongamento dos
entrends do colmo até a planta emergir da ldamina de agua e, ocorre em resposta a atuacgao
dos fatores de transcricdo Snorkell e Snorkel2 (Hattori et al., 2011). A atuacdo dessas
estratégias durante a germinacdo e emergéncia poderia conferir maior potencial de
invasibilidade ao arroz daninho, permitindo seu estabelecimento na presenca de lamina de
agua. Entretanto, para arroz daninho ndo é conhecido o mecanismo envolvido na tolerancia
ao alagamento durante a germinacgao e o crescimento inicial e quais os efeitos da variagdo
da temperatura sobre essa carateristica. Neste contexto, os objetivos deste trabalho foram
identificar e analisar a expressdo de genes relacionados com a tolerancia a submerséo, e
investigar o efeito da temperatura sobre os genes de maior expressdo em resposta ao

alagamento no estabelecimento de arroz daninho.

4.2 Materiais e metodos

4.2.1 1 - ldentificacdo e expressdo de genes relacionados a tolerancia a
submersdo durante a germinacdo e o crescimento inicial de arroz
daninho

O estudo foi conduzido em ambiente climatizado, com temperatura mantida

constante em 25 °C e delineamento experimental completamente casualizado, com arranjo
fatorial 4x2x8, sendo o fator A os genotipos de arroz (cultivar IRGA 417 e Nipponbare, e 0s

genotipos de arroz daninho 1TJO3 e AV04), o fator B a condigéo de solo umido e submerso
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(10 cm de Iamina de agua) e o fator C os periodos de avaliagdo (0; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16 e 24
dias apds a semeadura). As cultivares de arroz e os gendtipos de arroz daninho AV04 e 1TJO3
foram caracterizados respectivamente como sensivel, moderadamente tolerante e tolerante a
submersao durante a germinagdo e o crescimento inicial (Capitulo I). A cultivar IRGA 417
no periodo zero e condicdo de solo umido foi considerada a testemunha.

O delineamento experimental utilizado foi completamente casualizado com quatro
repeticdes, sendo que cada repeticdo consistiu de um vaso com 18 sementes, totalizando 72
sementes por gendtipo em cada tratamento. As sementes de cada genotipo, apds serem
submetidas a quebra de dorméncia com um periodo de cinco dias a temperatura de 50 °C,
foram semeadas a 0,5 cm de profundidade em caixas plasticas de 200ml contento solo
acrescido de composto organico (10:1), além de fertilizante mineral e, em seguida
submetidas aos referidos tratamentos. Em cada um dos periodos de avaliagdo amostras de
tecido compreendendo o embrido e regido circundante foram coletadas, imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C.

O RNA total foi extraido a partir do protocolo Concert® seguindo as especificacdes
do fabricante (Invitrogen). A concentracdo de RNA foi mensurada em espectrofotdmetro
Genesys 2 (Thermo Spectronic) e, posteriormente, as amostras foram submetidas ao
tratamento com DNase | (Invitrogen), eliminando contaminantes de DNA que poderiam
influenciar nas andlises posteriores. A sintese de cDNA foi realizada utilizando a enzima
transcriptase reversa M_MLV (Invitrogen), segundo protocolo da empresa fabricante.

Os genes de referéncia utilizados foram: Fator de iniciagdo eucariotico-4-A
(EIF4-A), RNA ribossomal 18S (18S), Ubiquitina-10 (UBI-10) e Actina (ACT) ja descritos
como normalizadores para estudos de expressao relativa em arroz (Jain et al., 2006;
Benemann et al., 2017). Os genes Rice Alpha-amilase 3D (RAmy3D), Sucrose Synthase 3
(SUS3), Alcohol dehydrogenase 1 (ADH1), Alcohol Dehydrogenase 2 (ADH2), Pyruvate

Decarboxylase 1 (PDC1), SNORKEL 1 (SNRK1), Trehalose-6-Phosphate Phosphatase 7
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(OsTPP7), Submergence 1 (SUB1) apresentam resposta a condi¢cdo de alagamento no
estabelecimento de arroz (Lasanthi-Kudahettige et al., 2007; Fukao et al., 2011; Hattori et
al., 2011; Kretzschmar et al., 2015), tornando-se desta forma genes candidatos na resposta

de arroz daninho a submersdo (Tabelal).

TABELA 1. Genes de referéncia e candidatos a tolerancia a submersdo, sequéncia dos
primers (5'-3") utilizados para a anélise de RT-gPCR e temperatura de
pareamento (Tm). UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. 2018.

Gene Sequéncia do primer (forward)  Sequéncia do primer (reverse) °C

RAmy3D* 5’-gctcaaaccagtttctacacggc-3’ 5’-gcececgcaattaacctagagg-3’ 62,0

SUS3 5’-ttcacagctgacctgattgc-3’ 5’-acttggggtcaaagacatcg-3’ 64,0
ADH1 5’-acgagtttcagttcgtcaccctct-3°  5’-aaccacaactcgagcgcacaaatc-3’ 60,5
ADH2 5’-cactttgttggcacatccac-3’ 5’-tgagaatgcagaccttgtcg-3’ 63,0
PDC1 5’-cgtccacaccgtctacctc-3’ 5’-cctcagceacgctgtacttctg-3’ 63,0
SNRK1 5’-gagacaccaaactcagccactg-3’ 5’-atgcctcaagccaaacccag-3’ 62,0
OsTPP7 5’-gggaggatggtgttcgag-3’ 5’-agcgagtcgaggaggaact-3’ 63,0
SUB1A 5’- acaacggcctcatcacaatc-3’ 5’-caggcttccctgcatatgat -3’ 62,5

ELF4-A 5’- ttgtgctggatgaagcetgatg-3°  5°-ggaaggagctggaagatatcataga-3° 62,0

18S 5’-gtgacggagaattagggttc-3’ 5’-tgtcaggattgggtaatttg-3’ 62,0

UBI-10 5’-tggtcagtaatcagccagtttgg-3°  5°-gcaccacaaatacttgacgaacag-3’° 62,0

ACT. 5’-tttccaagggtgagtatgatgag-3°  5’-acacaggacacaaaagccaacta-3’ 64,0

*RAmy3D: Rice Alpha-amilase 3D, SUS3- Sucrose Synthase 3, ADH1: Alcohol Dehydrogenase 1, ADH2:
Alcohol Dehydrogenase 2, PDC1: Pyruvate Decarboxylase 1, SNRK1: SNORKEL 1, OsTPP7: Trehalose-6-
Phosphate Phosphatase 7, SUB1: Submergence 1, EIF4-A: Fator de iniciagdo eucaridtico-4-A, 18S: RNA
ribossomal 18S, UBI-10: Ubiquitina-10, ACT: Actina.

As sequéncias de nucleotideos de cada gene foram obtidas por meio do NCBI
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(National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Com o
auxilio do programa BLAST (Basic Local Alignment Search  Tool,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) foi realizado o alinhamento de sequéncias para a identificagdo
das regides mais conservadas de cada gene em outras espécies vegetais. A partir dessas
sequéncias foi realizada a confeccdo de primers com auxilio do programa Primer3Plus
(<http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/ primer3plus.cgi>).

As reagdes de RT-qPCR (reverse transcription - quantitative polimerase chain
reaction) foram realizadas em Termociclador 7300 Real Time Systems (Applied
Biosystems) seguindo as condigdes: 50 °C por 2 min; 95 °C por 10 min; 40 ciclos de 95 °C
por 15 segundos, 62 °C a 65 °C (dependendo do par de primer) por 1 min e 72 °C por 30 s.
Os niveis de expressao dos genes enddgenos e alvos foram analisados em triplicatas de cada
uma das 4 repeticGes bioldgicas. Concomitantemente, uma amostra em branco (apenas dgua)
foi utilizada para descartar contaminacdo e as curvas de dissociacdo confirmaram a
especificidade da amplificagéo.

A estabilidade dos genes referéncia foi avaliada a partir dos valores de Ct (cycle
threshold) obtidos na reagdo de RT-gPCR (Wang et al., 2015), utilizado a ferramenta
RefFinder (Xie et al.,2012) (http://fulxie.Ofess.us./?ckattempt=1), que integra 0s programas
computacionais geNorm, Normfinder, BestKeper e método Ct, para comparar e ranquear
genes de referéncia. A classificagdo mais abrangente do coeficiente de estabilidade fornecida
pelo programa foi utilizada para a escolha dos genes normalizadores. Para 0S genes
candidatos foram calculadas a média, desvio padrdo e o intervalo de confianca dos valores
de Ct de cada tratamento.

O ajuste das curvas de amplificacdo e eficiéncia da RT-gPCR foi realizada através
do software LinRegPCR v.12.2. Valores de R>0,99, com eficiéncia entre 1,8 e 2 e nimeros
de pontos maiores que 4 foram aceitos (Tuomi et al., 2010). Por sua vez, a analise de

expressao relativa foi realizada atraves da equacdo Dussault & Pouliot (2006), onde o AACt
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= (Ctalagado — Ctreferencia) - (Ctcontrole - Ctreferencia), sendo o AACt a expressao relativa do gene, e
a aplicacéo do resultado em 242 fornece a dimensdo de variagdo. O valor de Ctreferéncia O
determinado pela média dos genes de referéncia que apresentaram menores coeficientes na

andlise de estabilidade realizada no programa computacional RefFinder.

4.2.2 11 — Efeito da temperatura sobre a expressao de genes relacionados a
tolerancia a submersdo em arroz daninho
O estudo foi conduzido em cémaras de crescimento (BDR16 - Conviron) com
ambiente climatizado e em delineamento experimental completamente casualizado, com
arranjo fatorial 3x2x5, sendo o fator A as temperaturas de 20, 25 e 30 °C, o fator B a presenca
de lamina de agua (10,0 cm acima do solo) e auséncia (testemunha com solo saturado); fator
C referente aos 4 gendtipos de arroz (cultivares Nipponbare e IRGA 417 e 0s genotipos de
arroz daninho 1TJ03 e AV04). Em trabalho prévio, as cultivares de arroz e os genotipos de
arroz daninho 1TJO3 e AV04 foram caracterizados como sensiveis, tolerante e mediamente
tolerante ao alagamento durante seu estabelecimento, respectivamente (Capitulo I). Foram
utilizadas quatro repeticGes para cada tratamento, onde cada repeticdo consistiu em 10
sementes, totalizando 40 sementes de cada gendtipo por tratamento. O preparo das sementes
e semeadura foram realizados conforme descrito para o estudo I.

A coleta de tecido vegetal da parte aérea e radicular foi realizada separadamente
aos 14 dias apos a semeadura (DAS), sendo estas imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido e armazenadas a -80 °C. A extracdo, quantificagdo e purificacdo do RNA, bem como
a sintese de cDNA foi realizada como descrita para o estudo I. Os genes candidatos utilizados
foram 0 RAmy3D, ADH2 e SNRK1 e os genes referéncia foram o 18S, ACT, UBI-10 e ELF4-
A (Tabela 1). A cultivar IRGA 417 na temperatura de 20 °C e condicao de solo saturado foi
considerado a condi¢do controle para os calculos de expressao relativa. A estabilidade dos

genes de referéncia e a expressao relativa dos genes candidatos foram calculados como
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descrito para o estudo |I.

4.3 Resultado e discussao

4.3.1 | - ldentificacdo e expressdo de genes relacionados a tolerancia a
submersao durante a germinacao e o crescimento inicial de arroz

daninho

4.3.1.1 Analise de estabilidade de genes referéncia

A amplificacdo dos genes referéncia em todos os tratamentos avaliados (genotipos
de arroz x lamina de agua x periodos de coleta) demonstrou que o gene 18S apresenta maior
quantidade de transcritos a partir de menor namero de ciclos na reacdo de PCR em tempo
real, resultando em elevada presenca constitutiva. Os Cts médios observados foram 16,07,
20,97; 27,26 e 37,23 para os genes de referéncia 18S, Ubiquitina-10, Actina e ELF4-a,
respectivamente (Figura 1A). A amplitude de variacdo do Ct dos genes 18S e Ubiquitina -
10 demonstraram menor variacao, resultando menor amplitude do intervalo de confianca e
maior estabilidade frente aos tratamentos em que foram avaliados.

A estabilidade dos genes de referéncia, aferida pelo programa computacional
RefFinder, indicou maior estabilidade do gene 18S para os tratamentos utilizados neste
estudo (Figura 1B, 1C, 1D, 1E e 1F). A anélise de estabilidade obtida pelo calculo do Delta
Ct demonstrou maior coeficiente de estabilidade para o gene 18S e UBI-10, enquanto o gene
ELF4-A e a ACT demonstraram desempenho inferior com valores respectivos de 2,6250,
2,6460, 2,9730 e 3,4740 (Figura 1B). Os genes que apresentam 0s menores valores para 0s
coeficientes de estabilidade sdo menos influenciados pelos tratamentos utilizados no estudo,
tornando-se mais estavel e indicados como normalizadores para a utilizagdo em anélise de

expressao relativa (Xie et al., 2012).
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A verificacdo da estabilidade dos genes normalizadores realizada pelos algoritmos
BestKeeper, NormFinder, Genorm e RefFinder demonstraram desempenho similar e
superior para os genes 18S e UBI-10 (Figura 1C, D, E e F). Em estudo com arroz daninho
sob competicdo e diferencial doses de nitrogénio os genes 18S e UBI-10 também
apresentaram desempenho satisfatorio, sendo indicados como normalizadores para trabalhos
de expressao diferencial em relacdo ao efeito de nitrogénio (Benemann et al., 2017).
Anélises de expressdo relativa necessitam a utilizacdo de dois genes para a
normalizacg&o dos valores obtidos pois diminuem o desvio padrdo e melhoram a visualizagao
das diferencas na expresséo dos genes alvo (Nakayama et al., 2014). Desse modo, a partir
da avaliacéo de estabilidade, os genes 18S e UBI-10 foram escolhidos para a normalizacéo
da expresséo relativa dos genes candidatos envolvidos com a tolerancia ao alagamento no

estabelecimento de arroz daninho.

4.3.1.2 Andlise de expressao de genes relacionados com a mobilizacéo de reservas

durante a germinacéo e o crescimento inicial

Os genes relacionados com a mobilizacdo de reservas, Rice a-amylase 3D
(RAmy3D), Sucrose Synthase 3 (SUS3) e Trehalose-6-Phosphate Phosphatase 7 (OsTPP7),
durante a germinagdo e o crescimento inicial de arroz sob condi¢cdo de submerséo
demonstraram comportamento distintos quanto aos genétipos avaliados, ao periodo de
avaliacdo e a condicdo de alagamento ou saturacdo do solo (Figuras 2, 3 e 4). O gene
RAmy3D apresentou incremento de expressao na condicdo de alagamento ja para o periodo
de 0,5 DAS em todos os genotipos de arroz avaliados, mas com amplitudes diferenciadas,
na comparacao com a condicdo padrdo, cultivar IRGA 417 na condicdo néo alagada e tempo
zero (Figura 2).

A expresséo relativa de RAmy3D apresentou incremento significativo para a cultivar

Nipponbare em todos os periodos e condic¢des avaliadas, demostrando nao ser responsivo ao
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alagamento nesse gendtipo (Figura 2D). Enquanto a cultivar IRGA 417 ndo apresentou
incremento diferenciado para as condi¢Oes de alagamento e solo saturado (Figura 2A). Esse
comportamento indica que ambas as cultivares, caracterizadas como suscetiveis ao
alagamento durante o estabelecimento, ndo apresentam como mecanismo de tolerdncia a
submersdo 0 aumento da expressdo de RAmy3D.

O gendtipo de arroz daninho tolerante ao alagamento durante a germinagdo e
emergéncia, 1TJO3 apresentou expressao relativa de RAmy3D 7; 23; 20; 31; 10 e 9 vezes
superior a testemunha aos 0,5; 1; 2; 4; 8 e 16 DAS, respectivamente (Figura 2B). A inducgéo
na expressao relativa do gene RAmy3D também é relatada em cultivares de arroz tolerantes
a submersdo, sendo até 592 vezes superior a sensivel, oito dias ap6s a semeadura (Lasanthi-
Kudahettige et al., 2007). J& o gendtipo de arroz daninho AVO04, que tem tolerancia
intermediéria ao alagamento, demonstrou incremento inferior na expressdo de RAmy3D na
comparacdo com o ITJO3, mas obteve aumento significativo quando comparado a cultivar
IRGA 417 nos periodos de 2, 4 e 8 DAS, com valores respectivos de 5; 4 e 6 vezes (Figura
2C). Deste modo, aumento dos transcritos de RAmy3D corrobora a diferencial capacidade
de estabelecimento dos genotipos AV04 e ITJO3, que sob 10 cm de lamina de &gua
apresentam 30 e 80% de emergéncia, sendo caracterizados como genétipos de média e

elevada tolerdncia a submerséo (Capitulo 1).
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FIGURA 2. Expressao relativa do gene Rice a-Amylase 3D - RAmy3D, em gendtipos de
arroz (Oryza sativa L.), sensiveis — cultivar IRGA 417 e Nipponbare (A e D);
tolerante — arroz daninho ITJO3 (B); e mediamente tolerante — arroz daninho
AV04 (C) nas situacdes de solo alagado (Iamina de 10 cm) e imido (controle)
nos periodos de 0; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16 e 24 dias ap0s a semeadura. Barras verticais
indicam o intervalo de confianga (0=0,05). UFRGS, Porto Alegre - RS, Brasil,

2018.

A inducéo de RAmy3D diferente de outras a-amilases ndo ocorre por giberelinas, cuja

sintese ¢ dificultada sob submersdo, mas pela disponibilidade de actcar (Umemura et al.

1998). O rapido consumo de carboidratos solUveis durante as primeiras fases de germinacao

anaerdbica em sementes de arroz desencadeia a escassez de aglcar que induz a expressao de
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RAmy3D e o catabolismo de carboidratos (Perdesen et al., 2017). A quebra do amido libera
carboidratos para a glicolise, que € a fonte de energia (ATP) para o metabolismo germinativo
da semente (Lasanthi-Kudahettige et al., 2007; Perdesen et al., 2017). Deste modo, 0s
gendtipos de arroz daninho que possuem maior expressdo de RAmy3D elevam a
disponibilidade de carboidratos para a glicolise e conseguem obter a energia necessaria para
germinar, emergir e se estabelecer sob condi¢do de submerséo.

A cultivar de arroz IRGA 417 demonstrou desempenho significativo na presenca de
transcritos de SUS3 na condicdo de 10 cm de lamina de &gua aos 0,5; 1 e 2 DAS, com
expressdo relativa 7; 5 e 6 vezes superior a testemunha (Figura 3A). O gendtipo 1TJO3
tolerante a submersao, s6 apresentou significativo incremento na expressao relativa de SUS3
na condi¢do de solo alagado no periodo de 1 DAS, com desempenho 12 vezes maior que a
testemunha (Figura 3B). Enquanto que AV04 e Nipponbare ndo apresentaram em nenhum
periodo avaliado desempenho superior ao IRGA 417 na condicao de submerséo (Figura 3C
e D). Na avaliacdo dos diferentes periodos sob alagamento e comparado a condicdo solo
saturado, 0 genotipo de arroz daninho AV04 demonstrou maior nivel de transcrito de SUS3
apenas aos 2 e 8 DAS.

Investigacdes anteriores indicam que a expressdo de SUS3 na germinacéo de arroz
cultivado sob alagamento foi elevada em até quatro vezes na comparacao com a condicao de
disponibilidade de oxigénio (Magneschi and Perata, 2007). A maior presenca de transcritos
de SUS3 poderia aumentar a disponibilidade de substrato para a glicdlise e auxiliar na
obtencdo de energia para 0 metabolismo germinativo do arroz (Miro & Ismail, 2013).
Entretanto a correlag@o entre SUS3 e tolerancia a submersdo nao foi comprovada, pois nao
houve diferenca aparente na atividade da enzima sacarose sintase em sementes de gendtipos
de arroz tolerantes e sensiveis a submerséo, quando avaliado em submerséo (Ismail et al.,
2009). Este contexto corrobora o observado no presente trabalho, onde o genoétipo IRGA

417 caracterizado como sensivel ao alagamento apresentou maior expressao relativa do gene
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SUS3, inferindo que os ganhos na quantidade de transcritos deste gene podem néo

representar ganhos adaptativos ao alagamento durante a fase de estabelecimento de arroz.
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indicam o intervalo de confianga (0=0,05). UFRGS, Porto Alegre - RS, Brasil,
2018.
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O alagamento induziu diferencialmente a expresséo relativa do gene OsTPP7 para
0s gendtipos utilizados, sendo que apenas os genotipos 1TJ03 e AV04 obtiveram incrementos
na quantidade de transcritos em todos os periodos avaliados apds a semeadura (Figura 4). O
genotipo 1TJO3 apresentou os melhores desempenhos na expressao relativa de OsTPP7, com
valores variando de 20; 47 e 30 vezes superior a testemunha, para 0,5; 4 e 24 DAS,
respectivamente (Figura 4B). O desempenho do genétipo AV04 foi menos expressivo e
manteve-se praticamente estdvel para a condicdo de alagamento, atingindo
aproximadamente 10 vezes mais a expressao da testemunha (Figura 4C). Na comparagéo
entre os dois genotipos de arroz daninho, o desempenho do ITJO3 frente ao AV04, para a
condigéo alagada, foi 3 e 5 vezes superior aos 1 e 8 DAS.

A diferenca observada para a expressdo do gene OsTPP7 corrobora a capacidade de
estabelecimento dos diferentes gendtipos em condicdo de alagamento, onde desempenho
superior é observado para o ITJO3, intermediario para AV04 e menor para as cultivares
IRGA 417 e Nipponbare que sdo consideradas sensiveis ao alagamento (Capitulo 1). A
correlacdo observada entre gen6tipos tolerantes ao alagamento e 0 aumento da expressao de
OsTPP7 durante o estabelecimento se deve a enzima codificada por esse gene atuar como
sensor energético, determinando anabolismo ou catabolismo dependendo da disponibilidade
local de sacarose (Kretzschmar et al., 2015). Embora a cascata de sinalizacdo de OsTPP7
ainda ndo seja totalmente conhecida, estudos revelaram que este gene ao codificar a enzima
fosfatase de trealose-6-fosfato sob condicdo de submersdo promove o0 aumento da
mobilizacdo de amido, oferta de carboidratos para a glicolise, estimula o alongamento do
coledptilo e culmina no aumento da tolerdncia ao alagamento durante a germinagéo
anaerobica do arroz (Kretzschmar et al., 2015, Zhang et al., 2017). Deste modo, para o arroz
daninho a atuacdo desse gene pode estar relacionado a ganho na capacidade de
invasibilidade, adaptacdo aos sistema de cultivo e capacidade de infestacdo de areas de

cultivo que utilizam a lamina de agua como ferramenta de controle dessa planta daninha.
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FIGURA 4. Expressdo relativa do gene Trehalose-6-Phosphate Phosphatase 7- OsTPP7
em gendtipos de arroz (Oryza sativa L.), sensiveis — cultivar IRGA 417 e
Nipponbare (A e D); tolerante — arroz daninho ITJO3 (B); e mediamente
tolerante — arroz daninho AV04 (C) nas situagdes de solo alagado (lamina de
10 cm) e imido (controle) nos periodos de 0; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16 e 24 dias ap0s
a semeadura. Barras verticais indicam o intervalo de confianga (0=0,05).
UFRGS, Porto Alegre - RS, Brasil, 2018.

4.3.1.3 Andlise de expressdo de genes envolvidos na respiracdo
anaerobica
A expressdo relativa dos genes envolvidos com a respiracdo anaerobica, PDC1,

ADH1 e ADH2 demonstraram desempenhos distintos quanto a presenca de submerséo,
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periodos de avaliacdo e genotipos utilizados (Figura 5, 6 e 7). Os genes PDC1, ADH1 e
ADH2 codificam as enzimas piruvato descarboxilase 1 e alcool desidrogenase 1 e 2 (ADH1
e ADH2) que atuam na manutencdo da glicélise a partir do consumo de poder redutor
NADH" na rota de fermentacédo alcodlica, regenerando NAD™ (Takahashi et al., 2014). O
NAD™ retorna a glicélise como aceptor de poder redutor, impedindo que essa rota de
obtencgéo de energia em anaerobiose seja inibida (Magneschi & Perata, 2007). A atuacdo da
piruvato descarboxilase 1 ocorre na transformacdo de piruvato, residuo da glicolise, em
acetaldeido, que na sequéncia € utilizado pelas enzimas ADH na produgdo de etanol
(Lasanthi-Kudahettige et al., 2007; Fukao et al., 2011). Nesse contexto, a manutengéo da
glicdlise, obtengdo de energia em condigdo de submersdo, bem como a tolerancia a esse
estresse esta atrelada a expressdo de PDC1, ADH1 e ADH2.

A expressdo relativa de PDC1 ndo apresentou incremento significativo para a
condicdo de alagamento, nos diferentes periodos avaliados para as cultivares Nipponbare e
IRGA 417 (Figura 5A e 5D). Em todos os periodos avaliados em condicéo de submerséo o
gendtipo ITJO3 demonstrou aumento da expressao relativa do gene PDC, com 0s maiores
valores observados aos 0,5 e 2 DAS, com 7 e 6 vezes mais transcritos que a testemunha
(Figura 5C). Resultados mais elevados sdo descritos para arroz cultivado, onde a expresséo
de PDC1 relativa foi de até 594 vezes superior quando a germinacdo ocorreu em condi¢do
de alagamento (Magneschi & Perata, 2007).

O maior incremento na expressao relativa de PDC1 foi verificado para o arroz
daninho AV04 sob condicdo de alagamento 1 DAS, atingindo 13 vezes mais transcritos que
a testemunha, IRGA 417 na condicdo saturada e tempo zero (Figura 5C). Esse desempenho
néo este de acordo em totalidade com o observado para a capacidade intermediaria e elevada
de estabelecimento demonstrada pelos genotipos AV04 e ITJO3, respectivamente. Nesse
sentido, era esperado maior expressao para o gendtipo ITJO3, pois investigacdes anteriores

sugerem a necessidade da presenca desse gene na resposta ao alagamento durante o
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estabelecimento (Lasanthi-Kudahettige et al., 2007; Takahashi et al., 2014). Contudo, em
estudos durante a germinacgéo de arroz cultivado em condicao de anaerobiose foi encontrada
a presenca do gene PDC2, cuja enzima produzida apresenta funcdo similar na respiragdo
alcodlica (Magneschi & Perata, 2007). Portanto, o gene PDC2 poderia estar presente no

genotipo ITJ03, auxiliando na manutencao da respiracdo anaerobica.
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FIGURA 5. Expressao relativa do gene Pyruvate Decarboxylase 1 -PDC1 em gen6tipos de
arroz (Oryza sativa L.), sensiveis — cultivar IRGA 417 e Nipponbare (A e D);
tolerante — arroz daninho 1TJ03 (B); e mediamente tolerante — arroz daninho
AV04 (C) nas situacdes de solo alagado (Iamina de 10 cm) e imido (controle)
nos periodos de 0; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16 e 24 dias ap0Os a semeadura. Barras verticais
indicam o intervalo de confian¢a (a=0,05). UFRGS, Porto Alegre - RS, Brasil,
2018.
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A cultivar IRGA 417 ndo demonstrou ganhos significativos na expresséo relativa do
gene ADH2 nos periodos de avaliacdo e para as condi¢des de alagamento e solo saturado
(Figura 6A). A submersédo induziu 0 aumento da expressao relativa desse gene no genétipo
de arroz daninho ITJO3 tolerante ao alagamento, para todos os periodos de avaliagdo, com
excecdo dos 24 DAS (Figura 6B). Os ganhos em expressdo para o genotipo 1TJO3 sob
submersdo superaram em 12 vezes a testemunha no periodo de 1 DAS, e se mantiveram
proximos a 10 vezes aos 0,5; 2 e 4 DAS. Desempenho similar foi observado em estudos
comparativos em arroz cultivado, onde obteve-se aumento de quatro vezes na expressao de
ADH1 na cultivar tolerante na avaliacdo as seis horas apds a semeadura sob submersédo
(Lasanthi-Kudahettige et al., 2007).

O gene ADHL1 apresentou elevagdo de 6; 4; e 4 vezes na quantidade de transcritos
quando aferida aos 1; 2 e 8 DAS no gendtipo AV04 em condi¢do de submersdo quando
comparado a testemunha (Figura 6C). O comportamento distinto dos genétipos de arroz
quanto a expressdo de ADH1 reflete a capacidade diferencial de germinagao e o crescimento
inicial sob 1dmina de &gua apresentada pelos mesmos, com baixa ou auséncia de tolerancia
demonstrada pelas cultivares IRGA 417 e Nipponbare e, mediana e elevada tolerancia dos
genotipos AV04 e 1TJ03, respectivamente (Capitulo ).

A expressdo relativa do gene ADH2 avaliado em oito periodos apds a semeadura
(DAS) demonstrou interacdo significativa entre as condi¢des de submerséo e genotipos de
arroz (Figura 7). O gendtipo de arroz cultivado IRGA 417 ndo apresentou variagdo na
expressao relativa do gene ADH2 em todos os periodos avaliados na condicdo de solo
saturado, quando comparado a testemunha no periodo zero dias e condi¢édo de solo saturada
(Figura 7A). Contudo, este mesmo genotipo apresentou elevacdo da expressdo relativa na
condicéo de submerséo nos periodos de 0,5 e 1 dia, sendo 12 e 7 vezes superior a testemunha.
A baixa inducdo de genes na resposta ao alagamento esta de acordo com a baixa tolerancia

a submersdo durante o estabelecimento da cultivar IRGA 417 que, apresentou apenas 16,7%
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e 0,0% de emergéncia quando submetida a 5 e 10 cm de lamina de agua, respectivamente

(Capitulo I).

IRGA 417 1TJ03

>
w

2 — Controle 20 4 C— Controle

18 | === Alagado =3 Alagado
16 |

18 4
16 1

14 4
14 4

12 | o
10 { % he

12 4
10 A

Expressao relativa do gene ADH1

Expressao relativa do gene ADH1

4<
2<
\ﬁ_l\ J \_Y_/\_Y_) 0
0 05 1 2 4 g 16 24 S G J G ] G G G J S
Dias apés a semeadura o 05 1 2 4 8 6 A
Dias apés a semeadura

C. AV04 D. NIPPONBARE
20 4 c | 20
—
T 1| A?ntr(()je T — Controle
a) = Alagado - 7 === Alagado
< 16+ <
Q 9 15
£ £
5 v &
CIRTE 3
« ®
2 101 2 104
= K
S 89 o)
1 Lo
S 64 =
) R
] @ 54
174 7]
0 4 o
1N 1
8 2
“o2 ol
~ =
07\_Y_M_Y_J\_Y_)\_Y_/\_Y_J\_Y_H_Y_M_Y_/ 07\ Y J\ Y N Y )\ Y J\ Y J\ Y JA Y JL v J
0 05 1 2 4 g8 16 4 0 05 1 2 4 8 6 4
Dias ap6s a semeadura Dias apds a semeadura

FIGURA 6. Expressao relativa do gene Alcohol Dehydrogenase 1 - ADH1 em gen6tipos de
arroz (Oryza sativa L.), sensiveis — cultivar IRGA 417 e Nipponbare (A e D);
tolerante — arroz daninho 1TJ03 (B); e mediamente tolerante — arroz daninho
AV04 (C) nas situacdes de solo alagado (Iamina de 10 cm) e imido (controle)
nos periodos de 0; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16 e 24 dias ap0Os a semeadura. Barras verticais
indicam o intervalo de confian¢a (a=0,05). UFRGS, Porto Alegre - RS, Brasil,
2018.
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O arroz daninho ITJO3 demonstrou pequena elevacdo na expressao relativa do gene
ADH2 na condic¢&o de solo saturado, em todos os periodos avaliados, em comparagdo com a
testemunha (Figura 7B). No entanto, sob condicdo de alagamento, 0 gene ADH2 teve sua
expressdo estimulada pela baixa disponibilidade de oxigénio, com elevacao da expressao ja
na avaliacdo de 0,5 DAS, com valor 20 vezes superior a testemunha. Nos periodos de 1; 2 e
4 dias ap6s a semeadura sob condi¢do de submersdo foram observados para o 1TJO3 os
maiores valores de expressao relativa do gene ADH2, sendo 63; 57 e 29 vezes superior a
testemunha, respectivamente. Em condicdo de alagamento a expresséo relativa desse gene
para o genotipo 1TJO3 se manteve elevada, acima de 15 vezes na comparacédo a testemunha,
até os ultimos periodos de avaliacdo, 8, 16 e 24 DAS.

A avaliacdo de expressédo relativa do gene ADH2 realizada para o genétipo de
arroz daninho AV04 revelou elevada expressdo ja no tempo zero dias, bem como em todos
os periodos avaliados na condi¢do sem alagamento em comparacgao aos genotipos IRGA 417
e ITJO3 (Figura 7C). Na condigéo de alagamento a expressdo de ADH2 foi estimulada no
gend6tipo AV04, mas foi significativamente superior apenas nos periodos de 1; 16 e 24 DAS,
na comparagdo com o0 mesmo gendtipo semeado em solo saturado. Alternativamente, para
0s periodos de 0,5; 2; 4 e 8 DAS a maior expressdo de ADH2 no genotipo AV04 foi
equivalente para ambas as condigOes de solo saturado e alagado. Deste modo, o efeito do
alagamento foi variavel entres os periodos avaliados e 0 gen6tipo AV04 apresenta maior
expressdao do gene ADH2 independente do alagamento quando comparado aos demais
gendtipos. A tolerancia intermediaria atrelada a esse gendtipo pode ser resultado de outro
mecanismo atuando de forma isolada ou complementar & maior expresséo relativa de ADH2.
Ainda para o gene ADH2, o0 gendtipo de arroz cultivado Nipponbare demonstrou néo ter a
expressao relativa desse gene induzida pela condi¢do de submersédo em nenhum dos periodos

avaliados (Figura 7D).
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FIGURA 7. Expressdo relativa do gene alcohol dehydrogenase 2 — ADH2 em gen6tipos de

arroz (Oryza sativa L.), sensiveis — cultivar IRGA 417 e Nipponbare (A e D);
tolerante — arroz daninho ITJO3 (B); e mediamente tolerante — arroz daninho
AV04 (C) nas situagdes de solo alagado (ldamina de 10 cm) e imido (controle)
nos periodos de 0; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16 e 24 dias ap0s a semeadura. Barras verticais
indicam o intervalo de confian¢a (a=0,05). UFRGS, Porto Alegre - RS, Brasil,
2018.

4.3.1.4 Anélise de expressdo de gene envolvido com a estratégia de quiescéncia

O gene Submergence 1 - Sub1A néo apresentou diferencas na expressao relativa para

0s gendtipos de arroz utilizados em diferentes periodos de avaliacdo e frente as condicdes

de presenca ou auséncia de ldamina de agua durante a germinacdo e o crescimento inicial
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(Figura 8). O gene SublA, fator de transcri¢do responsivo ao etileno, é responsavel pela
estratégia de quiescéncia durante a fase vegetativa do arroz (Xu et al., 2006). As respostas
promovidas por SUB1A sdo observadas para alagamentos rapidos e profundos, ocasionando
a reducdo do alongamento dos entrends da planta, desaceleracdo dos processos metabdlicos

e do crescimento (Bailey-Serres et al., 2010; Schmitz et al., 2013).
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FIGURA 8. Expressao relativa do gene Submergence 1 - SublA em gen6tipos de arroz
(Oryza sativa L.), sensiveis — cultivar IRGA 417 e Nipponbare (A e D);
tolerante — arroz daninho 1TJ03 (B); e mediamente tolerante — arroz daninho
AV04 (C) nas situacdes de solo alagado (lamina de 10 cm) e imido (controle)
nos periodos de 0; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16 e 24 dias ap0Os a semeadura. Barras verticais
indicam o intervalo de confian¢a (a=0,05). UFRGS, Porto Alegre - RS, Brasil,
2018.
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A auséncia de alteracbes na expressdo relativa do gene SUB1A sugerem que 0
mecanismo de quiescéncia ndo esta presente nos genoétipos de arroz daninho como resposta
ao alagamento até os 24 DAS. Em estudos com cultivares contrastantes quanto a presenca
do gene SUB1A ndo foram verificadas alteracdes na capacidade de germinacdo sob
alagamento (Sarkar, 2012). Ainda nesse contexto, plantulas com 15 dias de idade da cultivar
IR64-SUBL, detentora da estratégia de quiescéncia, apresentaram apenas 11% de
sobrevivéncia quando submetidas a submersdo (Gautam, et a., 2017). A atuacdo do
mecanismo de tolerdncia ao alagamento regido pelo gene SUB1 ocorre apds o
estabelecimento do arroz e ndo apresenta efeito sobre a germinacdo e emergéncia sob

submersao.

4.3.1.5 Anélise de expressao de gene envolvido com a estratégia de escape

A expressao relativa do gene SNORKEI 1 (SNRK1) apresentou os maiores valores
para 0s genotipos de arroz daninho, foi praticamente inexistente para a cultivar Nipponbare
e apresentou pouco incremento para a cultivar IRGA 417 (Figura 9). O gene SNRK1 foi
significativamente mais expresso para o genotipo AV04 na condicdo de alagamento apenas
aos 2; 4 e 8 DAS com valores respectivos de 3; 8 e 14 vezes superior a testemunha (Figura
9C). Enquanto que para o genotipo 1TJ03 a expressdo relativa do gene SNRK1 foi induzida
pelo alagamento em todos os periodos apds a semeadura, com 0 maior valor de expressao
ocorrendo 1 DAS, sendo 63 vezes maior que o valor observado para a testemunha (Figura
9B). Ainda para o gendtipo 1TJO3 e condicdo de alagamento, a expresséo relativa foi de 16

vezes aos 0,5DAS e se manteve préximo a 30 vezes nos periodos de 2; 4 e 8 DAS.
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FIGURA 9. Expressdo relativa do gene SNORKEL 1 (SNRK1) gendtipos de arroz (Oryza
sativa L.), sensiveis — cultivar IRGA 417 e Nipponbare (A e D); tolerante —
arroz daninho ITJO3 (B); e mediamente tolerante — arroz daninho AV04 (C)
nas situacdes de solo alagado (lamina de 10 cm) e Umido (controle) nos
periodos de 0; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16 e 24 dias ap06s a semeadura. Barras verticais
indicam o intervalo de confian¢a (a=0,05). UFRGS, Porto Alegre - RS, Brasil,
2018.

A atuagdo do gene SNRK1 durante o estabelecimento do arroz sob submerséo esta
relacionada com a inducdo do rapido alongamento do coleoptilo e a promocéo do escape da
lamina de agua (Hattori et al, 2011; Miro & Ismail, 2013). Deste modo, genotipos com

elevada capacidade de alongamento do coledptilo conseguem emergir em menor periodo de
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tempo, atingindo a superficie da agua e podendo iniciar a obtencao de energia por meio das
vias aerdbicas (Ismail et al., 2012). O gendtipo de arroz daninho 1TJO3 ao possuir elevada
expressdo de SNRK1, apresenta rapido crescimento do coleodptilo e crescimento inicial,
permitindo rapido estabelecimento mesmo na presenca de ldmina de agua. Deste modo, a
presenca do mecanismo de escape mediado por SNRK1 pode se caracterizar como a ultima
etapa da sequéncia de ajustes do metabolismo observadas para o gendtipo tolerante 1TJO3,
que envolve a mobilizacdo de reservas através dos genes RAmy3D, OsTPP7 e SUSS,
respiracdo anaerdbica obtida através de PDC1, ADH1 e ADH2 e culmina com o rapido
alongamento de coledptilo e emergéncia obtido devido a maior expressdo do gene
SNORKEL1. Sendo assim, a elevada capacidade de emergir sob condi¢cdo de submerséo
apresentado pelo genotipo de arroz daninho 1TJO3, pode ser resultante da atuacdo conjunta

destes mecanismos de tolerancia ao alagamento.

4.3.2 11 — Efeito da temperatura sobre a expressao de genes relacionados a

tolerdncia a submersdo em arroz daninho

4.3.2.1 Analise de estabilidade de genes referéncia em diferentes temperaturas
O gene de referéncia 18S em todos os tratamentos avaliados (genétipos de arroz x
lamina de 4gua x temperaturas) apresentou maior quantidade de transcritos a partir de menor
namero de ciclos na reacdo de PCR em tempo real quando comparado ao demais genes
reguladores. Os Cts médios observados foram 15; 20; 27 e 27 para 0s genes de referéncia
18S, Ubiquitina-10, Actina e ELF4-a, respectivamente (Figura 10A). Os genes 18S e UBI-
10 demonstraram menor variagdo na amplitude Cts, com menor intervalo de confianga e

maior estabilidade frente aos tratamentos em que foram avaliados.



32 A
30 A
28 A
26

Valores de Ct

18
16 A
14 4

3,0 1

Coeficiente de estabilidade

0,0

351

Coeficiente de estabilidade

0,0

24 1
22 1
20 1

!

2,51

2,0

15 A

1,0

0,5

188 UBIQUITINA-10 ACTINA ELF4-A

Genes de referéncia

3,0 1

2,5 1

2,0

15 A

1,0 A

0,5

BestKeeper
2,6920
2,0870
1,2620
0,8240
18S UBIQUITINA-10 ACTINA ELF4-A
Estabilidade dos genes
Genorm
3,3150
2,9570
2,3300 2,3300
UBIQUITINA-10 185 ACTINA ELF4-A_

Estabilidade dos genes

Coeficiente de estabilidade

w)

Coeficiente de estabilidade

Tn

Coeficiente de estabilidade

4,0 q

3,51

3,0

2,51

2,0

1,5 A

1,0

0,5 1

0,0 -

351

3,01

2,51

2,01

154

1,0 4

0,5 A

0,0

45 -

4,0 q

3,5 1

3,0 4

2,51

2,0 4

154

1,0 4

0,5 4

0,0

88

Delta Ct
3,6729
3,3180
3,1230 3,1460
185 UBIQUITINA-10  ACTINA ELF4-A
. ;
Estabilidade dos genes
NormFinder
3,0008
2,3000
1,0860 2,0450
185 UBIQUITINA-10  ACTINA ELF4-A
Estabilidade dos genes
RefFinder (classificacio abrangente)
4,000
3,0000
1,6820
1,0000
UBIQUITINA-10 185 ACTINA ELF4-A
Estabilidade dos genes
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A estabilidade dos genes de referéncia, aferida pelo programa computacional
RefFinder que utiliza um compilado de quatro algoritmos, indicou maior estabilidade para o
gene UBI-10 para os tratamentos utilizados neste estudo (Figura 10 B, C, D, Ee F). A
classificacdo abrangente de estabilidade indicou menor estabilidade para os genes ELF4-A e
ACTINA, com indices de 4,000 e 3,000, enquanto os genes UBI-10 e 18S apresentaram
valores de 1,000 e 1,6820 respectivamente (Figura 4F). Deste modo, 0S genes que
apresentam os menores valores para os coeficientes de estabilidade sdo menos influenciados
pelos tratamentos utilizados no estudo, tornando-se mais estaveis e indicados como
normalizadores para a utilizacdo em analise de expressao relativa (Xie et al., 2012). Assim,
a média de UBI-10 e 18S foi utilizada na normalizacdo dos dados de expressao relativa de
forma a elevar a confiabilidade e a visualizacdo das diferencas de expressao dos genes alvo

(Nakayama et al., 2014).

4.3.2.2 Analise de expressado de gene envolvido com a mobilizacéo de reservas

A variacdo de temperatura, o sistema radicular e parte aérea e 0s gendtipos avaliados
demonstraram interacdo significativa sobre a expressao relativa do gene RAmy3D aos 14
DAS (Figura 11). Na temperatura de 20 °C nenhum gendtipo apresentou emergéncia em
condicdo de 10 cm de lamina de agua, ndo havendo parte aérea a ser coletado, inviabilizando
a andlise de expressdo relativa. Nessa condi¢cdo sé foi avaliada a expressao relativa nos
tecidos radiculares que também incluiu a regido embrionaria da semente. As temperaturas
de 25 e 30 °C proporcionaram a emergéncia dos diferentes genotipos de arroz, possibilitando
as analises de expressdo na parte aérea (Figura 11, 12 e 13). Para essas temperaturas a
cultivar IRGA 417 demonstrou aumento de até cinco vezes na expressao de RAmy3D quando
avaliado na parte aérea, mas ndo foram observadas diferencas quanto ao efeito do

alagamento em cada temperatura (Figura 11A). Este mesmo gendtipo obteve maior
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expressao de RAmy3D quando analisado o sistema radicular na temperatura de 25 °C, cerca

de 10 vezes superior a testemunha, contudo sem diferencas na expresséo relativa em funcao

do alagamento.
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FIGURA 11. Expresséo relativa do gene Rice a-Amylase 3D - RAmy3D, em genotipos de
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O genotipo de arroz daninho ITJO3 apresentou 0s maiores valores de expressdo
relativa quando comparado aos demais genoétipos (Figura 11B). A mensuragdo de RAmy3D
na parte aérea demonstrou incrementos de 17 e 19 vezes para as temperaturas de 25 e 30 °C
em condicdo de alagamento. Para a condicdo de solo saturado o aumento da expressao
relativa desse gene para as mesmas temperaturas foi de 5 e 7 vezes. N&o foi observada
diferenca na expressdo de RAmy3D no sistema radicular do genotipo ITJO3 frente as
diferentes temperaturas. Entretanto, sob condicdo de alagamento o incremento da expresséo
relativa foi de 16; 51 e 48 vezes para as temperaturas 20, 25 e 30 °C, demonstrando o efeito
indutivo do alagamento sobre o gene RAmy3D. A maior presenca de transcritos de RAmy3D
no sistema radicular sob alagamento ocorre em funcdo do mesmo apresentar funcéo
mobilizadora de reservas, um dos primeiros mecanismos de resposta ao alagamento (Ismail
et al., 2009).

A presenca de transcritos do gene RAmy3D também foi estimulada no gendtipo
AV04, onde a expressdo relativa na parte aérea foi aumentada em 13 e 8 nas temperaturas
de 25 e 30 °C, sob alagamento (Figura 11C). Nessas mesmas condigdes, no sistema radicular
do gendtipo AV04 foi identificado aumento da expressdo relativa de RAmy3D em 21 e 19
vezes, quando comparado a testemunha. De forma geral, a cultivar Nipponbare néo
apresentou variagOes da expressdo relativa do gene RAmy3D em funcdo das diferentes
temperaturas ou condicdo de alagamento ou solo saturado (Figura 11D). A expresséo do
gene envolvido com a mobilizacao de reservas RAmy3D apresentou nos genotipos de arroz
daninho, menor quantidade de transcritos quando avaliado no sistema radicular a 20 °C.

A menor expressdo de RAmy3D contribui para a redugdo da mobilizacéo de reservas,
diminuindo a oferta de substrato para a glicélise e obtencdo de energia (Ismail et al., 2009;
Perdesen et al., 2017). A menor disponibilidade de energia durante a germinacdo e

estabelecimento reduz a capacidade de desenvolvimento do embrido, impedindo sua
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emergéncia. Deste modo, a utilizacdo do alagamento em condi¢des de menor temperatura
pode ser uma estratégia de manejo a ser adotada no controle de arroz daninho tolerante ao

alagamento durante o estabelecimento.

4.3.2.3 Analise de expressdo de gene envolvido com a respiracéo anaerdbica

A andlise de expressdo relativa do gene Alcohol Dehydrogenase 2 — ADH2 em
diferentes genotipos de arroz submetidos a submerséo durante a germinacéo e o crescimento
inicial revelaram diferencas significativas em funcao da temperatura e dos tecidos avaliados
(Figura 12). A quantidade de transcritos mensurada na parte aérea do gendtipo IRGA 417
ndo apresentou diferenca significativa entre a presenca ou auséncia de ldmina de 4gua na
temperatura de 25 °C, entretanto a 30 °C a expressdo sob alagamento e em solo saturado foi
de 10 e 2 vezes superior a testemunha, respectivamente (Figura 12 A). Ainda em IRGA 417,
a expressdo de ADH2 no sistema radicular foi de 12 e 15 vezes superior quando avaliada em
condicdo submergida nas temperaturas de 20 e 30 °C, mas nao diferenciou da testemunha na
condicdo de solo saturado.

O aumento da temperatura induziu o aumento da expressdo relativa do gene ADH2,
guando o genotipo de arroz daninho 1TJ03 foi submetido a submersao (Figura 12B). A parte
aérea desse genotipo apresentou ganhos de 29 e 35 vezes para as temperaturas de 20 e 30 °C,
na comparacdo com a testemunha. Contudo, quando mensurado no sistema radicular
submerso a expressao relativa foi de 10; 31 e 42 vezes superior a testemunha nas para as
temperaturas de 20, 25 e 30 °C. Para 0s mesmos periodos e temperaturas, mas na condi¢éo
de solo saturado a expressao relativa do gene ADH2 atingiu apenas 33; 11 e 2% do observado

na condicao de submerséo.
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FIGURA 12. Expressao relativa do gene Alcohol Dehydrogenase 2 — ADH2, em gendtipos
de arroz (Oryza sativa L.), sensiveis — cultivar IRGA 417 e Nipponbare (A e
D); tolerante — arroz daninho ITJO3 (B); e mediamente tolerante — arroz
daninho AV04 (C) nas situacOes de solo alagado (lamina de 10 cm) e imido
(controle), sob diferentes temperaturas (20, 25 e 30 °C) aos 14 dias apos a
semeadura. Barras verticais indicam o intervalo de confian¢a (0=0,05).
UFRGS, Porto Alegre - RS, Brasil, 2018.

Em condicdo de solo saturado o efeito da temperatura sobre a expressao observada

do gene ADH2 na parte aérea e no sistema radicular do genotipo AV04 foi discreta, ndo
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ultrapassando cinco vezes o valor observado para a testemunha (Figura 12C). Contudo, em
condicdo de alagamento e na parte aérea 0 aumento ndo apresentou diferenca significativa
para as temperaturas de 25 e 30 °C, com médias superiores a 15 vezes o observado para a
testemunha. A expressdo de ADH2 para o sistema radicular do gendtipo AV04 sob
submersdo demonstrou ser estimulada pelo aumento da temperatura, apresentando
incremento de 117 e 324% para as temperaturas de 25 e 30 °C quando comparadas a 20 °C.
A expressdo relativa do gene ADH2 também foi estimulada para condi¢do de alagamento
aos 25 e 30 °C para a parte aérea e radicular do genétipo Nipponbare sob alagamento, sendo
observada incremento de 12 vezes na expressao relativa para o tecido radicular na maior
temperatura (Figura 12D).

A maior atividade de enzimas ADH, codificadas pelos genes ADH1 e ADH2, séo
relatadas em cultivares de arroz tolerantes ao frio quando germinadas sob baixas
temperaturas (Mertz et al., 2009; Sartori, et al., 2014). Deste modo, é inferida a participacdo
do mesmo mecanismo de tolerancia em resposta aos dois estresses. A atuacdo do frio e
alagamento agravam o0s danos ao metabolismo, tornando insuficiente a atuacdo deste
mecanismo na tolerancia, que resulta em maiores dificuldades para o estabelecimento do
arroz sob estas condicdes. Desta forma, o preparo antecipado da area e entrada precoce da
agua nas areas de cultivo, enquanto as temperaturas estiverem amenas, pode auxiliar no
manejo da tolerancia ao alagamento no germinacdo e o crescimento inicial do arroz daninho.
Contudo, a entrada da agua tardiamente e formacdo de ldmina de até 10 cm, ndo evita a

emergéncia de arroz daninho que apresente tolerancia a submerséo.

4.3.2.4. Andlise de expressao de gene envolvido com a estratégia de escape
A expresséo relativa do gene SNRK1 néo apresentou diferencas significativas quando
avaliado em tecido da parte aérea e radicular na cultivar IRGA 417, sob condi¢do de

alagamento ou solo saturado e nas temperaturas de 25 e 30 °C (Figura 13A). Desempenho



95
similar foi observado para a cultivar Nipponbare avaliada nas mesmas condicdes (Figura
13D). O gene SNRK1 esta envolvido em respostas de fuga do alagamento em arroz cultivado
(Hattori et al. 2011). Portanto, a auséncia de estimulo na expressdo desse gene suporta a

incapacidade de tolerar o alagamento durante o estabelecimento das cultivares Nipponbare
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FIGURA 13. Expressao relativa do gene SNORKEL 1 (SNRK1) em gendtipos de arroz
(Oryza sativa L.), sensiveis — cultivar IRGA 417 e Nipponbare (A e D);
tolerante — arroz daninho 1TJO3 (B); e mediamente tolerante — arroz daninho
AV04 (C) nas situacdes de solo alagado (lamina de 10 cm) e tmido (controle),
sob diferentes temperaturas (20, 25 e 30 °C) aos 14 dias apds a semeadura.
Barras verticais indicam o intervalo de confianga (0=0,05). UFRGS, Porto
Alegre - RS, Brasil, 2018.
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A tolerancia ao alagamento durante o desenvolvimento inicial dos gen6tipos de arroz
daninho ITJO3 e AV04 esta atrelada a estratégia de escape promovida pelo gene SNRK1,
pois este gene demonstrou estar presente e ser estimulado positivamente pelo alagamento e
incremento da temperatura (Figura 13B e 13C). A expresséo relativa foi de 27 e 17 vezes
superior a testemunha quando mensurada na parte aérea de plantas para o gendtipo 1TJO3
submetido a submersdo nas temperaturas 25 e 30 °C, respectivamente. Nessas mesmas
condigdes, mas no sistema radicular, a expressao relativa foi 41 e 54 vezes superior a
testemunha. O gendtipo AV04 ndo demonstrou diferenca significativa na expressao do gene
SNRK1 em nenhuma temperatura utilizada e tecido avaliado na condigdo de solo saturado
(Figura 13C). Contudo, quando submetido ao alagamento e na temperatura de 25 °C, o
incremento em expressdo foi de 17 e 21 vezes para a parte aérea e radicular, respectivamente.
A expressdo relativa do gene SNRK1 observada na condi¢do de alagamento esta de acordo
com a classificagdo de mediamente tolerante e tolerante ao alagamento durante o
estabelecimento descritas para 0s gendtipos de arroz daninho AV04 e ITJ03 (Capitulo I). De
modo geral, na condi¢do de alagamento e com 25 °C, foi observada a maior expressao
relativa do gene SNRK1, demostrando efeito sinérgico dessa temperatura sobre o aumento
dos transcritos desse gene.

A elevada capacidade de germinar, emergir e se estabelecer do arroz daninho em
condig&o de submerséo exige adequagdes das cultivares de arroz a serem utilizadas, de forma
a proporcionar maior capacidade competitiva frente a essa planta daninha. Portanto,
cultivares com répida capacidade de mobilizacdo de reservas, manutencdo da respiragdo
anaerdbica e alongamento do coledptilo durante a germinacgdo e o crescimento inicial sob
condigdes de elevadas laminas de &gua, temperatura amenas e adaptadas a semeaduras
precoces poderdo ser alternativas para 0 manejo do arroz daninho. Assim, as cultivares

adaptadas poderao ser semeadas diretamente em lamina de agua, reduzindo a incidéncia de
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arroz daninho sem prejuizos a produgdo causado pelo alagamento nos estadios iniciais de

desenvolvimento.

4.4 Conclusodes

A expressdo relativa diferencial dos genes RAmy3D, OsTPP7, ADH1 e ADH2
relacionados com a mobilizacdo de reservas e manutencdo da respiracdo anaerdbica,
respectivamente, indica a participagdo desses mecanismos na tolerancia a submersao durante
a germinacdo e o crescimento inicial dos genétipos de arroz daninho 1TJ03. A estratégia de
escape do alagamento, mediada pela expressao diferencial do gene SNRK1, também pode
estar associada com a tolerancia ao alagamento do gendtipo ITJO3 durante o a fase de
crescimento inicial. Esses mecanismos de tolerancia séo descritos para cultivares de arroz
asiaticas, mas nao tém sido associados na respostas a este estresse em arroz daninho. A
participacdo da estratégia de quiescéncia mediada pelo gene SUBI, ja relatado em arroz
cultivado, ndo foi observada nos gendtipos de arroz daninhos utilizados. Além disso, o gene
PDC1 associado a manutencéo da respiracdo anaerdbica sob condicdo de submersdo em
cultivares de arroz tolerante, apresentou baixa inducdo no gendétipo de arroz daninho
tolerante.

A baixa temperatura influenciou negativamente a expressdo dos genes RAmy3D,
ADH2 e SNRK1 na parte aérea e radicular dos gendtipos de arroz daninho durante o
estabelecimento, enquanto que nas temperaturas de 25 e 30 °C as suas expressoes foram
estimuladas, especialmente em condicdo de submersdo. A condicdo de baixa temperatura
acentuou o efeito da presenca da lamina de dgua sobre a capacidade de estabelecimento do
arroz daninho, sendo que a utilizagdo conjunta destes fatores pode ser estratégia viavel para

0 controle de genotipos dessa planta daninha tolerantes ao alagamento.
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5 CAPITULO III

Caracterizacéo da regido promotora de gene OsXTHS8 e cultura de tecido em arroz
daninho
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CARACTERIZACAO DA REGIAO PROMOTORA DE GENE OsXTH8 E
CULTURA DE TECIDO EM ARROZ DANINHO

RESUMO

O degrane € um dos principais caracteres de invasibilidade do arroz daninho, que resulta na
perpetuacdo dessa planta daninha em lavouras de arroz. A regulacdo do degrane é atribuida
ao efeito de diferentes genes, entre os quais recentemente também foi associada a OsXTH8
que codifica enzimas com acdo de clivagem de polimeros da parede celular e formacéao da
camada de abscisdo. Abordagens moleculares que buscam mitigar caracteres de
invasibilidade exigem a utilizacdo de protocolos de cultura de tecido bem estabelecidos,
conhecimento este inexistente em arroz daninho. O objetivo deste estudo foi investigar a
variabilidade nucleotidica da regido promotora do gene OsXTH8, bem como determinar
protocolo de obtencdo de plantas de arroz daninho a partir de cultura de tecido. A regido
promotora do gene OsXTHS, correspondente a um fragmento de 1.1Kb, foi sequenciada a
partir do DNA gendmico de dez acessos de arroz daninho e quatro cultivares de arroz
contrastantes para o caractere do degrane. A avaliacdo de protocolo de cultura de tecidos foi
realizada em duas cultivares de arroz e 11 acessos de arroz daninho provenientes do Rio
Grande do Sul e do Arkansas. A inser¢do de uma base “G” ou “’C” foi observa na posi¢ao
289bp upstream do start codon do gene OsXTH8 e proxima ao motif responsivo a giberelina
P-Box em todos os genotipos de arroz daninho com elevado degrane. No estudo de cultura
de tecidos, o gendtipo de arroz daninho AV60 apresentou desempenho similar a cultivar
Nipponbare, considerada a padréo para esta técnica, obtendo 15 plantas regeneradas a cada
15 sementes utilizadas, enquanto os gendtipos AV53, LIN-08-B07 e IRGA 417 obtiveram
6; 4 e 2 plantas, respectivamente. A ocorréncia de insercdo na regido promotora do gene
OsXTH8 proxima ao motif P-Box pode ser correlacionada ao degrane em arroz daninho. O
genotipo de arroz daninho AV60 apresenta elevada capacidade de inducdo de calos e
regeneracdo de plantas, podendo ser usado em estudo que vise o cultivo in vitro como uma
ferramenta de propagacdo da planta em areas biotecnoldgicas.
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CHARACTERIZATION THE PROMOTER REGION OF GENE OsXTH8 AND
TISSUE CULTURE IN WEEDY RICE

ABSTRACT

Seed shattering is one of the main characters of invasiveness of weedy rice, which results in
the perpetuation of this weed in rice fields. The regulation of this trait is attributed the effect
of different genes, among which recently it was also associated with OsXTH8 that encodes
enzymes with action of cleavage of polymers of the cell wall and formation of the abscission
layer. Molecular approaches designed to mitigate invasiveness traits require the use of
established tissue culture protocols, a knowledge that does not exist in weedy rice. The
objective of this study was to investigate the nucleotide variability of the promoter region of
the OsXTH8 gene and determine the protocol for obtaining weedy rice plants from tissue
culture. The promoter region of the OsXTH8 gene, corresponding to a 1.1Kb fragment, was
sequenced from the genomic DNA of ten weedy rice accessions and four rice cultivars
contrasting for the seed shattering. The evaluation of tissue culture protocol was performed
in two rice cultivars and 11 accesses of weedy rice from Rio Grande do Sul and Arkansas.
The insertion of a "G" or "C" nucleotide was observed at position 289bp upstream of the
start codon on the OsXTH8 gene next to the gibberellin P-Box responsive motif in all weedy
rice genotypes with high seed shattering. In the tissue culture study, the AV60 weedy rice
genotype showed similar performance to Nipponbare cultivar, considered the standard for
this technique, obtaining 15 regenerated plants for each 15 seeds used, while genotypes
AV53, LIN-08-B07 and IRGA 417 obtained 6; 4 and 2 plants, respectively. The occurrence
of insertion into the promoter region of the OsXTH8 gene next to the P-Box motif can be
correlated to shattering seeds in weedy rice. The AV60 weedy rice genotype presents high
capacity for callus induction and plant regeneration and can be used in studies which require
in vitro cultivation.
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5.1 Introducao

O degrane € a principal caracteristica de perpetuacdo do arroz daninho em éareas
cultivadas com arroz, pois impossibilita sua retirada da lavoura no momento da colheita e
proporciona 0 aumento do banco de sementes (Delouche et al., 2007). Seletivamente o
processo de domesticacdo de arroz resultou em plantas com baixo degrane de sementes, em
conjunto com outros caracteres como uniformidade de floracdo, composicdo de sementes,
altura da planta e rendimento de graos, de modo a proporcionar o cultivo, a colheita manual
ou automatizada (Ji et al., 2006; Lawton-Rauh & Burgos 2010). No entanto, o degrane de
sementes é um caractere de invasibilidade do arroz daninho que co-evolui com o arroz
cultivado, tornando essa espécie a mais importante planta daninha da cultura (Thurber et al.,
2010; Nunes et al., 2015).

A presenca do degrane € comum em todo o arroz daninho, mas apresenta
variabilidade quanto ao momento e grau de ruptura entre gendtipos (Delouche et al., 2007).
O degrane presente em arroz daninho esta relacionado a presenca de uma camada de abscisao
formada por pequenas células com parede celular fina entre o grdo de arroz e o pedicelo (Li
et al., 2006). A zona de abscisdo geralmente compreende uma Unica camada de células
diferenciadas de onde posteriormente inicia-se a degradacdo da lamela média e paredes
celulares que favorecem o processo de ruptura (Patterson, 2001; Roberts, 2002; Ji et al.,
2010). Estudos moleculares indicam que o caractere degrane é relacionado a presenca de
inimeros genes, entre 0s gquais alguns envolvidos na diferenciacdo da camada de abscisdo
ou codificando enzimas que promovem a clivagem da parede celular (Thurber et al., 2010,
Nunes et al., 2015).

Estudos independentes relatam a participacao de diferentes genes na regulacgéo do
caractere degrane em arroz. Os genes gSH1 e SH4 sdo descritos por regular cerca de 70% do

degrane para as subespécies Japbnica e indica, respectivamente (Konishi et al., 2006; Li et
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al., 2006). Entretanto, estudos posteriores indicam a menor importancia desses genes sobre
o0 controle do degrane e, ainda demonstram a participacéo dos genes OsCPL1 e SHAT1 no
controle desse caractere de invasibilidade (Ji et al., 2010; Zhou et al., 2012). Recentemente,
a andlise de expressao de seis genes putativos relacionados a sintese/degradacdo da parede
celular revelou a importancia dos genes OsXTH8 e OsCel9D sobre o caractere degrane em
arroz daninho (Nunes et al., 2014). Neste contexto, a regulagdo do degrane é funcao de varios
genes, atuando de forma isolada ou associada.

O gene OsXTHS8 codifica a enzima xyloglucan endotransglycosylase/ hydrolase
relacionada a clivagem de polimeros de xiloglucano da parede celular (Jan et al., 2004). A
maior atividade dessas enzimas pode estimular a formacdo da camada de absciséo e
promover o degrane. Neste contexto, em avaliacdo dez dias ap6s a polinizagdo, a maior
expressdo relativa do gene OsXTH8 foi detectada em gendtipos de arroz daninho com
elevado nivel de degrane (Nunes et al., 2015). Contudo, ao investigar possiveis alteracdes
na sequéncia génica, nenhuma das mutagdes conhecidas foi associada ao degrane, indicando
a possivel existéncia de mutagdes em regides ndo codificadoras ou na regido promotora desse
gene (Nunes et al., 2015). A presenca de alteraces na regido promotora pode alterar sua
expressao e impactar sobre o degrane. A compreensdo da presenca do gene OsXTH8 em
diferentes gendtipos de arroz daninho e sua relacdo com o degrane podera ser utilizada em
conjunto com o conhecimento do efeito dos demais genes envolvidos com esse caractere
para determinar abordagens biotecnoldgicas e praticas de manejo visando a mitigacdo dos
problemas com esta planta daninha em lavouras de arroz irrigado.

O desenvolvimento de abordagens moleculares visando mitigar caracteres de
invasibilidade em plantas daninhas exige, em muitos casos o dominio de técnicas de cultura
de tecidos (Ge et al., 2006; Bevitori, 2015). A inducdo de calos embriogénicos com alta
capacidade de regeneracdo é essencial para intervencdes e investigacdes biotecnologicas

(Bevitori et al., 2014). Para arroz cultivado diversos protocolos s&o conhecidos e utilizados
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na obtencdo de plantas a partir de calos embriogénicos. Apesar de pertencer a mesma espécie
do arroz cultivado, para arroz daninho em funcéo da presenca abundante de fendis e outros
elementos do metabolismo secundério, ndo ha protocolo eficiente para essa abordagem.

A auséncia de metodologia eficaz na transformagéao de arroz daninho impossibilita o
desenvolvimento de técnicas de mitigacdo de caracteres de invasibilidade que exijam a
transformac&o génica intermediada por cultura de tecidos. Neste contexto, o objetivo deste
estudo foi investigar a variabilidade nucleotidica da regido promotora do gene OsXTH8, bem
como determinar protocolo de obtencdo de plantas de arroz daninho a partir de cultura de

tecido.

5.2 Material e métodos

5.2.1 Sequenciamento da regido promotora do gene OsXTHS8

O estudo foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia do Departamento de
Lavoura da Faculdade de Agronomia, UFRGS, Porto Alegre, Brasil e no Weedy Physiology
Laboratory (WPL) da University of Arkansas Fayetteville, AR, USA. O material vegetal
utilizado consistiu em dez acessos de arroz daninho e quatro cultivares de arroz descritas
como contrastantes para o degrane conforme Tabela 4 (Nunes et al., 2015).

Plantulas dos genotipos de arroz foram obtidas em ambiente climatizado do LBDPL
e 0 DNA genbémico foi extraido a partir de plantas individuais, usando o método CTAB
(brometo de cetiltrimetilaménio) modoficado (Doyle and Doyle, 1987). O material vegetal
foi macerado na presenca de nitrogénio liquido (LN2) e acondicionado em microtubos de 1,5
mL previamente resfriados. Quinhentos pL de tampdo de extracdo (0,1 M Tris-HCI [pH 8,0],
0,02 M EDTA [pH 8,0], 1,4 M NaCl, 2% CTAB) foram adicionados a cada tubo, seguido

por agitacdo vigorosa. Apos os tubos foram incubados a 65 °C por 30 min em banho-maria,
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com agitagdo dos tubos a cada 10 min. Em seguida, 500 pL da mistura cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1) foi adicionada a cada tubo, misturada por 5 min e centrifugado a 10.000
rpm por 5 min em temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo e 75 pL de RNAse (100 mg mL™?) foram adicionados e incubados a 37°C durante
60 min. Em seguida, o DNA foi precipitado com 300 pL de alcool isopropanol gelado,
agitado gentilmente e acondicionado por 12 h a 4 °C. No dia seguinte, ap6s 10 min em
temperatura ambiente foi realizado centrifugacdo por 30 min a 14.000 rpm e, o sobrenadante
descartado. O precipitado foi lavado com etanol 70%, centrifugado por 5 min a 10.000 rpm
e na sequencia o etanol foi descartado, o precipitado secado por 20 a 30 min e ressuspendido
em 30 pL de TE 0,1X (pH=8). O DNA foi quantificado utilizando-se espectofotdmetro
Genesys 2® (Thermo Spectronic) e diluido a 20 ng puL™.

Os primers foram desenhados no WPL com auxilio do programa computacional
Primer3Plus (Untergasser et al., 2007). A partir da sequéncia nucleotidica obtida do
genebank (NP_001061319.1) foi selecionado um fragmento 1.1 kb upstream do start cdon
para a confecgdo dos primers, correspondente a regido promotora do gene. A sequéncia do
primer forward obtido foi OsXTH8_F1 (5'- TCCCCTACTTG TGTCCAAGG-3") e o reverse
OsXTH8_R1 (5'-CACCACGTCGAACTTCTCG -3"), sendo 60 °C a temperatura 6tima de
pareamento.

A reacéo de cadeia de polimerase (PCR) foi realizada com 25 pulL do mix de reagao,
composto por 4 uLL de DNA, 0.4 uM de primer forward e primer reverse, 12.5 pL de Taq2x
master mix (New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA), e agua livre de nucleasse. A
reacao foi realizada em temo ciclador (PTC-200, MJ Research, Inc., Watertown, MA, USA),
utilizando o protocolo que consistiu de 3 min de incubacao a 94 °C, seguido de 40 ciclos de
94 °C por 1 min para desnaturacdo da fita de DNA; 60 °C por 1 min, para o pareamento dos
primers; 72 °C por 1,5 min para extenséo da fita de DNA e um ciclo de extensédo final de

72°C por 10 min.
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TABELA 1. Identificagdo dos acessos de arroz daninho e cultivares de arroz, espécies e
subespécies e origem dos gendtipos utilizados no sequenciamento da regido promotora do
gene OsXTH8. University of Arkansas, Fayetteville, USA, 2017.

Gendtipo Tipo Specie/Subspecie Degrane Origem

AV53 Daninho Oryza sativa *E **RS/Brasil
AV60 Daninho Oryza sativa E RS/Brasil
AV133 Daninho Oryza sativa E RS/Brasil
EEI 23 Cultivado Oryza sativa sub. Indica B SC/Brasil
IRGA417 Cultivado Oryza sativa sub. Indica M RS/Brasil
AV182 Daninho Oryza sativa M RS/Brasil
AV3l Daninho Oryza sativa M RS/Brasil
NIPPONBARE Cultivado  Oryza sativa sub. Japonica B SC/Brasil
EMPASC Cultivado Oryza sativa sub. Indica B SC/Brasil
ITJ11 Daninho Oryza sativa H SC/Brasil
AV109 Daninho Oryza sativa H RS/Brasil
AV1T72 Daninho Oryza sativa H RS/Brasil
AV04 Daninho Oryza sativa H RS/Brasil
AV189 Daninho Oryza sativa L RS/Brasil

*E= Elevado degrane M=Médio degrane; B=Baixo degrane **SC e RS refere-se aos estados de Santa Catarina
e Rio Grande do Sul, respectivamente.

Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 0,8%, e purificados
usando Wizard SV Gel e PCR Clean-Up System (Promega). Na sequéncia as amostras foram
encaminhadas para o sequenciamento pela empresa Eurofins Genomics. Os resultados do
sequenciamento foram analisados e alinhados usando a sequéncia do gene OsXTH8 da
cultivar de arroz Nipponbare disponivel no GenBank. O alinhamento das sequéncias foi
realizado com o software Sequencher v.5 e a identificacdo dos polimorfismos com o
software Bioedit v.7. A identificagdo dos motifs foi realizada com auxilio do software Plant
Cis-Acting Regulatory Elements (PlantCare), que possui banco de dados especifico de
plantas e contém referéncias comprovadas experimentalmente da atuagdo desses elementos

de regulacdo no controle da expressdo génica (Lescot et al., 2002).
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5.2.2 Cultura de tecido em arroz daninho

O trabalho foi desenvolvido no Tissue Culture Laboratory da da University of

Arkansas Fayetteville, AR, USA. Sementes de 13 gendtipos de arroz cultivado e arroz

daninho provenientes do Rio Grande do Sul - Brasil e do Arkansas - EUA foram submetidas

ao protocolo de inducdo de calos e regeneracdo de plantas (Tabela 2). A lema e palea das

sementes maduras dos diferentes gendtipos foram removidas mecanicamente e na sequéncia

foi procedida a assepsia por imersdo em etanol 75% por 30 segundos e solucdo de hipoclorito

de 30% por 30 minutos sob agitacéo vigorosa.

TABELA 2. Identificacdo dos acessos de arroz daninho e cultivares de arroz, espécies e

subespécies e origem dos genotipos utilizados na cultura de tecidos. University
of Arkansas, Fayetteville, USA, 2017.

Gendtipo Tipo Specie/Subspecie Origem

ARK 08-C03 Daninho Oryza sativa AR*/United States
LON-08 D1 Daninho Oryza sativa AR/United States
RR641 Daninho Oryza sativa AR/United States
RR642 Daninho Oryza sativa AR/United States
RR440 Daninho Oryza sativa AR/United States
RR474 Daninho Oryza sativa AR/United States
RR 22 Daninho Oryza sativa AR/United States
RR 851 Daninho Oryza sativa AR/United States
NIPPONBARE Cultivado Oryza sativa sub. Japonica AR/United States
AV53 Daninho Oryza sativa RS/Brasil

IRGA 417 Cultivado Oryza sativa sub. Indica RS/Brasil

AV 60 Daninho Oryza sativa RS/Brasil

LIN 08- BO7 Daninho Oryza sativa AR/United States

*AR and RS refere-se aos estados do Arkansas e Rio Grande do Sul, respectivamente.

Apos a assepsia, as sementes foram lavadas cinco vezes com &gua destilada e secas

sobre papel esterilizado no interior de camara de fluxo. Placas de petri foram utilizadas para

acomodar o meio de cultura de inducdo de calos 2N6D (Nishimura et al., 2006; Tabela 3),
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onde foram dispostas 15 sementes por placa, com 3 repeti¢des por gendtipo. As placas foram
incubadas a 29,5 °C sob luz continua por duas semanas. Calos saudaveis em formacéo
foram transferidos para novo meio de indugcdo 2N6D e mantidos para proliferagdo nas

mesmas condic¢des descritas anteriormente.

TABELA 3. Meios de cultura de tecidos: Inducédo de calos (2N6D); Regeneracdo; Inducao
de raizes (MS/2) e Vitamina (N6 Vitamina). University of Arkansas,
Fayetteville, USA, 2017.

Componentes (L1) 2N6D Regeneracgéo MS/2 N6 Vitamina
N6 basal salt mixture (g) 3,98 4,6 4,6 -
Myo-inositol (g) 0,01 0,01 0,01 -
Casaminoacids (g) 0,30 2 - -
L-Proline (g) 2,90 - - -
2.4-D (10mg/ml) (ul) 100,00 - - -
Sucrose (g) 30,00 30,00 30,00 -
N6 Vitamin (100x) (ml) 5,00 - -

Phytogel () 3,00 3,00 3,00 -
MS Vitamin (100x) (ml) - 10,00 10,00 -
Sorbitol (g) - 30,00 - -
BAP (1mg/ml) - 3,00 - -
NAA (Img/ml) - 0,10 - -
ABA (5 mg/ml) - 1,00 - -
Ph 58 5,8 5,8 -
Glycine (g) - - - 0,2
Nicotine Acid (Q) - - - 0,05
Pirydoxine Hydrochloride (g) - - - 0,05
Thiamine Hydrochloride (g) - - - 0,10

Apds duas semanas de crescimento, calos com boa formacdo e coloracdo adequada
(n&o escurecidos e necrosados) foram transferidos para 0 meio de regeneragdo, para
inducdo de parte aérea, permanecendo neste por uma semana em condicdo de 25 °C e sob
23h de luz e 1h de escuro. Calos com formacéo de parte aérea foram transferidos para o meio
MS/2 para a inducdo de raizes, mantendo-se as mesmas condi¢cGes de temperatura e
luminosidade. Ap6s duas semanas, plantas regeneradas foram transferidas para substrato

comercial e mantidas em casa de vegetagdo com ambiente controlado. Foram avaliados o
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namero de calos obtidos (28 dias ap6s a indugdo), e estatura e sobrevivéncia de plantas 14
dias apos o transplante em substrato. Os dados foram submetidos a analise de variancia e
verificada a significancia foram submetidos a comparacdo de médias pelo teste de Tukey

(p=<0,05).

5.3 Resultados e dicussao

5.3.1 Sequenciamento da regido promotora do gene OsXTH8

O sequenciamento da regido promotora do gene OsXTH8 de diferentes genotipos de
arroz cultivado e arroz daninho com diferentes niveis de degrane revelou a presenca de uma
insercdo de base na posicdo 289bp upstream do start codon (Figura 1). A insercéo sé foi
observada nos genétipos de arroz daninho com alto degrane (Nunes et al., 2015). O genotipo
AV 133 apresentou a insercao da base C e 0s gendtipos AV04, ITJ11, AV109, AV172, AV53
e AV60 possuem base G nesse local, sendo que todos sdo arroz daninho de elevado degrane.
Essa insercdo estd posicionada 9bp upstream do motif responsivo ao horménio giberelina
Prolamin -Box (CCTTTTG).

A alteracdo encontrada proxima ao motif P-Box pode estar associada ao degrane em
arroz daninho. Motifs ou motivos sdo padrdes curtos e recorrentes de sequéncias de DNA
que se supde ter uma fungdo biologica (D’haeseleer, 2006). Em muitos casos os motifs
indicam especificidade de sites de ligacdo para proteinas como nucleases e fatores de
transcrigdo, assim como estdo envolvidos em processos importantes em nivel de RNA,
incluindo a ligagdo aos ribossomos, processamento de mRNA e terminagéo da transcricéo,
influenciando diretamente na expressdo do gene em que ocorrem (Andersen & Bberstedt,
2003; D’haeseleer, 2006). Alguns motifs P-Box s&o identificados na regido promotora de

gene do endosperma de sementes em cevada, milho e arroz além da parte aérea do arroz,
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atrelados a fatores de transcricdo responsivo a giberelina e etileno, sendo posicionados entre

-270 e -310 bp upstream do start codon (Mena et al., 2002; Reyes, et al., 2015; Du et al.,

2017).
B I e T e e I
-310 -300 -290 -280 P-Box -270
Nipponbare CC CTTTCTTTTT GCAGAGCACC -GGTACTCTG SOHMNNNEGCGA
EEI23 CC CTTTCTTTTT GCAQAGCACC —GGTACTCGG GGINNNNEGGA
EMPASC 100 CC CTTTCTTTTT GCAGAGCACC -GGTACTCTG SOHNNNNEGCGA
AV 189(I) CC CTTTWITTTT GCAGAGCACC -GGTACTCTG SlONNNBNEGCGA
AV 189 (II) CC CTTTWITTTT GCAGAGCACC -GGTACTCTG SOHMNNNEGCGA
IRGA 417 CC CTTTCTTTTT GCABMAGCACC -GGTACTCTG GOHMUMNECGA
AV 31 CC CTTTCTTTTT GCARAGCACC -GGTACTCTG [GGiNNENECGA
AV 182 CC CTTTCTTTTT GCARAGCACC -GGTACTCTG CGINMNNEGCGA
AV 04 CC CTTTCTTTTT GCAGAGCACC ECGTACTTTG [GleyNNNNECGA
ITJ 11 CC CTTTCTTTTT GCAGAGCACC [ECGTAGTATG SOHNNNNEGCGA
AV 109 CC CTTTETTTTT GCAGAGCACC ECGTACTCTG GeiNNNNeCGA
AV 172 CC CTTTCTTTTT GCAGAGCACC [EGGTACTCTG SONNNENNEGCGA
AV 53(I) CC CTTTCTTTTG GCABMAGCACC @GGTACTCGG GleHMNelecCA
AV 53(II) CC CTTTICTTTTG GCARAGCACC EGCTACTCGG (GONENEIECGCA
AV 60(TI) CC CTTTICTTTTG GCARAGCACC EGGTACTCGG [GCYNNNNECGA
AV 60(II) CC CTTTCTTTTG GCARAGCACC EGCTACTCGG (GGINNNNECGA
AV 133 CC CTTTCTTTTG GCARAGCACC @GGTACTCTG GOIUNNNEGCGA
.*.-oc* o..* ------ **oco*o**. ooooo *...-

FIGURA 1. Alinhamento parcial da sequéncia referente a regido promotora (1.1 kb) do gene
OsXTH8 em 10 gendtipos de arroz daninho e quatro cultivares de arroz (Fita
senso). University of Arkansas, Fayetteville, USA, 2017.

O gene OsXTH8 ao codifica a enzima xyloglucan endotransglycosylase/ hydrolase
que estimula a clivagem de -1-4-xiloglucanos da parede celular priméria, desempenhando
funcdo importante na construcado e reestruturacdo de ligacdes cruzadas de xiloglucano (Jan
et al., 2004). Esse gene foi caraterizado como responsivo a giberelina, apresentando
incremento na sua atividade na presenca desse horménio (Jan et al., 2004). Deste modo, a
expressao do gene OsXTH8 em genotipos de arroz daninho, sinalizada por giberelina, pode
ser intermediada pelos motif P-Box. A inser¢cdo de uma base proximo ao motif P-Box pode
interferir na percepcdo e na resposta a este hormonio, resultando em maior expressao do
gene OsXTHS8, corroborando com o elevado degrane observado para 0s gendtipos de arroz

daninho (Nunes et al., 2015). A confirmac&o da resposta diferencial deste gene a giberelina,
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através da utilizacdo de RNA de interferéncia ou inibidores desse hormonio podem elucidar
o0 efeito do mesmo sobre o degrane e ainda se tornar uma ferramenta de mitigacao para essa

caracteristica de invasibilidade do arroz daninho.

5.3.2 Cultura de tecido em arroz daninho

Os gendtipos de arroz utilizados obtiveram diferencial desempenho quando
submetidos a cultura de tecido (Tabela 4, Figura 2). O melhor desempenho na produgéo de
calos foi observado para a cultivar Nippombare com a producéo de cerca de 128 calos viaveis
por placa (Figura 2), enquanto que os gendtipos de arroz daninho ARK08-C03, LON-08D1,
RR 641, RR440, RR 474, RR22 e RR 851, todos provenientes do Arkansas-EUA, ndo
produziram calos viaveis. O maior nimero de calos observado para a cultivar Nippponbare
corrobora o estudo de cultura de tecido em acessos de arroz provenientes da Indonésia, que
consideram esse genotipo o modelo para trabalhos de transformacdo, com eficiéncia de
obtenc&o de calos superior a 80% (Carsono & Yoshida, 2006).

A cultivar de arroz brasileira IRGA 417 demonstrou menor capacidade de produgéo
de calos quando comparada a Nipponbare, com apenas 31 calos induzidos a cada 15
sementes maduras utilizadas. Entres os acessos de arroz daninho, o melhor desempenho foi
apresentado pelos genoétipos provenientes do Brasil, AV 53 e AV 60 com 85 e 65 calos
obtidos por placa, respectivamente. Contudo, apenas o genotipo de arroz daninho AV60
demonstrou elevada capacidade de regeneracdo da parte aérea e inducédo de raizes (Figura 2
C e F). O gendtipo LIN 08- BO7 foi o Unico acesso de arroz daninho com origem no
Arkansas capaz de desenvolver calos com o protocolo testado, com 40 calos obtidos por
placa (Tabela 4). Contudo, € importante ressaltar que a obtencdo de calos € gendtipo-
especifica e alteracGes na composi¢do do meio de inducgéo e regeneracdo geram respostas

diferente (Hoque et al., 2007; Bevitori, 2015).
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TABELA 4. Namero de calos obtidos, plantas regeneradas e altura de plantas de diferentes
gendtipos de arroz submetidos a cultura de tecido. University of Arkansas,
Fayetteville, USA, 2017.

Gendtipo N de Calos N de plantas Regeneradas Estatura de planta (cm)
ARK 08-C03 *0,00 E 0,00C 0,00 C
LON-08 D1 0,00 E 0,00C 0,00 C
RR641 0,00 E 0,00C 0,00 C
RR642 0,00 E 0,00C 0,00C
RR440 0,00 E 0,00C 0,00C
RR474 0,00 E 0,00C 0,00C
RR 22 0,00 E 0,00C 0,00C
RR 851 0,00 E 0,00C 0,00 C
NIPPONBARE 128,33 A 16,00 A 54,8 A
AV53 85,33 B 6,33 B 41,7 B
IRGA 417 31,67D 2,00 BC 39,3B
AV 60 65,33 C 15,83 A 44,5B
LIN 08- BO7 40,33 D 4,67B 57,4 A
CV (%) 20,45 13,21 12,38

*Médias antecedidas por letras maiUsculas idénticas, ndo diferem entre si para diferentes gen6tipos de arroz,
tukey (p<0,05).

A obtencdo de calos embriogénicos € dependente da utilizacdo de sementes
vigorosas, livres de contaminacGes enddgenas e sem dorméncia. Nesse sentido, 0s genétipos
que ndo responderam a cultura de tecido no presente trabalho apresentaram germinacao
acima de 80% e auséncia de contaminacdo (dados ndo apresentados). Deste modo, infere-se
que a resposta diferencial obtida em relacdo a cultura de tecidos é resultante apenas da
variabilidade genética entre os gendtipos de arroz. Além disso, a qualidade dos calos
embriogénicos pode ser melhorada pela otimizacdo das quantidades dos componentes no
meio de indugdo, como a concentracdo de fitormonios, dentre outros, favorecendo assim o
desenvolvimento de potenciais morfogenéticos de cada gendtipo (Bevitori et al., 2014). A
suplementacdo do meio de inducdo de calos com asparagina, arginina e maltose (em
substituicdo a sacarose) elevou de 75 para 95% a capacidade de obtencdo de calos em

cultivares de arroz (Bevitori, 2015).
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FIGURA 2. Inducdo de calos embriogénicos, regeneracao de parte aérea, indugéo de raizes
e plantas regeneradas duas semanas ap6s o transplante para os genoétipos
Nipponbare (A, C, E e G) e AV60 (B, D, F e H). University of Arkansas,
Fayetteville, USA, 2017.
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A sobrevivéncia de plantas, avaliada duas semanas ap0s o transplante em substrato,
demonstrou baixa capacidade de regeneracdo a partir de calos embriogénicos dos gendtipos
AV53, IIRGA 417 e LIN 08-B07 que apresentaram 6; 2 e 5 plantas obtidas por placa,
respectivamente (Tabela 4). Enquanto que o arroz daninho AV60 néo diferenciou da cultivar
Nippombare para 0 nimero de plantas obtidas, com cerca de 16 plantas por placa para ambos
0s gendtipos (Figura 2). A diferenca de estatura observada entre os gendtipos duas semanas
apos o transplante indica a melhor adaptacdo dos gend6tipos Nipponbare e LIN 08-B07, com
54,8 e 57,4 cm. Entretanto, a diferenca de estatura pode ser resultado da variacdo genética
dos genotipos e ndo necessariamente do efeito da cultura de tecidos. Entretanto, a obtencédo
de calos per se ndo garante o sucesso da cultura de tecido, mas a regeneracao de plantas com
capacidade de sobreviver em condic¢des de casa de vegetacdo é fundamental na escolha do
genotipo a ser utilizado nessa técnica (Bevitori, 2015). Deste modo, o genétipo de arroz
daninho AV60 demonstrou ser o mais adequado para utilizacdo em estudos de cultura de

tecido e transformagéo genica.

5.4 Conclusoes

A participagdo do gene OsXTHS8 na caracteristica do degrane de sementes em arroz
vermelho foi confirmada. A ocorréncia de uma inser¢do na regido promotora deste gene na
posicdo 289bp upstream do start codon e proxima ao motif P-Box estd associada com a
elevada taxas de degrane em arroz daninho. Este gene pode atuar em conjunto com outros
genes ja conhecidos na complexa regulacéo da intensidade do degrane de sementes em arroz
daninho.

Existem diferencas em relacdo a viabilidade de propagacdo em cultura de tecidos

entre gendtipos de arroz daninho. O genotipo de arroz daninho AV60 apresenta elevada
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capacidade de inducéo de calos e regeneracdo de plantas, podendo ser usado em estudo que
visem o cultivo in vitro como uma ferramenta de propagacdo da planta em &reas

biotecnoldgicas.
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6 CONCLUSOES GERAIS

A utilizacdo de laminas de agua de cinco e 10 cm é capaz de discriminar gendtipos
de arroz daninho de média e elevada tolerdncia a submersdo durante a germinacdo e o
crescimento inicial, sendo identificado a partir de selecdo, 13 e um gendtipo com essa
capacidade, respectivamente. O gen6tipo ITJO3 apresentou indices de emergéncia superior
a 90% em condicao submersdo nas temperaturas de 25 e 30 °C, enquanto para a temperatura
de 20 °C ou em profundidades de semeadura superior a 2 cm sob 10 cm de 4gua a emergéncia
ndo ocorreu. Deste modo, os fatores avaliados mostraram efeito cumulativo sobre a
capacidade de germinacdo e o crescimento inicial do arroz daninho tolerante ao alagamento
e poderdo compor estratégias de manejo para essa importante espécie daninha da cultura do
arroz.

A investigacdo da expressao relativa de genes responsivos a submersdo nas fases
iniciais de estabelecimento do arroz daninho indicou que o gendtipo tolerante 1TJO3
apresentou elevada inducdo dos genes RAmy3D, OsTPP7, ADH1 e ADH2 relacionados a
mobilizacdo de reservas e manutencdo da respiracdo anaerdbica, respectivamente. A
estratégia de escape do alagamento, mediada pela expressdo diferencial do gene SNRK1,
também foi demonstrada pelo gendtipo 1TJO3 durante a fase de crescimento inicial. Esses
mecanismos de tolerancia também séo relatados em cultivares de arroz originarios da Asia,
mas ndo haviam sido observados em arroz daninho. A participacao dos genes PDC1 e SUBL,

também identificados em cultivares de arroz tolerante a submerséo, apresentaram pouca e
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nenhuma resposta ao alagamento em arroz daninho nas condig¢des avaliadas. Em condig¢do
de baixa temperatura a expresséo dos genes RAmy3D, ADH2 e SNRK1 foi reduzida na parte
aérea e radicular dos genotipos de arroz daninho, enquanto que nas temperaturas de 25 e
30 °C as suas expressdes foram estimuladas, especialmente em condicdo de submersdo. A
condicdo de baixa temperatura acentuou o efeito da presenca da lamina de agua sobre a
capacidade de estabelecimento do arroz daninho, confirmando o observado durante a
emergéncia na mesma condicao de temperatura e sob submerséo.

Os genotipos de arroz daninho com elevado degrane apresentaram uma insercao na
regido promotora do gene OsXTh8, na posicao 289bp upstream do start codon e préxima ao
motif P-Box, que pode explicar a associacdo desse gene com o caractere degrane em arroz
daninho. Os gendtipos de arroz daninho apresentaram resposta diferenciada quanto a
viabilidade de propagacdo em cultura de tecidos, sendo o gendtipo AV60 o que demonstrou
elevada capacidade de inducdo de calos e regeneracédo de plantas, podendo ser utilizado em
estudo que visem o cultivo in vitro como uma ferramenta de propagacéo da planta em &reas

biotecnoldgicas.



