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Resumo

PIVETA, Leonard Bonilha. Diversidade genética de biotipos de arroz-daninho e
possiveis respostas num cenario de mudancas climaticas. 2017. 125f. Tese
(Doutorado) — Programa de Pos-Graduacao em Fitossanidade. Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, RS.

O arroz-daninho (Oryza sativa L.) € a principal planta-daninha da cultura do arroz. A
alta variabilidade genética entre populacdes dessa espécie contribui para a grande
diversidade fenotipica entre os bibtipos e diferentes respostas aos estresses
ambientais. Nesse sentido, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a
diversidade genética em popula¢des de arroz-daninho oriundos dos Estados do Rio
Grande do Sul e de Santa Catarina através de descritores morfolégicos, bem como,
a expressdo génica de proteinas e fatores de choque térmico sob estresses
abidticos de déficit hidrico e alta temperatura e, avaliar respostas de populacdes de
arroz-daninho ao aumento de CO2 atmosférico. Os resultados permitiram concluir
gue existe grande polimorfismo entre as populacbes de arroz-daninho, com 14
grupos distintos quanto as caracteristicas fenotipicas qualitativas e quantitativas. Os
249 bidtipos de arroz-daninho estudados sdo da subespécie indica. O alto nivel de
expressdo de HSFA2a para estresse por alta temperatura e de HSFA7 para o
estresse de déficit hidrico, e de HSPs (HSP24.15, HSP74.8 e HSP80.2) para ambos
0S estresses, demonstram que esses parametros tém papel fundamental no
mecanismo de defesa contra estresses abidticos. Os bidtipos de arroz-daninho
resistente e suscetivel ao grupo quimico das imidazolinonas avaliados em condicao
de elevada concentracdo de CO2 atmosférico (700 ppm) aumentam a produtividade
em 15,4% em relagdo aos que crescem em condi¢cdo de CO2 ambiente (400 ppm). A
concentragdo de CO:2 atmosférico, ambiente e elevada, ndo afeta a interagdo do
herbicida imazethapyr com o biotipo resistente aos herbicidas do grupo quimico das
imidazolinonas.

Palavras-chave: arroz-vermelho; polimorfismo; COz2; estresse abiético; HSP.



Abstract

PIVETA, Leonard Bonilha. Genetic diversity of weedy rice biotypes and and
possible responses in a climate change scenario. 2017. 125p. Dissertation
Doctor of Plant Protection — Programa de PO4s-Graduacdo em Fitossanidade.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS.

Weedy rice (Oryza sativa L.) is the main weed of rice crop. The high genetic
variability among this specie’s populations contribute to phenotypic diversity between
biotypes and the different responses by environmental stress. This research aimed to
evaluate the genetic diversity of weedy rice populations from Rio Grande do Sul and
Santa Catarina states through morphological descriptors, as well, the gene
expression of heat shock proteins and heat shock factors under abiotic stresses by
water restriction and high temperature and, to evaluate weedy rice populations under
increase atmospheric CO2. The results evidence great polymorphism between the
populations of weedy rice, with 14 distinct groups by qualitative and quantitative
phenotypic characteristics. All of 249 weedy rice studied are of the subspecies indica.
The high level of expression of HSFA2a by high temperature and HSFA7 by water
deficit stress, and HSPs (HSP24.15, HSP74.8, HSP80.2) for both stresses, showed
that these proteins play a fundamental role in the defense mechanism against abiotic
stresses in the weedy rice. The weedy rice resistant and susceptible to
imidazolinones herbicides under elevated atmospheric CO2 (700 ppm) increase
15.4% the yield when compared to ambient CO2 (400 ppm). The atmospheric CO2
concentration, ambient and higher, does not affect the interaction between the
herbicide imazetaphyr and the imi-resistant weedy rice.

Keywords: red rice; polymorphism; COz; abiotic stress; HSP.
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1 INTRODUCAO GERAL

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos alimentos mais importantes da dieta da
populacao brasileira e de outros paises do mundo. O Brasil € o Unico pais ndo
asiatico a figurar entre os 10 maiores produtores mundiais de arroz, tendo alcancado
producgéo de 12 milhdes de toneladas na safra 2016/2017 (CONAB, 2017).

A introducdo do arroz resistente as imidazolinonas (tecnologia Clearfield®)
facilitou o controle seletivo de arroz-daninho, que, juntamente com outras praticas de
manejo, como semeadura na época adequada, manejo correto de irrigacdo e
adubacao contribuiram para o aumento de 50% na produtividade, no periodo entre
2002 e 2015, na cultura do arroz irrigado no sul do Brasil (MEROTTO et al., 2016).
Essa tecnologia teve impacto econdmico e social significativo, principalmente, no
estado do Rio Grande do Sul, onde s&o cultivados em torno de 1,1 milh&o de
hectares e, em Santa Catarina, em torno de 150 mil hectares (SOSBAI, 2016).

O rapido aumento de produtividade ocasionou maior rentabilidade de
produtores e melhorou caracteristicas sociais e econdmicas em regides produtoras
de arroz. A tecnologia que permitiu cultivares de arroz resistente as imidazolinonas é
0 evento mais importante na cadeia orizicola desde a introducdo das cultivares
modernas (anas) na década de 70. Entretanto, diversos biotipos de arroz-daninho
resistente a herbicidas inibidores da ALS tem sido identificados nas regifes
produtoras de arroz irrigado apés trés safras da introducdo da tecnologia Clearfield®
no Brasil (MENEZES et al., 2009; ROSO et al, 2010a). Problemas similares foram
encontrados nos Estados Unidos (SHIVRAIN et al.,, 2007; BURGOS et al., 2008),
Greécia (KALOUMENOS et al., 2013) e Italia (ANDRES et al., 2014). Nesse sentido, o
desafio € manejar o arroz-daninho resistente as imidazolinonas, que em alguns
locais, ja apresenta infestacdes similares as que ocorriam antes da introducdo da
tecnologia Clearfield®.

Atualmente, estdo sendo desenvolvidas diversas linhagens de arroz
transgénico resistentes a varios herbicidas (RYFFEL, 2014; CHHAPEKAR et al.,
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2015, TIAN et al., 2015) e outras variedades de arroz nao-transgénico resistentes
aos herbicidas inibidores da ACCase (WEBSTER et al., 2015). Os problemas
relacionados ao fluxo génico do arroz resistente as imidazolinonas devem ser
considerados para o desenvolvimento dessas novas cultivares transgénicas e néao-
transgénicas para evitar o aumento da ocorréncia de arroz-daninho resistente a
herbicidas. Hoje em dia, no estado do Rio Grande do Sul, cerca de 70% das areas
sdo semeadas com cultivares Clearfield® (COSTA, 2017). A presenca de arroz-
daninho resistente a herbicidas juntamente com as diferentes caracteristicas de cada
regido de cultivo, endossam a avaliacdo do arroz-daninho resistente as
imidazolinonas.

No contexto de mudancas climaticas globais, estudos recentes (IPCC, 2014;
O'NEILL et al., 2017) predizem o incremento na concentracéo de CO2 atmosférico, o
aumento da temperatura média do ar e mudancas nos regimes pluviométricos em
regides produtoras de alimentos até o final do século. Nesse sentido, os estresses
(alta temperatura e déficit hidrico) causados pelas mudancas climaticas, podem
tornar as culturas mais vulneraveis a oscilacées de produtividade, comprometendo a

seguranca alimentar de diversos paises.
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2.1 Aspectos gerais e evolutivos do arroz (Oryza sativa L.)

O arroz é o alimento basico mais importante para metade da populacéo
global, principalmente para paises em desenvolvimento, sendo cultivado em todos
continentes, com excecao da Antartida (ABRAHAM et al., 2016; ZHAO et al., 2016).
No Brasil, € um dos alimentos que compdem a cesta basica, constituindo-se em uma
das principais fontes de calorias na alimentacdo. Em decorréncia disso, desempenha
papel estratégico na solucéo de questdes de seguranca alimentar (FAO, 2017).

O Brasil, com uma producao anual entre 11 e 13 milhdes de toneladas de
arroz, participa com 79,3% da producdo do Mercosul, seguido por Uruguai,
Argentina e Paraguai (SOSBAI, 2016; FAO, 2017). Dentre as regides produtoras
destaca-se os estados do Rio Grande do Sul (RS) e Santa Catarina (SC) que
cultivam de forma irrigada, representando cerca de 80% da producao nacional com
quase totalidade do arroz produzido da classe longo-fino (agulhinha) (SOSBAI,
2016).

A cultura do arroz irrigado possui potencial de crescimento de producéo,
porém, o patamar de produtividade é limitado por diversos fatores como: época de
semeadura, manejo de adubacdo, qualidade de sementes, manejo da irrigagao,
controle de insetos, doencas e plantas daninhas. Diversas sdo as plantas daninhas
que infestam a lavoura orizicola, estima-se que ao redor de 78% pertencem as
espécies monocotiledéneas (liliopsidas), das quais, 65% sdo da familia Poaceae
(SOSBAI, 2016).

Dentre as plantas daninhas destaca-se o arroz-daninho, que é considerado
um dos principais infestantes das lavouras de arroz a nivel global, pois pertence ao
género Oryza, por isso, apresenta semelhancgas morfologicas, fisiolégicas, genéticas
e bioquimicas ao cultivado, o que dificulta o seu controle (SUDIANTO et al., 2016),

podendo acarretar perdas superiores a 50% na producao (SHIVRAIN et al., 2010).
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O arroz é espécie diploide, com x=12 cromossomos (2n=24 cromossomos),
com genoma “AA” do grupo Oryza, pertencente a familia Poaceae, planta anual com
reproducdo por autogamia, classificada no grupo com sistema fotossintético Cs, e
adaptada ao ambiente aquético (LU; SNOW, 2005). Essa adaptacdo é devida a
presenca de aerénquima no colmo e nas raizes da planta, que possibilita a
passagem de oxigénio do ar para a rizosfera (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Esse cereal tem o centro de origem no continente asiatico, sendo que tanto o
arroz cultivado quanto o arroz-daninho evoluiram a partir de espécies silvestres do
género Oryza (TONG et al., 2017). Dentre as espécies de arroz cultivado existem
duas subespécies principais: Oryza sativa indica e O. sativa japonica (HUANG et al.,
2012).

A domesticacdo do arroz cultivado (Oryza sativa) é considerado proveniente
do arroz selvagem (Oryza rupifogon) milhares de anos atrds (FULLER et al., 2010)
ambos pertencem ao pool génico diploide e que podem hibridizar entre si, assim
como O. nivara, O. glumaepatula, O. meridionalis, O. breviligulata, O. longistaminata,
e O. glaberrima (JENA, 2010; MENGUER et al., 2017).

A domesticacdo em diferentes regides climaticas da Asia resultou na evolucdo
de dois tipos de arroz japbnica. O arroz japonica tropical que é cultivado no sul dos
Estados Unidos e o arroz japonica temperado € cultivado no Japéo e na Califérnia.
No Brasil, o arroz cultivado na maioria das areas pertence a subespécie indica. Ja a
espécie O. glaberrima é cultivada no continente africano, de onde é oriunda (CHEN
et al., 2016), e é considerada planta daninha em outras regides do globo (LINARES,
2002).

2.2 O arroz-daninho (Oryza sativa L.)

O arroz-daninho, também denominado arroz-vermelho ou arroz-preto é
oriundo da Asia, e considerada uma das principais plantas infestantes da lavoura
orizicola do sul do Brasil (NOLDIN et al., 2006; ANDREs et al., 2013a; GOULART et
al., 2014; SANTOS et al., 2014; MEROTTO et al., 2016) e de lavouras em outras
regides produtoras ao redor do globo (BURGOS et al., 2014; GEALY et al., 2015;
ZISKA et al., 2015; KRAEHMER et al, 2016; BUSI et al., 2017), em razéo das perdas
econdmicas causadas pela diminuicdo do potencial produtivo do arroz cultivado em
funcd@o da competicdo interespecifica.
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A pigmentacao do pericarpo, juntamente com o degrane das sementes, € uma
das caracteristicas principais do arroz-daninho (GROSS et al., 2010). Diversos
biotipos possuem o pericarpo vermelho devido as proantocianidinas (flavonoides)
que € caracteristica fenotipica controlada pelo gene regulatério Rc, o qual codifica o
fator de transcricdo bHLH, que foi alvo genético de selecdo, durante a domesticacéo
do arroz (SWEENEY et al., 2007). Por outro lado, a maioria das cultivares de arroz
cultivado ndo apresenta pigmentacdo no pericarpo e 97% desses, perdem a funcao
do alelo Rc (SWEENEY et al.,, 2007), que também participa na sintese de acido
abscisico envolvido na dorméncia das sementes (GU et al., 2011).

As plantulas de arroz-daninho sdo morfologicamente muito parecidas com a
do arroz cultivado, fator esse que dificulta a deteccdo até o estadio reprodutivo, o
que dificulta o seu controle. Por apresentar taxa de crescimento rapido, alto degrane
e dorméncia de sementes, bem como, a cor do pericarpo muitas vezes escura, a
infestacdo da lavoura com a daninha afeta a colheita e o beneficiamento dos graos
colhidos, tanto em regides tropicais e temperadas (GEALY et al., 2012; CUI et al.,
2016).

Uma planta de arroz-daninho pode produzir mais de 2000 sementes em um
ciclo de florescimento (HAMID et al., 2007), permanecendo viaveis sob o solo por até
10 anos (NOLDIN et al., 2006). A facilidade de dispersao por sementes, dorméncia,
tolerancia a estresses e a habilidade competitiva em relacdo ao arroz cultivado, além
de pertencer a mesma espécie, tornam o controle do arroz-daninho muito dificil
comparado a outras plantas daninhas (DAI et al., 2017). Por outro lado, com a
introducdo de arroz resistente ao grupo quimico das imidazolinonas (tecnologia
Clearfield®), o controle quimico seletivo da planta daninha na cultura do arroz se
tornou possivel (SOSBAI, 2016).

A perda de produtividade ocasionada pelo arroz-daninho varia de menos que
5% até mais de 90% em areas severamente infestadas (OLAJUMOKE et al., 2016).
O impacto na produtividade varia conforme o nivel de infestacdo, duragdo da
interferéncia, cultivar utilizada e a pratica de manejo da cultura utilizada pelo
produtor (SUDIANTO et al., 2013). No Brasil, as perdas diretas médias por
competicdo com arroz-daninho sdo em torno de 20% (ANDRES et al., 2014; FLECK
et al., 2008). Similarmente, na regido orizicola do sul dos Estados Unidos, o arroz-
daninho caracteriza-se por ser o principal problema em relacdo a competicdo com as

cultivares de arroz (BURGOS et al., 2014). Os prejuizos causados aos produtores do
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estado do Arkansas, EUA, em 2006 foram de aproximadamente U$ 300,00 por
hectare (BURGOS et al., 2008).

2.3 Herbicidas Inibidores da enzima ALS e a Tecnologia Clearfield®

A enzima acetolactato sintase (ALS; EC 4.1.3.18; AHAS, acetohidro&cido
sintase) catalisa o primeiro passo na biossintese dos aminodcidos de cadeia
ramificada valina, leucina e isoleucina (POWLES; YU, 2010). Algumas bactérias e as
plantas conseguem sintetizar os esqueletos de carbono destes aminoacidos a partir
de piruvato (valina), piruvato mais acetil-CoA (leucina) ou piruvato mais 2-
cetobutirato (isoleucina) (DUGGLEBY et al., 2008). O uso de herbicidas inibidores da
ALS em plantas sensiveis, leva a falta desses aminoacidos, o que ocasiona o0
retardo ou inibicdo do crescimento das plantas poucas horas apés a aplicacao pois
afetam a sintese de proteinas, que sdo importantes na divisdo celular (SHANER,
2014).

A enzima ALS é composta por dois tipos de subunidades. Uma delas,
chamada subunidade maior, € a que possui atividade catalitica e apresenta, massa
molecular de 59-66KDa em eucariotos (DUGGLEBY et al., 2008). A segunda
subunidade possui atividade regulatéria e seu tamanho varia entre organismos, na
faixa de 10-20KDa em bactérias, 34KDa em leveduras e 50KDa em plantas
(DUGGLEBY et al., 2008). Através de cristalografia da subunidade catalitica de
AHAS de Arabdopsis thaliana foi determinada a estrutura da enzima em conjunto
com os herbicidas clorimuron-etil (SU) e imazaquin (IMI) (MCCOURT et al., 2006). A
subunidade catalitica da enzima AHAS de A. thaliana na presenca de herbicida ou
de cofatores (ThDP, MG*?, FAD) cristaliza e adquire a forma de tetramero. Ja4 em
solucdo, sem a presenca de cofatores ou herbicida esta subunidade esta em forma
de dimeros. Cada polipeptideo da subunidade catalitica da AHAS consiste de trés
dominios: « (86-280 residuos), B (281-451 residuos) e vy (463-639 residuos)
(DUGGLEBY et al., 2008).

Os herbicidas inibidores da ALS englobam cinco classes quimicas:
sulfoniluréias  (SU), imidazolinonas  (IMI),  pirimidiltio-benzoatos  (PTB),
triazolpirimidinas (TP) e sulfonilamino-carbonil-triazolinonas (SCT) (SHANER, 2014).
Entre as caracteristicas favoraveis dos herbicidas inibidores da ALS estdo a

utilizacdo em baixas concentragdes, o amplo espectro de controle, a ampla janela de
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aplicacao, a atividade residual no solo, a seletividade sobre diversas culturas e a
baixa toxicidade sobre mamiferos (MCCOURT et al.,, 2006). O perfil toxicologico
favoravel dos herbicidas inibidores da ALS explica-se pelo fato de atuarem em
enzima ausente em mamiferos (SUDIANTO et al., 2013). No entanto, trata-se de
herbicidas propensos a selecionarem populacdes resistentes devido a alta taxa de
mutacéo natural no gene ALS (10 a 10%) e a capacidade de serem detoxificados
por plantas (PRESTON; POWLES, 2002; CARVALHO et al., 2009). Esses fatores,
somados ao uso intenso, selecionaram populacdes de plantas daninhas de diversas
espécies com resisténcia aos herbicidas inibidores da enzima ALS (HEAP, 2017).

O estudo da estrutura cristalografica da enzima ALS levou ao melhor
entendimento de um dos mecanismos de resisténcia aos herbicidas inibidores da
enzima, o mecanismo de local de acdo alterado, o que torna a enzima insensivel ao
herbicida. Porém, mecanismos ndo relacionados ao local de acdo tém sido
investigados como causa da resisténcia, incluindo casos de resisténcia multipla e
cruzada (YU; POWLES, 2014).

O arroz Clearfield® (CL), que utiliza cultivares nédo transgénicas, resistentes
aos herbicidas imidazolinonas (TAN et al., 2005), representa importante método de
controle de arroz-daninho e tem sido utilizada em varias regides produtoras. A
obtencédo na década de 90, de linhagem de arroz resistente as imidazolinonas (IMI-
rice) chamada 93-AS-3510 foi obtida através de mutagénese induzida por etil
metanossulfonato - EMS (CROUGHAN, 1998). Essa linhagem, conhecida como de
primeira geracéo, foi utilizada para desenvolver as cultivares CL 121 e CL 141 nos
Estados Unidos (SUDIANTO et al., 2013). No Brasil, pesquisadores do Instituto
Riograndense do Arroz (IRGA), iniciaram o processo de transferéncia dessa
caracteristica, por meio de retrocruzamento, para seus genotipos, que resultou na
cultivar IRGA 422 CL (VILLA et al., 2006).

Técnica similar foi utilizada para desenvolver a linhagem PWC16 (TAN et al.,
2005), de segunda geracéo, que também foi utilizada para desenvolver a cultivar CL
161 nos Estados Unidos (WENEFRIDA et al., 2007) e diversos hibridos CL no Brasil
(ROSO et al.,, 2010b). Na Argentina, foi desenvolvida a cultivar Puita INTA CL
através de mutacdo induzida também resistente as imidazolinonas (LIVORE, 2007).
Baseadas nessas cultivares precursoras, muitas outras foram desenvolvidas nos
Estados Unidos, Brasil e outras regides que utilizam cultivares de arroz resistente as
imidazolinonas (SUDIANTO et al., 2013; MEROTTO et al., 2016) .
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O local de mutacdo no gene da ALS que confere resisténcia as
imidazolinonas nas linhagens 93-AS-3510, PWC16 e na cultivar Puita INTA CL séo
GlyesaGlu, SeressAsn, e Alaiz2Thr, respectivamente (ROSO et al.,, 2010b), que
resultam em diferentes niveis de resisténcias aos herbicidas imidazolinonas (AVILA
et al.,, 2005). A maior parte das mutacdes que conferem resisténcia aos herbicidas
do grupo quimico das imidazolinonas acontece na substituicdo de aminoacidos nos
dominios a e y, sendo que muitos pesquisadores se referem a essas duas regides
como dominios A e B no gene ALS (TRANEL; WRIGHT, 2002)

2.4 Fluxo génico

O fluxo génico é processo que envolve duas etapas incluindo a polinizacao
entre espécies sexualmente compativeis, seguido de introducdo de alelos ou genes
novos em populacédo receptora, a partir de outra populacdo (GEALY et al., 2003).
Diversos trabalhos tém mostrado a possibilidade de cruzamento natural entre o arroz
cultivado e o arroz-daninho, bem como a ocorréncia de plantas daninhas resistentes
aos herbicidas, inclusive o arroz-daninho (LU; SNOW, 2005; RAJGURU et al., 2005;
BUSCONI et al., 2014; GEALY et al., 2015; MEROTTO et al., 2016).

O cruzamento permite maiores oportunidades para a hibridacdo natural e
introgressao entre arroz-daninho e arroz cultivado (CAO et al., 2006; LU; YANG,
2009). Porém, o cruzamento espontdneo de cultivares CL com arroz-daninho,
podem causar a introgressdo de genes do arroz cultivado em poucas geracdes
(GEALY et al., 2003) aliado a pressao de selecao, pelo uso continuo de herbicidas
imidazolinonas, favorecendo a proliferacdo de arroz-daninho resistente. O principal
fator que afeta o cruzamento entre o arroz cultivado e o arroz-daninho é a
sincronizagdo no florescimento, ou seja, o doador de pdlen e o receptor necessitam
estar na antese no mesmo periodo. Em geral, a taxa de cruzamento entre arroz
cultivado e arroz-daninho é inferior a 1% (MAGALHAES et al., 2001; GEALY et al.,
2003; SHIVRAIN et al., 2007).

Em estudo realizado para avaliar o fluxo génico entre cultivares, hibrido e
arroz-daninho resistente a imidazolinonas (doadores de polen) e IRGA 417 (ndo CL -
receptor), Goulart et al. (2016) concluiram que a taxa de cruzamento variou entre
0,0142 e 0,0344%. A partir do doador de polen a taxa de cruzamento decresce até

0% na distancia de trés metros e meio (3,5m) onde ndo ha mais cruzamento,
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independente da direcdo do vento (GOULART et al., 2016). Ja, Shivrain et al (2007)
detectaram o cruzamento entre o arroz CL (CL 161) e arroz-daninho no Arkansas,
EUA, até seis metros (6 m) de distancia do doador de pdélen. Entretanto, Song et al.
(2003) reportaram o cruzamento entre “Minghui-63” e O. rufipogon até a distancia de
43,2 m em condi¢ces de campo na China.

O gene ALS de dois acessos de arroz-daninho resistentes a imazethapyr
oriundos do estado de Arkansas, EUA, foi sequenciado, sendo a sequéncia de 1935
pares de bases idéntica a do arroz cultivado (SALES et al., 2008). Segundo estes
autores, o alinhamento da sequéncia de nucleotideos identificou seis bases
polimorficas nas quais trés resultaram em substituicdo de aminoacidos no gene ALS
e uma destas substituicdes foi Ges4E, sendo esta mutagdo encontrada nas cultivares
de arroz CL 121 e CL 141. No mesmo trabalho, foi encontrada outra mutacao, a
VesoM, sendo esta a primeira mutacdo descrita para acessos de arroz-daninho
resistente, suportando a hipotese de que esta resisténcia se deva a processo de
evolucéo natural advindo da pressao de sele¢cdo com herbicidas imidazolinonas.

O arroz-daninho resistente pode estar evoluindo tanto em funcédo da presséo
de selecdo gerada pelo uso indiscriminado de herbicida, como pela ocorréncia de
fluxo génico entre o arroz cultivado CL e a planta daninha (SALES et al., 2008). Uma
das consequéncias destes fenbmenos é a perda da possibilidade da utilizacdo de
herbicida para controle de arroz-daninho de maneira seletiva, que hoje é a principal
estratégia de controle desta planta daninha em lavouras de arroz no sul do Brasil
(SOSBAI, 2016).

A determinacdo dos processos da evolugdo da resisténcia sdo importantes
para indicar a melhor estratégia de prevencao e manejo do arroz-daninho resistentes
aos herbicidas imidazolinonas. Baseado nisso, se a resisténcia aos herbicidas em
arroz-daninho for devida principalmente a processos independentes de selecao de
mutantes, o manejo poderia ser realizado com base na reducdo da presséo de
selecdo pelos herbicidas. No caso do arroz, isso é alcancado através da rotagéo de
culturas que permite a utilizacdo de herbicidas de distintos mecanismos de agéo
(BURGOS et al., 2008; ANDRES et al., 2013a). Por outro lado, se a resisténcia for
devida ao fluxo génico de arroz-daninho resistente para outras &reas orizicolas, o
manejo da resisténcia deve ter como base a utilizacdo de sementes certificadas,
livres dessa planta daninha e limpeza de maquinario compartilhado ou alugado. Por

fim, se a resisténcia de arroz-daninho provir fundamentalmente de fluxo direto de



27

cultivares resistentes aos herbicidas, as estratégias de controle deverdo basear-se
no controle de escapes de arroz-daninho. Para tanto, praticas como roguing ou
catacdo manual e aplicacdo sequencial de herbicidas devem ser utilizadas
(ANDRES et al., 2013b) .

Ainda, o conhecimento de possiveis alteracoes adaptativas nas plantas
resistentes, independente da origem da resisténcia, auxilia na determinacédo de
métodos de manejo que, baseados nestas alteracdes, sejam mais efetivos no
controle de populagdes de arroz-daninho resistentes.

2.5 Diversidade genética de populacdes de Oryza sativa

A diversidade genética € a expressao utilizada para descrever as variacdes
genéticas herdaveis encontradas entre e dentro de espécies, populacdes de uma
espécie, ou individuos de uma populacdo (HUGHES et al., 2008). Estudos genéticos
em arroz tém elucidado aspectos importantes do género Oryza, que contém duas
espécies cultivadas e aproximadamente 21 espécies silvestres distribuidas nas
regiBes tropicais e subtropicais da Américas Central e do Sul, na Africa, Oceania e
Asia (SUNDARAMOORTHI et al., 2009; KUMAGAI et al., 2010; ROULIN et al., 2010;
SHIVRAIN et al, 2010; HUANG et al., 2012).

A predominéncia de autogamia no género Oryza determina que o fluxo génico
seja comumente restrito. Como resultado, é esperada grande diversidade genética
entre populacdes geograficamente ou ecologicamente distantes. Nesse sentido,
estudos tém mostrado alta diversidade genética entre populacdes de Oryza em
diversas regibes onde o cultivo de arroz € importante. Em estudo realizado por
Garris et al. (2005) indicaram que a estrutura genética de 233 acessos de Oryza
sativa oriundos dos cinco continentes € composta por cinco grandes grupos
relacionados a subespécie ou ambiente que sao indica, aus, aromatic, japonica
tropical e japonica temperada. Entretanto, a composicdo genética dos acessos de
arroz foi mostrada ser composta por misturas em diferentes graus destes grupos
(GARRIS et al., 2005).

No Brasil, estudos tém demonstrado alta variabilidade em cultivares
tradicionais de arroz (BRONDANI et al., 2006; STRECK et al., 2017). Além disso,
Borba et al. (2009a; 2009b) mostraram alta variabilidade tanto nas variedades
tradicionais quanto nas variedades comerciais componentes do banco de
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germoplasma de arroz da Embrapa. Estes estudos indicaram haver notavel
estruturacdo genética das variedades baseadas tanto no sistema de cultivo em
terras baixas ou em sequeiro, quanto na origem dos acessos (BORBA et al., 2009b).

A diversidade genética no género Oryza ndo se limita as variedades
cultivadas. Também o arroz-daninho apresenta elevada variabilidade. Nos udltimos
anos, diversos estudos tém demonstrado que populacbes de arroz-daninho de
certas regides sdo compostas por misturas entre diversas espécies do género Oryza
(REAGON et al., 2010; GOULART et al., 2014; TONG et al., 2017). Estudos recentes
mostraram que certas populacdes de arroz-daninho nos EUA estdo estreitamente
associadas a O. sativa, O. nivara, e O. rufipogon o que indica ocorréncia de fluxo
génico entre estas espécies (LONDO; SCHAAL, 2007; GEALY et al., 2009).

Ainda, Reagon et al. (2010) mostraram que acessos de arroz-daninho dos
estados de Arkansas, Louisiana, Mississippi, Missouri e Texas, nos EUA, sao
compostas principalmente por Oryza sativa spp indica e O. sativa spp indica vs aus.
Este fato € atribuido a diferentes eventos de introducdo de espécies silvestres do
género Oryza (LONDO; SCHAAL, 2007) e também de variedades cultivadas que
eventualmente deixaram de ser exploradas comercialmente (CAO et al., 2006). A
possibilidade de hibridizacdes entre espécies possuindo o0 mesmo genoma, no caso
AA, contribui para manutencdo da variacdo genética do arroz-daninho e favorece
sua persisténcia em praticamente todas as areas de cultivo de arroz através de
rapida adaptacdo a diferentes praticas agronémicas e ao ambiente (MEROTTO et
al., 2016).

Apesar do grande problema que o arroz-daninho representa para a cultura do
arroz no Brasil, o conhecimento de sua diversidade genética ainda € limitado.
Entretanto, estdo disponiveis ferramentas em biologia molecular capazes de
caracterizar geneticamente populagcbes de arroz-daninho. Os marcadores
moleculares microssatélites (SSR), por exemplo, tém sido amplamente utilizados na
caracterizacdo genética de populacdes de diversas espécies incluindo o arroz
(SHIVRAIN et al., 2010; NACHIMUTHU et al., 2015).

2.6 Andlise de variabilidade e estrutura genética

A diversidade genética pode ser analisada a partir de um locus génico em trés
niveis (WRIGHT, 1943). Em individuos, a diversidade genética pode ser observada
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guando se encontram individuos homozigotos e heterozigotos. Ja em populacdes, a
diversidade esta presente quando individuos diferentes apresentam alelos
diferentes. Em uma espécie, a diversidade pode estar presente entre populagdes, no
caso de algumas destas populacBes possuirem alelos que outras ndo possuem
(WRIGHT, 1943). Neste caso, é dito que a diversidade estd dividida entre
populacdes de uma espécie (LOWE et al., 2004).

A avaliacdo da diversidade genética pode ser realizada baseada nas
frequéncias alélicas obtidas através de marcadores moleculares codominantes como
0s SSR (LAURENTIN, 2009; HUANG et al., 2012). Estes permitem a deteccéo de
alelos individuais em cada locus, tanto heterozigoto como homozigoto. A partir disso,
namero de alelos por locus e o nimero de loci polimérficos podem ser calculados.
Os valores observados séo indicadores de diversidade genética (HART; CLARK,
2007).

O numero de alelos por locus (A), conhecido também como riqueza alélica, é
obtido pela relacdo entre o numero de alelos encontrados em determinada
populacdo e o numero total de loci estudados. J& o nimero de loci polimorficos (P) é
a relacdo entre o numero de locus polimérficos e o nimero total de loci estudados
em determinada populacdo (LANGE, 2003). Este valor indica a quantidade de
polimorfismo existente em determinada populacdo e permite a comparacdo entre
populagBes. Ainda, é possivel calcular o namero de alelos por locus polimorfico (AP)
que é a relacdo entre o numero de alelos observados em loci polimérficos pelo
namero de loci polimérficos estudados (LOWE et al., 2004). Medidas mais
informativas podem ser obtidas das frequéncias alélicas observadas, que permitem
comparacdes entre a heterozigosidade esperada e observada. A heterozigosidade
observada (Ho) € a proporcdo de individuos heterozigotos nas amostras da
populacdo. A heterozigosidade esperada (He), também referida como diversidade
total de Nei (1973, 1978), é definida como a quantidade de heterozigosidade que
estaria presente em determinada populacdo, dada frequéncia alélica observada em
equilibrio de Hardy-Weinberg.

A diversidade total (Hr), existente em determinada populagéo é resultante de
duas proporcdes distintas. A proporcdo de diversidade que é devida a variagdo
dentro das populacbes é conhecida como Hs. Este valor representa a
heterozigosidade média dentro das populacdes. Ja a proporcéao referente a variacao

entre populacdes € conhecida como Dst (NEI, 1973, 1978). A razdo entre estas duas
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proporcdes, Dst e Hs, resulta na propor¢cdo da diversidade genética devida a
diferenca entre subpopulacbes em relacdo a diversidade genética na populacao.
Esta razdo é chamada de coeficiente de diferenciacdo genética de Nei ou Gst (NEI,
1973, 1978).

A determinacdo de populacdes € fundamental em estudos de genética de
populacdes. Normalmente isto é realizado a partir da origem geografica das
amostras ou fenotipos. Entretanto, a estrutura genética de populacbes nem sempre
esta relacionada com a distancia geografica dos individuos (EVANNO et al., 2005).
Por isso, nos ultimos anos, métodos de assignment tém sido amplamente utilizados
em estudos de genética de populagdes (LONDO; SCHAAL, 2007; APER et al., 2010;
HUFFORD et al., 2011). Um dos modelos de assignment mais utilizados € o
proposto por Pritchard et al. (2000). Neste modelo, os acessos sdo agrupados
probabilisticamente por meio de inferéncia bayesiana a um namero K de populacoes,
sendo o valor de K desconhecido. O método busca determinar a populacdo a qual
pertence cada individuo a partir de matrizes de Fst, sem considerar informacdes de
coleta destes individuos (PRITCHARD et al., 2000). Este método vem sendo
continuamente aperfeicoado com o intuito de conferir maior robustez aos resultados
obtidos com os mais variados conjuntos de dados (HUBISZ et al., 2009). Assim,
varios estudos sobre estrutura populacional de arroz e arroz-daninho tém sido
realizados com base neste método (SHIVRAIN et al., 2010; GOULART et al., 2014;
WANG et al., 2014).

2.7 Estresses abiéticos por calor e déficit hidrico em arroz

O uso eficiente de recursos naturais, a reducao do desperdicio de alimentos e
o0 aumento de producdo das culturas sdo fundamentais para suprir a demanda
crescente por alimentos (FOLEY et al., 2011; PALMGREN et al., 2014). No entanto,
existe o desafio de produzir mais conciliando com a reducdo na degradacéo do solo,
menor uso de 4gua e manutencdo da biodiversidade em ambientes que estédo
expostos a estresses abidticos crescentes (SANG; GE, 2007; MUELLER et al., 2012;
PALMGREN et al., 2014). Em diversas regides produtoras de arroz, a expansao de
area esta atrelada a ambientes mais quentes e secos (KADAM et al., 2014).

O déficit hidrico e temperatura (calor ou frio) sdo dois dos principais fatores
que afetam o crescimento das plantas (MEENA et al., 2017). A exposi¢cdo
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frequentemente a flutuacdes e adversidades ambientais, submetem as plantas a
processo dinamico de respostas rapidas, isso se deve a intrinseca capacidade
metabdlica (SIMONTACCHI et al., 2015), e de complexo sistema de sinalizacao, que
reprograma a expressao de genes, priorizando 0S genes responsivos a estresses
(HONG et al., 2016). Todo o processo de resposta a estresses leva a uma série de
alteracbes moleculares, morfologicas, fisiologicas e bioquimicas (GILROY et al.,
2014; ZANDALINAS et al., 2017).

Condicbes de estresses abidticos podem induzir a acumulacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), incluindo H202 que tem fungdo na sinalizagdo em
transducdo de sinais de moléculas, mas pode também, causar dano celular e
inibicdo na fotossintese (ZANDALINAS et al., 2017). Para prevenir o dano causado
por ROS, o maquindrio antioxidante da planta é ativado (BAXTER et al., 2014). As
enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD), peroxidase (POX),
catalase (CAT), ascorbato-peroxidase (APX), glutationa redutase (GR) e glutationa-
S-transferase (GST) sé@o as principais moléculas que agem para prevenir o dano
causado pelas ROS (ZHANG et al., 2010; MENGUER et al., 2017).

O estresse por alta temperatura pode causar danos reversiveis ou pode ser
prejudicial para determinada cultura, dependendo da espécie. As plantas com
temperatura basal menor serdo mais sensiveis ao aquecimento global. Por exemplo,
se tomarmos a diminuicao relatada no rendimento de trigo (cultura temperada) de
4% para cada aumento 1°C na temperatura (ASTHIR et al., 2009) e o cruzarmos
essa informacdo com o aumento de temperatura previsto (XU et al., 2009), podemos
hipotetizar queda no rendimento de 7,2 até 16% ao longo do préximo século.

O aumento de temperatura altera o regime de chuvas e indiretamente afeta a
fotossintese podendo culminar no aumento da fotorrespiracdo das culturas
(SHARKEY, 2005; HEDHLY et al., 2008). A faixa de temperatura 6tima para o
desenvolvimento do arroz situa-se entre 20 e 35°C (YOSHIDA, 1981). Em 2003, a
regido de Yangtze River, na China, sofreu ondas de calor durante o dia acima de
38°C por periodo de 20 dias. Esse evento extremo causou a perda estimada de 5,18
milhdes de toneladas de arroz (LI et al., 2004). Gourdiji et al. (2013) constataram que
durante o periodo reprodutivo do arroz pelo menos 8% das areas no ano 2000
sofreram pelo menos 5 dias com temperaturas superiores a 36°C, e fizeram a
projecédo que, em 2030 (16%) e 2050 (27%) as areas podem sofrer por estresse de

alta temperatura durante o mesmo periodo de desenvolvimento.
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A temperatura do dossel é tipicamente menor que a temperatura ambiente
devido a condutancia estomatica, que pode ser chamada de depressdo da
temperatura do dossel (CTD) (AMANI et al., 1996). A CTD varia significativamente
conforme o gendtipo (SHI et al., 2015) o que sugere que alguns genotipos sdo mais
eficientes no resfriamento sob altas temperaturas. A esterilidade das espiguetas
induzida pelo estresse térmico, na floracdo, pode ser atribuida a deiscéncia das
anteras, onde ocorre o ressecamento dos graos de poélen (JAGADISH et al., 2011).

Por definicdo, o déficit hidrico € o periodo em que a precipitagéo é inferior a
média ou totalmente ausente, resultando em quantidades inadequadas de agua para
uso humano, agricultura, vegetacdo e fauna (BERGER et al.,, 2016). O arroz
cultivado (O. sativa) demanda grandes quantidades de &gua durante o ciclo de
desenvolvimento, devido as suas raizes superficiais quando comparado a outras
culturas (KONDO et al., 2000; MENGUER et al., 2017). Por outro lado, espécies
presentes em regifes de solo com baixa umidade sdo candidatas, em programas de
melhoramento, para serem doadores no cruzamento com o arroz cultivado, como
por exemplo, O. australiensis, O. glaberrima e O. longistaminata (NDJIONDJOP et
al., 2010; ATWELL et al., 2014). A espécie O. rufipogon, genétipo Dongxiang, foi
usado em melhoramento da tolerancia ao déficit hidrico em arroz cultivado e uma
linhagem oriunda do cruzamento, demonstrou alta tolerancia ao estresse quando
comparado ao arroz cultivado, com alta taxa de sobrevivéncia, elevados teores de
prolina e acumulagdo de acucares soltuveis (ZHANG et al., 2014).

O déficit hidrico reduz drasticamente as taxas de fotossintese liquida,
inicialmente causado pelo fechamento de estbmatos para evitar a perda de agua,
que resulta na reducéo de CO:2 disponivel nos cloroplastos (CHAVES et al., 2003).
Apenas na Asia, 23 milhdes de hectares de arroz cultivado (10 milhdes em terras
altas e 13 milhBes em terras baixas) estdo sujeitos a eventos de déficit hidrico
(FISCHER et al., 2012). E estimado que até 50% do arroz cultivado é afetado por
algum tipo de déficit hidrico durante o ciclo de desenvolvimento (MOSTAJERAN;
RAHIMI-EICHI, 2009).

A agua disponivel no solo é o primeiro fator limitante associado com o déficit
hidrico (VERSLUES et al., 2006), o decréscimo do montante disponivel, resulta em
gueda na translocagcdo de agua na planta e afeta o crescimento e a assimilacao de
nitrogénio (NEUMANN, 2008; XUE et al., 2016). Condi¢cGes de estresse induzem as
ROS que pode culminar em peroxidacéo lipidica, oxidacdo de proteinas e danos no
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DNA (NAHAR et al.,, 2016). Caso o déficit hidrico seja prolongado, pode inibir a
germinacdo de sementes, diminuicdo do contetudo de clorofila na folha, induz a
planta abortar folhas, ao murchamento, dessecagdo e/ou morte (NAHAR et al.,
2016).

Estudos recentes (JAGADISH et al.,, 2012; IPCC, 2014) predizem maior
variabilidade na produtividade de arroz por maior exposicéo a eventos frequentes de
estresse por calor e por alta variabilidade nos padrbes de precipitagcdo face o
aguecimento global. Nesse sentido, o entendimento dos efeitos dos estresses por
alta temperatura e por déficit hidrico na cultura do arroz séo fatores importantes para

tracar medidas protetivas do potencial produtivo das cultivares.

2.8 Heat Shock Proteins (HSPs) e Heat Shock Factors (HSFs)

Em todos os organismos, a homeostase celular em condigbes oOtimas e
adversas de crescimento e desenvolvimento pode ser assegurada por uma familia
de proteinas altamente conservada entre as espécies, as proteinas de choque
térmico (Heat Shock Proteins - HSPs). Estas proteinas foram descobertas em
glandulas salivares da mosca das frutas (Drosophila) como resposta a estresse por
calor (ASHBURNER; BONNER, 1979), mas atualmente € amplamente conhecido
que estas proteinas sdo induzidas por inimeros outros estresses (SULE et al., 2004;
JACOB et al., 2017). HSPs séo chaperonas moleculares que regulam o dobramento,
localizacdo, acumulo e degradacdo de proteinas em diferentes espécies de
eucariotos e procariotos, desempenhando um papel amplo em muitos processos
celulares (HASLBECK; VIERLING, 2015). Em todos os organismos, a inducdo de
HSPs é répida e intensa, e o efeito de protecdo das HSPs pode ser atribuido a
atuacdo conjunta destas proteinas. A maioria das HSPs € codificada pelo genoma
nuclear, e a sua funcédo pode ser em diferentes compartimentos da célula, incluindo
citoplasma, mitocondria, cloroplasto e reticulo endoplasmatico (USMAN et al., 2014;
HASLBECK; VIERLING, 2015; JACOB et al., 2017).

As proteinas HSPs foram divididas em duas categorias, as que sao
constitutivamente expressas e as que sdo induzidas por estresse (OHAMA et al.,
2017), e de acordo com seu peso molecular aproximado, as HSPs foram agrupadas
em familias, HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, sHSPs (small heat shock protein)
(USMAN et al., 2014), e cochaperonas HSP40 ou DNAJ (QIU et al., 2006).
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A familia HSP100 ou proteases caseinoliticas tem a capacidade de promover
a dissociacdo de proteinas agregadas numa reacéo dependente de ATP (PARSELL
et al.,, 1994). Esta remodelagem pode ser utii em multiplas fungbes, como a
regulacdo da atividade de complexos proteicos, desdobramento de proteinas para
facilitar a acdo de proteases, e facilitar o redobramento de proteinas desnaturadas
agregadas (USMAN et al., 2014). Evidéncias in vivo e in vitro indicam que a funcéo
de protecdo desta classe de chaperonas é resultado da sua atividade de solubilizar
proteinas em cooperacdo com as chaperonas HSP70 (CARRONI et al., 2014).

A familia HSP90 é abundante, altamente conservada, e essencial para a
viabilidade da célula. Proteinas HSP90 contém dois dominios altamente
conservados, o dominio de ligacdo de ATP na regido N-terminal, e regido de ligacdo
altamente rica em &cido glutdmico (KRISHNA; GLOOR, 2001). Estas proteinas séo
encontradas em diferentes compartimentos da célula, e sdo responsaveis pelo
redobramento de proteinas desnaturadas e pelo dobramento de proteinas recém
sintetizadas. Além disso, atuam na regulacdo de varias moléculas de sinalizacdo
celular (WANG et al., 2015).

As proteinas HSP70 além de assistir ao redobramento de proteinas nativas
sob condicdes de estresse, tém papel essencial na prevencdo da agregacdo de
proteinas (BECHTOLD et al.,, 2008). HSP70 se ligam a proteinas desnaturadas,
forcando seu redobramento para forma nativa, evitando a agregacdo das proteinas
(USMAN et al., 2014). A diversidade dos membros HSP70 é explicada pela presenca
de homologos distintos no citosol, no limen, no reticulo endoplasmatico, e na matriz
das mitocéndrias e cloroplastos. Os homdélogos de HSP70 localizados no reticulo
endoplasmatico sdo chamados de proteinas de ligacdo (BiP) (VIERLING et al.,
1991). Membros da familia HSP70 sdo caracterizados por um dominio de ligacéo de
ATP naregido N-terminal (EFEOGLU, 2009).

Membros da familia HSP60 sao codificados por genes nucleares, mas atuam
nas mitocondrias e cloroplastos. HSP60 sédo chaperonas que ajudam no dobramento
de proteinas e na montagem das subunidades de complexos proteicos.
Adicionalmente, HSP60 cooperam com outras chaperonas, principalmente a HSP70
no transporte celular (JACOB et al., 2017).

Ao contrario das outras classes de HSPs, as sHSPs sado incapazes de atuar
no dobramento de proteinas nédo nativas de maneira individual, sendo necessario a
formacao de complexos com outras HSPs (HASLBECK; VIERLING, 2015). Todos os
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membros da familia sHSP apresentam um dominio de 90 aminoéacidos na regiao C-
terminal, chamado de dominio a-cristalin ou dominio de choque por calor (SUN et
al., 2002). Em plantas, estas proteinas sao codificadas por genes nucleares, e sao
divididas em trés classes. As ClI, CllI e Clll séo localizadas no citosol ou no nucleo, e
as classes CIV, CV e CVI séo localizadas nos cloroplastos, reticulo endoplasmatico
e mitocondria (EFEOGLU, 2009).

Proteinas HSP40 ou DNAJ séo cochaperonas da maquinaria HSP70, tendo
papel importante na ativacdo da atividade ATPase da HSP70, estabilizando sua
ligacdo com as outras proteinas. Embora as proteinas DNAJ sejam menos
abundantes que as HSP70, podem atuar cataliticamente, interagindo
transientemente, servindo a mais que uma HSP70 ao mesmo tempo. DNAJ sao
caracterizadas por diferentes tipos de dominios, como o dominio J, dominio Zinc-
finger, e um dominio presente na regido C-terminal (RAJAN; D"SILVA, 2009).

A transcricdo da maioria 0os genes codificadores de HSPs é regulada por
fatores de transcricdo de choque de calor (Heat shock factors - HSFs), localizados
no citoplasma (HU et al., 2009; ZHANG et al., 2015). HSFs sdo componentes finais
da rota de transducéo de sinais que media a ativagdo de genes de resposta ao calor
e a grande numero de estressores quimicos (NAKAI, 1999). Embora haja
consideravel diferenca no tamanho e na sequéncia dos HSFs, sua estrutura basica é
conservada entre os eucariotos (NOVER et al., 2001). Estudos demonstram que a
superexpressao de HSFs em plantas resultou em aumento da tolerancia a calor, sal,
estresse osmotico, déficit hidrico e frio (CHANDEL et al., 2013; JIN et al., 2013; LIU
et al., 2013; ZHANG et al., 2015). A coexpressdo de HSFs em resposta a diferentes
estresses abioticos indica que estes fatores de transcrigdo podem regular multiplos
mecanismos. Desta forma, os HSFs s&o considerados uma familia génica
importante, e seu potencial de resposta a diferentes estresses podem ser utilizados

na obtencao de plantas tolerantes a estresses ambientais (CHANDEL et al., 2013).

2.9 Aumento da concentracdo de CO2 atmosférico e interacdes bioldgicas nas
plantas

A concentracdo de dioxido de carbono (COz) na atmosfera chegou a marca
de 400ppm em 2017 (NOAA, 2017). A informagdo de que o aumento de CO:

atmosférico pode contribuir para o crescimento das plantas € conhecido desde 1890,
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gquando Saussure, demonstrou pela primeira vez, que ervilhas expostas a alta
concentragdo de CO2 cresceram melhor, que as plantas controle, que estavam no ar
ambiente (KIMBALL et al., 2016). Por ser um substrato primario para que 0 processo
de fotossintese ocorra, a quantidade de CO:2 disponivel para as plantas tem efeito no
metabolismo, crescimento e desenvolvimento, especialmente sob condi¢bes
favoraveis de &gua, luz, nutrientes e temperatura (TAIZ; ZEIGER, 2013;
ABDELGAWAD et al., 2016).

A concentragdo de CO: atmosférico tem sofrido aumento gradativo nos
altimos anos (IPCC, 2014) e é amplamente aceito que as principais causas Sao
antropomorficas, mas especula-se também o papel da atividade solar e vulcanica no
processo (LARMINAT, 2016). O Painel Intergovernamental de Mudancas Climaticas
(IPCC) estima que até o fim do século XXI| as alteragBes climéaticas globais,
causadas pela constante emissao de gases de efeito estufa, levardo a aumento da
concentragcédo do CO2 atmosférico superiores a 700ppm (IPCC, 2014).

A elevagéo dos teores de CO2 causa um significativo aumento de atividade da
enzima Rubisco, e consequentemente da taxa fotossintética, decréscimo da taxa de
transpiracdo por unidade foliar, reducdo da abertura estoméatica e maior area foliar
(JWA; WALLING, 2001; ZISKA, 2016). Como consequéncia, ocorrem alteracdes no
balanco de agua e carbono nas plantas e com isto ha impacto sobre o crescimento,
particdo de recursos, sintese de defesa e, em alguns casos, em longo prazo a
aclimatacdo (TAIZ; ZEIGER, 2013). Em revisdo que compilou 124 trabalhos
realizados em sistema FACE (Free Air Carbon Enrichment), Ainsworth e Long (2005)
verificaram que as taxas fotossintéticas de plantas cultivadas em elevado CO:
aumentam em 28%. Esses mesmo autores, afirmaram que ha reducdo na taxa de
condutancia estomatica de aproximadamente 20% e aumento na eficiéncia do uso
da agua de até 50%.

As respostas apresentadas por plantas expostas a concentracdo elevada de
CO:2 séo classificadas para estudo em dois tipos, de acordo com o periodo de
exposicado. As respostas de curto prazo sao imediatas, observadas apdés uma
exposicao de segundos a minutos ao CO:2 elevado. As respostas de longo prazo
surgem apoés dias ou semanas em exposicao ao elevado CO:2 (BISHOP et al., 2014).

O CO:2 tem o potencial de regular diversos processos no aparato
fotossintético, entre eles a ativacdo da Rubisco (FLEXAS et al., 2016). Porém,

enquanto esses outros processos tém alta afinidade ao HCOs e ao CO: e, se
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mostram saturados na atual concentracdo ambiente desse gas, a Rubisco tem baixa
afinidade ao CO2 na carboxilagdo e essa reagdo ndo esta saturada, portanto,
apresenta resposta ao aumento de CO2 atmosférico. Esta é uma das razdes pela
qual a fotossintese responde ao incremento de CO2. O outro motivo se deve ao fato
de que, uma vez que a Rubisco catalisa competitivamente as reacdes de carboxilase
e oxigenase e, portanto, o CO2 € um inibidor competitivo da reacdo de oxigenase, 0
incremento na concentracdo de CO:2 diminuird a taxa de oxigenacdo. Como
consequéncia, ha reducao na perda de carbono recém-assimilado na forma de CO:
e no desvio de ATP e NADPH gerados nas reacdes de luz para recuperar o carbono
convertido a 2-fosfoglicolato na fotorespiracdo, aumentando a eficiéncia liquida da
fotossintese (EVANS, 2013). De modo geral, dobrar a concentracdo de CO2 pode
reduzir a atividade de fotorespiracdo em 50% (LONG et al., 1991). Este segundo
motivo pode ter maior importancia, pois o aumento na fotossintese liquida ocorre
independente de limitacdes de Rubisco ou RuBP e ndo depende de aumento na
quantidade de luz, &gua ou nitrogénio, tornando a fotossintese mais eficiente com
relacédo a esses fatores (FURBANK; SAGE, 2016).

Em curto prazo, outra resposta ao aumento do CO:2 geralmente observada é
reducado substancial da condutancia estomatica (BISHOP et al., 2014). O incremento
na concentracdo de CO2 aumenta a disponibilidade de carbono em relacdo a de
agua e a reducdo na condutancia estoméatica é acao para restaurar o equilibrio, uma
vez suposto que o aumento na disponibilidade de CO2 deve reduzir os esforgos de
aguisicdo do mesmo, principalmente quando estes se ddo a custa de elementos
potencialmente limitantes como a agua (FIELD et al., 1995; BISHOP et al., 2014). A
resposta da condutancia ao aumento de CO:2 varia entre grupos funcionais, com
espécies herbaceas cultivadas apresentando maiores reducdes do que espécies
arbdreas e arbustivas (AINSWORTH et al., 2007). Quando ha pouca quantidade de
agua disponivel, € esperado que as culturas, demostrem resposta relativa maior na
taxa fotossintética, biomassa e produtividade em elevadas concentracdes de CO:
(ZISKA et al., 2012; HUSSAIN et al., 2013).
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3 CAPITULO II - Variabilidade fenotipica de arroz-daninho do Rio Grande do Sul
e Santa Catarina

3.1 Introducéo

O arroz-daninho é considerado uma das principais plantas daninhas em
lavouras comerciais de arroz irrigado ao redor do globo, sendo reconhecido pela
dificuldade de controle em relagdo a outras infestantes na lavoura orizicola, por
apresentar similaridades genéticas, fisioldgicas, bioquimicas e morfolégicas a
cultivares comerciais de arroz (SUDIANTO et al., 2016).

Para o melhor entendimento do germoplasma de arroz-daninho disponivel,
tanto em relacdo ao desempenho individual dos diferentes caracteres agronémicos,
como também a respeito da capacidade de combinacdo e a variabilidade genética
existente, a estimativa de distancia genética entre os bidtipos é apontada como
forma eficiente de prever diversas caracteristicas (HOSAN et al.,, 2010) e,
acompanhada pela utilizacdo de estatisticas multivariadas, tem-se revelado
promissora pela possibilidade de sintetizar diversas variaveis simultaneamente em
apenas um dendrograma.

Anteriormente ao advento de ferramentas moleculares, a diversidade genética
era estimada com base na genealogia e/ou caracteristicas agrondmicas e
morfologicas. Nesse sentindo, Li et al. (2010) relataram em estudo da minicolecéo
nuclear de arroz do USDA que a diferenciacdo genética identificada por marcadores
moleculares foi alta e significativamente correlacionada com a diferenciagdo por
caracteristicas fenotipicas.

Dentre os procedimentos estatisticos mais utilizados na estimativa da
distancia genética com base em caracteres fenotipicos esta a distancia generalizada
de Mahalanobis e a distancia Euclidiana (CRUZ et al., 2012), sendo que a primeira
oferece vantagem por levar em consideracao o efeito do ambiente e a possibilidade
de correlacdo entre os caracteres, porém, necessita de ensaios experimentais com

repeticdes. A partir destas metodologias de calculos da distancia genética, tém sido
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reproduzidas variacfes de modelos matematicos que estimam formas variadas na
representacdo do grau de coincidéncia com que os distintos pares de gendtipos
apresentam no conjunto de varidveis mensuradas em um experimento. O
pesquisador apds ter as estimativas de distancia entre cada par de gendétipos
estudado, apresenta os dados em matriz simétrica, e a partir desta, a visualizacéo e
interpretacdo das distancias pode ser facilitada pela utlizacdo de método de
agrupamento e/ou disperséo grafica.

Diversos estudos, em diferentes paises tém revelado alta diversidade
fenotipica em acessos de arroz-daninho em diversas regifes geograficas (NOLDIN
et al.,, 1999; KARIM et al. 2010; SHIVRAIN et al. 2010; SONG et al. 2014;
SUDIANTO et al., 2016). Muitas caracteristicas morfoldégicas podem ser utilizadas
para caracterizar determinado biétipo, tanto variaveis qualitativas como quantitativas
(DORNELLES, 2009; FOGLIATTO et al. 2012).

Em vista do exposto, o estudo teve o objetivo de caracterizar acessos de
arroz-daninho dos Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina por descritores
morfologicos qualitativos e quantitativos.

3.2 Material e Métodos

O experimento foi conduzido a campo, em area experimental pertencente ao
Centro Tecnoldgico do Chasqueiro (Arroio Grande — RS; safra 2013/14), na area
experimental do Centro Agropecuario da Palma (CAP) (Capéo do Ledo — RS; safra
2014/15) e em casa-de-vegetacao pertencente ao departamento de Crop, Soil, and
Environmental Sciences da University of Arkansas, Estados Unidos (Fayetteville,
Arkansas; ano 2015/16). A experimentacdo foi implementada sob delineamento
inteiramente casualizado, sendo que a campo, as parcelas foram compostas por oito
fileiras de 1 m de comprimento com espacamento de 0,17 m entre linhas, e em casa
de vegetacao foi utilizado vasos com capacidade de 8 L preenchidos com solo. A
area util da parcela a campo foi constituida pelas quatro fileiras internas, de modo a,
minimizar o efeito da bordadura. A densidade de semeadura utilizada foi de 30
sementes por metro linear, na safra 2013/14; na safra 2014/15 foi utilizado o
transplante de 10 mudas por metro linear, previamente semeadas em casa-de-
vegetacdo. Na safra 2015/16, foram germinadas sementes de arroz-daninho em

meio de cultura e apés o estabelecimento das plantulas, foi realizado o transplante
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de 5 plantas por vaso. O manejo de adubacéo de base foi de 300 kg ha' de NPK
(férmula 05-20-20) e 90 kg ha' de nitrogénio, na forma de ureia, aplicado 50% da
dose no estadio Vs (inicio do perfilhamento) e o restante no estadio Vo. O manejo de
irrigacdo utilizado foi de inundagdo permanente até Ro (estadio final de maturacdo
dos acessos). Os demais tratos culturais foram baseados nas recomendacfes
técnicas da pesquisa para o sul do Brasil (SOSBAI, 2016).

Neste estudo, 249 acessos de arroz-daninho foram coletados em lavouras
comercias de arroz irrigado, na safra 2012/13, nos estados do RS e SC (Tabela 1),
identificados e catalogados, fazendo parte do banco ativo de germoplasma de arroz-
daninho do Centro de Herbologia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel
(FAEM/UFPel) e também, do banco de germoplasma de estudos em “Weed Science
na University of Arkansas (UARK)”. Um acesso corresponde a uma coleta
representativa de uma populacdo de uma espécie, identificada pelo respectivo
namero do coletor (CANTO-DOROW,1993), depositado e conservado em herbario
(exsicatas) e em camara seca (sementes), abrangendo um individuo com
caracteristicas genotipicas e fenotipicas da populacdo que representa. Os locais de
coleta foram mapeados através do uso de GPS para permitir localiza4-los sempre que
necessario para novas coletas e avaliacoes.

Para os descritores morfolégicos (Tabela 2) de heranca gquantitativa foram
avaliadas 10 plantas aleatorias dentro de cada unidade experimental a cada safra.
Para as caracteristicas de heranca qualitativa foram avaliadas 5 plantas a cada
safra. Na conducdo do experimento, as plantas com caracteristicas atipicas foram
removidas das unidades experimentais.

Os caracteres de heranca genética quantitativa foram submetidos a analise
estatistica de variancia univariada. ApoOs, os dados passaram por analises
multivariadas, em que, primeiramente foram obtidas as medidas de dissimilaridade
pela distancia generalizada de Mahalanobis (MAHALANOBIS, 1936) estimada por

Equacéo 1:

[Xo —X,1"- 5 —1-[X,— %,] (1)

onde: a distancia de Mahalanobis entre os individuos “a” e “b”; Xa é o vetor de

caracteres do individuo “a”; Xb € o vetor de caracteres do individuo “b”; “S” é a matriz

de variancia amostral da populacao.



54

Para a estimativa do ajuste entre a matriz de dissimilaridade e o dendrograma
gerado foi calculado o coeficiente de correlacdo cofenética (CCC) (SOKAL; ROHLF,
1962), obtida por Equacéo 2:

cav(F.c)
JVIFLv(E)

cce = @)

sendo, F = matriz fenética; C = matriz cofenética.

Tabela 1 - Lista dos 249 acessos de arroz-daninho coletados nos estados do RS e
SC. UFPel, Capédo do Ledo, RS, 2017.

Cédigo de identificacéo Estado Mesorregido
15-96; 15-98; 15-97; 15-99; 15-141; 15-269. SC Alto Vale do ltajai
15-35; 15-36; 15-37; 15-38; 15-39; 15-40; 15-41; 15-42; 15-43; 15- SC Médio Vale do Itajai

44; 15-45; 15-46; 15-47; 15-48; 15-49; 15-50; 15-51; 15-52; 15-53;
15-54; 15-55; 15-56; 15-57; 15-58; 15-59; 15-60; 15-61; 15-62; 15-
63; 15-64; 15-65; 15-66; 15-67; 15-68; 15-69; 15-70; 15-71; 15-72;
15-73; 15-74; 15-75; 15-76; 15-77; 15-78; 15-79; 15-80; 15-81; 15-
82; 15-83; 15-84; 15-85; 15-86; 15-87; 15-88; 15-89; 15-90; 15-91;
15-92; 15-93; 15-94; 15-95; 15-106; 15-107; 15-108; 15-109; 15-110;
15-111; 15-271; 15-112; 15-113; 15-114; 15-115; 15-116; 15-117;
15-118; 15-119; 15-120; 15-121; 15-122; 15-123; 15-124; 15-125;
15-126; 15-127; 15-128; 15-129; 15-130; 15-131; 15-267; 15-268

15-26; 15-27; 15-28; 15-29; 15-18; 15-19; 15-20; 15-21; 15-22; 15- SC Baixo Vale do Itajai
23; 15-24; 15-25; 15-30; 15-31; 15-32; 15-33; 15-34; 15-266

15-132; 15-133; 15-134; 15-135; 15-136; 15-137; 15-138; 15-139; SC Sul
15-140; 15-142; 15-143; 15-144, 15-145; 15-146

15-100; 15-101; 15-102; 15-103; 15-104; 15-105; 15-147, 15-148,; SC Litoral Norte
15-149; 15-150; 15-270

15-171,; 15-172; 15-173; 15-174; 15-175; 15-176; 15-177, 15-178,; RS Depresséo Central

15-180; 15-181; 15-182; 15-183; 15-184,; 15-190; 15-191, 15-192;
15-193; 15-194; 15-195; 15-196; 15-197; 15-198; 15-199; 15-200;
15-201; 15-202; 15-203; 15-204; 15-205; 15-272; 15-273; 15-275;
15-276,; 15-282; 15-283

15-152; 15-153; 15-154; 15-156; 15-157; 15-159; 15-160; 15-161; RS Zona Sul
15-162; 15-163; 15-165; 15-166; 15-167; 15-168; 15-169; 15-179;
15-230; 15-232; 15-233; 15-231; 15-234; 15-235; 15-236; 15-237;
15-238; 15-239; 15-240; 15-241; 15-242; 15-244; 15-245; 15-247;
15-248; 15-249; 15-250

15-151; 15-155; 15-158; 15-164; 15-170; 15-185; 15-186,; 15-187, RS Campanha
15-188; 15-189; 15-206; 15-207; 15-208; 15-209; 15-210; 15-211,
15-212; 15-213; 15-214; 15-215; 15-216; 15-217; 15-218; 15-219;
15-220; 15-221; 15-222; 15-223; 15-224; 15-225; 15-226, 15-227,
15-228; 15-229; 15-243; 15-246; 15-251, 15-274, 15-277, 15-278

Para os dados qualitativos avaliados adotou-se a medida de dissimilaridade
Unica para todos os tipos de carater, mas que apresentaram mesmo intervalo de
definicdo. Para isto Gower (1971) propds um coeficiente geral de similaridade que é
aplicavel simultaneamente aos varios tipos de caracteres. Assim, foram obtidos
valores de similaridade, para o par de individuos i e i’, para cada par de caracteres,

denotado por Siik de forma que a similaridade entre i e i’ seja dada por Equacéo 3:
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=1 Ljk

sendo, K = nimero de caracteres (k = 1, 2,..., p); i e j = dois individuos que

©)

representem o acesso; Wik = peso dado a comparacdao ijk, atribuindo valor 1 para
comparacdes validas e valor 0 para comparacfes invalidas (quando o valor do
carater esta ausente em um ou ambos individuos); Sik = contribuicdo do carater k na
similaridade entre os individuos i e j, com valores entre 0 e 1. Para um carater
qualitativo (nominal), se o valor do carater k € 0 mesmo para ambos os individuos, i
e j, entdo Sik = 1, caso contrério, € igual a 0.

A partir da matriz de similaridade, obteve-se a matriz de dissimilaridade, na
gual alocou-se o0s acessos em grupos de modo hierarquico, pela ligacdo média entre
grupo (UPGMA), verificando-se o coeficiente de correlacdo cofenética. Para detectar
as inter-relagbes entre as matrizes de dissimilaridade e seus respectivos
dendrogramas obtidos, foram estimadas as correlacdes entre os pares de matrizes
de ordem qualitativa e quantitativa dos conjuntos de dados utilizando o teste de
correlacdo de matrizes de Mantel, com 10000 simulagcdes (MANTEL, 1967) e
significancia testada pelo teste t.

Para a determinacao da subespécie (indica ou japonica) foi utilizado o método
do Fenol (GROSS et al.,, 2009), que consiste na verificagdo da mudanca de cor
(marrom escuro ou preto) da casca (cariopse) e do grao de amostras de arroz
pertencentes, exclusivamente, a subespécie indica como resultado da atividade da
enzima Polifenol Oxidase. Os procedimentos estatisticos foram processados através

do aplicativo computacional em genética e estatistica, GENES (CRUZ, 2013).

Tabela 2 - Lista de 24 descritores morfolégicos avaliados nos acessos de arroz-
daninho. UFPel, Capédo do Ledo, RS, 2017.

Descritor Caracteristica Parametros

1. Cor da folha (CF) Qualitativo A coloracéo do limbo e da bainha foi observada no inicio do
aparecimento das paniculas: 1 - Verde claro; 2 - Verde; 3 -
Verde escuro; 4 - Plrpura na ponta; 5 - Parpura na
margem; 6 — Plrpura

2. Comprimento da Quantitativo Distancia, em cm, entre o colar e a extremidade da folha
folha bandeira (CFB) bandeira, no inicio da floragao

3. Largura da folha Quantitativo Maior largura, em cm, da folha bandeira, no inicio da
bandeira (LFB) floracéo

4. Pubescéncia da folha | Qualitativo Observado entre o emborrachamento e a emissao da
bandeira (PFB) panicula: 1 - Ausente (glabra); 2 — pubescente

5. Cor da auricula Qualitativo Observada na penultima folha, entre 0 emborrachamento e

(CAU) a antese: 1 — verde claro; 2 — parpura
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6. Cor da ligula (CL) Qualitativo Observada na penultima folha, entre o emborrachamento e
a antese. 1 — Incolor a verde; 2 — Plrpura

7. Angulo da folha Qualitativo Observado o angulo em relagcédo ao colmo, na antese: 1-

bandeira (AFB) Ereto — menor que 30°; 2- Intermediario — entre 31 e 60°; 3-
Horizontal — entre 61 e 90°; 4- Descendente — maior que
90°

8. Forma da ligula (FL) | Qualitativo Observada na pendltima folha, entre o emborrachamento e
a antese: 1- Aguda; 2- Fendida; 3- Truncada/Recortada.

9. Estatura (EST) Quantitativo Comprimento da planta, em cm, entre a base (ao nivel do
solo) e a extremidade da folha bandeira.

10. Exsercao panicula Quantitativo Distancia entre o colar da folha bandeira e o nd ciliar.

(EXS)

11. Degrane (DEG) Qualitativo Percentagem de graos debulhados ap6s pressionar
levemente a panicula com a mao: 1 — Dificil — menos que
25% dos graos da panicula removidos; 2 — intermediario —
entre 25 e 50% dos graos removidos; 3 — facil — acima de
50% dos graos removidos

12. Subespécie (SUB) Quialitativo Determinacao se 0 acesso era indica ou jap0Onica, através
do teste com fenol: 1 —indica; 2 — japbnica

13. Tipo Panicula (TP) Quialitativo Observado na maturacéo, classificagéo das ramificacdes
primarias: 1 — Compacta; 2 — intermediaria; 3 — aberta

14. Comprimento Quantitativo Distancia, em cm, entre n6 ciliar e a Gltima espigueta da

panicula (CP) panicula, avaliado no enchimento de gréos.

15. Presenga e Qualitativo Observado apés o enchimento de graos: 0- Auséncia; 1-

distribuicdo arista (PDA) Somente na ponta; 2 — ¥4 superior; 3- % superior; 4 — 2/3
superior; 5- Toda extenséo

16. Comprimento arista | Quantitativo Determinado na maturacédo, em cm.

(CA)

17. Cor do apiculo Qualitativo Observado durante a antese: 1- Branca; 2- Verde; 3-

(CAP) Amarela; 4- Marrom; 5- Vermelha; 6- PUrpura; 7- Preta

18. Pubescéncia das Quialitativo Observada na maturacéo: 1- Ausente (glabra); 2- Pilosa

glumelas (PG)

19. Cor das glumelas Quialitativo Observado apds a maturagdo: 1- Palha; 2- Dourada; 3-

(Cal) Estrias Marrom; 4- Purpura; 5- Preta

20. Comprimento do Quantitativo Ap6s colheita em mm.

gréo (CG)

21. Largura do gréao Quantitativo Ap6s colheita em mm.

(LG)

22. Espessura do grao Quantitativo Apbs colheita em mm.

(EG)

23. Relacéo Quantitativo ApOs colheita

Comprimento/Largura

(RG)

24. Cor do grao Qualitativo Apbs a colheita as sementes foram descascadas e nédo

descascado (PER)

polidas: 1- Branca; 2- Parda; 3- Vermelha; 4- Plrpura

Fonte: IRRI (2002); Nascimento et al. (2011).

3.3 Resultados e Discussao

A analise de variancia univariada dos caracteres quantitativos (Tabela 3)

demonstrou diferenca significativa a 1% de probabilidade pelo teste F, para os 10

caracteres quantitativos analisados neste grupo de acessos,

apresentando

coeficientes de variacao entre 2,01% para o carater espessura do colmo e 14,6%
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para o carater comprimento das aristas. De imediato, isto indica a presenca de
variabilidade genética entre os distintos acessos avaliados e possibilita a inclusao
dos referidos caracteres nos estudos de distancia genética.

A contribuicdo relativa dos caracteres quantitativos para dissimilaridade
genética dos acessos de arroz-daninho (Figura 1) pelas distancias generalizadas de
Mahalanobis segundo Singh (1981), demonstrou que 0s caracteres espessura,
comprimento e a relagao entre a largura e o comprimento da cariopse, foram os que
mais discriminaram o grupo de acessos analisados, com 22,7; 17,6 e 17,3%,
respectivamente. Estes trés caracteres demonstraram uma contribuicdo superior a
55% para a discriminacdo por caracteres quantitativos destes acessos. Os demais
caracteres obtiveram contribuicdo significativa, no entanto, com menor magnitude.
Isto € decorrente, principalmente, pela menor diferenciagcdo dos grupos dos acessos
avaliados, pois representam apenas a subspécie de Oryza sativa indica, néo

contendo acessos da subespécie japonica.

Tabela 3 - Resumo da andlise de variancia dos caracteres quantitativos de 249
acessos de arroz-daninho. UFPel, Capao do Leédo, RS, 2017.

Variavel Quadrados Médios

(GL) EXS EST CG EG LG _RG CA CFB __ LFB __ CP
A(Czizs)o 17,53* 1013,7** 1,01 0,03* 0,11* 0,33* 1014,8** 189,7* 0,19% 37,1*
R(ejé‘;‘;o 010 2509 013 001 002 001 112 42 001 107

Média 3,39 123,38 9,10 2,00 2,90 3,15 22,9 30,6 1,34 20,4
C.V.(%) 9,22 4,05 4,02 2,01 5,01 3,55 14,6 6,69 6,74 5,07

** _ significativo a 1% pelo teste F. EXS — exsercdo da panicula; EST — estatura da planta; CG —
comprimento da cariopse; EG — Espessura da cariopse; LG — largura da cariopse; RG — Relacao
entre o comprimento e a largura da cariopse; CA — comprimento da arista; CFB — comprimento da
folha bandeira; LFB — largura da folha bandeira; CP — comprimento da panicula.

Os caracteres qualitativos avaliados na caracterizacdo demonstraram
existéncia de variabilidade para este grupo de acessos, podendo discrimina-los
fenotipicamente, em que 0s acessos estudados revelaram diferencas para a maioria
dos caracteres de arroz-daninho, exceto para forma da ligula (FL) e subespécie
(SUB) que nado foram observados a presenca de classes fenotipicas/genotipicas
distintas. A forma da ligula avaliada em todos os acessos foi do tipo fendida.

Diferencas morfologicas podem, algumas vezes, serem utilizadas para
distinguir a subespécie (SUB) indica de japonica, como é o caso do formato do gréo,
sendo que, em geral, as sementes pertencentes a subespécie japonica possuem

graos curtos, largos e secdo transversal arredondada enquanto que indica se
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caracteriza por gréos longos, estreitos e levemente planos. Porém, o método mais
utilizado atualmente para distinguir essas subespécies € o Teste de Fenol (Figura 2).
De acordo com Morishima & Oka (1981), a probabilidade de classificacdo errada entre
grupos indica e japonica € de 39% quando se utiliza apenas descritores quantitativos

relacionados com comprimento/largura da cariopse.

25
20 4
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Frequéncia (%)

10 A

Ll H

T T T
EXS EST CG EG LG RG CA CFB LFB CP

Figura 1 - Contribuicdo relativa dos caracteres quantitativos para dissimilaridade
genética de 249 acessos de arroz-daninho. EXS — exser¢éo da panicula;
EST — estatura da planta; CG — comprimento da cariopse; EG —
Espessura da cariopse; LG — largura da cariopse; RG — Relacao entre o
comprimento e a largura da cariopse; CA — comprimento da arista; CFB
— comprimento da folha bandeira; LFB — largura da folha bandeira; CP —
comprimento da panicula. UFPel, Capéo do Ledo, RS, 2017.

Figura 2 - Teste do Fenol para determinacdo da subespécie de acesso de arroz-
daninho. (A) as sementes ficam embebidas em solucdo de 1,5% de
concentragdo com fenol por periodo de 24-48hrs. (B) as sementes sdo
secas com papel toalha e colocadas em camara de ar forcado (capela)
para serem secas e posteriormente avaliadas. UARK, Fayetteville, AR,
EUA, 2017.
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Conforme pode-se observar no dendrograma da Figura 3, discriminou-se nivel
de similaridade média de 0,2181, quartorze grupos distintos abrangendo avaliagdes
qualitativas e quantitativas (Tabela 4), sendo que, apenas o0 primeiro grupo associou
198 acessos. Isto evidencia o estreitamento da similaridade entre os acessos
remanescentes de lavouras de arroz irrigado, o que pode indicar que 0 manejo de
plantas daninhas nas areas, esta favorecendo a selecdo de determinadas
caracteristicas fenotipicas dos acessos. Entretanto, verificou-se que os grupos, as
vezes, ndo sao bem estruturados em relagcdo as caracteristicas morfolégicas,
ocorrendo bidtipos intermediarios entre aqueles que detém as caracteristicas

principais de similaridade para o agrupamento em questao.

Tabela 4 - Médias dos descritores quantitativos dos 14 grupos de arroz-daninho dos
estados do RS e SC. UFPel, Capéo do Ledo, RS, 2017.

Grupo EXS EST CG EG LG RG CA CFB LFB CcP
(cm) (cm) (mm) (mm) (mm) (cm) (cm) (cm) (cm)

1 3,4 121,8 9,0 2,0 2,9 3,2 22,3 30,4 1,3 20,4
2 0,7 77,4 9,8 2,0 2,4 4,0 10,9 23,0 1,5 22,0
3 0,7 162,0 9,4 2,1 2,9 3,2 28,2 27,0 1,4 23,0
4 3,8 128,5 8,4 1,9 2,9 2,9 23,9 25,7 1,1 18,7
5 6,0 127,7 9,1 2,0 2,8 3,3 0,0 31,0 1,3 22,0
6 25 126,6 9,0 2,0 2,9 3,1 29,7 33,3 1,5 20,5
7 4,3 114,1 8,8 2,1 3,0 2,9 12,5 31,6 1,4 18,7
8 2,4 116,1 9,4 2,1 3,0 3,2 15,0 30,0 1,4 19,5
9 4,3 122,6 9,0 2,1 2,9 3,1 33,4 29,6 1,2 21,0
10 10,2 133,4 8,7 1,9 2,7 3,2 64,1 25,0 1,3 19,0
11 1,6 160,2 9,5 2,0 3,0 3,1 25,1 40,0 1,6 23,5
12 2,4 140,6 10,2 2,0 2,8 3,6 26,4 38,0 1,5 21,0
13 0,8 135,9 10,0 1,9 2,7 3,7 0,0 24,0 0,9 28,0
14 3,7 116,1 8,3 1,9 2,8 3,0 0,0 30,5 1,9 225

EXS — exsercdo da panicula; EST — estatura da planta; CG — comprimento da cariopse; EG —
Espessura da cariopse; LG — largura da cariopse; RG — Relagdo entre o0 comprimento e a largura da
cariopse; CA — comprimento da arista; CFB — comprimento da folha bandeira; LFB — largura da folha
bandeira; CP — comprimento da panicula.

O grupo 1, que engloba a maioria dos bi6tipos de arroz-daninho do RS e SC
(198 bidtipos) apresentam as seguintes semelhancas fenotipicas: folha bandeira
pubescente, auricula verde clara e ligula incolor a verde. Nesse grupo, houve
algumas diferencas fenotipicas, de determinados atributos, que nao foram
homogéneas. Por exemplo, pode serem inclusas nesse grupo, plantas de arroz-

daninho com diferentes cores de glumelas (Figura 4).
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Figura 3 - Dendrograma obtido a partir da matriz de dissimilaridade através dos

caracteres quantitativos e qualitativos de 249 acessos de arroz-daninho,
pelo método de Ligacdo Média entre Grupo (UPGMA). Medida de
similaridade média entre grupo = 0,2181. G1 — G14 — Clusters 1 ao 14,
respectivamente. UFPel, Capéo do Leédo, RS, 2017.
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Figura 4 - Diversidade das morfologica das plantas e da coloracdo de glumelas, da
cor de grdos descascados, presenca e auséncia de arista entre biotipos
de arroz-daninho provenientes do RS e SC. G1 — G7 = clusters de 1 ao 7,
respectivamente. UFPel, Capéo do Ledo, RS, 2017.

O grupo 2, que engloba o biétipo 15-157, da mesorregido Zona Sul, do estado
do RS, apresenta as seguintes caracteristicas fenotipicas: cor da folha verde claro,
pubescéncia na folha bandeira, auricula e ligula incolores, angulo da folha bandeira
ereto, panicula do tipo intermediario, apiculo da cor verde, presenca de arista nos
2/3 superiores da panicula, pubescéncia nas glumelas, glumelas pretas, semente da
cor vermelha, facil degrane e baixa estatura, cerca de 77 cm.

O grupo 3, que engloba os bibtipos 15-77 e 15-126, da mesorregido do médio
vale do lItajai, do estado de SC apresentam as seguintes caracteristicas fenotipicas:
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cor da folha verde, auricula e ligula incolores, angulo da folha bandeira ereto, apiculo
da cor verde, panicula do tipo intermediario, pubescéncia nas glumelas, glumelas
pretas, semente da cor branca e facil degrane.

O grupo 4, que engloba os biétipos 15-161, 15-233, 15-240 da mesorregiao
Zona Sul, do estado do RS apresentam as seguintes caracteristicas fenotipicas: cor
da folha verde, pubescéncia na folha bandeira, auricula incolor, apiculo da cor verde,
angulo da folha bandeira intermediario, panicula do tipo intermediério, pubescéncia
nas glumelas, glumelas pretas, semente da cor branca, degrane intermediario e
folha bandeira estreita.

O grupo 5, que engloba o bi6tipo 15-179 da mesorregido da Zona Sul e 0
biétipo 15-218 da mesorregido da Campanha, ambos do RS apresentam as
seguintes caracteristicas fenotipicas: cor da folha verde, pubescéncia na folha
bandeira, auricula incolor, apiculo da cor verde, angulo da folha bandeira
intermediario, panicula do tipo intermediario, ndo possuem arista, glumelas pretas,
semente da cor vermelha e facil degrane.

O grupo 6, que engloba 20 acessos (18 de SC e 2 do RS) apresentam as
seguintes caracteristicas fenotipicas: cor da folha verde, folha bandeira glabra,
auricula incolor, panicula do tipo intermediario e semente da cor vermelha.

O grupo 7, que engloba 10 acessos (8 de SC e 2 do RS) apresentam as
seguintes caracteristicas fenotipicas: cor da folha verde, folha bandeira glabra,
auricula e ligula incolores, angulo da folha bandeira ereto.

O grupo 8, que engloba o bibétipo 15-132 da mesorregido Sul, de SC e o
biétipo 15-272 da mesorregido da Depressdo Central, do RS apresentam as
seguintes caracteristicas fenotipicas: folha bandeira glabra, auricula e ligula
incolores, angulo da folha bandeira intermediario, glumelas palha e semente da cor
vermelha (Figura 5).

O grupo 9, que engloba 4 acessos (2 de SC e 2 do RS) apresentam as
seguintes caracteristicas fenotipicas: cor da folha verde claro, pubescéncia na folha
bandeira, auricula e ligula incolores, panicula do tipo intermediario, glumelas com
auséncia de pubescéncia e semente da cor vermelha.

O grupo 10, que engloba o bi6tipo 15-60, da mesorregido do Médio Vale do
Itajai, em SC apresenta as seguintes caracteristicas fenotipicas: cor da folha verde
claro, folha bandeira glabra, auricula e ligula incolores, angulo da folha bandeira

horizontal, panicula do tipo intermediério, apiculo da cor verde, presenca de arista ao
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longo de toda a panicula, pubescéncia nas glumelas, glumelas palha, semente da

cor vermelha, degrane dificil, apresenta aristas maiores que 6¢cm.

Figura 5 - Diversidade das morfologica das plantas e da coloracdo de glumelas, da
cor de graos descascados, presenca e auséncia de arista entre bi6tipos
de arroz-daninho provenientes do RS e SC. G8 — G14 = clusters de 8 ao
14, respectivamente. UFPel, Capéo do Leao, RS, 2017.

O grupo 11, que engloba os biétipos 15-94 e 15-95 da mesorregiao Médio
Vale do Itajai, do estado de SC apresentam as seguintes caracteristicas fenotipicas:
cor da folha verde claro, pubescéncia na folha bandeira, auricula incolor, ligula
parpura, angulo da folha bandeira ereto, panicula do tipo intermediario, apiculo da
cor vermelha, presenca de arista ao longo de toda a panicula, pubescéncia nas
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glumelas, glumelas palha, semente da cor branca, degrane intermediario e estatura
superior a 160 cm.

O grupo 12, que engloba o bidtipo 15-58, da mesorregido do Médio Vale do
Itajai, em SC apresenta as seguintes caracteristicas fenotipicas: cor da folha verde,
pubescéncia na folha bandeira, auricula e ligula parpuras, angulo da folha bandeira
ereto, panicula do tipo intermediario, apiculo da cor verde, presenca de arista ao
longo de toda a panicula, pubescéncia nas glumelas, glumelas palha, semente da
cor branca e facil degrane

O grupo 13, que engloba o bi6tipo 15-114, da mesorregido do Médio Vale do
Itajai, em SC apresenta as seguintes caracteristicas fenotipicas: apresenta as
seguintes caracteristicas fenotipicas: cor da folha verde, folha bandeira glabra,
auricula e ligula incolores, angulo da folha bandeira intermediario, panicula do tipo
intermediéario, apiculo da cor verde, auséncia de arista, pubescéncia nas glumelas,
glumelas palha, semente da cor branca e degrane dificil.

O grupo 14, que engloba os biétipos 15-45 e 15-46, da mesorregido do Médio
Vale do Itajai, em SC apresentam as seguintes caracteristicas fenotipicas:
pubescéncia na folha bandeira, auricula e ligula puarpuras, angulo da folha bandeira
ereto, panicula do tipo compacta, apiculo da cor verde, auséncia de arista, auséncia
de pubescéncia nas glumelas, semente da cor vermelha e degrane intermediario.

A distribuicdo das caracteristicas morfologicas entre os biétipos de arroz-
daninho oriundos dos estados do RS e SC podem ser visualizados da Figura 7 até a
Figura 13. A estatura de planta € uma das principais caracteristicas morfolégicas
observadas pelos produtores de arroz para combater manualmente o arroz-daninho
por “roguing” (catagcdo manual) ou através da barra quimica. Neste sentido, estas
praticas aliadas a hibridizacdo natural entre o arroz-daninho e o arroz cultivado
(MEROTTO et al., 2016) tem sido fundamentais na selecdo de bi6tipos com altura
similar ou mais baixos que o arroz cultivado (GEALY et al., 2012), especialmente
bidtipos com caracteristicas fenotipicas proximas as das cultivares modernas como:
meédia a baixa estatura, folhas eretas, verdes-escuras, espiguetas muticas longo-
finas, glumas de coloracdo palhete, entre outras (BOCCHI et al., 2002). Dentre os

acessos estudados, a estatura variou entre 70,3 e 192 cm (Figura 6).
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Figura 6 - Diferenca de estatura de arroz-daninho provenientes do RS e SC. A)
biotipo 15-123, com estatura de 192 cm oriundo da mesorregido Médio
Vale do Itajai, SC. B) biotipo 15-246, com estatura de 70,3 cm oriundo da
mesorregido Campanha, RS. UARK, Fayetteville, AR, EUA, 2017.

O bidtipo mais baixo, 15-246, com estatura de 70,3 cm, € oriundo da
mesorregido da Campanha, RS, cerca de 16 cm menor que as cultivares Clearfield
IRGA 422CL, Puita INTA CL e SCS115 CL e cerca de 31 cm menor que a cultivar
IRGA 417. Este resultado, corrobora com os encontrados por Dornelles (2009) que
encontrou estatura similar em bi6tipos oriundos de Cerro Branco (Depresséo
Central) e Arroio Grande (Zona Sul) no estado do RS. No entanto, diverge do obtido
por Schwanke et al. (2008), que encontraram para o Rio Grande do Sul apenas
biétipos com estatura superior, em torno de 15 a 25 cm, as verificadas nos cultivares
comerciais BR-IRGA 409, IRGA 417 e El Paso L 144.

A distribuicdo da estatura de arroz-daninho dos acessos coletados nos
Estados do RS e SC (Figura 7), encontra-se 30,9% das amostras com estatura
semelhantes a cultivares modernas e 69,1% com porte superior as cultivares
comerciais. Com relacdo ao comprimento da folha bandeira (CFB) (Figura 7), houve
grande variabilidade fenotipica, onde a faixa entre 30 e 35 cm, representou 34,1%
das amostras analisadas. J4, a largura da folha bandeira (Figura 8), apresentou alta

variabilidade, onde a largura entre 1,3 e 1,5 cm representou 20,8% dos acessos.
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Estatura (EST) - Comprimento Folha Bandeira (CFB)
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Figura 7 - Distribuicdo da estatura e do comprimento de folha bandeira entre
biétipos de arroz-daninho provenientes do RS e SC. UFPel, Capao do
Ledo, RS, 2017.

Os dados relacionados a distribuicdo do comprimento e exsercao da panicula
e comprimento das aristas (Figura 8) demonstram alta variabilidade para o
comprimento da arista, onde 31,3% s&o ausentes, no entanto o bi6tipo 15-87, da
mesorregido do Médio Vale do Itajai (SC) apresenta arista de 74 mm. O
comprimento da panicula de 18 a 23 cm, representou 54,6% dos acessos de arroz-
daninho, as medidas variaram de 13 cm, para o biétipo 15-146, do Sul de SC até 37
cm, para o biétipo 15-34 do Baixo Vale do Itajai, SC. Com rela¢do a exsercdo da
panicula, 84,7% das observacfes variaram de 0 até 6 cm, no entanto o bidtipo 15-66
apresentou 11,4 cm de distancia entre a coroa da folha e o n6 ciliar da panicula.

A relacdo comprimento/largura das cariopses permite calcular indice que
mostra a forma da cariopse. Watanabe (1997) estima que a relagdo C/L menor que
2,5 é tipica do grupo japonica com cariopses curtas e largas, espiguetas sem aristas
ou com longas aristas, enquanto que a relacao C/L maior que 2,5 pode ser verificada
em cariopses longas e finas. Verifica-se que nenhum biétipo apresenta relagédo C/L
(Figura 9) inferior a 2,0, quando a cariopse é classificada como semi-arredondada e
tipica de grupo japonica como observado na cultivar IAS 12-9 Formosa.

Para o Rio Grande do Sul, pelas analises realizadas por Dornelles (2009), a
escala a ser utilizada deve considerar que para grupo japonica tipico, a relagdo C/L
deve ser inferior a 2,0 e ndo a 2,5 como proposta inicialmente por Watanabe (1997),
seguindo-se entdo a escala proposta por Fonseca et al. (2001) que se apresenta
mais adequada para estudos em populacdes de arroz-daninho. Dos 249 bidtipos
estudados, 95,6% (238) apresentam a relagdo C/L da cariopse alongada tipica do
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grupo indica, com valores entre 2,76 e 3,75, padrdo também verificado nas principais
cultivares comerciais dos estados do RS e SC, IRGA 422 CL, Puita INTA CL, Guri
CL, SCS115 CL, IRGA 417, IRGA 424, IRGA 424 RI, Avaxi CL e Inov CL, o que
confirma o alto grau de hibridacdo entre as cultivares comerciais e os biétipos de
arroz-daninho.
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Figura 8 - Distribuicdo da largura da folha bandeira, comprimento e exsercdo da
panicula e do comprimento das aristas entre biétipos de arroz-daninho
provenientes do RS e SC. UFPel, Capéao do Ledo, RS, 2017.

As variaveis comprimento, largura e espessura de cariopse apresentam
distribuicdo (Figura 9) com maior frequéncia nos valores entre 9 e 9,5 mm para o
comprimento; entre 2,8 e 3 mm para largura e, entre 2 e 2,15 mm para espessura,
com percentagens de 33,7; 37,3 e 44,6% respectivamente. O bidtipo 15-83, do
Médio Vale do Itajai, SC apresenta comprimento da cariopse de 10,8 mm sendo a
maior medida entre os acessos estudados, ja o biotipo 15-180, da Depressao

Central do RS, apresenta comprimento de 7,7 mm, sendo 0 mais curto. Quanto a
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largura da cariopse, o bidtipo 15-242, da Zona Sul do RS apresenta a menor largura

(2,4 mm) e o bidtipo 15-221, da regido da Campanha do RS o maior (3,6 mm).
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Figura 9 - Distribuicdo do Comprimento, Largura, Espessura e relacdo entre
Comprimento e Largura da cariopse entre biétipos de arroz-daninho
provenientes do RS e SC. UFPel, Capéo do Ledo, RS, 2017.

Dentre os caracteres qualitativos, a coloragdo das folhas, auricula, ligula e
apiculo (Figura 10) apresentam baixa variabilidade fenotipica nos bi6tipos
estudados. A cor da auricula apresentou menor variacao fenotipica, com 98,8% dos
bidtipos na coloracdo verde, seguido da variavel, cor da ligula, com 96,4% dos
biétipos também na cor verde. Os bibtipos 15-45, 15-46 e 15-58 do Médio Vale do
Itajai apresentam a colorag&o da auricula e da ligula na cor purpura. J& os bi6tipos,
15-24, 15-85,15-94, 15-95 (Médio Vale do Itajai, SC), 15-218 (Campanha, RS) e 15-
240 (Zona Sul, RS) apresentam a ligula na cor purpura e a auricula na cor verde. No
entanto, todos os demais acessos estudados, apresentam a auricula e ligula na cor

verde.
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Na cor da folha (Figura 10), 71,1% dos biotipos apresentaram a cor verde e
28,9% a cor verde-claro que tradicionalmente é a coloracdo encontrada no arroz-
daninho (DORNELLES, 2009), esse resultado evidencia que o cruzamento entre
arroz-daninho e o cultivado, aumenta a diversidade do arroz-daninho. Ja, a cor do

apiculo mostrou que 83,9% dos acessos possuem a cor verde.
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Figura 10 - Distribuicdo das cores da folha, auricula, ligula e apiculo entre biotipos
de arroz-daninho provenientes do RS e SC. UFPel, Capao do Leéo, RS,
2017.
A maioria dos biotipos estudados apresentam pubescéncia na folha bandeira
e nas glumelas (Figura 11), 81,1 e 90,4% respectivamente. Quanto ao angulo da
folha bandeira (Figura 12) podemos observar que a maioria dos bi6tipos apresentam
angulo ereto ou intermediario, 59,4 e 37,4%, respectivamente. Pode-se inferir que
guanto menor o angulo das folhas, melhor é o aproveitamento da luz irradiada pelo
sol, que é precursor da fotossintese (TAIZ; ZEIGER, 2013).
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Figura 11 - Distribuicdo da pubescéncia da folha e das glumelas entre bibtipos de
arroz-daninho provenientes do RS e SC. UFPel, Capdo do Ledo, RS,
2017.

Com relacao ao tipo de panicula (Figura 12), 95,6% sao do tipo intermediéria,
que é o mesmo das cultivares comerciais de arroz, 2,0% sao do tipo compacta e
2,4% aberta. Os bi6tipos com o tipo panicula compacta sdo: 15-25 (Baixo Vale do
Itajai, SC), 15-45, 15-46 (Médio Vale do lItajai), 15-97 (Alto Vale do Itajai, SC) e 15-
218 (Campanha, RS). J& do tipo aberta 15-82, 15-109 (Médio Vale do Itajai), 15-221,
15-225 (Campanha, RS), 15-195, 15-272 (Depressao Central, RS).

A distribuicdo de arista (Figura 12) se concentra ao longo de toda a panicula,
sendo que 58,6% bidtipos apresentam essa caracteristica, vale ressaltar que 31,3%
dos bibtipos ndo apresentam arista. A caracteristica de degrane intermediario
(Figura 12), engloba 43,8% dos acessos estudados e degrane facil 43,4%. Entre as
caracteristicas que tem importancia para a sobrevivéncia do arroz-daninho e a
perpetuacdo da espécie, destacam-se a dorméncia das sementes ( SCHWANKE et
al., 2008; GU et al., 2011) e o elevado indice de degrane (THURBER et al., 2013;
SONG et al., 2014) que contribui para o incremento do banco de sementes do solo
(AVILA et al., 2000; CONCENCO et al., 2017).

Do ponto de vista da sobrevivéncia do biétipo, o degrane dificil (12,8% dos
acessos) € caracteristica que dificulta a perpetuacdo da espécie na area, pois
permite a retirada, durante as operacdes de colheita, de boa parte das sementes
desses bibtipos, podendo serem separadas posteriormente no beneficiamento dos
graos (SCHWANKE et al., 2008; FRANCO et al., 2013). Por outro lado, pode ocorrer

a distribuicdo destas sementes para outras regibes produtoras caso o agricultor
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salve semente ou venda para terceiros, sem 0 beneficiamento adequado, antes da

nova semeadura.
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Figura 12 - Distribuicdo do tipo de panicula, angulo da folha bandeira, distribuicéo
da arista e degrane entre biétipos de arroz-daninho provenientes do RS e
SC. UFPel, Capéao do Ledo, RS, 2017.

A distribuicdo da coloracéo das glumelas e a coloracdo das sementes (Figura
13) entre os bidtipos apresenta elevada variabilidade fenotipica. Em relacdo as
glumelas, 63,5% dos bibtipos sdo da cor palha, 20,1% da cor preta, 9,6% com
estrias marrons (rajados) e 6,8% dourada. Quanto a cor dos graos descascados,
70,3% sao da coloracéo vermelha, 24,1% da coloracdo branca e 5,6% da coloracéo
parda.

A pigmentacao do pericarpo, juntamente com o degrane das sementes, € uma
das caracteristicas principais do arroz-daninho (GROSS et al., 2010), diversos
bidtipos possuem o pericarpo vermelho (Figura 14) devido as proantocianidinas
(flavonoides) que é caracteristica fenotipica controlada pelo gene regulatério Rc, o
qual codifica o fator de transcricdo bHLH, que foi alvo genético de selecdo, durante a

domesticacdo do arroz (SWEENEY et al., 2007). Por outro lado, a maioria das



73

cultivares de arroz cultivado ndo apresentam pigmentacdo no pericarpo e 97%
desses, perdem a funcdo do alelo Rc (SWEENEY et al., 2007), que também

participa na sintese de &acido abscisico envolvido na dorméncia das sementes (GU et
al., 2011).
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Figura 13 - Distribuicdo da cor das glumelas e das sementes entre biétipos de arroz-
daninho provenientes do RS e SC. UFPel, Capéo do Leao, RS, 2017.

Figura 14 - Diversidade da coloracdo de glumelas, da cor de grdos descascados,
presenca e auséncia de arista entre bidtipos de arroz-daninho
provenientes do RS e SC. UFPel, Capéo do Leao, RS, 2017.
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A diversidade genética € a expressédo utilizada para descrever as variacoes
genéticas herdaveis encontradas entre e dentro de espécies, populacbes de uma
espécie, ou individuos de uma populacdo (HUGHES et al., 2008). Estudos genéticos
em arroz tém elucidado aspectos importantes do género Oryza, que contém duas
espécies cultivadas e aproximadamente 21 espécies silvestres distribuidas nas
regiGes tropicais e subtropicais da Américas Central e do Sul, na Africa, Oceania e
Asia (SUNDARAMOORTHI et al., 2009; KUMAGAI et al., 2010; ROULIN et al., 2010;
SHIVRAIN et al, 2010; HUANG et al., 2012).

A predominancia de autogamia no género Oryza determina que o fluxo génico
seja comumente restrito. Como resultado, é esperada grande diversidade genética
entre populagbes geograficamente ou ecologicamente distantes. Nesse sentido,
estudos tém mostrado alta diversidade genética entre populacdes de Oryza em
diversas regides onde o cultivo de arroz € importante. O principal fator que afeta o
cruzamento entre o arroz cultivado e o arroz-daninho € a sincronizacdo no
florescimento, ou seja, o doador de pdlen e o receptor necessitam estar na antese
no mesmo periodo. Em geral, a taxa de cruzamento entre arroz cultivado e arroz-
daninho é inferior a 1% (NOLDIN et al., 2002; GEALY et al., 2003; SHIVRAIN et al.,
2007).

Os genotipos de arroz-daninho possuem grande variabilidade genética,
apresentando, geralmente, arquitetura tradicional, com baixo potencial produtivo.
Porém, ja foram identificados germoplasma com arquitetura moderna, com alto
potencial genético de producéo, tendo resultado em cultivares comerciais, como a
SCS119 Rubi (pericarpo vermelho) e SCS120 Onix (pericarpo preto) desenvolvidas
na Estacdo Experimental de Itajai (Epagri) em Santa Catarina (WICKERT et al.,
2014).

3.4 Conclusodes

Ha grande variabilidade genética e fenotipica entre os tipos morfolégicos de
arroz-daninho proveniente dos estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina.
Este polimorfismo é evidenciado pela possibilidade de agrupar os biotipos de arroz-
daninho em pelo menos 14 grupos distintos quanto as caracteristicas fenotipicas

qualitativas e quantitativas.
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Os 249 bidtipos de arroz-daninho coletados em diferentes regifes orizicolas

dos estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina sdo da subespécie indica.



76

3.5 Referéncias Bibliograficas

AVILA, L.A. et al. Banco de sementes de arroz vermelho em sistemas de semeadura
de arroz irrigado. Ciéncia Rural, v.30, p.773-777, 2001.

BOCCHI, S. et al. Caratterizzazione morfo-fisiologica Del riso crodo nelle risaie
milanesi. Rivista di Agronomia, v.36, p.157-162, 2002.

CANTO-DOROW, T.S. Revisdo taxondmica das espécies Sul-Riograndenses de
Paspalum L. (Grupo Notata) Poaceae-Paniceae com énfase na analise da
variacdo intra-especifica de Paspalum notatum Flugge. 1993. 172p. Dissertacao
(Mestrado em Botanica) — Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
1993.

CONCENCO, G. et al. Phytosociological Characterization of Weeds As a Function of
Residual Herbicides Applied To Rice Grown Under Sprinkler Irrigation. Experimental
Agriculture, p.1-12, 2017.

CRUZ, C.D. GENES: a software package for analysis in experimental statistics and
guantitative genetics. Acta Scientiarum, v.35, p.271-276, 2013.

CRUZ, C.D. et al. Modelos biométricos aplicados ao melhoramento genético. 4.
ed. Vigosa, MG: UFV, 2012. 514p.

DORNELLES, S.H.B. Caracterizacdo de acessos polimérficos de arroz vermelho
do Rio Grande do Sul por descritores morfolégicos e microssatélites. 2009.
102p. Tese (Doutorado em Agronomia) — Universidade Federal de Santa Maria,
Santa Maria, 2009.

FRANCO, D.F. et al. Colheita, Secagem, Beneficiamento e Tratamento de Sementes
de Arroz Irrigado. Documentos... 371. Pelotas, RS. EMBRAPA, 31p., 2003.

FOGLIATTO, S. et al. Morphological characterization of Italian weedy rice (Oryza
sativa) populations. Weed Research, v.52, p.60-69, 2012.

FONSECA, J.R. Caracteristicas botanicas e agrondmicas de cultivares de arroz
(Oryza sativa L.). Documentos... 130. Santo Antonio de Goias, GO. EMBRAPA.
41p., 2001.

GEALY, D. et al. Gene Flow Between Red Rice (Oryza sativa) and Herbicide-
Resistant Rice (O. sativa): Implications for Weed Management. Weed Technology,
v.17, p.627-645, 2003.

GEALY, D. et al. Genetic Analysis of Atypical U.S. Red Rice Phenotypes: Indications
of Prior Gene Flow in Rice Fields? Weed Science, v.60, p.451-461, 2012.

GOWER, J.C. A general coefficient of similarity and some of its properties.
Biometrics, v.27, p.857-871, 1971



77

GROSS, B.L. et al. Seeing red: The origin of grain pigmentation in US weedy rice.
Molecular Ecology, v.19, p.3380-3393, 2010.

GROSS, B.L. et al. Novel Phrl mutations and the evolution of phenol reaction
variation in US weedy rice (Oryza sativa). New Phytologist, v.184, p.842-850, 2009.

GU, X.Y. et al. Association between seed dormancy and pericarp color is controlled
by a pleiotropic gene that regulates abscisic acid and flavonoid synthesis in weedy
red rice. Genetics, v.189, p.1515-1524, 2011.

HOSAN S.M. et al. Genetic divergence in landraces of Bangladesh rice (Oryza sativa
L.). The Agriculturists: A Scientific Journal of Krishi Foundation, v.8, p.28-34, 2010.

HUANG, X. et al. A map of rice genome variation reveals the origin of cultivated rice.
Nature, v.490, p.497-501, 2012.

HUGHES, A.R. et al. Ecological consequences of genetic diversity. Ecology Letters,
v.11, p.609-623, 2008.

IRRI — INTERNATIONAL RICE RESEARCH INSTITUTE. Standard Evaluation
System for Rice. 1 ed. Manila:IRRI, 2002; 56p.

KUMAGAI, M. et al. Genetic diversity and evolutionary relationships in genus Oryza
revealed by using highly variable regions of chloroplast DNA. Gene, v.462, p.44-51,
2010.

LI, X. Genotypic and phenotypic characterization of genetic differentiation and
diversity in the USDA rice mini-core collection. Genetica, v.138, p.1221-1230, 2010.

MAHALANOBIS, P.C. On the generalized distance in statistics. Proceedings
National Institute of Science, v.12, p.49-55, 1936.

MANTEL, N. The detection of disease clustering and a generalized regression
approach. Cancer Research, v.27, p.209-220, 1967.

MEROTTO, A. et al. Evolutionary and social consequences of introgression of
nontransgenic herbicide resistance from rice to weedy rice in Brazil. Evolutionary
Applications, v.9, p.837-846, 2016.

NASCIMENTO, W.F. et al. Agro-morphological characterization of upland rice
accessions. Scientia Agricola, v.68, p.652-660, 2011.

NOLDIN, J.A. et al. Red Rice (Oryza sativa) Biology. I. Characterization of Red Rice
Ecotypes. Weed Technology, v.13, p.12-18, 1999.

NOLDIN, J.A. et al. Potencial de cruzamento natural entre o arroz transgénico
resistente ao herbicida glufosinato de aménio e o arroz daninho. Planta Daninha,
v.20, p.243-252, 2002.


http://lattes.cnpq.br/8477273797750463

78

ROULIN, A. et al. Paleogenomic Analysis of the Short Arm of Chromosome 3
Reveals the History of the African and Asian Progenitors of Cultivated Rices.
Genome Biology and Evolution, v.2, p.132-139, 2010.

SCHWANKE, A.M.L. et al. Caracterizacdo de ecotipos de arroz daninho (Oryza
sativa) provenientes de areas de arroz irrigado. Planta Daninha, v.26, p.249-260,
2008.

SHIVRAIN, V.K. et al. Gene flow between Clearfield™ rice and red rice. Crop
Protection, v.26, p.349-356, 2007.

SHIVRAIN, V.K. Genetic diversity of weedy red rice (Oryza sativa) in Arkansas, USA.
Weed Research, v.50, p.289-302, 2010.

SINGH, D. The relative importance of characters affecting genetic divergence. The
Indian Journal of Genetics and Plant Breeding, v.41, p.237-245, 1981.

SOKAL, R.R.; ROHLF, F.J. The comparison of dendrograms by objective methods.
Taxon, v.11, p.30-40, 1962.

SONG, B.K. et al. Malaysian weedy rice shows its true stripes: Wild Oryza and elite
rice cultivars shape agricultural weed evolution in Southeast Asia. Molecular
Ecology, v.23, p.5003-5017, 2014.

SOSBAI. Arroz Irrigado: Recomendacfes Técnicas da Pesquisa para o Sul do
Brasil. In: Sociedade Sul-Brasileira de Arroz Irrigado - SOSBAI:Pelotas, 2016. 200p.

SUDIANTO, E. et al. Morphology of Malaysian Weedy Rice (Oryza sativa): Diversity,
Origin and Implications for Weed Management. Weed Science, v.64, p.501-512,
2016.

SUNDARAMOORTHI, J. et al. Molecular diversity in the primary and secondary gene
pools of genus Oryza. Plant Systematics and Evolution, v.279, p.115-123, 2009.

SWEENEY, M.T. Global dissemination of a single mutation conferring white pericarp
in rice. PLoS Genetics, v.3, p.1418-1424, 2007.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia vegetal. 5 ed. Porto Alegre:Artmed, 2013; 820p.

THURBER, C.S. et al. Similar traits, different genes? Examining convergent evolution
in related weedy rice populations. Molecular Ecology, v.22, p.685-698, 2013.

WATANABE, Y. Classification and morphological characters of plants
Oryza. IN: MATSUO, T. & HOSHIKAWA, K. Science of the rice plant. 1
p.23-32, 1993.

WICKERT, E. et al. Exploring Variability : New Brazilian Varieties SCS119 Rubi and
SCS120 Onix for the Specialty Rices Market. Open Journal of Genetics, v.4, p.157-
165, 2014.



4 CAPITULO Il - Respostas fisiolégicas e Variacdo da Expressdo de genes
HSPs e HSFs em arroz-daninho sob estresse de déficit
hidrico e alta temperatura.

4.1 Introducao

O uso eficiente de recursos naturais, a reducdo do desperdicio e 0 aumento
de producdo das culturas sdo fundamentais para suprir a demanda crescente por
alimentos (FOLEY et al., 2011; PALMGREN et al.,, 2014). No entanto, existe o
desafio de produzir mais conciliando com a reducdo na degradagao do solo, menor
uso de agua e manutencdo da biodiversidade em ambientes que estdo expostos a
estresses abidticos crescentes (SANG; GE, 2007; MUELLER et al., 2012;
PALMGREN et al., 2014). Em diversas regides produtoras de arroz, a expansao de
area esta atrelada & ambientes mais quentes e secos (KADAM et al., 2014).

O arroz-daninho, também denominado arroz-vermelho ou arroz-preto é
oriundo da Asia, e considerada uma das principais plantas infestantes da lavoura
orizicola do sul do Brasil (NOLDIN et al., 2006; ANDRES et al., 2013; GOULART et
al., 2014; SANTOS et al., 2014; MEROTTO et al.,, 2016) e de lavouras em outras
regides produtoras ao redor do globo (BURGOS et al., 2014; GEALY et al., 2015;
ZISKA et al., 2015; KRAEHMER et al, 2016; BUSI et al., 2017), em raz&o das perdas
econdmicas causadas pela diminuicdo do potencial produtivo do arroz cultivado em
funcdo da competicdo. Por outro lado, por apresentar alta variabilidade genética,
entre 0os mais distintos gendtipos, demonstra potencial para ser utilizado em
programas de melhoramento do arroz cultivado para incorporagao de determinadas
caracteristicas (SCHMIDT, 2017).

A frequente exposigéo as flutuagdes e adversidades ambientais, submetem
as plantas a processos dinamicos de respostas rapidas, isso se deve a intrinseca
capacidade metabdlica (SIMONTACCHI et al.,, 2015), e de complexo sistema de
sinalizacdo, que reprograma a expressdo de genes, priorizando 0S genes

responsivos a estresses (HONG et al.,, 2016). Todo o processo de resposta a
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estresses leva a série de alteragcbes moleculares, morfoldgicas, fisiologicas e
bioquimicas (GILROY et al., 2014; ZANDALINAS et al., 2017).

A manutencédo de proteinas na sua conformacédo funcional e a prevencédo da
agregacdo sao particularmente importantes para a sobrevivéncia das células sob
estresses. As proteinas de choque térmico (HSPs) sdo chaperonas moleculares que
regulam o dobramento, localizacdo, acumulo e degradacdo de proteinas em
diferentes espécies de eucariotos e procariotos, desempenhando papel amplo em
muitos processos celulares (HASLBECK; VIERLING, 2015) ajudando na
homeostase celular e na sobrevivéncia da planta em condi¢des adversas.

O aquecimento global tem sido relacionado com a inducdo de estresses
abidticos em maior frequéncia e severidade (IPCC, 2014). Os disturbios, como alta
temperatura e déficit hidrico s@o dois dos principais fatores que afetam o
crescimento das plantas (MEENA et al., 2017). De fato, danos celulares, inibicdo da
fotossintese, ajustamento osmotico, inducdo de sistemas de reparacdo e
chaperonas, alteracdes da expressdo de genes e do metabolismo sdo respostas das
plantas a esses estresses (LAVANIA et al., 2016).

As proteinas HSPs sédo classificadas em seis familias, HSP100, HSP90,
HSP70, chaperoninas ou HSP60, HSP40 ou DNAJ e HSPs de baixo peso molecular
(12-40 KDa) nomeadas small HSPs (sHSPs) (USMAN et al., 2014). A transcricao da
maioria dos genes codificadores de HSPs € regulada por fatores de transcricdo de
choque de calor (Heat shock factors - HSFs), localizados no citoplasma (HU et al.,
2009; ZHANG et al., 2015). HSFs sdo componentes finais da rota de transducédo de
sinais que media a ativacdo de genes de resposta ao calor e a grande numero de
estressores quimicos (NAKAI, 1999). Estudos demonstram que a superexpressao de
HSFs em plantas resultou em aumento da tolerancia a calor, sal, estresse osmoético,
déficit hidrico e frio (CHANDEL et al., 2013; JIN et al., 2013; LIU et al., 2013; ZHANG
et al., 2015). A coexpressao de HSFs em resposta a diferentes estresses abioticos
indica que estes fatores de transcricdo podem regular multiplos mecanismos. Desta
forma, os HSFs sao considerados uma familia génica importante, e seu potencial de
resposta a diferentes estresses podem ser utilizados na obtencdo de plantas
tolerantes a estresses ambientais (CHANDEL et al., 2013).

A analise de expressdo génica é importante ferramenta para o entender
muitos aspectos da biologia das plantas (MARTIN et al., 2008). A gPCR é técnica

com alta sensibilidade, muito utilizada atualmente, para analisar a expressao génica
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e melhorar o entendimento dos caminhos de sinalizacdo, desenvolvimento e
metabolismo (PAOLACCI et al., 2009). As proteinas do choque térmico (HSP) séo
classificadas em familias de acordo com seus pesos moleculares mensurados em
quilodaltons (USMAN et al., 2014). Quanto aos padrdes de expressao e inducéo, as
HSPs podem ser definidas como constitutivas ou indutiveis. As proteinas expressas
constitutivamente, ou seja, sob condicbes ambientais favoraveis, atuam como
chaperonas ou proteases, exercendo inumeras fungfes intracelulares. Chaperonas
estdo envolvidas na sintese, dobramento e transporte de proteinas, enquanto
proteases atuam na degradacéo de proteinas danificadas (OHAMA et al., 2017). Em
conjunto, minimizam a probabilidade de interacdes proteicas inapropriadas, capazes
de resultar em alteragfes deletérias em determinados organismos (HASLBECK;
VIERLING, 2015). Em contraste, HSPs indutiveis sdo largamente sintetizadas sob
condicBes estressantes, como resposta que visa minimizar ou reparar danos
celulares, garantindo a sobrevivéncia da célula ou organismo, e/ou induzir tolerancia
a estresses subsequentes, tais como alta temperatura (LI et al.,, 2014) e déficit
hidrico (ANEJA et al., 2015).

Durante os estagios iniciais de estresse abibtico, HSFs sdo as primeiras
moléculas responsivas para a sinalizacdo do estresse celular para o aparato
transcricional e a ativacdo da expressao de genes HSPs (LIU et al., 2010). Tal fator
esta presente no citoplasma da célula normal e ndo estressada, como um monémero
inativo, devido a sua ligacdo as HSPs expressas constitutivamente (GUO et al.,
2016). Em resposta ao estresse metabdlico, as HSFs dissociam-se das chaperonas
e sao convertidas de monémero inativo para aparato ativo através da combinacgéo
dos seus dominios de oligomerizacao (LI et al., 2014). A familia de genes HSF foram
identificados, primeiramente, em tomates (SCHARF et al., 1990). De fato, eles ja
foram caracterizados em muitas espécies, como: arabidopsis, arroz, milho e tomate
com o numero de 21, 25, 25 e 27 HSF genes identificados em cada espécie,
respectivamente (NOVER et al., 2001; GUO et al., 2008; LIN et al., 2011; SCHARF
et al., 2012).

Dada a importancia das HSPs para a termotolerancia, muitas vezes se supde
gue os organismos de habitats mais suscetiveis a estresses devem acumular niveis
maiores de HSPs (BARUA et al., 2003; LAVANIA et al., 2016). Por outro lado, outros

estudos demonstram que a expressdo de HSPs pode ser negativamente
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correlacionada com o nivel de estresse do habitat (ZATSEPINA et al., 2001;
NAKANO; IWANA, 2002).

Em vista do exposto, o estudo teve o objetivo de avaliar a expressao génica
de HSPs e HSFs em cultivares de arroz e bibtipos de arroz-daninho sob déficit

hidrico e estresse por alta temperatura.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Material Vegetal

O experimento foi conduzido em camaras de crescimento no “Altheimer Lab -
Departament of Crop, Soil, and Environmental Sciences (CSES) of University of
Arkansas, Estados Unidos (Fayetteville, Arkansas)”, no ano 2016/17. Utilizaram-se
duas cultivares de arroz (Oryza sativa L.) e cinco bidtipos de arroz-daninho
provenientes de diferentes regides do Brasil (Tabela 5). Os biétipos de arroz-daninho
eram oriundos de cinco estados brasileiros, Rio Grande do Sul (RS), Santa Catarina
(SC), Rio Grande do Norte (RN), Paraiba (PB) e Roraima (RR) (Figura 15). As
cultivares comerciais utilizadas foram: IRGA 424 e SCS119 Rubi. Os bibtipos de
arroz-daninho foram coletados na safra 2012/2013 em lavouras comerciais de arroz
e multiplicados por 3 geracdes (1° ano -Arroio Grande/RS, 2° ano — Capéao do
Ledo/RS, 3° ano - Fayetteville/AR-Estados Unidos) para uniformizacdo das
populacdes através da retirada de plantas atipicas e aumento do volume de

sementes.

Tabela 5- Descri¢cdo da localizacdo das cultivares arroz e biotipos de arroz-daninho
utilizados no estudo da expressdo de HSPs e HSFs. UFPel, Capao do
Ledo, RS, 2017.

Coordenadas GPS

Cultivar / Bi6tipo Cidade / Estado Regiéo

Latitude Longitude
IRGA 424 Pelotas - RS Zona Sul 31°46'19"S  52°20'33"W
SCS119 Rubi Itajai — SC Médio Vale do Itajai 26°54’'28"S  48°3943"W
15-85 Gaspar — SC Médio Vale do Itajai 26°54'41"S  48° 50’ 60" W
15-189 Dom Pedrito — RS Campanha 31°02°07"S  54° 52 02"W
15-255 SdoJose doRio |\ 4o Rio do Peixe  6°44'11"S  38° 26’ 39" W
do Peixe — PB

15-261 Apodi — RN Vale do Rio Apodi 5°44’ 55" S 37°46' 27" W
15-262 Bonfim — RR Varzea do Rio Branco 3°19°56"N 59° 54’ 18" W
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Figura 15 - Distribuicdo dos locais onde os biotipos de arroz-daninho utilizados no
estudo de expressdo de HSPs e HSFs foram coletados. Em azul, Dom
Pedrito-RS; laranja, Gaspar-SC; vermelho, Sdo José do Rio do Peixe-PB;
amarelo, Apodi-RN; e roxo, Bonfim-RR. Fonte: Google Maps, 2017.

O solo utilizado foi classificado como Captina silt-loam, com as seguintes
caracteristicas: areia = 30,5%; silte = 55,5%; argila = 14%, pHagua = 7,3; matéria
organica = 2,41%, NOz = 32,4 mg kg, NH4 = 16,8 mg kg?, P = 86 mg kg, K =41
mg kg?, Ca =827 mg kg, Mg = 827 mg kg?, S = 10 mg kg, Na =22 mg kg, Fe =
671 mg kg, Mn = 168 mg kg, Zn = 3,6 mg kg, Cu = 0,6 mg kg, B=0,2 mg kg™.
As unidades experimentais consistiram em potes de 1 L preenchidos com solo,
distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, com 3 repeticbes. Foram
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semeados cinco sementes de arroz em cada pote, e ap0s o estabelecimento das

plantulas foi realizado o desbaste e deixada uma plantula por pote.
4.2.2 Metodologia do experimento com estresse hidrico e térmico

O estudo foi dividido em dois experimentos, o primeiro para avaliar o estresse
por déficit hidrico (experimento 1) e o segundo para avaliar o efeito de estresse por
alta temperatura (experimento 2), ambos durante o periodo vegetativo, com plantas
de arroz e de arroz-daninho.

Para o experimento 1, inicialmente foi realizado um experimento preliminar
para determinacdo da Umidade do Solo. O método utilizado foi o gravimétrico direto,
com o uso de amostras de solo para determinacdo do peso umido (apds solo ser
saturado com agua) e de peso seco (ap0s o periodo de 48 horas em estufa com
temperatura entre 105-110°C) (BERNARDO et al., 2006).

O fotoperiodo utilizado foi de 14/10hrs (dia/noite) e a temperatura foi de
25/30°C, sendo que a temperatura noturna de 25°C foi programada para aumentar
gradualmente até 30°C no periodo compreendido, entre o inicio da manha até ao
meio-dia. Ap6és duas horas, na temperatura de 30°C, a programacao diminuiu a
temperatura, gradativamente, até chegar aos 25°C a noite.

Trinta dias ap0s a germinagdo (estadio Vs-Vi) (SOSBAI, 2016), as plantas
foram submetidas ao estresse por déficit hidrico por supressdo da irrigacdo até a
umidade do solo cair ao nivel de 50% da capacidade de campo (CC). O estresse foi
mantido por dez dias. Durante o periodo de estresse hidrico, os potes foram
pesados diariamente, no mesmo horario, e a agua perdida foi reestabelecida para
manter a CC requerida (Figura 16) (RAMEGOWNDA et al., 2014). As plantas controle,
nao foram submetidas a estresse hidrico, foram mantidas em lamina de agua (100%
CC).

As plantas submetidas ao estresse por alta temperatura (experimento 2),
foram conduzidas até 0 momento da aplicacdo do estresse, nas mesmas condi¢cdes
que as plantas controle. No mesmo dia em que o grupo de plantas sob estresse
hidrico completaram dez dias de estresse, o grupo de plantas para serem
submetidas ao estresse por alta temperatura, foram colocadas sob temperatura de
42°C por duas horas (LAVANIA et al., 2016). O delineamento experimental foi

completamente casualizado com trés repeti¢coes.
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Para a determinacdo das respostas fisiologicas foram mensurados os
parametros fotossintéticos logo apds as plantas serem submetidas aos estresses,
com o auxilio do medidor portatil de fotossintese LI-COR 6400XT na concentragdo
de 370 ymol.mol de COz, intensidade de luz de 1.000 umol.m2.s1, e umidade relativa
entre 55 e 60% (DE FREITAS et al., 2016). Os parametros observados foram: taxa
fotossintética (A), condutancia estomatica (Gs) e taxa de transpiracéo (E). Dentre os
métodos que ja estdo sendo testados e, ou, utilizados para auxiliar a analise do
tecido de plantas, especialmente para Nitrogénio, destaca-se o medidor portétil de
clorofila (clorofilbmetro). Os comprimentos de onda escolhidos para medicéo do teor
de clorofila situam-se na faixa do vermelho, em que a absorbancia € alta e ndo é
afetada pelos carotenoides, e do infravermelho, em que a absorbancia é
extremamente baixa. A luz transmitida, que depende do tom verde da folha, é
convertida em sinais elétricos e a razao das intensidades da luz transmitida nas duas
regides de comprimentos de ondas corresponde a um valor numérico, chamado de
leitura SPAD (Soil Plant Analysis Development) (POCOJESKI et al.,, 2015). O
clorofildbmetro portatil SPAD-502 (Minolta, Japao) foi utilizado na avaliagéo do teor de
clorofila, no terco central da folha bandeira, em trés replicatas em cada planta.

Apoés as avaliacdes fisiologicas as plantas foram transferidas para a casa-de-
vegetacdo, onde a temperatura variou entre 28 e 30°C, para determinacdo da
produtividade. O manejo de irrigacao utilizado foi por inundacdo permanente até a
maturacdo das plantas. Os demais tratos culturais foram baseados nas
recomendacdes técnicas da pesquisa para o sul do Brasil (SOSBAI, 2016). A
estatura das plantas de arroz e arroz-daninho foi avaliada 10 dias apos a aplicacao
dos estresses por alta temperatura e por déficit hidrico. J&, o numero de afilhos foi
avaliado quando as plantas atingiram o estadio reprodutivo. As duas cultivares de
arroz e os cinco biétipos de arroz-daninho foram considerados o fator bi6tipo. Os
estresses abidticos foram considerados o fator estresse, em cada experimento
distinto.

Os dados foram submetidos a analise de variancia. Em caso de significancia
entre os tratamentos foi realizado o teste de Tukey ou teste t, a 5% de probabilidade
para separar as meédias. A analise estatistica foi conduzida utilizado o programa R
Studio, verséo 1.0.143.
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Figura 16 - Experi§nento de déficit hidrico. A) Plantas de rdi e arroz-daninho sob
estresse hidrico; B) Reposicdo diaria da agua para 50% da capacidade
de campo. UARK, Fayetteville, AR, 2016.

4.2.3 Analise de expresséao génica

Os primers selecionados foram baseados em publicacées sobre as HSPs e
HSFs em arroz e arroz-daninho sob estresses abibticos (Tabela 6). Para a avaliacéo
dos primers, o DNA gendmico foi extraido e realizada reacdo normal de PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase). Para a realizacdo da expressdo génica o
montante de RNA foi extraio usando o TRIzol Reagent® (Invitrogen™).
Primeiramente, o tecido vegetal foi macerado em nitrogénio liquido no moinho
vibratorio (Retsch™, modelo MM 400) usando eppendorf autoclavados. Além das
replicatas biologicas, todos os passos a seguir foram feitos em triplicata (replicata
técnica). Entdo, 500 uL de Trizol foi adicionato em cada amostra e incubada por 5
minutos em temperatura ambiente. Foi colocado 200 pL de cloroférmio e agitado os
tubos por 30 segundos, seguido de incubacdo por 3 minutos em temperatura
ambiente. ApOs esse periodo, as amostras foram transferidas para centrifuga a
12.000 rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante (fase clara, + 500 pL) foi

transferido para novo eppendorf e 500 uL de alcool isopropanol gelado foi
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adicionado e agitado por inverséo por 10 vezes, seguido de incubacdo a temperatura
ambiente por 10 minutos. Na préxima etapa, as amostras foram centrifugadas a
12.000rpm, por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido com 1000 pL de etanol 75% seguido de leve centrifugacéo no vortex,
apos os eppendorfs foram deixados com a tampa aberta, em local limpo, sem vento
para que o alcool evaporasse. Apos a evaporacao do alcool o pellet é ressuspendido
com 35 pL 4gua DEPC autoclavada. O montante de RNA extraido foi quantificado
utilizando Nanodrop™ e as amostras foram tratadas com DNAse
(Desoxyribonuclease | Amplificon Grade® - Invitrogen™) e armazenadas no ultra-
freezer (-70°C).

Tabela 6 - Genes expressos em arroz e arroz-daninho sob estresses abidticos.
UARK, Fayetteville, AR, EUA, 2016.

Gene Familia Referéncia Sequéncia dos Primers*
osHSPE02  HSPOO 70U etal (2006) " CGACGACGAGCAGTATGT
OsHSPTAS  HSPSO  QIetal (2015) F: COAGCAGTTCGAGTACCAGG
OsHSP24.15 SHSP SHUIFENG el al. (2012) ; igﬁggﬁigg?g:gg:gg:ﬁéﬁc
OsHsfA7 HSF LIU et al. (2013) ; 1E%i$gﬁgglg¢¢2¢(é$IA
osHstaza  HSF LUetal (2oto) " TTOGTAGGGTGACGTANTCG
sevewela o) SCSTTTCTASASCCATITIECR
conewa da. o EACCACTICGACeSCCACTACT

* F: Senso (Forward); R: Antisenso (Reverse)

A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada utilizando Reverse
Transcription System® (Promega™) com 2 ug de RNA tratado com DNAse. Cada
reacao consistiu nas seguintes etapas: 4 yL de 25 mM MgClz; 2 yL de dNTP 10 mM;
2 UL de Reverse Transcription 10X Buffer; 1,0 yL de Oligo (dT) primer; 0,5 pyL de
Reverse Transcriptase; 0,5 yL RNAsin e agua até completar 20 pL. As reacdes de
PCR em tempo-real (qQPCR) foram realizadas utilizando o BioRad CFX96™ Real
Time PCR Detection Systems, seguindo as seguintes configuragdes: 95°C por 2
minutos; 95°C por 15 minutos; 58°C por 1 minuto; 95°C por 15 minutos 39 vezes. O
experimento de gPCR foi conduzido utilizando iQ™ SYBR® Green Supermix

(BioRad™), com primers especificos e Ubiquitina como pardmetro enddégeno (Tabela



88

6). As curvas de dissociacdo (melting curves) foram analisadas com o aumento de
temperatura (0,5°C a cada 10 segundos) de 55°C para 95°C, com controle negativo.
A expressao relativa de genes foi calculada utilizando o método delta-delta Ct,
através da equacdo 224Ct (BEVILACQUA et al., 2015; DE FREITAS et al., 2016;
BENEMANN et al., 2017). O procedimento de calculo é através do valor Ct (Cycle

threshold) do gene enddégeno com o valor Ct do gene alvo.

4.3 Resultados e Discusséo
4.3.1 Parametros morfoldgicos e fisiolégicos

4.3.1.1 Alta Temperatura

A andlise de variancia demonstrou interacdo entre os fatores bidtipo e
estresse quando as plantas de arroz e arroz-daninho foram submetidas ao estresse
por alta temperatura (Tabela 7) para as variaveis: numero de afilhos e estatura. Ja,
para as variaveis: taxa fotossintética (A), condutancia estoméatica (Gs), Transpiracao
(E) e Produtividade a andlise demonstrou diferenca entre as médias para os fatores
bi6tipo e estresse. Para a variavel SPAD (que consistiu na avaliacdo das plantas

com clorofildometro), houve diferenca de médias apenas para o fator bi6tipo.

Tabela 7 - Resumo da andalise de variancia do arroz e arroz-daninho sob estresse de
alta temperatura. UFPel, Capao do Ledo, RS, 2017.

Quadrados Médios

Variavel (GL)

Afilhos Estatura SPAD A Gs E Produtividade
Estresse (1) 6,09 185,2** 2,9 54,2** 0,14** 30,7** 4,87*
Biotipo (6) 67,8** 726,4** 11,9** 41,0** 0,01** 1,6** 4,37**
E x B (6) 7,6%* 27,0** 1,2 2,4 0,00 0,2 0,39
Residuo (28) 2,9 17,8 2,8 3,2 0,00 0,2 0,09
Média 13,3 51,4 41,2 23,1 0,15 2,5 7,60
C.V.(%) 12,7 8,2 4.1 7,7 23,0 18,9 54

o significativo a 1% pelo teste F. A — taxa fotossintética; Gs — condutancia estomatica; E — taxa de
transpiracao.

A estatura das plantas (Tabela 8) foi afetada pelo estresse de alta
temperatura nas cultivares de arroz cultivado (IRGA 424 e SCS119 Rubi) e nos
biétipos de arroz-daninho oriundos de RR e SC. Com relacao a estatura das plantas,
quando comparadas entre os diferentes bidtipos, foi observado que em condigbes

normais de crescimento, as plantas de RR apresentaram maior estatura média, com
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76,7 cm, e o bittipo da PB a menor, com 43,7 cm aos 42 dias ap0s a emergéncia. Ja
guando as plantas sdo submetidas ao estresse de alta temperatura, a cultivar IRGA
424 foi a mais afetada negativamente, com estatura média de 37,3 cm.

Quando foi avaliado o efeito do estresse por alta temperatura na variavel
namero de afilhos (Tabela 8), observou-se que apenas o biétipo de arroz-daninho do
RS foi afetado negativamente, com uma reducdo de 30% no namero de afilhos. A
variavel nimero de paniculas por m?, que é um dos principais componentes do

rendimento do arroz é dependente do niumero de afilhos.

Tabela 8 - Médias da estatura e numero de afilhos em arroz e arroz-daninho
submetidos a estresse por alta temperatura e por déficit hidrico. UARK,
Fayetteville, AR, EUA, 2016.

Estatura (cm) Afilhos (n°)
Controle Alta Défi_cit Controle Alta Défipit
Temperatura Hidrico Temperatura Hidrico
IRGA | 44,7 Abc 37,3 Bel 33,3 Bc 18,0 Aa 15,7 Aa 19,2 a2
PB 43,7 Ac 47,0 Adc 39,7 Abc | 13,0 Abc 14,3 Aab 14,3 bc
RN 58,0 Abc 57,0 Ab 42,7 Bb 9,0 Acd 9,0 Ac 10,7 dc
RR 76,7 Aa 67,7 Ba 54,7 Ba 8,0 Ad 10,0 Abc 8,7 d
RS 58,3 Ab 51,3 Abc 55,7 Aa 15,3 Aab 10,7 Bbc 152 b
RUBI | 45,0 Abc 41,3 Bde 37,8 Bbc | 18,0 Aa 17,0 Aa 16,8 ab
SC 48,0 Abc 43,3 Bcde 40,9 Bbc | 14,3 Aab 13,7 Aabc | 14,0 bc

1 Médias seguidas de letras mailsculas (estresse) diferentes diferem pelo teste t (p<0,05) e letras
minudsculas (biétipo) diferentes diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). 2 ndo houve interacdo entre
estresse de déficit hidrico com os bidtipos de arroz, houve apenas diferenga entre as médias dos
biétipos pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os parametros fotossintéticos, taxa fotossintética (A), condutancia estomatica
(Gs) e taxa de transpiracédo (E), e a avaliacdo com o clorofilbmetro (SPAD) para o
estresse de alta temperatura (Tabela 9) demonstraram que a taxa fotossintética foi
afetada positivamente. Por outro lado, condutancia estomatica e transpiragao foram
afetados negativamente. O bidtipo de RR apresentou maior taxa fotossintética
condutancia estomatica e transpiragdo (juntamente com o bidtipo da PB). Para a
variavel SPAD o biétipo de RN e a cultivar SCS119 Rubi apresentaram 0s maiores
valores.

A avaliacdo da produtividade média das cultivares de arroz e de bidtipos de
arroz-daninho sob estresse de alta temperatura (Figura 17) demonstra que houve
efeito significativo da alta temperatura no estagio vegetativo sobre a produtividade,

quando comparado as plantas controle com as plantas submetidas a estresse. Ja,
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para avaliacdo das cultivares e os diferentes biétipos de arroz-daninho ndo houve

efeito significativo do estresse sobre a produtividade de cada planta.

Tabela 9 - Médias da taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (Gs),
Transpiracéo (E) e medidas com clorofildmetro (SPAD) em arroz e arroz-
daninho submetidos a estresse de alta temperatura. UARK, Fayetteville,

AR, EUA, 2016.
A Gs E SPAD
(umol CO2 m2s?)  (mol HOm?2s?) (mmol H,O0 m2s?)

IRGA 19,6 d* 0,12 bc 2,00 bc 40,8 ab
PB 23,7 bc 0,17 ab 3,05 a 41,1 ab
RN 255 ab 0,16 abc 2,83 ab 43,0 a
RR 27,3 a 0,19 a 3,10 a 393 b
RS 21,3 cd 0,14 abc 2,29 abc 41,4 ab
RUBI 222 cd 0,10 c 1,76 c 430 a
SC 222 cd 0,14 abc 2,34 abc 40,0 ab
Controle 22,0 *2 0,20 * 3,33 * 415 ns8
Alta Temperatura 24,2 0,09 1,63 41,0

1 Médias seguidas de letras minUsculas (bi6tipos) diferentes diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
2 Médias seguidas de * diferem pelo teste t (p<0,05).
3ns — néo significativo pelo teste t (p<0,05).

Produtividade (g.planta-1)

IRGA RUBI RS sC PB RN RR

Figura 17- Produtividade média em arroz e arroz-daninho sob estresse de alta
temperatura. Barras cinzas — efeito principal de biétipos (Tukey, p<0,05);
Barras listradas — efeito principal do estresse (Teste t, p<0,05). UARK,
Fayetteville, AR, EUA, 2016.
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4.3.1.2 Déficit hidrico

A andlise de variancia das plantas que foram submetidas ao estresse por
déficit hidrico e as plantas controle (Tabela 10) demonstrou interacdo entre o fator
biétipo e o estresse abibtico para as variaveis: estatura, taxa fotossintética (A),
condutancia estomatica (Gs) e Transpiracdo (E). Para a variavel SPAD houve
diferenca entre as médias para os fatores bibtipo e estresse. Ja, para as variaveis
afilhos e produtividade, houve diferenca de médias para o fator bi6tipo.

Tabela 10 - Resumo da andlise de variancia do arroz e arroz-daninho sob estresse
de déficit hidrico. UFPel, Capao do Ledo, RS, 2017.

Quadrados Médios

Variavel (GL)

Afilhos Estatura SPAD A Gs E Produtividade
Estresse (1) 8,6 1037,0** 131,4** 878,9** 0,08** 28,3** 0,027
Biotipo (6) 75,7** 573,7** 12,5%* 90,3** 0,00** 0,8** 4,85%*
E x B (6) 6,4 70,1** 52 23,5** 0,00** 1,0%* 0,01
Residuo (28) 4,1 18,6 3,0 2,75 0,00 0,3 0,67
Média 14,1 48,5 39,7 17,4 0,16 2,5 7,93
C.V.(%) 14,4 8,9 4.4 9,5 24,3 21,4 6,2

*x significativo a 1% pelo teste F. A — taxa fotossintética; Gs — condutancia estomatica; E — taxa de
transpiracéo.

Com relacéo a estatura das plantas (Tabela 11), quando comparadas entre 0s
diferentes bi6tipos, foi observado que em condi¢cdes normais de crescimento, as
plantas de RR apresentaram maior estatura média, com 76,7 cm, e o biétipo da PB a
menor, com 43,7 cm aos 42 dias ap0s a emergéncia. Ja quando as plantas sao
submetidas ao estresse de déficit hidrico, a cultivar IRGA 424 foi a mais afetada
negativamente, com estatura média de 33,3 cm. Para o estresse de déficit hidrico
sob a afilhos (Tabela 11), ndo houve interacdo com as plantas controle, apenas
diferencas entre as médias dentro das diferentes plantas, com a cultivar IRGA 424
apresentando 19,2 afilhos e o biétipo de arroz-daninho de RR com 8,7 afilhos, sendo
0 maior e menor valores, respectivamente.

No estresse de deéficit hidrico, os parametros fotossintéticos, taxa
fotossintética (A), condutancia estomatica (Gs) e taxa de transpiracdo (E) (Tabela
12) apresentaram interacdo significativa entre os fatores estudados. Para a variavel
taxa fotossintética, todos os bidtipos, com excecéo do oriundo do RN, apresentaram
valores afetados negativamente. A cultivar SCS119 Rubi apresentou reducao de
65,2%, seguido da cultivar IRGA 424 com reducdo de 59,2%. Para a variavel

condutancia estomatica, todas as plantas apresentaram reducdo sob estresse de
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déficit hidrico, assim como para a variavel transpiracdo, com excecao do biétipo do
RS, que manteve a transpiracdo alta. O bi6tipo de RR foi 0 que apresentou menor
valor de condutancia estomética e de transpiracdo comparados as plantas controle,
com reducdes de 77,2 e 71,4%, respectivamente.

Tabela 11 - Médias da estatura e numero de afilhos em arroz e arroz-daninho
submetidos a estresse por alta temperatura e por déficit hidrico. UARK,
Fayetteville, AR, EUA, 2016.

Estatura (cm) Afilhos (n°)
Controle Alta Déficit Controle Alta Déficit
Temperatura Hidrico Temperatura Hidrico
IRGA | 44,7 Abc 37,3 Bel 33,3 Bc 18,0 Aa 15,7 Aa 19,2 a2
PB 43,7 Ac 47,0 Adc 39,7 Abc | 13,0 Abc 14,3 Aab 14,3 bc
RN 58,0 Abc 57,0 Ab 42,7 Bb 9,0 Acd 9,0 Ac 10,7 dc
RR 76,7 Aa 67,7 Ba 54,7 Ba 8,0 Ad 10,0 Abc 8,7 d
RS 58,3 Ab 51,3 Abc 55,7 Aa 15,3 Aab 10,7 Bbc 152 b
RUBI | 45,0 Abc 41,3 Bde 37,8 Bbc | 18,0 Aa 17,0 Aa 16,8 ab
SC 48,0 Abc 43,3 Bcde 40,9 Bbc | 14,3 Aab 13,7 Aabc | 140 bc

1 Médias seguidas de letras mailsculas (estresse) diferentes diferem pelo teste t (p<0,05) e letras
mindsculas (bidtipo) diferentes diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). 2 ndo houve interacdo entre
estresse de déficit hidrico com os bidtipos de arroz, houve apenas diferenca entre as médias dos
biétipos pelo teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 12 - Médias da taxa fotossintética (A), condutancia estomética (Gs) e
Transpiracdo (E) em arroz e arroz-daninho submetidos a estresse de
déficit hidrico. UARK, Fayetteville, AR, EUA, 2016.

A (umol CO, m?s?) Gs (mol H;O m?s™?) E (mmol H,O m?s7?)
Déficit Déficit Déficit
Controle Hidrico Controle Hidrico Controle Hidrico
IRGA 18,9 Ac! 7,7 Bde 0,19 Aa 0,11 Bab 3,06 Aa 1,43 Bb
PB 22,7 Aabc 8,5 Bde 0,24 Aa 0,12 Bab 3,94 Aa 1,72 Bab
RN 24,2 Aab 20,8 Aa 0,22 Aa 0,11 Bab 3,65 Aa 1,73 Bab
RR 26,6 Aa 18,4 Bab 0,22 Aa 0,05 Bb 3,57 Aa 1,02 Bb
RS 20,7 Abc 15,4 Bbc 0,22 Aa 0,19 Ba 3,15 Aa 299 Aa
RUBI 19,8 Abc 6,9 Be 0,16 Aa 0,11 Bab 2,58 Aa 1,54 Bb
SC 20,9 Abc 12,0 Bcd 0,21 Aa 0,10 Bab 3,40 Aa 1,40 Bb

1 Médias seguidas de letras mailsculas (estresse) diferentes diferem pelo teste t (p<0,05) e letras
minUsculas (bidtipo) diferentes diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

As plantas desenvolveram, ao longo do periodo evolutivo, diferentes
estratégias naturais para tolerar ou evitar condi¢cdes de déficit hidrico (TAIZ;
ZEIGER, 2013). Estas alteracdes incluem, entre outras, fechamento estomatico,
repressdo do crescimento celular e da fotossintese, e 0 aumento da respiracao
(SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007). Uma das respostas iniciais contra o
déficit hidrico € a diminuicdo da condutancia estomatica, que reduz a evaporagao
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através das folhas, diminuindo a perda de agua e limita a difusdo de CO:2 para os
cloroplastos (SIRICHANDRA et al., 2009). O fechamento estomatico, o qual durante
o déficit hidrico acontece em resposta ao aumento das concentracdes de acido
abscisico (ABA) (LIMA et al., 2002). Mecanismos morfoldgicos de adaptacao incluem
o desenvolvimento de tricomas e pelos radiculares, reducdo da area foliar e abscisao
foliar induzida em grande parte pela sintese de etileno, o que, segundo Isoda &
Wang (2002), permite diminuir a transpiracdo, além da alteracdo da orientacédo das
folhas, o que diminui o angulo de incidéncia dos raios solares (TAIZ; ZEIGER, 2013).
Outra adaptacéo de defesa ao déficit hidrico € a producao de cuticula espessa, que
também atua na reducéo da transpiracao cuticular (KOSMA et al., 2009).

A fotossintese pode sofrer limitagdo por processos de ordem difusiva ou
bioquimica. A primeira refere-se as resisténcias estométicas e mesofilicas que o COz2
encontra a sua difusdo, desde a atmosfera até os sitios de carboxilagdo nos
cloroplastos; e a segunda a fixacdo de COg2, pela Rubisco (FLEXAS et al., 2008;
2016). Além disso, uma vez que a fotossintese envolve determinada série de
componentes, como pigmentos fotossintéticos, fotossistemas, cadeia de transporte
de elétrons e reacdes de reducdo do COz, qualquer tipo de dano gerado por um fator
estressante pode restringir a capacidade fotossintética da planta (ASHRAF;
HARRIS, 2013).

Para as medidas do clorofildbmetro sob estresse de déficit hidrico (Figura 18)
as plantas que estavam sob estresse hidrico apresentaram menores valores em
comparacao as plantas controle. Os biétipos do RS, SC e RR apresentaram os
menores indices. Condi¢des de estresses abiodticos podem induzir a acumulacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), incluindo H202 que tem fun¢édo na sinalizacéo
em transducdo de moléculas, mas pode também, causar dano celular e inibicdo na
fotossintese (ZANDALINAS et al., 2017). Para prevenir o dano causado por ROS, o
maquinario antioxidante da planta é ativado (BAXTER et al., 2014). As enzimas
antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD), peroxidase (POX), catalase
(CAT), ascorbato-peroxidase (APX), glutationa redutase (GR) e glutationa-S-
transferase (GST) sdo as principais moléculas que agem para prevenir o dano
causado pelas ROS (ZHANG et al., 2010; MENGUER et al., 2017).
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Figura 18 - Médias do clorofildometro (SPAD) para arroz e arroz-daninho sob
estresse hidrico. Barras cinzas — efeito principal de bi6tipos (Tukey,
p<0,05); Barras listradas — efeito principal do estresse (Teste t, p<0,05).
UARK, Fayetteville, AR, EUA, 2016.

A avaliacdo da produtividade média das cultivares de arroz e de bibtipos de

arroz-daninho sob estresse de déficit hidrico (Figura 19) demonstra que ndo houve

efeito significativo do déficit hidrico no estagio vegetativo sobre a produtividade,

quando comparado as plantas controle com as plantas submetidas a estresse.

Produtividade (g.planta-1)

IRGA RUBI RS

sC

PB

RN

RR

Figura 19 - Produtividade média em arroz e arroz-daninho sob estresse de déficit
hidrico. Barras cinzas — efeito principal de bibtipos (Tukey, p<0,05);
Barras listradas — efeito principal do estresse (Teste t, p<0,05), ns = nao
significativo. UARK, Fayetteville, AR, EUA, 2016.
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4.3.2 Analise de expressao génica

A andlise de expressdo génica demonstrou superexpressdo de HSFA7 para
as cultivares de arroz e para os bibtipos de arroz-daninho quando as plantas foram
submetidas a estresse de déficit hidrico. Também, ocorreu 0 aumento de expressao
para a cultivar SCS119 Rubi e o biétipo de RR sob alta temperatura (Figura 20). Ja,
para o HSFA2a houve a superexpressao para todas as cultivares e biétipos de arroz-
daninho quando as plantas foram submetidas ao estresse por alta temperatura, e o
aumento da expressao sob estresse de déficit hidrico, principalmente, para os
bi6tipos da PB e RR.

Liu et al. (2010) estudando 12 classes de genes HSF em arroz sob diferentes
estresses abioticos (déficit hidrico, alta temperatura, estresse salino e frio) em
diferentes periodos de avaliacéo (0; 15; 45min; 1,5; 3; 5; 8; 12 e 24h) concluiram que
HSFA2a foi um dos genes mais responsivos (juntamente com HSFA2c e HSFA2d)
em tempos iniciais do estresse, concluindo que esse gene esta envolvido na
resposta primaria das plantas submetidas a diferentes tipos de estresse abibtico. No
entanto, em tomate sob estresse por alta temperatura, houve maior expressao de
HSFA2 quando as plantas ficaram expostas ao estresse por maior periodo (PORT et
al., 2004). Em contraste, o tomate possui apenas um gene HSFA2, enquanto, 0
arroz possui grupo com 5 diferentes genes HSFA2, indicando ter o sistema de
regulacdo por choque térmico mais complexo (LIU et al., 2010). No mesmo estudo,
Liu et al. (2010) concluiram que o gene HSFA?Y foi responsivo a todos os estresses
abidticos relatados anteriormente mas as plantas levaram maior tempo, em minutos,
para aumentar a expressado génica. Em trabalho recente, Liu et al. (2013) concluiram
gue HSFA7 aumenta a resisténcia ao déficit hidrico em arroz induzindo a expressao
de sHSP.

Em outro estudo, Zhang et al. (2015) determinaram o numero de genes para
cada familia de HSP em arroz, onde sHSP, HSP60, HSP70, HSP90 e HSP100
apresentam 29, 20, 26, 9 e 5 genes, respectivamente. A familia HSP90 é abundante,
altamente conservada, e essencial para a viabilidade da célula. Proteinas HSP90
contém dois dominios altamente conservados, o dominio de ligacdo de ATP na
regido N-terminal, e regido de ligacdo altamente rica em acido glutamico (KRISHNA;
GLOOR, 2001). Estas proteinas sdo encontradas em diferentes compartimentos da
célula, e sdo responsaveis pelo redobramento de proteinas desnaturadas e pelo
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dobramento de proteinas recém sintetizadas. Além disso, atuam na regulacdo de
varias moléculas de sinalizacéo celular (WANG et al., 2015). Ao contrario das outras
classes de HSPs, as sHSPs séo incapazes de atuar no dobramento de proteinas
ndo nativas de maneira individual, sendo necessério a formacgédo de complexos com
outras HSPs (HASLBECK; VIERLING, 2015). Todos os membros da familia sHSP
apresentam um dominio de 90 aminoacidos na regido C-terminal, chamado de
dominio a-cristalin ou dominio de choque por calor (SUN et al., 2002). A sHSPs
especificas de cloroplastos demonstram papel protetor do fotossistema Il durante o
estresse por alta temperatura (HECKATHORN et al., 2002).
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Figura 20 - Expressao relativa de HSF em arroz e arroz-daninho sob estresse
abidtico. UARK, Fayetteville, AR, EUA, 2017.

Quando avaliamos a expressdo de HSP (Figura 21), sob o estresse de alta
temperatura, a cultivar IRGA 424 apresenta o maior nivel de expresséo
independente de qual HSP avaliada (HSP24.15, HSP74.8 ou HSP80.2). Para as
HSP24.15, podemos observar a maior expressao nas cultivares IRGA 424 e SCS119
Rubi, e também nos biétipos de SC e do RS, respectivamente. Para o déficit hidrico
a maior expressao foram as HSP74.8, seguido de HSP24.15 e por fim, HSP80.2.

A expressao da sHSP24.15 em arroz sob estresse de alta temperatura foi de
48x superior quando plantas de arroz foram submetidas a estresse de 42°C por 3
horas (SHUIFENG et al., 2012). No mesmo sentido, os transcritos de HSP80.2 e
HSP74.8 aumentaram rapidamente e mantiveram-se constantes durante estresse
por alta temperatura em plantas de arroz, desde 5 min até 3 horas da aplicacdo do

estresse (ZOU et al, 2009). O gene HSP80.2 foi detectado em maior abundancia em
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raizes de arroz quando submetido a estresse por alta temperatura, sugerindo que

esse gene tem funcdo no crescimento radicular (ZOU et al., 2009).
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Figura 21 - Expressédo Relativa de HSP em arroz e arroz-daninho sob estresse
abidtico. UARK, Fayetteville, AR, EUA, 2017.

Tanto os HSFA7 como as HSP74.8 tem maior expressédo, sob estresse de
déficit hidrico, em plantas oriundas de altas latitudes. Podemos inferir que nessas
regides todo o ciclo da cultura é por inundacdo, onde o déficit hidrico dificilmente
acontece, por isso, as plantas podem apresentar menor niumero de mecanismos de
defesa contra esse estresse, aumentando a prioridade na expressao desses genes
para responder rapidamente a falta de agua. O gene HSP74.8 foi altamente
expresso em folhas e caules de arroz, em estudo realizado por Zou et al. (2009)

indicando que esse gene tem papel na manutencdo das funcbes foliares como
respiracdo e fotossintese.
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A precipitacdo nas regides onde foram coletadas as plantas de arroz-daninho
(Figura 22) demonstram ciclo pluviométrico distintos, onde, no RS e SC as chuvas
séo distribuidas regularmente ao longo do ano. J& para PB, RN e RR as chuvas sao

concentradas em determinados periodos.

350 1+
N
/ ———— RS
300 - AN — s
/ AN RN
250 A / \ PB
— / N B RR
£ / \
E / \
S 200 A / \
o] — / AY
s ™~ / \ /
2 150 1 AN / \
S / —_—
& N < J
100 - N~ T Lo 7N
\
/ NS
50 + 4 .
7
0 B T T

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

Més
Figura 22 - Normais climatolégicas de precipitacdo (mm), nas regides onde foram
coletadas as plantas de arroz-daninho. Fonte: INMET, 2017.

Na PB e RN as chuvas sédo distribuidas entre janeiro e julho, safra de
sequeiro, € no segundo semestre, entre agosto e dezembro, é a safra de arroz-
irrigado (PEREIRA; MORAIS, 2014). Em RR, o periodo chuvoso € entre abril e
setembro quando se semeia arroz de sequeiro, e entre outubro e abril € o periodo de
menor registro pluviométrico, quando se realiza a safra de arroz-irrigado (SUHRE et
al., 2008).

As temperaturas maximas (°C) nas regifes onde foram coletados as plantas
de arroz-daninho (Figura 23) mostram que as temperaturas em latitudes menores
(PB, RN e RR) sé&o maiores quando comparadas a latitudes maiores. Por outro lado,
h& menor variagdo ao longo do ano. Ja para RS e SC, ha o declinio da temperatura

entre abril e setembro, o que impede a safra de arroz nesse periodo.
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Figura 23 - Normais climatolégicas de temperatura maxima (°C), nas regides onde
foram coletadas as plantas de arroz-daninho. Fonte: INMET, 2017.

Temperatura Maxima (°C)

Em estudo realizado por Barua et al. (2008) constataram decréscimo no
montante de HSPs quando houve o aumento da variagcdo de temperatura durante o
dia, e houve tendéncia negativa semelhante da relacdo entre o teor de HSP e a
frequéncia de exposicdo a altas temperaturas no ambiente. Em outras palavras,
populacées de arroz e arroz-daninho que tenham temperaturas médias do ambiente
semelhantes, mas tem temperaturas sazonais e/ou diurnas diferentes, respondem
de forma distinta a acumulacdo de HSPs e a termotolerancia induzida. O aumentado
de HSPs em organismos adaptados a temperaturas mais quentes negligencia o
papel do aumento da termotolerancia basal, por exemplo, o aumento da
termoestabilidade de proteinas em resposta ao tratamento por calor. Em organismos
adaptados a temperaturas maiores, ha maior termotolerancia basal que evita danos
e reduz a necessidade de aumento de HSPs (BARUA et al., 2008). A frequéncia de
exposicdo ao estresse abidtico é capaz de influenciar significativamente o orgamento
de energia de determinado organismo e, assim, moldar a estratégia evolutiva para
lidar com o estresses mais variados. E provavel que organismos de habitats
estressantes que requerem inducao frequente de HSFs e HSPs possam suprimir a
resposta ao estresse abidtico, em parte para limitar seus custos metabdlicos e,

direcionam energia para mecanismos basais de termotolerancia.
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4.4 Conclusoes

O alto nivel de expressao de HSFA2a para estresse por alta temperatura e de
HSFA7 para o estresse de déficit hidrico, e de HSPs (HSP24.15, HSP74.8 e
HSP80.2) para ambos os estresses, demonstram que estes tém papel fundamental
no mecanismo de defesa contra estresses abioticos.

O periodo de 10 dias de déficit hidrico no periodo vegetativo alteram o
metabolismo, expressao génica de proteinas de choque térmico (HSPs) e caracteres
morfolégicos de plantas de arroz e arroz-daninho, mas ndo afetam a sua
produtividade.

O estresse de 42°C por 2 horas no periodo vegetativo alteram o metabolismo,
expressdo de genes HSPs e caracteres morfologicos de plantas de arroz e arroz-

daninho e diminuem sua produtividade.
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5 CAPITULO IV - Resposta de arroz-daninho suscetivel e resistente aos
inibidores da ALS ao aumento na concentracdo de CO:2
atmosférico.

5.1 Introducéao

A concentracdo de dioxido de carbono (COz) na atmosfera chegou a marca
de 400 ppm em 2017 (NOAA, 2017), acréscimo superior a 25% desde 1960. A
informacdo de que o aumento de CO: atmosférico pode contribuir para o
crescimento das plantas € conhecido desde 1890, quando Saussure, demonstrou
pela primeira vez, que ervilhas expostas a alta concentracdo de CO:2 cresceram
melhor que as plantas controle, que estavam no ar ambiente (KIMBALL et al., 2016).
Por ser um substrato primario para que o processo de fotossintese ocorra, a
quantidade de CO: disponivel para as plantas tem efeito no metabolismo,
crescimento e desenvolvimento, especialmente sob condi¢des favoraveis de agua,
luz, nutrientes e temperatura (TAIZ; ZEIGER, 2013; ABDELGAWAD et al., 2016).

O Painel Intergovernamental de Mudancas Climéticas (IPCC) estima que até
o fim do século XXI as alteragBes climaticas globais, causadas pela constante
emissdo de gases de efeito estufa, levardo a aumento da concentragcdo do CO:
atmosférico superiores a 700 ppm (IPCC, 2014). Uma vez que o CO2 é recurso
essencial para o crescimento das plantas é esperado 0 aumento da taxa
fotossintética, maior eficiéncia do uso da agua nas plantas, em resposta a reducao
na condutancia estomatica e transpiracdo (EVANS, 2013). A agricultura depende
diretamente das condi¢gbes climéticas, portanto, qualquer alteracdo no clima pode
afetar o zoneamento agricola, a produtividade e as técnicas de manejo das culturas
(WANG et al., 2017).

As alteracdes climaticas exigem a constante adaptacdo das plantas para
tolerar diferentes tipos de estresses biodticos e abidticos (IPCC, 2014). Além disso, ha
projecOes de alteracdo na distribuicdo, abundancia e severidade de pragas e plantas

daninhas, o que podera afetar os sistemas de cultivo e os métodos de controle de
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pragas (KORRES et al., 2016). Embora as mudancas climaticas induzam a
constante adaptacdo da agricultura (TOKATLIDIS, 2013), seus efeitos sobre a
producdo agricola podem ser positivos em alguns sistemas e regides agricolas e
negativos em outros (OBIRIH-OPAREH; ONUMAH, 2014). Todavia, muito dos
beneficios alcancados com a elevacdo do CO2 atmosférico podem ser minimizados,
guando as plantas sdo submetidas a elevadas temperaturas (KORRES et al., 2016).
As plantas Cs e Cs apresentam diferentes respostas ao enriquecimento de COz2
(ZISKA et al., 2014); a quantidade atual de CO:2 atmosférico é inadequada para
saturar a enzima ribulose-1,5-bifosfato-carboxilase-oxigenase (Rubisco) que catalisa
a fotossintese em plantas Csz (FURBANK; SAGE, 2016), como é o caso do arroz-
daninho.

Dentre as plantas daninhas, destaca-se o arroz-daninho, que é considerado
uma das principais infestantes das lavouras de arroz irrigado a nivel global, pois
pertence ao género Oryza, por isso, apresenta semelhancas morfolégicas,
fisiolégicas, genéticas e bioquimicas ao cultivado, o que dificulta o seu controle
(SUDIANTO et al.,, 2016), o que pode acarretar perdas superiores a 50% na
produtividade (SHIVRAIN et al., 2010). A disponibilizacdo do Sistema de Producéo
Clearfield®, através do uso de cultivares resistentes aos herbicidas do grupo das
imidazolinonas propiciou o controle seletivo de arroz-daninho (MEROTTO et al.,
2016). Entretanto, diversos biotipos de arroz-daninho, resistente a herbicidas
inibidores da enzima ALS, tem sido identificados nas regides produtoras de arroz
irrigado no sul do Brasil (MENEZES et al., 2009; ROSO et al, 2010). Problemas
similares tem sido relatado nos Estados Unidos (SHIVRAIN et al., 2007; BURGOS et
al., 2008), Grécia (KALOUMENOS et al., 2013) e Itdlia (ANDRES et al., 2014).

Na literatura existem alguns trabalhos relacionando o arroz-daninho no
contexto de mudangas climaticas e ao aumento da concentra¢do do CO2 atmosférico
(ZISKA; MCCLUNG, 2008; ZISKA et al., 2012; 2014). No entanto, a avaliacdo de
biotipos de arroz-daninho com resisténcia ao grupo quimico das imidazolinonas no
contexto de mudangas climéaticas ainda é exiguo.

Em vista do exposto, o estudo teve o objetivo de avaliar a resposta de
populacbes de arroz-daninho suscetivel e resistente aos herbicidas do grupo

guimico das imidazolinonas ao aumento do CO2 atmosférico.
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5.2 Material e Métodos

5.2.1 Material Vegetal

O experimento foi conduzido em camaras de crescimento pertencentes ao
“Altheimer Lab - Departament of Crop, Soil, and Environmental Sciences (CSES) -
University of Arkansas”, Estados Unidos (Fayetteville, Arkansas) no ano 2016/17.
Foram avaliados dois bidtipos de arroz-daninho (Oryza sativa spp. indica),
semelhantes em morfologia e ciclo, provenientes da cidade de Dom Pedrito, da
mesorregido da Campanha, no estado do Rio Grande do Sul (RS), coordenadas
GPS: 31°02°07" S e 54°52°02" W. Os biétipos de arroz-daninho foram coletados na
safra 2012/2013 em lavouras comerciais de arroz e multiplicados por 3 geragdes (1°
ano -Arroio Grande/RS, 2° ano — Capao do Le&o/RS, 3° ano — Fayetteville/AR-
Estados Unidos) para uniformizacdo das populacdes através da retirada de plantas
atipicas e aumento do volume de sementes. Plantas de diferentes bibtipos foram
submetidas a screening preliminar para determinacdo da suscetibilidade aos
herbicidas do grupo das imidazolinonas (MENEZES et al., 2009), onde, o bi6tipo 15-

189 foi classificado como resistente e o bibtipo 15-214 foi suscetivel.
5.2.2 Conducdo e andlises

Os biodtipos de arroz-daninho foram semeados em solo, peneirado e
destorroado. O solo utilizado foi classificado com o Captina silt-loam, com as
seguintes caracteristicas: areia = 30,5%; silte = 55,5%; argila = 14%, pHagua = 7,3;
matéria organica = 2,41%, NOs = 32,4 mg kg, NH4 = 16.8 mg kg, P = 86 mg kg,
K =41 mg kg, Ca =827 mg kg, Mg =827 mg kg, S = 10 mg kg, Na = 22 mg kg’
1, Fe =671 mg kg?, Mn = 168 mg kg, Zn = 3,6 mg kg?, Cu=0,6 mgkg?, B=0,2
mg kgt. As unidades experimentais consistiram em potes de 7 L preenchidos com
solo, em delineamento inteiramente casualizado, com 6 repeticdes. Foram
semeadas cinco sementes de arroz-daninho em cada pote, e apdés o
estabelecimento das plantulas foi realizado o desbaste e deixada uma plantula por
pote.

As plantas foram mantidas durante todo o experimento em duas camaras de
crescimento (Conviron™, modelo PGW36) com duas concentra¢des atmosféricas de

COg2 distintas: 400 e 700 ppm. As demais condi¢cdes ambientais foram mantidas as
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mesmas, para ambas as camaras de crescimento, com fotoperiodo de 14/10
(dia/noite), radiacdo ativa fotossintética (PAR) de 600 mmol.m2.s1 e temperaturas de
34/26°C (dia/noite), com gradiente de variagdo ao longo do dia, culminando em
maior temperatura no periodo do meio-dia. A partir do estadio V4, as plantas foram
mantidas em bandejas com lamina de agua constante, simulando inundacao
(SOSBAI, 2016).

O bidtipo resistente (15-189) teve dois manejos na conducdo do experimento,
com e sem a aplicagdo de herbicida. Esse manejo foi utilizado, para avaliar o efeito
da interacdo do arroz-daninho resistente com o herbicida, em diferentes
concentragbes de CO2 atmosférico. Quando as plantas resistentes com tratamento
herbicida atingiram o estadio V3-V4 foram submetidas a aplicacdo de imazethapyr na
dosagem de 106 g i.a ha! (Newpath™, BASF) com 1% do volume com éleo vegetal
concentrado (COC). A aplicacdo foi realizada utilizando camara de aplicacdo de
herbicidas na vazdo de 187L ha' a 32 psi de presséo.

As avaliacdes do numero de afilhos foram realizadas aos 14, 17, 21, 24, 28,
31, 35, 38, 42, 45, 49, 52, 56, 59, 63, 67 DAE (Dias apés a Emergéncia). J4, as
avalicdes da estatura foram realizadas aos 7, 10, 14, 17, 21, 24, 28, 31, 35, 38, 42,
45, 49, 52, 56, 59, 63, 67, 77, 81, 91, 98, 105, 112 e 119 DAE. Para a determinacao
das respostas fisiologicas foram mensurados os parametros fotossintéticos aos
45DAE, com o auxilio do medidor portatil de fotossintese LI-COR 6400XT (Figura
24) na concentragdo de 400 e 700 umol.mol de CO2 (dependendo da concentracéo
de CO: da camara de crescimento), intensidade de luz de 1.000 pmol.m?2.s?, e
umidade relativa entre 55 e 60%. Os parametros avaliados foram: taxa fotossintética
(A), condutancia estomatica (Gs) e taxa de transpiracdo (E). Também aos 45 DAE,
foi utilizado o clorofildmetro portati SPAD-502 (Minolta, Japao) na avaliagcdo do
conteudo de clorofila, no tergo central da folha bandeira, em trés replicatas em cada
planta.

A avaliacdo do n° de paniculas foi realizada quando as plantas atingiram a
maturacdo. A esterilidade de espiguetas e a produtividade foram calculados apoés a
colheita dos biotipos. Os dados foram submetidos a andlise de variancia. Em caso
de significancia entre os tratamentos foi realizado o teste de Tukey (bi6tipos) ou
teste t (concentracdo), a 5% de probabilidade para separar as médias. A analise

estatistica foi conduzida utilizado o programa R Studio, versao 1.0.143.
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Figura 24 - Avaliacdo de biotipos de arroz-daninho com o medidor portatil de
fotossintese Li-Cor 6400XT. UARK, Fayetteville, AR, EUA, 2016.

5.3 Resultados e Discussao

A analise de variancia ndo demonstrou interacdo entre os fatores biotipo e
concentracdo de CO:2 para as variaveis estudadas (Tabela 13). J4, para as variaveis:
esterilidade de espiguetas e produtividade (Tabela 14) a andlise demonstrou
diferenca entre as médias para os fatores bi6tipo e concentracdo. Para as variaveis:
SPAD (Tabela 13) e niumero de paniculas (Tabela 14) houve diferencas de médias
apenas para o fator bidtipo. Por fim, para as variaveis: taxa fotossintética (A),
condutancia estomatica (Gs) e Transpiracdo (E) (Tabela 14), foram observadas

diferencas de médias para o fator concentragao.

Tabela 13 - Resumo da analise de variancia de taxa fotossintética (A), condutancia
estomatica (Gs), Transpiracdo (E) a clorofilbmetro (SPAD) dos biétipos
de arroz-daninho sob diferentes concentragcbes de CO:2 atmosférico.
UFPel, Capéo do Ledo, RS, 2017.

uadrados Médios
Variavel (GL) Q

SPAD A Gs E
Bidtipo (2) 51,6** 0,83 0,00 0,06
Concentracéo (1) 0,11 191,3* 0,018** 3,54**
BxC(2) 3,05 0,04 0,00 0,00
Residuo (30) 5,17 3,80 0,00 0,46
Média 42,7 25,8 0,26 3,51
C.V.(%) 53 7,6 10,9 19,3

** _ significativo a 1% pelo teste F.
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Em ambiente com elevada concentracdo de CO2 (700 ppm) as plantas de
arroz-daninho suscetivel apresentaram maior estatura a partir dos 49 DAE (Figura
25) em comparagdo as plantas que foram mantidas na concentracdo ambiente de
CO2 (400 ppm). Para o biotipo resistente, independente do uso do herbicida
imazethapyr, as plantas apresentaram maior estatura a partir dos 63 DAE quando
foram mantidas na concentracdo elevada de CO2. A estatura dos biotipos de arroz-
daninho resistente e suscetivel foram, na média, 19,2 e 28,7% maiores sob a
concentracéo elevada de COg, respectivamente na avaliacao final de estatura aos
119 DAE.

Tabela 14 - Resumo da andlise de variancia de esterilidade das espiguetas, N° de
paniculas por planta e produtividade dos biétipos de arroz-daninho sob
diferentes concentracdes de CO2 atmosférico. UFPel, Capao do Ledo,

RS, 2017.
Quadrados Médios

Variavel (GL) Esterilidade N° Paniculas Produtividade

Espiguetas (%) (Kg ha?)
Biotipo (2) 1136,1** 24,5%* 42630287,4**
Concentracéo (1) 29,4** 0,22 5462638,5**
BxC(2) 4,17 10,1 124864,5
Residuo (12) 3,89 3,72 743997,0
Média 20,2 20,3 7684,9
C.V.(%) 9,8 9,4 11,2

** - significativo a 1% pelo teste F.

A estatura das plantas é parametro importante que deve ser considerado no
fluxo génico entre o arroz-daninho e o arroz cultivado e, entre o arroz-daninho
resistente e o arroz-daninho suscetivel, pois a taxa de fecundacdo cruzada e a
distancia que o poélen percorre entre uma planta e outra é limitada (GEALY et al.,
2003). No mesmo sentido, Ziska et al. (2012) constataram que o aumento de CO2
atmosférico aumentou a estatura média de plantas de arroz cultivado e arroz-
daninho, bem como, mudou algumas caracteristicas fenologicas que contribuiram
para o aumento do fluxo génico em arroz-daninho.

Quanto ao numero de afilhos (Figura 26), houve tendéncia a ser maior na
concentracéo elevada de CO2, em ambos biotipos. Por outro lado, dentro de cada
biétipo, baseado no intervalo de confianca a 95%, ndo houve diferenca entre as
concentracdes a partir dos 28 DAE. Na média, o biotipo resistente apresentou 21,5
afilhos aos 67 DAE, enquanto o suscetivel teve 15,8 afilhos. O numero de afilhos é
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consequentemente, na produtividade.
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Figura 25 - Regressdo das médias das estaturas de biétipos de arroz-daninho sob
diferentes concentragfes de CO2 atmosférico. Intervalo de confianga =
95%. UARK, Fayetteville, AR, EUA, 2016.

Os parametros da regressdo das médias de estatura (Figura 25) e de n° de

afilhos (Figura 26) podem ser visualizados na Tabela 15. As regressoes, de ambas

as variaveis e biotipos, se ajustaram no modelo polinomial cubico, baseado no

coeficiente de determinacgéo (R?) e na significancia estatistica (teste F) dos dados ao

modelo.
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Tabela 15 - Parametros da equacédo polinomial cubica para as variaveis estatura e
namero de afilhos de bidtipos de arroz- sob diferentes concentracdes de

CO2 atmosfeérico. UFPel, Capéo do Leédo, RS, 2017.

Estatura
Tratamento
y0 a b c R2
Resistente sem 400ppm 0,2148 2,2753 -0,0056 -0,000036 0,99
Herbicida 700ppm 0,2595 1,9964 0,0041 -0,000077 0,99
Resistente com 400ppm 0,8381 1,9143 0,0025 -0,000071 0,99
Herbicida 700ppm 0,3230 2,1890 -0,0015 -0,000037 0,99
. 400ppm -4,7338 3,0019 -0,0232 0,000065 0,99
Suscetivel
700ppm -0,3165 2,2626 -0,0035 -0,000030 0,99
Afilhos
Resistente sem 400ppm 15,5022 -1,8500 0,0641 -0,0005 0,98
Herbicida 700ppm 14,2021 -1,6577 0,0595 -0,0005 0,97
Resistente com 400ppm 4,7329 -0,7310 0,0352 -0,0003 0,98
Herbicida 700ppm 10,5593 -1,3801 0,0527 -0,0004 0,99
Suscetivel 400ppm 11,1562 -1,2951 0,0452 -0,0004 0,98
700ppm 9,9930 -1,2811 0,0483 -0,0004 0,99
Resistente Sem Herbicida Resistente Com Herbicida
30 20 -
& 400ppm ®  400ppm
o 700ppm ©  700ppm
25 I 25
20 - 20 -
é 15 § 15
z 10 4 z 10 4
(]
54 s 54 -
04 & . 04
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confiangca = 95%. UARK, Fayetteville, AR, EUA, 2016.
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Os parametros fotossintéticos, taxa fotossintética (A), condutancia estomatica
(Gs) e taxa de transpiragéo (E) e, as medidas do clorofildometro (SPAD) (Tabela 16)
nao apresentaram interagao significativa. Por outro lado, houve diferenga entre as
médias dos biotipos para as avaliacbes de SPAD, onde o bibtipo resistente
apresentou maior teor de clorofila. Ja, para a variavel taxa fotossintética (A) os
biétipos sob elevada concentracdo de CO: apresentaram valores 19,6% superiores
aos biodtipos que estavam sob concentracdo ambiente de CO2. No entanto, para
condutancia estomatica (Gs) e transpiracao (E) os biétipos sob concentracdo de 700
ppm de CO: apresentaram valores 17,2 e 16,2% inferiores aos que estavam em
concentracéo de 400 ppm de COa.

A aquisicdo de CO:2 pelas plantas envolve a difusdo deste gas da atmosfera
para 0s espacos intercelulares do mesofilo foliar, através dos estdomatos, e
subsequentemente para os cloroplastos, onde a fixacdo do CO2 em compostos
organicos cria o gradiente de concentragdo que resulta na difusédo (EVANS, 2013).
Estima-se que 40% da massa seca das plantas € constituida de carbono que é
fixado através da fotossintese (LAMBERS et al., 2008). Portanto, ao captar energia
solar e converter o CO2 atmosférico em carbono organico para a construcdo de
biomassa, a fotossintese realizada pelas plantas é importante dreno para esse gas.
Nos cloroplastos, a absorcdo de fétons é realizada por pigmentos, principalmente
clorofila, distribuidos em complexos antena, que direcionam e transferem a energia
de excitacdo para os centros de reacdo dos fotossistemas | e Il. No fotossistema |l
ocorre a oxidacdo de moléculas de agua, com producdo de oxigénio e doacdo de um
elétron para a cadeia de transporte de elétrons que o liga ao fotossistema I. Os
prétons produzidos pela oxidacdo da agua, que ocorre no lumen das tilacoides,
geram gradiente eletroquimico que se torna forca motora para a fosforilagdo de ADP
em ATP. No fotossistema |, ocorre a redugéo de NADP+ em NADPH. Ambos ATP e
NAPDH séo utilizados nas reacdes subsequentes da fotossintese, o ciclo de reducéao
de carbono ou Ciclo de Calvin (LAMBERS et al., 2008; TAIZ; ZEIGER, 2013).

O metabolismo fotossintético de espécies Cs € catalisado pela enzima
ribulose-1,5-bifosfato -carboxilase-oxigenase (Rubisco). Essa enzima compreende
cerca de 50% das proteinas soluveis e 25% do N das folhas (LIN et al., 2014). Além
da importante funcdo que exerce, essa grande quantidade é também necessaria

porque a Rubisco é catalisador ineficiente (PARRY et al., 2008). A Rubisco catalisa
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duas reacdes: A primeira envolve a carboxilacdo da molécula ribulose 1,5 bifosfato
(RuBP) com o CO2, para a producdo de duas moléculas de 3-fosfoglicerato. A
segunda reacgdo, envolve a oxigenacado da RuBP que produz uma molécula de 3-
fosfoglicerato e uma de 2-fosfoglicolato (EVANS, 2013). A Rubisco tem maior
afinidade pelo CO2 do que pelo Oz, porém este ultimo ocorre em concentragéo cerca
de 550 vezes maior que o primeiro, fazendo com que a competicdo entre os dois
substratos gasosos pela enzima seja um dos fatores determinantes da eficiéncia da
fotossintese nas atuais concentracdes de CO2 atmosférico (GRIFFIN; SEEMANN,
1996).

O crescimento ndo é dependente apenas da assimilacao de nutrientes do solo
e das taxas fotossintéticas, mas também de diversos pardmetros que controlam o
ganho de carbono nas plantas. O equilibrio entre o ganho de carbono por unidade de
area foliar pela perda de carbono é dependente da taxa de respiracdo e também da
proporcao relativa dos 6rgdos que assimilam (fontes) ou ndo assimilam (drenos)
(POORTER; KITAJIMA, 2007). O aumento no conteldo de carboidratos é
considerado a resposta mais pronunciada e uma das poucas respostas universais
observadas em folhas cultivadas em elevado CO2 (ZHU et al., 2012; YANG et al.,
2013; VARY et al., 2015). A razdo mais provavel pela qual esse incremento acontece
€ que as plantas sob CO: elevado aumentam a fotossintese até determinado ponto
em que ndo conseguem integrar os carboidratos recém fixados ao crescimento,
sendo esses acumulados como carboidratos n&do-estruturais nas folnas (LAMBERS
et al., 2008).

Tabela 16 - Médias da taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (Gs),
Transpiracdo (E) a clorofilbmetro (SPAD) dos biétipos de arroz-daninho
sob diferentes concentragbes de CO2 atmosférico. UARK, Fayetteville,

AR, EUA, 2016.
SPAD A Gs E
Suscetivel 40,3 bt 25,7 ns8 0,27 s 34 ns
Resistente com Herbicida 43,8 a 26,0 0,26 3,6
Resistente sem herbicida 439 a 25,5 0,27 3,6
400 ppm 426 s 235 *2 0,29 * 382 *
700 ppm 42,7 28,1 0,24 3,20

I médias seguidas de letras minusculas (bi6tipos) diferentes diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
2 médias seguidas de * diferem pelo teste t (p<0,05).

3 ns — nao significativo pelo teste de Tukey (p<0,05).

4ns — ndo significativo pelo teste t (p<0,05).
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A longo prazo € esperado que, em maiores concentracdes de CO2, menores
guantidades de estdmatos sejam necessarias, uma vez que a fotossintese sofre
menor limitagédo pela taxa de difusdo do CO2 para o interior da folha. Na auséncia de
variagdo da dimensdo dos estdbmatos, a densidade estomatica determina a
condutancia maxima possivel em uma unidade de éarea foliar (CALDERA et al.,
2017). Ainsworth & Rogers (2007) apontam que a reducdo da condutancia
estomatica, como resposta de longo prazo ao aumento de CO2, pode estar
associada ndo so a abertura estomatica, mas também a densidade de estdmatos.

O bidtipo suscetivel apresentou maior esterilidade de espiguetas, menor
namero de paniculas e, consequentemente, a menor produtividade em relacdo ao
biétipo resistente (Tabela 17). Para a diferenca de concentracéo de CO2 atmosférico,
os bidtipos que cresceram sob a concentracdo elevada apresentaram menor
esterilidade de espiguetas e produtividade 15,4% superior aos bidtipos que

cresceram sob a concentracdo ambiente de COx.

Tabela 17 - Médias da Esterilidade de Espiguetas, N° de paniculas por planta e
produtividade dos bidtipos de arroz-daninho sob diferentes
concentracdes de CO:2 atmosférico. UARK, Fayetteville, AR, EUA, 2016.

Esterilidade N° Paniculas Produtividade
Espiguetas (%) (Kg ha)
Suscetivel 36,1 a! 180 b 4610 b
Resistente com Herbicida 119 b 215 a 9107 a
Resistente sem herbicida 126 b 215 a 9338 a
400 ppm 215 * 20,4 3 7134 *
700 ppm 18,9 20,2 8236

I médias seguidas de letras minUsculas (bi6tipos) diferentes diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
2 médias seguidas de * diferem pelo teste t (p<0,05).
8 ns — nao significativo pelo teste t (p<0,05).

Em estudo de meta-analise realizado com a revisdo de 71 artigos que
avaliaram o comportamento de arroz a elevacdo de CO2 atmosférico, no periodo de
1980 a 2007, Ainsworth (2008) conclui que esse fator contribui para o aumento de
7% no peso dos graos, 17% no numero de paniculas, 27% no numero de graos, 9%
na biomassa, aumento na taxa fotossintética e decréscimo de 25% na condutancia
estomatica.

No contexto de mudangas climaticas, o aumento da temperatura podera
afetar negativamente a produtividade (IPCC, 2014), por outro lado, o aumento da

concentragdo atmosférica de CO2 podera os efeitos negativos causados por esse
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estresse abiotico (LI et al., 2015). Em estudo realizado no sistema FACE (Free-Air
Carbon dioxide Enrichment) com o objetivo de avaliar a interacdo de adubacao
nitrogenada e o aumento de CO:2 atmosférico em arroz, Liu et al. (2008) constataram
gue nao houve alteracdes na fenologia das plantas, por outro lado, houve alteracao
em componentes da produtividade resultando em produtividade de até 34% superior
gue em plantas controle. No mesmo sentido, quando se compara o estudo de Liu et
al. (2008) com os de Kim et al. (2003) e de Yang et al. (2006) é possivel inferir que a
produtividade de Oryza sativa sp. indica € mais responsiva que O. sativa sp.
japonica em 13% em relacdo a adubacdo nitrogenada quando submetido a elevada
concentragcédo de CO2 atmosférico.

Em ambientes com alta temperatura ou baixa disponibilidade de N pode
ocorrer limitacdo dos drenos das plantas (menor n° de afilhos, esterilidade de
espiguetas, entre outros) resultando na reducéo da capacidade fotossintética (KIM et
al., 2003). Por outro lado, quando h& adequado suprimento de N, temperatura e
elevado CO:2 acontece o aumento do desenvolvimento de drenos (maior n° de
afilhos, tamanho de paniculas, porcentagem de graos cheios) culminando em maior
produtividade pela estimulacdo da capacidade fotossintética das plantas
(HASEGAWA et al., 2013; SHIMONO; OKADA, 2013; ZISKA et al., 2014)

Em estudo conduzido por Zhu et al. (2014) avaliando duas cultivares de arroz
sob elevada concentracdo de CO:2 atmosférico, foi demonstrado a ocorréncia de
diferencas espaciais e temporais na capacidade fotossintética, onde, a cultivar com
maior produtividade apresentou maior relacao dreno/fonte, maior expressado génica
da Rubisco, bem como, maior atividade enzimatica da mesma, concluindo que as
plantas tém resposta diferencial a estimulacdo por elevada concentracdo de COo..
Segundo Ziska et al. (2014) ha grande diversidade no crescimento e produtividade
de biodtipos de arroz-daninho e arroz cultivado em resposta a alta temperatura e
elevado COz. Por esse motivo, é indispensavel que em programas de melhoramento
de arroz, haja a utilizacdo de bibtipos de arroz responsivos ao aumento de COzq,
principalmente, os que induzem ao maior perfilhamento e consequentemente a
maior produtividade.

Conforme Ziska et al. (2016), o controle quimico de plantas daninhas no
contexto de elevada concentragdo de CO2 pode afetar alguns aspectos da planta,
como, diferencas na morfologia da folha, variacdo na relacdo raiz/parte aérea,

possivel redugcdo no contetdo proteico na folha (sitio de acdo de alguns herbicidas)
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e, também, mudancas na comunidade de plantas. Nesse contexto, Ziska & Goins
(2006) avaliando o banco de sementes de plantas daninhas durante uma estacéo de
crescimento concluiram que o niumero de plantas Cs foram superiores as poaceas
Ca, com alteracdes significativas na populacéo de plantas daninhas da area.

Em estudo realizado no USDA, estudando trés concentracdes de CO:
atmosférico: pré-industrial (300 ppm), atual (400 ppm) e projetado (600 ppm)
resultou em maior sincronismo de florescimento e fecundacgéo cruzada entre o arroz
cultivado (CL 161) e o arroz-daninho (StgS) na maior concentracdo de CO2 (ZISKA
et al., 2012). Por sua vez, isso resultou em aumento na desdomesticacao do arroz e
em maior numero de plantas daninhas hibridas resistentes a herbicidas (ZISKA et
al., 2012). Esses resultados, embora preliminares, sugerem que o aumento de CO:
pode alterar a sincronia do florescimento entre a cultura e a planta daninha em
alguns biotipos, podendo afetar negativamente a eficacia de herbicidas através da
hibridizacdo e transferéncia de genes de resisténcia a herbicidas para o arroz-

daninho suscetivel.

5.4 Conclusoes

A concentracdo de CO:2 atmosférico, ambiente e elevada, ndo afeta a
interacao do herbicida imazethapyr com o biétipo resistente aos herbicidas do grupo
guimico das imidazolinonas.

Os bidtipos de arroz-daninho resistente e suscetivel aos herbicidas do grupo
quimico das imidazolinonas conduzidos em elevada concentracdo de CO:
atmosfeérico (700 ppm) aumentam a produtividade em 15,4% em relagdo aos que
crescem em condi¢cado de CO2 ambiente (400 ppm).

Os bidtipos de arroz-daninho sob elevada concentracdo de CO2, apresentam
maior estatura e maior taxa fotossintética e menor condutancia estomatica,

transpiracéo e esterilidade de espiguetas.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Ha grande variabilidade genética e fenotipica entre os tipos morfolégicos de
arroz-daninho proveniente dos estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina.
Este polimorfismo é evidenciado pela possibilidade de agrupar os bio6tipos de arroz-
daninho em pelo menos 14 grupos distintos quanto as caracteristicas fenotipicas
qualitativas e quantitativas. Os 249 bidtipos de arroz-daninho coletados em
diferentes regides orizicolas dos estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina
sdo da subespécie indica.

O alto nivel de expressao de HSFA2a para estresse por alta temperatura e de
HSFA7 para o estresse de déficit hidrico, e de HSPs (HSP24.15, HSP74.8 e
HSP80.2) para ambos os estresses, demonstram que estes tém papel fundamental
no mecanismo de defesa contra estresses abio6ticos. O periodo de 10 dias de déficit
hidrico no periodo vegetativo alteram o metabolismo, expressao génica de proteinas
de choque térmico (HSPs) e caracteres morfolégicos de plantas de arroz e arroz-
daninho, mas ndo afetam a sua produtividade. O estresse de 42°C por 2 horas no
periodo vegetativo alteram o metabolismo, expressao de genes HSPs e caracteres
morfologicos de plantas de arroz e arroz-daninho e diminuem sua produtividade.

A concentracdo de CO:2 atmosférico, ambiente e elevada, ndo afeta a
interacdo do herbicida imazethapyr com o biétipo resistente aos herbicidas do grupo
guimico das imidazolinonas. Os biotipos de arroz-daninho resistente e suscetivel aos
herbicidas do grupo quimico das imidazolinonas conduzidos em elevada
concentracdo de CO2 atmosférico (700 ppm) aumentam a produtividade em 15,4%
em relacdo aos que crescem em condi¢cdo de CO2 ambiente (400 ppm). Os biétipos
de arroz-daninho sob elevada concentracdo de CO2, apresentam maior estatura e
maior taxa fotossintética e menor condutancia estomatica, transpiracao e esterilidade

de espiguetas.
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