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INTRODUCAO

O arroz vermelho (Oryza sativa L.) é a principal planta daninha do arroz cultivado devido
a sua proximidade ecoldgica, elevada adaptabilidade a diferentes praticas agronémicas,
emergéncia vigorosa e desenvolvimento sincronizado com a cultura, que resultam na
dificuldade de seu controle. As perdas médias de rendimento de grdos em funcédo da
presenca de arroz vermelho ficam em torno de 20% e, em areas com altas infestages caso
nédo seja realizado o controle adequado as perdas podem chegar a 90% (AVILA et al.,
2000). A inundagdo continua da area é a pratica mais eficiente no controle desta planta
daninha, em especial nos sistemas de cultivo de transplante e sementes pré-germinadas.
No sul do Brasil, onde o sistema pré-germinado é amplamente utilizado, o uso continuo da
lamina de &gua resultou recentemente na evolucdo de genétipos de arroz vermelho com
capacidade de tolerar o alagamento no seu estabelecimento. Esses gendtipos sao capazes
de germinar e emergir em condi¢Ges de inundacéo, com baixa disponibilidade ou auséncia
de oxigénio.

O potencial de estabelecimento do arroz sob estas condi¢des pode ser relacionado com
a capacidade diferencial na obtencéo de energia (ATP) via rotas anaerébicas. Alguns genes
sdo induzidos a partir da baixa disponibilidade de oxigénio e atrelados a toleréncia ao
alagamento, dentre estes destaca-se a familia das alcool desidrogenases (ADH)
(LASANTHI-KUDAHETTIGE et al., 2007). A enzima ADH auxilia no metabolismo do acucar,
atuando na manutencdo da glicélise via fermentacao alcodlica durante a germinagéo e
emergéncia (TAKAHASHI et al. 2014). A maior expressdo de ADH foi observada em
cultivares asiaticas de arroz tolerantes ao alagamento durante o estabelecimento (ISMAIL et
al., 2009). Recentemente o gene ADH2 foi caracterizado como também importante para a
tolerancia de arroz cultivado ao alagamento, sendo que sua participacdo na tolerancia a
este estresse em arroz vermelho ndo é conhecida. O objetivo desse trabalho é caracterizar
a importancia do gene ADH2 sob condicdo de submersdo em arroz vermelho através da
andlise da expresséo génica.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido em ambiente climatizado, com temperatura mantida constante
em 25°C, na Faculdade de Agronomia da UFRGS, em Porto Alegre, RS, no periodo de
dezembro de 2015 a janeiro de 2016. O delineamento experimental foi completamente
casualizado, em arranjo fatorial 3x2, sendo o fator A os genétipos de arroz (cultivar IRGA
417 e os ecétipos de arroz vermelho ITJO3 e AV04) e o fator B: condi¢cdo de solo imido e
submerso (10cm de lamina de agua). A cultivar IRGA 417 no periodo zero e condigdo de
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solo umido foi considerada a testemunha. A lamina de agua de 10cm foi determinada em
experimento anteriores, sendo esta a que melhor descriminava genétipos de arroz vermelho
capazes de tolerar a submerséo durante seu estabelecimento. Foram utilizadas 3 repetices
para cada tratamento, sendo que cada repeticdo consistiu de 18 sementes descascadas,
totalizando 54 sementes de cada gendtipo por tratamento. Em trabalho prévio os ecétipos
ITJO3 e AV04 foram caracterizados como tolerante e mediamente tolerante ao alagamento
durante seu estabelecimento, respectivamente (KASPARY, et al.,, 2015). A quebra de
dorméncia foi realizada através da incubagéo das sementes por 5 dias a temperatura de 50
°C. Apés, as sementes foram semeadas na profundidade de 0,5cm em vasos solo. Essas
embalagens estavam acondicionadas em caixas plasticas com 20cm de altura, sendo
possivel assim, a formagéo de 10cm de lamina de &gua sobre o solo para os tratamentos de
submersdo. A concentracdo de oxigénio a 0,5cm de profundidade no solo submerso foi
aferida diariamente, e apés o segundo dia se manteve em torno de 0,5mg L. A coleta de
tecido para extracdo de RNA foi realizada aos 0, %, 1, 2, 4, 8, 16 e 24 dias apos a
semeadura (DAS). O material coletado compreendeu o embrido e suas proximidades,
totalizando 0,1 g por repeticdo. A extragcdo do RNA foi realizada pelo protocolo Concert. A
expressédo génica foi determinada utilizando a técnica RT-gPCR. A quantificagdo relativa foi
realizada pelo ajuste das curvas pela andlise da eficiéncia da PCR através do software
LinRegPCR. O gene 18S (RNA ribossomal) foi utilizado como normalizador nos calculos de
expresséo relativa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressao relativa do gene ADH2 avaliado em oito periodos ap6s a semeadura (DAS)
demonstrou interagao significativa (p<0,05) para as condiges de submerséo e gendtipos de
arroz (Figura 1). O gendtipo de arroz cultivado IRGA 417 ndo apresentou variacdo na
expressédo relativa do gene ADH2 em todos os periodos avaliados na condigdo de solo
saturado, quando comparado a testemunha no periodo zero dias e condicdo de solo
saturada (Figura 1A). Contudo, este mesmo genétipo apresentou elevacdo da expresséo
relativa na condicdo de submersdo nos periodos de % e 1 dia, sendo 12,1 e 7,4 vezes
superior a testemunha. Esses resultados corroboram com os relatados para essa cultivar e
genes ADH1 e RAMY3D (Rice alpha-amilase 3D), que também estéo atrelados a tolerancia
a submersdo durante o estabelecimento e ndo tiveram significativo incremento na
expressdo na avaliagdo de dois dias apés a semeadura sob condicdo de submersao
(KASPARY et al., 2016). A cultivar IRGA 417 foi considerada como de baixa tolerancia a
submersdo durante o estabelecimento, apresentando 16,67% e 0,00% de emergéncia
quando submetida a 5 e 10cm de lamina de agua, respectivamente. (KASPARY, et al.,
2015).

O gendtipo de arroz vermelho ITJO3 demonstrou pequena elevagdo na expressao
relativa do gene ADH2 na condigdo de solo saturado, em todos os periodos avaliados, em
comparagéo com a testemunha (Figura 1B). No entanto, sob condi¢do de alagamento, o
gene ADH2 teve sua expressao estimulada pela baixa disponibilidade de oxigénio, com
elevagdo da expresséo ja na avaliagcdo de Y2 dia ap6s a semeadura, com valor de 20,5
vezes superior a testemunha. Nos periodos de 1, 2 e 4 dias apds a semeadura, sob
condicdo de submersédo foram observados para o ITJO3 os maiores valores de expresséo
relativa do gene ADH2, sendo 63,2; 57,4 e 29,1 vezes superior a testemunha,
respectivamente. Entretanto, sob alagamento a expresséo relativa desse gene se manteve
elevada, acima de 15 vezes na comparagdo a testemunha, até os Ultimos periodos de
avaliagdo, 8, 16 e 24 DAS (Figura 1B). O gendtipo ITJO3 é caracterizado como tolerante ao
alagamento durante o estabelecimento e também apresenta elevagéo na expresséo relativa
de outros dois genes envolvidos na resposta ao estresse por alagamento, o RAMY3D e



ADH1 (KASPARY, et al., 2016). Esses genes codificam enzimas responsaveis pelo
aumento na mobilizagdo de reservas e manutencdo da respiragdo anaerébica, atuando
concomitantemente na resposta a baixa disponibilidade de oxigénio (ISMAIL, et al., 2009;
TAKAHASHI et al., 2014). Da mesma forma que ADH1, o gene ADH2 atua na manutengdo
da respiracdo anaerébica e mostra-se responsivo ao alagamento. Portanto, o gendtipo
ITJO3 pode apresentar a atuagéo elevada e conjunta desses trés genes, permitindo superior
capacidade de tolerar a submersao durante seu estabelecimento.
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FIGURA 1. Expresséo relativa do gene ADH2 em gendtipos de arroz (Oryza sativa L.),
sensivel — cultivar IRGA 417 (A); tolerante — arroz vermelho ITJO3 (B); e
mediamente tolerante — arroz vermelho AV04 (C) nas situa¢des de solo alagado
(lamina de 10 cm) e umido (controle) nos periodos de 0, %2, 1, 2, 4, 8, 16 e 24 dias
ap6s a semeadura. Barras verticais indicam o intervalo de confianga (a=0,05).



Faculdade de Agronomia — UFRGS, Porto Alegre, 2017.

A avaliacdo de expresséo relativa do gene ADH2 realizada para o gendtipo de arroz
vermelho AV04 revelou sua maior expressao ja no tempo zero dias, bem como em todos os
periodos avaliados na condicdo sem alagamento em comparagéo aos genétipos IRGA 417
e ITJ03, nesta condicdo (Figura 1C). Na condi¢édo de alagamento a expressdo de ADH2 foi
estimulada no genétipo AV04, mas foi significativamente superior apenas nos periodos de 1,
16 e 24 DAS, na comparagdo com o mesmo gendétipo semeado em solo saturado. Enquanto
que para os periodos de Y2, 2, 4 e 8 DAS a maior expressdo de ADH2 no gendtipo AV04 se
mostrou equivalente para ambas as condi¢des, solo saturado e alagado. Deste modo, o
efeito do alagamento foi variavel entres os periodos avaliados e o genétipo AV04 apresenta
maior expressdo do gene ADH2 independente do alagamento quando comparado aos
demais genotipos. A tolerancia intermediaria atrelada a esse genétipo pode ser resultado de
de outro mecanismos atuando de forma isolada ou complementar a maior expressdo
relativa de ADH2.

O comportamento dos trés genétipos avaliados quanto a expressao relativa de ADH2 foi
distinto. O superior acimulo de transcritos de ADH2 observado no gendétipo de arroz
vermelho ITJ03 quando comparado aos demais gendtipos, infere para a participagdo desse
gene na resposta ao alagamento durante seu estabelecimento. Os niveis de expressao
relativa de ADH2 para os trés genétipos avaliados, de forma geral, corroboram com a
classificagdo de tolerdncia ao alagamento durante o estabelecimento relatados para
IRGA417, ITJO3 e AV04 (KASPARY, et al., 2015).

CONCLUSAO

A expressao relativa diferencial do gene ADH2 durante a germinagdo e emergéncia do
arroz vermelho indica sua participagéo na tolerancia a submerséo do ecétipo ITJO3.
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