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Resumo

MADABULA, Frederico Pedro. Avaliacdo de Genétipos de Arroz para
Tolerancia a Seca e o Papel da Regulagdo Transcricional de Genes
Responsivos a Auxina. 2013. 72f. Dissertacao (Mestrado em Biotecnologia).
Universidade Federal de Pelotas.

A seca € um dos fatores abidticos que mais afeta a produtividade das
culturas. Mesmo em regides tropicais, com precipitacdo regular, em certas
fases do ciclo as culturas enfrentam situacfes de déficit hidrico, sendo que em
decorréncia das mudancas climéticas essa situacao esté se tornando cada vez
mais severa. Em vista disso, o objetivo do trabalho foi avaliar a tolerancia a
seca em genoétipos de arroz e fazer a expressao de cinco genes ligados ao
desenvolvimento do sistema radicular. Para a fenotipagem a condicdo de
estresse por seca foi obtida com 10% de polietileno glicol, para uma presséo de
-1,44MPa; para expressao as sequéncias dos genes foram obtidas no banco
de dados RAP-DB e NCBI e o mRNA foi extraido usando o Pure Link™ Plant
RNA Reagent (Invitrogen™). As plantulas sob o estresse tiveram reducdo no
desenvolvimento da parte aérea, matéria seca e numero de raizes formadas e
de um incremento no crescimento do sistema radicular, no conteido da matéria
seca, razao entre a matéria seca radicular e da parte aérea. Os genétipos
tiveram respostas variadas, quanto a associacao das caracteristicas do sistema
radicular na resposta ao estresse. Nao foi possivel associar as respostas das
caracteristicas morfolégicas com o perfil transcricional de um gene especifico,
embora diferencas entre os genaétipos tenham sido observadas.

Palavras-chave: Oryza sativa L, déficit hidrico, estresses abioticos, plantulas.-.



Abstract

MADABULA, Frederico Pedro. Evaluation of Rice Genotypes for Drought
Tolerance and the Roles of Transcriptional Regulation of Auxin
Responsive Genes. 2013. 72s. Dissertation (Master Degree in Biotechnology).
Federal University of Pelotas.

Drought is one of the most important abiotic factor that affect the yield of many
cultures. Even in tropical regions with regular precipitation, in the some stages
of life cicle the culture’s face drought stress, and with climats change’s this
situation are been more severe. For that the main objective os this work is to
evaluate drought tolerance and gene transcricional of five genes regulated by
auxin envolved in rice roots development. For morphologycal characterization
the drought stress condiction was obteined adding 10% of Polyethylene glycol
6000, for a pressure of -1,44MPa. The sequences for gene expression were
obtained in RAP-DB and NCBI, the mRNA was extrated using the Pure Link™
Plant RNA Reagent (Invitrogen™). Stressed seedlings register reduction in
shoots length, shoot dry matter, and root number and an increase of root
development, root dry matter, ratio of root and shoot dry matter. Genotypes
showed varied responses as to the association of the characteristics of the
radicular system in stress response. It was not possible to associate the
morphological characteristics with the transcriptional profile of a specific gene,
although differences between genotypes were observed.

Keywords: O. sativa L, water deficit, abiotics stress, seedlings



Lista de Figuras

Figura 1 Desenho da placa utilizada para a gPCR: T: numero do tratamento (1
= controle gendtipo BRS SCS 112); PX: numero do primer (N =
NOrMAalizador/GAPDH). ... e 36

Figura 2 Expressao transcricional dos genes responsivos a auxina nas seis
cultivares. As amostras “da cultivar BRS 112" serviram como amostras
calibradoras. 2a grafico de cores e 2b grafico de barras, (a, b,...) existem
diferencas significativas no perfil transcricional dos genes entre as cinco

(o U |11\ V7= 1 (=1 TR 40

Figura 3 Grafico de cores evidenciando a expressao de cinco genes no
sistema radicular, na fase vegetativa V4 do desenvolvimento, em genaétipos de
arroz, dendrograma gerado usando o coeficiente de Pearson. As amostras “da

cultivar BRS 112” serviram como amostras calibradoras..........ccccovveeveevineen.... 41

Figura 4 Graficos de cores evidenciando a expressdo de cinco genes no
sistema radicular e na forma de graficos de barra mostando as diferencas entre
o perfil transcricional, na fase vegetativa V4 do desenvolvimento, em genétipos
de arroz. (a, b,...) Existem diferencas significativas entre o perfil transcricional
de cada gene entre os diferentes gendtipos. Grafico A, B e C as amostras “da
cultivar BRS 112” serviram como amostras calibradoras, D e E as amostras “da

cultivar BRS Ligeirinho” serviram como amostras calibradoras. ...................... 44

Figura 5 Comparacdo do comprimento da parte aérea. (*) Existem diferencas
significativas (P<0,05) dentro de cada gendtipo entre as plantulas controle e as
sob o estresse por 10% de PEG6000. (a, b,..) Existem diferencas entre
plantulas controle. (A, B,...) existem diferencas entre gendtipos sob o estresse
(teste de Tukey). H.6X5- BRS ColossoxFarroupilha, H.5x2 — FarroupilhaxArroz
B SEUUEINO ..o 46
Figura 6 Comparacdo do comprimento radicular. (*) Existem diferencas
significativas (P<0,05) dentro de cada genotipo entre as plantulas controle e as

sob o estresse por 10% de PEG6000. (a, b,...) Existem diferencas entre



plantulas controle. (A, B,...) existem diferencas entre gendtipos sob o estresse
(teste de Tukey). H.6X5- BRS ColossoxFarroupilha, H.5x2 — FarroupilhaxArroz
(0 LY=o [ 111 o ISP 47

Figura 7 Comparagao da raz&o entre o comprimento radicular e o comprimento
da parte aérea. (*) Existem diferencas significativas (P<0,05) dentro de cada
genatipo entre as plantulas controle e as sob o estresse por 10% de PEG6000.
(a, b,...) Existem diferencas entre genoétipos que ndo foram submetidos ao
estresse. (A, B,...) Existem diferencas entre genétipos sob o estresse (teste de
Tukey). H.6X5- BRS ColossoxFarroupilha, H.5x2 — FarroupilhaxArroz de
Y=o (1= 1PN 49

Figura 8 Comparacdo do conteudo da matéria seca. (*) Existem diferencas
significativas (P<0,05) dentro de cada gendtipo entre as plantulas controle e as
sob o estresse por 10% de PEG6000. (a, b,...) Existem diferencas entre
gendtipos que ndo foram submetidos ao estresse. (A, B,...) Existem diferencgas
entre genotipos sob o0 estresse (teste de Tukey). H.6X5- BRS

ColossoxFarroupilha, H.5x2 — FarroupilhaxArroz de Sequeiro......................... 50

Figura 9 Comparacao do conteudo da matéria seca da parte aérea. (*) Existem
diferencas significativas (P<0,05) dentro de cada gendtipo entre as plantulas
controle e as sob o estresse por 10% de PEG6000. (a, b,...) Existem diferencas
entre gendtipos que ndo foram submetidos ao estresse. (A, B,...) existem
diferencas entre gendtipos sob o estresse (teste de Tukey). H.6X5- BRS

ColossoxFarroupilha, H.5x2— FarroupilhaxArroz de Sequeiro ...............cccce.e. 51

Figura 10 Comparacao da razdo da matéria seca radicular e da parte aérea. (*)
Existem diferencas significativas (P<0,05) dentro de cada gendtipo entre as
plantulas controle e as sob o estresse por PEG6000. (a, b,...) Existem
diferencas entre gendtipos que nao foram submetidos ao estresse. (A, B,...)
existem diferencas entre gendtipos sob o estresse (teste de Tukey). H.6X5-
BRS ColossoxFarroupilha, H.5x2 — FarroupilhaxArroz de Sequeiro................. 52
Figura 11 Dendograma usando valores do desempenho relativo, a matriz de
distancias foi gerado no programa GENES a partir do qual foi gerado o
dendograma no programa NTSYS. ... 56



Lista de Tabelas

Tabela 1 Genotipos contrastantes dentro de subespécies segundo o0s

resultados de caracterizacao morfologia em hidroponia, por MISTURA (2008)32

Tabela 2 Cruzamentos selecionados para analise molecular e caracterizacéo

quanto a tolerdncia ao eStreSSE POI SECA.....ceeeeevreeiiriiiiiieeeeeeeeeeiriiae e e eeeeeeeanns 33

Tabela 3 Genes envolvidos na regulam o sistema radicular analisados os quais
foram desenhados a partir das sequéncias obtidas do RAP-DB, pelo programa

PIHMEIEXDPESS 2. . et e e e e 35
Tabela 4 Heterose dos hibridos em relacédo aos seus genitores ..................... 44

Tabela 5 Comparacdo de NR (numero de raizes), CPF (comprimento da
primeira folha); CSF (comprimento da segunda folha); CC (comprimento do
coledptero); IPF (insercao da primeira folha); ISF (insercdo da segunda folha).
(A e B) Existem diferencas significativas (P<0.05) dentro de cada genotipo
entre as plantas mantidas em solucao nutritiva e as submetidas ao estresse por

PEG6000. (a, b,...) existem diferencas entre plantulas na mesma condicéo. .. 54

Tabela 6 Desempenho relativo das plantulas para os parametros NR (namero
de raizes), CR (Comprimento radicular); CC (comprimento do coleéptero); CPF
(comprimento da primeira folha); CSF (comprimento da segunda folha); IPF
(insercdo da primeira folha); ISF (insercdo da segunda folha) MSPA (Matéria
seca da parte aérea); MSR (Matéria seca radicular); CR/CPA (Razéo
comprimento radicular e comprimento da parte aérea); MSR/MSPA (Razao

matéria seca radicular e matéria seca da parte aérea) e heteroses dos hibridos.



Lista de Abreviaturas

ABA Acido Abscisico

ACC Acido 1-Aminociclopropano-1-Carboxilico

ADH Alcool Desidrogenase

Amplicon Produto da amplificag&o in vitro de um fragmento de DNA
ARF Fatores de respostas a Auxina

ARL Adventitious rootless

Aux Auxina

BOD Céamara de crescimento

CAND Cullin-associated NEDD8-dissociated protein
CC Comprimento do coledptilo

cDNA DNA complementar, do inglés complementary DNA
CDS Regido codificadora, do inglés Coding Sequence
CGF Centro de Gen6mica e Fitomelhoramento
CNPq Conselho Nacional de Pesquisa

CONAB Campanhia Nacional de abastecimento

CPF Comprimento da primeira folha

CRL Raizes da coroa/ adventicias crown rootless
CSF Comprimento da segunda folha

CT Cycle Threshold

DNA Acido desoxiribonucleico

DNTP Deoxyribonucleotide triphosphate

DTT 1,4-Dithiothreitol

EDTA Acido Ethylenediaminetetraacetico

G-C Guanina-Citosina

H Hibrido

IAA Acido indolilacético

IPF Insercéo da primeira folha

IRGSP International Rice Genome Sequencing Project


http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&ved=0CEAQFjAB&url=http%3A%2F%2Fgroups.molbiosci.northwestern.edu%2Fholmgren%2FGlossary%2FDefinitions%2FDef-D%2FdNTP.html&ei=L7YsUb_SBKyn0AHIpICYDA&usg=AFQjCNEhAdHyKh3TqBwtSHF4Ko9VhEWoIw&sig2=MH3ljKCTww8zWOW6qr2edg&bvm=bv.42965579,d.eWU
http://www.umm.edu/altmed/articles/ethylenediaminetetraacetic-acid-000302.htm

IRRI

ISF

KCI

MAS
MCT-Mz
MgCl,
Min

M

mM

MPa
MRNA
NCBI

NR

°C

OP
OsCAND
OsGNOM

OslAA
OsPIN
OsRAA
PCR
PDC
PEG
pH
Pupl
gPCR
QR
QTL
RAP-DB
RT
SAUR
SuUB1

Instituto Internacional de Pesquisa do Arroz
Insercao da segunda folha

Cloreto de Potéassio

Melhoramento assistido por marcadores
Ministério de Ciéncia e Tecnologia de Mogambique
Cloreto de Magnésio

Minutos

Mililitros

Milmolares

Mega pascais

Acido ribonucleico mensageiro

National Center for Biotechnology Information
Numero de raizes

Graus centigrados

Pressao osmotica

Oryza sativa Cullin-associated NEDD8-dissociated protein
Oryza sativa guanine nucleotide exchange factor for ADP-
ribosylation factor

Oryza sativa Indole-3-acetic acid

Oryza sativa Pin-formed

Oryza sativa Root Architecture Associated
Reagédo em Cadeia de Polimerase

Piruvato Decarboxilase

Polietileno glicol

Potencial hidrogenibnico

Phosphorus uptake

Reacgédo Quantitativa de Polimerase em Cadeia
Quantificagéo Relativa

Quantitative trait l6cus

Rice Annotation Project — Data base

Reacao tempo real

Small auxin up-regulated RNAs

Submergéncia 1



t.hat
Tris-HCI
U.uL
UFPel
UPGMA
V4

Tonelada por hectare

Tris Cloreto de Hidrogénio

Unidades microlitros

Universidade Federal de Pelotas

Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
Estagio vegetativo do arroz com quatro folhas



Sumario

D=0 1= (0] £ - iii
F Yo = (o [T o [ 41T o] (01 \Y
RESUMIO ... e e %
Y 011 = Vo vi
LISt 08 FIQUIBS ... eeeeiiiitiiiiiiiiiieieie e vii
I r= W0 [ 1= o1 T IX
I e W0 [ o] £V = L E | TN X
Y0100 4 T T Xiii
1 INErOAUGED ...ttt 15
2 OBJBLIVOS ..o 18
2.1 ODJEUIVO QEIal...cccceeieiiiie e 18
2.1.1 Objetivos ESPECIfiCOS .......uuiiiiiieiiiiiicee e 18

I oAV ST Tl o [ M1 =] = (U - U 19
3.1 Secae suaimportancCia NO AITOZ .........ccouuueiiiiiiiiiiieiieieiiieeeeee e 19
3.2 Bases genéticas no melhoramento para a Seca .........cccceeeeeeeeeeeeeennnn, 21
3.3 Fontes paraa TolerAncia @ SeCa............ccuuvuiiiiieeeeeeeiicee e, 22
3.4  Sistema radicular no melhoramento a seca........cccccccevvvvviiieiiieinnnnnnnn. 23
3.5 Marcadores moleculares e melhoramento genético para a seca....... 25
3.6  Genes do sistema radicular regulados por auxinas ................cc.cceeeeuu. 28

4 Material € METOUODS........coiviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 32
4.1 Descricao Geral dos EXPerimentoS. .........uuuuveeriuiiieiiiiiiiiiiiiieiiieninnnennns 32
O O (T =10 1] 0] (01 PP 33
4.3  EXtrag@o de RNA ... 33
Y1 41 (=TT [0 I ot I N 34
4.5 Desenho dos Primers para qPCR .........coiiiiiiiii e 35
4.5.1 Validagdo dOS PriMErS......coooi i 35

4.6 Quantificacdo Relativa por gPCR ...........uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinens 36



4.7  Caracterizag@o a tolerncia @ SECA..........uuveiieeeriiiiiiiiiiiiieee e 37

4.7.1 Calculo da presS80 OSMOLICA. ......cceeeiiiiirriiiiiiee e e e 37
4.7.2 Caracteristicas agrondmicas medidas...........cccccceeeeieeeeeeeeeeninnnnnnn. 38

5 Resultados € DISCUSSEOD........cceeiiiiiieieeee e 39
5.1  EXPreSSA0 GENICA. ....ceitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiie ettt ettt ettt 39
5.1.1 EXpressao génica das CUltIVAreS .............ccccuuuummmmmmiimiiiiiiiiiiiiniinnnns 39
5.1.2 Expressao génica das cultivares e 0s hibridos.............cccceevvvvnnnn. 40

5.1.3 Comparacédo da expressao génica das cultivares e seus hibridos41
5.2  Efeito do estresse com PEG6000 nas caracteristicas morfoldgicas .. 45
5.2.1 Comprimento da Parte€ AGrea ..........ccccuvvveeeeiiieeeiiiiiiiieeeeeee e 45
5.2.2 Comprimento Radicular e NUmero de Raizes ..............ccccevvvvnnnnn. a7
5.2.3 Razdo entre Comprimento Radicular e Comprimento da Parte
Aérea 48
5.2.4 Matéria Seca RadiCUIAr ..............uvuuviuiiiiiiiiiiiiiiiiiieieannns 49
5.2.5 Matéria Seca da Parte AGrea .........cccuuuvuuuurrrummimirniiniiiiiniinnnnnnnnnne. 50
5.2.6 Razdo entre Matéria Seca radicular e Matéria seca da Parte Aérea
51

5.2.7 Comprimento e insergéo da primeira e segunda folha e do

(o70 ] L=To] o) 1] (o USRI 52
5.2.8 Desempenho Relativo ........cccccoeeiiiiiiiiiiiic e 55

5.3  Expressao génica e caracteristicas morfologicas .........ccccccvvvvvvevennnnn. 57

6 CONCIUSOES GRIAIS.....ceevuuiuiieeeeeeeeeeee e e e e et et e e e e e e e e e et e e e e e eeeeeeenes 59
6.1  PErSPECLIVAS ...cooeeiiiiii e 59

T REIEIBNCIAS ... e e e, 60



1 Introducao

O arroz (Oryza sativa L.) é o segundo cereal extensivamente mais cultivado
no mundo, logo depois do trigo, e € um alimento primario para cerca de dois tercos
da populagdo mundial (PIRDASHTI SARVESTANI e BAHMANYAR, 2009; USDA,
2013). Em termos de producgéo global de cereais 0 arroz ocupa a terceira posicao,
depois do milho e trigo. Estresses abibdticos como a seca, temperaturas extremas,
salinidade, excesso ou deficiéncia de nutrientes, tem tido um impacto negativo na
produtividade do arroz de terras altas (TAKEUCHI et al., 2011; DATTA et al., 2012).
Como organismos sésseis, as plantas, por ndo poderem se mover dos fatores
estressores, envolvem-se em diversos mecanismos de modo a adaptar-se as
condicBes adversas desses ambientes (GRENNAN, 2006). As plantas devem ter
capacidade de perceber as condicdes do ambiente, para poder ter uma resposta

apropriada.

A seca é um grande limitante no cultivo de véarias espécies agricolas
(CAPELL, BASSIE e CHISTON, 2004; SHEHAB et al., 2010; SHESHSHAYEE et al.,
2011; SULTAN, 2012). Nos cereais influencia a producéo e qualidade de grdos. Com
as mudancas climaticas, a intensidade e frequéncia da seca estdo se tornando cada
vez mais severas (HIRAYAMA, WADA, e NEMOTO, 2006), e com o crescimento da
populacdo mundial, o desafio de aumentar a producéo de alimentos, torna-se um
problema cada vez mais sério (MOSTAJERAN e RAHIMI-EICHI, 2009).

Na agricultura a seca descreve uma situacdo de limitado fornecimento da
agua, que esta abaixo de uma condicdo estabelecida como normal, numa dada
regido. Ainda, quando ndo € suficiente para atender as necessidades hidricas de
uma dada cultura, durante o seu ciclo de cultivo, limitando a expressao das
potencialidades genéticas das cultivares e levando a situagdes criticas quanto a
seguranca alimentar (PANDEY et al., 2006; KAMOSHITA et al., 2008; DATTA, et al.,
2012). A importancia do estudo desse fen6meno deve-se as seguintes razdes: a sua
imprevisibilidade, o modo de ocorréncia, a intensidade, periodo e duracdo, também

a sua interacdo com outros fatores como temperatura alta e disponibilidade de



16

nutrientes, que limitam o crescimento e desenvolvimento das culturas (ABARSHAHR
et al., 2011).

Existem vastas areas de producdo do arroz de terras baixas e altas, sem
irrigacdo artificial (sequeiro). A area mundial do cultivo de arroz nestas condicdes
corresponde a cerca de 38% e contribui com 21% da produgdo mundial (VIKRAM et
al., 2011; DIXIT et al., 2012). No Brasil, a area de producdo em sequeiro do arroz
equivale a area irrigada (CONAB, 2012), na Africa 80% das regides produtoras do
arroz séo areas sob sequeiro (MOHAPATRA, 2009) e na Asia regides baixas e altas
em sequeiro de cultivo do arroz, experimentam estresses por seca de variada
intensidade em diversos estagios do ciclo da cultura (DIXIT et al., 2012). Estimativas
globais da perda de producdo por consequéncias da seca chegam a ser de 18
milhdes de toneladas anuais (KAMOSHITA et al., 2008).

A demanda mundial do arroz continua a crescer e 0 uso de areas secas em
zonas aridas e semi-aridas das regifes tropicais € uma oportunidade no atual
cenario de mudancas climaticas (SHESHSHAYEE et al., 2011). Para obter altas
produtividades, os programas convencionais de melhoramento tém tido limitacdes
na geragdo de novas cultivares tolerantes a seca (RAMYA et al., 2010; SERRAJ et
al., 2011). Dependendo do estagio, tempo e severidade, as plantas adotam
diferentes mecanismos para escapar ao estresse da seca (VINOD, et al., 2006).
Progressos tém sido obtidos na deteccdo de locos de caracteristicas quantitativas
(QTLs) conferido tolerancia a seca em terras baixas e irrigadas (MOUMENI et al.,
2011), mas o fraco conhecimento dos mecanismos de heranca genética e a falta de
técnicas eficientes para a selecdo de materiais genéticos tolerantes a seca tém
retardado a obtencdo de novas cultivares para situacfes de déficit hidrico (BABU,
2010).

A emergéncia e desenvolvimento do sistema radicular s&o influenciados por
reguladores de crescimento em especial auxinas, que regulam a emergéncia do
sistema radicular lateral, ajudam no seu crescimento e desenvolvimento e favorecem

a melhoria da qualidade do sistema radicular (Mauad, 2004)

Tolerancia a seca refere-se a habilidade da planta de viver, crescer e se
reproduzir satisfatoriamente com limitado fornecimento de agua ou durante um

periodo longo de déficit hidrico (FREURY et al.,, 2010). Analisar a tolerancia a
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estresse por seca durante a fase de germinacdo e ou na fase de plantula em
condigbes controladas € uma forma de selecdo de cultivares, com economia de
tempo e livre de varios fatores do solo, condicbes do clima, praticas agronémicas e
de forma rapida e precisa.

Para avaliar a tolerdncia a seca em condigbes controladas, em Varios
estudos tem se usado o polietileno glicol (PEG), um polimero osmético, ndo idnico,
inerte, de cadeia longa, solivel em agua e disponivel em varios pesos moleculares,
que reduz e mantém a pressao osmotica da solucéo, tendo a vantagem de nao ser
absorvido pelas raizes, sendo por isso um marcador confiavel para testar a
tolerancia dos gendtipos a seca (LOPES, ARANDA e GIL, 2009; AHMADLOO,
TABARI e BEHTAR, 2011; CHUTIA e BORAH, 2012). O PEG cria um meio para
guantificar em condicdes controladas o estresse por seca, semelhante ao enfrentado

pelas plantas em condi¢des naturais de cultivo (NASER, 2009).



2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Quantificar o perfil transcricional de cinco genes, que estdo envolvidos no
controle do desenvolvimento do sistema radicular, os quais respondem a niveis de
auxina e avaliar modificacdes nas caracteristicas morfolégicas em genétipos de
arroz sob o estresse por seca em hidroponia usando o agente osmotico polietileno

glicol.

2.1.1 Objetivos Especificos

» Quantificar a expressao transcricional de cinco genes que regulam o sistema

radicular, durante a fase vegetativa V4;

» Analisar a tolerancia a seca de genotipos do arroz em hidroponia, usando o

polietileno glicol como agente estressante;

> Relacionar caracteristicas agronémicas com o perfil de expressao génica.

Hipoteses

Gendtipos de arroz que apresentam diferencas fenotipicas para caracteres
do sistema radicular apresentam diferencas na expresséo de genes, que respondem
a auxinas.

Genotipos de arroz que apresentam diferencas fenotipicas para caracteres

do sistema radicular apresentam diferencas na resposta ao estresse por seca



3 Revisao de Literatura

3.1 Secae suaimportancia no Arroz

Estresses abidticos podem limitar a produtividade das culturas e a
disponibilidade de terra para a agricultura, por isso ha necessidade de compreender
como as plantas se adaptam a essas condicfes adversas, com o0 objetivo de
promover um melhoramento genético mais eficiente. Estresses abitticos como seca,
salinidade, temperaturas extremas entre outros, geralmente reduzem a
produtividade das plantas. Estima-se que se obtém cerca de 25% do potencial de
uma cultivar, devido aos efeitos dos estresses ambientais (SORRELLS et al., 2011).

O estresse induzido pelo déficit de agua, a seca, é um problema para cerca
de 45% da é&rea geogréfica mundial, e € um dos maiores limitantes para a
produtividade agricola (AHMADI et al., 2012). Tal estresse induz nas plantas uma
série de respostas complexas, desde a percepcao do estresse, transducéo de sinais
e manifestacdo de respostas a nivel celular, fisiologico e do desenvolvimento
(BABU, 2010). A seca causa alteracdes metabdlicas, que vao desde a limitacdo na
sintese de metabdlitos especializados a grandes alteragbes na composicao de
metabdlitos primarios, bem como muitas outras respostas fisioldgicas e moleculares.
Durante o estresse por seca existe uma necessidade osmotica de acumulo dentro
das células para a retencdo da dgua e manutencdo da pressdo de turgor positiva
(VERSLUES e JUENGER, 2001).

A seca leva primeiro a uma rapida reducédo do crescimento da parte aérea, e
em menor extensdo do sistema radicular. Esse fenbmeno deve-se a limitagfes na
condutividade hidraulica para a absorcdo da agua, o que reduz a quantidade de
agua para o aumento de volume e expansédo das células (LU e NEUMANN, 1999),
fenbmeno acompanhado por fechamento parcial ou completo dos estébmatos,
associado a reducgdo da transpiracdo e da absorcédo de dioxido de carbono para a
fotossintese. Nessa condicdo a planta perde agua dos tecidos, reduz o seu
crescimento e desenvolvimento (reduz numero de afilhos, altura da planta, nimero

de graos por panicula, peso de gréos, etc.), acimulo de acido abscisico, decréscimo
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no potencial da folha para realizar a fotossintese (VAJRABHAYA et al., 2001;
ZOMBORI et al., 2008), acumulo de acucares soluveis e producdo e acumulo de
aminoacidos livres, especialmente a prolina; (VAJRABHAYA et al., 2001;
MOSTAJERAN e RAHIMI-EICHI, 2009). Se o estresse persistir, este leva aos
seguintes processos: interrupcdo da fase reprodutiva; senescéncia prematura das
folhas; murchamento; dessecacdo e morte da planta (NEUMANN, 2008). Em
condicbes de sequeiro, o déficit hidrico, com aumento de climas aridos devidos as
mudancas climaticas, pode vir a ser um limitante primario na produtividade agricola
(DATTA et al., 2012).

No arroz, o efeito da seca varia de acordo com a cultivar, grau do estresse,
duracéo, coincidéncia com certos estagios de desenvolvimento (LANCERAS et al.,
2004), severidade, podendo resultar em uma situacédo catastrofica cronica inerente
ao estresse, 0 qual requer diferentes mecanismos de competicdo, estratégias de
adaptacao e objetivos de melhoramento (SERRAJ, 2011 e WAN et al., 2011). A seca
tem sido considerada como um dos mais severos fatores abidticos que afetam a
producdo do arroz (ALLAH et al., 2010; WAN et al., 2011), mais importante que
outros estresses como a salinidade, submersao, pragas e doencas (LANG e BAUU,
2008). O arroz € também sensivel a seca durante o periodo reprodutivo, a chamada
seca terminal, o que leva a varios niveis de esterilidade (LANG e BUU, 2008;
MUTHURAJAN et al., 2010), reducao do rendimento de gréos por até 80% (YANG et
al., 2004), dependendo da duracdo e severidade. Ainda, este estresse ocorre
frequentemente combinado com calor e estresse oxidativo (ZOMBORI et al., 2008).

A resposta da planta a seca é complexa e reflete a integracao dos efeitos do
estresse em todos 0s niveis de organizacdo no espaco e no tempo (MAJEED et al.,
2011). Cerca de 50% da producdo mundial do arroz € afetada pela seca
(MOSTAJERAN e RAHIMI-EICHI, 2009), é das principais restricbes para cerca de
63,5 milhdes de hectares semeados anualmente nas regides da Africa, America
Latina, sul e sudoeste da Asia (ALLAH et al., 2010). Mesmo regifes mais produtivas
em algumas fases do ciclo da cultura sdo afetadas pela seca. Na safra 2011/2012, o
cultivo de arroz no Brasil registrou uma reducédo da area do cultivo, sendo que um
dos motivos foi a falta de agua nos reservatorios (CONAB, 2012).

A produtividade do arroz nas areas que dependem da precipitacdo e/ou

irrigacdo superficial esta diretamente ligada ao total da queda pluviométrica, mas
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mesmo quando as quantidades anuais forem adequadas, estados curtos de estresse
durante uma longa separagdo entre dois periodos de precipitacdo resultam em
grandes perdas econémicas (WANG et al., 2005; SERRAJ et al., 2011).

A produtividade em condicdes de limitado fornecimento de agua pode ser
determinada por resposta de fatores genéticos, tolerancia e ao uso eficiente da
agua. O uso eficiente da agua nao € sinbnimo de tolerancia a seca e alta

produtividade em condicdes de estresse por seca (BLUM, 2009).

3.2 Bases genéticas no melhoramento para a seca

Tolerancia a seca € um carater de heranca quantitativa, com um fenotipo
complexo e controle genético multiplo (FLEURY et al., 2010). O lento progresso no
desenvolvimento de cultivares tolerantes a seca reflete a falta de métodos
especificos para selecionar um grande numero de gendtipos necessarios para o
melhoramento a déficit hidrico (KAMOSHITA et al., 2008). Tanto a genética classica
e a genética reversa oferecem oportunidade para aprofundar nosso conhecimento
sobre a base genética da tolerancia em plantas, sendo que essa informacdo pode
ser usada para o melhoramento assistido por marcadores moleculares (MAS).
Desenvolver cultivares tolerantes & seca é a forma mais eficaz para minimizar a
perda de rendimento durante periodos de déficit hidrico. A introducdo de um unico
gene numa cultivar de interesse pode nao levar a tolerancia a seca, pois requer a
expressao de varios genes ao mesmo tempo (HARDY, 2010).

A variacdo genética é a base para o melhoramento, sendo que em busca da
alta produtividade os melhoristas normalmente trocam germoplasma. Contudo, a
tendéncia do uso de gendtipos elites similares em varios programas de
melhoramento de arroz levou ao estreitamento da base genética, o que faz com que
muitas cultivares sejam vulneraveis a diversos estresses ambientais (HU et al.,
2011). Uma forma de solucionar o problema seria a transformacéo de plantas com
fatores de transcricdo responsivos ao estresse, que sejam capazes de regular a
expressao de diversos genes envolvidos na protecéo contra a seca (HARDY, 2010).
Promotores constitutivos utilizados em plantas transgénicas sao eficazes na
producdo de niveis de expressdo elevados de genes de interesse. No entanto, a

expressdo génica excessiva pode ter efeitos prejudiciais sobre caracteristicas
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fisiolégicas e morfolégicas da planta durante condigbes normais de crescimento
(HARDY, 2010). Genes responsivos aos estresses sao geralmente regulados pela
interacdo entre fatores de transcricAo e cis-elementos localizados na regiao
promotora dos genes alvos (REDILLAS et al., 2012).

Apesar da importancia do sistema radicular na tolerancia ao déficit hidrico,
pouco se sabe sobre a sua base genética (ORMAN et al., 2011). Em cereais, ainda
Sao poucos genes descritos, que regulam o desenvolvimento das raizes (COUDERT
et al., 2010). A busca de QTL’s é das principais areas de pesquisa da variacdo do
sistema radicular, que tem sido dificultado pela forte resposta do sistema radicular as
condigbes ambientais (DE DORLODOT et al., 2007). Geneticistas reportam Varios
genes de heranca aditiva e poligénica em muitas caracteristicas das raizes tais
como: comprimento maximo, diametro, peso seco, razao entre raizes e a parte
aérea, densidade da massa radicular em diferentes profundidades de camadas de
solo (SHESHSHAYEE et al., 2011).

3.3 Fontes para a Tolerancia a Seca

A reducado na producao de alimentos causada pelos fatores abiéticos (seca,
salinidade, temperaturas extremas, etc.) e o aumento da populacdo leva os
cientistas da area vegetal a uma revolucédo para genes, seguindo de uma revolucao
verde (HUSSAIN, 2011). A abordagem da descoberta de genes e sua expressao
para o entendimento da tolerancia a seca € uma questdo complexa, em termos de
dar sentido a esse nimero de genes responsivos, expressos em toda a planta em
diversas fases de crescimento e em tempos variados. Uma larga variacdo genotipica
na tolerdncia a seca continua existir dentro de pools (grupos génicos) do arroz
cultivado e suas relativas formas selvagens (SERRAJ et al., 2011). Progressos no
melhoramento e na identificacdo de caracteristicas, para tolerancia a seca, irdo
resultar na selecdo de variedades tradicionais, melhoradas e acessos selvagens,
que tem uma alta adaptagdo a seca ou caracteristicas que possam contribuir para o
efeito (SERRAJ et al., 2011).

Num estudo comparando genotipos de arroz de porte alto e baixo obteve-se
uma maior resisténcia ao estresse provocado pela seca nas cultivares de porte

baixo, que resultou da transferéncia de assimilados para as paniculas e também
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pelo seu ciclo de cultivo curto (ABARSHAHR, 2011); Um estudo estimando as
necessidades hidricas na cultura de arroz verificou que diversas cultivares diferem
na resposta aos variados niveis de estresse (ALl et al., 2005). Um simples
retrocruzamento podera resultar em alta frequéncia de segregacdo com alelos
desejaveis, quando num cruzamento for usada como gendtipo recorrente uma
linhagem adaptada (BABU, 2010).

A aplicacdo das atuais abordagens para melhorar a produtividade de
culturas, em situacbes ambientais adversas, requer um bom entendimento dos
mecanismos envolvidos durante a resposta da cultura a estresses. Varios genes
responsivos a seca também s&o responsivos a salinidade (ZHOU, 2007). Uma vez
qgue o estresse abidtico € um fenbmeno complexo, informacdo sobre os genes
envolvidos nesse processo é de vital importancia. O acompanhamento de genes
candidatos, responsaveis pela tolerancia a estresses, através de sequéncias
similares e estudos funcionais, estd se tornando cada vez mais importante para
MAS. Genes esses que servem como recursos Uteis para estudos em gendmica
comparativa e podem ser usados como marcadores moleculares ou na
transformacdo genética para desenvolver cultivares desejadas (ROORKIWAL e
SHARMA, 2012).

Estudos genbmicos, funcdo e estrutura de sequéncias especificas,
acompanhados por tecnologias de geracdo de grande volume de dados baseadas
em DNA, sdo considerados chaves para compreender-se a associacdo gene-
fenétipo em nivel de sequéncias e genes candidatos (CAMPOS et al., 2004). Varias
regides do genoma foram identificadas como responsivos a seca, como por
exemplo, em trabalhos de WANG et al., (2005) e WANG et al., (2007).

3.4 Sistemaradicular no melhoramento a seca

A toleréncia de uma cultura a seca esta essencialmente ligada a capacidade
de acesso da agua no solo e seu uso na produtividade (Munns et al., 2010). As
raizes sdo o principal 6rgédo na planta para absorcao da agua e nutrientes (GOWDA,
2011, YANG et al., 2012). Sendo que os recursos no solo estdo distribuidos de uma
forma heterogénea, a distribuicdo espacial das raizes vai determinar a habilidade da
planta para o seu uso eficiente (LYNCH, 1995; De DORLODOT et al., 2007).
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Pequenas mudancas no sistema radicular podem ter efeitos significativos na
produtividade (MENG et al., 2010).

A importancia do crescimento do sistema radicular para manter a
produtividade das culturas esta sendo cada vez mais reconhecida e com crescente
interesse para os melhoristas de plantas (BENGOUGH et al., 2011). Muitas das
caracteristicas, morfoldgicas e fisiologicas, de tolerdncia & seca sdo expressas ao
nivel das raizes. Caracteristicas do sistema radicular estdo relacionadas com
tolerancia a seca, mas sao de dificil avaliagdo, pois envolvem métodos destrutivos e
de baixa reprodutibilidade. O comprimento, a densidade, o numero de raizes
espessas sdo caracteristicas importantes para a absor¢cdo da agua no solo em
condicBes de déficit hidrico (LILLEY e FUKAI, 1994). O incremento da razédo raiz-
parte aérea pode facilitar a manutencdo do balanco da agua em situacdes de
estresse (ZOMBORI et al., 2008; REYNOLDS e TUBEROSA, 2008).

Ao nivel molecular a expressdo de genes envolvidos no crescimento e
desenvolvimento do sistema radicular pode ser modificado via caminhos de
sinalizacao dependéncia-ABA ou vias independentes do ABA (Zambori et al., 2008).

Muitos dos esfor¢os para incrementar tolerancia a seca através de MAS tem
sido dedicados ao uso de QTL’s relacionados ao sistema radicular, que contribuem
para a tolerancia a déficit hidrico. Em longo termo o aumento do desenvolvimento do
sistema radicular restabelece o regime hidrico (ZOMBORI et al.,, 2008). O
entendimento de caracteristicas em plantas, que estdo associados com a arquitetura
e plasticidade em condi¢cdes de déficit de agua e a sua manipulagéo irdo ajudar no
nosso conhecimento sobre tolerancia a seca (SOREN et al., 2010).

As raizes mostram um alto grau de plasticidade no desenvolvimento,
particularmente em resposta a agua e nutrientes. Embora essa plasticidade esteja
sob controle genético de um grau variavel, ja foram identificados varios QTL's para
caracteristicas das raizes do arroz e milho (BENGOUGH et al., 2011), mas nenhum
é efetivo para todas as condi¢ces agrondmicas (COURTOIS et al., 2009).

O crescimento do sistema radicular € fortemente influenciado pelas
caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas do solo (BENGOUGH et al.,, 2011).
Dessa forma um sistema radicular profundo, capaz de extrair a agua adicional, tera
um impacto positivo na produtividade em areas propensas a secas, onde a agua
residual estd em camadas profundas (TUBEROSA e SALVI, 2006). Sistema
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radicular profundo ou denso, o qual promove maior absor¢cdo da dgua em condicdes
de estresse por seca, esta positivamente correlacionado com o gendtipo e ndo com
o uso eficiente da agua (BLUM, 2009). Numa situacao de seca o crescimento das
raizes € importante para recuperar a eficiéncia da planta na absorcdo da agua
(NEUMANN, 2008 e BENGOUGH, 2010). A maior resposta adaptativa da planta em
condicdes de seca ao nivel celular, com efeitos comprovados na produtividade é o
ajuste da pressao osmotica (BLUM, 2005). Duas das grandes funcfes séo: permitir a
manutencdo do turgor das folhas para o mesmo potencial da agua, dessa forma
apoia a condutancia estomatal em condicdo de baixo fornecimento de agua e
melhorar a capacidade da raiz para a absor¢do da agua. O aumento da biomassa
em condicfes de estresse da seca € obtido em primeiro lugar pela maximizacao da
absorcdo da agua disponivel para a transpiracdo estomatal (BLUM, 2009).

A elevada producdo de matéria seca, de cultivares de arroz tolerantes a
seca, ndo é devido ao uso eficiente da agua, mas sim a capacidade de manter a
transpiracdo, a qual € suportada por um sistema radicular profundo (BLUM, 2009). A
condutividade hidraulica da raiz tende a diminuir em condi¢cdes de déficit de agua
(NEUMANN, 2008; LU e NEUMANN, 1999), no entanto o aumento da condutividade
hidraulica na raiz pode levar a reducdo do contato solo-raiz, ou facilitar o efluxo de
agua indesejada se o potencial de 4gua no solo seco diminuir para valores abaixo do
potencial na raiz (NEUMANN, 2008).

Num estudo do efeito da semeadura precoce e tardia em genoétipos de
arroz, conclui-se existir uma correlacdo positiva entre muitas caracteristicas do
sistema radicular e da parte aérea com as caracteristicas da producdo (ADEWUSI e
NASSIR, 2011). O crescente aumento sobre o entendimento das interagdes entre o
sistema radicular e tolerancia a seca tera um impacto positivo na seguranca
alimentar (GOWDA, 2011). Qualquer progresso genético para a tolerancia a fatores
abidticos sera duradouro, pela crescente utilizacdo eficiente dos recursos, agua e

nutrientes no solo, nos sistemas de producdo (DE DORLODOT et al., 2007).

3.5 Marcadores moleculares e melhoramento genético para a seca

Desde o inicio do uso de marcadores, associados a uma caracteristica, foi

estabelecido inequivocamente que MAS reduz ou elimina a dependéncia de fatores



26

especificos de um ambiente durante a fase de selecdo, o maior obstaculo em
melhoramento convencional de caracteristicas influenciadas por seca (REYNOLDS
e TUBEROSA, 2008). Convencionalmente, os melhoristas de plantas usam
condicBes de limitado fornecimento de agua, para explorar a selecéo a tolerancia por
seca em plantas cultivadas, para os componentes da produtividade. Esses esfor¢os
ndo tem tido efeitos desejados devido ao fraco conhecimento da base genética da
tolerancia a seca e a sua correlacdo negativa com a produtividade.

Avancos recentes na tecnologia permitem o desenvolvimento de varias
ferramentas e abordagens gendmicas, para a identificacdo da tolerancia a seca, e
caracteristicas que respondem a diversos estresses em muitas espécies vegetais
(VARSHNEY et al., 2005 citado por ROORKIWAL e SHARMA, 2012). Ja foram
detectados varios locos de caracteristicas quantitativas através de analises
genéticas moleculares (FUKAO, 2011).

O desenvolvimento de cultivares tolerantes & seca e que usem
eficientemente a A4gua € uma preocupacdo global (BARNABAS et al., 2008),
comparado com o alto custo da instalacdo de sistema de irrigacdo (BARNIER et al.
2008). A produtividade em situacéo limitada de fornecimento de 4gua € determinada
por fatores genéticos que controlam a alta produtividade ou a toleréncia a seca
(BLUM, 2005). Para a melhoria da produtividade agricola no futuro, é necessario o
entendimento molecular da expressdo dos genes relacionados com a tolerancia a
seca (VAJRABHAYA et al., 2001). Identificando regides do genoma que contribuam
para a tolerancia a seca, vai ajudar na obtencdo de cultivares de arroz adaptadas a
regibes de sequeiro, através de MAS (LANCERAS et al., 2004). O desenvolvimento
de cultivares tolerantes a seca € uma forma eficiente para estabilizar e incrementar a
producdo do arroz (LI et al., 2004; GORANTLA, 2005; WAN, et al., 2011; DATTA,
2012). Adicionalmente marcadores moleculares oferecem um potencial para reunir
caracteristicas quantitativas no mesmo genotipo, com muita preciséo, e com poucas
perdas nédo intencionais, em poucos ciclos de selecdo (SARREJ et al., 2011). MAS
pode ser usado para monitorar a presenca ou auséncia de caracteristicas de
interesse na populacdo a gerar e pode ser combinada com o melhoramento
convencional (SOREN et al., 2010). Ao nivel molecular a percepcéo dos estimulos
ambientais e a subsequente ativacdo de resposta de defesa requerem uma cascata
complexa de sinalizagéo (TAKEUCHI et al., 2011).
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Do ponto de vista de melhoramento, um importante entrave em muitos
estudos de QTL’s é que a selecdo de linhas genitoras é baseada em diferencas em
QTL’s e ndo no seu potencial agrondmico, 0s quais muitas vezes apresentam baixa
herdabilidade ou ndo estdo correlacionados com alta produtividade (BARNIER et al.,
2008). Embora essa abordagem maximize a possibilidade de identificacdo de QTL's
para a caracteristica alvo, isso ndo garante qualquer progresso em termos de
desempenho no campo, quando o melhor alelo parental do QTL é introgredido nas
melhores cultivares. Na verdade esses alelos podem ja estar presentes nas linhas
genitoras, que o0s melhoristas usam para desenvolver novas populacbes
segregantes. Além de que os métodos de andlise de QTL s atualmente adotados e o
tamanho de individuos no mapeamento sdo na maior parte dos casos inadequados
para a detencao eficaz de epistasia de QTL’s. Um exemplo de sucesso dos QTL's é
submergéncia 1 (SUB1) localizado no cromossomo nove, que € o gene SUB1A, o
maior determinante para a tolerancia a submergéncia (FUKAO et al., 2011), outro
exemplo é o Pupl que confere tolerancia a deficiéncia de fosforo em condigbes de
cultivo japones (CHIN et al., 2010)

De todos os estresses abioticos que limitam a produtividade, a seca é tida
como a mais devastadora e mais complicada para os esforcos dos melhoristas.
Esforcos tendentes a melhorar para tolerancia a seca tém sido impedidos pela ma
compreensao da base genética e fisiologicas do rendimento em situacbes de
deficiéncia de agua. Apesar dos avancos tecnolégicos, a contribuicdo do MAS no
melhoramento para a geracdo de cultivares tolerantes a seca, tem sido insignificante
(GORANTLA, 2005; TUBEROSA e SILVI, 2006). Sendo um grande desafio para os
melhoristas moleculares lidar com caracteristicas aditivas e poligénicas (REYNOLDS
e TUBEROSA, 2008).

Sendo o fendtipo um resultado da interac@o entre o genétipo e o ambiente, a
avaliacdo do gendtipo desejado é muito dependente das condicbes ambientais. Ha
muitas dificuldades inerentes a selecédo de arroz tolerante a seca para o cultivo em
sequeiro de terras baixas: o acoplamento entre os processos da fotossintese e a
transpiracdo quando a agua é limitada, dai a dificuldade em aumentar a matéria
seca e a producédo; A interacdo entre disponibilidade de nutrientes e estresse
hidrico, mesmo com pequeno déficit da disponibilidade de agua; a falta de

compreensao dos mecanismos de tolerancia a seca; a importancia da fenologia e
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potencial produtivo como componentes do rendimento em condi¢cdes de limitado
fornecimento de agua, que substituem a eficacia das caracteristicas da tolerante a
estresse por seca (KAMOSHITA et al., 2008); complexidade do controle genético da
tolerancia a seca para a producao (multigénico, baixa herdabilidade, maior interacéo
entre genotipo vs ambiente), causando inconsisténcia no potencial produtivo em
diferentes ambientes e, portanto necessitando de mais testes em diferentes locais e
anos (KAMOSHITA et al., 2008 e FLEURY et al., 2010), os diferentes tipos de seca
e diferentes caracteristicas da planta, que podem ser requeridos para cada tipo de
seca (KAMOSHITA et al., 2008). Diferentes cultivares e niveis de seca, bem como
sua interagdo resultam em diferentes respostas (ALI et al., 2005).

A selecdo direta para seca é dificultado pela imprevisibilidade dos eventos
da seca, fazendo com que a pressdo de selecdo seja inconsistente e contraditéria
entre diferentes anos (ALLAH et al., 2010), além de que as caracteristicas do
sistema radicular, fase vegetativa e reprodutiva variam de acordo com a estacao e
area de cultivo (ADEWUSI e NASSIR 2010). Para culturas anuais, como 0 arroz, em
ambientes semi-aridos, com invernos suaves e verfes guentes, uma estratégia € o
desenvolvimento de cultivares de ciclo curto, tempo reduzido de floragédo e
maturacdo de graos, permitindo que as plantas usem a agua disponivel antes desta
ser perdida. Outra estratégia seria o desenvolvimento de cultivares de crescimento
lento e semear cedo (MANNUS et al., 2010). Programas de melhoramento precisam
combinar diversos aspectos muito mais que introduzir tolerancia a seca, como
variedades tolerantes com alta produtividade em estacdes favoraveis, alta qualidade
e resisténcia a doencas e pragas em uma Unica cultivar para que sejam adotadas
pelos agricultores (SERRAJ et al., 2011).

3.6 Genes do sistema radicular regulados por auxinas

O arroz tendo sido eleita uma espécie modelo por apresentar um genoma
relativamente pequeno, 389 Mbp, quando comparado com outros cereais, um
namero maior de sequéncias de cDNA, teve o0 seu genoma totalmente sequenciado,
com o término em 2005 do Projeto Internacional de sequenciamento do genoma do
arroz (O. sativa) subsp. javanica cv. Nipponbare, (IRGSP, 2005), distribuido nos 12
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pares de cromossomas. Apresenta um genoma rico em guanina-citosina (G-C)
(DELSENY et al., 2001).

A auxina desempenha um papel critico na regulacédo de varias respostas da
planta como: elongacdo da célula; divisdo celular, fotoperiodismo, gravitropismo,
iniciacao radicular e dominancia apical (DU et al., 2011). Os genes regulados por
auxina dividem-se em primarios, aqueles que respondem, quando ativados por
fatores de transcricdo preexistentes e 0os secundarios, que precisam da sintese
proteica de novo (TAIZ & ZEIGER, 2004). Os primérios dividem-se em genes que
regulam o crescimento e desenvolvimento, agrupados em trés grandes classes:
Aux/IAA, SAUR e GH3 (JAIN et al., 2005) e os responsaveis pela resposta ao
estresse: familia que codificam as glutationas S-transferases e os que codificam o
acido ACC, enzima chave na biossintese do etileno (TAIZ & ZEIGER, 2004). A
auxina é crucial no desenvolvimento e arquitetura das raizes (WANG, 2011).

As auxinas em alta quantidade promovem a formacdo de raizes laterais e
adventicias, embora o alongamento da raiz primaria seja inibido por concentracdes
maiores do que 10 M, através da producéo do etileno, inibidor do crescimento da
raiz. A auxina estimula as células do pericarpo a se dividirem. As células em divisédo
gradualmente formam o &pice radicular e a raiz lateral cresce através do cortex e da
epiderme. A auxina favorece também a melhoria da qualidade do sistema radicular
(MAUAD, 2004), leva a sintese de acido ribonucleico (RNA), o qual intervém na
formacdo dos primérdios foliares, estimulando o desenvolvimento e crescimento de
novas raizes, (ONO et al., 1992).

A importancia que a auxina desempenha no desenvolvimento da raiz é
evidente, apesar de ainda ndo se conhecer muitos dos mecanismos moleculares.
Evidéncias experimentais mostram a influéncia da alteracdo de auxinas no numero
de raizes, seja por perturbacdo de niveis internos ou da aplicacdo exdgena de
auxinas (INUKAI, 2005; GRUBER et al., 2011). Em Arabidopsis, os genes AUX/IAA,
que codificam reguladores negativos de sinalizacdo da auxina produziram fenotipos
com reduzida ou nenhuma raiz. Proteinas, que funcionam como sinalizadores
positivos da AUX/IAA regulam a expressao génica interagindo com os fatores de
respostas de Auxinas (ARF) (INUKAI et al., 2005). Forcando ou reduzindo a
biossintese de IAA, através da superexpresséo ou repressao de OsYCCAL, gene da
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familia GH3, resulta em flutuacdes de nivel do IAA, produzindo anomalias graves no
caule, raiz, desenvolvimento de hastes e leva ao nanismo em plantas transgénicas
do arroz (ZHANG, 2009). A perda de funcdo do mutante de Arabidopsis ARF8
apresenta aumento na formacao de raizes laterais e a superexpressdo de ARF8 em
Arabidopsis transgénicas inibe a formacado de raizes laterais (TIAN et al.,, 2004
citado por INUKAI et al., 2005).

O crescimento da raiz priméaria € sustentado pela divisdo celular dentro do
meristema da raiz, o que garante a producédo continua de novas células, que se
alongam e se diferenciam. A maior componente da arquitetura das raizes fibrosas
em muitos cereais, incluindo o arroz sao as raizes adventicias, que fazem parte do
desenvolvimento normal do sistema radicular submerso em agua. O gene OsCAND1
da familia das Aux/IAA é importante para a transducdo de sinalizacdo da auxina,
influenciando a divisdo celular e alongamento. Em Arabidopsis, seu homélogo
CAND1, considera-se gque esteja envolvido na estabilizacdo de AUX/IAAs, na
sinalizacdo com auxina e na perda da funcdo resultante da resisténcia a auxina.
Plantulas de arroz mutante Oscandl apenas sobreviveram duas semanas, indicando

o importante papel que este desempenha (WANG et al., 2011).

A formacéao de raizes adventicias em mutantes crl4 e Osgnoml € suspensa,
e se verifica reducdo de raizes laterais, do gravitropismo e do transporte polar de
auxina. O padrdo da expressao dos genes OsPIN2, OsPIN5b e OsPIN19 sé&o
alterados em mutantes Osgnoml e a expressao padrao de CRL4 coincide com o
padrdo de expressdo de OsPIN1, indicando que o transporte polar de auxina é
mediado por CRL4/OsGNOML e é requerido para a iniciacdo e desenvolvimento das
raizes adventicias, e em menor grau para a diferenciacdo das raizes laterais (LIU et
al., 2009).

O papel de regulacdo da auxina em raizes adventicias foi tambéem
evidenciado em mutantes arll/crll que também sao desprovidos de raizes
adventicias, com poucas raizes laterais e mostram uma resposta anormal ao
gravitropismo (INUKAI et al., 2005 e COUDERT et al., 2010).

Plantas transgénicas superexpressando OsIAALl, sdo0 menos sensiveis a

auxina, que os genotipos selvagens, mas essa resposta ndo esta relacionada com o
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aumento da concentracdo da auxina. Plantas superexpressando OsIAAL, tem um
decréscimo do numero das raizes adventicias, maior comprimento das raizes
seminais e maior comprimento de raizes laterais, também resulta na diminuicdo do

comprimento da planta e modificacdes da arquitetura (SONG et al., 2009).

Nos seus estudos GE et al.,, (2004) observaram que mRNA de OsRAAl
estava presente nas zonas em crescimento rapido. A partir desse estudo sugeriram
que OsRAA1 esta relacionado com a morfologia e desenvolvimento do sistema
radicular. A sua superexpressdo causa 0 incremento do IAA, o que resulta no
retardamento do geotropismo, também causa a reducdo do crescimento das raizes
primarias e incremento de raizes adventicias e laterais.

A abordagem da descoberta de genes e sua expressdo € uma questao
complexa em termos de dar sentido a esse nimero de genes responsivos expressos
em toda a planta em diversas fases de crescimento e em tempos variados. Para os
proximos anos héa previsdo de perda de vastas areas devido aos estresses abidticos
como: seca, a salinidade, etc. O processo de adaptacdo a estresses ambientais €
completo pela regulacdo da expressdo génica. A forma mais comum séo estudos ao
nivel de mRNA, que podem ser realizado usando varias técnicas como o
microarranjo, quantificacdo em gPCR, estudo do polimorfismo de sequenciamento
de cDNA (Yan, 2005).



4 Material e Métodos

4.1 Descricao Geral dos Experimentos

Foram selecionados seis genétipos (tab. 1) com sistemas radiculares
contrastantes segundo resultados obtidos por Mistura (2008), trés com sistema
radicular desenvolvido e trés com um sistema radicular pouco desenvolvido
pertencente as subespécies indica e japbnica, dos quais se realizaram cruzamentos
dialélicos. Para a avaliagdo da tolerancia a seca foram selecionados dois hibridos e
para a expressdo relativa dos genes do sistema radicular foram usadas cinco
combinacgBes reciprocas, totalizando dez hibridos (tab. 2). Todas as atividades
experimentais foram realizadas nas instalagbes do Campus Campéao do Ledo da
UFPel.

Tabela 1 Genotipos contrastantes dentro de subespécies segundo os resultados de
caracterizacdo morfologia em hidroponia, por MISTURA (2008)

Genatipo Sistema Subespécie DF (50%)
Radicular

(1) SCS BRS 112 (43) PDes. Indica 125

(2) Arroz de Sequeiro (03) (35) Des. Japonica 90
temperado

(3) Ligeirinho Des. Indica 74

(4) BRS Vencedora (34) PDes Japodnica tropical 113

(5) Farroupilha (4) PDes. Japonica 122
temperado

(6) BRS Colosso (28) Des. Japonica tropical 94

Onde: DF (50%) — Dias floracao de 50% das plantas.
Des. — Desenvolvido
PDes. — Pouco desenvolvido;
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4.2 Cruzamentos

Os cruzamentos dialélicos foram realizados durante o periodo de verdo de
2011/2012 na casa de vegetacdo. Para cada combinacédo foram emasculadas cerca
de 20 paniculas, em média de 30 flores por panicula, com bomba de succéo, as
quais depois foram encapuchadas com envelope de papel. A emasculacdo foi
realizada no periodo da manha até as 9horas, para evitar que ocorresse a
autopolinizacdo. A fertilizacdo, hibridacédo, foi realizada entre o periodo das 12h
30min - 14h, prestando-se atencéo para evitar a contaminacao por polen de plantas
ndo desejadas, apos a fertilizacdo foram de novo encapuchadas com envolope. Na
tabela 2, as combinagdes selecionadas para o experimento.

Tabela 2 Cruzamentos selecionados para anélise molecular e caracterizagdo quanto
a tolerancia ao estresse por seca

Gendtipo materno  Gendétipo paterno  Designacao Experimento
Arroz de Sequeiro BRS Ligeirinho H.2x3 Ex.Relativa
BRS Ligeirinho Arroz de Sequeiro H.3x2 Ex.Relativa
BRS Vencedora SCS BRS 112 H.4x1 Ex.Relativa
SCS BRS 112 BRS Vencedora H.1x4 Ex.Relativa
BRS Colosso SCS BRS 112 H.6x1 Ex.Relativa
SCS BRS 112 BRS Colosso H.1x6 Ex.Relativa
Forroupilha SCS BRS 112 H.5x1 Ex.Relativa
SCS BRS 112 Forroupilha H.1x5 Ex.Relativa
BRS Colosso BRS Ligeirinho H.6x3 Ex.Relativa
BRS Ligeirinho BRS Colosso H.3x6 Ex.Relativa
Farroupilha Arroz de Sequeiro H.5x2 Caract. Morf.
BRS Colosso Farroupilha H.2x5 Caract. Morf.

Onde: Ex. Relativa — gendtipos usado para quantificacao relativa
Caract. Morf. — genétipos usados na caracterizacdo morfologica

4.3 Extracdo de RNA

Para extracdo de RNA foram coletadas raizes de plantulas na fase
vegetativa V4, cultivadas em hidroponia nas mesmas condi¢bes de cultivo, das
plantulas usadas como controle para a caracterizagdo morfolégica, com trés
repeticdes e 8 plantulas por repeticdo, e usou-se o reagente Pure Link™ Plant RNA
Reagent (Invitrogen™). Maceraram-se os tecidos radiculares em nitrogénio liquido e
transferiu-se para tubos de eppendorf de 1,5mL e adicionou-se 500uL de reagente
Pure Link™ (Invitrogen™). Homogeneizou-se a mistura em aparelho vortex e

incubou-se por 5 minutos a temperatura ambiente (~25°C), colocando os tubos na
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posicdo horizontal. Centrifugou-se o homogenato a 12,000xg por 2min, em
temperatura ambiente. Transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo de
eppendorf livre de RNA de 1,5mL, adicionou-se 0,1mL de cloreto de sédio a 5M e
misturou-se, em seguida adicionou-se cloroformio gelado a fim de promover a
solubilizagdo dos lipideos. Misturou-se através de inversdo manual do tubo por 15
segundos. Centrifugou-se as amostras a 4°C por 10 minutos a 12.000xg, para
separar as fases e transferiu-se 500ml da fase superior aquosa para um novo tubo
livre de RNase. Adicionou-se volume igual de isopropanol, misturou-se e se deixou a
temperatura ambiente por 10 minutos. Depois centrifugou se a 12.000xg por 10
minutos a 4° C. Verteu-se o sobrenadante com cuidado para ndo se perder o pellet e
adicionou-se 1mL de &lcool a 75%. Centrifugou-se por 1 minuto a 12.000xg e verteu-
se o liquido com cuidado para ndo perder-se o pellet. Adicionou-se 25mL de 4gua

livre de RNase e guardou-se a -70° C até o momento da sintese de cDNA.

4.4 Sintese do cDNA

Para sintese de cDNA o RNA total foi tratado com DNase | (Invitrogen™) e
transcrita reversamente utilizando-se o kit comercial SuperScript™ Il First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen™), para tal foram realizados os seguintes
passos: Em um tubo livre de RNases adicionou-se 2,0 yL de extrato de RNA
previamente diluido, 1,0 pL DNasel (1 U.uL™), 1,0 pL de DNase | reaction buffer 10X
[200 mM Tris-HCI (pH 8,4), 20 mM MgCl,, 500 mM KCI], 6,0 pL H,O e submeteu-se
a mistura a 25°C por 15 min. Adicionou-se mais 1,0 uL de EDTA (25 mM; pH 8,0) e
manteve-se a 65°C por 10 min. Posteriormente, colocou-se 1,0 uL de Oligo DT
(50 uM), 1,0 uL de DNTP Mix (10 mM) e submeteu-se a 65°C por 5 min, seguido de
1 min a 0°C. Adicionou-se depois 4,0 pL de RT Buffer 5x, 4,0 uL de MgCl, (25 mM),
2,0 uL de DTT (1,4-Dithiothreitol) (0,1 M), 1,0 yL de RNAse OUT™ (40 U.uL™) e
1,0 pL de SuperScript™ 111 (200 U.uL™) submetendo-se a 50°C por 50 min, seguido
de mais 5min a 85°C. Por fim adicionou-se 1,0 uL de RNAse H (2 U.ul™)
submetendo-se a 37°C por 20 min, completando a reacao de sintese de cDNA.

A qualidade dos cDNAs foi avaliada através de uma reacao de amplificacao
com o gene constitutivo GAPDH.
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4.5 Desenho dos Primers para qPCR

O desenho dos primers para qPCR foi feito através do uso do programa

PrimerExpess 2. (Invitrogen™),

respeitando-se 0s seguintes parametros exigidos
pela empresa Applied Biosystems®: formacdo de um amplicon de tamanho variando
entre 50 e 150 pb, conteudo de CG entre 40% e 60%, finais 3' com menos de trés
bases C e G nos ultimos cinco nucleotideos e temperatura de anelamento variando
entre 60 e 65°C (tab. 3). A busca por genes candidatos foi feita no banco de dados
NCBI e RAPDB, para posterior desenho de primers e quantificacdo em PCR-
quantitativo.

Tabela 3 Genes envolvidos na regulam o sistema radicular analisados os quais
foram desenhados a partir das sequéncias obtidas do RAP-DB, pelo programa
PrimerExpess 2

Gene Loco Oligonuncleotideos Tm

ARLI\CRL1 0s03g0149100-00 Forward: 60
GAGAGCGTGTGGAGGTCGTC 60
Reverse:
GCTCTGGAGATCCTCGCAATC

OsGNOM1/CRL4 (0s03g0666100-00 Forward: 60
TGCTCGCCATGAAACTAGTCG 60
Reverse:GCCACGGACCTTGATCTTGAT

OslAAL 0Os01g0178500 Forward:ACCATATACGCAAAAAAACCGATG 60
Reverse:CTGACGACACGCGAGCC 59

OsCAND1 0s02g07120-00 Forward: 60
CTAAAATCTCGCCGAGTCCACAAGC 60
Reverse:TTTTGGGTAGCAATCTCACGCGG

OsRAA1 0s01g0257300 Forward:CTCTTCCAGTTCCACAAGCGT 58
Reverse:AAGGAGTCGCGGTTCTTGA 57

4.5.1 Validacédo dos Primers

As curvas de dissociacdo foram avaliadas e somente primers com picos
unicos e eficiéncia entre 1,95 e 2,05 foram utilizados. A gPCR foi realizada em
aparelho 7500 Fast RealTime PCR System (Applied Biosystems®), utilizando SYBR®
Green Master Mix (Applied Biosystems®).
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4.6 Quantificacao Relativa por gPCR

A reacdo de amplificacdo foi realizada em um volume total de 20uL,
contendo 2 pM de cada primer, 12,5 uL de SYBR® Green PCR Master Mix, 1 pL de
cDNA (diluido 25 vezes) e agua em quantidade suficiente para completar o referido
volume. As amostras foram colocadas em 96 Well Optic Plates (Applied
Biosystems®) e cobertas com Optic Adhesives (Applied Biosystems®). As condicées
de termociclagem foram como se segue: 50°C durante 20 min; Desnaturacao inicial
(95°C, durante 10 min); 40 ciclos (Desnaturagéo 95°C, durante 15 seg; Anelamento
60°C, durante 1 min; Extensdo 72°C, durante 1 min); Extensao final (72°C, durante
5 min). A quantificac@o relativa de cada gene foi feita utilizando o método Cycle
Threshold (CT) comparativo, como descrito por Livak e Schmittgen (2001).

Para cada cDNA, o gene GAPDH foi utilizado como normalizador para
qguantificacdo do acumulo de transcritos (na mesma diluicAo mencionada
anteriormente). O CT foi calculado na reacdo de PCR exponencial, e dele obteve-se
0 nivel de expresséo relativa (QR — Quantificagdo Relativa) pela féormula QR =
272CT Os resultados foram expressos como quantidade de mRNA em um diagrama
de cores construido pelo programa Multi Experiment Viewer (MeV), O Dendrograma
foi gerado baseando no coeficiente de Pearson (SAEED et al., 2003). As amostras
“‘da cultivar BRS 112" serviram como amostras calibradoras (fig.1), para a
construcdo do gréficos entre as cultivares, entre cultivares e hibridos e nas
combinacgdes onde este era um dos genitores. Nas outras combinagdes usou-se as
amostras da “cultivar BRS Ligeirinho”.

T11-PX

T12-PX

T12-PX

T12-PX

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A T1-PN T1-PN T1-PN T2-PN T2-PN T2-PN T3-PN T3-PN T3-PN T4-PN T4-PN T4-PN
B T5-PN T5-PN T5-PN T6-PN T6-PN T6-PN T7-PN T7-PN T7-PN T8-PN T8-PN T8-PN
C T9-PN T9-PN T9-PN T10-PN T10-PN T10-PN T11-PN T11-PN T11-PN T12-PN T12-PN T12-PN
D T13-PN T13-PN T13-PN T14-PN T14-PN T14-PN T15-PN T15-PN T15-PN T16-PN T16-PN T16-PN
E T1-PX T1-P PX T1-P PX T2-P PX T2-PX T2-PX T3-PX T3-PX T3-PX T4-PX T4-PX T4-PX
F T5-P PX T5-P PX T5-PX T6-PX T6-PX T6-PX T7-PX T7-PX T7-PX T8-PX T8-PX T8-PX
G T9-P PX T9-PX T9-PX T10-PX T10-PX T10-PX T11-PX T11-PX

H

T13-PX T13-PX

T13-PX

T14-PX

T14-PX

T14-PX

T15-PX

T15-PX

T15-PX

T16-PX

T16-PX

T16-PX

Figura 1 Desenho da placa utilizada para a qPCR: T: niumero do tratamento (1 =
controle genodtipo BRS SCS 112); PX: numero do primer (N = normalizador/GAPDH).
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4.7 Caracterizacédo a tolerancia a seca

As sementes foi desinfestadas em hipoclorito de sédio a 10% por 1 minuto e
lavada trés vezes em agua destilada, apdés isso foram enroladas em papel germitest
e deixou-se no BOD (Camara de crescimento) durante sete dias, a uma temperatura
de 25°C e fotoperiodo de 16/8 (luz/escuro). Em seguida as plantulas foram
transferidas para a hidroponia, com fotoperiodo de 16/8 (luz/escuro) e uma
temperatura média de 25°C, a crescer na solugao nutritiva, segundo formulacéo de
CAMARGO e OLIVEIRA (1981), por uma semana. Findo esse periodo, uma parte
foram colocadas em solucdo nutritiva com 10% de PEG6000, para simular o
estresse hidrico e outras mantidas apenas em solucao nutritiva, a uma temperatura
de 25°C, por um periodo de duas semanas. Para as plantulas mantidas apenas em
solucéo nutritiva, esta foi trocada a cada sete dias. Findo o periodo, procedeu-se a
avaliacdo das caracteristicas morfolégicas para se avaliar as alteracfes induzidas
pelo estresse. O experimento foi montado em forma de delineamento inteiramente
casualizado com dois fatores, gendtipo e tratamento, num arranjo de 8x2, com
quatro repeticbes, cada repeticdo era constituida por cinco plantas, para as
avaliacdes mediu-se quatro plantulas por repeticdo. A analise de variancia foi feita
para as duas condicdes (controle e estresse) e oito genadtipos (seis cultivares e dois

hibridos). As médias foram comparadas usando o teste de tukey (P=0.05).

4.7.1 Calculo da pressao osmotica
A pressao osmatica foi calculada segundo férmula proposta por MICHAEL e
KAUFMANN (1973), a partir de concentragéo conhecida de PEG6000.

OF = —=(1L8+ W C—{ L8 = L0~ IC + (2,67 = 107V )CT + (8,39 + LO-TCET
Onde: OP - Pressao osmotica (MPa);

Temperatura (T)=25°C e
Concentracéo(C)=10% de PEG em 100g*kg™H-O.
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4.7.2 Caracteristicas agrondmicas medidas
Comprimento total da parte aérea (cm);
Comprimento radicular (cm);
Comprimento do coledptilo (cm);
Comprimento da primeira folha (cm);
Comprimento da segunda folha (cm);
Insercéo da primeira folha (cm);
Inser¢céo da segunda folha (cm);
Massa seca radicular (gramas por repeticdo de 4 plantulas);

Massa seca da parte aérea (gramas por repeticdo de 4 plantulas).

Calculou-se:
Razao entre a matéria radicular e da parte aérea;

Razao entre comprimento radicular e da parte aérea;

plantulas estreszadas

Desempenho relativo (DR), Dr = x 100

plintulas sem sstresse

A partir dos dados do desempenho relativo foi gerado o dendograma para
ver a dissimilaridade dos genétipos, usando o programa NTSYS versdo 2.1 e
métodos de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean).



5 Resultados e Discusséao

5.1 Expressao génica

5.1.1 Expressao génica das cultivares

Para todos os genes as cultivares BRS Ligeirinho e BRS Vencedora tiveram
a expressao relativa inferior (P<0,05), QR<1, figuras 2a em forma de gréfico de
cores e 2b em forma de gréfico de barras. Em todos os gendtipos o nivel de
expresséo dos genes foi inferior a QR>3, com a exceg¢édo do gene OsGNOML1 no
gendtipo BRS Colosso. Segundo LIU et al., 2009 o gene OsGNOML1 é importante no
padrdo de expressdo dos genes transportadores (OsPIN2, OsPIN5b e OsPIN19),
teve uma expressao seis vezes maior, quando comparado ao controle. Na cultivar
Arroz de Sequeiro os genes OslAAl, ARL1/CRL1, OsCAND1, tiveram um nivel de
expressdo acima do controle enquanto o OsGNOM1 foi inferior (P<0,05) ao controle.
Nas cultivares BRS Ligeirinho e BRS Vencedora todos os cinco genes tiveram uma
expressdo abaixo (P<0,05) do controle. A expressdo do gene OsRAAL foi superior
(P<0,05) para nos gendétipos Arroz de Sequeiro e SCS BRS 112 e menor nas
cultivares BRS Ligeirinho e BRS Vencedora. Para o gene OslAA1 a maior (P<0,05)
expressao foi registrada na cultivar Arroz de Sequeiro e menor na cultivar BRS
Vencedora. O gene OsGNOM1, foi mais expresso na cultivar BRS Colosso e menos
expresso nas cultivares BRS Ligeirinho e BRS Vencedora. O gene ARL1/CRL1 teve
maior (P<0,05) expressao nas cultivares Arroz de Sequeiro, Farroupilha, sendo que
a BRS Ligeirinho e BRS Vencedora tiveram o menor nivel de expressdao. O gene
OsCANDL1 teve a maior expressao na cultivar Arroz de Sequeiro, sendo que o0 menor
valor foi observado na cultivar BRS Ligeirinho, esse gene OsCAND1 é um
controlador envolvido na sinalizagdo por auxina no ciclo celular, passagem de
G2/Mitose, apos a formagdo da estrutura fundamental das raizes adventicias
primordiais (WANG et al., 2011).
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Seria de esperar maior nivel de expressado nas cultivares de ciclo curto BRS
Ligeirinho, seguido das cultivares de ciclo médio, BRS Colosso e Arroz de Sequeiro,
meédio tardio BRS Vencedora e tardio Farroupilha e SCS BRS 112.

A B
T ®1  Expessdorelativa de cinco genes do sistema
0.0 1.0 1.659 7 radicular no arroz
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Figura 2 Expressao transcricional dos genes responsivos a auxina nas seis
cultivares. As amostras “da cultivar BRS 112” serviram como amostras calibradoras.
2a gréafico de cores e 2b gréafico de barras, (a, b,...) existem diferencas significativas
no perfil transcricional dos genes entre as cinco cultivares.

h
L

5.1.2 Expressao génica das cultivares e os hibridos

No cruzamento entre as cultivares BRS Ligeirinho e BRS Colosso o hibrido
H.3x6 teve um perfil proximo do seu genitor materno. No cruzamento entre as
cultivares Arroz de Sequeiro e BRS Ligeirinho os dois hibridos foram mais préximos
da cultivar BRS Ligeirinho, O hibrido H.5x1 teve um perfil de expressdo mais
préximo da cultivar Farroupilha em comparacdo ao hibrido H.1x5. No cruzamento
entre as cultivares BRS vencedora e SCS BRS 112, o hibrido H.4x1 teve um perfil
diferente dos seus genitores, sendo que o H.1x4 aproximou-se do genitor a cultivar
SCS BRS 112. Para o cruzamento BRS Colosso e SCS BRS 112 os hibridos tiveram
um perfil de expressao diferente dos seus genitores. O hibrido H.3x2 teve uma
expressao proxima do seu genitor materno, a cultivar BRS Ligeirinho, comparado
com o hibrido H.3x6. Os Hibridos H.1x4, H.6x1, assim como os hibridos H.4x1 e
H.6x1, que partilham um genitor comum, a cultivar SCS BRS 112, tiveram

semelhancas no perfil de expresséao entre eles. (fig.3).
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Figura 3 Grafico de cores evidenciando a expressao de cinco genes no sistema
radicular, na fase vegetativa V4 do desenvolvimento, em gendtipos de arroz,
dendrograma gerado usando o coeficiente de Pearson. As amostras “da cultivar
BRS 112" serviram como amostras calibradoras

5.1.3 Comparacédo da expressdo génica das cultivares e seus hibridos

Para todas as combinacfes houve diferencas no perfil transcricional dos
genes, entre os hibridos resultantes de cruzamentos reciprocos (fig.4).

Para o gene OsRAAl o hibrido H.1x5 teve maior expressdo e 0 seu
reciproco, hibrido H.5x1, registrou a menor expressao. Para o gene OslAA1 os dois
hibridos tiveram maior expressdo em relacdo aos seus genitores. O hibrido, H.5x1
teve a maior expressao para os genes OsGNOM1, ARL1/CRL1 e OsCAND1 e nos
mesmos genes o hibrido H.1x5 ndo deferiu dos genitores SCS BRS 112 (fig. 4A e
4A1).

No cruzamento entre BRS Vencedora e SCS BRS 112, para todos os genes
a cultivar BRS Vencedora foi aqui teve menor (P<0.05) expresséo, sendo que para
0s genes OslAALl e OsCAND1 a cultivar SCS BRS 112 teve valores de expresséo
igual aos hibridos, H.4x1 e H.1x4. Para os genes OslAAl1 e OsGNOML1 o hibrido
H.4x1 teve a maior expressdo. Para o gene ARL1/CRL1, o Hibrido H.1x4, foi aqui
teve o maior acumulo de transcritos. A Cultivar BRS Vencedora como genitor

feminino contribui para 0 aumento de acumulo de transcritos. (fig. 4B e 4B1).
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No cruzamento entre as cultivares BRS Colosso e SCS BRS 112, o hibrido
H.6x1 para os genes OslAAl, OsCAND1l, OsGNOM1 teve a menor (P<0,05)
expressao, para o gene ARL1/CRL1 nao diferiu dos seus genitores(fig. 4C e 4C1).

Para o cruzamento entre as cultivares BRS Colosso e BRS Ligeirinho, a
cultivar BRS Ligeirinho teve menor (P<0,05) expressdo para todos os genes. O
hibrido H.6x3 teve maior (P<0,05) expressdo dos genes OsRAAl OsAAl e
OsCAND1 e o hibrido reciproco, H.3x6, teve maior (P<0,05) expressado para o gene
OsGNOML1. Para o gene ARL1/CRL1 a cultivar BRS Colosso foi aqui teve maior
(P<0,05) expresséo (fig. 4D e 4D1).

Para a combinacdo BRS Ligeirinho e Arroz de Sequeiro, o Arroz de Sequeiro
teve maior (P<0,05) expressao dos genes OsRAAL, OsAAl, e OsCAND1, sendo que
o hibrido H.2x3 teve maior (P<0,05) expressao nos genes ARL1/CRL1 e OsCAND1
e seu reciproco, H.3x2, teve maior expressdo para o gene OsGNOM1. O hibrido
H.2x3 teve maior (P<0,05) expresséo que o seu genitor paterno BRS Ligeirinho para
todos os genes. Para o gene OsGNOM1 os dois hibridos tiveram maior (P<0,05)

expressao que os seus genitores (fig. 4E e 4E1).
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Perfil de expressdo de cinco genes no cruzamento
entre as cultivares SCS BRS 112 e BRS Vencedora
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Perfil de expressdo de cinco genes no cruzamento entre as
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Figura 4 Graficos de cores evidenciando a expressdo de cinco genes no sistema
radicular e na forma de graficos de barra mostando as diferengas entre o pefrfil
transcricional, na fase vegetativa V4 do desenvolvimento, em genétipos de arroz. (a,
b,...) Existem diferengas significativas entre o perfil transcricional de cada gene entre
os diferentes genotipos. Grafico A, B e C as amostras “da cultivar BRS 112” serviram
como amostras calibradoras, D e E as amostras “da cultivar BRS Ligeirinho”
serviram como amostras calibradoras.

Quanto ao ganho em relacdo aos genitores ha a destacar o hibrido H.6x3
para o0 gene OsRAA1 e OslAAL; o hibrido H.1x5 para o gene OslAAL; o Hibrido
H.2x3 para o gene ARL1/CRL1. A redugédo nos transcritos do gene ARL1/CRL1 nos
hibridos H.6x3 e H.3x6, resultantes do cruzamento entre as cultivares BRS
Ligeirinho e BRS Colosso, indicando que essa combinacdo n&do favoreceu o

incremento da expressao desse gene (tab. 4).

Tabela 4 Heterose dos hibridos em relagdo aos seus genitores

H.6x1 H.1x6 H.4x1 H.1x4 H.2x3 H.3x2 H.6x3 H.3x6 H.5x1 H.1x5

OsRAAl 0.02 -0.12 0.27 0.13 163 -6.50 1522 -1.32 -0.33 4.16
OslAAL -1.09 0.08 1.95 0.01 0.56 -19.67 34.72 -3.22 399 10.49
OsGNOM1 -3.17 -1.88 1.66 008 578 6.12 7.19 799 1.03 -0.27
ARL1/CRL1 0.38 -0.64 0.42 227 2770 3.80 -25.84 -29.26 237 -0.46
OsCAIND1 -0.31 -0.28 0.58 036 543 1.04 947 8.02 0.59 -0.08
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5.2 Efeito do estresse com PEG6000 nas caracteristicas morfologicas

Para contornar as dificuldades na selecao de gendtipos tolerantes a seca em
ambientes de cultivo, devido a condi¢des do clima ndo controladas, heterogeneidade
do solo, grande quantidade de material vegetal e tempo para avaliar (GEETHA et al.,
2012), a alternativa é a simulacéo de condi¢gBes de déficit hidrico em laboratério.

5.2.1 Comprimento da Parte Aérea

Uma das respostas adaptativas das plantas ao estresse por seca é a
reducdo do crescimento da parte aérea e aceleracdo da senescéncia das folhas
velhas. A diminuicdo da disponibilidade da agua provoca danos a nivel molecular e
no crescimento da planta (ZHANG et al.,, 2012). Com a exceg¢do da cultivar SCS
BRS 112 e do hibrido H.5x2, houveram diferencas significativas (P<0,05) no
comprimento da parte aérea. Plantulas sob o estresse reduziram o crescimento da
parte aérea quando comparadas as plantulas controle (fig. 5). Segundo DAVATGAR
et al., e LU e NEUMANN (1998) essa resposta deve-se a reducdo na divisao e
alongamento das células meristematicas provocada pelo estresse, como
consequéncia da reducéo da condutancia hidraulica das raizes para as folhas (LU e
NEUMANN, 1999).
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Comprimento da parte aérea
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Figura 5 Comparacdo do comprimento da parte aérea. (*) Existem diferencas
significativas (P<0,05) dentro de cada genotipo entre as plantulas controle e as sob o
estresse por 10% de PEG6000. (a, b,...) Existem diferencas entre plantulas controle.
(A, B,...) existem diferencas entre genotipos sob o estresse (teste de Tukey). H.6X5-
BRS ColossoxFarroupilha, H.5x2 — FarroupilhaxArroz de Sequeiro

O crescimento da parte aérea € negativamente afetado com o estresse
osmatico, o comprimento da planta reduz com a reducdo do potencial osmaético da
solucéo nutritiva. No trabalho de ALMAGHRABI (2012), com oito cultivares de trigo,
verificou-se que o aumento da concentracdo do PEG6000 reduz o aumento do
comprimento em todas as cultivares.

Entre os genotipos sob o estresse os hibridos e as cultivares Arroz de
Sequeiro e BRS Vencedora tiveram maior comprimento (P<0,05) da parte aérea,
sendo que a BRS Ligeirinho, BRS Colosso e Farroupilha registraram as menores
médias. Os hibridos H.5x2 e H.6x5 sob o estresse tiveram melhor desempenho que
o genitor Farroupilha, o hibrido H.6x5 foi também superior ao seu outro genitor, BRS
Colosso. No controle o hibrido H.6x5 teve maior (P<0,05) altura comparado com o
genitor BRS Colosso, enquanto o H.5x2 teve menor altura em relagdo ao genitor

Arroz de Sequeiro. b
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5.2.2 Comprimento Radicular e Namero de Raizes

Sendo que a principal funcdo das raizes € a absorcédo de agua e nutrientes,
numa situacdo de seca 0 crescimento das raizes € importante para recuperar a
eficiéncia da planta na absor¢do da agua (NEUMANN, 2008 e BENGOUGH, 2010).
As plantulas quando foram submetidas a situacdo de déficit hidrico, incrementaram
significativamente (P<0,05) o desenvolvimento das raizes (fig. 6), quando
comparadas as mantidas na situacao de fornecimento normal de agua e nutrientes.
O aumento do comprimento do sistema radicular é uma resposta que favorece o
aumento da &rea de absorcao, pela transferéncia de hidratos de carbono das folhas
para as raizes (DAVATGAR et al.,, 2009). Resultado semelhante foi obtido por
HENRY et al., (2012) num experimento conduzido em casa de vegetacdo, onde um
grupo de plantulas de arroz eram mantidas em condi¢cdes ideais de umidade e outro
grupo foi suplementado apenas no inicio do experimento, verificou um aumento no
comprimento maximo radicular em plantas estressadas. Num experimento com
cultivares de trigo ALMAGHRABI (2012) obtiveram-se resultados contrarios em

todas as cultivares testadas.
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Figura 6 Comparacédo do comprimento radicular. (*) Existem diferencas significativas
(P<0,05) dentro de cada gendtipo entre as plantulas controle e as sob o estresse por
10% de PEG6000. (a, b,...) Existem diferencas entre plantulas controle. (A, B,...)
existem diferencas entre genotipos sob o estresse (teste de Tukey). H.6X5- BRS
ColossoxFarroupilha, H.5x2 — FarroupilhaxArroz de Sequeiro
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Na situacdo de estresse os hibridos tiveram maior comprimento significativo
(P<0,05), sendo que o BRS Ligeirinho registrou menor incremento no comprimento
radicular. O numero de raizes, com excecao do gendtipo BRS Colosso foi superior
(P<0,05) em plantulas que ndo foram submetidas ao estresse com PEG6000 (tab.
3), indicando que com o estresse as plantas reduzem a emissdo de novas raizes e
aumentam o crescimento em comprimento das raizes formadas. Em condi¢cbes de
campo intervém outros fatores que impedem o crescimento em comprimento das
raizes, o que leva a formacao de raizes mais grossas, para melhor vencer o atrito. O
gendtipo BRS Ligeirinho teve o maior namero significativo (P<0,05) de raizes,
comparado com todos os genaétipos tanto em situacdo normal como sob o estresse.
O gendtipo SCS BRS 112, pertencente a mesma subespécie, indica, de BRS
Ligeirinho, na condicdo normal teve o0 menor nimero, resultado esperado segundo o
trabalho de MISTURA (2008). Sob o estresse o gendtipo Farroupilha registrou menor

numero de raizes.

5.2.3 Razéo entre Comprimento Radicular e Comprimento da Parte Aérea

Na situacdo de déficit hidrico o aumento da raz&o sistema radicular parte
aérea € um estratégia para sobrevivéncia. Em todos os genétipos houve aumento da
razao entre o comprimento do sistema radicular e a da parte aérea das plantulas sob
0 estresse, comparado com as mantidas apenas em solugdo nutritiva. Sendo que a
cultivar Farroupilha foi a que melhor respondeu entre as plantulas sob o estresse
(fig.7). O incremento da razéo raiz-parte aérea facilita a manutencao do balanco da
agua em situacoes de estresse (ZOMBORI et al., 2008; REYNOLDS e TUBEROSA,
2008)
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Figura 7 Comparagéo da razao entre o comprimento radicular e o comprimento da
parte aérea. (*) Existem diferencas significativas (P<0,05) dentro de cada gendtipo
entre as plantulas controle e as sob o estresse por 10% de PEGG6000. (a, b,...)
Existem diferencas entre genétipos que ndo foram submetidos ao estresse. (A, B,...)
Existem diferencas entre gendtipos sob o estresse (teste de Tukey). H.6X5- BRS
ColossoxFarroupilha, H.5x2 — FarroupilhaxArroz de Sequeiro

5.2.4 Matéria Seca Radicular

A matéria seca do sistema radicular das plantulas sob o estresse foi superior
(P<0,05) as plantulas mantidas apenas em solucéo nutritiva (fig. 8). Esse resultado
pode-se explicar pelo aumento no comprimento do sistema radicular. Segundo LU e
NEUMANN (1999) esta € uma resposta adaptativa resultante da transferéncia dos
assimilados das folhas e caules que permite um incremento no crescimento do
sistema radicular, aumentando, desse modo, a é&rea para absorcdo de agua.
Resultado contrario foi obtido por ALMAGHRABI (2012) trabalhando com a cultura
de trigo, em que o estresse com diferentes niveis de PEG6000 reduziu o peso de

matéria seca radicular.
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Figura 8 Comparacdo do conteudo da matéria seca. (*) Existem diferencas
significativas (P<0,05) dentro de cada genotipo entre as plantulas controle e as sob o
estresse por 10% de PEG6000. (a, b,...) Existem diferencas entre gendtipos que nao
foram submetidos ao estresse. (A, B,...) Existem diferencas entre genétipos sob o
estresse (teste de Tukey). H.6X5- BRS ColossoxFarroupilha, H.5x2 -
FarroupilhaxArroz de Sequeiro

A cultivar Arroz de Sequeiro teve uma resposta superior (P<0,05) aos
restantes gendtipos sob o estresse, essa diferenca explica-se pelo fato de ser uma
cultivar adaptada a condi¢cfes de cultivo em sequeiro e os hibridos tiveram o menor
incremento. Na condi¢cdo sem estresse, o Arroz de Sequeiro teve maior contetdo de
matéria seca maior comprimento e os hibridos, H.5x2 e H.6x5 tiveram valores mais

baixos (fig. 5).

5.2.5 Matéria Seca da Parte Aérea

A matéria seca da parte aérea das plantulas estressadas diminuiu
significativamente (P<0,05), com excec¢do da cultivar BRS Colosso e hibrido H.6x5
(fig. 9). Essa diminuicdo é uma resposta de adaptacdo das plantas ao estresse.
Resultado vai de acordo com diversos estudos onde, como resposta ao estresse por
seca, como consequéncia da diminuiram o crescimento da parte aérea. Resultado

semelhante foi obtido por ZHANG (2012) em duas cultivares de milho sob o estresse
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com 12% w/v de PEG 6000. SAFFAN (2008) também obteve resultado semelhante
num estudo com cultivares de feijdo, feijjao Mungo e trigo. A cultivar Arroz de
Sequeiro, nas duas condicdes, teve maiores (P<0,05) conteudos de matéria seca na
parte aérea, resultado que era esperado por ser uma cultivar adaptada a situacdes
de seca. Sob o estresse a cultivar Farroupilha teve o menor valor da MSPA. Na
condicao normal foram as cultivares Farroupilha e BRS Colosso e o hibrido H.6x5 a

registrar menores conteudos de matéria seca.
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Figura 9 Comparacdao do conteudo da matéria seca da parte aérea. (*) Existem
diferencas significativas (P<0,05) dentro de cada gendtipo entre as plantulas controle
e as sob o estresse por 10% de PEG6000. (a, b,...) Existem diferencas entre
gendtipos que ndo foram submetidos ao estresse. (A, B,...) existem diferencas entre
genotipos sob o0 estresse (teste de Tukey). H.6X5- BRS ColossoxFarroupilha,
H.5x2— FarroupilhaxArroz de Sequeiro

5.2.6 Razao entre Matéria Seca radicular e Matéria seca da Parte Aérea

A razdo entre matéria seca radicular e da parte aérea, em plantulas sob o
estresse, foi superior (P<0,05) a razdo das plantulas mantidas apenas em solugéo
nutritiva (fig. 10). Essa resposta € pelo fato de o comprimento da parte aérea ter
reduzido e o comprimento do sistema radicular ter registrado um aumento
significativo (P<0,05), quando as plantulas foram submetidas ao estresse.

Entre as plantulas sob o estresse e as mantidas apenas em solucéo

nutritiva, a cultivar Farroupilha, que tem ciclo longo foi superior (P<0,05) (fig. 10).
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Essa resposta foi devido a redugcdo do comprimento da parte aérea e
consequentemente do peso seco, aliado ao incremento do comprimento e matéria

seca radicular.
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Figura 10 Comparacdo da razdo da matéria seca radicular e da parte aérea. (*)
Existem diferencas significativas (P<0,05) dentro de cada gendtipo entre as plantulas
controle e as sob o estresse por PEG6000. (a, b,...) Existem diferencas entre
genaotipos que ndo foram submetidos ao estresse. (A, B,...) existem diferencas entre
gendtipos sob o estresse (teste de Tukey). H.6X5- BRS ColossoxFarroupilha, H.5x2
— FarroupilhaxArroz de Sequeiro

5.2.7 Comprimento e insercdo da primeira e segunda folha e do coledptilo

LU e NEUMANN (1999), usando o PEG, verificaram que o estresse causa
reducdo da expansao foliar, como resultado da diminuigdo do conteudo relativo da
agua, que leva a perda do turgor e limita a expansédo das células. A inibicdo do
crescimento das folhas é a resposta primaria ao crescimento de toda a planta (LU e
NEUMANN, 1998), que pode ser resultado da redugéo na taxa de producdo de
novas células. No presente estudo a insercéo da primeira e segunda folha n&o foram
muito afetados pelo estresse induzido (tab. 5). Apenas nas cultivares Farroupilha e
Arroz de Sequeiro houve reducédo do comprimento da inser¢cdo da primeira folha em
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plantulas sob o estresse. As cultivares BRS Colosso e BRS Ligeirinho tiveram os
menores valores (P<0,05%) nas duas condi¢cbes quanto a insercdo da segunda
folha.

O comprimento do coledptilo foi superior em genoétipos mantidos apenas em
solugdo nutritiva com a excecgédo da cultivar BRS Colosso, que foi igual nas duas
condi¢gbes e do hibrido H.5x2, que foi superior sob o estresse. Na situacdo sem
estresse 0 genotipo Arroz de Sequeiro teve o maior desempenho significativo
(P<0,05) sendo que os dois hibridos tiveram os menores desempenhos. Na
condicao de estresse o hibrido H.6x5 foi superior (P<0,05) e o hibrido H.5x2 teve o
menor desempenho (tab.4).

Os comprimentos da primeira e segunda folha tiveram uma resposta
variavel para os diferentes gendtipos (tab. 5). As folhas das plantas sob o estresse
apresentavam maior area seca, como resultado da transferéncia de hidratos de
carbono para suprir o crescimento do sistema radicular, o que reduz a érea para a
realizacdo da fotossintese. O estresse osmotico por PEG reduz as taxas de
fotossintese (CHUTIA e BORAH, 2012).
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Tabela 5 Comparacédo de NR (numero de raizes), CPF (comprimento da primeira folha); CSF (comprimento da segunda folha); CC
(comprimento do coledptero); IPF (insercéo da primeira folha); ISF (insercédo da segunda folha). (A e B) Existem diferencas
significativas (P<0.05) dentro de cada genatipo entre as plantas mantidas em solucéo nutritiva e as submetidas ao estresse por
PEGG6000. (a, b,...) existem diferengas entre plantulas na mesma condicéo.

Genétinos NR CPF CSF CcC IPF ISF

P Contr. Estr. Contr. Estr. Contr. Estr. Contr. Estr. Contr Estr. Contr. Estr
Farroupilha 7,81Ad 4,74Bg 2 ABAf 1,44Bg 7,061Ad 4.60Bg 1,84Af 1,28Bf 3,50Ac 2,35Bg 7,45Ab 6,88Ad
BRS Vencedora 6,81Ag 5,0Bf 2 66Ae 2 51Be 5,98Bf 8,13Ad 1,69Ae 1,49Bd 3,34Ae 3,66AC 6,64Ac 7,29Ac
Arroz de Sequeiro 8,63Ac 5,19Be 3 15Ac 2 75Bd 9,708Ac 8,687Bc 1,99Aa 1,40Be 4,30Aa 3,67Bb 8,90Aa 7,73Ab
SCS BRS 112 11,13Ab 7,00Bb 3 59Aa 3.30Bc 10,10Ab 9,13Bb 1,87Ac 1,23Bg 3,36Ad 3,37Ad 5,93Ae 6,25Ae
BRS Colosso 5,31Ah 6,94Bc 2 74Bd 3 48Ab 6,26Be 6,86Ae 1,67Af 1.7Ac 2, 75Af 3,91Ae 4,55Ah 4,88Ag
BRS Ligeirinho 11,5Aa 8,75Ba 3 40Bb 358Aa 10,71Aa 1055Aa 1,91Ab 1,81Bb 3,87Ab 3,89Aa 5,02Ag 4,87Ah
H.6x5 7,18Af 5,43Bd 1.20Bh 1.56Af 3,81Ah 3,40Bh 1,15Ag 1,1Ah 2,27Ah 1,97Ah 5,17Af 559Af
H.5x2 7,48Ae 5,00Bf 1,31Bg 1.43Ah 4,73Bg 6,20Af 1,08Bh 2,7Aa 2.6Ag 3,13Af 6,34Bd 8,48Aa

Onde: Contr - controle
Estr. — estresse
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5.2.8 Desempenho Relativo

Quanto ao desempenho relativo para os parametros Comprimento radicular,
Matéria seca radicular, Razdo entre matéria seca radicular e matéria seca da parte
aérea, razdo entre comprimento radicular e comprimento da parte aérea as plantulas
sob o estresse tiveram um melhor desempenho em relacdo as plantulas controle.
Quanto ao numero de raizes apenas a cultivar BRS Colosso registrou um maior
aumento na situacao de estresse, sendo que a cultivar BRS Ligeirinho também teve um
desempenho acima dos 80%. Para o comprimento da primeira folha h& a destacar as
cultivares Arroz de Sequeiro, BRS Ligeirinho e BRS Colosso e os hibridos, que tiveram
um desempenho acima dos 80%, enquanto que para a segunda folha foram as
cultivares Arroz de sequeiro, BRS Vencedora, BRS Colosso e o hibrido H.5x2 a
registrar um bom desempenho. Na insercdo da primeira e segunda folha somente a
cultivar Farroupilha € que teve um desempenho abaixo dos 80%, enquanto que para a
insercdo da segunda folha. Quanto ao comprimento da parte aérea foi a cultivar SCS
BRS 112 e o hibrido H.5x2 a terem um desempenho acima dos 80%, para a matéria
seca da parte aérea a cultivar BRS Colosso € que teve um bom desempenho (tab.6).

A cultivar Farroupilha, apesar de ser muito afetado, principalmente quanto ao
comprimento da parte aérea revelou-se um bom doador dos genes para a tolerancia a
seca, os dois hibridos, H.6x5 e H.5x2, que tém em comum o genitor cultivar
Farroupilha, tiveram um bom desempenho relativo (tab.6). Quanto a heterose o hibrido
H.5x2, foi 0 que teve maiores incremento em relacdo ao desempenho relativo médio
dos genitores.

As cultivares Arroz de Sequeiro e BRS Ligeirinho ficaram muito préximas
guanto ao desempenho relativo e estes com o0 BRS Vencedora. A cultivar Farroupilha e
o hibrido H.5x2 distanciaram-se dos demais genotipos (fig.11). A diferenciacdo do
hibrido H.5x2 pode estar relacionada ao fato de ter como genitor feminino a cultivar

Farroupilha e ter tido uma maior heterose em grande parte dos caracteres avaliados
(fig.6).
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Tabela 6 Desempenho relativo das plantulas para os parametros NR (numero de raizes), CR (Comprimento radicular);
CC (comprimento do coledptero); CPF (comprimento da primeira folha); CSF (comprimento da segunda folha); IPF
(insercao da primeira folha); ISF (insercdo da segunda folha) MSPA (Matéria seca da parte aérea); MSR (Matéria seca
radicular); CR/CPA (Razdo comprimento radicular e comprimento da parte aérea); MSR/MSPA (Raz&o matéria seca
radicular e matéria seca da parte aérea) e heteroses dos hibridos.

Genodtipo NR CR cC CPF CSF IPF ISF CPA MSPA MSR CR/CPA  MSR/MSPA
Farroupilha 60 320.6 75.1 56 47 50.6 67.1 39.2 47.3 223.1 817.5 471.9
BRS Vencedora 72.4 180.9 76.8 78.9 109.3 100 118.9 78.8 69.6 300 229.6 430.8
Arroz de

Sequeiro 56.8 202.3 79.1 127.9 112.3 100 91 73.1 72.4 205.6 276.7 284.1
SCS BRS 112 63.4 223.3 47.5 69.7 78.6 93.5 114.6 92.7 69.6 181.3 240.8 260.3
BRS Colosso 121.7 175.5 105.2 91.4 95.7 123.9 113 72.3 93.8 250 242.7 266.7
BRS Ligeirinho 86.7 202.7 87.3 117.7 102 105.6 118.6 594 70.5 235.7 341.2 334.2
H.6x5 58.4 295.2 90.5 128.5 76.5 81.1 92 53.6 75 350 550.7 466.7
H.5x2 61 561.4 281.3 116.8 125.5 118.4 136.9 90.9 67.2 215.6 638.2 319.7
Heterose H.6x5 -32.45 47.15 0.35 54.8 5.15 -6.15 1.95 -2.15 4.45 113.45 20.6 97.4
Heterose H.5x2 2.6 299.95 204.2 24.85 45.85 43.1 57.85 34.75 7.35 1.25 91.1 -58.3

Farroupilha

BRSVencedora
ArrozdeSequeiro |
BRSLigeirinho

SCSBRS112

BRSColosso

H.6x5

H.5x2

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
2.25 3.26 4.27 5.29 6.3

Dissimilaridade

Figura 11 Dendograma usando valores do desempenho relativo, a matriz de distancias foi gerado no programa
GENES a partir do qual foi gerado o dendograma no programa NTSYS.



57

O hibrido H.5x2 e a cultivar Arroz de Sequeiro téem um bom desempenho nas
codi¢cdes de déficit hidrico. O hibrido mantem o desenvolvimento da parte aérea ao
mesto tempo, que incrementa o comprimento do sistema radicular e tém o melhor
desempenho relativo. A cultivar Arroz de Sequiero incrementa a matéria seca radicular
e da parte aérea.

A cultivar Farroupilha foi aqui teve o0 menor desempenho relativo.

5.3 Expressao génica e caracteristicas morfoldgicas

A baixa disponibilidade de agua no solo restringe o crescimento e transpiracao
da planta. Na subespécie japbnica temperada a cultivar Farroupilha de ciclo longo foi
significativamente inferior (P<0,05) a Arroz de Sequeiro de ciclo médio, quanto ao
comprimento do sistema radicular (fig.6). Resultado similar ao de Mistura (2008),
mesmo sob o estresse. O mesmo resultado foi verificado para o comprimento da parte
aérea (fig.5). Essa diferenca pode estar relacionada com o maior nivel da expresséo do
gene OsCANDL1 na cultivar Arroz de Sequeiro em relacdo Farroupilha (fig.9). Segundo
WANG et al., 2011 OsCAND1 é um gene envolvido no processo de divisdo celular, na
transicdo da fase G2/M, e que é expresso na zona da coifa depois de se ter
estabelecido a estrutura fundamental, mutantes Oscandl tem o desenvolvimento da
planta retardado e ndo sobrevivem além de duas semanas.

Na subespécie Indica a cultivar BRS Ligeirinho, em condicdo sem estresse,
teve maior nimero de raizes que o SCS BRS 112 (tab.4), resultado similar a Mistura
(2008). Entretanto, quando se trata do comprimento radicular, o SCS BRS 112 foi
superior (fig.3), que pode estar relacionado com o maior nivel de expressao dos genes
ARL1/CRL1 e OsGNOML1, genes envolvidos na iniciagao e desenvolvimento do sistema
radicular adventicio e o gene OsCAND1 na cultivar SCS BRS 112 (fig.2). O OsGNOM 1
é também um importante mediador do transporte polar da auxina, através da regulacéo

dos genes transportadores OsPIN’s.
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Para a Subespécie Japobnica temperado, em condicdo normal, quanto ao
namero de raizes, o BRS Vencedora foi superior (P<0,05) ao BRS Colosso,
contrariando os resultados obtidos por Mistura (2008) (tab.4). Apensar de um nivel de
expressao superior (P<0,05) para todos os genes na cultivar BRS Colosso comparado
com o BRS Vencedora (fig.2), a expressdo de outros genes podem ter tido maior

influéncia para esse resultado.



6 Conclusdes Gerais

Embora diferencas tenham sido observadas ndo é possivel associar caracteres

do sistema radicular com o nivel expressao de genes estudados.

No geral genotipos de arroz reduzem o crescimento da parte aérea sob o
estresse osmotico e incrementam o desenvolvimento do sistema radicular, mas néo foi
possivel associar caracteres do sistema radicular com a resposta dos genoétipos em

condicao de déficit hidrico.

6.1 Perspectivas

Estudar dos padrdes de expressao espacial e temporal de genes e reguladores
de expressdo, ARF, em resposta ao estresse hidrico ira permitir a compreensdo 0s
mecanismos ativados em situacbes de estresse hidrico, possibilitando o

desenvolvimento de cultivares adaptadas a condi¢des de seca.
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