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FLUXO GENICO E VARIACAO ADAPTATIVA DE ARROZ VERMELHO
(Oryza sativa L.) RESISTENTE AOS HERBICIDAS IMIDAZOLINONAS'

Autor: Ives Clayton Gomes dos Reis Goulart
Orientador: Aldo Merotto Junior

RESUMO

O arroz vermelho (Oryza sativa L.) € a principal planta daninha da cultura do
arroz e o seu controle em lavouras comerciais € dificil. As cultivares de arroz resistentes
aos herbicidas imidazolinonas proporcionaram o controle seletivo do arroz vermelho.
Porém, nos ultimos anos surgiram popula¢des de arroz vermelho resistentes a estes
herbicidas. Os objetivos desta pesquisa foram elucidar a importancia do fluxo génico e
da selecdo independente como processos de origem da resisténcia de arroz vermelho aos
herbicidas imidazolinonas no RS; quantificar o fluxo génico a partir de plantas de arroz
vermelho resistentes para plantas de arroz vermelho suscetiveis em condigdes de
cultivo; avaliar a ocorréncia de fluxo génico entre populacdes de arroz vermelho no RS;
e identificar alteragdes na adaptacao de arroz resistente a estes herbicidas baseado no
padrdo da germinagdo de sementes. Foram utilizadas 176 individuos de arroz vermelho
resistentes e suscetiveis aos herbicidas imidazolinonas coletadas no RS e as cultivares
IRGA 417, IRGA 422 CL, Sator CL e Puita INTA CL. A origem da resisténcia foi
avaliada baseada em quatro marcadores moleculares single sequence repeats (SSR) e
trés single nucleotide polimorfism (SNP). O fluxo génico entre plantas foi realizado em
ensaio a campo e a avaliagdo foi realizada com marcadores fenotipico resisténcia a
imidazolinonas e molecular SNP. O fluxo génico entre lavouras foi avaliado em 27
populacdes através de 24 marcadores SSR. A alterag@o na adaptagao de plantas de arroz
resistentes foi realizada com base em parametros germinativos relacionados a
resisténcia a imidazolinonas. A resisténcia devida ao fluxo génico a partir de cultivares
resistentes ou a selecdo da mutacdo pelo uso continuo destes herbicidas ocorreu em
98,9% e 1,1% dos individuos, respectivamente. A taxa média de fluxo génico entre
plantas foi de 0,0243%. O arroz vermelho foi mais receptivo ao podlen (0,0344%) que a
cultivar IRGA 417 (0,0142%). Baseado no Fsr de 0,26 encontrado para as populagdes
estudadas o indice estimado de fluxo génico Nm foi de 0,7. A estruturagdo populacional
indicou haver fluxo de sementes entre lavouras de arroz. As cultivares resistentes
alcangaram 50% de germinacdo em menos tempo que a cultivar suscetivel IRGA 417.
Estes resultados sugerem que o manejo do arroz vermelho deve ser baseado na reducdo
da pressio de selecdo devida ao uso continuo de herbicidas imidazolinonas e
principalmente na mitigag@o do fluxo génico de pdlen e sementes.

'Dissertagio de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (202p.) Margo, 2011.
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GENE FLOW AND FITNESS VARIATION IN IMIDAZOLINONE
HERBICIDE-RESISTANT RED RICE (Oryza sativa L.)'

Author: Ives Clayton Gomes dos Reis Goulart
Adviser: Aldo Merotto Junior

ABSTRACT

Red rice (Oryza sativa L.) is the most important weed in the paddy field rice,
and its control in large scale fields is difficult. The imidazolinone herbicide resistant
rice cultivars provide selective red rice control. However, in recent years have been
emerged red rice populations resistant to these herbicides. This study aimed to elucidate
the relative importance of the gene flow and independent selection as origin process to
the imidazolinone resistance in red rice; to quantify the gene flow among imidazolinone
resistant red rice and susceptible red rice plants in paddy field conditions; to evaluate
the occurrence of the gene flow among red rice populations in RS state; to identify
variations in fitness of the imidazolinone resistant rice plants based on the seed
germination pattern. Plant material consisted of 176 red rice individuals resistant and
susceptible to the imidazolinone herbicides collected in RS and the rice cultivars IRGA
417, IRGA 422 CL, Sator CL and Puita INTA CL. The origin of the resistance was
determinate based on four simple sequence repeats (SSR) and three single nucleotide
polymorphism (SNP) molecular markers. The gene flow among red rice plants was
studied in a paddy field experiment and the evaluation was based on the imidazolinone
resistance trait and three SNP molecular markers. In addition, a gene flow among red
rice 27 populations was carried out based on 24 SSR molecular markers. The variation
in fitness of the resistant rice plants was based on the germination parameters related to
the imidazolinone resistance. The imidazolinone resistance origin due to gene flow from
resistant cultivars and from independent mutation selection occurred in 98,9% and 1,1%
of the individuals, respectively. The mean gene flow rate among plants was 0,0243%.
Red rice was more receptive to pollen (0,0344%) than the susceptible cultivar IRGA
417 (0,0142%). Based on the Fgr of 0,26, the estimated gene flow index Nm was 0,7.
The population structure indicated that there is seed flow among rice paddy fields. All
the imidazolinone resistant cultivars reached 50% of germination faster than the
susceptible cultivar IRGA 417. These results suggest that the management of the red
rice should be based on reduction of the selection pressure due to the continuous use of
the imidazolinone herbicides and mainly on the mitigation of the seed and pollen gene
flow.

"Master of Science Dissertation in Crop Science, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (202p.) March, 2011.
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa) ¢ um dos alimentos mais importantes da dieta da
populagdo brasileira e de outros paises do mundo. Este cereal, quando combinado com o
feijdo ou outras leguminosas, fornece equilibrada propor¢do de proteinas e carboidratos.
O arroz ¢ um dos alimentos mais consumidos no Brasil, independentemente do nivel de
renda. O Brasil ¢ o nono maior produtor mundial de arroz tendo alcangado uma
producdo de 11,2 milhdes de toneladas na safra 2009/2010. Na Regido Sul concentra-se
a maior area orizicola do Pais, sobretudo no estado do Rio Grande do Sul (RS). O RS
desponta como o maior produtor de arroz no Brasil, sendo responsavel por mais de 60%
da produgao nacional.

O cultivo de arroz irrigado no Rio Grande do Sul tem como uma de suas
principais limitacdes a competicdo com plantas daninhas, especialmente o arroz
vermelho. Além de danos indiretos como desvalorizagdo do produto, o arroz vermelho
causa perdas no rendimento de graos de arroz. Atualmente, mais da metade da area
cultivada com arroz esta infestada com arroz vermelho segundo levantamento do
Instituto Rio Grandense do Arroz - IRGA. As principais estratégias comumente
recomendadas para minimizar os efeitos da competicdo entre arroz e arroz vermelho
sdo, principalmente, a rotagdo de culturas e o uso de sementes livres de arroz vermelho.
Entretanto, estas praticas nao sdo efetivas ou tém aplicagdo limitada diante da realidade

do cultivo de arroz irrigado no RS. Ainda, o controle quimico, que ¢ efetivo em relagdo



a outras plantas daninhas na cultura do arroz, ¢ impraticavel devido a similaridade
genética entre o arroz vermelho e o arroz cultivado.

Cultivares de arroz resistente a herbicidas do grupo quimico imidazolinonas
foram desenvolvidas por meio de mutagdes induzidas no gene da enzima acetolactato
sintase (ALS). A utilizacao destas cultivares permite o controle de arroz vermelho e
outras plantas daninhas com extrema eficiéncia através de herbicidas imidazolinonas,
que originalmente ndo sdo seletivos para o arroz. A utilizacdo de cultivares resistentes a
imidazolinonas no RS alcangou 50% das areas de cultivo de arroz na safra 2009/2010
totalizando mais de 510 mil hectares semeados. No entanto, o surgimento de bidtipos de
arroz vermelho resistentes a imidazolinonas tem se tornado um problema em todo o RS.
Estimativas recentes indicam haver populagdes de arroz vermelho resistentes em todas
as regides orizicolas do RS, provocando prejuizos produtivos e econdmicos.

A origem da resisténcia de arroz vermelho aos herbicidas imidazolinonas pode
estar relacionada a processos de evolugdo independente ou devido ao fluxo génico de
cultivares de arroz resistentes para biotipos de arroz vermelho. O fluxo génico, por sua
vez, pode ocorrer devido a fecundagdo cruzada entre plantas de arroz cultivado
resistente a herbicidas imidazolinonas e arroz vermelho, ou por migracdo do alelo de
resisténcia através da mobilizacdo de sementes entre lavouras. Entretanto, nao ¢
conhecida qual a contribui¢do de cada processo de origem do arroz vermelho resistente
a herbicidas que ocorre em lavouras de arroz do Rio Grande do Sul. Atualmente, devido
a presenga frequente de biotipos de arroz vermelho resistentes existe também a
possibilidade de o fluxo génico ocorrer a partir de plantas de arroz vermelho resistente,
originadas independentemente, para populagcdes de arroz vermelho suscetiveis. No
entanto, esta possibilidade ainda nao foi estudada em relagdo a sua ocorréncia em

lavouras de arroz irrigado do RS.



Além da problematica envolvendo a resisténcia as imidazolinonas, a presenca de
mutacoes no gene da ALS pode alterar a adaptacdo dos biotipos de arroz vermelho
resistentes. Isso pode tornd-los mais competitivos ou adaptados ao ambiente em
comparacao aos biotipos suscetiveis na auséncia dos herbicidas. Este fato implicaria na
substitui¢do das populagdes suscetiveis menos adaptadas, por populagdes resistentes
mais adaptadas, mesmo na auséncia de aplicacdes de herbicidas imidazolinonas.
Estudos anteriores envolvendo outras espécies de plantas resistentes a herbicidas
inibidores da enzima ALS, incluindo imidazolinonas, mostraram que populacdes
resistentes podem manifestar melhor adaptagdo através de germinag¢do mais rapida em
comparag¢ao com populagdes suscetiveis, sobretudo em condi¢des de baixa temperatura.
Esta informagao ¢ inexistente em rela¢ao ao arroz resistente as imidazolinonas.

Diante disso, ha a necessidade de estudos que viabilizem as bases de
conhecimento necessarias para o entendimento da evolugdo da resisténcia do arroz
vermelho a herbicidas imidazolinonas nas areas onde o cultivo ¢ realizado com
cultivares resistentes a estes herbicidas. Tais estudos devem enfatizar o esclarecimento
da origem da resisténcia, a deteccdo de alteracdes adaptativas nos biodtipos resistentes e,
a introgressdo dos alelos do gene da ALS insensivel aos herbicidas imidazolinonas nas

populagdes de arroz vermelho.



Objetivo geral
Identificar a origem da resisténcia aos herbicidas inibidores de enzima ALS em
arroz vermelho, e seus possiveis efeitos na alteragcdo da adaptacdo das populacdes

resistentes a esses herbicidas.

Objetivos especificos

1) Elucidar a propor¢ao do fluxo génico e da evolugdo independente como
processos de origem da resisténcia de arroz vermelho aos herbicidas imidazolinonas no
RS;

i1) Quantificar a hibridizagdo a partir de arroz vermelho resistentes aos
herbicidas imidazolinonas para arroz vermelho suscetiveis, em condi¢des de cultivo de
arroz irrigado;

ii1)  Avaliar a ocorréncia de fluxo génico entre populagdes de arroz vermelho
do RS com base na investigacdo da variacdo e estruturagdo genética destas populacdes;

v) Identificar possiveis alteragdes na adaptacdo de populacdes de arroz
resistente a herbicidas imidazolinonas com base no estudo do padrdao da germinagdo de

sementes.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura do arroz (Oryza sativa L.)

Evidéncias arqueoldgicas indicam que o arroz ja era cultivado na Asia desde
8000 anos atrés, embora fitolitos de arroz tenham sido encontrados junto a vestigios
humanos em sitios arqueoldgicos datando de 11 000 a.C. na China (Zhao, 1998;
Sweeney & Mccouch, 2007). Além da China, paises como India e Tailandia possuem
registros milenares do cultivo do arroz. Posteriormente, o cultivo do arroz se espalhou
para os demais continentes (Harlan, 1975).

Atualmente, o arroz ¢ produzido em mais de 110 paises, sendo a fonte basica de
alimentacdo de mais de 50% dos habitantes no mundo (FAO, 2009). De acordo com a
Organizacao para Agricultura e Alimentacdo das Nagdes Unidas (FAO), o arroz € o 3°
alimento mais produzido no mundo, sendo que a produgdo alcangcada em 2010 foi de
670 milhdes de toneladas, 1% acima da producao do ano anterior. Porém, os estoques
dessa commodity decresceram 50% nos ultimos 10 anos refletindo um aumento
proporcional maior no consumo em relacao a produgdo (FAO, 2010).

O Brasil € o nono maior produtor de arroz do mundo e € responsavel por 2% da
producao mundial (FAO, 2010). O consumo per capita de arroz em casca no Brasil ¢ de
67 kg/ano, resultando na necessidade de 13 milhdes toneladas/ano para abastecer o

mercado interno. Com uma produtividade média de 4000 kg/ha, a producao total de



arroz no Pais na safra 2009/2010 foi de aproximadamente 11,2 milhdes toneladas de
graos, em uma area plantada de 2,7 milhdes de hectares (CONAB, 2010). O Rio Grande
do Sul ¢ responsavel por aproximadamente 60% da producdo nacional e, considerando
somente arroz irrigado este valor chega a 80%. No entanto, a area de cultivo de arroz no
RS representa apenas um terco do total do Brasil.

A produtividade de arroz no Rio Grande do Sul tem aumentado ao longo dos
anos. Na década de 70 a produtividade media foi em torno de 3500 kg/ha, enquanto na
década de 90 esse valor aumentou para 4500 kg/ha. No final dos anos 2000, foi
alcangado o patamar de 7000 kg/ha. Em 2010, a produtividade média de arroz no RS foi
de pouco mais de 6400 kg/ha (CONAB, 2010; IRGA 2010). Além da importancia
produtiva, o arroz galicho destaca-se ainda pela qualidade. O Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPI) (2010) concedeu, em agosto de 2010, a primeira
denominacdo de origem do Brasil ao arroz produzido no “Litoral Norte Gaucho”, o que
representa um avango em termos econdmicos, mercadoldgicos e sociais na producio de
arroz no RS.

Embora avancos significativos tenham ocorrido na produtividade de arroz no
RS, esta ainda ¢ grandemente limitada por fatores como semeadura fora da época
recomendada, ataque de patdgenos e pragas, uso de sementes ndo certificadas, e
principalmente devido a competi¢do da cultura com plantas daninhas. Dentre as plantas
daninhas, o arroz vermelho ¢ um dos principais limitantes ao alcance do potencial

produtivo das cultivares de arroz Brasil (Agostinetto ef al., 2001).

2.2 Arroz vermelho (Oryza sativa L.)
O arroz vermelho possui diversas nomenclaturas em diferentes regides do

mundo e ¢ classificado como Oryza sativa L. (Sanchez-Olquin et al., 2007), ou seja,



pertence a mesma espécie que o arroz cultivado. Um estudo de caracterizagdo genética
mostrou que diversos biotipos de arroz vermelho dos EUA eram geneticamente
distantes de O. sativa ssp indica, e que sua origem esta relacionada a espécie cultivada
O. sativa spp  japonica ¢ as espécies silvestres O. nivara e O. rufipogon
(Vaughan et al., 2001). Entretanto, estudos recentes confirmaram que a origem do arroz
vermelho nos EUA ¢ relacionada principalmente a O. sativa spp japonica € nao as
espécies silvestres anteriormente descritas (Olsen et al., 2007; Gross et al., 2010;
Reagon et al., 2010). No Brasil, as infestagdes com arroz vermelho sdo exclusivamente
compostas por plantas da espécie O. sativa L.

O nome arroz vermelho ¢ derivado da cor vermelha do pericarpo das sementes
(Gross et al., 2010). O pericarpo vermelho ¢ uma caracteristica indesejada pelo
consumidor de arroz e por isso interfere no seu beneficiamento e comercializagao
(Balbinot Jr ef al., 2003). Os graos de arroz vermelho tém forma arredondada com
ranhuras longitudinais, contrastando com o formato cilindrico liso dos grdos comerciais
(Hamid et al., 2007). No entanto, a selecdo imposta por determinadas praticas de cultivo
e a fecundagdo cruzada entre as cultivares de arroz e o arroz vermelho t€ém resultado na
diminui¢do desta caracteristica entre o arroz vermelho e o arroz cultivado
(Menezes et al., 2002).

O arroz vermelho apresenta em geral maior afilhamento quando comparado as
cultivares de arroz o que lhe proporciona alta competitividade (Menezes et al., 2002;
Schwanke ef al., 2008). Além disso, plantas de arroz vermelho t€ém porte mais alto que
as plantas de arroz cultivadas e o colmo com coloracdo levemente avermelhado
(Sanchez-Olquin et al., 2007). Associado ao alto perfilhamento, a maior estatura do
arroz vermelho prové alta competitividade por luz em relacdo as cultivares de arroz

(Fleck et al., 2008). Uma planta de arroz vermelho pode produzir mais de 2000



sementes em um ciclo de florescimento (Hamid ef al., 2007). Além disso, o arroz
vermelho apresenta alto nivel de degrane em suas sementes, que caem ao solo durante o
estadio de maturagdo fisiologica (Schwanke et al., 2008). Ainda, as sementes de arroz
vermelho  apresentam  altos niveis de dorméncia (Noldinetral, 1999;
Sweeney & Mccouch, 2007), permanecendo viaveis sob o solo por at¢ 10 anos
(Noldin et al., 2006).

Entre os caracteres que definem o comportamento competitivo do arroz
vermelho na cultura do arroz, os mais importantes sdo o degrane ¢ a dorméncia. O
degrane impede que as sementes sejam colhidas, fazendo com que elas cheguem até o
solo e se acumulem no banco de sementes. A dorméncia, por sua vez, garante a
persisténcia do arroz vermelho ao longo do tempo (Guetal.,, 2006), reduzindo a
eficiéncia das praticas de controle pela recolonizagdo das areas infestadas.

Em meados da década de 90, a area de cultivo de arroz infestada com arroz
vermelho no RS era de 27% (Souza, 2001). Pouco mais de dez anos depois, a infestagcdo
aumentou para aproximadamente 56% e estd presente em todas as regides de cultivo de
arroz do RS, numa densidade variando entre 5 a 30 plantas/m? (IRGA, 2010). No Brasil
ndo h4 uma estimativa econdmica de prejuizos causados pelo arroz vermelho. Contudo,
estima-se que no sul dos EUA tais prejuizos sejam da ordem de U$ 300,00/ha
(Burgos et al., 2008). Considerada a infestante de mais dificil manejo na lavoura do
arroz irrigado, o arroz vermelho causa perdas médias no rendimento de graos em torno
de 20%, e se nenhuma medida de controle for empregada este valor chega a 90% em
areas altamente infestadas (Diarra ef al., 1985; Avila et al., 2005). Essa redugdao no
rendimento deve-se a maior capacidade de competicdo do arroz vermelho influindo
negativamente no arroz cultivado em diversas etapas do desenvolvimento. Como

exemplo, foi mostrado que o arroz vermelho, em relagdo ao arroz cultivado, apresenta



crescimento e desenvolvimento mais acelerados, maior perfilhamento, maior produgao
de biomassa e maior indice de area foliar além de germinagdo mais precoce
(Fleck et al., 2008). Além de perdas diretas causadas pela competigdo com o arroz
cultivado, o arroz vermelho causa perdas indiretas, como a depreciacdo do valor das
terras infestadas e do preco de venda do arroz colhido contaminado com sementes da
daninha (Balbinot Jr et al., 2003). A presencga de sementes de arroz vermelho aumenta
os custos de limpeza e polimento além de limitar a classificagdo comercial do arroz
beneficiado (MAPA, 2010).

Diversas praticas de manejo tém sido adotadas como tentativas de mitigar os
efeitos negativos da competicao do arroz vermelho com o arroz cultivado. Estas praticas
referem-se a rotagao de culturas, preparo do solo em sistemas de cultivo minimo,
plantio direto e sistema pré-geminado, utilizagdo de sementes de arroz certificadas e
livrtes de arroz vermelho, semeadura na ¢época recomendada e controle
biolodgico com carpas ou marrecos (Agostinetto ef al., 2001; Santos et al., 2007,
Vernetti Junior ef al., 2009). Entretanto, estas praticas ndo sdo efetivas ou tém aplicagao
limitada. Por exemplo, a rotagdo da cultura do arroz com soja ¢ uma opgao aplicavel,
pois esta € mais habil que o arroz vermelho em captar nutrientes e luz em condigdes de
campo (Moraes et al., 2009), e proporciona a utilizacdo de herbicidas para o controle
desta planta daninha. Entretanto, o cultivo de arroz ocorre principalmente em solos
hidromorficos, o que limita a realizacdo da rotacdo de culturas a poucas areas com
sistema de drenagem eficiente (Griffin & Harger, 1990; Mussgnug et al., 2006). Ainda,
o controle quimico com herbicidas seletivos, que ¢ efetivo em relagdo a outras plantas
daninhas na cultura do arroz, era limitado devido a similaridade genética entre o arroz
vermelho e o arroz cultivado. O controle quimico do arroz vermelho era realizado com

herbicidas pré-emergentes, o que requeria a retirada da adgua da lavoura antes da
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semeadura do arroz (Eleftherohorinos & Dhima, 2002). Alternativamente, em locais
altamente infestados, o controle era realizado com herbicidas de acao total
em plantas germinadas apds revolvimentos do solo (Eleftherohorinos & Dhima, 2002;
Rodenburg & Demont, 2009). Entretanto, estas praticas sdo onerosas e pouco eficientes.
Posteriormente, o desenvolvimento de cultivares de arroz resistentes a herbicidas do
grupo quimico das imidazolinonas possibilitou o controle de arroz
vermelho seletivamente a cultura do arroz através da utilizacdo destes herbicidas

(Steele et al., 2002).

23 Cultivares de arroz e arroz vermelho resistentes as imidazolinonas

Em meados da década de 90, um processo de mutagénese induzida por
etil-metanossulfonato seguido de selecdo com os herbicidas do grupo das
imidazolinonas imazethapyr e imazapic em sementes de arroz produziu plantas de arroz
resistente a estes herbicidas, dando origem & linhagem de arroz resistente 93-AS-3510
(Croughan, 1998).

Diversas cultivares resistentes a imidazolinonas foram desenvolvidas usando a
linhagem 93-AS-3510 como genitor. Nos EUA foram comercializadas as cultivares
CL121 e CL 141 em 2001 tendo grande aceitagdo pelos produtores que
passaram a utilizd-las como principal forma de controlar o arroz vermelho
(Webster & Masson, 2001; Gealy ef al., 2003). As mesmas técnicas de mutagénese e
selecdo foram empregadas sobre a cultivar de arroz Cypress, originando a linhagem
PWC16  (Wenefridaetal., 2004). Esta linhagem foi utilizada  para
desenvolvimento da cultivar CL 161, comercializada pela primeira vez, nos EUA em
2003 (Tanetal, 2005). Na Argentina, a cultivar PUITA INTA CL foi obtida

igualmente por mutagénese e sele¢ao das linhas resistentes as imidazolinonas a partir da
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cultivar IRGA 417 (Livore et al., 2007). As mutagdes na enzima ALS responsaveis pela
resisténcia a imidazolinonas na linhagem 93-AS-3510 ¢ Glygs4Glu (Croughan, 1998),
na linhagem PWCI16 ¢ Sergs3Asn e na cultivar PUITA INTA CL ¢é Ala;),Thr
(Roso et al., 2010a).

No Brasil, a cultivar IRGA 422 CL foi comercializada inicialmente em 2003.
Esta cultivar foi desenvolvida através do método de retrocruzamento, no qual a
linhagem mutante 93-AS-3510 foi utilizada como fonte doadora do gene de resisténcia
ao herbicida imazethapyr e a cultivar IRGA 417 como o genitor recorrente. O
cruzamento inicial foi realizado no ano de 1996 em Louisiana, nos EUA. As demais
etapas foram realizadas na Estagdo Experimental do Arroz (EEA) do IRGA, em
Cachoeirinha/RS (IRGA, 2010). Foram realizadas cinco geragdes de retrocruzamentos e
trés de autofecundagdes além de testes de seletividade utilizando o herbicida
imazethapyr como agente seletivo (IRGA, 2010). Segundo a SOSBAI (2010), as
cultivares resistentes a herbicidas imidazolinonas disponiveis comercialmente no Brasil
atualmente sdo IRGA 422 CL, BRS Sinuelo CL, SCS 115 CL, estas originadas
linhagem 93-AS35-10; Sator CL, Avaxi CL, Apsa CL e Inov CL originadas a partir da
linhagem PWC16; e a cultivar PUITA INTA CL, originada diretamente por mutacdo a
partir de IRGA 417.

Os herbicidas do grupo quimico imidazolinonas atuam na inibicdo da ALS
(acetolactato sintase ou aceto-hidroxiacido sintase, E.C.4.1.3.18), que ¢ uma enzima
participante da biossintese dos aminoacidos valina, leucina e isoleucina em plantas
(Mccourt & Duggleby, 2006). Estes aminodcidos sdo sintetizados exclusivamente por
plantas e microorganismos a partir de piruvato para valina, piruvato e acetil CoA para
leucina, e piruvato e cetobutirato para isoleucina (Duggleby ef al., 2008). Na primeira

etapa na rota de sintese destes aminoacidos ocorre a formacdo de 2-acetolactato ou
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2-aceto-2-hidroxibutirato, ambas as reacdes catalisadas pela ALS. Além do grupo das
imidazolinonas, outros quatro grupos quimicos compdem os herbicidas inibidores da
ALS que s3o sulfoniluréias, pirimidiniltio-benzoatos, triazolopirimidinas e
sulfonilamino-carbonil-triazolinonas (Mccourt & Duggleby, 2006).

O imazethapyr foi o primeiro herbicida indicado para utilizagdo em cultivares de
arroz resistentes a imidazolinonas (Masson & Webster, 2001). No Brasil, a associagao
de herbicidas imazethapyr + imazapic foi introduzida junto a cultivar IRGA 422 CL
para controle do arroz vermelho e outras espécies de plantas daninhas na cultura do
arroz. Atualmente além da associagdo imazethapyr + imazapic, a associacdo de
imazapyr + imazapic também ¢ recomendada para utilizagdo em cultivares de arroz
resistentes aos herbicidas imidazolinonas (SOSBAIL, 2010).

Avaliacdes iniciais mostraram que a aplicacdo imazethapyr + imazapic nas doses
recomendadas proporcionou 100% de controle do arroz vermelho (Santos et al., 2007).
No entanto, o uso continuado destes herbicidas exerce uma alta pressao de sele¢do sobre
bidtipos de arroz vermelho e de outras plantas daninhas, contribuindo para surgimento
de populagdes resistentes. Existem no mundo 97 espécies de plantas daninhas
resistentes a herbicidas inibidores da acetolactato sintase e sua selegdo € relativamente
rapida, surgindo em torno de quatro anos apos a utilizagdo destes herbicidas
(Preston & Powles, 2002). Além disso, a possibilidade de ocorréncia de hibridizagdo
entre cultivares de arroz e biotipos de arroz vermelho ¢ um entrave para o manejo desta
planta daninha, devido a possibilidade de incorporacdo da resisténcia aos inibidores de
ALS no arroz vermelho, impossibilitando seu controle.

Vérios biotipos de arroz vermelho resistente aos inibidores de ALS foram
identificados nas lavouras de arroz irrigado dos EUA (Rajguru ef al., 2005) e do Brasil

(Menezes et al., 2009). Entre 130 individuos provenientes de 26 lavouras nos EUA, em
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pelo menos trés a resisténcia foi causada sele¢do independentemente da ocorréncia de
fluxo génico (Kuk ef al., 2008). Esta informagao ainda ndo ¢ disponivel no Brasil, e ¢ de
fundamental importancia para a determinagdo do foco principal de praticas de manejo
relacionadas a prevencao da evolucdo da resisténcia de plantas resistentes a herbicidas.
Em um recente trabalho, Menezes et al. (2009) investigaram 228 populagdes de arroz
vermelho do RS e identificaram 128 populagdes resistentes a imazethapyr+imazapic, o
que representaou 56% das populagdes avaliadas. O fator de resisténcia encontrado
nestas populagdes variou de 5,2 a 11,6, indicando haver populagdes de arroz vermelho
altamente resistentes aos herbicidas testados. Trabalhando com as mesmas populagdes,
Roso et al. (2010a) identificaram que o mecanismo de resisténcia predominante nestas
populagdes foi local de acdo alterado. Neste estudo percebeu-se que as mutagdes
presentes nos genes da ALS dos mesmos bidtipos de arroz vermelho resistentes foram,
em sua maioria, iguais aos das cultivares de arroz resistente IRGA 422 CL, PUITA
INTA CL e Sator CL. Neste trabalho foi identificado que aproximadamente 13% das
populagdes estudadas apresentaram mutagdes iguais as presentes nas cultivares PUITA
INTA CL e Sator CL e mais de 80% apresentaram a mesma mutacdo que a IRGA 422
CL, que foi a cultivar resistente mais utilizada pelos orizicultores no RS até 2008. Estes
resultados sdo indicios da ocorréncia de fluxo génico entre cultivares de arroz

resistentes a herbicidas e arroz vermelho nas condi¢des de cultivo do RS.

24  Fluxo génico

Uma das principais fontes de variabilidade genética das espécies de plantas e
animais incluindo seres humanos ¢ o fluxo génico que, associado a selecdo natural e
deriva genética mantém as populagdes em constante evolugao (Harlan, 1975). O fluxo

génico, também conhecido como migracao, refere-se ao processo de troca de genes
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entre  populacdes normalmente da mesma espécie, podendo, porém,
ocorrer entre espécies muito proximas filogeneticamente (Carrie & Loren, 2004).
Apesar da grande importancia do fluxo génico no processo evolutivo, na esfera
agrondmica este processo tem se caracterizado como limitante na biosseguranca
(Junet al., 2010; Rongetal., 2010) e de manutencdo das fontes de variabilidade
genética, tdo importante para os programas de melhoramento (Slarkin, 1985;
Duputie et al., 2007). Nos locais onde as culturas sdo cultivadas geograficamente
proximas a espécies silvestres correlatas, o fluxo génico na direcdo cultivada-silvestre
pode reduzir-lhes a variabilidade ou mesmo incrementar o comportamento invasivo das
populagdes silvestres (Ellstrand, 2009). Nesse sentido, os diversos cenarios onde o fluxo
génico de culturas comerciais para suas respectivas espécies correlatas tém sido
estudados como sorgo e Sorghum bicolor (Sahoo et al., 2010), canola e Brassica juncea
(Huangfu et al., 2011), mandioca e Manihot sp. (Duputieetal., 2007),
rabanete e Raphanus raphanistrum (Snow et al., 2010) e arroz e arroz vermelho
(Shivrain ef al., 2009b). O caso do arroz ¢ um dos mais importantes devido a
importancia desta cultura e ao nimero espécies capazes de hibridizar com as cultivares
comerciais. As espécies O. glaberrima, O. meridionalis, O. rufipogon, O. glumaepatula,
O. nivara, O. longistaminata possuem o genoma AA que ¢ o mesmo encontrado em
O. sativa (Vaughan, 1989; Kuroda et al., 2007). Dessa forma, hibridizacdes podem
ocorrer entre estas espécies (Lu & Yang, 2009).

O sistema de fecundacao do arroz ¢ a autogamia, embora diversos estudos
tenham mostrado valores entre 0,01 a 52% de polinizagdo cruzada dependendo
das condicoes ambientais e de cultivo, das caracteristicas inerentes as
cultivares e bidtipos, da época de florescimento e da distancia entre as plantas

(Langevin et al., 1990; Gealy et al., 2003; Shivrain et al., 2009a). Mesmo apresentando,
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em geral, uma baixa taxa de alogamia ou fluxo génico, esta pode ser bastante expressiva
devido ao grande niumero de plantas presentes nas areas de cultivo. Como consequéncia,
tem-se a evolugao das populagdes de arroz vermelho que adquirem caracteristicas das
cultivares utilizadas. Ainda, a manifestacdo do vigor hibrido torna as geracdes
subsequentes mais competitivas (Noldin et al., 2004; Shivrain et al., 2009a), resultando
em maiores prejuizos econdmicos na atividade orizicola. Além disso, o controle de
populagdes de arroz vermelho resistentes com herbicidas seletivos ao arroz se torna
limitado (Menezes et al., 2009).

Diversas técnicas vém sendo utilizadas para identificagdo do fluxo génico em
arroz, entre estas se destacam o uso de marcadores moleculares e bioensaios de
embebi¢do de sementes. Por exemplo, 25 marcadores moleculares microssatélites ou
SSR (Simple Sequence Repeats) foram utilizados para identificar 16 hibridos de arroz
cultivado e arroz vermelho (Gealy et al., 2002). Recentemente, apenas dois marcadores
SSR foram usados na identificacdo de hibridos de arroz resistente a imidazolinonas e
arroz vermelho (Shivrain ef al., 2009b). Marcadores SSR sao largamente utilizados em
estudos evolutivos e de genética de populagdes devido ao seu alto grau informativo, que
permite detectar polimorfismo molecular com grande eficacia, além de ter custo
relativamente baixo em comparagdo a outros métodos. Atualmente estdo disponiveis
mais de 72 000 marcadores SSR para o arroz (Zhang et al., 2007; Parida et al., 2009)
que facilita a realizagdo de estudos genéticos no género Oryza de forma geral, pois a
maioria destes marcadores sao polimorficos entre espécies deste género.

Os bioensaios de embebicdo de sementes também vém sendo utilizados na
detec¢do de individuos resistentes aos herbicidas em varias espécies, € sao prontamente
aplicavel na identificagdo de fluxo gé€nico entre arroz resistente a imidazolinonas e arroz

vermelho. Este método consiste na embebicao de sementes em solucao herbicida por
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24h e posterior germinagdo em camara de germinag¢do (Roso et al, 2010b). Os
individuos resistentes e suscetiveis sdo discriminados facilmente através do
comprimento diferencial das raizes. A resisténcia de arroz vermelho as imidazolinonas
tem sido identificada com este método (Kuk ez al., 2008; Shivrain et al., 2010b). Ainda,
o fluxo génico entre plantas suscetiveis e resistentes a herbicidas tem sido detectado
com este método com outros herbicidas e outras espécies de plantas daninhas
(Noldin et al., 2002; Rong et al., 2005; Merotto Jr et al., 2009).

O fluxo génico tem sido estudado em condi¢des controladas e de campo,
sobretudo envolvendo cultivares resistentes e suscetiveis a herbicidas, além de
populagdes de arroz vermelho (Gealy ef al., 2003). De fato, o fluxo génico entre
cultivares de arroz resistentes a glufosinato de amonio e cultivares suscetiveis foram
identificados em varios trabalhos (Messeguer ef al., 2001; Noldinefal, 2002;
Zhang et al., 2003; Messeguer et al., 2004; Yao et al., 2008; Kanya et al., 2009). Além
disso, também foi avaliado o fluxo génico destas cultivares resistentes para biotipos de
arroz vermelho (Noldin ef al., 2002; Zhang et al., 2003; Messeguer et al., 2004;
Sanchez Olguin et al., 2009). Do mesmo modo, cultivares de arroz resistentes
a herbicidas do grupo das imidazolinonas também apresentaram fluxo génico tanto para
cultivares suscetiveis como para bidtipos de arroz vermelho em diversos estudos
(Gealy et al., 2003; Shivrain ef al., 2007; Kadaru et al., 2008; Shivrain et al., 2009a).
No Brasil, foi identificado fluxo gé€nico a partir de cultivares resistentes e suscetiveis a
herbicidas para bidtipos de arroz vermelho (Noldin ef al., 2002; Gealy et al., 2003;
Villa et al., 2006; Brunes et al., 2007). Além do fluxo génico entre arroz cultivado e
arroz vermelho, este também foi identificado entre arroz cultivado e outras espécies do
género Oryza (Songetal., 2003; Chenetal, 2004, Yaoetal, 2008;

Niruntrayakul ef al., 2009; Song et al., 2009). Ainda, outras caracteristicas tém sido
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estudadas na cultura do arroz em fung¢do do fluxo génico como a tolerancia a
lepidopteros (Rong ef al., 2005; Rong et al., 2007; Cao et al., 2009) e coloragdo de
graos (Endo et al., 2009).

Embora estudos tenham mostrado a ocorréncia de fluxo génico a partir de
cultivares de arroz para arroz vermelho  (Shivrainefal, 2008) ou
mesmo a ocorréncia de bidtipos de arroz vermelho resistentes a imidazolinonas
(Sales et al., 2008; Menezes et al., 2009), pouco se sabe sobre a ocorréncia
de fluxo génico a partir de arroz vermelho resistente. Em um trabalho realizado nos
EUA foi detectado fluxo génico de arroz vermelho para cultivares de arroz
(Shivrain ef al., 2009a). Os autores afirmaram que dessa forma seria possivel uma
populagdo de arroz vermelho resistente transferir a resisténcia para outras populagdes de
arroz vermelho suscetiveis. Em outro trabalho, realizado no Brasil, foi constatado que
houve fluxo génico de arroz vermelho para uma linhagem de arroz resistente a
glufosinato de amoénio (Noldin ef al., 2002). O fluxo a partir de populagdes de arroz
vermelho resistentes para outras suscetiveis ¢ informagdo essencial, pois uma vez que
plantas de arroz vermelho tornem-se resistentes, estas passam a ser fonte do gene que
causa resisténcia. Isto permite a introgressdo desse gene nas demais populagdes de arroz
em outras areas de cultivo. Além disso, a distribuicdo da resisténcia também pode
ocorrer por fluxo génico entre lavouras. Neste caso, sementes, ou eventualmente, pdlen
podem ser transportados da uma area para outra de forma a introduzir o alelo de
resisténcia em novas populacdes (Gealy et al., 2003; Song et al., 2004).

Assim sendo, a ocorréncia do fluxo génico de resisténcia a herbicidas a partir de
uma cultivar de arroz resistente para a planta daninha arroz vermelho possui trés
dimensdes. Primeiro, o fluxo pode acontecer diretamente da cultivar de arroz para o

arroz vermelho. Segundo, o fluxo génico em uma determinada lavoura pode ocorrer a
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partir de uma planta de arroz vermelho ja resistente originada por um processo
independente de mutagdo no gene da enzima alvo de um herbicida. Terceiro, a origem
da resisténcia pode estar relacionada a migragdo do gene de resisténcia entre lavouras
devido a mobilizagdo de principalmente sementes, mas também de podlen, de arroz
vermelho ja resistente aos herbicidas.

A determinacdo da predominancia e da magnitude destes processos ¢ importante
para indicar a necessidade de intensificagdo de estratégias de preven¢do e manejo da
resisténcia do arroz vermelho aos herbicidas imidazolinonas. Baseado nisso, se a
resisténcia aos herbicidas em arroz vermelho for devida principalmente processos
independentes de selecdo de mutantes, o manejo poderia ser realizado com base na
redugdo da pressao de selecao pelos herbicidas. No caso do arroz, isso ¢ alcancado
através da rotagdo de culturas que permite a utilizagdo de herbicidas de distintos
mecanismos de acdo (Burgos ef al., 2008). Por outro lado, se a resisténcia for devida ao
fluxo génico de arroz vermelho resistente para outras areas orizicolas, o manejo da
resisténcia deve ter como base a utilizacdo de sementes certificadas, livres de arroz
vermelho e limpeza de maquinario compartilhado ou alugado. Por fim, se a resisténcia
de arroz vermelho provir fundamentalmente de fluxo direto de cultivares resistentes aos
herbicidas, as estratégias de controle deverdo basear-se no controle de escapes de arroz
vermelho. Para tanto, praticas como rouguing ou catagdo manual, aplicagdo sequencial
de herbicidas e aplicagao de herbicidas durante o florescimento do arroz vermelho
podem ser utilizadas (Agostinetto ef al., 2001).

Ainda, o conhecimento de possiveis alteragdes adaptativas nas plantas
resistentes, independente da origem da resisténcia, auxilia na determinagdo de métodos
de manejo que, baseados nestas alteragdes, sejam mais efetivos no controle de

populagdes de arroz vermelho resistentes.
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2.5  Alteracio na adaptacao de plantas resistentes a herbicidas

Adaptacao ou fitness refere-se a capacidade de uma populacdo em ocupar um
dado local em certas condigdes ambientais através da sobrevivéncia e reproducao e, em
se tratando de lavouras, sdo abrangidos os efeitos das condi¢des de cultivo (Orr, 2005).
As alteracdes nesse processo sao devidas a pequenas mudangas em certas caracteristicas
dos organismos, através de mutacdes ou fluxo génico, que podem causar tanto ganho
quanto perda da adaptacdo. Como resultado ocorre a troca de populagdes menos
adaptadas por outras melhor adaptadas (Snow et al., 2010). O fluxo génico de
caracteristicas distintas de cultivares promove diferentes alteragdes na adaptagdao de
hibridos de espécies cultivadas e silvestres (Kumar ef al., 2008). Este fato implica
diretamente na cultura do arroz, uma vez que espécies silvestres sdao fontes de
germoplasma para programas de melhoramento (Rangel efal, 2008). Contudo,
hibridizagdo e fluxo génico sdo fontes de variabilidade e adaptagdo em ambientes
naturais, tendo um papel importante na evolugdo das plantas, promovendo também
alteragdes nos ecossistemas (Ellstrand ez al., 1999).

As alteragdes da adaptacdo de plantas advindas de hibridizagao entre variedades
cultivadas e tipos silvestres correlatos tem se caracterizado como um assunto
controverso (Arriola & Ellstrand, 1997; Snow et al., 2001; Vila-Aiub et al., 2009b;
Mercer & Perales, 2010). A auséncia de alteracao da adaptacdo tem sido encontrada em
relacdo ao fluxo génico envolvendo resisténcia a herbicidas inibidores da ALS
(Sibony & Rubin, 2003). Entretanto, muitos destes resultados sdo contestaveis por nao
serem realizados com avaliagdes durante todo o ciclo da planta, em competicdo com
outra planta, utilizando linhas isogénicas ou um maior numero de populagdes e, ainda,

devido a problemas de genes ligados envolvidos no fluxo génico entre plantas (Vila-
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Aiub ef al., 2009b). Em muitos dos estudos sobre adaptacao de individuos resistentes a
herbicidas, sdo realizadas simples comparagdes de caracteristicas morfologicas de
poucos individuos resistentes e suscetiveis a certo herbicida (Christoffoleti et al., 1997,
Crooks et al., 2005). Outros estudos tém revelado adaptacdo negativa ou auséncia de
alteragcdo nas populagdes resistentes a herbicidas inibidores de acetilcoenzima A
carboxilase (ACCase) (Vila-Aiub et al., 2009a), ALS (Sibony & Rubin, 2003) e do
fotossistema II (Nader et al., 2008).

A inconsisténcia encontrada entre os diversos trabalhos relacionada a adaptagao
de populagdes resistentes a herbicidas pode ser atribuida a variagao nos fatores que
afetam esta caracteristica. Além de variagdes devidas ao ambiente e a espécie estudada,
outros fatores podem ter importancia subestimada. Por exemplo, distintos mecanismos
de resisténcia a herbicidas podem definir diferentes respostas adaptativas nos biotipos
resistentes (Vila-Aiub ef al., 2005a). Park ef al. (2004) encontraram adaptagdo positiva
em bidtipos de Bromus tectorum resistentes por local de acdo alterado. Entretanto, Vila-
Aiub et al. (2009a) mostraram que biotipos de Lolium rigidum resistentes a herbicidas
por metabolizacdo apresentam adaptagdo negativa. Além disso, casos de resisténcia
multipla onde um dos mecanismos ¢ metaboliza¢do, também apresentaram penalidade
na adaptagdo em bidtipos resistentes aos herbicidas (Sibony & Rubin, 2003;
Park & Mallory-Smith, 2005). Ainda, as enzimas alvo referentes aos mecanismos de
acdo dos herbicidas, ao sofrerem mutagdes podem promover diferentes implicagdes na
adaptacao. Um exemplo classico deste processo ocorreu em plantas resistentes aos
herbicidas inibidores do Fotossistema II devido a uma mutag¢do na proteina D1 que ¢
fundamental no processo fotossintético. A ocorréncia de mutagdo nesta proteina além de

causar a resisténcia de Amaranthus tuberculatus var. rudis a herbicidas triazinas, foi
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relacionada a uma intensa adaptagdo negativa, resultando em menor producdo de
biomassa e de sementes (Nader et al., 2008).

Muta¢des na enzima ALS, além da resisténcia a estes herbicidas em Kochia
scoparia (Dyer et al., 1993) e Lactuca serriola (Preston et al., 2006), provocaram uma
diminui¢do da autorregulacao da rota pelos aminoacidos Valina, Leucina e Isoleucina.
Isto ja havia sido proposto por Singh ef al. (1992) que trabalharam com o gene ALS de
Arabidopsis thaliana em plasmideos, cuja enzima sintetizada teve limitada
autorregulacdo pelos aminoacidos. Esta insensibilidade a regulagdo faz com que a
enzima ALS catalise as reagdes constantemente, resultando em biossintese excessiva e
consequente acumulo dos mesmos nas sementes produzidas pelas plantas, dando-lhes
maior velocidade germinativa (Dyer ef al., 1993). No entanto, a altera¢do na regulagdo
da ALS parece estar relacionada com a mutacdo encontrada no gene da enzima. A
mutagdo Projg;His provocou insensibilidade da enzima ALS a regulagdo
(Eberlein et al., 1997), contudo a mutacdo Trpsss7Leu ndo causou o mesmo efeito
(Hattori et al., 1995). Estudando o efeito de diferentes mutagcdes que conferem
resisténcia a herbicidas inibidores de ACCase em Alopecurus myosuroides,
Menchari et al. (2008) mostraram que as mutagoes Ile;7g;Leu e Ileyps; Asn ndo causaram
alteracdo na adaptacdo nas populagdes, enquanto que a mutagdo Aspo71Gly causou
diminui¢do da producdo de biomassa, na produgdo e peso de sementes. Enfatiza-se,
portanto, a necessidade de estudos que diferenciem caso a caso as respostas de
adaptacdao em funcao da espécie e ambiente, natureza da enzima-alvo e sua importancia
fisiologica e dos mecanismos de resisténcia.

A resisténcia a inibidores de ALS em arroz vermelho pode ter outros efeitos
além da perda de eficiéncia de controle. Um destes efeitos seria uma alteragdo no

padrao de germinagdo de bidtipos resistentes. Estudos realizados em biotipos de
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Lactuca serriola indicaram que o bidtipo resistente aos herbicidas do grupo quimico
sulfoniluréias, inibidores de ALS, germinaram mais rapido que os bidtipos suscetiveis
(Alcocer-Ruthling ef al., 1992). Resultados semelhantes foram encontrados em bidtipos
de Kochia scoparia, mas foi observado dependéncia da temperatura na germinagao,
havendo mais rapida germinacdo do bidtipo resistente quando em baixa temperatura
(Thompson et al., 1994). Além disso, Park et al. (2004) mostraram que bidtipos de
Bromus tectorum resistentes a herbicidas do mesmo grupo quimico produziram 80%
mais sementes que os suscetiveis, além de suas sementes germinarem 24h antes e com
maior intensidade. Um estudo mostrou que o nivel da resisténcia a imidazolinonas em
arroz vermelho ¢ dependente da mutacdo presente no gene da ALS (Sales et al., 2008).
Embora nao tenha sido avaliada nesse estudo, a atividade da enzima ALS também
poderia estar relacionada com as mutagdes. A cultivar de arroz resistente as
imidazolinonas PUITA INTA CL germinou mais rapido que cultivar suscetivel IRGA
417 em temperaturas amenas (Merotto Jr et al., 2007). Este estudo caracterizou a
diferenga de velocidade de germinagdo nas cultivares avaliadas em apenas um lote de
sementes. Entretanto, estes efeitos podem estar relacionados tanto as caracteristicas
inerentes aos genotipos ou ao efeito ambiental dos locais onde as sementes foram
produzidas. Para isolar tais efeitos, sementes de diversos locais de producao devem ser
avaliadas de forma a isolar os efeitos genotipicos e ambientais desse fendmeno.

Duas consequéncias podem resultar da germinacao mais rapida em condi¢des de
baixas temperaturas de um bidtipo de arroz vermelho. Primeiramente, biotipos
resistentes podem tornar-se competitivamente dominantes devido a sua rapida
emergéncia. Alternativamente, a germinagao mais rapida do biotipo resistente permite
prematura eliminacdo pelo preparo de solo ou por praticas de controle de plantas

daninhas anteriormente a semeadura da cultura. As alteragdes na adaptacao de arroz
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vermelho resistente a inibidores de ALS serd dependente ainda, da constitui¢ao genética
que cada populagdo apresenta. Por isso, estudos genéticos envolvendo estas populagdes
permitem entender como as populagdes resistentes e suscetiveis de arroz vermelho irdo

evoluir e adaptar-se diferencialmente neste novo cenario.

2.6  Diversidade genética de populagoes de Oryza sativa L.

A diversidade genética ¢ a expressdo utilizada para descrever as variagoes
genéticas herddveis encontradas entre e dentro de espécies, populacdes de uma espécie,
ou individuos de uma populacao (Hughes et al., 2008). Estudos genéticos em arroz t€ém
elucidado aspectos importantes do género Oryza, que contém duas espécies cultivadas e
aproximadamente 20 espécies silvestres distribuidas nas regides tropicais e subtropicais
da Américas Central e do Sul, na Africa, Oceania ¢ Asia (Sundaramoorthi et al., 2009;
Kumagai et al., 2010; Roulin et al., 2010).

O complexo O. sativa ¢ o mais importante grupo com respeito a estudos de
evolugdo de plantas cultivadas, consistindo de duas espécies principais, a
asidtica O. sativa e a africana O. glaberrima, e ainda cinco espécies silvestres
(Kumagai et al., 2010). Dentro da espécie cultivada O. sativa, existem duas
subespécies, japonica e indica. Diversos estudos sugerem que estas subespécies sao
produtos de eventos distintos de domesticagdo a partir do ancestral O. rufipogon
(Cheng et al., 2003; Zhu & Ge, 2005; Londo et al., 2006). Esta hipotese foi inicialmente
baseada em estudos bioquimicos de diversidade genética (Second, 1982) e
posteriormente suportada por analises moleculares (Kumagai et al., 2010).

A predominancia de autogamia no género Oryza determina que o fluxo génico
seja comumente restrito. Como resultado, ¢ esperada grande diversidade genética entre

populagdes geograficamente ou ecologicamente distantes. De fato, estudos tém revelado
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alta diversidade genética entre populagdes de Oryza em diversas regides onde o cultivo
de arroz ¢ importante. Um estudo realizado por Garris et al. (2005) indicou que a
estrutura genética de 233 acessos de Oryza sativa oriundos dos cinco continentes ¢
composta por cinco grandes grupos relacionados a subespécie ou ambiente que sao
indica, aus, aromatic, japonica tropical e japonica temperada. Entretanto, a composi¢ao
genética dos acessos de arroz foi mostrada ser composta por misturas em diferentes
graus destes grupos (Garris ef al., 2005).

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

A diversidade genética no género Oryza ndo se limita as variedades cultivadas.
Também o arroz vermelho apresenta elevada variabilidade. Nos ultimos anos, diversos
estudos tém demonstrado que populacdes de arroz vermelho de certas regides sdo
compostas por misturas entre diversas espécies do género Oryza (Vaughan et al., 2001;
Reagon et al., 2010). Estudos recentes mostraram que certas populacdes de arroz
vermelho nos EUA estdo estreitamente associadas a O. sativa, O. nivara, e O. rufipogon
o que indica ocorréncia de fluxo génico entre estas espécies (Londo & Schaal, 2007;
Gealy et al., 2009). Ainda, Reagon et al. (2010) mostraram que acessos de arroz
vermelho dos estados de Arkansas, Louisiana, Mississippi, Missouri e Texas, sdo
compostas principalmente por Oryza sativa spp indica e O. sativa spp indica vs aus.
Este fato ¢ atribuido a diferentes eventos de introducdo de espécies silvestres do género

Oryza (Londo & Schaal, 2007) e também de variedades cultivadas que eventualmente
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deixaram de ser exploradas comercialmente (Cao et al., 2006). A possibilidade de
hibridizagdes entre espécies possuindo o mesmo genoma, no caso AA, contribui para
manuten¢do da variagdo genética do arroz vermelho e favorece sua persisténcia em
praticamente todas as areas de cultivo de arroz através de rapida adaptagdo a diferentes
praticas agrondmicas e climaticas (Reagon et al., 2010).

Apesar do grande problema que o arroz vermelho representa para a cultura do
arroz no Brasil, o conhecimento de sua diversidade genética no Pais ainda ¢ limitado.
Entretanto estdo disponiveis ferramentas em biologia molecular capazes de caracterizar
geneticamente populagdes de arroz vermelho. Os marcadores moleculares SSR, por
exemplo, t€ém sido amplamente utilizados na caracterizagdo genética de populacdes
de diversas espécies incluindo o arroz (Duputie et al., 2007; Uma et al., 2009;

Aper et al., 2010; Shivrain et al., 2010a).

2.6.1 Utilizacao de marcadores SSR na avaliaciao da diversidade
genética

Os marcadores moleculares microssatélites, também conhecidos como SSR, sdo
uma classe de repeticdes variaveis em tandem composta por uma pequena regiao de um
a seis pares de nucleotideos repetidos 100 vezes ou mais. Eles sdo encontrados
no genoma nuclear de eucariotos e no genoma cloroplastidial de plantas
(Ebert & Peakall, 2009; Jones et al., 2009). Devido a sua alta taxa de mutacdes, estas
regides sdo de grande interesse na genética de populacdes (Udupa & Baum, 2001). As
mutacgoes resultam em marcadores altamente polimoérficos, permitindo discriminagao
genética de individuos proximamente relacionados, mesmo utilizando um namero
relativamente baixo de marcadores. Ainda, mesmo nas espécies autdgamas sao
encontradas variacdes alélicas nos loci microssatélites que permitem a distingao

filogenética entre acessos. Um estudo realizado por Ren et al. (2003) comparou
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marcadores SSR e Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) na
caracterizacdo de populagdes de arroz. Estes autores mostraram que os SSR foram mais
eficazes em discriminar diminutas variagdes entre os acessos para um mesmo numero
de marcadores utilizados.

O carater codominante dos marcadores SSR permite a distingdo entre
homozigotos e heterozigotos (Varshney et al., 2005). Em organismos diploides, por
exemplo, um marcador SSR indica um unico alelo em um individuo homozigoto e dois
alelos polimorficos em um individuo heterozigoto (Varshney etal., 2005). O
polimorfismo entre os alelos ¢ devido ao numero de vezes que o nucleo de bases se
repete em cada alelo. Esta ¢ uma grande vantagem destes marcadores, pois torna a
andlise de frequéncias alélicas e contagem dos genotipos extremamente simples
(Jones et al., 2009). Ja a presenca de multiplos alelos por /ocus favorece a avaliagdao da
diversidade genética de populacdes e subpopulacdes mesmo em espécies com alto grau
de autogamia como o arroz (Zhang et al., 2009).

Muitos estudos tém demonstrado a utilidade dos marcadores SSR na
investigacdo e analise de diversidade genética e estrutura de populacdes em vérias
espécies de plantas (Menezes ef al., 2010; Narzary et al., 2010; Oliveira et al., 2010;
Uysal et al., 2010). Em relagdo ao arroz, os marcadores SSR tém sido utilizados na
investigacao da diversidade das variedades cultivadas (Borba et al., 2009a), tradicionais
(Vaz et al., 2009), na determinagao de hibridizagdes entre espécies silvestres do género
Oryza (Dong et al., 2010), e ainda em estudos de evolugdo das espécies desse género
(Zhang et al., 2009). A diversidade genética de populagdes de arroz vermelho também
tem sido estudada tendo marcadores SSR como ferramentas principais. Esta € uma
diferenca importante em relacdo a estudos genéticos de outras plantas daninhas, que

geralmente tém aplicagdo restrita devido a limitada disponibilidade de marcadores
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moleculares eficazes. Marcadores moleculares desenvolvidos para o arroz cultivado
podem ser utilizados em arroz vermelho, resultando em elevada capacidade de andlises

genéticas desta planta daninha.

2.6.2 Analises de variabilidade e estrutura genética

A diversidade genética pode ser analisada a partir de um Jlocus génico em trés
niveis (Wright, 1943). Em individuos, a diversidade genética pode ser observada
quando se encontram individuos homozigotos e heterozigotos. J& em populagdes, a
diversidade est4 presente quando individuos diferentes apresentam alelos diferentes. Em
uma espécie, a diversidade pode estar presente entre populagdes, no caso de algumas
destas populacdes possuirem alelos que outras ndo possuem (Wright, 1943). Neste
caso, ¢ dito que a diversidade esta dividida entre populagdes de uma espécie
(Lowe et al., 2004).

A avaliagdo da diversidade genética pode ser realizada baseando-se nas
frequéncias alélicas obtidas através de marcadores moleculares codominantes como os
SSR (Laurentin, 2009). Estes permitem a deteccdo de alelos individuais em cada /ocus,
tanto heterozigoto como homozigoto. A partir disso, € nimero de alelos por /ocus € o
nimero de /Joci polimorficos podem ser calculados. Os valores observados sdo
indicadores de diversidade genética (Hartl & Clark, 2007).

O numero de alelos por locus (A), conhecido também como riqueza alélica, ¢
obtido pela relagao entre o nimero de alelos encontrados em uma populagao e o nimero
total de loci estudados. J& o niimero de /oci polimorficos (P) € a relagdo entre o
numero de /ocus polimoérficos € o nimero total de /oci estudados em uma populacao
(Lange, 2003). Este valor indica a quantidade de polimorfismo existente em uma
populagdo e permite a comparacdo entre populacdes. Ainda, € possivel calcular o

numero de alelos por /ocus polimorfico (AP) que ¢ a relagdo entre o nimero de alelos
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observados em /oci polimorficos pelo numero de loci polimérficos estudados
(Lowe et al., 2004). Medidas mais informativas podem ser obtidas das frequéncias
alélicas observadas, que permitem comparagdes entre a heterozigosidade esperada e
observada. A heterozigosidade observada (H,) ¢ a propor¢ao de individuos
heterozigotos nas amostras da populagao. A heterozigosidade esperada (H.), também
referida como diversidade total de Nei (1973, 1978), ¢ definida como a quantidade de
heterozigosidade que estaria presente em uma populacdo, dada uma frequéncia alélica
observada em equilibrio de Hardy-Weinberg.

A diversidade total (Hr), existente em uma populacao ¢ resultante de duas
proporg¢oes distintas. A propor¢do de diversidade que ¢ devida a variagdo dentro das
populagdes ¢ conhecida como Hs. Este valor representa a heterozigosidade média dentro
das populagdes. J& a proporcao referente 4 variagdo entre populagdes ¢ conhecida como
Dgr (Nei, 1973, 1978). A razdo entre estas duas propor¢des, Dsr e Hg, resulta na
proporcao da diversidade genética devida a diferenca entre subpopulacdes em relagdo a
diversidade genética na populacdo. Esta razdo ¢ chamada de coeficiente de
diferenciagdo genética de Nei ou Gsr (Nei, 1973, 1978).

O indice Gsr de Nei (1973, 1978) ¢ equivalente ao indice Fsr de Wright (1951),
contudo existem diferengas entre eles. O indice Fgr foi desenvolvido para
subpopulagdes infinitas e dialélicas, baseado nas probabilidades de homozigose por
descendéncia (Neigel, 2002). Por outro lado, o Gsr, baseado em heterozigosidades
esperadas e observadas, foi desenvolvido para amostras de populacdes contendo poucas
subpopulagdes e multialélicas (Nei, 1973).

Além das andlises de diversidade dentro e entre populacdes baseadas em
frequéncias alélicas, outra metodologia comumente utilizada ¢ a analise de variancia

molécular (Analysis of Molecular Variance - AMOVA, Excoffier ef al., 1992). Nesta
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metodologia, a matriz de distancia entre os pares de gendtipos ¢ utilizada em um
esquema de analise de variancia produzindo estimativas de componentes de variancia
equivalentes as estatisticas F de Wright (Laurentin, 2009). A principal diferenca desta
para a analise de varidncia convencional ¢ como a significincia dos componentes ¢
testada (Laurentin, 2009). Em analise de variancia convencional a distribui¢do normal ¢
assumida, entretanto, em dados moleculares isso ndo ocorre, por isso sao usadas
permutacdes (Excoffier efal,, 1992). O modelo mais simples de AMOVA ¢
representado por variagcdo entre grupos, variagdo dentro dos grupos e erro como fontes
de variagdo (Laurentin, 2009).

A determinagdo de populacdes ¢ fundamental em estudos de genética de
populagdes. Normalmente isto € realizado a partir da origem geografica das amostras ou
fenotipos. Entretanto, a estrutura genética de populagdes nem sempre esta relacionada
com a distancia geografica dos individuos (Evanno ef al., 2005). Por isso, nos ultimos
anos métodos de assignment tém sido amplamente utilizados em estudos de genética
de populagdes (Londo & Schaal, 2007; Aper et al., 2010; Hufford ef al., 2011). Um dos
modelos de assignment mais utilizados é o proposto por Pritchard et al. (2000). Neste
modelo, os acessos sdo agrupados probabilisticamente por meio de inferéncia bayesiana
a um numero K de populagdes, sendo o valor de K desconhecido. O método busca
determinar a populacdo a qual pertence cada individuo a partir de matrizes de Fgst, sem
considerar informagdes de coleta destes individuos (Pritchard ez al., 2000). Este método
vem sendo continuamente aperfeigoado com o intuito de conferir maior robustez aos
resultados obtidos com os mais variados conjuntos de dados (Falush efal., 2003;
Evanno et al., 2005; Hubisz et al., 2009). Assim, varios estudos sobre estrutura
populacional de arroz e arroz vermelho tém sido realizados com base neste método

(Garris et al., 2005; Londo & Schaal, 2007; Gealy ef al., 2009; Shivrain et al., 2010c).



3 MATERIAL E METODOS

A evolugdo de populagdes de arroz vermelho resistente a herbicidas requer
medidas de controle especificas, que visem impedir o surgimento de novos casos e a
dissemina¢do de individuos resistentes. Dessa forma, sdo necessarios conhecimentos
que permitam a determinacdo da origem da resisténcia, da disseminagdo da resisténcia
entre populagdes e da adaptacdo diferencial de arroz resistente aos herbicidas. Com o
objetivo de alcancar estes conhecimentos foram realizados os seguintes experimentos
3.1) determinacdo da origem da resisténcia de arroz vermelho as imidazolinonas; 3.2)
quantificagdo do fluxo génico a partir de arroz vermelho resistente, 3.2.2) andlise da
estrutura populacional e avaliacdo do fluxo génico entre populagdes de arroz vermelho
do RS e; 3.3) avaliacdo da adaptagdo de cultivares de arroz resistentes a herbicidas
inibidores da ALS.

Os experimentos para determinagdo da origem da resisténcia em populacdes de
arroz vermelho e de avaliagdo da adaptacdo em cultivares resistentes foram realizados
no Laboratério da Flora Ruderal (LAFLOR) e no Laboratoério de Biologia Molecular do
Departamento de Plantas de Lavoura da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) em Porto Alegre/RS. O experimento de determinacao do fluxo génico a partir
de plantas de arroz vermelho resistente foi realizado na Estagdo Experimental do Arroz
(EEA) do Instituto Rio Grandense do Arroz (IRGA) em Cachoeirinha/RS e as

avaliagdes de fluxo génico foram realizadas no Laboratorio de Biologia Molecular do
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Departamento de Plantas de Lavoura da UFRGS. O experimento de estrutura genética e
fluxo génico entre populacdes de arroz vermelho foi realizado no Laboratério de
Biotecnologia do Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijao (CNPAF) da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) em Santo Antonio de Goids/GO.

Todos os experimentos foram realizados nos anos de 2009 e 2010.

3.1 Determinacio da origem da resisténcia de arroz vermelho

3.1.1 Material Vegetal

O estudo foi realizado em casa-de-vegetacdo do LAFLOR e no Laboratdrio de
Biologia Molecular do Departamento de Plantas de Lavoura da Faculdade de
Agronomia da UFRGS. O material vegetal utilizado foi cedido pelo IRGA, ¢
corresponde a 176 individuos oriundos de 15 populagdes de arroz vermelho resistentes a
herbicidas imidazolinonas coletados na safra 2007/08 (Tabela 1). Adicionalmente,
foram utilizadas como controle, as cultivares IRGA 417, IRGA 422 CL, PUITA INTA
CL e Sator CL, e hibridos obtidos por cruzamentos artificiais entre estas cultivares e

quatro bidtipos de arroz vermelho.

TABELA 1.  Populagdes de arroz vermelho resistentes aos herbicidas imazethapyr +
imazapic coletados em diferentes locais do estado de RS na safra 2007/08.

Populacdo Municipio de Origem Mutagio'

32 Restinga Seca SergszAsn

47 Cagapava do Sul Glygs4Glu

48 Sdo Martinho da Serra 1 Glygs4Glu

49 Sao Martinho da Serra 2 Glyss4Glu

50 Santa Maria 1 Glyss4Glu

51 Santa Maria 2 Glyss4Glu

66 Alegrete G1y654Ghl /Ser653Asn
124 Novos Cabrais Glyss4Glu

135 Dona Francisca Glygs4Glu/Ala, Thr/ Sergss Asn
136 Agudo Glyss4Glu

201 Camaqua Glygs4Glu

235 Sao Gabriel Sergs3Asn

265 Rosario do Sul 1 Glygs4Glu

267 Rosario do Sul 2 Glygs4Glu

274 Uruguaiana Glygs4Glu

"Descritas por Roso et al., (2010).
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A fenotipagem da resisténcia aos herbicidas imazethapyr + imazapic destas
populagdes foi realizada por Menezes et al. (2009). Além disso, Roso et al. (2010a)
caracterizou o mecanismo de resisténcia como local de acao alterado nestes individuos.
As mutagdes e encontradas no gene da ALS destes biotipos foram GlysssGlu, Ala;,,Thr,
e Sergs3Asn (Tabela 1). Estas mutagdes estdo presentes nas cultivares resistentes IRGA

422 CL (GlyessGlu), PUITA INTA CL (Ala;, Thr) e Sator CL (Sergs3Asn).

3.1.2 Extracdo de DNA e analise molecular por marcadores SSR

As amostras de DNA genomico utilizadas neste estudo foram obtidas de
aproximadamente 150mg de tecido foliar de plantas das populac¢des de arroz vermelho,
das cultivares de arroz ¢ dos hibridos. A extragio de DNA genomico foi realizada
conforme metodologia descrita no Apéndice 1. A quantificagio do DNA foi realizada
em espectrofotometro (Genesys 2™, Thermo Spectronic) e em gel de agarose 1%
contendo brometo de etidio e padrdo Lambda de 100 e 1000 pb (Invitrogen).
Posteriormente, o DNA foi diluido em TE 1x e armazenado a -5°C com a concentragao
de 25ng/uL.

Inicialmente, foram selecionados oito /oci SSR para testes de polimorfismo entre
arroz cultivado e arroz vermelho (Tabela 2). Estes marcadores foram utilizados
anteriormente em trabalhos similares, realizados para identificagdo de hibridos
descendentes do cruzamento de arroz cultivado e arroz vermelho no Brasil
(Brunes ef al., 2007), nos EUA (Rajguru et al., 2005; Shivrain et al., 2007) e India
(Sundaram et al., 2008), e na avaliacdo da diversidade genética de populacdes de arroz
vermelho nos EUA (Gealy ef al., 2009). A avaliacdo do polimorfismo dos marcadores
SSR foi realizada com base na comparacao visual dos alelos encontrados em cada locus
para as cultivares de arroz IRGA 422 CL, IRGA 417, PUITA INTA CL e Sator CL,

acessos de arroz vermelho e os hibridos entre estes materiais. Foram considerados
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polimoérficos os marcadores que apresentaram alelos distintos entre as cultivares e o
arroz vermelho em homozigose ¢ os dois alelos nos individuos hibridos.

A PCR foi realizada com base no seguinte protocolo: 25 ng de DNA; 0,3 uL de
cada iniciador (forward e reverse); 150uM de cada deoxinucleotideo trifosfato (ANTP);
0,5 U de Tag DNA polimerase; 1x buffer e; 0,6 mM de MgCl,, em um volume total de
12 uL por reacdo. As reacdes foram sujeitas a S min de desnaturagao a 94°C, 35 ciclos
de 45s a 94°C, 45s a 56, 57 ou 60°C, dependendo do marcador, 1min a 72°C ¢ 10min a
72°C. Os termocicladores utilizados foram do modelo PTC-100™ (MJ Research). Os
tamanhos dos fragmentos foram determinados pela comparacao visual com marcador de
100pb (Invitrogen) em gel de agarose 3% contendo brometo de etidio. Posteriormente,
os géis foram fotografados com o programa KODAK Digital Science 1D. Apds
experimentos de otimizacdo das reacdes, os marcadores nao polimorficos foram
descartados do ensaio. Os marcadores polimoérficos foram utilizados nas etapas
seguintes do presente estudo. Com o objetivo de aumentar a precisdo da andlise
genotipica dos acessos de arroz vermelho resistentes foi utilizada a técnica de marcagao
dos fragmentos com fluordforo através do oligonucleotideo iniciador universal M13
conhecida como M13 Tail PCR, conforme descrito por Schuelke (2000). Nesta técnica,
os iniciadores forward de cada marcador molecular devem ter uma sequéncia universal
de 18pb adicionada na extremidade 5° (Figura 1). Esta sequéncia ¢ chamada de cauda
M13. Os iniciadores reverse ndo sdo alterados em relacdo a sua utilizagdo regular

(Figura 1).



TABELA 2. Marcadores SSR utilizados na determinacao da origem da resisténcia em acessos de arroz vermelho resistentes a imidazolinonas.

Locus SSR  C Sequéncias nucleotidicas (5” - 3) Sequépcia TA (°C) Referéncia de polimorfismo
Forward Reverse repetida

4797 4 GGAGAAGGCAATGCAACACG GCCATTGCCGCCAAGTACTA AGC 60  Brunes et al., 2007

RM106 2 GCCCCGCTGCTACTACTTCTGC CTCTAGGTGCTGCCCTACCCGG GAA 56  Gealy et al., 2009

RM180 7 CTACATCGGCTTAGGTGTAGCAACACG ACTTGCTCTACTTGTGGTGAGGGACTG ATT 57  Rajguru et al., 2005

RM234 7 GGTCCCGGAACCTATGACA GAGGCAGAAACAGAGTGCAC CT 56  Shivrain et al., 2008

RM251 3 GAATGGCAATGGCGCTAG ATGCGGTTCAAGATTCGATC CT 57  Rajguru et al., 2005

RM253 6 TCCTTCAAGAGTGCAAAACC GCATTGTCATGTCGAAGCC GA 56  Shivrain et al., 2008

RM341 2 CAAGAAACCTCAATCCGAGC CTCCTCCCGATCCCAATC CTT 56  Sundaram et al., 2008

RM475 2 CCTCACGATTTTCCTCCAAC ACGGTGGGATTAGACTGTGC TATC 57  Sundaram et al., 2008

IC, cromossomo de localizagdo. 2TA, temperatura de anelamento.

TABELA 3. Marcador universal M13 e marcadores Single Sequence Repeats com respectivos iniciadores forward acrescidos com cauda M 13 (sublinhada).

Sequéncias nucleotidicas (5” - 3”)

Locus SSR TA (°C)!
Forward Reverse
MI13 6-FAM-TGTAAAACGACGGCCAGT - 53
4797 TGTAAAACGACGGCCAGTGGAGAAGGCAATGCAACACG GCCATTGCCGCCAAGTACTA 60
RM251 TGTAAAACGACGGCCAGTGAATGGCAATGGCGCTAG ATGCGGTTCAAGATTCGATC 57
RM253 TGTAAAACGACGGCCAGTCCAAAACGTGAGAACTTCCT CCGAAGCTGTACTGTTACG 56
RM341 TGTAAAACGACGGCCAGTCAAGAAACCTCAATCCGAGC CTCCTCCCGATCCCAATC 56
RM475 TGTAAAACGACGGCCAGTCCTCACGATTTTCCTCCAAC ACGGTGGGATTAGACTGTGC 57

'TA, temperatura de anelamento.

143
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Com o objetivo de automatizar a deteccdo dos alelos em sequenciadores
automaticos, utilizou-se o iniciador M13 marcado com fluoréforo. Neste ensaio foi
utilizado o 6-FAM (6-carboxi-fluorescina). A PCR ¢ realizada com trés
oligonucleotideos iniciadores, forward com cauda M13, reverse e o M13 marcado com
6-FAM (Figura 1). A PCR entdo ocorre em duas etapas. Na primeira etapa ocorre a
amplificacao dos fragmentos de forma usual a partir dos iniciadores forward e reverse
em aproximadamente 30 ciclos (Schuelke, 2000). Estes fragmentos contém a cauda
M13 na extremidade forward (Figura 1). Na sequéncia, sdo incluidos mais oito ciclo
com o objetivo de inserir o iniciador M13 marcado com 6-FAM nos fragmentos
amplificados pelos ciclos anteriores (Schuelke, 2000). Dessa forma, os fragmentos
podem ser visualizados tanto em gel de agarose quanto em sequenciador automatico. A
vantagem desta técnica estd na marcacdo dos fragmentos durante a reagdo de PCR, o
que evita gastos com sintese de cada marcador contendo fluoréforos, uma vez que
apenas o M 13 requer marcagao e pode ser utilizado com varios iniciadores distintos.

Cada um dos marcadores moleculares polimoérficos deste ensaio foi sintetizado
com a cauda M13 na extremidade 5’ do iniciador forward (Tabela 3). Novos testes
foram realizados nas cultivares, no arroz vermelho e nos hibridos para confirmar o
polimorfismo dos marcadores apds a resintese na qual os iniciadores forward continham
a cauda M13. Os marcadores que nao apresentaram polimorfismos ou ndo foram
consistentes nas amplificagdes foram descartados do estudo.

As reacdes PCR, nesta etapa, seguiram o seguinte protocolo: 25 ng de DNA; 0,2
uM de cada iniciador forward com cauda M13; 0,8 uM de cada iniciador reverse; 0,8
uM de M13 marcado com 6-FAM; 0,150uM de cada deoxinucleotideo trifosfato
(dNTP); 0,5 U de Tag DNA polimerase; 1x buffer e; 0,6 mM de MgCl,, em um volume

total de 12 puL por reacdo. As reagdes foram sujeitas a 5 min de desnaturacao a 94°C, 30
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ciclos de 45s a 94°C, 45s a 56, 57 ou 60°C, dependendo do marcador, Imin a 72°C; 8
ciclos de 45s a 94°C, 45s a 53°C, dependendo do marcador, Imin a 72°C ¢ 10min a
72°C. A genotipagem dos acessos foi realizada pelo laboratorio Macrogen (Seul, Coreia
do Sul) através de sequenciador automatico ABI 3730 XL (Applied Biosystems). A
deteccao de alelos tipicos das cultivares de arroz e dos acessos de arroz vermelha foi

realizada com base nas frequéncias alélicas. Estas foram calculadas pelo software

PowerMaker (Liu & Muse, 2005).

%m—b Iniciador forward com cauda M13 na extrenudade 5°

B @ —RN  lmiciador reverse
C NNNN Iniciador universal M13 marcado com 6-FAM
D Modelo

5~ DNamodele Y4 CACA......(CA),.....CACA R DHAmodelo ~—~5—3'

E

5 N4 CACA.......(CA),......CACA RSN 3

Ty
F 5 —“RRREZZZ CACA......(CA)...... CACA NN 3

FIGURA 1. Esquema hipotético dos oligonucleotideos iniciadores e da amplificagdo de um
fragmento SSR pelo método M13 tail PCR. A) oligonucleotideo iniciador
forward contendo a cauda M13 na extremidade 5°. B) oligonucleotideo iniciador
reverse ndo alterado. C) oligonucleotideo iniciador universal M13 marcado com o
fluor6foro 6-FAM. D) Primeira etapa da PCR. O iniciador forward com a cauda
MI13 ¢ incorporado aos fragmentos de DNA. E) Segunda etapa da PCR. O
iniciador M13 marcado com 6-FAM anela-se a cauda M13 dos fragmentos. F) os
fragmentos finais contém o fluordéforo 6-FAM e podem ser analisados em
sequenciador automatico. Adaptado de Schuelke, 2000.

A analise genotipica para determinacdo da origem da resisténcia dos acessos de

arroz vermelho aos herbicidas imidazolinonas foi realizada com marcadores
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moleculares SSR através de andlise de paternidade por exclusao (Slavov et al., 2005).
Neste método os gendtipos dos acessos avaliados sao comparados com os genotipos dos
potenciais genitores masculinos, ou doadores de polen, que no presente estudo serdao as
cultivares de arroz indicadas anteriormente. Devido ao fato de os marcadores SSR
serem codominantes, os individuos hibridos entre cultivares de arroz e arroz vermelho
podem ser detectados pela presenca de ambos os alelos parentais. Estes individuos
apresentam um alelo oriundo da cultivar de arroz e outro do arroz vermelho,
caracterizando o polimorfismo do marcador (Gealy ef al., 2002). Assim, a origem da
resisténcia dos acessos de arroz vermelho quanto a sele¢do independente foi
determinado pela auséncia de alelos semelhantes aos das cultivares resistentes as
imidazolinonas IRGA 422 CL, PUITA INTA CL e Sator CL.

O método descrito acima ¢ uma adaptagdo do método de paternidade por
exclusdo, no qual os individuos testados sdo avaliados quanto a existéncia ou nao de
alelos de possiveis genitores (Slavov et al., 2005). Os alelos observados nos individuos
de arroz vermelho foram comparados com aqueles observados nas cultivares de arroz e
plantas de arroz vermelho suscetiveis as imidazolinonas. A origem da resisténcia foi
considerada sele¢do independente quando um individuo possuiu somente alelos tipicos
de arroz vermelho e ou da cultivar IRGA 417. A presenca de mutacdes em individuos
com estas caracteristicas indica sele¢ao da mutagdo pelo uso continuo dos herbicidas
imidazolinonas. Por outro lado, a origem da resisténcia por fluxo génico foi considerada
quando um individuo apresentou ao menos um alelo tipico de quaisquer cultivares
resistentes as imidazolinonas. Isso porque apos um evento de fluxo génico o individuo
gerado apresenta a maioria dos alelos em heterozigose. Entretanto, nas geracdes
seguintes de autofecundacdo a homozigose aumenta e alguns alelos sdo perdidos. As

mutacgodes no gene da ALS foram utilizadas como auxiliares no diagnostico.
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3.2 Quantificacao do fluxo génico a partir de arroz vermelho resistente e

entre populacoes de arroz vermelho do RS

Foram conduzidos dois experimentos para a quantificacao do fluxo génico entre
populagdes de arroz vermelho. O primeiro experimento foi realizado na EEA-IRGA na
safra 2009/2010. O solo predominante na EEA ¢ classificado como Gleissolo Héplico
Ta distrofico tipico, com cerca de 140g de argila’kg de solo e pH em 4agua de 4,7
(EMBRAPA, 1999). Estes solos caracterizam-se pela pouca profundidade, por serem
mal drenados e por possuirem coloragdo escura devido a redugio do Fe’™ a Fe*". O
segundo experimento foi baseado em populagdes de arroz vermelho coletadas a campo,
e cuja analise fenotipica e molecular foi realizada no Laboratdrio de Biologia Molecular

do Departamento de Plantas de Lavoura da UFRGS e no Laboratorio de Biotecnologia

da EMBRAPA Arroz e Feijao.
3.2.1 Fluxo génico a partir de arroz vermelho resistente as
imidazolinonas

3.2.1.1 Material vegetal e delineamento experimental

O experimento foi realizado a campo com delineamento blocos casualizados em
parcela subdividida com quatro repeticdes. Nas parcelas principais foram alocadas as
plantas receptoras de polen (receptoras), que corresponderam a cultivar IRGA 417 e ao
bidtipo de arroz vermelho suscetivel, denominado AVS. Nas subparcelas foram
alocadas as plantas doadoras de pdlen (doadoras), que corresponderam as cultivares
IRGA 422 CL, PUITA INTA CL, Sator CL e ao biodtipo de arroz vermelho resistente a

imidazolinonas, denominado AVR, que contém a mutagdo Glygs4Glu no gene da ALS.
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O experimento foi realizado com 4 repeti¢oes, totalizando 32 parcelas em uma area de

1568m?. A medida de cada parcela foi de 7x7m, com area de 49m?.

3.2.1.2 Instalacdo e conducio do experimento

Com o objetivo de sincronizar a época de florescimento, estddio R4-R5 da escala
Counce (Counce et al., 2000), entre as plantas doadoras e receptoras, sementes das
plantas doadoras foram semeadas em vasos em casa-de-vegetacdo, durante periodos
anteriores e posteriores a semeadura das receptoras. A semeadura consistiu de cinco
épocas com intervalos de 10 dias (Figura 2). As plantas foram transplantadas para a area
de cultivo do experimento quando alcangaram o estadio V3. O esquema de semeadura,
ilustrado na, garantiu o fornecimento de polen das plantas doadoras no momento em
que as plantas receptoras floresceram. As plantas receptoras foram semeadas no dia 19
de dezembro de 2009 em uma densidade de semeadura de 85 kg/ha e espacamento
entrelinhas de 0,17m. O sistema de cultivo foi o convencional com uma aracdo ¢ uma
gradagem leve. A dessecacdo foi realizada dez dias antes da semeadura com o herbicida
glyphosate em dose de 720 g e.a. A adubacdo de base foi de 350 kg adubo NPK na
formulacao 5-20-30. O controle das plantas daninhas foi executado com os herbicidas
penoxulan e cyalofop-butyl nas doses de 60 e 315g/ha respectivamente. Plantas de arroz
vermelho ou arroz cultivado voluntarias foram eliminadas manualmente da &rea
experimental durante todo o experimento. A adubagao de cobertura foi realizada com 80
kg/ha de N. O controle de insetos foi realizado com o inseticida tiametoxam na dose de
35g/ha. O manejo das doencas foi realizado com os fungicidas kresoxim methyl e

epoxiconazole na dose de 94g/ha cada.
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Epoca 1 Epoca 2 Epoca 3 Epoca 4 Epoca 5
Doadoras Doadoras Doadoras Doadoras Doadoras
Semeadura
Receptoras

FIGURA 2. Esquema das épocas de semeadura das plantas doadoras - IRGA 422 CL, PUITA
INTA CL, Sator CL e arroz vermelho resistente; e plantas receptoras - IRGA 417

e arroz vermelho suscetivel. Cada época de semeadura foi realizada com intervalo
de 10 dias.

Quando as plantas receptoras estavam em estadio R3, periodo em que se inicia a
exser¢do das paniculas, uma planta doadora em estddio R4 (antese) foi transplantada
para o centro da respectiva parcela conforme aleatorizagdo do delineamento
experimental. As plantas de AVS iniciaram o estadio R4 no dia 19 de fevereiro
enquanto as plantas da cultivar IRGA 417 atingiram este estaddio no dia 2 de marco de
2010. Ao final do estddio R4 das plantas doadoras, estas foram trocadas e repostas por
outras em R4 em cada parcela, a fim de garantir o fornecimento de pdlen as receptoras
até que estas chegassem ao final do estddio R4. Imediatamente apos a finalizacdo do
florescimento das plantas receptoras, as plantas doadoras foram eliminadas da area
experimental para evitar contamina¢des no momento das coletas de sementes para
analise de fluxo génico.

A colheita das plantas receptoras foi realizada ao final do estddio de maturagao
dos graos (R8-R9). Foram coletadas todas as paniculas de quatro semicirculos
concéntricos em relacdo ao centro da parcela, a partir da distancia de 0,5; 1,5; 2,5 e
3,5m, em quatro diregdes totalizando 16 amostras por parcela (Figura 3). As paniculas
colhidas foram trilhadas e posteriormente as sementes foram limpas em sopradores

verticais para retirada de particulas de solo e graos chochos.
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FIGURA 3. Esquema de uma parcela do experimento de quantificacdo do fluxo génico em
condi¢des de campo. O circulo preto ao centro representa a planta doadora de
polen. Os valores indicam o raio do semicirculo. Cachoeirinha, RS. 2010.

3.2.1.3 Determinaciao do tamanho da amostra

Um dos fatores importantes em estudos de fluxo génico em arroz ¢ a
determinagdo do tamanho da amostra (n) a ser avaliado para obten¢do de resultados
consistentes. No caso do arroz em que a frequéncia de alogamia na espécie ¢ de
aproximadamente 0,01 (Shivrain ef al., 2009a) esta determinagdo ¢ fundamental para
obtengdo de precisdo experimental satisfatéoria. Se o “n” ¢ demasiado pequeno a
precisdo do experimento € prejudicada devido a representacao inadequada da populagao
em analise. Por outro lado, se o “n” ¢ muito grande, o tempo e outros recursos siao
desperdi¢cados com ganho insignificante. Assim, um céalculo baseado no poder do teste
(1-B) e no nivel de confianca (a) deve ser usado para estimar o “n” adequado para
detectar as sementes hibridas (Jhala ef al., 2010). As Equagdes 1, 2 e 3 abaixo foram

utilizadas para determinar o “n” na detec¢do de hibridos em ensaio de fluxo génico

conforme proposto por Mcpherson et al. (2009) e Jhala et al.(2010).
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EQUACAO 3. n 2

Onde, “n”, tamanho da amostra requerida em nimero de sementes; 3, poder do teste; Z,
variavel randdémica seguindo N(0,1); q, 1-p; qo, 1-po; po, parametro hipotetizado na
hipdtese nula (frequéncia de fluxo gé€nico); p, frequéncia tedrica de fluxo génico; A,
efeito do tamanho (po-p); Z,, valor critico para nivel de significancia a; o', antifuncio
da curva normal. Os valores de “n” calculados sdo mostrados na Tabela 4.

TABELA 4. Tamanho da amostra, em nimero de sementes, em funcdo de trés niveis de
confianga (o) e trés niveis de poder do teste.'

Frequéncia Confianga (o)
de fluxo o=5% 0=2,5% o0=1% o=5% 0=2,5% o=1% o=5% 0=2,5% o=1%
génico Poder=0,80 Poder=0,85 Poder=0,95
0,01 1989 2588 3383 2242 2875 3710 3128 3869 4829
0,005 3996 5199 6767 4503 5776 7454 6282 7771 9700
0,0025 8010 10422 13625 9026 11577 14941 12590 15573 19441
0,001 20052 26090 34109 22595 28980 37402 31513 38982 48664
0,0005 40122 52204 68248 45209 57985 74837 63051 77995 97368

lAdaptado de Jhala et al. 2010.

O “n” aumenta com a diminuicdo da frequéncia de fluxo génico (Tabela 4). A
frequéncia de fluxo génico, por sua vez, diminui com o aumento da distancia entre a
planta doadora de polen e a receptora. Entretanto, diversos trabalhos tém mostrado que
distancias de 0,3 a 3,5m apresentam uma frequéncia de fluxo génico de 0,01 em
plantas de arroz  (Messeguer ef al., 2001; Songetal., 2003; Chenetal., 2004;

Messeguer et al., 2004; Shivrain et al., 2007; Shivrain ef al., 2009a). Dessa forma, para
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detectar o fluxo génico entre plantas de arroz com um nivel de confianga de 95% e um
poder de 0,8 0 “n” necessario estimado foi de 1989 sementes por avalia¢ao (Tabela 5).
Assim, considerando que em cada uma das 32 parcelas foram coletadas 16
amostras de 1989 sementes, o total de sementes avaliadas neste experimento foi de
aproximadamente 1 024 000. Metade deste valor foi referente as sementes de arroz

vermelho e a outra metade referente a cultivar IRGA 417 ambas receptoras de polen.

3.2.1.4 Identificacido dos individuos hibridos

A detecgdo de individuos resistentes via fluxo génico foi realizada através
de bioensaio de embebicdo de sementes conforme metodologia proposta por
Roso et al. (2010b). Este método consiste da embebicdo das sementes em solugdo
herbicida por 24h e posterior exposi¢do a germinagdo em camara de germinacdo. Nesta
etapa do ensaio foi utilizado o herbicida inibidor de ALS imazethapyr, na concentragdao
de 0,2 mM. Esta concentragdo foi obtida em experimento-piloto de dose resposta no
qual se avaliou o comprimento de raizes de sementes de arroz vermelho e cultivares
conhecidamente resistentes ou suscetiveis a este herbicida em 4 concentragdes
crescentes de imazethapyr com quatro repetigdes. A escolha da concentracao 6tima foi
realizada com base na curva de dose e resposta em que a diferenca entre os
comprimentos radiculares das plantulas resistentes e suscetiveis foram maiores

(FIGURA 4).
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FIGURA 4. Comprimento de raizes de cultivares de arroz e bidtipos de arroz vermelho
resistentes e suscetiveis a imazethapyr em funcdo de concentragdes crescentes do
herbicida. Porto Alegre, RS. 2010.

Foi realizada quebra de dorméncia nas sementes de arroz vermelho através da
exposicao a temperatura de 55°C em estufa por seis dias. Posteriormente, as sementes
foram embebidas em solu¢do de imazethapyr 0,2 mM por 24h. Em seguida estas foram
acondicionadas em folhas de papel germinador sob a forma de rolo. Os rolos contendo
as sementes foram posicionados verticalmente no interior de copos tipo Becker com
capacidade para 2000 mL. A germinagdo ocorreu em camara de germinag¢do sob a
temperatura de 25°C por cinco dias. A umidade dos rolos foi mantida por subirrigacao,
conservando uma lamina de agua destilada com aproximadamente 20 mm no interior
dos recipientes. As avaliagdes ocorreram seis dias apos a embebicao das sementes. As
sementes resistentes e suscetiveis foram discriminadas pelo comprimento radicular apos
cinco dias na camara de germinacdo. Para tanto, as raizes das sementes foram
comparadas aos padrdes resistentes e suscetiveis a imidazolinonas. Os padrdes

suscetiveis foram a cultivar IRGA 417 e o arroz vermelho suscetivel, enquanto que os
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padrdes resistentes foram a cultivar IRGA 422 CL e o arroz vermelho resistente

(Figura 5).

FIGURA 5. Sementes de IRGA 417, IRGA 422 CL, arroz vermelho suscetivel (AVS) e arroz
vermelho resistente (AVR) aos herbicidas imidazolinonas aos seis dias apods a
embebi¢do em solucdo de imazethapyr 0,2 mM e posterior germinacdo em
camara de germinacdo a 25°C. Porto Alegre, RS. 2010.

As plantulas selecionadas como resistentes no bioensaio de germinagdo foram
plantadas em vasos de 300 ml e quando atingiram estddio V4 foram aspergidas com
imazethapyr na dose de 100g/ha. A aplicagdo do herbicida foi realizada com
pulverizador costal manual pressurizado com CO,, com pressdo de 35 Ib pol?, bicos
110.02 AD, resultando em uma vazdo de 200 Lha™. Este procedimento foi realizado a
fim de eliminar falsos positivos, uma vez que a selecdo das plantas receptoras
resistentes nos bioensaios foi realizada visualmente. Posteriormente, foi extraido DNA
gendmico de 32 plantas selecionadas aleatoriamente identificadas como hibridos
conforme metodologia descrita no item 3.1. Foram utilizados marcadores moleculares
SNP (Single Nucleotide Polymorphism) desenvolvidos por Roso et al. (2010a)
(Tabela 5) a fim de identificar quais mutagdes estavam presentes em cada planta
receptora e observar se estas corresponderam as mutacdes das respectivas plantas

doadoras.
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TABELA 5. Plantas doadoras de polen utilizadas no ensaio de fluxo génico, respectivas
muta¢des na enzima Acetolactato sintase (ALS) e marcadores SNP utilizados
para identificagdo das mutag¢des nos individuos hibridos.

Mutagio Marcador Fragmento
Plantas doadoras presente na ALS SNP Sequéncia nucleotidica (5' - 3") esr(,ggdo
IRGA 422 CL e SNP422Fwl GCTGCCTATGATCCCAAGTCA

Gly654Glu 133

AVR! SNP422Fw2 GCTGCCTATGATCCCAAGGGA

SNPSatFwl ATGTGCTGCCTATGATCCCATA

Sator CL SergszAsn 137
SNPSatFw2 GTGCTGCCTATGATCCCGAA

. SNPPtaRevl CCTGGTGGATCTCCATGGACTT
PUITA INTA CL Ala;Thr 253
SNPPtaRev2 CTGGTGGATCTCCATGGAGGT

larroz vermelho resistente aos herbicidas imidazolinonas.

As reacdes PCR, nesta etapa, seguiram o seguinte protocolo: 50 ng de DNA;
0,166 uM de cada sequéncia nucleotidica iniciadora (forward e reverse); 0,166 uM de
cada deoxinucleotideo trifosfato (ANTP); 0,2 U de Taq DNA polimerase; 1x buffer e;
1,5 mM de MgCl,; 1,3 uL de DMSO 100%, em um volume total de 15 pL por reagao.
As reagdes foram sujeitas a 5 min de desnaturagdo a 94°C, 35 ciclos de 45s a 94°C, 45s
a 55, Imin a 72°C e 10min a 72°C. Os produtos da PCR foram separados em gel de
agarose (3%) corado com brometo de etideo na proporgdo de 0,02 pL ml™, por 120
minutos a 110 V em tampao TBE 0,5X (40 mM Tris, ImM EDTA, pH=8,0). Apo6s, cada
gel foi fotografado com auxilio do programa KODAK DIGITAL SCIENCE 1D.

As sementes identificadas como resistentes pelo bioensaio, pela aplicagdo do
herbicida imazethapyr e pelos marcadores moleculares SNP caracterizam-se como
hibridos oriundos do fluxo génico entre as plantas doadoras e receptoras de polen de
cada tratamento. Isso porque a propor¢do esperada na geracdo F1 de alogamia ¢ de
100% heterozigotos, que neste caso seriam resistentes ao herbicida imazethapyr, pois
esta caracteristica ¢ regida por dois alelos em relacdo de dominancia (Shivrain et al.,

2006)
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3.2.1.5 Anailises estatisticas

A determinacao do fluxo génico foi realizada com base na analise de frequéncia
de hibridos, obtidos em fun¢do do niimero de individuos resistentes em relacao ao total
de sementes analisadas. Os dados foram submetidos a andlise variancia (ANOVA) e,
havendo significancia no teste F, foram submetidos ao teste de comparagdes de média
de Tukey ao nivel de 5%. Foi realizada analise de regressdo linear do fluxo génico em
fung¢do da distancia da fonte doadora de polen.

Estas analises permitiram a quantificacdo do fluxo génico a partir de arroz
vermelho resistente para arroz vermelho suscetivel. Assim, foi quantificada a
introgressao do alelo mutante em populagdo suscetivel ao herbicida imazethapyr. Além
disso, foi quantificada o fluxo génico de cultivares resistentes para a cultivar suscetivel

IRGA 417 em condigdes de campo.

3.2.2 Analise da estrutura populacional e determinac¢io do fluxo génico

entre populacoes de arroz vermelho

3.2.2.1 Material vegetal

Foram utilizadas 27 populagdes de arroz vermelho oriundas de lavouras
comerciais de arroz irrigado do RS coletadas na safra 2009/2010. Cada populacao foi
composta de 20 paniculas de 20 plantas distintas. As coletas foram realizadas em
lavouras de arroz com suspeita de ocorréncia de arroz vermelho resistente aos
herbicidas imazethapyr e imazapic. As populagdes foram identificadas com base na
regido e municipio de coleta (Tabela 6). As paniculas coletadas foram armazenadas
separadamente em saco de papel em temperatura ambiente. O método de amostragem

foi o aleatério simples, através de caminhamento em ‘W’ nas areas amostrais.
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Adicionalmente, o responsavel por cada lavoura foi questionado em relagao a utilizagao
de herbicidas, aos tratos culturais, a origem das sementes, ¢ a presenca de fatores de
imigragao (Apéndice 2). As coordenadas geograficas dos locais de coleta foram obtidas

utilizando-se um equipamento GPS (Global Positioning System) (Tabela 6).

TABELA 6. Origem geografica de 27 populagdes de arroz vermelho coletadas no RS.
Porto Alegre, RS. 2010.

Populacao Local Coordenadas
2 Arroio Grande 1 32°13'00"S 53°00'36"O
5 Arroio Grande 2 31°59'58"S 52°37'36"0O
6 Arroio Grande 3 32°2426"S 52°54'04"0
7 Santa Margarida do Sul 1 29°41'00"S 53°48'00"O
8 Santa Margarida do Sul 2 30°1122"S 54°06'28"0
9 Sao Gabriel 1 30°28'55"S 54°29'39"0
10 Sao Gabriel 2 30°30'01"S 54°23'36"0
11 Sao Gabriel 3 30°14'15"S 54°21'40"O
12 Sao Gabriel 4 30°13'04"S 54°33'55"0
13 Cacequi 1 29°57'32"S 54°5420"0
14 Cacequi 2 29°56'12"S 54°54'33"0
15 Cacequi 3 29°52'03"S 54°4621"0
16 Cacequi 4 29°53'07"S 54°52'39"0
17 Cacequi 5 29°51'44"S 54°08'02"0
18 Cacequi 6 29°48'44"S 54°0120"0
20 Santo Antonio da Patrulha 1 29°58'44"S 50°25'50"O
21 Santo Antonio da Patrulha 2 29°55'10"S 50°37'06"O
24 Campo Bom 29°42'06"S 51°02'56"0O
25 Manoel Viana 1 29°36'48"S 55°29'04"0
27 Harmonia 29°58'36"S 56°09'46"0O
28 Manoel Viana 2 29°33'56"S 55°29'47"0
29 Alegrete 29°22'53"S 55°56'37"0
30 Cavera 29°86'01"S 55°71127"0
31 Agudo 1 29°4528"S 52°57'56"0O
32 Agudo 2 29°31'16"S 53°18'53"0
33 Agudo 3 29°36'49"S 53°19'14"0
34 Agudo 4 29°49'38"S 53°19'34"0

3.2.2.2  Extracao de DNA e amplificacdo dos marcadores SSR
Sementes de cada amostra foram germinadas em casa-de-vegetacdo da UFRGS.

Amostras de tecido foliar para extragdio do DNA gendmico foram obtidas quando as
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plantas estavam com quatro folhas. A extracdo foi realizada conforme protocolo
descrito no Apéndice 1. Foram utilizados 24 marcadores moleculares SSR marcados
com corantes fluorescentes e organizados em quatro painéis conforme descri¢dao
apresentada em Borba et al. (2009a) (Tabela 7). Estes marcadores foram selecionados
com base na sua capacidade informativa como conteudo de informagao polimorfica e
numero médio de alelos (2009a). Além disso, um teste de desequilibrio de ligacao

indicou que estes marcadores sdo independentes no genoma do arroz.

TABELA 7. Composi¢do dos painéis de 24 marcadores SSR utilizados na caracterizacio
genética de populagdes de arroz vermelho do RS.

Marcador SSR  Amplitude alélica (pb) Fluordforo Sequéncia repetida Cromossomo

Painel 1 RM204 106-194 HEX (CT)y4 6
RM38 246-278 HEX (GA) 6 8
4653 80-170 6-FAM (AAG),s 12

0G106 200-250 6-FAM (CT)y 9

RM257 130-192 NED (CT)oy 9

RM103 300-350 NED (GAA); 6

Painel 2 0G44 152-182 upx (D23 b{’('}(g)?”'(GT)“' 3
RM229 106-131 HEX (TC);1(CT)sC5(CT);s 11
RM171 310-344 6-FAM (GATG); 10

RM231 170-196 6-FAM (CT)6 3

RM287 90-140 NED (GA)y; 11

RM7 160-195 NED (GA) o 3

Painel 3 0G10 40-130 HEX (CT)y9 9
RM14 160-120 HEX (GA) 3 1

RM210 115-175 6-FAM (CT)p3 8
RM222 199-215 6-FAM (CT)5 10

RM309 150-180 NED (GT)y3 12

RM253 89-119 NED (GA)s 6

Painel 4 RM207 84-158 6-FAM (CT)ss 2
RM252 193-277 6-FAM (CT)yo 4

RM248 80-104 HEX (CT)ss 7

RM263 164-220 HEX (CT)34 2

RM11 123-143 NED (GA)4 7

RMS55 200-245 NED (GA)4 3

A PCR foi conduzida em um volume final de 5 pL contendo 3 ng de DNA;

concentragdes otimizadas de cada par de iniciadores forward e reverse (Borba et al.,
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2009a); 2,5 uL de Master Mix (QIAGEN Multiplex PCR Kit) e 0,5 uL de Qsolution
(QIAGEN Multiplex PCR Kit). As amplificagdes seguiram 5 min de desnaturagdo a
94°C, 40 ciclos de 60s a 94°C, 45s a 56°C; Imin a 72° e; 10min a 72°C em
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). Foi utilizado o
padrao ROX 500 (Applied Biossystems) para determinagdo do tamanho dos fragmentos
em cada reacdo. Os fragmentos foram analisados em sequenciador automatico ABI
3100 (Applied Biosystems) e os alelos foram identificados através do software

GeneMapper™ 3.5 (Applied Biosystems).

3.2.2.3  Analise genética

Foi estimado para cada populagdo e para cada marcador SSR o nimero médio de
alelos, a heterozigosidade esperada, também chamada de diversidade génica de Nei
(1978), a heterozigosidade observada e o contetido de informagdo polimorfica (PIC)
descrito por Botstein et al. (1980), o coeficiente de endogamia e a matriz de distancias
genéticas de Nei (1983) no software PowerMaker 3.25 (Liu & Muse, 2005). Estes
parametros, exceto a matriz de distancias genéticas, sdo utilizados para quantificacao da
diversidade genética dentro de cada populagdo e para a comparagao da eficiéncia dos
marcadores moleculares utilizados (Laurentin, 2009).

Com o objetivo de visualizar a distribuicao filogenética das populacdes de arroz
vermelho, foi construida a partir da matriz de distdncias genéticas das popula¢des um
dendograma baseado no método UPGMA (Unweighted Pair Group Method) usando o
software MEGA 4 (Tamura et al., 2007). Este método ¢ frequentemente utilizado para a
visualizacao da relagdao entre populacdes em estudos genéticos. O agrupamento das
populagdes ¢ realizado sem considerar eventos evoluciondarios (Laurentin, 2009). Com o

objetivo de visualizar a relagdo genética entre os individuos componentes de cada
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populagdo, foi obtida a matriz de distancias genéticas de Nei (1978) entre pares de
individuos através do software PowerMaker 3.25 (Liu & Muse, 2005). A partir desta
matriz foi realizada a andlise de componentes principais (ACP) através do software
GenAlEx 6 (Peakall & Smouse, 2006). A ACP ¢ uma técnica utilizada para avaliar as
causas da variabilidade de um conjunto de dados e ordena-los por importancia. A ACP
busca a proje¢ao na qual os dados apresentem a melhor representacdo em termos de
minimos quadrados (Kenkel et al., 2002; Diniz-Filho et al., 2009).

As coordenadas dos locais de coleta, obtidas através do GPS, foram utilizadas na
construcdo de uma matriz de distancia geografica das 27 populacdes de arroz vermelho.
Para a determinacdo da correlagdo entre a distancia genética e a distancia geografica das
populagdes de arroz vermelho foi realizado o teste de Mantel (Smouse ef al., 1986) com
o software GenAlEx 6 (Peakall & Smouse, 2006). O teste de Mantel foi desenvolvido
para testar a correlagdo entre matrizes com mesmo niimero de postos matriciais, ou seja,
necessitam ter o mesmo numero de linhas e colunas (Mantel, 1967). A significancia do
teste ¢ obtida através de permutagdes (Smouse et al., 1986), que no caso do presente
estudo foram de 9999.

Os dados foram submetidos a andlise da variancia molecular (AMOVA) pelo
software Arlequin 3.11 (Excoftfier et al., 2005). Esta andlise particiona a diversidade
genética dentro e entre populacdes. Dessa forma, € possivel determinar se a diversidade
genética observada ¢ devida principalmente a variagdo dentro das populagdes ou entre
as populagdes (Excoffier ef al., 1992). Nesta metodologia, a matriz de distancia entre os
pares de genoétipos € utilizada em um esquema de analise de varidncia produzindo
estimativas de componentes de varidncia equivalentes as estatisticas F de Wright
(Laurentin, 2009). A principal diferencga desta para a andlise de variancia convencional é

como a significancia dos componentes ¢ testada (Laurentin, 2009). Em analise de
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varidncia convencional a distribuicio normal ¢ assumida, entretanto, em dados
moleculares isso ndo ocorre, € por isso sao usadas permutacdes para testar o valor do
Fsr (Excoffier et al., 1992).

A presenga de estruturagdo entre as 27 populacdes de arroz vermelho foi
determinada pelo software Structure 2.3.3 (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2003). O
Structure utiliza inferéncia bayesiana para examinar o agrupamento de individuos
baseado no desequilibrio de ligagdo entre os marcadores e diferencas nas frequéncias
alélicas nos loci testados (Pritchard ef al., 2000). Assim, cada individuo ¢ atribuido a
uma populacdo K, sendo K desconhecido. O modelo utilizado baseou-se em
ancestralidade multipla (Admixture) e frequéncias alélicas correlacionadas. Foram
realizadas cinco rodadas independentes por K variando de 1 a 10, 15 000 geragdes burn
in ¢ 100 000 permutagdes em simulacdo randomica MCMC (Markov chain Monte
Carlo). Para definir qual valor 6timo de K para o conjunto de dados, foi utilizada a
estatistica ad hoc, DeltaK, baseada na taxa de mudangca do logaritmo da
probabilidade dos resultados entre sucessivos valores de K conforme proposto por

Evanno et al. (2005).

3.2.2.4 Anailise fenotipica da resisténcia aos herbicidas imidazolinonas

Todas as populacdes de arroz vermelho foram fenotipadas quanto a resisténcia
ao herbicida imazethapyr. Para tanto, as sementes de todos os individuos foram
germinadas em camaras de germinagdo e posteriormente transplantadas para vasos de
300 ml contendo solo como substrato. Quando as plantas alcancaram estadio V4 foram
aspergidas com o herbicida conforme descrito antes no item 3.2.1.4. Avaliou-se a
fitotoxicidade causada pelo herbicida sobre cada planta aos 35 dias apo6s aspersdo do

herbicida (DAA). Utilizou-se escala visual de fitotoxicidade na qual as plantas sem
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sintomas receberam valor zero e as plantas totalmente controladas receberam valor 100.
Considerando-se como baixo nivel de resisténcia quando as plantas apresentaram mais
de 85% de folhas cloroticas e paralisacdo total do crescimento, médio nivel de
resisténcia quando apresentaram de 15-84 % de folhas clordticas e redugdo parcial no
crescimento e alto nivel de resisténcia quando apresentaram menos de 15% de folhas
cloréticas e nenhuma paralisagao de crescimento. Dois biotipos de arroz vermelho, um
resistente e outro suscetivel ao imazethapyr, foram usados como controle positivo e
negativo respectivamente. O controle por populacdo foi obtido pela média dos
individuos de cada populacdo, no caso dos biodtipos usados como controle foram

avaliadas 15 plantas para obtengao da média.

33 Adaptacao de cultivares de arroz resistentes as imidazolinonas
A alteracdo da adaptacdo decorrente dos processos envolvidos na resisténcia aos
herbicidas inibidores da ALS foi realizada através da avaliagdo do padrio de

germinacdo de sementes de cultivares de arroz.

3.3.1 Material vegetal

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Fisiologia Vegetal do
Departamento de Plantas de Lavoura da UFRGS. Foram utilizadas cultivares resistentes
aos herbicidas do grupo das imidazolinonas IRGA 422 CL, PUITA INTA CL e Sator
CL e ainda a cultivar IRGA 417 que ¢ suscetivel a este grupo de herbicidas. As
amostras de sementes das cultivares foram obtidas de distintas propriedades comerciais
de sementes arroz do RS, totalizando cinco lotes de cada cultivar. As sementes foram
coletadas em unidades de beneficiamento de sementes (UBS), aproximadamente 30 dias

apos a colheita no campo. Previamente a realizagdo do ensaio foi realizada avaliacao do



54

percentual de germinacdo das sementes de cada lote com o objetivo de obter

homogeneidade na quantidade de sementes viaveis a serem utilizadas.

3.3.2 Primeiro experimento

O primeiro experimento foi conduzido para identificagdo da faixa de
temperatura ideal para avaliagdo do padrdo de germinagdo das cultivares de arroz em
funcdo do tempo. Neste experimento as temperaturas testadas foram 15, 20, 25 e 30°C.
O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em um esquema fatorial
com cinco repeti¢des. O fator A foram as cultivares IRGA 417, IRGA 422 CL, PUITA
INTA CL e Sator CL e o fator B foram as temperaturas supracitadas. Apenas um lote de
sementes de cada cultivar foi utilizado. Cada unidade experimental foi constituida de
100 sementes viaveis obtidas corrigindo-se pelo poder germinativo de cada lote. As
sementes foram acondicionadas em uma folha de papel germinador sob a forma de rolo
e umedecidas com agua destilada posicionada verticalmente no interior de copo tipo
Becker com capacidade para 2000 mL. A umidade dos rolos foi mantida por
subirrigacdo, conservando-se uma lamina de agua destilada com aproximadamente 20
mm no interior dos recipientes.

As avaliagdes ocorreram em intervalos de aproximadamente 12 horas durante
oito dias, a partir da primeira avaliagdo que ocorreu 24 horas ap0s instalacdo do ensaio.
Os rolos foram abertos para a contagem do nimero de sementes germinadas € o critério
adotado para definicdo da germinagdo das sementes foi a emergéncia da radicula > 1
mm de comprimento (FIGURA 6). Em cada avaliacdo, foram retiradas as sementes
germinadas para evitar recontagens errOneas posteriores. Para cada tratamento, foi
calculado o percentual cumulativo de sementes germinadas por época de avaliagdao

(Maguire, 1962).
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FIGURA 6. Semente de arroz vermelho (esquerda) e arroz (direita) em processo
de germinacdo. A germinagdo foi considerada quando a radicula alcangou 1 mm
de comprimento.

3.33 Segundo experimento

Baseado nos resultados do primeiro experimento optou-se por realizar a
avalia¢do dos lotes nas temperaturas de 20 e 25°C. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado em um esquema fatorial com cinco repeti¢des. Nesta etapa
foram usados todos os cinco lotes de cada cultivar. Assim, o fator A foram as cultivares
IRGA 422 CL, PUITA INTA CL, Sator CL ¢ IRGA 417; o fator B foram os lotes ¢ o
fator C as temperaturas. Cada unidade experimental foi constituida de 100 sementes
vidveis. A exposi¢do a germinacdo, o intervalo de avaliagdes e a forma de avaliagcdo

foram realizadas conforme descrito anteriormente. Os dados, expressos em

percentagem, foram transformados em sen™*(x/ 100)1/ 2 com o objetivo de atender as
premissas de heterocedasticidade e normalidade da ANOVA. Posteriormente, os dados
foram analisados através da ANOVA com modelo misto em cada época de avaliagao,
no qual cultivar foi o fator fixo e lote o fator aleatério no software SPSS 17
(SPSS Inc., 2008). A generalizagdo dos resultados obtidos por cultivar depende de um
correto bloqueamento do efeito de lote, pois os fatores ambientais de cada local de
producdo teoricamente afetam o vigor das sementes. Posteriormente, foi realizada
analise de regressao nao linear pelo proc NLIN do software SAS 9.0
(SAS Institute, 2004). A variagao da germinacao acumulada em fun¢do do tempo foi

ajustada pelo modelo logistico (Dantigny et al., 2007) mostrado na Equagao 4.
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) v — 100
EQUACAO 4. = T ootiD)

Onde Y ¢ a percentagem de germinagdo no tempo ¢, by € referente a inclinagdo da
tangente no ponto de inflexdo da curva ou taxa de germina¢do no ponto de inflexdo
(TGI), e b; é o tempo necessario para alcancar 50% da germinagdo (G50). A taxa ou

velocidade de germinacdo no ponto b; ¢ dada pela Equagao 5:

EQUACAO 5. TG = \/ [(10(:‘1’ ") - 1]

Onde TG ¢ a taxa de germinagdo no ponto b;. Dessa forma, foi calculada a taxa
de germinagdo para cada cultivar (Brown & Mayer, 1988; Dantigny et al., 2007). A
comparacdo destes parametros entre os tratamentos foi realizada com base nos
intervalos de confianca a 95% (Onofti et al., 2010). Além dos parametros descritos
acima, foi calculado o lag phase (LAG) para cada tratamento. O LAG compreende as
fases de embebicao e ativacdo do metabolismo da germinagdo conhecidas como fase [ e
fase II da germinagao (Bewley, 1997). Na fase I ocorre absorc¢ao de agua pela semente e
a sintese de proteinas a partir d¢ mRNAs conservados. Na fase Il ocorre a producdo e
ativacdo de enzimas como a-amilase e do fitormonio giberelina. Nessa fase inicia a
duplicacdo do DNA e a sintese de proteinas a partir de novos mRNAs. Na fase III
ocorre o alongamento da radicula, que torna-se visivel pelo rompimento da casca da
semente. Neste experimento, as sementes foram consideradas germinadas quando, na
fase III, as radiculas alcangaram 1 mm conforme descrito anteriormente (Figura 6). O
LAG foi definido quando a germinagdo acumulada tornou-se diferente de zero

estatisticamente pelo intervalo de confianca a 95%.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O manejo de plantas daninhas ¢ fundamental para o alcance do potencial de
rendimento de culturas agricolas. Entretanto, plantas daninhas resistentes a herbicidas
sdo um dos principais entraves para o manejo adequado da cultura. Na cultura do arroz
este problema ¢ acentuado pela resisténcia do arroz vermelho, planta da mesma espécie
do arroz cultivado. Neste trabalho buscou-se entender a origem da resisténcia do arroz
vermelho as imidazolinonas, a dindmica do fluxo génico entre a cultura e a planta
daninha e ainda a possivel alteracdo na adaptacdo do arroz cultivado resistente aqueles
herbicidas.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho espera-se entender como as
populagdes de arroz vermelho evoluem com a continuidade do uso das cultivares
resistentes as imidazolinonas ou mesmo cultivares resistentes a outros herbicidas que
porventura sejam disponibilizadas comercialmente. Ainda, espera-se contribuir para o
desenvolvimento de estratégias de controle de bidtipos resistentes e mitigagao da

evolucao da resisténcia.

4.1 Origem da resisténcia de arroz vermelho as imidazolinonas
A determinagdo da origem da resisténcia de acessos de arroz vermelho resistente
aos herbicidas imidazolinonas foi realizada com base em marcadores SSR. Inicialmente,

oito marcadores foram selecionados em estudos nos quais se mostraram polimorficos
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entre arroz cultivado e arroz vermelho (Rajgurueral., 2005; Brunes et al., 2007,
Shivrain ef al., 2008; Sundaramefal., 2008; Gealyetal, 2009). Porém,
os marcadores RM106, RM180 e RM234 ndo foram capazes de distinguir
polimorfismos entre as cultivares de arroz e o arroz vermelho no presente estudo
(Figura 7). Estes marcadores foram utilizados em trabalhos de caracterizacdo genética
de populacdes de arroz vermelho e na identificagdo de cruzamentos naturais de arroz
vermelho e arroz cultivado. O marcador RM 106 foi utilizado em um estudo envolvendo
populagdes de arroz vermelho de diversos locais do mundo (Gealy et al., 2009).
Entretanto, o niimero de alelos encontrados foi de apenas cinco em um total de 80
acessos (Gealy ef al., 2009). O marcador RM180 foi utilizado para discriminar arroz
vermelho, cultivares de arroz dos EUA, incluindo cultivares resistentes aos herbicidas
imidazolinonas, e hibridos entre estas plantas (Rajguru ef al., 2005; Shivrain et al.,
2007). O marcador RM234 também tem sido usado na identificagdo de hibridos entre
arroz cultivado, sobretudo em cultivares resistentes a herbicidas nos EUA

(Shivrain et al., 2008; Shivrain et al., 2009a; Shivrain et al., 2009b).

RM106 RM180
Lad 422 AVS HIB a4 422 AvS HIB Lad

300pb 100ph

100pb

FIGURA 7. Gel de agarose indicando os fragmentos resultantes da amplificagdo com trés
marcadores SSR em arroz cultivado e arroz vermelho. Lad, Ladder 100 pb
(Invitrogen); 422, IRGA 422 CL; AVS, arroz vermelho suscetivel; HIB, hibrido
artificial obtido de cruzamento entre arroz cultivado IRGA 422 CL e arroz
vermelho em casa de vegetagdo. Porto Alegre, RS. 2010.

Os marcadores 4797, RM251, RM253, RM341 e RM475 apresentaram perfil

polimoérfico entre o arroz vermelho e as cultivares de arroz no presente estudo
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(Figura 8). A genotipagem das plantas de arroz vermelho foi realizada com base nestes
marcadores utilizando-se ainda o procedimento M3 Tail PCR. Dessa forma, foi
adicionada uma sequéncia de 18pb ao iniciador forward de cada marcador. Esta
sequéncia ¢ referente ao marcador universal M13 cuja sequéncia complementar foi
sintetizada contendo o fluoréforo 6-FAM, conforme descrito no item 3.1.2. Nesta etapa,
todos estes marcadores exceto o RM253 amplificaram adequadamente os fragmentos

SSR correspondentes.

I
| Lad 4797 RM251 RM341 RM253 RM475 Lad
i. 422 AV HIB 422 AV HIB 422 AV HIB 422 AV HIB 422 AV HIB

|

FIGURA 8. Gel de agarose indicando os fragmentos resultantes da amplificagdo com cinco
marcadores SSR em arroz cultivado e arroz vermelho. Lad, Ladder 100 pb
(Invitrogen); 422, IRGA 422 CL; AVS, arroz vermelho suscetivel; HIB, hibrido
artificial obtido de cruzamento entre arroz cultivado IRGA 422 CL e arroz
vermelho em casa de vegetagdo. Porto Alegre, RS. 2010.

A Figura 9 ilustra os resultados da amplificagdo de fragmentos SSR com
iniciador marcado com 6-FAM conforme o método M13 Tail PCR (Schuelke, 2000).
Outros estudos tem utilizado este método na genotipagem de acessos de diversas
espécies como milho (Hufford ef al., 2011), feijao (Oblessuc et al., 2009), e teca
(Fofana et al., 2009), por exemplo. A genotipagem de arroz e arroz vermelho utilizando
esse método foi realizada recentemente em populacdes oriundas da Coreia do Sul
(Chung & Park, 2010). Nesses trabalhos, os autores frisam o baixo custo como a
principal vantagem deste método, conforme previsto por Schuelke (2000). Esta
vantagem refere-se a necessidade de marcagdo com fluoroforo apenas da sequéncia

iniciadora M13. De outra forma, todas as sequéncias iniciadoras forward deveriam ser
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marcadas. A incorporacdo do fluoroforo aumenta o custo da sintese em
aproximadamente 1500% em relagdo ao custo da sintese de uma sequéncia iniciadora
ndo marcada. Por outro lado, a inclusdo da cauda M13 em uma sequencia iniciadora
aumenta seu custo em 100%. Por isso, em termos financeiros, a técnica M13 tail PCR ¢
vantajosa.

A andlise dos fragmentos em analisador automatico de DNA comparativamente
ao gel de agarose ¢ mais precisa. A precisdo obtida com o sequenciador ¢ superior
aquela obtida através da agarose comum devido a diferenca de resolu¢do de ambos os
métodos (Gupta ef al., 2010). Géis de agarose comum, em concentragdes de 1 a 3%,
permitem que sejam detectadas variacdes em torno de 10 pares de base. Por outro lado,
com o analisador automatico ¢ possivel discriminar alelos com apenas uma base de
diferenga. Além disso, a presenca do padrado ROX em cada reagdo aumenta a precisao
da andlise em compara¢do ao padrdo /adder utilizado em eletroforese para analise de
varias reagdes. Assim, a discriminagdo de alelos ¢ melhor através do sequenciador
automatico, resultando em maior poder discriminatorio de individuos em comparacao
ao gel de agarose (Gupta ef al., 2010). Ainda, a analise de grande volume de dados,
como o do presente estudo, através do sequenciador automético ¢ mais expedita em

comparagdo com a analise em gel de agarose.
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FIGURA 9. Eletroferograma dos fragmentos do marcador RM341 amplificados de IRGA 422
CL (A), arroz vermelho (B) e hibrido artificial obtido em casa de vegetagao,
utilizando iniciador foward com cauda M13. Os picos vermelhos correspondem
ao padrao ROX e os azuis correspondem aos alelos amplificados na PCR. Porto
Alegre, RS. 2010.

Os marcadores SSR confirmaram os cruzamentos artificiais, que apresentaram
os alelos dos respectivos parentais arroz vermelho e cultivar (Tabela 8). Entretanto, foi
detectado que o cruzamento da cultivar IRGA 417 com o arroz vermelho nao foi bem
sucedido, pois os quatro loci foram homozigotos, contendo os alelos iguais ao da planta
de arroz vermelho (Tabela 8). A cultivar Sator CL ¢ um hibrido e conforme esperado,
apresentou heterozigose nos marcadores testados, exceto no marcador 4797 que foi
homozigoto (Tabela 8). Isso pode ocorrer no caso de ambas as linhagens parentais desta
cultivar possuirem o mesmo alelo para este loci. Com isso, a geragdo F1 pode ser
homozigota em alguns /loci, de acordo com a heranga mendeliana (Slavov et al., 2004;
Templeton, 2006a). A cultivar SATOR CL apresentou dois alelos iguais aos da planta
de arroz vermelho com a qual foi realizado o cruzamento. Estes alelos ocorreram nos

locus RM251 e RM475 e assim, o hibrido oriundo do cruzamento destas plantas poderia
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ser homozigoto nestes /oci. De fato, isso ocorreu com o marcador RM251, que foi
monomorfico na genotipagem do hibrido entre AV104 e Sator CL (Tabela 8). O mesmo
ocorreu com o hibrido de AV120 e PUITA INTA CL, que foi homozigoto para o

marcador RM475 (Tabela 8).

TABELA 8. Genotipagem de cultivares de arroz, arroz vermelho e hibridos realizados em casa
de vegetacdo, com quatro marcadores SSR. Porto Alegre, RS. 2010.

Marcador molecular SSR

~ 1 ~

Populagdo 4797 RM341  RM251  RMa7s5  Mutacdo

IRGA 422 CL 129129 157/157  129/129 212212 GlyesGlu
AV122 135135 152/152  151/151  202/202 ]

AV122 x IRGA 422 CL 129/135  152/157  129/151 202212 GlyesGlu

PUITA INTA CL 129/129  187/187  129/129  202/202  AlayyThr
AV120 135/135  152/152  147/147  202/202 ]

AV120 x PUITA INTA CL  129/135  152/187  129/147  202/202  Ala;,,Thr

Sator CL 129/129  157/187  129/143  202/212  Seres;Asn
AV104 135/135  152/152  143/143  202/202 :

AV104 x Sator CL 129/135  152/187  143/143  202/212  SeressAsn
IRGA 417 135/135  187/187  129/129 2127212 :
AV110 135/135  152/152  143/143  202/202 ;
AV110 x IRGA 417 135/135  152/152  143/143  202/202 ;

Arroz vermelho suscetivel 129/129 175/175 129/129 202/202 -

TAV110, AV122, AVI120 ¢ AV104 sdo plantas de arroz vermelho utilizadas nos cruzamentos.

O alto poder discriminante dos marcadores SSR e sua codomindncia tém sido
apontados como umas das suas principais vantagens (Jones efal, 2009). Estas
caracteristicas permitem que estes sejam utilizados em estudos de caracterizagdao
genética e de paternidade em diversas espécies (Slavov et al., 2005; Tew & Pan, 2010).
Embora ndo exista um numero predeterminado de marcadores a serem usados, estudos
tém sido desenvolvidos com quantidades relativamente pequenas de marcadores SSR.
Por exemplo, 87 progénies de cana-de-aciicar foram caracterizadas através
de sete marcadores SSR, que produziram um total de 51 alelos polimdrficos
(Tew & Pan, 2010). A partir de trés marcadores SSR, foram avaliados 205 acessos de

Brassica rapa com a finalidade de encontrar fluxo génico a partir de B. napus
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(Elling et al., 2010). Na cultura do arroz, trabalhos com o objetivo de identificagdo de
hibridos entre arroz cultivado e arroz vermelho tém sido desenvolvidos utilizando-se
cinco (Rajguru et al., 2005), dois (Shivrain et al., 2009a) ¢ somente um marcador SSR
(Shivrain ef al., 2007). Entretanto, nestes trabalhos envolvendo arroz cultivado e arroz
vermelho os autores conheciam em qual geracdo estavam os individuos avaliados.
Avaliagoes de individuos de arroz vermelho semelhantes a realizada nesta dissertacao
nao foram encontradas na literatura.

Entre os marcadores polimoérficos o conteudo de informagdo polimoérfico médio
de 0,51, variando de 0,35 a 0,77. A diversidade génica média foi de 0,56, variando de
0,45 a 0,8. A genotipagem dos acessos de arroz vermelho indicou haver muitos alelos
compartilhados entre estes e as cultivares de arroz. Isso foi evidenciado na analise de
frequéncias alélicas (Tabela 9). O alelo 129 do marcador 4797 estd presente nas
cultivares resistentes a imidazolinonas e ausente na cultivar suscetivel IRGA 417. Esse
alelo estd presente em todas as populagdes avaliadas e com frequéncias relativamente
altas (Tabela 9). O alelo 135 deste marcador foi encontrado na cultivar IRGA 417 e no
arroz vermelho utilizados nos cruzamentos (Tabela 8). Assim, esse alelo foi associado a
esta cultivar e a suscetibilidade a imidazolinonas. O marcador RM251 indicou o alelo
129 como tipico das cultivares de arroz (Tabela 9). Este marcador indicou diversos
alelos ausentes nas cultivares, sendo considerados tipicos de arroz vermelho (Tabela 9).
Os alelos 157 e 187 encontrados no locus RM341 foram considerados tipicos das
cultivares de arroz avaliadas. Esses alelos estdo presentes na cultivar Sator CL em
heterozigose (Tabela 8). No /ocus RM475 o alelo 202 foi observado em homozigose na
cultivar PUITA INTA CL, enquanto que nas cultivares IRGA 417 e IRGA 422 CL o
alelo observado foi 212. O alelo 216 foi considerado tipico de arroz vermelho, devido

sua auséncia nas cultivares avaliadas. Entre todos os acessos genotipados houve
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somente dois alelos privados. O alelo 175 do locus RM341 encontrado no arroz
vermelho suscetivel e o alelo 153 de um acesso da populacdo Sao Martinho da Serra 1

observado no locus RM251 (Tabela 9).

TABELA 9. Frequéncias alélicas de acessos de arroz vermelho e cultivares de arroz, obtidas
pela genotipagem de quatro marcadores SSR. Porto Alegre, RS. 2010.

L RM251 RM34 1o oo RMA475—
Populagho o 135 129 134 139 143 147 151 153 163 152 155 157 175 187 202 212 216
IRGA417 - 100 100 - - - - - - - - - - 100 - 100 -
[422CL 100 - 100 - - - - - o . . . 100 - - - 100 -
PINTACL 1,00 - 100 - - - = = - . . . . . 100 100 - -
Sator CL 100 - 050 - - 050 - - - - - - 05 - 050 050 050 -
AVS 028 072 022 - - 044 017 017 - - 067 - 006 0,11 0,17 089 011 -
C Sul 060 040 053 0,17 - - 023 007 - - 004 008 088 - - - 085 015
SMSerral 083 0,17 025 025 - 008 008 0,17 008 008 004 008 08 - 004 - 073 027
SMSerra2 0,67 033 020 020 - - 040 020 - - 020 - 080 - - - 067 033
SMarial 063 037 050 004 - - - 046 - - 020 007 060 - 013 004 035 062
SMaria2 046 054 077 012 - - - 012 - - 021 - 075 - 004 - 075 025
R Seca 100 - 050 008 - 025 - - - 017 - - 023 - 077 015 062 023
Sio Gabriel 077 023 - - 004 046 029 - - 021 0,4 0,14 073 - - 083 - 017
NCabrais 1,00 - - - 100 - - - - - . . 075 - 025 - 100 -
DFrancisca 080 020 - - 1,00 - - - - - - - 040 - 060 - 100 -
RSull 071 029 029 043 - 014 - - - 014 - 013 088 - - - 070 030
S Sul2 067 033 015 031 - 015 008 008 - 023 007 - 093 - - 013 046 042
Camaqua 085 0,15 0,17 044 - 006 006 028 - - 005 - 095 - - 005 085 0,10
Uruguaiana 043 057 030 040 - 0,0 - 010 - 010 - - 100 - - 004 096 -
Agudo 050 050 - 075 - 025 - - - - - - 087 - 03 035 030 035
Alegrete 056 044 - 033 - 056 011 - - - 005 - 080 - 015 - 08 017

A resisténcia aos herbicidas imidazolinonas em arroz vermelho pode ser
devida ao fluxo génico entre cultivares de arroz resistentes e arroz vermelho ou
selecdo independente de fluxo génico através de uso continuo desses
herbicidas (Kuk et al., 2008; Shivrain et al., 2009b). Os acessos analisados no presente
estudo foram coletados em lavouras de arroz na safra 2007/2008 e foram fenotipados
em relagdo a resisténcia aos herbicidas imidazolinonas (Menezes ef al., 2009).
Posteriormente, foram detectadas as mutacdes no gene da ALS nestes acessos
(Roso et al., 2010a). Tanto as informagdes obtidas da fenotipagem quanto da
genotipagem dos acessos de arroz vermelho foram utilizadas para diagnosticar a origem

da resisténcia dos mesmos. Entretanto, a presenga de alelos comuns entre as plantas de
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arroz vermelho e as cultivares de arroz foi um fator negativo ao diagnéstico da
resisténcia por selecdo independente. Isso ¢ devido a impossibilidade de
reconhecimento da heranca de alelos em homozigose. Outro fator limitante desse
diagnostico € a ocorréncia de /oci homozigotos e heterozigotos no mesmo individuo.
Isso ¢ devido a decorréncia de geragdes subsequentes de autofecundagao caracteristica
do género Oryza. A autofecundacdo faz com que a heterozigose diminua 50% a cada
geracdo (Lange, 2003).

A origem da resisténcia do arroz vermelho quanto a selecdo independente foi
determinado pela auséncia de alelos semelhantes aos das cultivares resistentes a
imidazolinonas IRGA 422 CL, PUITA INTA CL e Sator CL. Este método é uma
adaptacdo do método de paternidade por exclusao, no qual os individuos
testados sdo avaliados quanto a existéncia ou ndo de alelos de possiveis genitores
(Slavov et al., 2005). Foram identificados dois individuos cuja resisténcia aos
herbicidas imidazolinonas foi originada da selecdo independente de fluxo génico e 174
cuja resisténcia foi devida a fluxo génico (Tabela 10). Em termos proporcionais, isto
corresponde que 1,1% dos individuos testados foram identificados como resistentes por

selecdo independente e 98,9% foram resistentes devido ao fluxo génico (Tabela 10).

TABELA 10. Origem da resisténcia de arroz vermelho resistente aos herbicidas
imidazolinonas do RS. Porto Alegre, RS. 2010.

Origem da resisténcia  Individuos avaliados Individuos identificados Proporgao (%)

Selecdo independente 176 2 1,1
Fluxo génico 176 174 98.9

Dentre os individuos cuja resisténcia foi devida ao fluxo génico, dois
apresentaram todos os loci heterozigotos, um da populagdo Sdo Martinho da Serra 1 e
outro da populagdo Santa Maria 1 (Apéndice 3). Estes individuos contém alelos tipicos

de arroz vermelho e da cultivar IRGA 422 CL, além da mutag¢do Glyes4Glu, o que indica
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que estes individuos possam ser a geragdao F1 de um evento de fluxo génico ocorrido em
lavoura.

Individuos da populacao Restinga Seca e Sao Gabriel, portadores da mutagao
Sergs3Asn, possuem os alelos presentes na cultivar Sator CL que também possui esta
mutacao (Apéndice 3). Isto evidencia a ocorréncia de fluxo génico a partir desta cultivar
para o arroz vermelho. Ainda, individuos da populagdao Restinga Seca, portadores da
mutagdo Ala;p,Thr, apresentaram alguns alelos iguais aos que ocorrem em
PUITA INTA CL que contém a mesma mutacio (Apéndice 3). Entretanto, estes alelos
também pertencem a cultivar IRGA 417 e assim, ndo ¢ possivel definir, com um
minimo de confiabilidade, que a presenca desta mutacdo nestes acessos seja devida ao
fluxo génico a partir de PUITA INTA CL. Um fato complicador ¢ que o histérico de
uso de cultivares nos locais onde foram coletados os individuos de arroz veremelho
indica que ndo houve cultivo tanto de Sator CL quanto de PUITA INTA CL
anteriormente a coleta dos acessos, realizado na safra 2007/2008 (Kalsing, A.,
comunicagio pessoal). Além disso, o cultivo comercial da cultivar PUITA INTA CL foi
liberado somente no ano de 2008/2009 no Brasil (MAPA, 2011).

Assim, a partir dessas informagdes duas possibilidades podem ter ocorrido. Uma
delas é a ocorréncia natural destas mutagdes nestes materiais. E conhecido que existem
22 mutagdes no gene da ALS que conferem resisténcia aos herbicidas inibidores de
ALS em plantas daninhas (Powles & Yu, 2010). Foram identificadas at¢é o momento
seis espécies de plantas daninhas resistentes aos herbicidas inibidores de ALS cuja
mutacao € Alaj;Thr (Roso ef al., 2010a; Tanel et al., 2011). Além disso, duas espécies
resistentes a estes herbicidas foram identificadas portando a mutacao Sergs3Asn (Tranel
et al. 2011), presente na cultivar Sator CL. Em plantas de arroz vermelho, estas

mutacoes foram identificadas por Roso et al (2010a), sendo sua origem ainda
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desconhecida. Os resultados apresentados aqui ndo permitem concluir que os acessos de
arroz vermelho portadores das mutacdes Ala;Thr e SergssAsn tenham adquirido-as
naturalmente. Esta limitacdo ¢ devida em parte a presenca de alelos semelhantes na
cultivar IRGA 417 que sao compartilhados com as demais cultivares e dificultam a
defini¢ao do genitor. O numero reduzido de marcadores utilizados também contribuiu
para insuficiente discrimina¢ao das cultivares. Estudos posteriores devem ser realizados
com mais marcadores a fim de aumentar o poder de discriminagdo entre cultivares e os
acessos. Outra possibilidade ¢ que estas cultivares tenham sido utilizadas em certas
areas, no caso de Sator CL, mas a informacao oficial tenha se perdido. No caso da
cultivar PUITA INTA CL, o uso pode ter sido realizado com sementes oriundas da
Argentina, onde o cultivo comercial foi liberado anteriormente em relacdo ao Brasil.
Entretanto, estas hipoteses carecem de informagdes conclusivas € requerem estudos
mais detalhados. Por outro lado, a mutagdo Glygs4Glu, presente na cultivar
IRGA 422 CL, ocorreu naturalmente em uma populagdo de arroz vermelho do Arkansas
(Sales et al., 2008). Esta informacdo foi obtida no presente estudo para populagdes de
arroz vermelho do RS. Os dois individuos cuja resisténcia foi devida a selecdo
independente pertencem as populagdes Sdo Martinho da Serra 1 e Sdo Martinho da
Serra 2 (Apéndice 3). A mutacdo no gene da ALS encontradas nestes individuos ¢ a
Glygs4Glu, a semelhanga da que foi encontrada nos EUA (Sales et al., 2008).

Os resultados encontrados neste estudo indicam que o fluxo génico a partir de
plantas de arroz resistentes € o fator preponderante na evolugao da resisténcia de arroz
vermelho aos herbicidas imidazolinonas no RS. Isso ¢ esperado devido a maior
probabilidade de ocorréncia de fecundacao cruzada entre plantas de arroz em
comparac¢ao com a probabilidade de ocorréncia de mutagdo no gene ALS. A frequéncia

inicial de mutacdo no gene da ALS é estimada em 10° (Delye et al., 2009). Esta
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informacao explica o porqué da rapida evolucdo de populagdes de plantas
daninhas resistentes aos herbicidas inibidores de ALS (Preston & Powles, 2002;
Delye et al., 2009). Por outro lado, em culturas como o arroz que possuem espécies
correlatas como plantas daninhas, o fluxo génico entre estas plantas pode ser mais
importante que as mutagdes naturais na evolucao da resisténcia a herbicidas, conforme
comprovado por este estudo. Para ilustrar este fato, foi realizada uma comparagao entre
ambas as origens de resisténcia aos herbicidas inibidores de ALS (Tabela 11). Nesta
comparagdo foram utilizados resultados médios de pesquisa e os fatores que afetam
ambos os casos nao foram considerados por fins didaticos. Por exemplo, tomando por
base a area de 1 ha com uma infestagdo de arroz vermelho de 15 plantas/m? (IRGA,
2010), o que resulta em 15000 plantas/ha, ¢ uma produc¢ao de 1000 sementes/planta
(Hamid e7 al., 2007), ¢ numa frequéncia inicial de mutacdo da ordem de 10
(Delye et al., 2009), haveria uma produgao esperada de 1500 individuos resistentes em
1 ha (Tabela 11). Em relacdo ao fluxo génico, a probabilidade de ocorréncia utilizada
para compara¢do foi a obtida no experimento discutido posteriormente no item 4.2
(Tabela 11). Com base nessa probabilidade, seriam esperados 36450 individuos
resistentes em 1 ha. A razdo entre o nimero de individuos resistentes esperados devido
a cada forma de origem seria de 0,041. Esta razdo calculada com os dados observados
neste experimento ¢ de 0,048 (Tabela 11). Esse cenario ilustra e explica a diferenca de
magnitude encontrada entre o numero de individuos resistentes a imidazolinonas por
selecdo independente e fluxo génico obtidos no presente estudo. Além disso, este
resultado indica que a metodologia empregada estd de acordo com o que ¢ esperado
baseado em resultados da literatura.

A diferenca proporcional entre processos de selecdo independe e fluxo génico

em arroz foi apontada por Gressel e Valverde (2009). Estes autores argumentaram que
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devido as probabilidades de ocorréncia de cada fator ¢ esperado que a resisténcia de
arroz  vermelho devida ao fluxo génico ocorra em 99% dos casos.
Além da confirmacgao desta  hipotese pelo presente estudo, outros trabalhos
apresentaram resultados semelhantes na Costa Rica (Gressel & Valverde, 2009) e

nos EUA (Shivrain et al, 2006).

TABELA 11. Razio entre nimero de individuos resistentes devido a sele¢dao independente e
fluxo génico observados neste estudo e esperados em 1 ha a partir de dados da
literatura. Porto Alegre, RS. 2010.

Individuos Individuos

Orl.geArn Qa ProbablhAdac.ie Plantas/ha Sementes/planta resistentes  resistentes
resisténcia de ocorréncia
esperados  observados
Selecdo independente  0,000010 150000 1000 1500 2
Fluxo génico 0,000344 150000 1000 51600 174
Razdo 0,029 0,011

A resisténcia aos herbicidas imidazolinonas em arroz vermelho devido ao fluxo
génico pode ocorrer a partir das cultivares de arroz resistente € também a partir de
plantas de arroz vermelho resistentes, conforme resultados obtidos neste trabalho e
discutido no item 4.2.1 desta dissertagdao. Isso explica, por exemplo, a ocorréncia de
heterozigose em alguns /oci e homozigose em outros em um mesmo individuo
(Apéndice 3). O fluxo génico entre plantas de arroz vermelho pode gerar individuos
suscetiveis no caso de genitores resistentes serem heterozigotos no alelo mutante. Isso €
possivel devido ao fato de a resisténcia aos inibidores de ALS resultante de
local de agdo alterado ser regida por dois alelos em relagdo de dominancia
(Shivrain ef al., 2006). Assim, de acordo com a heran¢a mendeliana, parte da progénie
serd composta por individuos suscetiveis aos herbicidas (Templeton, 2006a). Entretanto,
a aplicacdo posterior dos herbicidas imidazolinonas elimina individuos suscetiveis. Isso
foi estudado em relacdo ao fluxo génico entre arroz cultivado resistente ao herbicida

glufosinato de amoénio e plantas de arroz vermelho (Oard et al., 2000). Os autores
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mostraram que a resisténcia a este herbicida, conferida pelo gene BAR, ¢ controlada por
dois alelos e segue a segregacao mendeliana.

Em populagdes de plantas daninhas resistentes os alelos mutantes que conferem
resisténcia aos herbicidas podem persistir ao longo do tempo (Ellstrand et al., 1999).
Isso ¢ provavel que ocorra na medida em que os mesmos herbicidas continuem a ser
utilizados. A selecdo imposta as plantas pela aplicacdo destes produtos ¢ alta, uma vez
que a maioria dos individuos suscetiveis ¢ eliminada ap6s uma aplicagdo. Assim,
plantas de arroz vermelho resistentes as imidazolinonas seja através de selecdo
independente ou fluxo génico poderdo manter nas populagdes os alelos de resisténcia.
Cabe salientar que mesmo mutagdes ocorridas naturalmente podem ser transmitidas
através de fluxo génico de pdlen entre plantas, ou de sementes entre populagdes. Por
outro lado, mesmo com interrup¢ao do uso de herbicidas imidazolinonas em locais
contendo plantas de arroz vermelho resistentes, a frequéncia dos alelos mutantes pode
ndo diminuir ao longo do tempo. Isso ocorre porque algumas mutagdes ocorridas no
gene da ALS provocam alteragdes positivas na adaptacdo das plantas portadoras
(Park et al., 2004), além da resisténcia a estes herbicidas (Menezes et al., 2009). Isso foi
comprovado em diversas espécies de plantas daninhas e serd discutido com maiores
detalhes no item 4.3 juntamente com os resultados que indicam alteragdo positiva na
adaptacao de plantas de arroz resistentes as imidazolinonas. Estas consideragdes
indicam que o controle de escapes de arroz vermelho deve ser uma regra fundamental
em programas de manejo dessa planta daninha em lavouras de arroz.

A persisténcia de alelos mutantes conferindo resisténcia aos herbicidas foi
estudada na espécie B. rapa (Warwick et al., 2003; Warwick et al., 2008). Apo6s quatro
anos da deteccdo de hibridos entre nabo e B. rapa no Canada (Warwick et al., 2003), foi

detectado o transgene de resisténcia ao herbicida glyphosate e individuos de B. rapa
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(Warwick et al., 2008). Em outro estudo, realizado nos EUA, a persisténcia de alelos de
cultivares de R. sativus em R. raphanistrum foi monitorada durante dez anos
(Snow et al., 2010). Neste trabalho confirmou-se que os alelos examinados persistiram
em todas as populacdes de R. raphanistrum avaliadas, e que as frequéncias alélicas
variaram entre loci, populagdes e anos (Snow ef al., 2010). Os resultados destes estudos
alicercam a hipotese de que alelos mutantes, oriundos de cultivares ou de plantas
resistentes podem persistir em populagdes de plantas daninhas.

O arroz vermelho ¢ a planta daninha de mais dificil controle na cultura do
arroz, principalmente devido a sua similaridade genética com o arroz cultivado
(Santos ef al., 2007). Entretanto, caracteristicas como a degrane e dorméncia nas
sementes do arroz vermelho agravam o problema, pois além de ndo serem colhidas, as
sementes caidas no solo persistem por anos até germinarem em momento oportuno
(Finkelstein et al., 2008; Thurber ef al., 2010). Os resultados obtidos neste estudo
trazem novas informagdes que complementam os dados de infestagdo e resisténcia de
arroz vermelho na cultura do arroz. Isso porque estas informacgdes tomadas
conjuntamente deverdo ser utilizadas no desenvolvimento de estratégias de controle
dessa planta daninha. Com a evolucdo de populacdes de arroz vermelho resistentes as
imidazolinonas (Menezes et al., 2009), o controle quimico com estes herbicidas passa a
ser limitado e dessa forma, outras praticas de manejo devem ser utilizadas mais
enfaticamente.

Anteriormente ndo era conhecida a origem da resisténcia do arroz vermelho as
imidazolinonas no RS. A determinacdo da predominancia e da magnitude destes
processos obtidas neste estudo ¢ importante, pois indica a necessidade de intensificagdao
de estratégias de prevencao e manejo da resisténcia do arroz vermelho aos herbicidas.

Considerando a ocorréncia de resisténcia aos herbicidas em arroz vermelho devida a
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selecdo independente de mutantes e posterior fluxo génico para plantas vizinhas, o
manejo deve ser realizado com base na reducao da pressao de selecao pelos herbicidas.
Isso ¢ alcangado através da rotacao de culturas que permite a utiliza¢ao de herbicidas de
distintos mecanismos de acao (Andres, ef al., 2001; Burgos et al., 2008). Por outro lado,
considerando-se a resisténcia de arroz vermelho originada devido ao fluxo génico direto
de cultivares resistentes aos herbicidas, as estratégias de controle devem ser baseadas no
controle de escapes de arroz vermelho. Para tanto, praticas como rouguing ou catagdo
manual e aplicagdo de herbicidas durante o florescimento do arroz vermelho podem ser
utilizadas (Agostinetto et al., 2001). Além de praticas convencionais de controle do
arroz vermelho resistentes aos herbicidas imidazolinonas, algumas estratégias
baseadas em biotecnologia vém sendo propostas para mitigar o fluxo
génico ou impedir a introgressdo dos alelos de resisténcia em populacdes desta
planta daninha (Gressel, 1999; Al-Ahmad & Gressel, 2006; Linefal, 2008;
Gressel & Valverde, 2009). Estas estratégias serdo discutidas detalhadamente no item
4.2.2 juntamente com os resultados do estudo de fluxo génico entre populacdes de arroz

vermelho.

4.2 Quantificacao do fluxo génico a partir de arroz vermelho resistente e

entre populacdes de arroz vermelho resistente do RS

4.2.1 Fluxo génico a partir de arroz vermelho resistente

A produtividade de sementes estimada no experimento foi de 6300 kg/ha para
IRGA 417 e de 3200 kg/ha para o arroz vermelho em uma area de 1568 m? Em
decorréncia do fendmeno meteorologico El Nifio no ano agricola 2009/2010 a

semeadura do experimento foi realizada em dezembro, um més apés a época de
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semeadura recomendada. Além disso, este fendmeno causa excesso de chuva e
consequente nebulosidade excessiva na Regiao Sul do Brasil, o que limita o potencial
produtivo do arroz (Berlato & Fontana, 2003). A detec¢ao de individuos resistentes a
imidazolinonas originados por fecundacao cruzada foi avaliada em aproximadamente
1 024 000 sementes. Este numero decorre da amostragem de 1989 sementes por
determinagdo, conforme procedimento descrito por Mcphersonefal (2009) e
Jhala et al. (2010) e mostrado na Tabela 4, multiplicado por 512 amostras coletadas no
experimento. No somatorio dos tratamentos foram encontradas 249 plantas resistentes,
0 que resultou em uma taxa de fluxo génico de 0,0243%.

A avaliagdo do fluxo génico de arroz foi realizada considerando as cultivares
resistentes a imidazolinonas IRGA 422 CL, PUITA INTA CL e Sator CL como
doadoras de polen (doadoras), e a cultivar IRGA 417 e um bidtipo de arroz vermelho
suscetivel aos herbicidas imidazolinonas foram os receptoras de pdlen (receptoras). O
marcador fenotipico a ser detectado nas plantas hibridas foi a resisténcia as
imidazolinonas. A Figura 10 ilustra as etapas de bioensaios de sementes e aplicacdo do

herbicida para eliminacdo dos falsos positivos.
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FIGURA 10. Etapas da detec¢do dos hibridos entre arroz resistente a imidazolinonas e arroz
suscetivel. A) hibrido entre IRGA 417 e PUITA INTA CL. B) hibrido entre arroz
vermelho suscetivel e IRGA 422 CL. C) Detalhe comparativo entre sementes de
IRGA 417 e hibridos resistentes. D) Detalhe comparativo entre arroz vermelho
suscetivel e hibridos resistentes. E) Estadio no qual as plantas hibridas foram
aspergidas com o herbicida imazethapyr. Porto Alegre, RS. 2010.

A triade composta pelos métodos bioensaio de embebicdo com solugdo
herbicida, aspersdao do herbicida e marcadores moleculares SNP se mostrou eficaz na
eliminacdo de falsos positivos. Algumas plantulas suscetiveis, sobretudo de arroz
vermelho, apresentaram comprimento de raiz semelhante ao das testemunhas resistentes
no bioensaio e foram nomeadas resistentes. Entretanto, o herbicida imazethapyr
aplicado causou a morte das mesmas, aumentando a precisdo do método de detecgao.
Foi observado que as plantulas de IRGA 417 sdo mais suscetiveis ao herbicida
imazethapyr se comparadas as de arroz vermelho suscetivel, assim, os falsos positivos

destas cultivar foram raros neste experimento. Das plantulas remanescentes foram

selecionadas ao acaso quatro repeticdes por combinacdo doador x receptor para
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identificacdo das mutagdes através dos os marcadores moleculares SNP descritos
anteriormente no item 3.2.1.4. As mutacdes observadas indicam que as plantulas de
arroz vermelho (Figura 11) e de IRGA 417 (Figura 12) sdo hibridas oriundas de fluxo
génico entre estas e o arroz vermelho resistente e as cultivares IRGA 422 CL,
PUITA INTA CL e Sator CL.

Os dados de fluxo génico expressos em porcentagem ndo tiveram distribuigcdo
normal nem varidncias homocedésticas devido a baixa amplitude numérica das
observagdes e grande quantidade de valores iguais a zero. Desta forma, as
pressuposicdoes de normalidade e homocedasticidade, necessarias para realizagdo da
andlise de variancia paramétrica, ndo foram atendidas. Diversas transformagdes foram
realizadas sem que a correcdo destes problemas fosse alcancada. Por isso, foram

adotados métodos de analise de variancia ndo paramétrica.

LAD AVS AVR 422 PUI SAT
100pb

LAD AVS AVR 422

100pb

LAD AVS AVR 422 PUI SAT

100pb

FIGURA 11. Gel de agarose indicando os fragmentos SNP do arroz vermelho suscetivel a
imidazolinonas (AVS) utilizado como receptor de pélen, das cultivares IRGA
422 CL (422), PUITA INTA CL (PUI) e Sator CL (SAT) utilizadas como
doadores de pdlen e de individuos hibridos AVS x AVR (linhas 1, 2, 3 ¢ 4), AVS
x 422 (5,6, 7 e 8), AVS x PUI (9, 10, 11 e 12) e AVS x SAT (13, 14, 15 ¢ 16).
LAD, Ladder 100 pb (Invitrogen). Acima, foi testada a presenca da mutagdo
Glyes4Glu de IRGA 422 CL e do arroz vermelho resistente. No centro, foi testada
a presenca da mutagdo Ala;»Thr de PUITA INTA CL. Abaixo, foi testada a
mutacgdo Sergs;Asp de Sator CL. Porto Alegre, RS. 2010.
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FIGURA 12. Gel de agarose indicando os fragmentos SNP da cultivar IRGA 417 (417)
utilizada como receptor de polen, das cultivares IRGA 422 CL (422), PUITA
INTA CL (PUID) e Sator CL (SAT) utilizadas como doadoras de pdlen e de
individuos hibridos 417 x AVR (linhas 1, 2, 3 ¢ 4), 417 x 422 (5,6, 7 ¢ 8), 417 x
PUI (9, 10, 11 e 12) e 417 x SAT (13, 14, 15 e 16). LAD, Ladder 100 pb
(Invitrogen) Acima, foi testada a presenca da mutacdo Gly654Glu de IRGA 422
CL e do arroz vermelho resistente. No centro, foi testada a presenca da mutagio
Alal22Thr de PUITA INTA CL. Abaixo, foi testada a mutagdo Ser653Asp de
Sator CL. Porto Alegre, RS. 2010.

A principal desvantagem da andlise ndo paramétrica ¢ o fato da ndo
generalidade, ou seja, ndo ha um unico teste capaz de ser aplicado em qualquer
delineamento, como o teste F em analises paramétricas. Ao contrario, para cada
delineamento um ou mais testes sdo desenvolvidos. O delineamento utilizado neste
experimento foi o de blocos completos casualizados em parcela subsubdividida.
Segundo Zimmermann (2004, pag. 359), como ndo existe um teste ndo paramétrico
especifico para este delineamento entdo se deve realizar a andlise da varidncia
paramétrica sobre os dados e sobre os postos obtidos da ordenagdo dos dados para
verificar se ambos derivam resultados semelhantes. Se os resultados forem semelhantes,
as suposi¢des que sustentam a analise de variancia sdo razoaveis e validam a utilizagdo
da andlise (Payton ef al., 2006; Mehrotra et al., 2010). Caso os resultados sejam

discrepantes, a analise com os dados transformados em postos ¢ geralmente mais
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precisa que aquela realizada com os dados originais (Zimmermann, 2004, pag. 359). Em
analises nao paramétricas, a ordenagdo das observacdes em postos ¢ usual. Por exemplo,
os testes de Kruskal-Wallis, de Wilcoxon, de Mann-Whitney e de Friedman utilizam os
postos ao invés dos dados originais (Zimmermann, 2004; Mehrotra et al., 2010).

Para a realizagdo do procedimento discutido acima no presente estudo, os dados
foram ordenados em ordem crescente e a analise foi realizada sobre os dados originais e
sobre os postos dos dados ordenados (Tabela 12). Foi realizada analise de variancias
heterocedasticas de Welch (1951), que testa apenas efeitos principais (Tabela 13).
Como os resultados destes procedimentos foram semelhantes, a discussdo foi realizada
tomando como base a Tabela 12, conforme descrito por Zimmermann (2004, pag. 359)

e Mehrotra et al. (2010).

TABELA 12. Analise de variancia do fluxo génico de cultivares de arroz e arroz vermelho
resistentes a imidazolinonas para cultivar e arroz vermelho suscetiveis. As plantas
suscetiveis foram receptoras de polen e as resistentes foram doadoras. Analise
realizada com base nos dados originais ¢ com postos das observagdes ordenadas.
Porto Alegre, RS. 2010.

G d Soma de Quadrado
Fonte da variacdo raus ae Quadrados médio

liberdade
Dados Postos Dados Postos Dados Postos Dados Postos

F Significancia

Bloco 3 0,0031 11,2402 0,0010 0,4134 1,0600 1,0600 0,3654 0,3654
Receptor de pdlen 1 0,0518 20,720 10,0518 20,720 126,80 126,80 0,0015** 0,0015%*
Erro A 3 0,0012  0,4902 0,0004 0,1634

Doador de polen 3 0,0045 1,7871 0,0015 0,5957 1,9700 1,9700 0,1546  0,1546
Receptor*Doador 3 0,0051 2,0371 0,0017 0,6790 2,2500 2,2500 0,1178  0,1178
Erro B 18 0,0136 5,4414 0,0008 0,3023

Distancia 3 0,0036 1,4434 0,0012 0,4811 1,2300 1,2300 0,2966  0,2966
Diregdo Cardeal 3 0,0001 0,0215 0,0000 0,0072 0,0200 0,0200 0,9966  0,9966
Erro C 474 0,4618 184,72 0,0010 0,3897

Total 511 0,5448 217,9043

** Efeito significativo ao nivel de P<0,01
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TABELA 13. Analise de variancia heterocedastica de Welch para efeitos principais de receptor
de poélen, doador de pdlen, distancia da fonte doadora e direcdo cardeal.
Porto Alegre, RS. 2010.

Fonte da Variagdo Graus de Liberdade F Significancia
Receptor de pdlen 1 53,59 0,0001**
Erro 430,4

Doador de pélen 3 1,68 0,1716
Erro 280,3

Distancia da fonte doadora 3 1,01 0,3871
Erro 281,9

Direcdo cardeal 3 0,02 0,9973
Erro 282,0

** Efeito significativo ao nivel de P<0,01

As andlises de varidncias mostraram que houve efeito significativo do fator
receptor de pdlen. Desta forma, o bidtipo de arroz vermelho suscetivel e a cultivar
IRGA 417 diferiram entre si em relacdo ao fluxo génico observado (Tabela 12). O teste
de comparagdo de médias de Tukey indicou que o arroz vermelho suscetivel
proporcionou maior fluxo génico que a cultivar IRGA 417 (Tabela 14). Isto pode
ocorrer devido a diferencas morfoldgicas nas estruturas reprodutivas da cultivar e do

arroz vermelho, sobretudo em relagdo aos estames e pistilos.

TABELA 14. Fluxo génico de doadores de podlen resistentes a imidazolinonas para receptores
de poélen suscetiveis em funcdo das plantas receptoras. Porto Alegre, RS. 2010.

Receptor de pdlen Sementes Plantas resistentes detectadas Fluxo Génico (%)
testadas

Arroz vermelho 512000 176 0,0344 A

suscetivel

IRGA 417 512000 73 0,0142 B

"Médias diferentes de acordo com o teste de Tukey a 5%.

A flor na espécie Oryza sativa € composta por seis estames e um pistilo
(Yoshida et al., 2007). Os estames sao compostos de duas anteras seladas sustentadas
por um filamento e o pistilo contém apenas um 6vulo. Na fase de polinizagdo as glumas

se abrem e, simultaneamente, os estames alongam fazendo com que as anteras se
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movam para fora (Matsui & Kagata, 2003). Os graos de podlen caem sobre o
estigma, e a0 germinarem alcangam o ovario via tubo polinico, fecundando-o
(Matsui & Kagata, 2003). Algumas caracteristicas como protrusdo do estigma,
comprimentos do pistilo, comprimento do estigma e dos pelos do estigma, tamanho da
abertura das anteras e numero de grdos depositados no estigma sdao altamente
correlacionadas com fecundagdo cruzada em plantas de arroz (Kato & Namai, 1987;
Matsui & Kagata, 2003). Estas caracteristicas podem estar presentes em maior
intensidade no arroz vermelho em comparagdo com a cultivar IRGA 417 favorecendo a
fecundacao cruzada ou fluxo génico.

A propor¢do de alogamia ¢ normalmente menor em genotipos de arroz
cultivados em comparacdo com genotipos silvestres (Gealy et al., 2003). Outros autores
mencionam que a presenga de estigmas curtos limita a recepcdo de pdlen de outros
individuos em arroz cultivado (Messeguer et al., 2001) e que, por outro lado, espécies
silvestres possuem estigmas longos e abertos, o que favorece a captura de polen de
outras espiguetas (Song ef al., 2003). De fato, Noldin ef al. (2002) mostraram que uma
cultivar de arroz resistente ao herbicida glufosinato de amonio apresentou menor fluxo
génico como receptor de polen em comparagdo com bidtipos de arroz vermelho.
Matsui e Kagata (2003) mostraram que cultivares indigenas de arroz apresentaram
menor namero de graos de pdlen sobre os estigmas que as cultivares melhoradas
geneticamente devido a menor abertura do poro basal das anteras. Como a fecundacao
deve ocorrer no momento da abertura da espigueta, poros menores mantém mais graos
de podlen dentro das anteras, que ao sairem podem liberar os graos remanescentes em
outros locais que ndo o estima da propria espigueta. Isso indica que no processo de
melhoramento, aquelas caracteristicas que favorecem a fecundagdo cruzada sao

provavelmente diminuidas. No ambito do arroz vermelho, estas informacdes sdo
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importantes, pois explicam porque o biotipo de arroz vermelho apresentou maior
frequéncia de fluxo génico em relagdo a cultivar IRGA 417.

O fato de o arroz vermelho ser mais receptivo ao pélen de outras plantas indica
que o fluxo génico ocorra mais intensamente no sentido da cultivar para o arroz
vermelho. Isso indica que a introgressao das mutacdes no gene ALS do arroz cultivado
para arroz vermelho esteja ocorrendo. Dessa forma, populagdes de arroz vermelho
resistentes podem transmitir as mutagdes para populacdes suscetiveis. (Shivrain ef al.,
2009a). Além disso, no caso de individuos portadores de mutagdes diferentes, pode
ocorrer introgressao de mais de uma muta¢do para uma mesma populacdo ou individuo.
De fato, Roso ef al. (2010a) encontraram individuos de arroz vermelho resistente
portando duas ou mesmo trés mutagdes no gene da ALS. Estas mutagdes sdo as mesmas
encontradas nas cultivares resistentes IRGA 422 CL, PUITA INTA CL e Sator CL que
s30 GlygsaGlu, Ala 2, Thr e Sergs3Asp respectivamente (Roso ef al., 2010a).

Nao houve variagdo significativa no fator doador de pdlen (Tabela 12). Com
isso, as cultivares resistentes IRGA 422 CL, PUITA INTA CL, Sator CL e o bidtipo de
arroz vermelho resistente foram iguais em relagdo a variavel fluxo génico que ficou em

torno de 0,02% (Tabela 15).

TABELA 15. Fluxo génico de doadores de pdlen resistentes a imidazolinonas para receptores
de polen suscetiveis em funcao das plantas doadoras. Porto Alegre, RS. 2010.

Plantas resistentes

. Ao
Doador de polen Sementes testadas detectadas Fluxo Génico (%)
Arroz vermelho resistente 256000 57 0,0270™
Sator CL 256000 68 0,0266
IRGA 422 CL 256000 62 0,0242
PUITA INTA CL 256000 50 0,0195

NS Diferencas ndo significativas.
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Uma diferenga desse trabalho em relagdo a outros sobre fluxo génico em arroz ¢
a presenca de somente uma planta doadora de pélen no centro de uma parcela semeada
com plantas receptoras. No presente experimento, as plantas doadoras produziram em
torno de 15 afilhos produtivos, os quais forneceram o polen durante a floragdo. A
concepgdo da presenga de uma Unica planta doadora no centro de uma area de plantas
receptoras favorece a interpretagdo com relacao a ocorréncia de escapes individuais de
plantas resistentes aos herbicidas em lavouras. Além disso, esta concepcao se enquadra
em situagdes onde individuos resistentes estdo presentes como contaminantes de
sementes e em situagdes de individuos resistentes por mutagcdes espontaneas no gene da
ALS.

Virios trabalhos sobre fluxo génico utilizaram mais plantas doadoras do que as
usadas no presente estudo. O trabalho desenvolvido por Noldin ef al. (2002) teve area
de plantas doadoras de 1 m?, em outro trabalho realizado por Shivrain et al. (2007) a
area foi de 78 m? Ainda, no trabalho de Sanchez Olguin et al. (2009), realizado na
Costa Rica, as parcelas foram semeadas em diferentes proporg¢des, sendo que a menor
continha 70% de plantas doadoras. Nestes trabalhos, a densidade de semeadura das
plantas doadoras foi de aproximadamente 100 kg/ha o que garantiu pelo menos 250
plantas por metro quadrado. Mesmo em experimentos realizados em casa de vegetacao,
normalmente mais plantas sao utilizadas, como na pesquisa de Shivrain et al. (2009b)
onde foram utilizadas cinco plantas doadoras por parcela. Embora tenham sido
reportadas diferencas no fluxo génico para diferentes plantas receptoras, a presenca de
muitos individuos pode salientar possiveis diferengas entre plantas doadoras de polen, o
que ndo ocorreu no presente experimento. Esta limitacao pode ser superada aumentando
a area destinada as plantas doadoras de polen, aumentando assim, a pressao do mesmo

sobre as plantas receptoras. Além disso, graos de polen da propria planta de arroz foram
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mais bem aceitos pelos estigmas em comparagdo com graos oriundos plantas de arroz
silvestre mesmo sem competicao de pdlen (Song et al., 2002). Além disso, na propor¢ao
de 1:1, ou seja, havendo competi¢do entre os graos de pdlen de plantas distintas, houve
apenas 2% de fluxo génico (Song ef al., 2002). Isto indica que € necessaria certa pressao
de podlen para haver a fecundagao cruzada e para que diferengas entre genotipos possam
ser salientadas. Neste caso, muitas plantas devem ser utilizadas como doadores de
polen.

Embora na andlise de varidncia a interacdo receptor/doador nao tenha sido
significativa (Tabela 12), realizou-se analise pelo método dos minimos quadrados
ajustados pelo teste Tukey a fim de comparar o fluxo génico ocorrido em cada
combina¢do de um receptor com cada doador (Tabela 16). O resultado dessa analise
mostrou que a propor¢do de fluxo génico detectada na combinagdo arroz vermelho
suscetivel/PUITA INTA CL foi igual & combina¢io IRGA 417/PUITA INTA CL e que
para as demais combinagdes o fluxo génico foi maior quando o receptor era o arroz
vermelho suscetivel (Tabela 16). Este ¢ mais uma evidéncia que o arroz vermelho
suscetivel foi mais receptivo que a cultivar IRGA 417 para com o pdlen de outros

individuos.

TABELA 16. Fluxo génico entre doadores de polen resistentes a herbicidas
imidazolinonas e receptores suscetiveis comparados pelo método dos
minimos quadrados ajustados pelo teste de Tukey.

Cruzamento Fluxcz(;;’r )enlco Cruzamento FluX(zo/(O})emco Significancia
AVS x AVR' 0,039 IRGA 417 x AVR 0,015 0,0001
AVS x IRGA 422 CL 0,035 IRGA 417 x IRGA 422 CL 0,013 0,002
éIYS x PUITA INTA 0,024 IRGA 417 XCI;UITA INTA 0,015 0,691
AVS x Sator CL 0,039 IRGA 417 x Sator CL 0,014 0,0001

T - — - -
AVS, arroz vermelho suscetivel a imidazolinonas. AVR, arroz vermelho resistente.
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Diversos trabalhos mostraram que certos genétipos sdo mais compativeis com
outros e assim o fluxo génico entre eles ¢ potencializado. Ainda, certos genotipos sao
mais eficientes como doadores de podlen e favorecem o fluxo génico em relagdo a
outros. Foi mostrado por Noldin et al. (2002) que um bidtipo de arroz vermelho teve
maior fluxo génico que outro em combinagdo com a mesma linhagem resistente a
glufosinato de amoénio. Além disso, diversas populagdes de arroz vermelho
apresentaram compatibilidade variavel com uma cultivar de arroz resistente aos
herbicidas imidazolinonas (Shivrain et al., 2008; Shivrain et al., 2009a), havendo
combinagdes cujo fluxo génico foi cinco vezes maior que outras. Em relacdo ao efeito
de cultivares de arroz, a cultivar CL 121 apresentou menor fluxo génico quando
comparada com a cultivar CL 161 (Shivrain ef al., 2007), ambas as cultivares ndo sdo
disponiveis no Brasil, mas sdo genitoras de cultivares brasileiras como IRGA 422 CL e
Sator CL respectivamente.

Nas condicdes do presente experimento, o fator distdncia ndo teve efeito
significativo ao nivel de 5% (Tabela 12). As médias de fluxo génico concernentes a este
fator sdo mostradas na Tabela 17. Isto ocorreu devido ao didmetro limitado da parcela
utilizado neste experimento que permitiu avaliagdo de no maximo 3,5 m de distancia da

planta doadora.

TABELA 17. Fluxo génico de doadores de polen resistentes a imidazolinonas para
receptores de polen suscetiveis em funcdo da distancia da fonte doadora
de polen. Porto Alegre, RS. 2010.

Distancia (m)  Sementes testadas Plantas resistentes detectadas Fluxo Génico (%)
0,5 256000 74 0,0289 ™
1,5 256000 58 0,0230
2,5 256000 59 0,0227
3,5 256000 58 0,0227

NS Diferengas nio significativas a 5%.
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A frequéncia de fluxo génico diminui com o aumento da distancia entre a planta
doadora de podlen e a receptora (Yao ef al., 2008; Jhala et al., 2010). Isto porque a
densidade de polen da planta doadora incidente sobre as espiguetas das plantas
receptoras diminui exponencialmente com o aumento da distancia (Kanya et al., 2009;
Rong et al., 2010). Entretanto, diversos trabalhos tém mostrado que distancias de 0,3 a
3,5 m apresentam uma frequéncia de fluxo génico pouco variavel. Por exemplo,
Messeguer et al. (2004) estudando fluxo génico entre arroz transgénico e arroz
vermelho observou um fluxo médio de 0,01% até 2,5 m de distancia. Neste trabalho a
variagdo do fluxo génico em fun¢do da distancia apresentou diminui¢cdo exponencial
avaliada até 10 m das plantas doadoras. No trabalho desenvolvido por Chen et al.
(2004), o fluxo génico entre arroz cultivado e arroz vermelho foi de 0,01%
em média até 5 m de distancia das plantas doadoras. Nos trabalhos de Shivrain ef al.
(2007; 2009a) nos quais foi estudado o fluxo génico de cultivares de arroz resistente
aos herbicidas imidazolinonas para bidtipos de arroz vermelho, o fluxo médio
observado foi de 0,01% até 2 m e 0,002 até 5 m de distancia das plantas doadoras.

As variacdes no fluxo génico que ocorrem em pequenas distancias
possivelmente ndo permitem ajuste exponencial, mas sim linear. Isso porque a
diminui¢do exponencial ¢ caracterizada por uma fase linear inicial de diminui¢do lenta,
que acelera rapidamente até atingir um platé muito proximo de zero (Yao et al., 2008).
Por i1sso, em estudos de fluxo génico em arroz cuja distancia da fonte doadora de polen
nao ultrapasse 5 a 10 m espera-se que a relagdo entre estes fatores seja linear. De fato,
em estudo realizado na China o fluxo génico entre arroz e arroz silvestre variou
exponencialmente até uma distancia de 30 m (Yao efal, 2008). Entretanto, esta
variacdo foi linear até 3 m. A variacdo da dispersdo de polen a partir das plantas

doadoras foi linear até 10 m (Yao et al., 2008). Em outro estudo realizado no Quénia, os
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graos de podlen de cultivares de arroz dispersaram-se exponencialmente até 300 m a
partir da fonte doadora, na direcdo dos ventos predominantes. Entretanto, em diregdes
de ventos menos intensos, a variagao foi linear até¢ 250 m (Kanya et al., 2009). Embora
o fluxo génico nao tenha sido avaliado neste estudo, a dispersdo dos graos de poélen ¢
altamente relacionada ao fluxo génico (Yao ef al, 2008) e dessa forma inferéncias
comparativas podem ser realizadas. No presente experimento, embora a analise de
varidncia tenha indicado uma significancia de 0,29 para a distdncia, a andlise de
regressao mostrou, com um R?=0,65, que o fluxo diminuiu linearmente de 0,5 a 3,5 m
(Figura 13). De forma geral, as taxas de fluxo génico obtidas no ensaio em cada

distancia foram semelhantes aquelas encontradas na literatura (Tabela 17).
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FIGURA 13. Fluxo génico de entre plantas de arroz cultivado e arroz vermelho em fungio da
distancia da fonte doadora de pdlen. Porto Alegre, RS. 2010.

Em relagdo a direcdo cardeal, o fluxo génico ndo variou significativamente
conforme andlise de varidncia (Tabela 12). Nas quatro direcdes avaliadas no
experimento o fluxo génico observado foi de 0,02% aproximadamente (Tabela 18). As
direcdes predominantes do vento na Estagdo Experimental do Arroz do IRGA em

Cachoeirinha, durante o periodo de floragdo das plantas, foram Sul e Leste (Figura 14),



86

entretanto, a intensidade média e duragdo dos ventos ndo foram suficientes para afetar a

direcao fluxo génico.

TABELA 18. Fluxo génico de doadores de polen resistentes a imidazolinonas para receptores
de pdlen suscetiveis em fungdo das direcdes cardeais Porto Alegre, RS. 2010.

Diregdo Cardeal = Sementes testadas Plantas resistentes detectadas Fluxo Génico (%)

Norte 256000 61 0,0238 ™
Sul 256000 63 0,0246
Leste 256000 63 0,0246
Oeste 256000 62 0,0242

NS Diferengas ndo significativas.
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FIGURA 14. Ventos predominantes na Estagdo Experimental do Arroz, em Cachoeirinha/RS,
durante a o periodo de antese das plantas de arroz, expressos em numero de dias
de ocorréncia. Cachoeirinha, RS. 2010.

Teoricamente, os ventos predominantes nas horas em que as espiguetas das
plantas de arroz abrem podem proporcionar maior transporte de polen na diregao desses
ventos, aumentando a possibilidade de fluxo génico nessa dire¢do. Este tema foi
estudado por Messeguer et al. (2001) e Messeguer et al. (2004) em relacdo ao fluxo
génico entre plantas de arroz. Nestes trabalhos, realizados em Amposta na Espanha, os
autores mostraram que o fluxo génico foi maior na direcdo Norte em relagdo as outras

diregdes avaliadas, as quais foram igualmente ranqueadas. Segundo os autores, o vento
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na direcao Norte, que durava das 10h00 as 11h00, ndo era tao intenso quanto ventos de
outras dire¢des, mas o horario de ocorréncia coincidia com a abertura das
espiguetas o que favorecia o fluxo génico nesta direcdo. Em outro trabalho, realizado
por Song et al. (2003) em Huan na China, a direcdo Sul foi a qual o fluxo génico entre
Oryza sativa e Oryza rufipogon foi maior, embora também tenha ocorrido fluxo génico
em todas as diregdes. Neste trabalho, até a distancia de 1,2 m o fluxo foi igual em todas
as diregdes. Por outro lado, Jhala et al. (2010) estudando fluxo génico de Linum
usitatissimum em Alberta no Canad4 nao observou efeito da direcdo cardeal. Nestes
trabalhos, a distancia do fluxo génico em relacdo as plantas doadoras de pélen foram
superiores a 3,5 m. Provavelmente, o efeito do vento transportando polen ¢ mais
evidente quanto maior for a distancia em avaliag¢do. De fato, foi observado que graos de
polen de cultivares de arroz dispersaram até 250 m na diregdo Norte em um estudo
realizado no Quénia (Kanya et al., 2009). Os autores indicaram que os ventos no local
de realizacdo deste estudo sdo predominantemente nessa direcdo. Comparativamente, na
direcdo Leste a dispersdao de pdlen nao ultrapassou 30 m (Kanya et al., 2009).

Fica claro que a relacdo de fluxo génico com a direcdo cardeal ¢ dependente do
regime de ventos de cada local e pode ainda, ser influenciado pelo microclima, uma vez
que existe a ocorréncia de fluxo mesmo nas dire¢des opostas aos ventos predominantes.
Por exemplo, o local de realizagdo deste ensaio € cercado por arvores e construgdes
urbanas que alteram a direcao dos ventos e provavelmente mudam o sentido localmente
(Figura 15). Como resultado, o polen e, por conseguinte o fluxo génico pode apresentar
distribuicao randomica em relagdo a dire¢do cardeal (Rognli et al., 2000; Urzay et al.,
2009), como o ocorrido no presente experimento. Dessa forma, estudos sobre fluxo

génico devem ter esse fator incluido nas avaliagdes, a fim de gerar conhecimentos mais
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detalhados regional e localmente. Estas informac¢des podem ser importantes, sobretudo

em estudos de biosseguranca envolvendo espécies silvestres e cultivadas.

FIGURA 15. Estagdo Experimental do Arroz - IRGA em Cachoeirinha/RS, circundada por
arvores ao Norte, Oeste € Sul. A cidade situa-se a Leste. O circulo branco indica
o local da area experimental. Imagem de satélite NOAA/US obtida no sofiware
Google Earth, 2010.

O fluxo génico de plantas cultivadas para espécies correlatas tem sido estudado
ao longo das ultimas décadas, principalmente em relagdo a culturas
transgénicas ou resistentes aos herbicidas (Ellstrand ez al., 1999; Gealy et al., 2003;
Kavanagh ef al., 2010). A tematica da biodiversidade de espécies em seus centros de
origem também tem sido alvo destes estudos (Ellstrand et al., 1999; Lu & Snow, 2005).
Entre os principais fatores de risco estdo a alteracdo na adaptacdo de plantas hibridas
por incorporacdo de alelos vantajosos e o aumento do vigor hibrido devido aos
cruzamentos espontaneos (Ellstrand, 2009). Estes fatores permitem que geracdes
subsequentes tornem-se mais competitivas em relagdo aos genitores, alterando a
dindmica das populagdes e reduzindo a diversidade genética. Em termos agrondmicos,
estes fatores podem aumentar as perdas por competigdo com populagdes hibridas de

plantas daninhas. De fato, alguns trabalhos tém comprovado estes efeitos em
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relagdo a espécies de plantas cultivadas e correlatas dos géneros Oryza
(Niruntrayakul ef al., 2009; Shivrain et al., 2009a), Raphanus (Snow et al., 2010),
Sorgum (Sahoo et al., 2010), Brassica (Liu et al., 2010), Zea (Ellstrand et al., 2007) e
Manihot (Duputie et al., 2007) entre outros.

Em relacdao ao fluxo génico de culturas resistentes aos herbicidas para espécies
correlatas a principal desvantagem ¢ a rapida perda de controle seletivo com herbicidas
(Gealy et al., 2003). Diversos biotipos de plantas daninhas resistentes aos herbicidas
tém apresentado alteragdes positivas na adaptagao (Park et al., 2004; Trezzi et al., 2009;
Wang et al., 2010), de forma que mesmo com a interrup¢ao do uso destes produtos os
alelos que conferem a resisténcia irdo persistir nas populacdes ou mesmo aumentar sua
frequéncia ao longo das geracdes (Vila-Aiub et al., 2009b). Em culturas onde cultivares
resistentes aos herbicidas inibidores de ALS como o arroz, o milho e o trigo, por
exemplo, o fluxo génico pode incorporar a resisténcia nas espécies de plantas daninhas
correlatas e provocar alteragdo na adaptacdo destas. Além disso, uma vez adquirindo a
resisténcia a herbicidas, as populagdes de plantas daninhas podem introgredir os alelos
de resisténcia a outras populagdes suscetiveis via transporte de sementes entre locais ou
via polen. Esta hipdtese foi confirmada na cultura do arroz por Shivrain et al. (2009a)
nos EUA. Agora, esta informagdo estd sendo confirmada no Brasil pelo presente
experimento realizado no Rio Grande do Sul, onde além de quantificar o fluxo génico
de diversas cultivares de arroz resistentes para arroz e arroz vermelho suscetivel,
confirmou que populacdes ja resistentes de arroz vermelho transmitem a resisténcia a
populagdes suscetiveis em proporcao igual ou superior as fontes originais de resisténcia.

A frequéncia de fluxo génico observada neste experimento ¢ similar as
observadas em outros estudos conforme mencionado anteriormente. Taxas de fluxo

génico de 0,02% aparentemente sdo pequenas (Rong ef al., 2005) de forma que sua
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consequéncia nem sempre ¢ devidamente dimensionada. A grande quantidade de
plantas por hectare em um cultivo de arroz, associado ao fato de que o fluxo génico
pode ocorrer por espigueta € ndo por planta aumenta intensamente a chance de
ocorréncia de fecundagdo cruzada entre plantas de arroz. Assim, diversos estudos tém
sido realizados visando minimizar a ocorréncia de fluxo génico entre arroz e arroz
vermelho.

Algumas praticas poderiam minimizar o fluxo génico entre arroz e arroz
vermelho. Por exemplo, a época de semeadura em um dado local poderia ser alterada
visando dessincronizar a floragdo do arroz cultivado com a populagdo de arroz
vermelho presente. No RS, a época de semeadura inicia em outubro e termina em
novembro. Assim, ¢ possivel semear antecipadamente ou tardiamente em relagdo
ao florescimento do arroz vermelho que ¢ de aproximadamente 30 dias
(Schwanke ef al., 2008). A utilizagdo de cultivares de ciclo precoce permite que a
colheita seja realizada antes da floragdo do arroz vermelho em alguns casos
(Agostinetto ef al., 2001). Alguns estudos tém sido realizados e fim de determinar a
variagdo do fluxo génico em fun¢do da sincronia do florescimento de cultivares de
arroz resistentes aos  herbicidas e arroz vermelho (Noldinefal, 2002;
Niruntrayakul et al., 2009; Sanchez Olguin ef al., 2009; Shivrain ef al., 2009b). A
rotacdo da cultura do arroz com outras culturas (Agostinetto et al., 2001) permite a
utilizacao de herbicidas de diferentes modos de agdo e assim, reduzir a populagdo de
arroz vermelho mesmo que esta seja resistente a herbicidas inibidores de ALS. Por
exemplo, a rota¢do da cultura do arroz com soja € uma opgao aplicavel, pois esta € mais
habil que o arroz vermelho em captar nutrientes e luz em condicoes de campo
(Moraes et al., 2009), e proporciona a utilizacao de herbicidas de outros mecanismos de

acdo para o controle desta planta daninha. Em um estudo realizado no RS a rotacao de
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arroz com soja ¢ milho reduziu o nimero de sementes viaveis de arroz vermelho do solo
em 87% em média. Além disso, estudos mostraram que a rotacdo de arroz com soja ou
milho apresenta bons indices de sustentabilidade, mensurados em fun¢ao do consumo
de energia do sistema (Vernetti Junior et al., 2009), além de aumentar a produgdo da
cultura da soja (Brandtefal, 2006). Entretanto, o cultivo de arroz no ocorre
principalmente em solos hidromorficos, o que limita a realizagcdo da rotagao de culturas
a poucas areas com sistema de drenagem eficiente (Griffin & Harger, 1990;
Mussgnug ef al., 2006).

Uma alternativa poderia ser a concentragao da rotacao da cultura do arroz com a
soja em anos que apresentem condi¢cdes meteoroldgicas de La Nifia. Estas condig¢des
representam um dos extremos da variagdo do evento climatico £/ Nirio Oscilagao Sul
(ENOS) (Berlato & Fontana, 2003). Em condi¢des de La Nifia, a precipitacdo pluvial
média no Rio Grande do Sul diminui de 55 a 95% e ocorre baixa nebulosidade entre
outubro e dezembro (Berlato & Fontana, 2003). Estas condigdes beneficiam a cultura do
arroz, pois a irrigacao da cultura é baseada, sobretudo em alagamento. Por outro lado, a
limitacdo de drenagem das areas hidromorficas para semeadura da soja poderia ser
superada pela menor precipitacio em anos de La Nifia. Assim, a manutencdo da
umidade destes solos em niveis satisfatorios para a soja favoreceria sua inclusdo na
rotagdo com arroz, possibilitando o controle do arroz vermelho com outros herbicidas
que ndo imidazolinonas. Atualmente existem modelos de previsdo dos efeitos do
ENOS de forma que ¢ possivel obter previsdes com 12 meses de antecedéncia
(Adhikari et al., 2010; Zheng & Zhu, 2010). Estas informagdes poderiam ajudar os
produtores a definir estratégias de rotagdo de culturas com o arroz em anos mais secos,
potencializando os beneficios da rotacdo no controle do arroz vermelho. Entretanto,

estudos sdo necessarios para confirmar esta hipdtese e torna-la uma recomendagdo. Sao
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necessarios trabalhos futuros que avaliem os efeitos da rotacdo de culturas sobre o
controle de arroz vermelho, sobretudo, naquelas populacdes resistentes aos herbicidas
imidazolinonas.

Além das praticas de manejo do arroz vermelho discutidas acima, outra forma
que pode ser utilizada para mitigar o fluxo génico ¢ o controle de escapes. Em areas de
producao de sementes, a técnica conhecida como rouguing ¢ utilizada para eliminar
plantas daninhas que escapam ao controle quimico (Agostinetto efal, 2001;
Shivrain ef al., 2009b). O rouging consiste em percorrer a area de cultivo para
identificar e eliminar plantas indesejadas. Este método ¢ oneroso em compara¢cdo com
outros, porém mais eficaz. Ainda, o controle de escapes com herbicidas tem sido
estudado. Foi observada reducdo maior que 50% na exercdo de paniculas de arroz
vermelho como resultado da aplicacdo do herbicida imazamox no estadio de
emborrachamento (Menezes & Mariot, 2009a). Embora este seja um resultado
interessante, mais trabalhos sdo necessarios para sedimentar esta informagao e torna-la
uma recomendacgdo técnica. Isso porque certas cultivares de arroz resistentes aos
herbicidas imidazolinonas apresentam reducdo da producdo e peso de grdos, além de
aumento de esterilidade nas espiguetas (Cassol et al., 2010).

Os resultados obtidos permitem concluir que o fluxo génico de cultivares de
arroz e arroz vermelho resistentes a imidazolinonas para arroz vermelho em condigdes
de cultivo no Sul do Brasil ocorre em taxas iguais aquelas observadas em areas de
cultivo de arroz de outros paises. Entretanto, ndo foram detectadas diferencas entre estas
cultivares resistentes e o arroz vermelho resistente, o que sugere que a doacao de pdlen
nestes materiais ¢ semelhante. Ainda, a taxa de fluxo observada em arroz vermelho

suscetivel ¢ maior que a de IRGA 417 indicando que o arroz vermelho € mais receptivo
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ao poélen de outras plantas. Nas condi¢cdes do experimento, a distancia e a diregao

cardeal do vento nao afetaram o fluxo génico entre os materiais testados.

4.2.2 Fluxo génico entre populacdes de arroz vermelho

A utilizagdo de 24 marcadores SSR nas 27 populagdes estudadas com numero de
individuos por popula¢do variando de 17 a 20, resultou na detecgdo de 269 alelos
(Tabela 19). Todas as populagdes estudadas ndo seguiram o equilibrio de
Hardy-Weinberg, com base nos testes de qui-quadrado, likelihood ratio test e teste
exato de Fischer (Apéndice 4). Isso ¢ esperado em populacdes de espécies autdgamas
em que a frequéncia de gendtipos homozigotos ¢ alta (Templeton, 2006b). Além disso,
o alto valor do coeficiente de endogamia (f) confirma a predominancia de
autofecundagdo nestas populacdes (Tabela 19), corroborando com os testes de desvio do
equilibrio de Hardy-Weinberg (Templeton, 2006b). O niimero médio de alelos por locus
foi 11,21 com uma amplitude de 3 a 28, observados nos marcadores RM309 ¢ RM252
respectivamente (Tabela 19). Este valor ¢ consistente com diversos estudos de
diversidade genética em arroz através de marcadores SSR (Garris ef al., 2005;
Londo & Schaal, 2007; Gealy et al., 2009). A alta taxa de mutagdes nas regidoes SSR
favorece o aparecimento de muitos alelos por locus, resultando em marcadores
altamente polimorficos (Varshney et al., 2005). De fato, todos os /loci foram
polimorficos em relagdo ao total de individuos estudados, conforme ¢ indicado pelo
numero de alelos por locus polimorfico (Tabela 19). A heterozigosidade esperada média
foi de 0,65 e a heterozigosidade observada média foi de 0,12 (Tabela 19). Estes mesmos
marcadores foram utilizados na caracterizacdo da diversidade genética da Colecao
Nuclear de Arroz da Embrapa onde resultados semelhantes foram observados

em termos de nimero médio de alelos e contetdo de informacao polimoérfico (PIC)
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(Borba et al., 2009a). O PIC foi relativamente alto nos marcadores SSR utilizados. Na

média dos 24 SSR o PIC foi de 0,61, variando de 0,35 a 0,81 (Tabela 19).

TABELA 19. Medidas de diversidade em populacdes de arroz usando 24 marcadores SSR,
baseadas em maior frequéncia alélica (MFA), nimero de alelos por locus (A),
numero de alelos por locus polimorfico (AP), heterozigosidade esperada ou
diversidade génica (He), heterozigosidade observada (Ho), conteudo de
informacao polimdrfica (PIC) e coeficiente de endogamia (f). Porto Alegre, RS.

2010.

SSR MFA A AP He Ho PIC f

4653 0,47 9 9 0,68 0,15 0,63 0,78
0G106 0,31 13 13 0,78 0,08 0,75 0,90
RM103 0,54 5 5 0,50 0,07 0,38 0,86
RM204 0,76 9 9 0,39 0,07 0,35 0,83
RM257 0,43 16 16 0,72 0,13 0,68 0,82
RM38 0,46 8 8 0,59 0,08 0,51 0,86
0G44 0,91 7 7 0,17 0,13 0,16 0,21
RM171 0,62 7 7 0,52 0,09 0,45 0,82
RM229 0,51 7 7 0,66 0,17 0,62 0,75
RM231 0,43 6 6 0,67 0,15 0,60 0,78
RM287 0,45 9 9 0,73 0,11 0,70 0,84
RM7 0,49 6 6 0,64 0,24 0,57 0,62
0G10 0,36 13 13 0,77 0,11 0,74 0,86
RM14 0,32 19 19 0,81 0,13 0,78 0,84
RM210 0,44 12 12 0,70 0,08 0,66 0,88
RM222 0,37 9 9 0,72 0,09 0,67 0,87
RM253 0,37 11 11 0,73 0,09 0,69 0,88
RM309 0,45 3 3 0,62 0,08 0,54 0,88
RMI1 0,62 16 16 0,58 0,14 0,55 0,76
RM207 0,38 16 16 0,72 0,08 0,68 0,89
RM248 0,34 17 17 0,78 0,25 0,75 0,68
RM252 0,39 28 28 0,82 0,11 0,81 0,87
RM263 0,40 11 11 0,70 0,10 0,65 0,86
RMS55 0,40 12 12 0,67 0,10 0,61 0,85
Média 0,47 11,21 11,21 0,65 0,12 0,61 0,82

As populacdes de arroz avaliadas apresentaram niimero médio de alelos de 3,25
(Tabela 20). No entanto, as populagdes de arroz vermelho apresentaram maiores
numeros médios de alelos em comparagdo com as cultivares (Tabela 20). A propor¢ao
de loci polimorficos (P) foi alta na maioria das populagdes. Entre as populagdes de arroz
vermelho o P variou de 0,92 a 1, por outro lado, nas cultivares a variagdo desta medida
foi de zero a 0,6 (Tabela 20). A diversidade génica foi 0,47 e a heterozigosidade foi

0,13 na média de todas as populagdes e loci SSR (Tabela 20). Ainda, o f observado foi
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alto, com média de 0,77 confirmando a predominancia de autofecundacdao das

populagdes de arroz vermelho. Entretanto, a populacao Agudo 3 apresentou baixo valor

deste parametro (Tabela 20), indicando alta taxa de fecundagdo cruzada com individuos

de populacdes distintas ou mesmo com cultivares de arroz. Isto € corroborado pelo alto

valor da heterozigosidade observada (Ho=0,3) em comparagdo com as demais

populagoes.

TABELA 20. Medidas de diversidade em populagdes de arroz vermelho e cultivares de arroz
baseada em numero de alelos médio de alelos, propor¢do de loci polimorficos (P),
heterozigosidade esperada ou diversidade génica (He), heterozigosidade
observada (Ho), contetido de informagdo polimorfica (PIC) e coeficiente de

endogamia (f). Porto Alegre, RS. 2010.

Populacdo n  N°médio de alelos P He Ho PIC f

Agudo 1 20 4,46 1,00 0,67 0,17 055 0,77
Agudo 2 20 4,33 096 0,60 0,14 0,53 0,78
Agudo 3 20 3,54 0,92 0,55 030 046 048
Agudo 4 20 3,54 0,79 046 0,13 039 0,74
Alegrete 20 3,25 0,88 045 0,10 039 0,79
Arroio Grande 1 20 3,46 09 0,56 0,10 048 0,82
Arroio Grande 2 20 2,75 092 038 0,13 032 0,67
Arroio Grande 3 20 2,92 092 045 0,09 039 0,82
Cacequi 1 20 3,79 096 0,58 0,12 0,50 0,79
Cacequi 2 20 3,63 096 0,57 0,05 049 092
Cacequi 3 20 3,83 096 0,53 0,08 045 0,85
Cacequi 4 20 3,54 1,00 043 0,10 037 0,78
Cacequi 5 18 3,38 096 0,56 024 047 0,60
Cacequi 6 20 3,79 0,96 0,57 0,06 049 0,90
Campo Bom 20 3,67 1,00 045 0,10 038 0,78
Cavera 20 4,46 1,00 0,63 0,17 0,55 0,73
Sao Gabriel 1 20 3,50 1,00 048 0,08 042 0,83
Sao Gabriel 2 20 2,71 096 032 0,07 027 0,79
Séo Gabriel 3 17 2,46 1,00 0,53 0,07 0,58 0,86
Sao Gabriel 4 20 2,29 094 0,54 0,09 059 084
Harmonia 20 3,54 09 043 0,09 038 0,79
Manoel Viana 1 20 3,79 1,00 0,54 022 047 0,59
Manoel Viana 2 20 4,08 1,00 0,60 0,14 052 0,78
Santa Margarida do Sul 1 20 3,08 092 047 0,14 039 0,71
Santa Margarida do Sul 2 19 2,00 094 046 0,11 0,53 0,76
Santo Antonio da Patrulha 1 20 4,25 1,00 0,55 0,08 049 0,85
Santo Antonio da Patrulha2 20 3,83 1,00 0,58 0,11 0,50 0,82
Média das populagdes - 3,48 09 0,52 0,12 046 0,77
IRGA 417 1 0,88 0,05 0,05 0,05 0,18 0,00
IRGA 422 CL 1 0,88 0,05 0,05 0,05 0,18 0,00
PUITA INTA CL 1 0,83 0,00 0,00 0,00 0,17 0,00
Sator CL 1 1,00 0,60 0,60 0,60 052 0,00
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Os presentes resultados demonstraram que as populagdes de arroz vermelho do
RS apresentam diversidade genética relativamente alta, embora exista consideravel
variacdo entre estas populacdes. Este resultado foi diferente daqueles encontrados em
populagdes de arroz vermelho do Arkansas, nos EUA (Shivrain et al., 2010a) e Japao
(Kawasaki et al., 2009) onde menor diversidade genética foi observada. Por outro lado,
a diversidade genética de outras populacdes de arroz vermelho coletadas nos EUA
(Gealy et al., 2009) e na Coreia do Sul (Chung & Park, 2010) foram semelhantes as
encontradas no presente estudo. Alguns autores apontam que fatores como tamanho da
amostra e diferencas entre locais e areas de coleta podem influenciar consideravelmente
os resultados de diversidade genética (Cao ef al., 2006; Ward & Jasieniuk, 2009).

De forma geral, em populacdes naturais de espécies autdgamas ¢ esperada
baixa diversidade genética devido ao alto grau de homozigose (Templeton, 2006b).
Entretanto, em se tratando de populagdes advindas de areas de cultivo agricola,
como o arroz vermelho, a diversidade dentro das populacdes pode ser mais elevada
(Xia et al., 2011). Isso € possivel devido a selecdo imposta por praticas de manejo como
o rouguing por exemplo. O controle de escapes de arroz vermelho através desse método
elimina das populacgdes individuos fenotipicamente diferentes do arroz cultivado. Isso
resulta na selecdo de individuos oriundos de fluxo génico com as cultivares que sdo
fenotipicamente semelhantes as plantas cultivadas (Cao et al., 2006). Além disso, a
transferéncia de alelos de cultivares de arroz para as populagdes de arroz vermelho
através do fluxo génico pode aumentar a diversidade destas populagdes
(Londo & Schaal, 2007). A utilizagdo de cultivares de diferentes origens genéticas
agravaria este cenario. O fluxo génico entre lavouras por razdes diversas aumenta
igualmente a diversidade genética das populacdes (Londo & Schaal, 2007). Como estes

fatores sdo dependentes das praticas de cultivo de arroz € manejo do arroz vermelho em
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cada local, resultados divergentes sdo esperados para populacdes de locais distintos. Por
exemplo, populagdes de arroz vermelho também do RS, avaliadas a partir de
marcadores SSR e isoenzimaticos, apresentaram diversidade genética parecida com a
encontrada no presente estudo (Malone et al., 2007). A alta diversidade genética destas
populagdes prové ampla capacidade de adaptacdo a diferentes ecossistemas,
aumentando a competitividade do arroz vermelho (Ellstrand et al., 2010). Este processo,
embora ndo desejado no ponto de vista de controle de plantas daninhas, representa uma
oportunidade para o melhoramento do arroz (Cao et al., 2006; Malone et al., 2007).
Para identificar a propor¢do da variacdo genética entre as populacdes e dentro
das populagdes de arroz vermelho foi realizada a analise da varidncia molecular
(AMOVA). Nesta andlise, a variagdo genética dos 534 acessos de arroz vermelho
avaliados, baseada em 24 marcadores SSR foi de 26% entre populacdes e de 74%
dentro das populacdes (Tabela 21). Assim, o valor de Fs obtido pela AMOVA foi de
0,26. Isto indica que a variabilidade genética nas populagdes de arroz vermelho esta
relacionada, sobretudo, a diversidade dentro de cada populagdo em comparagdo com a

variabilidade entre populagdes.

TABELA 21. Analise de varidncia molecular (AMOVA) das 27 populagdes de arroz vermelho
baseada na analise de 24 marcadores SSR e fluxo génico (Nm). Porto Alegre, RS.

2010.
Fonte da Variagio Graus de Soma de Compo'nAent.es Percent.ageNm Valor
Liberdade Quadrados da Variancia  de Variagdo P
Entre Populagoes 26 5016,686 8,542 26% 0,001
Dentro de Populagoes 507 12171,576 24,007 74% 0,001
Total 533 17188,262 32,549
Fluxo génico (Nm)' 0,7

"Nm=[(1/Fg)-1]/4

A diferenciagdo genética, ilustrada pelo Fsr entre as populagdes de arroz
vermelho no presente estudo ¢ considerada alta. Isto € devido provavelmente ao sistema

de fecundacdo predominante no arroz vermelho que ¢ a autogamia. Entretanto, o Fsr
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observado nas populacdes do presente estudo ¢ menor que o encontrado para outras
populagdes de arroz vermelho de outros locais do mundo, que foi de 0,56
(Londo & Schaal, 2007), 0,44 (Gealy et al., 2009) e 0,47 (Chung & Park, 2010).

As populagdes de arroz vermelho do RS avaliadas no presente estudo
apresentaram média variabilidade genética. Entretanto, foi encontrada alta variagdo
dentro das populagdes o que refor¢a hipdtese de ocorréncia de fluxo génico entre as
populagdes e das cultivares para populagdes de arroz vermelho. Em populagdes de arroz
vermelho do Arkansas, EUA, foi observado maior diversidade entre as
populagdes estudadas. No entanto, um quarto destas populagdes
apresentou compartilhamento de alelos com as cultivares utilizadas naquele local
(Shivrain ef al., 2010a). Em outro trabalho realizado com populagdes de arroz vermelho
da Coreia do Sul, a diferenciagdo genética entre estas e cultivares foi similar a
observada neste estudo (Chung & Park, 2010). Os autores atribuiram a origem de certas
populacdes de arroz vermelho da Coreia do Sul a uma cultivar cujo uso foi interrompido
(Suh et al., 1997; Chung & Park, 2010).

No caso das populagdes de arroz vermelho do Sul do Brasil avaliadas no
presente estudo duas situacdes sdo possiveis. Primeiro, pode estar havendo fluxo génico
entre populagdes de arroz vermelho através da migracdo de sementes. A
grande utilizagdo de sementes ndo certificadas pelos orizicultores do RS
(Marchezan et al., 2001) frequentemente contaminadas por arroz vermelho, pode ser a
principal razdo deste fato. Segundo, as cultivares mais utilizadas na época da
amostragem, IRGA 417 e IRGA 422 CL, estariam fornecendo seus alelos para
populagdes geograficamente distantes entre si, fazendo o Fsr diminuir em relagdo aos
valores observados em outros trabalhos. A estimativa de fluxo génico (Nm) pelo

modelo de ilhas infinitas de Wright (1951) suporta esta teoria. Baseado no Fsr, o Nm
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encontrado foi de 0,7 (Tabela 21). Este valor estd acima dos valores encontrados em
populagdes de arroz vermelho de outros locais do mundo, que a partir desse método
foram estimados em 0,47 (Caoetal., 2006), 0,32 (Gealyetal, 2009) e 0,55
(Chung & Park, 2010). O Nm encontrado no presente estudo indica que em média 0,7
individuos sdo migrantes por geracao nas populagdes de arroz vermelho estudadas.
Teoricamente, um individuo migrante por geragdo, ou seja, Nm=1 reduz o Fsr de uma
populagdo em 80% (Templeton, 2006a). Isso significa que somente um individuo
migrante por geracdo pode estreitar drasticamente a relagdo genética entre populagdes.
A fim de entender as relacdes genéticas das populacdes de arroz vermelho e o
arroz cultivado de diferentes locais do RS foi estimada a distancia genética ndo viciada
de Nei (1983) entre as populagdes (Tabela 22). As populagdes de arroz vermelho
tiveram estreitas distancias genéticas com as cultivares IRGA 417, IRGA 422 CL, e
PUITA INTA CL comparadas com a cultivar Sator CL. Para ilustrar as relacdes
genéticas entre estas populagdes, foi construido um dendograma baseado no método
Unweighted Pair Group Method (UPGMA) a partir da matriz de distncias genéticas
(Tabela 22 e Figura 16). O dendograma UPGMA mostrou que as todas as populagdes de
arroz vermelho foram agrupadas em um grande grupo, e este alocado proximamente a
outro grupo contendo as cultivares IRGA 417, IRGA 422 CL e PUITA INTA CL
(Figura 17). Resultados semelhantes foram encontrados em um estudo realizado com 30
populagdes de arroz vermelho amostradas no nordeste da China (Cao et al., 2006).
Todas as populagdes estudadas neste trabalho foram agrupadas com cultivares da
provincia de Liaoning, bastante utilizada pelos agricultores locais. Essas populacdes
apresentaram semelhante diferenciagdo genética e alta similaridade com certas
cultivares de arroz utilizadas na regido de coleta, a exemplo do que foi observado no

presente estudo. Os autores atribuiram isto a hibridiza¢des entre as cultivares e os
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biotipos de arroz vermelho e a mutagdes ocorridas em individuos de arroz cultivados.
Em outro trabalho, também realizado na China, foram avaliadas 11 populagdes oriundas
de trés provincias chinesas (Xia et al., 2011). Estas populacdes foram agrupadas com as

cultivares respectivamente utilizadas em cada provincia (Xia et al., 2011).

2 Arroio Grande 1 13 Cacequi 1 25 Manoel Viana 1
5  Arroio Grande 2 14 Cacequi 2 27 Harmonia

6  Arroio Grande 3 15 Cacequi 3 28 Manoel Viana 2
7  Santa Margarida do Sul 1 16 Cacequi 4 29 Alegrete

8  Santa Margarida do Sul 2 17 Cacequi 5 30 Cavera

9  S&o Gabriel 1 18 Cacequi 6 31 Agudo 1

10 Sao Gabriel 2 20 Santo Antdnio da Patrulha 1 32 Agudo?2

11 Sao Gabriel 3 21 Santo Antdnio da Patrulha 2 33 Agudo3

12 Sao Gabriel 4 24  Campo Bom 34 Agudo 4

FIGURA 16. Mapa do Rio Grande do Sul mostrando a distribuigcao das 27 populagdes de arroz
vermelho coletadas na metade sul do Estado. A numeragdo corresponde ao nome
dado as populagoes.



TABELA 22. Distancia genética (Nei, 1983) entre 27 populagdes de arroz vermelho e 4 cultivares de arroz baseada em 24 SSR. Porto Alegre, RS. 2010

Sto

Sto

- Arroio - Arroio - Arroio - . Sta . Séq Séo_ Siq Séo_ Cacequi  Cacequi Cacequi Cacequi Cacequi Cacequi Anténio Antdnio

Populagao Grande Grande Grande Margarida Margarida Gabriel Gabriel Gabriel Gabriel 5 3 4 5 6 Patrulha  Patrulha
1 2 3 do Sul 1 do Sul 2 1 2 3 4 1 2

Arroio Grande 1 -
Arroio Grande 2 0,29 -
Arroio Grande 3 0,25 0,32 -
Sta Margaridado Sul1 0,16 0,31 0,29 -
Sta Margaridado Sul2 0,18 0,40 0,32 0,15 -
Sédo Gabriel 1 0,26 0,33 0,38 0,19 0,26 -
Sdo Gabriel 2 0,41 0,35 0,44 0,34 0,38 0,25 -
Séo Gabriel 3 0,21 0,33 0,37 0,17 0,19 0,25 0,35 -
Sdo Gabriel 4 0,18 0,31 0,35 0,17 0,15 0,28 0,36 0,10 -
Cacequi 1 0,18 0,18 028 021 022 028 031 022 0720 -
Cacequi 2 0,20 0,28 0,28 0,22 0,28 0,28 0,33 0,27 0,24 0,14 -
Cacequi 3 0,17 0,27 0,28 0,13 0,18 0,23 0,28 0,15 0,13 0,17 0,17 -
Cacequi 4 0,32 0,17 0,39 0,35 0,44 0,36 0,29 0,35 0,35 0,16 0,24 0,26 -
Cacequi 5 0,22 0,18 0,27 0,18 0,22 0,27 0,31 0,17 0,18 0,09 0,17 0,13 0,18 -
Cacequi 6 0,12 0,32 0,26 0,18 0,15 0,26 0,41 0,21 0,20 0,21 0,22 0,17 0,35 0,22 -
Sto Antonio Patrulha 1 0,21 0,43 0,38 0,34 0,29 0,37 0,49 0,29 0,30 0,31 0,36 0,32 0,41 0,37 0,20 -
Sto Antonio Patrulha2 0,13 0,28 0,30 0,15 0,14 0,23 0,38 0,16 0,18 0,14 0,21 0,16 0,29 0,15 0,11 0,19 -
Campo Bom 0,29 0,41 0,48 0,43 0,39 0,43 0,45 0,36 0,38 0,33 0,40 0,34 0,30 0,36 0,28 0,17 0,23
Manoel Viana 1 0,16 0,27 0,30 0,20 0,17 0,27 0,40 0,19 0,17 0,19 0,20 0,20 0,33 0,20 0,19 0,28 0,14
Harmonia 0,42 0,42 0,43 0,45 0,48 0,46 0,45 0,47 0,46 0,26 0,23 0,38 0,34 0,36 0,41 0,43 0,39
Manoel Viana 2 0,14 0,31 0,29 0,19 0,13 0,24 0,39 0,18 0,16 0,21 0,23 0,19 0,34 0,22 0,13 0,25 0,15
Alegrete 0,23 0,25 0,28 0,22 0,27 0,31 0,35 0,30 0,23 0,17 0,19 0,19 0,31 0,19 0,26 0,44 0,23
Cavera 0,15 0,27 0,28 0,17 0,16 0,21 0,37 0,16 0,16 0,16 0,22 0,16 0,28 0,16 0,13 0,22 0,10
Agudo 1 0,27 0,44 045 0,27 0,29 0,32 0,51 0,28 0,32 0,36 0,34 0,28 0,48 0,34 0,23 0,31 0,23
Agudo 2 0,21 0,37 0,38 0,22 0,29 0,32 0,40 0,24 0,26 0,27 0,25 0,20 0,35 0,27 0,23 0,25 0,20
Agudo 3 0,16 0,39 0,33 0,17 0,18 0,28 0,45 0,22 0,21 0,26 0,26 0,20 0,42 0,26 0,17 0,25 0,16
Agudo 4 0,20 046 0,35 0,23 0,22 0,31 0,44 0,30 0,28 0,33 0,33 0,24 0,48 0,31 0,22 0,26 0,21
IRGA 417 0,48 0,59 0,51 0,39 0,47 0,38 0,61 0,56 0,57 0,52 0,48 0,49 0,70 0,50 0,47 0,64 0,49
IRGA 422 CL 0,42 0,58 0,45 0,33 0,39 0,31 0,55 0,49 0,49 0,45 0,38 0,40 0,68 0,46 0,41 0,58 0,42
PUITA INTA CL 0,43 0,57 0,46 0,34 0,45 0,39 0,62 0,51 0,50 0,47 0,41 0,43 0,67 0,45 0,46 0,60 0,45
Sator CL 0,62 0,63 0,49 0,58 0,62 0,65 0,58 0,54 0,56 0,59 0,55 0,56 0,66 0,59 0,60 0,60 0,61
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continuagdo TABELA 22. Distancia genética (Nei, 1983) entre 27 populagdes de arroz vermelho e 4 cultivares de arroz baseada em 24 SSR. Porto Alegre, RS. 2010.

PUITA
Populagao CBaI;E; © \I\;Iizrrllzell Harmonia \I\;Iizrrll(;ezl Alegrete Cavera Agudol Agudo2 Agudo3 Agudo4 IIZ%A 4I§2GCAL HZIj{A Sator CL
Arroio Grande 1
Arroio Grande 2
Arroio Grande 3
Sta Margarida do Sul 1
Sta Margarida do Sul 2
Séo Gabriel 1
Sao Gabriel 2
Sao Gabriel 3
Séo Gabriel 4
Cacequi 1
Cacequi 2
Cacequi 3
Cacequi 4
Cacequi 5
Cacequi 6
Sto Antonio Patrulha 1
Sto Antonio Patrulha 2
Campo Bom -
Manoel Viana 1 0,32 -
Harmonia 0,45 0,38 -
Manoel Viana 2 0,29 0,13 0,41 -
Alegrete 0,50 0,21 0,36 0,21 -
Cavera 0,28 0,13 0,35 0,10 0,19 -
Agudo 1 0,38 0,28 0,48 0,25 0,38 0,25 -
Agudo 2 0,28 0,23 0,36 0,22 0,32 0,20 0,22 -
Agudo 3 0,37 0,18 0,43 0,16 0,30 0,16 0,23 0,16 -
Agudo 4 0,38 0,25 0,51 0,23 0,34 0,21 0,30 0,22 0,17 -
IRGA 417 0,78 0,45 0,60 0,45 0,45 0,45 0,49 0,57 0,44 0,45 -
IRGA 422 CL 0,75 0,39 0,55 0,42 0,36 0,41 0,49 0,54 0,41 0,39 0,18 -
PUITA INTA CL 0,75 0,41 0,58 0,45 0,39 0,44 0,52 0,52 0,40 0,41 0,21 0,21 -
Sator CL 0,65 0,56 0,55 0,62 0,57 0,62 0,54 0,55 0,53 0,58 0,70 0,66 0,65

01



103

Cavera

Santo Antonio da Patrulha 2
Cacequi 6

— Manoel Viana 2

Arroio Grande 1

Manoel Viana 1
Santa Margarida do Sul 2

Cacequi 3
_|: Santa Margarida do Sul 1
| Sao Gabriel 3

— Sao Gabriel 4
Alegrete
—I_ Cacequi 2

Cacequi 1
_|: Cacequi 5
Agudo 4

Agudo 2
_l Agudo 3
Agudo 1
Arroio Grande 3

Campo Bom
Santo Antonio da Patrulha 1
Arroio Grande 2

Cacequi 4

Sao Gabriel 1
Sdo Gabriel 2
Harmonia

Puita INTA CL
— IRGA 417

_| IRGA 422 CL
Sator CL

|

FIGURA 17. Agrupamento das populagdes de arroz vermelho e cultivares de arroz baseado nas
distancias genéticas de Nei (1983) pelo método UPGMA. Porto Alegre, RS.

2010.
No presente estudo, a cultivar Sator CL foi agrupada em um grupo particular em
relacdo as demais cultivares e as populacdes de arroz vermelho (Figura 17). O
agrupamento de Sator CL em um grupo e das trés demais cultivares em outro ¢

explicado por sua origem. Tanto a cultivar IRGA 422 CL quanto a PUITA INTA CL

tém a IRGA 417 como progenitora (IRGA, 2010; Livore et al., 2007). Por outro lado, a
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cultivar Sator CL ¢ um hibrido e tem outros genotipos como genitores. Devido ao fato
de ser um hibrido produzido por empresa privada, a genealogia desta cultivar nao ¢
disponivel, o que limita em parte a discussao dos resultados. O uso da cultivar Sator CL
¢ limitado pela impossibilidade de produgdo de sementes na propria propriedade. Como
a frequéncia de utilizagdo de Sator CL nas lavouras ¢ baixa, em comparacao as demais
cultivares resistentes nao hibridas, o fluxo gé€nico a partir desta cultivar € menor e seus
alelos sdo pouco compartilhados com as populacdes de arroz vermelho. Isso explica a
maior distancia genética desta cultivar para as outras populagdes amostradas. Por outro
lado, o agrupamento das populagdes de arroz vermelho proximamente as demais
cultivares pode ser explicado pelo tempo de uso comercial da cultivar IRGA 417 e pela
origem genética das cultivares IRGA 422 CL e PUITA INTA CL. A cultivar IRGA 417
estd sendo utilizada comercialmente desde 1998 no RS (MAPA, 2011) e seus alelos
podem ter sido transmitidos para as populacdes de arroz vermelho através de fluxo
génico. Os resultados da genotipagem de acessos de arroz vermelho e cultivares de
arroz no item 4.1 embasam esta teoria. Como a cultivar IRGA 422 CL quanto
a PUITA INTA CL tem como genitora a cultivar IRGA 417 (Livore et al., 2007; IRGA,
2010), ¢ esperado que estas compartilhem alelos e sejam agrupadas proximamente em
estudos genéticos.

O teste de Mantel (Smouse efal, 1986) foi realizado para determinar a
correlagdo entre as distancias genéticas e geograficas a partir dos pontos obtidos de cada
coleta pelo equipamento GPS (Figura 18). O resultado do teste de Mantel indicou que
ndo ha correlagdo entre as distdncias genéticas e as distdncias geograficas das
populagdes de arroz vermelho estudadas. O coeficiente de determinagdo (R?) estimado
pelo teste através de 9999 permutagdes foi de 0,06 (Figura 18). Certas populagdes de

arroz vermelho proximas geograficamente (e.g. de um mesmo municipio) foram



105

alocadas em subgrupos distintos no dendograma, como as populagdes oriundas de Sao
Gabriel, Santo Antonio da Patrulha, Cacequi ¢ Agudo (Figuras 16 e 17). Por outro lado,
certas populagdes distantes geograficamente (e.g. de municipios distintos) foram
alocadas no mesmo subgrupo. Isso ocorreu com as populagdes Arroio Grande 2 e

Cacequi 4 e com Cavera e Santo Antonio da Patrulha 2 (Figuras 16 e 17).

700
vy =329,05x+ 114,14
600 R*=0,06

*

500 -

400 -

300 -

200 |

Distincia geografica (km)

100

0
0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600

Distancia genética

FIGURA 18. Correlagdo entre distancia genética de Nei (1983) e distancia geografica de 27
populagoes de arroz vermelho calculada pelo teste de Mantel. Porto Alegre, RS.
2010.

O resultado obtido com o teste de Mantel foi diferente do observado em estudos
anteriores nos quais houve correlagdo entre as distdncias genéticas e geograficas de
populagdes de arroz vermelho como na China (Xia et al., 2011) e em outros paises
(Gealy et al., 2009). Entretanto, no trabalho desenvolvido por Gealy et al. (2009) ndo
houve correlacdo entre estas distdncias quando a andlise foi realizada com todos os
dados. Neste estudo, houve correlagdo apenas quando o agrupamento foi realizado por
colecdo. Isto pode ocorrer pela alta variabilidade genética dentro das populagdes. Além
do fluxo génico discutido anteriormente, que afeta a variabilidade genética de

populacdes de arroz vermelho, diferentes ambientes podem afetar a diferenciagdo destas
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populagdes (Hartl & Clark, 2007). Entretanto, as populagdes avaliadas no presente
estudo foram obtidas em locais onde o cultivo do arroz ¢ realizado em sistema
semelhante. No RS o cultivo de arroz predominante ¢ o irrigado por inundagdo,
realizado uma vez por ano com rotacao de culturas praticamente inexistente devido ao
tipo de solo hidromorfico em que o arroz € cultivado. Assim, ¢ esperado que o fator
ambiental exer¢a influéncia menor em comparagdo ao fluxo génico (Xia et al., 2011).
Estes resultados reforcam a hipdtese da ocorréncia de fluxo génico a partir das
cultivares utilizadas na época da amostragem ou entre populagdes de arroz vermelho do
presente estudo, conforme mencionado anteriormente. Os resultados obtidos com a
andlise de UPGMA e a correlagdo entre distancia genética e distdncia geografica
corroboram com os resultados observados na AMOVA indicando menor diferenciagao
genética destas populacdes em relagdo a populacdes de arroz vermelho de outros locais.

Com o objetivo de avaliar as relacdes entre os individuos de cada populagdo de
arroz vermelho e das cultivares de arroz foi realizada a andlise de componentes
principais (ACP) a partir da matriz de distancia genética de Nei (1978) dos 24 loci SSR
nos 538 individuos. Os resultados da ACP indicaram que as populagdes foram
agrupadas em trés grupos, havendo uma interface entre dois deles com individuos
localizados de forma intermediaria (Figura 19). As cultivares IRGA 417, IRGA 422 CL
e PUITA INTA CL foram agrupadas proximamente entre si, enquanto que Sator CL,
embora no mesmo grupo, apresentou certa distancia das demais (Figura 19). Este
resultado corroborou com o encontrado no dendograma UPGMA (Figura 17). Alguns
individuos da populacdo Agudo 3 foram estreitamente associados com as cultivares.
Entretanto, alguns individuos desta populacdo apresentaram baixa associacdo com as
cultivares e com outros individuos da prépria populagao (Figura 17). Isso ocorreu ainda

com as populagdes Agudo 2 e Agudo 3. Provavelmente, estes individuos sdo originados
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de introdu¢des advindas de sementes de arroz vermelho contaminantes de arroz
cultivado ou sementes de outras populagdes de arroz vermelho que foram
eventualmente transportadas para os locais das respectivas coletas. Outras populagdes
cujos individuos foram alocados no mesmo grupo das cultivares foram Harmonia e
Agudo 4 (Figura 17). A populagdo Cacequi 3 apresentou individuos nos trés grupos.
Entretanto, as populacdes Campo Bom e Sdo Gabriel 4 tiveram todos os individuos
agrupados em somente um grupo cada (Figura 17). Em sua maioria, as populagdes de
arroz vermelho estudadas sdo geneticamente relacionadas, pois houve o posicionamento
de individuos de uma mesma populacdo em mais de um grupo, indicando fluxo génico
entre populagdes. Ainda, ndo houve clara distingdo entre a distdncia geografica das
populagdes e sua distancia genética, havendo populagdes de locais distantes alocadas
em grupos iguais (Figuras 16 e 17). Este resultado corrobora com o encontrado no teste
de Mantel que mostrou ndo haver consideravel correlacdo entre as distancias genéticas e
geograficas. Além disso, a ACP mostrou que embora exista associagdo com as
cultivares, grande parte dos individuos de arroz vermelho foram mais associados entre
si (Figura 19). Os resultados da ACP do presente estudo diferiram dos resultados
encontrados em populagdes de arroz vermelho dos EUA nas quais o
agrupamento dos individuos nessa analise foi mais discriminante (Gealy ef al., 2009;
Shivrain ef al., 2010a). Os resultados da ACP do presente estudo podem ser atribuidos a
fatores como, por exemplo, a troca de sementes entre populagdes que faz com que
individuos migrantes estejam em uma populagdo, porém sejam geneticamente
pertencentes a outra. Associado a este fato estd a capacidade de dorméncia que as
sementes de arroz vermelho possuem, garantindo sua permanéncia por um longo

periodo no local de imigragao.
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FIGURA 19. Analise de componentes principais de 27 populagdes de arroz vermelho e 4 cultivares de arroz usando 24 marcadores SSR e baseada na distancia
genética de Nei (1978). A seta preta indica a posi¢ao das cultivares IRGA 417, IRGA 422 CL e PUITA INTA CL. As elipses indicam os trés

grupos definidos pela analise. Porto Alegre, RS. 2010.
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As sementes de uma mesma planta de arroz vermelho podem nao germinar ao
mesmo tempo, de forma que algumas permanecem por varios anos no solo até um
momento oportuno (Gu et al., 2005; Gu et al., 2006). Assim, sementes dormentes que
eventualmente germinaram anos depois de sua formagdao podem inserir na populagdo
via fluxo de poélen alelos presentes em baixa frequéncia ou mesmo inexistentes na
populagdo atual (Oard et al., 2000; Koornneef et al., 2002). O mesmo pode ocorrer com
sementes oriundas de lavouras distintas. Conjuntamente, estes fatores explicam porque
a analise ACP foi consideravelmente diferente da analise de UPGMA. O agrupamento
no dendograma foi realizado a partir de distdncias genéticas obtidas por populacdo,
enquanto a APC foi realizado por individuo. Assim, fatores que expliquem a variacao
individual se aplicam mais & ACP.

A analise da estrutura das populagdes de arroz vermelho foi realizada para
prover evidéncias sobre a ancestralidade comum entre elas, a partir da designagdo uma
populacdo K na qual os individuos se enquadram (Pritchard et al., 2000). Esta anélise é
util porque fornece detalhes sobre a origem genética compartilhada pelas populagdes e
ndo somente a relacdo entre estas (Gealy ef al., 2009). Assim, a andlise de estrutura ¢
complementar as andlises UPGMA e ACP. No presente estudo esta andlise
proporcionou a realizacdo de inferéncias sobre o fluxo génico entre as populagdes e
sobre a origem da resisténcia aos herbicidas imidazolinonas das populagdes de arroz
vermelho. Para tanto, foi realizada fenotipagem quanto a resisténcia a estes herbicidas,
cujos resultados sdao apresentados na Tabela 24. Foram testados valores de K variando
de 1 a 10, com cinco repeticdes cada. Baseado na estatistica ad hoc proposta por
Evanno et al. (2005) os individuos estudados foram melhor ajustados em K=6
(Figura 20). A Tabela 23 mostra a propor¢dao em que cada populacao foi designada em

cada um dos grupos K.
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FIGURA 20. Composi¢do genética de 533 individuos de arroz vermelho e quatro cultivares de arroz do Rio Grande do Sul, agrupados em seis grupos (K=6),
baseado em 24 marcadores SSR. As cores referentes a cada grupo sdao vermelho=K1, verde=K2, azul=K3, amarelo=K4, rosa=K5 e ciano=K6.
Cada individuo ¢ representado por uma coluna e as cores representam a contribui¢do de cada grupo K definido. Acima, os individuos estdo
ordenados por grupo de maior contribuigdo. Abaixo, a ordenacdo ¢ baseada nas popula¢des amostradas conforme numeragdo da Figura 16. As
cultivares IRGA 417, IRGA 422 CL, PUITA INTA CL foram locadas no grupo K1 e Sator CL no grupo K2. A barra preta abaixo da figura
indica as posi¢des das cultivares na figura inferior. Porto Alegre, RS. 2010.

oLt



111

A analise da estrutura das populagdes confirmou a ancestralidade comum entre
as cultivares IRGA 417, IRGA 422 CL e PUITA INTA CL ao coloca-las juntas no
grupo K1 (Figura 20 e Tabela 23). A divisao da cultivar Sator CL em dois grupos K2 e
K4 ¢ condizente com a origem hibrida desta cultivar. Isso indica que a
estruturacdo realizada com K=6 teve significado bioldgico aceitavel e segundo
Chung & Park (2010) este ¢ um fator que também deve ser levado em conta na

definicdo do niimero K considerado ideal na analise.

TABELA 23. Proporgdo de associagdo de 27 populacdes de arroz vermelho e 4 cultivares de
arroz em cada grupo (K) definido pelo sofiware Structure. As cores entre
parénteses sao correspondentes com as apresentadas na Figura 20. Porto Alegre,

RS. 2010.
Grupo
Populagéo K1 K2 K3 K4 K5 K6
(vermelho)  (verde) (azul) (amarelo) (rosa) (ciano)

2 Arroio Grande 1 0,44 0,02 0,26 0,13 0,03 0,14
5 Arroio Grande 2 0,17 0,01 0,01 0,14 0,03 0,65
6  Arroio Grande 3 0,10 0,10 0,01 0,70 0,02 0,06
7 Santa Margarida do Sul 1 0,45 0,01 0,05 0,35 0,10 0,04
8 Santa Margarida do Sul 2 0,62 0,01 0,21 0,10 0,06 0,01
9 Sio Gabriel 1 0,36 0,02 0,09 0,09 0,42 0,02
10 Sio Gabriel 2 0,07 0,02 0,01 0,04 0,85 0,02
11 Sio Gabriel 3 0,38 0,01 0,19 0,30 0,08 0,05
12 Sao Gabriel 4 0,26 0,01 0,18 0,24 0,30 0,02
13 Cacequi 1 0,24 0,09 0,02 0,23 0,05 0,37
14 Cacequi 2 0,26 0,28 0,04 0,20 0,11 0,12
15 Cacequi 3 0,23 0,03 0,10 0,45 0,10 0,10
16 Cacequi 4 0,09 0,05 0,01 0,05 0,08 0,72
17 Cacequi 5 0,30 0,02 0,01 0,33 0,06 0,28
18 Cacequi 6 0,31 0,03 0,33 0,25 0,02 0,06
20 Santo Antonio da Patrulha 1 0,09 0,06 0,67 0,08 0,02 0,09
21 Santo Ant6nio da Patrulha 2 0,36 0,02 0,29 0,18 0,02 0,15
24 Campo Bom 0,04 0,04 0,68 0,01 0,01 0,22
25 Manoel Viana 1 0,54 0,04 0,19 0,06 0,04 0,14
27 Harmonia 0,06 0,76 0,01 0,02 0,01 0,14
28 Manoel Viana 2 0,41 0,02 0,28 0,14 0,06 0,10
29 Alegrete 0,53 0,05 0,01 0,12 0,15 0,15
30 Cavera 0,46 0,02 0,21 0,07 0,04 0,19
31 Agudo 1 0,28 0,06 0,48 0,14 0,02 0,02
32 Agudo 2 0,22 0,18 0,31 0,13 0,05 0,12
33 Agudo 3 0,53 0,07 0,26 0,06 0,03 0,04
34 Agudo 4 0,41 0,06 0,35 0,11 0,04 0,03

IRGA 417 0,78 0,09 0,00 0,01 0,12 0,00

IRGA 422 CL 0,77 0,09 0,00 0,02 0,12 0,00

PUITA INTA CL 0,91 0,01 0,00 0,01 0,07 0,00

Sator CL 0,02 0,57 0,03 0,34 0,03 0,01
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TABELA 24. Caracterizagdo fenotipica de 27 populagdes de arroz vermelho quanto a
resisténcia aos herbicidas imidazolinonas. Porto Alegre, RS. 2010.

Populacdo Controle médio (%)  Nivel de resisténcia Mutagdo detectada
AVS 99,7 Baixo -
AVR 2,7 Alto Gly654Glu
2 Arroio Grande 1 10,0 Alto Glyss4Glu
5 Arroio Grande 2 10,4 Alto Glyss4Glu/Sergs; Asn
6  Arroio Grande 3 3,0 Alto Glyss4Glu
7  Santa Margarida do Sul 1 7,3 Alto Glyss4Glu/Ala, Thr
8 Santa Margarida do Sul 2 7,0 Alto Glyss4Glu
9 Sio Gabriel 1 15,0 Médio Glygs4Glu
10 Sao Gabriel 2 83,3 Baixo -
11 Sao Gabriel 3 11,8 Alto Glyss4Glu
12 Séao Gabriel 4 1,5 Alto Outra/Glygs4Glu
13 Cacequi 1 0,3 Alto Glyss4Glu
14 Cacequi 2 4,2 Alto Glyss4Glu
15 Cacequi 3 5,0 Alto Glyss4Glu/Ala, Thr
16 Cacequi 4 87,0 Baixo -
17 Cacequi 5 2,3 Alto Gly654GIU/A13122ThI'
18 Cacequi 6 14,3 Alto Glyss4Glu
20 Santo Antonio da Patrulha 1 88,8 Baixo -
21 Santo Ant6nio da Patrulha 2 0,0 Alto Glyss4Glu
24 Campo Bom 64,3 Médio Glyss4Glu/Sergs; Asn
25 Manoel Viana 1 14,5 Alto Glyss4Glu/Sergs; Asn
27 Harmonia 98,5 Baixo -
28 Manoel Viana 2 10,5 Alto Glyss4Glu
29 Alegrete 5,0 Alto Glyss4Glu
30 Cavera 9,5 Alto Glyss4Glu
31 Agudo 1 5,5 Alto Glyss4Glu/Sergs; Asn
32 Agudo 2 67,4 Médio -
33 Agudo 3 16,3 Alto Glyss4Glu
34 Agudo 4 10,8 Alto Glyss4Glu

"Baix0>85%, 85%>médio>15%, alto>15% de controle.
2AVS, arroz vermelho suscetivel. AVR, arroz vermelho resistente a imidazolinonas.

A maior parte dos individuos de arroz vermelho pertenceu ao grupo Kl
(Figura 20). As populagdes Santa Margarida do Sul 2, Manoel Viana 1, Alegrete e
Agudo 3 tiveram mais de 0,5 de associa¢do ao grupo K1 (Tabela 23). Estas populacdes
sdo resistentes a herbicidas e a sua alta propor¢do de associa¢do no grupo K1 indica a
ocorréncia de possivel fluxo génico com as cultivares. Entretanto, a populacdo Agudo 2
teve 0,22 de associag¢do ao grupo K1, e foi fenotipada como médio nivel de resisténcia,
além de ndo ter sido detectada mutacdo no gene da ALS em seus individuos
(Tabela 24). O agrupamento desta populagdo de arroz vermelho suscetivel no mesmo

grupo K das cultivares resistentes a imidazolinonas indica que tais populacdes sofreram
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fluxo génico anterior a utilizacdo destas cultivares. Este fluxo génico provavelmente
ocorreu a partir da cultivar IRGA 417, ¢ ndo com as cultivares IRGA 422 CL ou
PUITA INTA CL.

Os resultados obtidos apontam a estreita base genética das cultivares mais
utilizadas no RS nos ultimos anos. Conforme discutido anteriormente, as cultivares
IRGA 422 CL, PUITA INTA CL foram originadas a partir da cultivar IRGA 417
(Livore et al., 2007; IRGA, 2010). Este fato foi confirmado também pela andlise das
distancias genéticas ilustradas pelo UPGMA (Figura 17). A utilizacdo continua destas
cultivares pode resultar na selecdo de individuos de arroz vermelho com caracteristicas
semelhantes a estas (Cao ef al., 2006). Além disso, o fluxo génico mesmo em baixas
taxas, como a observada no experimento discutido no item 4.2.1, tem um efeito
consideravel quando varios anos de cultivo sucessivos com as mesmas cultivares sao
realizados. A resisténcia a herbicidas imidazolinonas ¢ um carater que pode ser
selecionado ao ser incorporado nas populagdes de arroz vermelho devido a utilizacao
destes herbicidas e a introgressdo através de fluxo génico entre plantas de arroz
vermelho (ver item 4.2.1). Isso explica porque muitos acessos resistentes a
imidazolinonas foram agrupados no mesmo grupo K que as cultivares resistentes.

Por outro lado, era esperado que quando ocorresse baixa associacdo ao grupo das
cultivares K1 as populacdes fossem suscetiveis a herbicidas imidazolinonas. Isso porque
a utilizacdo das cultivares resistentes, sobretudo IRGA 422 CL e PUITA INTA CL, tem
sido alta nos ultimos anos em comparagdo com cultivares suscetiveis. Juntas, estas
cultivares foram semeadas em quase 50% da &rea destinada ao arroz em 2009
(IRGA, 2010). De fato, as populacdes Sao Gabriel 2, Cacequi 4, Santo Anténio da
Patrulha 1 e Harmonia tiveram menos de 0,1 de associagdao ao grupo K1 e todas foram

fenotipadas como baixo nivel de resisténcia (Tabela 23 e 24). Entretanto, a populagao
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Campo Bom teve 0,04 de associagdo ao grupo K1 (Tabela23), contudo sua fenotipagem
apontou com sendo medianamente resistente (Tabela 24). Isso € explicado pela presenga
de individuos resistentes nesta populagdo. Embora esta populacdo tenha apresentado
nivel de resisténcia médio, na média dos individuos amostrados, dois destes tiveram alto
nivel de resisténcia, um contendo a mutacao GlyessGlu e outro contendo Sergs3Asn. Os
individuos contendo a mutagao GlyegssGlu tiveram aproximadamente 0,45 de associagao
com o grupo K1 e 0,44 com o grupo K3 (vide Apéndice 5 para detalhe individual). Isso
indica a possibilidade deste individuo ser um hibrido entre arroz vermelho e uma das
cultivares resistentes. Ainda, pode ter ocorrido fluxo entre um individuo jé resistente e
outro suscetivel. Por outro lado, o individuo portando a mutagdo Sergs3Asn foi
associado aos grupos K3 e K6 com propor¢des de 0,59 e 0,36 respectivamente
(Apéndice 5). Estes grupos ndo foram os mesmos onde a cultivar Sator CL foi
classificada, sugerindo assim, que este individuo seja resistente devido a selecdo
independente de resisténcia. Esta hipdtese ¢ reforcada pelo fato de trés populagdes de
arroz vermelho suscetiveis estarem associadas também aos grupos K3 e K6 em
proporgdes superiores a 0,65 (Tabelas 23 e 24).

Estes resultados sugerem que as mutagdes encontradas nos acessos de arroz
vermelho estudados tenham origem devido ao fluxo génico entre plantas resistentes e
suscetiveis ou a processos de selecao independente pelo uso continuado de herbicidas
imidazolinonas. Isto foi evidenciado no item 4.1 onde ambos processos foram
detectados em acessos de arroz vermelho coletados no ano agricola de 2007/2008.
Conforme discutido no item 4.1, as mutacdes presentes em cultivares de arroz podem
ocorrer em plantas daninhas independentemente de fluxo génico. Por exemplo, foram
identificadas até o momento seis espécies de plantas daninhas resistentes aos herbicidas

inibidores de ALS cuja mutagdo ¢ Ala;»Thr (Roso et al., 2010a; Tanel et al., 2011).
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Ainda, duas espécies resistentes a estes herbicidas foram identificadas portando a
mutacdo Sergs3Asn (Tranel et al. 2011) presente na cultivar Sator CL. Em plantas de
arroz vermelho do RS, estas mutagdes foram identificadas por Roso et al. (2010a),
sendo sua origem ainda desconhecida. Entretanto, a mutacao Glyss4Glu, presente na
cultivar IRGA 422 CL ocorreu naturalmente em acessos de arroz vermelho do
Arkansas, EUA (Sales ef al., 2008) ¢ do RS (ver item 4.1). Conforme mencionado
anteriormente, os resultados do presente estudo sugerem que a mutagcdo Sergs3Asn,
presente na cultivar Sator CL, ocorreu naturalmente em acessos de arroz vermelho do
RS coletados no ano agricola de 2009/2010.

As populagdes de Sdo Gabriel 1 e Sdo Gabriel 2 que sdo geograficamente
proximas, apresentaram relacdes genéticas estreitas e foram agrupadas proximamente na
analise UPGMA (Figura 17) e na ACP (Figura 19). Entretanto, na anélise de estrutura
estas populagdes foram alocadas em grupos distintos (Figura 20). Isso ¢ explicado pelo
fato de a populagdo Sdo Gabriel 1 ser resistente e a Sdo Gabriel 2 ser suscetivel aos
herbicidas imidazolinonas (Tabela 24). Provavelmente houve fluxo génico entre as
cultivares resistentes e individuos da populacdo Sao Gabriel 1 ou entre individuos de
arroz vermelho oriundo de outros locais. As populacdes Cacequi 1, 2 e 6, e Sdo Gabriel
3 e 4 apresentaram alto grau de mistura entre os K (Figura 20). Nestas populagdes a
propor¢ao destinada a pelo menos trés grupos K foram em torno de um tergo
(Tabela 23). Ainda, as populagdes de Arroio Grande 1, Cavera, Agudo 2 e Manoel
Viana 2 também seguiram este padrao, sendo, entretanto, mesclas entre dois grupos K
distintos (Figura 20).

O resultado discutido acima indica possiveis eventos de migragdo através de
sementes entre populacdes de arroz vermelho. Isto seria possivel através da utilizagdo

de sementes de arroz contaminadas com arroz vermelho, por exemplo. Em estudo com
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117 orizicultores do RS identificou-se que menos de 10% da semente utilizada era
fiscalizada ou basica (Marchezan et al., 2001). Além disso, os autores apontaram que
36% das sementes adquiridas foram provenientes de comércio geral sem informacao
comprovada de origem. Ainda, 83% das amostras de sementes de arroz estavam
contaminadas com arroz vermelho, variando de 1 a mais de 20 sementes por amostra
(Marchezan et al., 2001). Em outro estudo foi avaliada a resisténcia aos herbicidas
imidazolinonas em acessos de arroz vermelho coletados em lotes de sementes de arroz
sem origem (Ferreira et al., 2009). Neste estudo, 38% das amostras continham acessos
de arroz vermelho resistentes a imidazolinonas. Foi encontrado arroz vermelho
resistentes em 16 e 44% das amostras de sementes sem origem de IRGA 417,
IRGA 422 CL respectivamente (Ferreira et al., 2009). Estes dados sugerem que o fluxo
de sementes resistentes de arroz vermelho ocorra principalmente devido ao uso de
sementes sem origem contaminadas. Outros fatores que atuariam no fluxo de sementes
entre lavouras seriam a dispersao por passaros, a terceirizagdo ou compartilhamento de
maquinas, trocas de sementes entre agricultores ou outras. Entretanto, mais estudos sao
necessarios para confirmar e dimensionar a importancia relativa destes fatores.

Diversos estudos tém alertado em relacdo ao perigo que fluxo génico entre
plantas cultivadas e espécies correlatas representa para a sustentabilidade da produgao
de alimentos e para a biodiversidade (Ellstrand, 2003; Carrie & Loren, 2004;
Lu & Snow, 2005; Gressel & Valverde, 2009; Huangtu et al., 2011). Além disso, outras
implicagdes do fluxo génico podem ocorrer como a alteragdo na adaptacao das plantas
daninhas e limitacdo do controle de plantas daninhas pela evolu¢dao da resisténcia aos
herbicidas conforme discussao apresentada nos itens 4.1.2 € 4.3.

O presente trabalho forneceu novas informagdes em relagdo a resisténcia de

arroz vermelho e o uso de cultivares de arroz resistentes a imidazolinonas. Os resultados
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obtidos pela AMOVA (Excoffier ef al., 1992), UPGMA, ACP e pela analise estrutura
genética obtida pelo Structure (Pritchard et al., 2000) mostraram haver fluxo génico
entre plantas de cultivares resistentes e possivelmente individuos de arroz vermelho ja
resistente para outras populagdes de arroz vermelho. Portanto, esta pode ser a origem
predominante da resisténcia aos herbicidas imidazolinonas em arroz vermelho no RS.
Cabe ressaltar a ocorréncia de populacdes contendo mais de uma mutagdo conferindo
resisténcia aos inibidores de ALS (Tabela 24). Isto foi encontrado em outro trabalho, no
qual populagdes de arroz vermelho do RS apresentaram trés mutacdes distintas no gene
da enzima ALS, todas encontradas nas cultivares IRGA 422 CL, PUITA INTA CL e
Sator CL (Roso ef al., 2010a).

O método utilizado no presente estudo foi mais informativo que os utilizados em
pesquisas anteriores realizadas no Brasil, sobretudo em se tratando da resisténcia de
arroz vermelho aos herbicidas imidazolinonas. As populacdes de arroz vermelho do
Brasil foram caracterizadas bioquimica e geneticamente (Malone ef al., 2007) e
morfologicamente (Menezes ef al., 2002; Schwanke ef al., 2008). Entretanto, os dados
foram menos explorados pelos métodos de analise empregados de forma que restritas
inferéncias sobre evolugdo das populagdes estudadas puderam ser realizadas. Por outro
lado, métodos semelhantes foram utilizados em populagdes de arroz vermelho de outros
locais do mundo (Londo & Schaal, 2007; Gealy ef al., 2009; Shivrain et al., 2010a).
Entretanto, estes trabalhos ndo compararam geneticamente cultivares de arroz resistente
a herbicidas com populacdes de arroz vermelho a fim de estudar a relagdo entre estas
como apresentado no presente estudo. Por exemplo, estudando acessos de arroz
vermelho de diversos estados americanos, Gealy et al. (2009) ndo encontraram alelos
compartilhados entre estes acessos e cultivares de arroz resistentes aos herbicidas. Neste

trabalho, os acessos utilizados foram obtidos de coletas antigas realizadas entre 1994 e
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2001 (Gealy et al., 2009), antes do uso de cultivares resistentes nas areas de cultivo
amostradas. Além destes, outros trabalhos estudaram populagdes de arroz vermelho
com métodos semelhantes ao utilizados no presente estudo, com variagdes relacionadas
ao objetivo principal de cada trabalho (Cao etal., 2006; Chung & Park, 2010;
Reagon et al., 2010).

As informacdes geradas por trabalhos como este sdo importantes porque
permitem entender como o arroz vermelho tem evoluido em razao de diversas situagdes.
Além disso, o surgimento de populacdes de arroz vermelho resistente as imidazolinonas
representa um alerta, sobretudo em func¢ao do fluxo génico que venha a ocorrer a partir
das cultivares de arroz resistente ou de arroz vermelho ja resistente a estes herbicidas.
Outro fator importante a ser levado em conta € a selecdo de mutacdes impostas pelo uso
continuado de herbicidas do mesmo grupo que igualmente permite a evolucdo da
resisténcia em arroz vermelho. Assim, o alto grau de proximidade genética entre o arroz
vermelho e as cultivares de arroz por todo o mundo demonstrado por trabalhos como
este devem servir de aprendizado, principalmente em relacdo a utilizagdo de cultivares
de arroz resistentes aos herbicidas.

Além das cultivares de arroz resistentes a herbicidas imidazolinonas, outras
estdo em desenvolvimento ha algum tempo. Por exemplo, estd em processo final de
desenvolvimento cultivares transgénicas de arroz resistentes ao herbicida
glufosinato de amonio, através da insercdo do gene BAR (Michiels & Johnson, 2001;
Gealy ef al., 2003). Em 2009, a utilizagdo desta cultivar no Brasil foi vetada em votagdo
que envolveu representantes de diversos setores relacionados com a cultura do arroz,
incluindo instituicdes de pesquisa como a Embrapa e o IRGA, além dos produtores de
arroz do RS. Embora sua utiliza¢do ainda nao tenha sido liberada no Brasil, trabalhos

apontaram ocorréncia de fluxo génico de linhagens de arroz resistentes a glufosinato de
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amonio para arroz vermelho (Noldin et al., 2002; Zhang et al., 2003; Song et al., 2009).
Também estd em desenvolvimento linhagens de arroz resistentes ao herbicida
glyphosate (Gealy et al., 2003). Nestas linhagens, a resisténcia ao glyphosate ¢
alcancada através de insercao do gene da enzima EPSPS (5-enolpiruvoil-shikimato-3-
fosfato sintetase) de Agrobacterium sp. (Gealyetal., 2003) e de Salmonella
typhimurium (Cao et al., 2004). Foi identificado um gene de EPSPS de arroz mutante
conferindo resisténcia ao glyphosate (Zhou ef al., 2006). O processo de mutacdo foi
realizado artificialmente através do método error-prone PCR (Pritchard et al., 2005).
Entretanto, este gene mutante foi utilizado somente em plantas de tabaco (Zhou et al.,
2006). Além destes casos, cuja resisténcia ao glyphosate ¢ devido ao local de acdo
alterado, plantas de arroz resistentes a este herbicida através de metabolizagdo por
glutationa S transferase foram obtidas pela superexpressdo dessa enzima (Hu ef al.,
2009).

A resisténcia de linhagens de arroz aos herbicidas inibidores da PROTOX
também tem sido obtidas através da insercdo do gene desta enzima em cultivares de
arroz (Jung et al., 2008). Estas linhagens apresentaram altos niveis de resisténcia aos
herbicidas oxyfluorfen, acifluorfen, carfentrazone, pyraflufen e oxadiazon, contudo,
apresentaram alteracdo negativa na adaptagdo em diversos parametros avaliados
(Jung et al., 2010). Entretanto, com base nos resultados de estudos realizados sobre o
tema fluxo génico em arroz, ndo € possivel garantir que cultivares de arroz resistentes a
herbicidas de outros mecanismos de acdo nao irdo transferir seus alelos as populagdes
de arroz vermelho a exemplo do que vem ocorrendo com aquelas resistentes as
imidazolinonas.

Algumas estratégias baseadas em biotecnologia vém sendo propostas para

mitigar o fluxo génico entre cultivares de arroz resistentes aos herbicidas e arroz
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vermelho. Uma destas estratégias seria a minimizagdo da fecundagdo cruzada entre as
plantas. Para tanto, tem sido proposta a utilizagcdo do gene superwoman-1-cleistogamy
(spw-1) (Yoshidaetal., 2007). Este gene confere as plantas de arroz
portadoras cleistogamia total e assim estas apresentam completa autofecundagdo
(Yoshida et al., 2007). Diversos parametros morfoldgicos (e.g. tamanho do estigma,
exsercao de estames) e reprodutivos (e.g. fertilidade) foram testados a fim de testar a
viabilidade de linhagens transgénicas portadoras do spw-1 (Yoshida ez al., 2007). Os
autores mostraram que o desempenho das plantas transgénicas ndo foi inferior ao das
plantas silvestres e por isso esta poderia ser uma ferramenta para mitigar o fluxo génico.
Entretanto, a tendéncia de utilizacdo de cultivares de arroz hibridas ¢ vista como um
empecilho a utiliza¢do do gene spw-1 (Gressel & Valverde, 2009).

Outra estratégia de mitigacdo do fluxo génico consiste em inserir transgenes que
conferem resisténcia aos herbicidas no DNA cloroplastidial das plantas. Esta
possibilidade tem sido mostrada para plantas superiores em diversos trabalhos (Bock,
2001; Daniell, 2002; Maliga, 2004). A principal vantagem neste método ¢ a transmissao
limitada do transgene através do polen, pois os cloroplastos sdo herdados via heranga
materna e dessa forma os graos de pdlen ndo possuiriam o transgene. Entretanto, uma
limitagdo desta proposta no caso do arroz ¢ que plantas de arroz vermelho mais altas
poderiam polinizar flores das cultivares e gerar hibridos portadores do transgene. Uma
vez que estes hibridos sejam polinizados novamente por arroz vermelho, o transgene
estard incorporado ao arroz vermelho (Gressel & Valverde, 2009). Embora esta
possibilidade seja pequena, mesmo taxas de fluxo génico da ordem de 0,01% sao
representativas devido ao grande nimero de plantas em areas de cultivo de arroz (ver

item 4.3).
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Outras estratégias relacionadas a genes de resisténcia aos herbicidas inseridos
em cultivares em construtos em tandem com um segundo gene (Gressel, 1999). Tal
gene seria neutro ou vantajoso para a cultivar ou desvantajoso para a espécie correlata
(Gressel, 1999). Por exemplo, genes conferindo nanismo poderiam ser utilizados como
segundo gene, pois os hibridos oriundos de fluxo génico teriam negativa adaptacao em
relagdo aos individuos silvestres. Existem diversos genes que causam nanismo em
plantas de arroz (Spielmeyer et al., 2002; Qiao et al., 2007; Liu et al., 2008). Neste
caso, hibridos de arroz vermelho e arroz cultivado teriam competitividade diminuida em
relagdo ao arroz vermelho, mas ndo com as cultivares de arroz. Outros genes que
poderiam ser incorporados a resisténcia aos herbicidas em arroz sdo aqueles que
impedem o degrane de sementes (Onishietal., 2007; Thurber et al., 2010). A
incorporacdo de genes de nanismo e antidegrane em tandem com a resisténcia aos
herbicidas foi sugerido por Gressel e Valverde (Gressel & Valverde, 2009). Segundo
estes autores, os hibridos com arroz vermelho seriam dominantes para o nanismo € nao
apresentariam degrane. Assim, estes hibridos seriam menos competitivos € menos
sementes restariam para o banco de sementes do solo. Esta estratégia foi demonstrada
em Tabaco (Al-Ahmad ef al., 2005) e Brassica napus (Al-Ahmad & Gressel, 2006).

A mitigagdo da introgressdo do transgene através de gene conferindo
suscetibilidade de plantas de arroz ao herbicida bentazon foi proposta recentemente
(Lin et al., 2008). Neste modelo, as plantas de arroz sdo naturalmente tolerantes ao
bentazon devido a oxidacdo e consequente inativacdo deste herbicida por enzimas
citocromo P450, codificada pelo gene CYP81A6. A nova estratégia consistiu na
insercao do gene de interesse, no caso um gene de EPSPS insensivel ao glyphosate, em
tandem com o gene antisenso de CYP81AG6 (Lin ef al., 2008). Isto conferiu a resisténcia

ao glyphosate e ao mesmo tempo a suscetibilidade ao bentazon. Potenciais hibridos de
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arroz vermelho e plantas de arroz transgénicas voluntarias poderiam, dessa forma,
serem controlados com o herbicida bentazon no proximo ano agricola. Entretanto,
plantas silvestres de arroz vermelho continuariam tolerantes ao bentazon e nao seriam
controladas e dessa forma, métodos usuais de controle do arroz vermelho deveriam ser
utilizados. Por outro lado, foi proposta uma extensdo desta abordagem, na qual
diferentes cultivares transgénicas de arroz teriam os genes de resisténcia ao glyphosate,
ao glufosinato de amonio e o antisenso de CYP81A6 conferindo suscetibilidade ao
bentazon (Gressel & Valverde, 2009). Os autores propuseram a utilizac¢do alternada das
cultivares transgénicas, o que permitiria uma rotacdo dos trés herbicidas envolvidos e o
controle tanto de plantas voluntarias como de hibridos de arroz vermelho e cultivares.
Uma limitacdo apontada é que no sistema proposto o controle de arroz vermelho
silvestre ndo poderia ser realizado seletivamente a cultura a cada seis cultivos de arroz
(Gressel & Valverde, 2009). Entretanto, isto ¢ uma teoria e carece de pesquisas que
indiquem a viabilidade e real aplicabilidade desta estratégia.

As estratégias que vem sendo desenvolvidas poderdo auxiliar os agricultores na
manutencdo das populagdes de arroz vermelho em densidades toleraveis. Entretanto,
métodos convencionais de controle do arroz vermelho, mesmo que menos eficientes em
comparagdo com controle seletivo por herbicidas, devem ser continuamente estudados e
adaptados as novas condigdes. Seu uso deve ainda ser estimulado entre os agricultores
que, em face do controle total do arroz vermelho com herbicidas seletivos,
eventualmente deixam de utilizar outras ferramentas de controle. Os métodos
convencionais de controle do arroz vermelho bem como da mitigagdo do fluxo
génico a partir de cultivares de arroz foram discutidos em outros itens dessa dissertagao

(ver4.2.1 e 4.3).
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Os resultados do presente estudo permitem entender a dindmica das populagdes
de arroz vermelho no RS. Baseado na estreita relagdo genética entre as cultivares e as
populagdes de arroz vermelho estudadas, ¢ possivel inferir que o fluxo gé€nico entre
estas plantas esteja ocorrendo. Existem populacdes resistentes aos herbicidas
imidazolinonas oriundas a partir de fluxo génico entre as cultivares de arroz resistentes
a estes herbicidas. Além disso, os resultados sugerem haver fluxo génico de sementes de
arroz vermelho entre locais, o que pode favorecer a introgressdo dos alelos de
resisténcia a outras populagdes de arroz vermelho suscetiveis. As populagdes suscetiveis
encontradas neste estudo sdo geneticamente distintas das populagdes resistentes. Esses
resultados, tomados conjuntamente, suportam a hipotese de que a resisténcia das
populagdes estudadas seja principalmente devida ao fluxo génico. No entanto, processos
independentes de evolugao da resisténcia a herbicidas em arroz vermelho também foram
encontrados, indicando a necessidade de adocao de medidas que resultem na diminuicao
da pressdo de selecdo em cada lavoura individualmente.

Sdo necessarios estudos futuros para determinar a origem das populagdes de
arroz vermelho de outros locais do Brasil e suas relagdes entre si e entre as cultivares.
Ainda, estudos que visem determinar as rotas de fluxo génico através de sementes
seriam igualmente importantes (Estoup & Guillemaud, 2010). Para tanto, sugere-se a
utilizacdo de maior niimero de marcadores moleculares e outros como SNP e SSR
cloroplastidiais (Ebert & Peakall, 2009) a fim de estudar mais refinadamente as
interacdes entre as populagdes e investigar possiveis rotas de invasdo ocorridas
anteriormente. Por fim, estudos envolvendo maior nimero de populagdes de outros
locais e de outras épocas (e.g. coletas antigas) devem ser realizados para determinar
variagoes genéticas nestas populagdes através do tempo (Cao et al., 2006), comparando-

as com cultivares ndo mais utilizadas.
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4.3 Adaptacao de cultivares de arroz resistentes as imidazolinonas

O primeiro experimento indicou haver resposta diferencial da germinagdo das
cultivares. As sementes nao germinaram sob temperatura de 15°C, entretanto, sob 30°C
a germinacao foi excessivamente intensa para todas as cultivares o que impede uma
avalia¢do acurada do padrao de germinagdo (Figura 21). Diversos trabalhos mostraram
que as alteragdes no padrdo de germinagdo de sementes resistentes aos inibidores de
ALS sdo mais evidentes em temperaturas amenas (Dyer et al., 1993; Thompson et al.,
1994; Park et al., 2004). Corroborando com estes resultados, a faixa de temperatura
considerada ideal foi entre 20 e 25°C (Figura 21). Dessa forma, as sementes de todos os
lotes das cultivares avaliadas no presente estudo foram germinadas nestas temperaturas.

No segundo experimento, a analise de variancia mostrou que o efeito ambiental,
caracterizado pelos lotes, ndo foi significativo (¢=0,05) em quaisquer avaliagcdes nas
duas temperaturas utilizadas no ensaio (Apéndice 6). A andlise de variancia em modelo
misto com o efeito de lote sendo aleatério foi realizada com o intuito de evitar
comparagoes entre os lotes e sim, fazé-los serem computados como amostra de um
grupo maior de lotes. Isto amplia a cobertura do experimento, permitindo que sejam
feitas inferéncias mais amplas. Assim, a ndo significincia do efeito de lote na
germinagdo do arroz indica que os resultados observados sdo referentes as cultivares e
ndo ao efeito ambiental que atuou sobre cada lote em seus respectivos locais de

producao.
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FIGURA 21. Germinac¢do acumulada de quatro cultivares de arroz em fungdo do tempo em
trés temperaturas. Porto Alegre, RS. 2010.

Os parametros by (taxa de germinacdo na inflexdo da curva, TGI) e b; (tempo
necessario para germinacao acumulada alcancar 50%, G50) da equagdo logistica
avaliados na germina¢do em fun¢do do tempo descreveram adequadamente o processo
germinativo das cultivares de arroz (Figura 21). Além destes, foram estimados os
parametros lag phase (LAG) e taxa de germinacao em b; (TG). Estes parametros tém

sido utilizados em diversos estudos com o intuito de comparar a germinacao acumulada
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de distintas espécies em func¢ao do tempo (Guimaraes ef al., 2000; Park et al., 2004;
Royo-Esnal et al., 2010). Entretanto, existem diversas regressdes ndo lineares
assintoticas que estimam todos ou alguns destes parametros como as fungdes de
Weibull e logistica (Brown & Mayer, 1988). O modelo de Weibull popularizou-se em
analise de germinacdo apos a publicacdo do trabalho de Dumur et al. (1990). Por outro
lado, o modelo logistico considerado um modelo tradicional segundo Brown & Mayer
(1988) e ¢ frequentemente utilizado em pesquisas sobre crescimento bioldgico

(Dantigny et al., 2007; Kuk et al., 2008; Maia et al., 2009; Roso et al., 2010b).
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FIGURA 22. Germinacao acumulada em func¢ao do tempo de cinco lotes de Sator CL a 20°C.
Os circulos representam os dados observados, a linha continua representa a
variagdo estimada pela regressdo logistica e a linha tracejada representa a
variagdo estimada pela regressdao de Weibull. Porto Alegre, RS. 2010.

A variagdo do crescimento biologico, a qual inclui-se a germinagdo, em fungao
do tempo possui caracteristicas definidas que sdo um estado de laténcia inicial seguido
de rapido crescimento exponencial até atingir um platd estdvel (Regazzi, 2003). Os
dados obtidos neste experimento seguiram estas caracteristicas e foram

satisfatoriamente descritos pelo modelo logistico (Figura 22). Entretanto, o modelo de
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Weibull falhou em convergir os dados, ou seja, ndo descreveu adequadamente a
germinagdo acumulada de arroz em fung¢do do tempo. A Figura 22 ilustra os dados
observado para a cultivar Sator CL na temperatura de 20°C e as curvas estimadas pelos
modelos de Weibull e Logistico (Brown & Mayer, 1988). Nota-se que coeficientes de
determinacdo (R?) foram altos em ambas as regressdes (Figura 22).

Diversos autores apontam que o R” ndo deveria ser utilizado como pardmetro
da qualidade de ajuste de um modelo especialmente em regressdes ndo lineares
(Kvalseth, 1985; Ratkowsky, 1990; Regazzi, 2003; Onoftietal, 2010;
Regazzi & Silva, 2010). A utilizagdo sistematica deste parametro em regressoes nao
lineares ¢ devida a sua importdncia em regressdes lineares (Regazzi, 2003). Em
regressoes lineares o R? representa a propor¢do da variacio explicada pelo modelo e
neste caso, o coeficiente de correlagdo entre valores observados e preditos ¢ exatamente
o R? (Regazzi & Silva, 2010). Entretanto, isto procede somente se o modelo contém o
termo constante o, conhecido também como intercepto (Onoftief al., 2010). Por
exemplo, a Equagdo 6 representa um modelo de regressdo linear com o termo constante.
EQUACAO 6. Y, =a+ pX;

Onde, Y; ¢ a variavel dependente, o a € o termo constante ou intercepto, o 8 € a
constante de declividade da reta e, X; ¢ a variavel independente. Em modelos de
regressdes ndo lineares o intercepto a ¢ inexistente. Neste caso, R” calculado
pelos programas estatisticos nao representa a propor¢ao da variagao explicada, como em
regressoes lineares (Onofri et al., 2010). Dessa forma, o uso deste pardmetro para
definir se um modelo ajustou-se bem aos dados observados ndo tem significado
estatistico (Onofri ef al., 2010; Regazzi & Silva, 2010), por isso ndo necessita ser
calculado (Ratkowsky, 1990). Na tentativa de contornar este problema,

. - . ) - -~ .
diversas expressdoes foram propostas para estimar R° em regressdes nao lineares
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(Kvalseth, 1985). Entretanto, é possivel obter altos valores de R*> mesmo havendo
clara discrepancia entre os dados observados e preditos ou intervalos de
confianca exageradamente amplos (Scott & Wild, 1991; Onofrietal., 2010;
Regazzi & Silva, 2010), a exemplo do que foi ilustrado na Figura 22.

Enfim, Regazzi & Silva (2010) sugerem que caso seja desejado calcular o R?

para regressdes nado lineares deve-se utilizar a Equagdo 7 mostrada abaixo.

SQR

~ 2 _ _
EQUACAO 7. R?=1 SoTotal.

Onde SQR ¢ a soma de quadrados do residuo e SQTotal. ¢ a soma de quadrados
total corrigida pela média. Porém, a interpretacdo também ndo ¢ equivalente aquela das
regressdes lineares, devendo ser considerada como uma estatistica descritiva
(Onofti et al., 2010; Regazzi & Silva, 2010). Esta expressao foi utilizada para o célculo
do R? para regressio de Weibull e logistica nos dados da cultivar Sator CL (Figura 22).
Como nio existe uma estatistica com a importancia do R* para regressdes nio lineares
outras técnicas de diagnostico necessitam ser utilizadas. Por exemplo, a comparagdo da
soma de quadrados do erro (SQE) entre regressdes para um mesmo conjunto de dados
(Regazzi & Silva, 2010). Para o conjunto de dados apresentados na Figura 20, a SQE
obtida pela equacdo de Weibull foi de 342 808 e para a equagdo logistica foi de 12 060.
Isto indica que a equagdo logistica se ajustou melhor ao conjunto de dados. Existem
ainda outras técnicas como teste F para lack-of-fit (Vonesh et al., 1996) que podem ser
utilizadas. Diversos pesquisadores apontam que podem ser feitas consideragdes sobre a
ocorréncia de discrepancia entre valores observados e esperados e a
verificagdo de significado biologico da curva baseados no bom senso do pesquisador
(Onofti et al., 2010; Regazzi & Silva, 2010).

A partir da discussdo apresentada acima se optou por utilizar o modelo logistico

de dois parametros, by € b;. A comparacao destes pardmetros entre os tratamentos foi
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realizada com base nos intervalos de confianca a 95% (Onofti et al., 2010). Além destes
parametros, foi calculado o lag phase (LAG) para cada tratamento definido quando a
germinagdo acumulada tornou-se diferente de zero estatisticamente pelo intervalo de
confianca a 95%.

O processo de germinagdo € divido em trés fases que se iniciam com a absor¢ao
de agua pela semente e vai até¢ a completa exsercao da radicula, podendo ser dividido
em trés fases (Bewley, 1997). Na fase I ou embebicdo, ocorre absor¢do de dgua pela
semente e a sintese de proteinas a partir de mRNAs conservados. A fase II ou ativagao
do metabolismo consiste na produgdo e ativacdo de enzimas como a-amilase e do
fitormonio giberelina, ainda nesta fase inicia a duplicagio do DNA e a sintese de
proteinas a partir de novos mRNAs. J4 a fase III ou alongamento da radicula consiste
na mobiliza¢do das reservas e no alongamento e divisdo das células da radicula. As
fases I e II ndo sdo perceptiveis a olho nu no caso de sementes de arroz devido a
presenca de lema e palea rigidos, que impedem a expansdo fisica das células pela
entrada de agua. No inicio da fase III, ocorre o rompimento da cariopse pela radicula em
expansdo. Neste experimento, as sementes foram consideradas germinadas quando, na
fase III, as radiculas alcangaram 1 mm de comprimento.

O periodo compreendido pelas fases I e II, também conhecido como
lag phase (LAG), foi estimado para cada cultivar utilizada no experimento. Observou-se
que na temperatura de 20°C o LAG foi de 33h para a cultivar PUITA INTA CL, 48h
para a IRGA 422 CL e de 57h para Sator CL e IRGA 417 (Tabela 25). Assim sendo, a
cultivar resistente PUITA INTA CL saiu do LAG 24h antes da cultivar suscetivel
IRGA 417. Ainda, a cultivar IRGA 422 CL saiu do LAG 9h antes da cultivar suscetivel.

Entretanto, a cultivar Sator CL teve um LAG semelhante ao da IRGA 417.
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TABELA 25. Duragdo do lag phase em sementes de cultivares arroz estimado pela
germinacdo acumulada quando esta se torna diferente de zero. Porto Alegre,

RS. 2010.
Temperatura Cultivar Germinacao (%) [IC 95%] Lag phase (h)'
PUITA INTA CL 0,260 [0,027; 0,492] 33
20°C IRGA 422 CL 0,972 [0,255; 1,688] 48
Sator CL 1,000 [0,497; 1,502] 57
IRGA 417 0,996 [0,436; 1,555] 57
Sator CL 2,996 [1,325; 4,666] 24
250C PUITA INTA CL 0,280 [0,058; 0,501] 24
IRGA 422 CL 0,372 [0,022; 0,721] 33
IRGA 417 0,172 [0,003; 0,340] 33

'Periodo de tempo compreendido pelas fases I e II da germinacio.

Trabalhos anteriores mostraram que mutagdes na enzima ALS de algumas
espécies vegetais provocaram diminuicdo da autorregulagdo da enzima pelos
aminoacidos valina, leucina e isoleucina, que sdo os produtos finais da rota metabodlica
iniciada pela ALS (Boutsalis ef al., 1999; Yu et al., 2007; Yu et al., 2010). Isto faz com
que a enzima catalise as reagdes incessantemente, mesmo quando o requerimento
celular dos produtos finais da rota esta suprido. Assim, os trés aminoacidos sio
produzidos em excesso e acabam acumulando nas sementes produzidas pelas
plantas mutantes favorecendo o processo germinativo em temperaturas amenas. Na
espécie Kochia scoparia, Dyer et al. (1993) detectaram maiores teores de valina,
leucina e isoleucina em sementes de biodtipos resistentes a herbicidas inibidores de ALS
em comparagcdo com bidtipos suscetiveis. Em pesquisas realizadas por Eberlein et al.
(1997; 1999) foram encontrados teores maiores desses aminodcidos em folhas e
sementes de Lactuca serriola. Entretanto, para Oryza sativa informagdes como estas sao
escassas. Em um recente trabalho, Bortolotto ef al. (2008) encontraram maior teor de
proteina total em sementes de IRGA 422 CL em comparagdao com IRGA 417 na média
de trés lotes por cultivar. O método de quantificagdo utilizado foi o de Kjeldahl onde se
estima o teor de proteina bruta a partir do teor de N encontrado. Desta forma, tanto

aminoacidos livres como componentes de proteinas sdo quantificados. Este resultado ¢
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uma evidéncia de que a cultivar IRGA 422 CL tenha maior teor de aminoacidos devido
a sua mutagao no gene da ALS. Como nas fases I e II da germinacdo a sintese de
proteinas ¢ altamente requerida, sementes com teor maior de aminoacidos poderiam
passar por estas fases em menor tempo.

A cultivar PUITA INTA CL possui a mutacao Ala;»Thr e a IRGA 422 CL tem
a mutacdo Glyes4Glu (Roso et al., 2010a). Estas mutagdes provavelmente alteram a
autorregulacdo da ALS pelos aminoécidos, e estes podem acumular nas sementes. A
mutacdo Ala;»,Thr confere um nivel de resisténcia mais elevado as imidazolinonas que
as mutacdes Glyss4Glu e Sergs3Asp (Li et al., 2008; Roso et al., 2010b). Isso pode estar
relacionado com a autorregulagdo da ALS que interage com os aminodacidos através de
interacdes de Van der Waals, por ligacdes de hidrogénio ou ambos, tal como os
herbicidas inibidores de ALS (Duggleby ef al., 2008). Entretanto, esta alteragdo na
autorregulacdo ¢ dependente da mutacdo presente na enzima ALS. As mutagdes
Projg7His, Trpszaleu e Asniz¢Glu diminuiram a autorregulacdo da enzima ALS em
Lactuca serriola (Eberlein et al., 1997), L. rigidum (Yuetal., 2010) e Amaranthus
powellii (Ashigh et al., 2009), respectivamente. Entretanto, a mutacdo Trpss;Leu em
Brassica napus (Hattori et al., 1995) e Pro197Gly em Lolium rigidum (Yu et al., 2010)
ndo causaram o mesmo efeito. Isto pode explicar o fato de a cultivar Sator CL na
temperatura de 20°C nao apresentar LAG menor que a cultivar suscetivel IRGA 417,
pois provavelmente a mutacdo Sergs3Asp presente em Sator CL nao afeta a
autorregulacdo da ALS. Estudos de avaliagdo da atividade da enzima ALS na presenca
dos aminodcidos e a quantificagdo destes aminodcidos em sementes sdo necessarios
para a confirmacao desta hipotese.

Sob a temperatura de 25°C o LAG foi de 24h para as cultivares Sator CL e

PUITA INTA CL e de 33h para IRGA 422 CL e IRGA 417 (Tabela 25). A cultivar
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Sator CL teve um LAG relativamente curto se comparado ao observado em 20°C
(Tabela 25). A diminui¢ao do LAG na cultivar Sator foi mais intenso que nas demais
cultivares, o que pode ser explicado pelo fato desta a cultivar ser um hibrido e possuir
alta heterose. O vigor hibrido das sementes da cultivar Sator CL se manifestou
principalmente na temperatura de 25°C em relagdo ao LAG. Nesta temperatura a
cultivar PUITA INTA CL saiu do LAG 9%h antes da IRGA 417 enquanto que IRGA 422
CL teve LAG igual ao da cultivar suscetivel. Assim, a hipotese de que cultivares de
arroz resistentes a imidazolinonas germinam antes que as suscetiveis em temperaturas
amenas foi comprovada. Estes resultados corroboram com os encontrados por
Park et al. (2004) onde biodtipos de Bromus tectorum resistentes a herbicidas inibidores
de ALS tiveram menores LAG quando comparados a bidtipos resistentes nas
temperaturas de 5, 15 e 25°C.

Além do lag phase, a taxa de germinacdo também esté relacionada com o efeito
do actimulo de aminoacidos de cadeia ramificada em genétipos resistentes a
imidazolinonas. Assim, a andlise de regressdo foi realizada para descrever a variagdo da
germinacdo acumulada durante o periodo total de duragdo do experimento que foi de
249h. Os parametros by (taxa de germinacdo na inflexdo da curva, TGI), b; (tempo
necessario para germinacdo acumulada alcangar 50%, G50) e taxa de germinacdo no
ponto b; (TG) foram estimados para cada lote avaliado e para cada cultivar na média
dos lotes. Os parametros by e b; variaram entre lotes dentro de cada cultivar nas
temperaturas de 20 e 25°C (Tabelas 26 e 27). A hipotese de que sementes de cultivares
resistentes aos inibidores de ALS germinam mais rapido que as de cultivares suscetiveis
se confirmou, havendo entretanto, variagdes entre lotes da mesma cultivar. O efeito de
lote ndo foi significativo na analise de variancia, porém os parametros do modelo

logistico, através do intervalo de confianga a 95%, diferiram entre si (Tabelas 26 e 27).
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Isso se deve ao fato dos efeitos de lotes estarem independentes das cultivares na analise
de variancia e agrupados as cultivares na analise de regressdo ndo linear. A analise de
regressao nao linear por lote foi realizada com intuito de visualizar o padrao de

germinagao individual de cada lote e salientar os efeitos ambientais observados.

TABELA 26. Parametros ¢ intervalo de confianga da germinacdo acumulada a 20°C de
sementes de lotes de cultivares de arroz, obtidos pelo ajuste do modelo logistico
e taxa de germinacdo em b;. Porto Alegre, RS. 2010.

Cultivar - Lote bo -[I"l("ngl 5(://: ] F_l) b[IIE:Ggi-&)(]lll) Fl[ﬂl(é (;/g(},;:])

IRGA 417 - 1 0,052 [0,048; 0,055] 114,8 [113,3;116,2] 1,31 [1,70;2,13]
IRGA 417 -2 0,056  [0,049; 0,061] 108,4 [106,4;110,5] 1,39 [1,84;2,37]
IRGA 417 -3 0,063  [0,057; 0,068] 98,1 [96,4;99,6] 1,57 [1,95;2,42]
IRGA 417 - 4 0,053  [0,049; 0,057] 123,8 [122,2;1254] 1,34 [2,06; 2,65]
IRGA 417 -5 0,075  [0,064; 0,084] 95,1 [93,0; 97,11 1,87 [3,75;5,45]

IRGA 422 CL - 1 0,074  [0,064; 0,084] 753 [73,3;77,2] 1,86 [2,41;2,92]
IRGA422CL-2 0,050 [0,044;0,055] 1099 [107,4;112,4] 124 [2.81;3,35]
IRGA422CL-3 0,059 [0,052; 0,065] 953 [93,1;97,3] 147 [2,72;3,47]
IRGA422CL-4 0,070 [0,062;0,078]  109,7 [107,9;111,5] 1,76 [2,95;3,57]
IRGA422CL-5 0,049 [0,043;0,054] 1178 [1154;1202] 1,22 [3,03;3,73]

PUITAINTACL-1 0,077 [0,068; 0,085] 740 [72,3;75,6] 1,92 [121;1,39]
PUITA INTACL-2 0,084 [0,073; 0,094] 852  [83.,4:86,8] 2,11 [1,24;1,53]
PUITA INTA CL-3 0,088 [0,078; 0,097] 90,5  [89,0;91,9] 2,19 [1,43;1,70]
PUITA INTA CL-4 0,094 [0,082; 0,106] 87,8  [86,2;89,4] 236 [1,23;1,44]
PUITA INTACL-5 0,184 [0,150; 0,218] 780 [77,0;78,9] 4,60 [1,62;2,12]

Sator CL - 1 0,107  [0,096; 0,117] 98,1 [97,1;99,0] 2,67 [1,62;2,10]
Sator CL -2 0,123 [0,112; 0,134] 86,2 [85,2; 87,01 3,08 [1,10;1,38]
Sator CL - 3 0,124  [0,108; 0,138] 90,8 [89,5;92,0] 3,10 [1,31;1,63]
Sator CL - 4 0,131 [0,118;0,143] 92,9 [92,0;93,7] 3,26 [1,56;1,95]
Sator CL - 5 0,135 [0,121; 0,149] 93,3 [92,3; 94,11 3,39 [1,09;1,35]

]b() - TGI, taxa de germinagdo na inflexdo; b; - G50, tempo para germinagdo alcancar 50%; TG, taxa de
germinagdo em b.

TABELA 27. Parametros e intervalo de confianca da germinacdo acumulada a 25°C de
sementes de lotes de cultivares de arroz, obtidos pelo ajuste do modelo logistico
¢ taxa de germinagdo em b;. Porto Alegre, RS. 2010.

Cultivar - Lote by- TGI (%.h™) b; - G50 (h) TG (%.h™)
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[IC 95%]' [IC 95%]" [1C 95 %]
IRGA 417 - 1 0,055 [0,050; 0,060] 89,3 [87,2;91,2] 1,39  [2,24;2,77]
IRGA 417 -2 0,093 [0,084;0,102] 858 [84,6:87.0] 2,33  [2,03;2,54]
IRGA 417 -3 0,103 [0,087;0,119] 67,9 [66,0;69,6] 2,58  [2,13;2,62]
IRGA 417 - 4 0,074 [0,066;0,081] 78,2 [76,7:79,7] 1,85  [3,32;4,43]
IRGA 417 - 5 0,136 [0,116;0,156] 57,8 [56,6:58.9] 3,41  [4,97;6,34]
IRGA 422 CL - 1 0,113 [0,096;0,130] 59,6 [58,0;61,1] 2,83  [3,60; 4,41]
IRGA 422 CL -2 0,072 [0,063;0,080] 87.8 [86,0;89,6] 1,80  [4,31;5,00]
IRGA 422 CL - 3 0,080 [0,070;0,089] 72,7 [70.9;74,4] 2,00  [4,67;5,44]
IRGA 422 CL - 4 0,109 [0,096;0,121] 62,7 [61,4:63,9] 2,73  [5,21;5,92]
IRGA 422 CL -5 0,089 [0,080;0,098] 72,0 [70,7:732] 223  [5,09;5,77]

PUITAINTACL-1 0,100 [0,089;0,111] 65,9 [64,6;67,1] 251  [1,25;1,52]
PUITAINTACL-2 0,092 [0,081;0,101] 71,8 [70,4;73,1] 229  [2,10;2,55]
PUITAINTACL-3 0,095 [0,085;0,104] 69,6 [68,4;70,8] 238  [2,18;2,98]
PUITAINTACL-4 0,155 [0,133;0,177] 55,9 [54.9;56,7] 3.88  [1,66;2,03]
PUITAINTACL-5 0226 [0,199;0,253] 51,7 [51,1;522] 566  [2,92:3.90]

Sator CL - 1 0,160 [0,144;0,176] 47,6 [46,9;482] 4,01  [2,40;3,25]
Sator CL - 2 0,186 [0,172;0,200] 41,7 [41,0;422] 4,66  [1,59;2,00]
Sator CL - 3 0,202 [0,187;0,217] 41,0 [404;41,6] 506  [1,75;2,24]
Sator CL - 4 0,223 [0,208;0,236] 37,3 [36,9;37,6] 5,57  [2,42;3,04]
Sator CL - 5 0,217 [0,203;0,230] 355 [352:35.8] 543  [2,01;2.45]

lb(, - TGI, taxa de germinacdo na inflexdo; b; - G50, tempo para germinagdo alcancar 50%; TG, taxa de
germinagdo em b;.

Sob a temperatura de 20°C os lotes que obtiveram maiores taxas de germinacgao
na inflexdo da curva (parimetro by; TGI) foram PUITA INTA CL-5, Sator CL-5 e
Sator CL-4. Ja os lotes com menores TGI foram IRGA 422 CL-5, IRGA 422 CL-2 e
IRGA 417-1 (Tabela 26). Ainda nesta temperatura, lotes que apresentaram menor G50
foram PUITA INTA CL-1, IRGA 422 CL-1 e PUITA INTA CL-5. Os maiores valores
de G50 foram encontrados em IRGA 417-4, IRGA 422 CL-5 e IRGA 417-1
(Tabela 26). Em relagdo a TG, os lotes PUITA INTA CL-5; Sator CL-5 e Sator CL-4
obtiveram os maiores valores enquanto que os lotes IRGA 417-4, IRGA 417-1 e IRGA
422-2 apresentaram as menores taxas em b; (Tabela 26). Notavelmente, o lote IRGA
417-3 teve um G50 de 95h que foi igual ao observado em IRGA 422 CL-3 e inferior a
Sator CL-1. Ainda, IRGA 422 CL-5 teve G50 no valor de 117h que foi superior a
alguns lotes de IRGA 417 (Tabela 26). O lote PUITA INTA CL-5 teve uma TG
superior aos lotes de Sator CL, os quais eram esperados terem mais rapida germinagao

devido ao fato de Sator CL ser uma cultivar hibrida e, dessa forma, o efeito do vigor
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hibrido ou heterose seria responsavel, em parte, pelo seu desempenho superior em
relagdo a germinacao.

Sob a temperatura de 25°C, os lotes PUITA INTA CL-5, Sator CL-4 ¢
Sator CL-5 tiveram os maiores TGI. Por outro lado, os lotes IRGA 417-1, IRGA 422
CL-2 ¢ IRGA 417-4 foram os que apresentaram menores TGI (Tabela 27). A G50 foi
mais longa nos lotes IRGA 417-1, IRGA 422 CL-2 ¢ IRGA 417-2. Inversamente, 0s
lotes Sator CL-5, Sator CL-4 e Sator CL-3 alcangcaram 50% da germinagdo mais
rapidamente (Tabela 27). A TG sob 25°C foi superior nos lotes de Sator CL, tendo os
lotes 4 e 5 as maiores taxas. Ainda, a TG do lote PUITA INTA CL-5 foi igual as dos
lotes de Sator CL 4 e 5 (Tabela 27).

As condi¢des onde as sementes sdo produzidas podem causar variagdes na
composi¢ao das plantas devido a diferengas ambientais que favorecem certas
caracteristicas em detrimento de outras (Paris ef al., 2008). A germina¢do de sementes
de lotes ou biodtipos distintos € um exemplo destas caracteristicas. Por isso, em estudos
de alteracdes de adaptagdo de plantas, a utilizacdo de lotes ou biodtipos distintos ¢
recomendada a fim de isolar o efeito ambiental (Vila-Aiub et al., 2009b). Em trabalho
realizado com Kochia scoparia resistentes aos herbicidas inibidores de ALS, onde
foram testados apenas um bidtipo resistente e outro suscetivel, ndo foram encontradas
alteragcdes adaptativas (Christoffoleti e al., 1997). Entretanto, outro estudo com esta
mesma espécie, onde varios bidtipos resistentes e suscetiveis foram testados, foi
possivel determinar alteragdes na adaptacdo dos biotipos resistentes (Dyer ef al., 1993).

Sob a temperatura de 20°C as cultivares IRGA 417 e IRGA 422 CL
apresentaram TGI similar, enquanto que PUITA INTA CL teve TGI superior a estas
cultivares e inferior a Sator CL que obteve o maior TGI (Tabela 28). A G50, por outro

lado, teve as quatro cultivares diferindo entre si. A Sator CL teve a menor G50,
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enquanto que a IRGA 417 teve a menor. A IRGA 422 CL foi maior que a IRGA 417.
Porém, a TG de IRGA 417 e IRGA 422 CL foram iguais, enquanto que a de Sator CL
apresentou a maior TG, seguido de PUITA INTA CL (Tabela 28).

TABELA 28. Parametros e intervalo de confianca da germinagdo acumulada de sementes de

cultivares de arroz, obtidos pelo ajuste do modelo logistico e taxa de
germinagdo em b; em duas temperaturas. Porto Alegre, RS. 2010.

. by- TGI (%.h™) b, - G50 (h) TG (%.h™)

Temperatura Cultivar [1c 95%]1 [1C 95%]1 [IC 95 %]
IRGA 417 0,054 [0,050; 0,057] 107,8 [106,4; 109,11 1,35 [1,26; 1,44]
o IRGA 422 CL 0,050 [0,046; 0,054] 101,7 [99.,8;103,6] 1,26 [1,15;1,36]

20°C ‘

PUITA INTA CL 0,086 [0,080; 0,092] 83,5 [82,6;84,4] 2,15 [2,00;2,30]
Sator CL 0,119 [0,111;0,125] 92,2 [91,6;92,7] 2,97 [2,79;3,14]
IRGA 417 0,074 [0,066; 0,080] 754 [73,9;76,7] 1,84 [1,67;2.,01]
2500 IRGA 422 CL 0,079 [0,072; 0,085] 70,7 [69,5; 71,9] 1,98 [1,81;2,14]

PUITA INTA CL 0,096 [0,088;0,104] 62,7 [61,7;63,7] 2,40 [2,20;2,60]
Sator CL 0,178 [0,167; 0,188] 40,7 [40,1;41,1] 445 [4,18;4,71]

'b, - TGI, taxa de germinagdo na inflexdo; b; - G50, tempo para germinacdo alcangar 50%; TG, taxa de
germinagdo em b;.

As cultivares avaliadas tiveram variagao semelhante quando sob a temperatura
de 25°C. A cultivar Sator CL teve o maior TGI, enquanto a PUITA INTA CL
apresentou TGI intermediéria entre Sator CL e as outras duas cultivares, IRGA 422 CL
e IRGA 417 cujas TGI foram ndo diferiram entre si (Tabela 28). O G50 das cultivares
na temperatura de 25°C foi menor que na temperatura de 20°C. A comparagdo do G50
entre as cultivares foi semelhante ao observado na temperatura menor, com Sator CL
tendo o menor valor seguido de PUITA INTA CL, IRGA 422 CL e IRGA 417
(Tabela 28). A TG aumentou para todas as cultivares na temperatura de 25°C sendo o
aumento observado em Sator CL mais expressivo. Nesta cultivar, a TG em 20°C foi de
2,97 e em 25°C foi de 4,45 (Tabela 28). A TG de Sator foi superior a observada em
PUITA INTA CL que, por sua vez, teve TG maior que as encontradas em
IRGA 422 CL e IRGA 417. Estas duas ultimas cultivares tiveram TG iguais, assim

como observado na temperatura de 20°C (Tabela 28).
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A velocidade de germinacao ¢ relacionada com a temperatura devido aos
processos metabolicos que sdo dependentes de energia. Por isso, espera-se que a
velocidade de germinagdao aumente na medida em que aumente a temperatura. As
diferencas esperadas entre as cultivares em relagdo a estes parametros deveriam ser mais
evidentes na temperatura de 20°C, pois o efeito da propria temperatura sobre a
germinagdo nao seria confundido com ao efeito das mutagdes na enzima ALS e
possiveis acuimulos de aminoacidos nas sementes. A comparagdo da cultivar
PUITA INTA CL com Sator CL ilustra este processo. Na temperatura de 20°C o G50 da
PUITA INTA CL foi de 83,5h enquanto que da Sator CL foi de 92,2h (Tabela 28).
Entretanto, na temperatura de 25°C o G50 de Sator CL foi inferior ao de
PUITA INTA CL. Isto ¢ devido a heterose presente na cultivar hibrida Sator CL ¢ este
padrdo aconteceu nos demais parametros avaliados, exceto TG onde Sator CL teve nas
duas temperaturas maiores valores (Tabela 28).

A cultivar suscetivel IRGA 417 apresentou os menores valores nos parametros
da regressdo de forma geral em comparagdo com as cultivares resistentes testadas. Isto
pode ocorrer devido a auséncia de mutagdo na enzima ALS que neste caso, seria
autorregulada normalmente pelos aminodcidos de cadeia ramificada. Assim, as
sementes de IRGA 417 devem ter teor menor de aminoacidos em compara¢do com as
demais cultivares avaliadas. A fim de averiguar esta hipotese, sugere-se que os teores de
aminoacidos em sementes de IRGA 417, IRGA 422 CL, PUITA INTA CL e Sator CL
sejam avaliados em estudos futuros conforme sugerido anteriormente. As cultivares
resistentes IRGA 422 CL e PUITA INTA CL tém como ascendente a IRGA 417. A
cultivar IRGA 422 CL foi desenvolvida através de retrocruzamentos entre a linhagem
resistente 93-AS-3510 ¢ IRGA 417 (IRGA, 2010) enquanto que PUITA INTA CL foi

obtida de mutagdes induzidas diretamente de IRGA 417 (Livore ef al., 2007). Dessa
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forma, as trés cultivares possuem composi¢ao genética estreita e a resisténcia a
imidazolinonas seria uma diferenca evidente entre estas pois o gene da enzima ALS ¢
distinto em ao menos um aminoacido nas trés cultivares. Ainda, as mutacdes induzidas,
sobretudo em PUITA INTA CL podem gerar substituicdes, inser¢des ou mesmo
delecdes de bases em outros genes. Entretanto, os retrocruzamentos realizados na
obtengdo das cultivares resistentes t€ém, entre outras finalidades, a de corrigir ou mitigar
estes efeitos indesejados. Provavelmente, os efeitos pleiotropicos das mutacdes
presentes nas cultivares resistentes também estejam ocorrendo e afetando o padrdo de
germinacdo desses gendtipos. No caso da cultivar Sator CL estes efeitos ficam
confundidos com os efeitos da heterose e se estdo presentes, ndo puderam ser avaliados
neste experimento.

Os resultados obtidos sdo semelhantes a outros encontrados na literatura onde
bidtipos resistentes tiveram alteragdo na adaptacdo confirmada através do padrao de
germinacdo diferencial em relagdo a bidtipos suscetiveis. Avaliando a variagdo da
germinacao de bidtipos distintos de L. serriola resistentes e suscetiveis a inibidores de
ALS, Alcocer-Ruthling ef al. (1992) mostraram que os biodtipos resistentes germinaram
apresentaram maior taxa de germinacdo acumulada que os bidtipos suscetiveis.
Resultados semelhantes foram encontrados por Thompson ef al. (1994) em bidtipos de
K. scoparia. Os autores observaram haver dependéncia da temperatura, havendo mais
rapida germinagdo do biotipo resistente quando em baixa temperatura. Nesse sentido,
Park et al. (2004) mostraram que sementes de biotipos resistentes de B. tectorum
tiveram taxa de germinacao acumulada mais elevada que os bidtipos suscetiveis nas
temperaturas de 5 a 25°C. Outros trabalhos mostram que outras caracteristicas, além da
germinagdo, sdo favorecidas em plantas resistentes a herbicidas. Por exemplo,

Wang et al. (2010) mostraram que linhagens isogénicas de Setaria viridis resistentes aos
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herbicidas inibidores de ACCase tiveram maior desenvolvimento vegetativo ¢ maior
producao de afilhos em relagdo aquelas suscetiveis. Neste trabalho, as linhagens
resistentes produziram mais sementes mesmo em condigdes de competicao.
Investigando a espécie Euphorbia heterophylla, Trezzi et al. (2009) mostraram que
biotipos suscetiveis produziram menores massa seca de folhas+cotilédones,
caulest+peciolos e area foliar em comparacdo com bidtipos resistentes aos herbicidas
inibidores de ALS e de PROTOX (Protoporfirinogénio oxidase).

Embora no presente estudo tenha sido comprovada alteragdo positiva na
adaptacao dos gendtipos de arroz resistentes a imidazolinonas em relacdo ao padrdo de
germinagdo, diversos trabalhos tém mostrado penalidades na adaptagdo de outras
espécies resistente a herbicidas. Por exemplo, Vila-Aiub et al. (2005b) mostraram que a
resisténcia a herbicidas inibidores de ACCase reduziram a taxa e a germinacdo de
bidtipos de L. rigidum resistentes quando as sementes foram germinadas de 5 a 20°C.
Em outro trabalho, Park & Mallory-Smith (2005) mostraram que B. tectorum com
resisténcia multipla aos herbicidas inibidores de ALS, de ACCase e de Fotossistema II
tiveram menor produ¢do de biomassa e de sementes em comparacdo com bidtipos
suscetiveis. Ainda, estudando o efeito de diferentes mutacdes que conferem resisténcia a
herbicidas inibidores de ACCase em Alopecurus myosuroides, Menchari et al. (2008)
mostraram que as mutagoes Ile;7g;Leu e Ileyps; Asn ndo causaram alteragao na adaptagao
nas populagdes, enquanto que a mutagdo Asp,o71Gly causou diminui¢ao da producao de
biomassa, na producao e peso de sementes. Salienta-se que neste caso o local de acao do
herbicida e a consequente ocorréncia de mutagdes relacionadas a resisténcia nao tem
implicagdes na sintese de aminodacidos e efeito direto na germinagdo de sementes.

Recentemente, Ashigh ef al. (2009) investigaram um biotipo de Solanum

ptychanthum e descobriram que a mutagao AlapsVal no gene da enzima ALS causou
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impacto negativo na adaptacao das plantas resistentes, que produziam menos sementes
que as suscetiveis em condigdes em condi¢des otimas de luminosidade. Linhagens
transgénicas de Oryza sativa resistentes aos herbicidas inibidores de PROTOX
manifestaram penalidades adaptativas em diversas caracteristicas (Jung et al., 2010).
Neste trabalho, o comprimento das paniculas, o numero de espiguetas por panicula, o
peso de mil graos e consequentemente a producdo de graos das linhagens resistentes
foram menores em comparacdo com linhagens silvestres e transgénicas suscetiveis aos
inibidores de PROTOX. Os autores destes trabalhos concluiram que na auséncia dos
herbicidas, os bidtipos resistentes nao aumentariam em frequéncia quando em
populagdes mistas com biodtipos suscetiveis.

E conhecido o efeito que alteragdes na adaptacdo exercem sobre a evolucgio de
populagdes de plantas e outros organismos (Orr, 2005; Arnold & Martin, 2010). Em
situagdes onde hd penalidades adaptativas espera-se que, na auséncia do fator de
selecdo, individuos portando alelos restritivos tendam a diminuir ou mesmo desaparecer
em populagdes mistas. Um exemplo cldssico de penalidade adaptativa ocorre com
bidtipos resistentes a herbicidas inibidores de Fotossistema II que apresentam
expressiva reducdo na producdo de biomassa e limitada fotossintese (Jordan, 1999;
Nader et al., 2008). A habilidade competitiva destes biotipos ¢ limitada, sobretudo por
luz, resultando em desenvolvimento anormal, menor crescimento € menor prolificidade.
De forma geral, plantas pequenas sao menos capazes de captar recursos se comparadas a
plantas grandes. Além disso, uma producdo de sementes menor implica em menor
progénie nas geracoes posteriores e consequente diminuicdo do nimero de individuos
com o passar do tempo. Estes fatores atuando simultaneamente em longo prazo,
favorecem a substituicdo dos individuos portadores de alelos que conferem resisténcia

aos herbicidas. Entretanto, sucessivas aplicacdes de herbicidas eliminam individuos
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suscetiveis e permite que os resistentes sobrevivam e produzam sementes. Nestas
condigdes, a populacao sera predominantemente formada por plantas resistentes, mesmo
havendo alteracdo negativa na adaptacdo destas. Estes e outros exemplos foram
revisados recentemente por Vila-Aiub et al. (2009b).

Quando a alteragdo na adaptacdo ¢ positiva € esperado aumento da frequéncia
dos individuos portando alelos benéficos em populagdes heterogéneas (Orr, 2010). No
caso de resisténcia a herbicidas conferindo alteracdes adaptativas positivas, como as
citadas anteriormente, os individuos resistentes tendem a dominar as populagdes mistas
com plantas suscetiveis, mesmo na auséncia dos herbicidas como fatores de sele¢ao
(Snow et al., 2010).

No contexto da cultura do arroz, a confirmacdo da alteracdo positiva na
adaptacdo das plantas resistentes aos herbicidas inibidores de ALS ¢ importante do
ponto de vista de controle da principal planta daninha da cultura, que é o arroz
vermelho. O sistema de fecundagdo predominante no género Oryza é a autogamia,
entretanto, diversos estudos tém mostrado que existe alogamia ou fluxo
génico de aproximadamente 0,1 a 5% (Gealyetal, 2003; Rongetal, 2004
Shivrain et al., 2009a). No entanto, valores extremos de alogamia maiores que 30% tém
sido encontrados (Azzini & Rutger, 1982; Langevin ef al., 1990). Em espécies de arroz
cultivadas a proporcao de alogamia ¢ normalmente menor se comparada as espécies
silvestres (Gealy ef al., 2003). Este padrao ¢ atribuido principalmente a diferencas na
estrutura floral entre as espécies, como a presenca de estigmas curtos que limitam a
recepcao de pdlen de outros individuos em arroz cultivado (Messeguer ef al., 2001). Por
outro lado, espécies silvestres possuem estigmas longos e abertos, o que favorece a

captura de polen de outras espiguetas (Song et al., 2003).
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Embora o arroz vermelho pertenca a mesma espécie do arroz
cultivado, a proporcao de alogamia encontrada ¢ maior que a de arroz cultivado
(Shivrain ef al., 2009a). Assim, a utilizacdo de cultivares de arroz resistentes aos
herbicidas imidazolinonas por longos periodos favoreceria a transferéncia do alelo de
resisténcia a estes herbicidas nas populagdes de arroz vermelho presentes nas areas de
cultivos. De fato, foram encontrados bidtipos de arroz vermelho resistentes
as imidazolinonas nos EUA apds cinco anos de uso das cultivares resistentes
(Kuk et al., 2008). No Brasil, Menezes et al. (2009) investigaram 228 populacdes de
arroz  vermelho do RS e identificaram 128 populagdes resistentes a
imazethapyr+imazapic, o que representa 56% das populacdes avaliadas. Ainda no caso
brasileiro, Roso (2010a) mostrou que as mutagdes predominantes presentes nos genes
da ALS dos mesmos biodtipos de arroz vermelho foram iguais aos das cultivares de arroz
resistente IRGA 422 CL, PUITA INTA CL e Sator CL. Enquanto que 13% das
populagdes estudadas apresentaram mutacdes iguais as presentes nas cultivares
PUITA INTA CL e Sator CL, mais de 80% apresentaram a mesma mutagdo que a
IRGA 422 CL, que foi a cultivar resistente mais utilizada pelos orizicultores no RS até
2008, cinco anos apos a introdugdo desta cultivar no Brasil.

O fluxo génico das cultivares resistentes para o arroz vermelho pode ndo ser a
unica forma de evolugdo da resisténcia nas populacdes desta planta daninha. A
frequéncia inicial de mutagdes no gene da ALS conferindo resisténcia a herbicidas ¢ de
aproximadamente 10 (Preston & Powles, 2002; Gressel, 2009). Além disso, o fato de
haver mais de 22 possiveis mutagdes no gene da ALS que conferem resisténcia permite
que haja rapida evolucao de populagdes resistentes quando estes herbicidas comecam a
ser utilizados (Delye et al., 2009; Powles & Yu, 2010). De fato, Sales et al. (2008)

reportaram que a mutacao Glyes4Glu, presente na cultivar CL 121, ocorreu naturalmente
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em uma populagao de arroz vermelho do Arkansas. Ainda, os autores reportaram, pela
primeira vez, a mutacdo ValgeoMet conferindo resisténcia a imidazolinonas em uma
populacdo de arroz vermelho. Assim, bidtipos de arroz vermelho que possuirem
mutacoes que, além da resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS, causem variagao
positiva na adaptagdo poderao predominar nas populacdes existentes em areas orizicolas
que nunca receberam estes herbicidas. A germinacdo mais rapida favoreceria a
dominacao de individuos resistentes em detrimento dos suscetiveis e assim, o controle
destas populagdes com herbicidas tornar-se-ia cada vez mais limitado.

Por outro lado, o conhecimento da germinacdo mais rapida em plantas de arroz
resistentes a imidazolinonas pode proporcionar a adequagdo de alternativas de manejo
de arroz vermelho resistente estes herbicidas. Neste caso, os individuos resultantes de
germinagdo mais rapida podem ser eliminados com maior eficiéncia através da adocao
de praticas de controle realizadas em periodos antecedentes ao estabelecimento do arroz
cultivado ou pods-emergéncia inicial da cultura. Por exemplo, o herbicida glyphosate
vem sendo utilizado na dessecagdo antes da semeadura do arroz nos sistema plantio
convencional, direto e cultivo minimo. Este herbicida poderia ser utilizado apds o inicio
da germinacdo do arroz vermelho nas areas infestadas (Foloni et al., 1997). Em sistema
convencional e cultivo minimo, a mobilizacdo do solo favorece a germinagdo de
sementes de arroz vermelho enterradas e dessa forma, mais plantulas sdo controladas. O
glyphosate aplicado quando as plantas estdo no estadio S3 de Counce et al. (2000),
conhecido como ponto-de-agulha, poderia ser uma alternativa, principalmente no
sistema plantio direto. Esta técnica consiste em realizar aplicagdo de glyphosate de
forma que somente o coledptilo destas plantulas seja atingido. Como o coleodptilo ndo
tem comunicagdo via floema com raizes ou folhas, o herbicida ndo ¢ translocado para

outros O0rgdos vegetais. Entretanto, esta pratica requer elevado conhecimento sobre a
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cultivar e os equipamentos a serem utilizados devido ao risco existente de plantulas de
arroz serem mortas pela agdo do herbicida. Mesmo assim, esta tem sido usada cultivos
experimentais de arroz (IRGA, 2010) e por produtores (Matzenbacher, F. O.,
comunicac¢do pessoal). O trabalho desenvolvido por Crusciol ef al. (2002) mostrou que
o glyphosate aplicado em S3 reduziu 28% o estande inicial de plantas enquanto que a
aplicagdo trés dias reduziu 76%, contudo, o estudo ndo estimou rendimento de graos de
arroz. Em outro trabalho, a redu¢do do estante de plantas de arroz foi de 22% apds a
aplicagdo de glyphosate em S3 (Mariot & Menezes, 2009b). Entretanto, o rendimento
de grios da cultivar PUITA INTA CL ndo foi afetado nas condicdes deste trabalho.
Assim, sugere-se que mais pesquisas sejam realizadas com o objetivo de aperfei¢oar o
controle de populacdes resistentes de arroz vermelho, integrando outros métodos de
controle em alternativa ou concomitante ao método quimico. Outras formas de manejo
do arroz vermelho foram discutidas no item 4.2.1.

Os resultados encontrados neste trabalho mostraram que as cultivares resistentes
aos herbicidas do grupo das imidazolinonas PUITA INTA CL, IRGA 422 CL e Sator
CL germinam mais rapido que a cultivar suscetivel IRGA 417. Entretanto, a magnitude
da diferenca entre elas foi dependente da mutagdo presente na cultivar, no caso de
PUITA INTA CL e IRGA 422 CL, e do vigor hibrido presente em Sator CL.
Populagdes de arroz vermelho que eventualmente desenvolvam resisténcia a estes
herbicidas, através de fluxo génico ou selecdo independente, poderdo adquirir estas

caracteristicas adaptativas.



5 CONCLUSOES GERAIS

A origem da resisténcia aos herbicidas imidazolinonas nos acessos de arroz
vermelho estudados ¢ predominantemente relacionada ao fluxo génico de polen a partir
de cultivares de arroz resistentes a estes herbicidas. Entretanto, também foram
detectados processos de selecdo de mutagdes espontaneas no gene da ALS pelo uso
continuado de herbicidas imidazolinonas.

As populagdes de arroz vermelho do RS estudadas apresentaram alta diversidade
genética. Essas populagdes apresentaram alta diferenciagdo genética, embora esta tenha
sido menor em comparagao a resultados da literatura. As populagdes estdo estreitamente
estruturadas entre si e entre as cultivares de arroz mais utilizadas nos tltimos anos. Isto
sugere que o fluxo génico de sementes de arroz vermelho e entre cultivares de arroz e
arroz vermelho ocorre em niveis elevados no RS.

O fluxo génico de polen entre plantas de arroz vermelho resistentes aos
herbicidas imidazolinonas e plantas de arroz suscetiveis a estes herbicidas ocorre em
condi¢des de lavoura em niveis iguais ou maiores que entre plantas cultivadas e arroz
vermelho. Isto caracteriza a possibilidade de introgressao dos alelos que conferem a
resisténcia a plantas suscetiveis mesmo na auséncia de cultivares resistentes.

As cultivares de arroz resistente aos herbicidas imidazolinonas apresentaram

alteracdo positiva na adaptacao, relacionada ao aumento da velocidade de germinagao



146

em temperaturas amenas. Esta variacdo foi dependente da mutacdo do gene da ALS
presente em cada cultivar de arroz. Isto sugere que individuos hibridos oriundos de
fluxo génico entre plantas de arroz vermelho e cultivares resistentes podem germinar
mais rapidamente que individuos suscetiveis aumentando assim sua capacidade de
competi¢ao com o arroz cultivado.

Tomados conjuntamente estes resultados indicam que praticas de manejo de
arroz vermelho baseadas na diminuicdo da pressao de selegdo causada pelo uso
continuo de herbicidas imidazolinonas e, principalmente, na mitigagdo do fluxo génico

tanto de sementes como de pdlen devem ser estimuladas.
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7 APENCIDES

APENDICE 1. Protocolo utilizado na extragio de DNA das plantas de Oryza sativa

A S A

11.

12.

Ligar o banho-maria a 65°C

Preparar a solugdo tampdo com 1 hora de antecedéncia.
Quantidades para 10 amostras: 6500ul (fazer 10% a mais)
Tris pH 8,0 IM  650uL

EDTA 0,5 260ul
NaCl 5M 1820ul
CTAB 2% 0,13¢g
PVP 1% 0,26g
Agua 3770ulL

Aquecer tampdo em banho-maria (1 hora antes)

Macerar o tecido em nitrogénio liquido. A maceracdo deve ser muito bem feita,
devendo o tecido ficar totalmente moido.

Adicionar 650 uL da solugao tampao.

Incubar por 30 min a 65°C, mexendo a cada 10 minutos.

Adicionar 550 uL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) e mexer por 5 minutos.
Centrifugar por 5 min a 10 000 rpm em temperatura ambiente.

Transferir o maximo possivel de sobrenadante para um novo tubo (de 1,5mL).

. Adicionar 17% do volume do sobrenadante de RNAse (10mg/mL).

Exemplos: 300uL de sobrenadante - 50ul. de RNAse; 400ul. — 68uL; 450ul. — 76uL.
Incubar por 60min a 37°C. Preferivel em banho-maria, mas poder ser realizado no
shaker. Esta etapa pode ser substituida por incuba¢do em geladeira por no minimo 8
horas.

Precipitar o DNA adicionando 67% do volume do sobrenadante de isopropanol,
mexendo levemente.

Exemplos: 300uL de sobrenadante — 200ul de isopropanol; 400ul — 270uL; 450ulL —

300uL. E possivel colocar na geladeira durante a noite, ou freezer por 15 min.
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13. Centrifugar por 30 min a 14 000 rpm, para formar o pellet.

14. Descartar a solugdo e lavar o pellet com de 500uL etanol 70%. Atengdo para o pellet,
pois este pode soltar da parede do tubo. Descartar o etanol.

15. Secar bem o pellet.

16. Ressuspender o DNA em 30uL de TE pHS8 1x (ou agua miliQ).



APENDICE 2. Questionario de coleta das popula¢des de arroz vermelho em lavouras do RS. Porto Alegre, RS. 2010.

Cultivares ultimas 5 safras

Pop Local Coordenadas
2005/06 2006/07 2007/08 2008/09 2009/10
2 Arroio Grande 1 32°13'00"S 53°00'36"0 IRGA 422 CL IRGA 422 CL IRGA 422 CL IRGA 422 CL IRGA 422 CL
5 Arroio Grande 2 31°59'58"S 52°37'36"0 IRGA 424 IRGA 424 IRGA 424 IRGA 424 IRGA 424
6 Arroio Grande 3 32°24'26"S 52°54'04"0 Pousio IRGA 422 CL IRGA 422 CL IRGA 422 CL IRGA 422 CL
7 Santa Margarida do Sul 1 29°41'00"S 53°48'00"0 - - IRGA 422 CL PUITA INTA CL PUITA INTA CL
8 Santa Margarida do Sul 2 30°11122"S 54°06'28"0 - - IRGA 422 CL PUITA INTA CL PUITA INTA CL
9 Séo Gabriel 1 30°28'55"S 54°29'39"0 - - IRGA 422 CL PUITA INTA CL PUITA INTA CL
10 Séo Gabriel 2 30°30'01"S 54°23'36"0 - IRGA 422 CL PUITA INTA CL PUITA INTA CL IRGA 424
11 Séo Gabriel 3 30°14'15"S 54°21'40"0 - - - PUITA INTA CL PUITA INTA CL
12 Sao Gabriel 4 30°13'04"S 54°33'55"0 - PUITA INTA CL PUITA INTA CL PUITA INTA CL PUITA INTA CL
13 Cacequi 1 29°57'32"S 54°54'20"0 IRGA 422 CL IRGA 422 CL IRGA 422 CL IRGA 422 CL IRGA 422 CL
14 Cacequi 2 29°56'12"S 54°54'33"0 IRGA 422 CL IRGA 422 CL IRGA 422 CL PUITA INTA CL PUITA INTA CL
15 Cacequi 3 29°52'03"S 54°46'21"0 IRGA 422 CL IRGA 422 CL IRGA 422 CL PUITA INTA CL PUITA INTA CL
16 Cacequi 4 29°53'07"S 54°52'39"0 - - IRGA 422 CL PUITA INTA CL PUITA INTA CL
17 Cacequi 5 29°51'44"S 54°08'02"0 IRGA 422 CL IRGA 422 CL IRGA 422 CL PUITA INTA CL PUITA INTA CL
18 Cacequi 6 29°48'44"S 54°01'20"0 IRGA 422 CL IRGA 422 CL - PUITA INTA CL PUITA INTA CL
20 Santo Ant6nio da Patrulha 1 29°58'44"S 50°25'50"0 - - IRGA 422 CL IRGA 422 CL PUITA INTA CL
21 Santo Ant6nio da Patrulha 2 29°55'10"S 50°37'06"0 - IRGA 422 CL IRGA 422 CL IRGA 422 CL PUITA INTA CL
24 Campo Bom 29°42'06"S 51°02'56"0 - IRGA 422 CL IRGA 422 CL IRGA 422 CL PUITA INTA CL
25 Manoel Viana 1 29°36'48"S 55°29'04"0 IRGA 422 CL IRGA 422 CL PUITA INTA CL IRGA 422 CL PUITA INTA CL
27 Harmonia 29°58'36"S 56°09'46"0 - - IRGA 417 PUITA INTA CL PUITA INTA CL
28 Manoel Viana 2 29°33'56"S 55°29'47"0 IRGA 422 CL IRGA 422 CL PUITA INTA CL PUITA INTA CL PUITA INTA CL
29 Alegrete 29°22'53"S 55°56'37"0 - Pousio Pousio PUITA INTA CL PUITA INTA CL
30 Cavera 29°86'01"S 55°71'27"0 - - PUITA INTA CL PUITA INTA CL PUITA INTA CL
31 Agudo 1 29°45"28"S 52°57'56"0 IRGA 420 IRGA 422 CL Tuno CL EP115CL EP115CL
32 Agudo 2 29°31'16"S 53°18'53"0 IRGA 417 IRGA 417 IRGA 417 PUITA INTA CL PUITA INTA CL
33 Agudo 3 29°36'49"S 53°19'14"0 - - - PUITA INTA CL PUITA INTA CL
34 Agudo 4 29°49'38"S 53°19'34"0 IRGA 422 CL IRGA 422 CL IRGA 414 Queréncia PUITA INTA CL
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continuagio APENDICE 2. Questionério de coleta das populagdes de arroz vermelho em lavouras do RS. Porto Alegre, RS. 2010.

Herbicidas utilizados nas ultimas safras

. . . . Controle de  Rotagdo de Mz.’aquinas
Pop Local Origem das sementes Resistencia anterior escapes culturas utlhzadg na
colheita 1* aplicacdo 2* aplicagdo
2 Arroio Grande 1 Terceiros capim arroz herbicida nao terceirizadas imazethapyr/imazapic -
5 Arroio Grande 2 Certificada arroz vermelho manual soja proprias imazethapyr/imazapic imazethapyr/imazapic
6 Arroio Grande 3 Certificada arroz vermelho manual nao proprias glyphosate imazethapyr/imazapic
7 Santa Margarida do Sul 1 propria/certificada ndo nenhuma nao proprias - -
8 Santa Margarida do Sul 2 propria/certificada ndo nenhuma soja proprias - -
9 Sao Gabriel 1 Certificada ndo nenhuma soja proprias - -
10 Sao Gabriel 2 propria/certificada ndo nenhuma soja proprias - -
11 Sao Gabriel 3 Certificada ndo nenhuma soja proprias - -
12 Sdo Gabriel 4 propria/certificada arroz vermelho nenhuma nao proprias - -
13 Cacequi 1 propria/terceiros nao nenhuma nao proprias imazethapyr/metsulfuron -
14 Cacequi 2 Préprias nao nenhuma nao proprias glyphosate imazethapyr/metsulfuron
15 Cacequi 3 Terceiros nao nenhuma nao proprias glyphosate imazethapyr/metsulfuron
16 Cacequi 4 Terceiros nao nenhuma nao terceirizadas imazethapyr -
17 Cacequi 5 propria/terceiros ndo nenhuma ndo proprias glyphosate/imazethapyr imazethapyr
18 Cacequi 6 propria/terceiros nao nenhuma milho proprias imazethapyr atrazine
20 Santo Ant6nio da Patrulha 1 Certificada nao nenhuma nao proprias - -
21 Santo Ant6nio da Patrulha 2 Certificada nao nenhuma nao proprias imazethapyr -
24 Campo Bom Certificada nao nenhuma nao proprias imazethapyr/imazapic -
25 Manoel Viana 1 Terceiros nao manual nao proprias imazethapyr imazethapyr/imazapic
27 Harmonia Terceiros nao nenhuma nao proprias - -
28 Manoel Viana 2 Terceiros nao manual nao proprias imazethapyr imazethapyr/imazapic
29 Alegrete Terceiros nao nenhuma nao proprias - -
30 Cavera Terceiros nao herbicida nao proprias - -
31 Agudo 1 propria/certificada arroz vermelho herbicida azevém proprias pendimenthalin -
32 Agudo 2 propria/terceiros arroz vermelho manual nao proprias pendimenthalin -
33 Agudo 3 Terceiros nao manual nao proprias - -
34 Agudo 4 Proprias arroz vermelho nenhuma nao proprias imazethapyr -
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continuagio APENDICE 2. Questionério de coleta das populagdes de arroz vermelho em lavouras do RS. Porto Alegre, RS. 2010.

Herbicidas utilizados nas ultimas safras

Local 2006/07 2007/08 2008/09 2009/10
1* aplicagdo 2* aplicagdo 1* aplicagdo 2* aplicagdo 1* aplicacdo 2* aplicagdo 1* aplicagdo 2* aplicagdo
A. Grande 1 imazethapyr/imazapic - imazethapyr/imazapic - imazethapyr/imazapic - imazethapyr/imazapic -
A. Grande 2 imazethapyr/imazapic imazethapyr/imazapic imazethapyr/imazapic imazethapyr/imazapic imazethapyr/imazapic imazethapyr/imazapic imazethapyr/imazapic imazethapyr/imazapic
A. Grande 3 glyphosate imazethapyr/imazapic glyphosate imazethapyr/imazapic glyphosate imazethapyr/imazapic glyphosate imazethapyr/imazapic
S.M. do Sul 1 - - - - - - glyphosate imazethapyr
S.M. do Sul 2 - - - - - - glyphosate imazethapyr
Sao Gabriel 1 - - - - - - glyphosate imazethapyr
Sao Gabriel 2 - - - - - - glyphosate clomazone
Sao Gabriel 3 - - - - - - imazethapyr -
Sao Gabriel 4 - - - - - - clomazone imazethapyr
Cacequi 1 imazethapyr/metsulfuron - imazethapyr/metsulfuron - imazethapyr/metsulfuron - imazethapyr/metsulfuron -
Cacequi 2 glyphosate imazethapyr/metsulfuron glyphosate imazethapyr/metsulfuron glyphosate imazethapyr/metsulfuron glyphosate imazethapyr/metsulfuron
Cacequi 3 glyphosate imazethapyr/metsulfuron glyphosate imazethapyr/metsulfuron glyphosate imazethapyr/metsulfuron glyphosate imazethapyr/metsulfuron
Cacequi 4 imazethapyr - imazethapyr - imazethapyr - imazethapyr -
Cacequi 5 glyphosate/imazethapyr imazethapyr glyphosate/imazethapyr imazethapyr glyphosate/imazethapyr imazethapyr glyphosate/imazethapyr imazethapyr
Cacequi 6 imazethapyr atrazine imazethapyr atrazine imazethapyr atrazine imazethapyr atrazine
S.A. Patrulha 1 - - imazethapyr/imazapic - imazethapyr/imazapic - imazethapyr/imazapic -
S.A. Patrulha 2 imazethapyr - imazethapyr - imazethapyr - imazethapyr -
Campo Bom imazethapyr/imazapic - imazethapyr/imazapic - imazethapyr/imazapic - imazethapyr/imazapic -
M.Viana 1 imazethapyr imazethapyr/imazapic imazethapyr imazethapyr/imazapic imazethapyr imazethapyr/imazapic imazethapyr imazethapyr/imazapic
Harmonia - - - - imazethapyr imazethapyr/imazapic imazethapyr imazethapyr/imazapic
M. Viana 2 imazethapyr imazethapyr/imazapic imazethapyr imazethapyr/imazapic imazethapyr imazethapyr/imazapic imazethapyr imazethapyr/imazapic
Alegrete - - - - imazethapyr imazethapyr imazethapyr imazethapyr
Cavera - - imazethapyr imazethapyr imazethapyr imazethapyr imazethapyr imazethapyr
Agudo 1 imazethapyr - imazethapyr/imazapic - imazethapyr/imazapic imazethapyr imazethapyr -
Agudo 2 pendimenthalin - pendimenthalin - imazethapyr - imazethapyr -
Agudo 3 - - - - imazethapyr - imazethapyr -
Agudo 4 imazethapyr - penoxulam - penoxulam - imazethapyr -

€L1
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APENDICE 3. Genotipagem de 176 acessos de arroz vermelho com quatro marcadores SSR.
SI, sele¢do independente. FG, fluxo génico. Porto Alegre, RS.2010.

Marcador molecular SSR Mutagdo

Populagao ID Ori.gefn (!a
4797 RM341 RM251 RM475  GessE  SenN AT Tesisténcia
Cagapava do Sul 1 129/129 157/157 147/147  212/212 X FG
Cagapava do Sul 2 129/129 157/157 129/147  212/212 X FG
Cagapava do Sul 3 135/135 157/157 134/134  212/212 X FG
Cagapava do Sul 4 129/129 157/157 129/134  212/216 X FG
Cagapava do Sul 5 129/135 155/155 129/134  212/212 X FG
Cagapava do Sul 6 135/135 152/157 151/151  212/216 X FG
Cagapava do Sul 7 129/129 157/157 129/134  212/212 X FG
Cagapava do Sul 8 129/129 157/157 129/129 212/216 X FG
Cagapava do Sul 9 129/129 -/- 129/129 -/- X FG
Cagapava do Sul 10 135/135 -/- 147/147 212/216 X FG
Cagapava do Sul 11 129/129 157/157 129/129 -/- X FG
Cagapava do Sul 12 129/135 157/157 129/129 212/212 X FG
Cagapava do Sul 13 135/135 157/157 147/147 212/212 X FG
Cagapava do Sul 14 129/129 157/157 129/129 212/212 X FG
Cagapava do Sul 15 135/135 157/157 129/129 212/212 X FG
Sao Martinho da Serra 1 16 129/129 157/157 134/134 212/212 X FG
Sao Martinho da Serra 1 17 135/135 155/155 147/151 212/216 X SI
Sao Martinho da Serra 1 18 129/135 157/187 129/151 212/216 X FG
Sao Martinho da Serra 1 20 129/129 157/157 163/163  212/212 X FG
Sao Martinho da Serra 1 23 129/135 157/157 134/134  212/216 X FG
Sao Martinho da Serra 1 24 129/129 157/157 151151 212/212 X FG
Sao Martinho da Serra 1 25 129/129 157/157 134/134  212/212 X FG
Sao Martinho da Serra 1 26 129/129 157/157 153/153  212/216 X FG
Sao Martinho da Serra 1 27 129/129 157/157 129/129  212/212 X FG
Sao Martinho da Serra 1 28 129/129 157/157 129/147  216/216 X FG
Sao Martinho da Serra 1 29 129/129 152/157 129/129 -/- X FG
Sao Martinho da Serra 1 30 129/129 157/157 143/143  212/212 X FG
Sao Martinho da Serra 2 31 135/135 157/157 134/147  212/212 X FG
Sao Martinho da Serra 2 32 129/129 157/157 147/147  216/216 X FG
Sao Martinho da Serra 2 33 129/129 157/157 147/147  212/212 X FG
Sao Martinho da Serra 2 34 129/129 152/152 151/151  216/216 X FG
Sao Martinho da Serra 2 35 129/129 157/157 129/147  212/212 X FG
Sao Martinho da Serra 2 36 129/129 157157 129/129  212/212 X FG
Sao Martinho da Serra 2 37 129/129 157/157 134/147  212/212 X FG
Sao Martinho da Serra 2 38 129/129 157/157 147/147  212/212 X FG
Sao Martinho da Serra 2 39 135/135 152/152 134/151 216/216 X SI
Sao Martinho da Serra 2 40 129/129 157/157 129/147  212/212 X FG
Sao Martinho da Serra 2 41 135/135 157/157 129/129  212/212 X FG
Sao Martinho da Serra 2 42 135/135 157/157 134/134  212/212 X FG
Sao Martinho da Serra 2 43 129/129 157/157 147/147  216/216 X FG
Sao Martinho da Serra 2 44 135/135 157/157 134/151 212/212 X FG
Sao Martinho da Serra 2 45 129/129 152/152 151/151 216/216 X FG
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continuagio APENDICE 3.  Genotipagem de 176 acessos de arroz vermelho com quatro
marcadores SSR. SI, selecdo independente. FG, fluxo génico
Porto Alegre, RS. 2010.

N Marcador molecular SSR Mutagao . . .
Populagdo ID Origem da resisténcia
4797 RM341 RM251 RM475 GgssE SessN - AT
Santa Maria 1 46 129/129  155/155 151/151 216/216 X FG
Santa Maria 1 47 129/129  152/152 151/151 216/216 X FG
Santa Maria 1 48 129/129  152/152 129/151 216/216 X FG
Santa Maria 1 49  129/129  157/157 129/129 216/216 X FG
Santa Maria 1 50 129/129  157/157 151/151 -/- X FG
Santa Maria 1 51 129/129  157/157 129/129 212/212 X FG
Santa Maria 1 52 135/135  187/187 129/134 212/212 X FG
Santa Maria 1 53 135/135  157/157 151/151 216/216 X FG
Santa Maria 1 54 135/135  157/157 129/129 202/216 X FG
Santa Maria 1 55 129/129  152/152 151/151 216/216 X FG
Santa Maria 1 56 135/135  157/157 129/129 212/212 X X FG
Santa Maria 1 57 129/129  157/187 129/129 212/212 X FG
Santa Maria 1 58 129/129  157/157 -/- 216/216 X FG
Santa Maria 1 59 129/135  157/187 129/151 212/216 X FG
Santa Maria 1 60 135/135  157/157 -/- -/- X FG
Santa Maria 2 61 129/129  152/152 -/- 216/216 X FG
Santa Maria 2 62 135/135 157/157 129/129 212/212 X FG
Santa Maria 2 63 135/135  157/157 129/134 212/212 X FG
Santa Maria 2 64 135/135  157/157 129/134 212/212 X FG
Santa Maria 2 65 129/129  157/157 129/129 216/216 X FG
Santa Maria 2 66 129/129  152/152 129/129 -/- X FG
Santa Maria 2 67 129/129  157/157 134/151 212/212 X FG
Santa Maria 2 68 135/135  152/152 129/129 -/- X FG
Santa Maria 2 69 135/135  157/157 151/151 -/- X FG
Santa Maria 2 70 129/135  157/157 129/129 212/212 X FG
Santa Maria 2 71 135/135  157/157 129/129 -/- X FG
Santa Maria 2 72 129/135  157/157 129/129 212/212 X FG
Santa Maria 2 73 129/135  157/187 129/129 212/216 X FG
Santa Maria 2 74 129/129  157/157 129/129 212/212 X FG
Restinga Seca 76 129/129  157/157 143/163 216/216 X FG
Restinga Seca 77 129/129  187/187 129/134 212/212 X FG
Restinga Seca 78 129/129  187/187 129/129 212/212 X FG
Restinga Seca 79 129/129  187/187 129/129 212/212 X FG
Restinga Seca 80 129/129  187/187 129/129 212/212 X FG
Restinga Seca 81 129/129  157/187 143/143 202/202 X FG
Restinga Seca 82 129/129  157/187 143/163 202/216 X FG
Restinga Seca 83  129/129  187/187 129/129 212/212 X FG
Restinga Seca 85 129/129  157/187 163/163 202/216 X FG
Restinga Seca 86 129/129  157/187 143/143 216/216 X FG
Restinga Seca 88  129/129  187/187 129/134 212/212 X FG
Restinga Seca 89  129/129  187/187 129/129 212/212 X FG

Restinga Seca 90  129/129  187/187 -/- 212/212 X FG
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continuagio APENDICE 3.  Genotipagem de 176 acessos de arroz vermelho com quatro
marcadores SSR. SI, selecdo independente. FG, fluxo génico
Porto Alegre, RS. 2010.

Populagdo ID Marcador molecular SSR Mutagdo Origem da resisténcia
4797 RM341 RM251 RMA475 Ggs4E SessN AT

Sao Gabriel 91 129/129 152/157 143/163  202/216 X FG
Sao Gabriel 92 129/129 152/155  147/147  202/202 X FG
Sao Gabriel 93 129/135 157/157 143/143  202/216 X FG
Sao Gabriel 94 129/129 155/155  143/147  202/202 X FG
Sao Gabriel 95 -/- -/- 143/147  202/202 X FG
Sao Gabriel 96 129/135 157/157 143/163  202/216 X FG
Sao Gabriel 97 129/129 157/157 139/143  202/202 X FG
Sao Gabriel 98 129/135 152/157  143/147  202/202 X FG
Sao Gabriel 99 129/135 157/157  147/163  202/202 X FG
Sao Gabriel 100 129/135 157/157  147/163  202/202 X FG
Sao Gabriel 101 129/129 157/157  143/143  202/202 X FG
Sao Gabriel 102 129/129 157/157  143/163  202/216 X FG
Novos Cabrais 106 129/129  157/157  139/139  212/212 X FG
Novos Cabrais 110 129/129  157/187 -/- 212/212 X X FG
Dona Francisca 182 129/129 187/187  139/139  212/212 X FG
Dona Francisca 183 129/129 187/187 -/- 212/212 X FG
Dona Francisca 184 129/129 187/187 -/- 212/212 X FG
Dona Francisca 192 135/135 157/157 -/- -/- X X FG
Dona Francisca 195 129/129 157/157 -/- -/- X X X FG
Rosariodo Sul 1 197 135/135 157/157 163/163  212/212 X X FG
Rosariodo Sul 1 204 129/129 157/157  129/129 -/- X FG
Rosariodo Sul 1 205 135/135 157/157  129/129  212/212 X FG
Rosariodo Sul 1 206 129/129 157/157  134/134  212/212 X FG
Rosariodo Sul 1 207 129/129 157/157 -/- -/- X FG
Rosariodo Sul 1 208 -/- 157/157  134/134  216/216 X FG
Rosariodo Sul 1 209 129/129 155/155  134/134  212/216 X FG
Rosariodo Sul 1 210 129/129 157/157  143/143 -/- X FG
Rosariodo Sul2 211 129/129 157/157 143/143  216/216 X FG
Rosariodo Sul2 212 129/129 157/157  134/134  212/212 X FG
Rosariodo Sul2 213 129/129 157/157  134/134  216/216 X FG
Rosariodo Sul2 214 135/135 157/157  147/147  216/216 X FG
Rosariodo Sul2 215 129/135 157/157 -/- 212/212 X FG
Rosariodo Sul2 216 129/135 157/157 -/- 212/212 X FG
Rosariodo Sul2 217 129/129 157/157  129/129  212/212 X FG
Rosariodo Sul2 218 135/135 157/157  163/163 -/- X FG
Rosariodo Sul2 219 129/129 157/157  134/134  216/216 X FG
Rosariodo Sul2 220 135/135 157/157 143/143  216/216 X FG
Rosariodo Sul2 221 129/129 157/157 163/163  212/212 X FG
Rosariodo Sul2 222 129/135 157/157  163/163 -/- X FG
Rosariodo Sul 2 223 129/135 157/157  129/129  202/212 X FG
Rosariodo Sul2 224 129/129 157/157 151/151 -/- X FG

Rosariodo Sul2 225 129/129 152/152  134/134  202/202 X FG
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continuagio APENDICE 3.  Genotipagem de 176 acessos de arroz vermelho com quatro
marcadores SSR. SI, selecdo independente. FG, fluxo génico
Porto Alegre, RS. 2010.

Marcador molecular SSR Mutagao
Populagao ID Origem da resisténcia
4797 RM341 RM251 RM475 GessE SessN AT

Camaqua 226 129/129  152/157 134/134  202/212 X FG
Camaqua 227 129/135  157/157 151/151  212/212 X FG
Camaqua 228 129/129  157/157 129/151  212/212 X FG
Camaqua 229 129/135  157/157 129/151 212/212 X FG
Camaqua 230 129/135  157/157 129/151  212/212 X FG
Camaqua 231 129/129  157/157 143/147  212/212 X FG
Camaqua 232 129/129  157/157 134/134  212/212 X FG
Camaqua 233 129/129  157/157 -/- 212/212 X FG
Camaqua 234 129/129  157/157 134/134  216/216 X FG
Camaqua 235 129/129  157/157 134/134  212/212 X FG
Uruguaiana 236 -/- 157/157 -/- 212/212 X FG
Uruguaiana 237 129/129  157/157 -/- 212/212 X X FG
Uruguaiana 238 129/135  157/157 163/163  202/212 X FG
Uruguaiana 239 135/135  157/157 129/129  212/212 X FG
Uruguaiana 240 135/135  157/157 129/129 -/- X FG
Uruguaiana 241 135/135  157/157 -/- 212/212 X FG
Uruguaiana 242 135/135  157/157 143/143  212/212 X FG
Uruguaiana 243 129/129  157/157 -/- -/- X FG
Uruguaiana 244 135/135  157/157 129/129  212/212 X FG
Uruguaiana 245 135/135  157/157 151/151 212/212 X FG
Uruguaiana 246 129/129  157/157 134/134 212/212 X FG
Uruguaiana 247 135/135  157/157 134/134  212/212 X FG
Uruguaiana 248 129/135  157/157 134/134 212/212 X FG
Uruguaiana 249 129/129  157/157 -/- 212/212 X FG
Uruguaiana 250 129/129  157/157 134/134 212/212 X FG
Agudo 251 129/129  157/157 -/- 212/212 X FG
Agudo 252 -/- 157/157 134/134  216/216 X FG
Agudo 253 135/135  157/157 -/- -/- X FG
Agudo 254 129/129  157/157 -/- -/- X FG
Agudo 255 129/129  187/187 -/- 202/202 X FG
Agudo 256 129/129  157/157 -/- -/- X FG
Agudo 257 135/135  157/157 -/- 216/216 X FG
Agudo 258 135/135  157/157 -/- 216/216 X FG
Agudo 259 135/135  157/157 -/- 212/212 X FG
Agudo 260 129/129  157/157 -/- 202/202 X FG
Agudo 261 135/135  157/157 134/134  202/202 X FG
Agudo 262 135/135  157/157 134/134  202/216 X FG
Agudo 263 129/129  157/157 -/- -/- X FG
Agudo 264 129/129  187/187 -/- -/- X FG
Agudo 265 135/135  157/157 143/143  212/212 X FG
Alegrete 266 129/135  157/187 -/- 212/212 X FG
Alegrete 267 129/135  157/187 134/134 212/212 X FG
Alegrete 268 -/- 157/187 134/134  212/212 X FG

Alegrete 269 129/129  157/157 134/134  212/212 X FG
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marcadores SSR. SI, selecdo independente. FG, fluxo génico
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Populagio  ID Marcador molecular SSR Mutagdo Origem da resisténcia
4797 RM341 RM251 RMA475 GgssE  SessN - AT
Alegrete 270 129/129  157/157  143/143  216/216 X FG
Alegrete 271 129/129  157/157  143/143 -/- X FG
Alegrete 272 135/135  157/157  147/147 -/- X FG
Alegrete 273 129/129  152/157  143/143 -/- X FG
Alegrete 274 135/135  157/157  143/143  212/212 X FG
Alegrete 275 135/135 157/157  143/143 - x FG

APENDICE 4. Equilibrio de Hardy-Weinberg nos 24 marcadores SSR utilizados para
genotipagem das populagdes de arroz vermelho, testado pelos testes
Qui-quadrado (X?), Likelihood Ratio Test (LRT) e Teste exato de Fischer.
Porto Alegre, RS. 2010.

SR VX e VerpX VaorlRT e IR aae

4653 1295,98 36,00 0,00 692,60 36,00 0,00 0,00
0G106 3407,09 78,00 0,00 1106,04 78,00 0,00 0,00
RM103 1357,34 10,00 0,00 355,67 10,00 0,00 0,00
RM204 2285,55 36,00 0,00 465,68 36,00 0,00 0,00
RM257 3764,85 120,00 0,00 712,98 120,00 0,00 0,00
RM38 2220,80 28,00 0,00 605,54 28,00 0,00 0,00
0G44 742,50 21,00 0,00 62,27 21,00 0,00 0,00
RM171 1321,61 21,00 0,00 466,53 21,00 0,00 0,00
RM229 1145,94 21,00 0,00 599,91 21,00 0,00 0,00
RM231 917,89 15,00 0,00 601,88 15,00 0,00 0,00
RM287 2317,65 36,00 0,00 997,16 36,00 0,00 0,00

RM7 977,18 15,00 0,00 396,60 15,00 0,00 0,00
0G10 392276 78,00 0,00 1385,30 78,00 0,00 0,00
RM14 6686,47 171,00 0,00 1528,26 171,00 0,00 0,00
RM210 4033,73 66,00 0,00 1226,79 66,00 0,00 0,00
RM222 3467,20 36,00 0,00 1138,91 36,00 0,00 0,00
RM253 3533,75 55,00 0,00 1141,92 55,00 0,00 0,00
RM309 764,62 3,00 0,00 719,49 3,00 0,00 0,00
RMI11 4872,13 120,00 0,00 838,56 120,00 0,00 0,00
RM207 5064,16 120,00 0,00 1161,64 120,00 0,00 0,00
RM248 4682,63 136,00 0,00 984,30 136,00 0,00 0,00
RM252 9832,19 378,00 0,00 1852,71 378,00 0,00 0,00
RM263 4396,70 55,00 0,00 1078,20 55,00 0,00 0,00

RMSS 4936,39 66,00 0,00 939,83 66,00 0,00 0,00
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APENDICE 5. Composigdo genética de 533 individuos de arroz vermelho e quatro cultivares de arroz
do Rio Grande do Sul, agrupados em seis grupos (K=6), baseado em 24 marcadores
SSR. As cores referentes a cada grupo sdo vermelho=Kl1, verde=K2, azul=K3,
amarelo=K4, rosa=K35 e ciano=K6. Cada individuo ¢ representado por uma coluna e as
cores representam a contribuicdo de cada grupo K definido. Acima, os individuos
estdo ordenados por grupo de maior contribui¢do. Abaixo, a ordenacdo é baseada nas
populacdes amostradas conforme numeracdo da Figura 16. As cultivares IRGA 417
(417), IRGA 422 CL (422), PUITA INTA CL (500) foram locadas no grupo K1 e
Sator CL no grupo K2 (600). Porto Alegre, RS. 2010.
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continuagao APENDICE 5. Composigdo genética de 533 individuos de arroz vermelho e quatro cultivares de
arroz do Rio Grande do Sul, agrupados em seis grupos (K=6), baseado em 24
marcadores SSR. As cores referentes a cada grupo sdo vermelho=K1, verde=K2,
azul=K3, amarelo=K4, rosa=K5 e ciano=K6. Cada individuo ¢é representado por
uma coluna e as cores representam a contribuicdo de cada grupo K definido.
Acima, os individuos estdo ordenados por grupo de maior contribui¢do. Abaixo, a
ordenagdo ¢ baseada nas populacdes amostradas conforme numeragdo da Figura
16. As cultivares IRGA 417 (417), IRGA 422 CL (422), PUITA INTA CL (500)
foram locadas no grupo K1 e Sator CL no grupo K2 (600). Porto Alegre, RS.
2010.
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APENDICE 6. Analises de varidncia da germinagio acumulada de cultivares de arroz em 16 épocas de
avaliacdo em 20 e 25°C. Porto Alegre, RS. 2010.

A) Avaliagdes em 20°C

Avaliacdo 24h

Fonte da variagdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 0,144 1,941 0,177
Lote 4 0,074 1,000 0,445
cultivar * lote 12 0,074 1,630 0,100
Erro 80 0,046

Avaliagdo 33h

Fonte da variagao Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 0,343 1,664 0,227
Lote 4 0,268 1,299 0,325
cultivar * lote 12 0,206 2,580 0,006
Erro 80 0,080

Avaliac¢do 48h

Fonte da variagdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 8,214 3,864 0,038
Lote 4 5,961 2,804 0,074
cultivar * lote 12 2,126 1,875 0,050
Erro 80 1,134

Avalia¢do 54h

Fonte da variagdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 358,829 2,010 0,166
Lote 4 563,417 3,156 0,055
cultivar * lote 12 178,544 9,909 0,000
Erro 80 18,019

Avaliac¢do 72h

Fonte da variagdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 978,631 1,916 0,181
Lote 4 1170411 2,291 0,120
cultivar * lote 12 510,826 14,175 0,000
Erro 80 36,037

Avaliac¢do 81h

Fonte da variagdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 6659,064 6,109 0,009
Lote 4 941,481 0,864 0,513
cultivar * lote 12 1089,996 14,865 0,000
Erro 80 73,327

Avaliagdo 96h

Fonte da variagéo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 6855,029 4,802 0,020
Lote 4 776,134 0,544 0,707
cultivar * lote 12 1427,680 14,381 0,000
Erro 80 99,279

Avalia¢do 105h

Fonte da variacdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 6263,803 6,934 0,006
Lote 4 594,485 0,658 0,633
cultivar * lote 12 903,301 10,923 0,000
Erro 80 82,697




continuagio APENDICE 6.

Avaliagdo 120h
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Analises de variancia da germinagdo acumulada de cultivares de arroz em 16 épocas
de avaliacdo em 20 e 25°C. Porto Alegre, RS. 2010.

Fonte da variagdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 6768,830 8,398 0,003
Lote 4 363,492 0,451 0,770
cultivar * lote 12 806,023 17,478 0,000
Erro 80 46,117

Avaliagdo 129h

Fonte da variagao Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 3186,884 6,780 0,006
Lote 4 94,495 0,201 0,933
cultivar * lote 12 470,011 13,183 0,000
Erro 80 35,653

Avalia¢do 144h

Fonte da variagdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 1676,032 6,562 0,007
Lote 4 109,675 0,429 0,785
cultivar * lote 12 255,431 16,277 0,000
Erro 80 15,692

Avalia¢do 153h

Fonte da variagdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 302,461 5,711 0,012
Lote 4 15,702 0,296 0,875
cultivar * lote 12 52,964 10,295 0,000
Erro 80 5,145

Avaliagdo 177h

Fonte da variagdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 36,271 2,484 0,111
Lote 4 24,650 1,688 0,217
cultivar * lote 12 14,604 15,092 0,000
Erro 80 0,968

Avalia¢do 201h

Fonte da variagdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 1,690 2,601 0,100
Lote 4 0,650 1,000 0,445
cultivar * lote 12 0,650 4,330 0,000
Erro 80 0,150

Avaliag¢do 225h

Fonte da variagdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 0,144 2,058 0,159
Lote 4 0,070 1,000 0,445
cultivar * lote 12 0,070 2,863 0,003
Erro 80 0,024

Avalia¢do 249h

Fonte da variagéo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 0,000

Lote 4 0,000

cultivar * lote 12 0,000

Erro 80 0,000
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continuagio APENDICE 6. Analises de variancia da germinag¢do acumulada de cultivares de arroz em 16 épocas
de avaliacdo em 20 e 25°C. Porto Alegre, RS. 2010.

B) Avaliagdes em 25°C:

Avaliacao 24h

Fonte da variagao Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 52,454 3,373 0,055
Lote 4 17,429 1,121 0,392
cultivar * lote 12 15,550 8,569 0,000
Erro 80 1,815

Avaliacao 33h

Fonte da variacdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 2465,530 14,895 0,000
Lote 4 218,116 1,318 0,319
cultivar * lote 12 165,533 18,921 0,000
Erro 80 8,748

Avaliagdo 48h

Fonte da variagdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 34545,531 94,825 0,000
Lote 4 996,295 2,735 0,079
cultivar * lote 12 364,310 18,428 0,000
Erro 80 19,769

Avaliagdo 57h

Fonte da variagdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 21694,099 16,929 0,000
Lote 4 2900,455 2,263 0,123
cultivar * lote 12 1281,455 20,937 0,000
Erro 80 61,206

Avalia¢dao 72h

Fonte da variagdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 13762,764 9,637 0,002
Lote 4 3635,694 2,546 0,094
cultivar * lote 12 1428,132 21,706 0,000
Erro 80 65,794

Avaliagdo 81h

Fonte da variacdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 4817,712 6,783 0,006
Lote 4 1691,853 2,382 0,110
cultivar * lote 12 710,274 21,640 0,000
Erro 80 32,822
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continuagio APENDICE 6. Analises de variancia da germinag¢do acumulada de cultivares de arroz em 16 épocas
de avaliacdo em 20 e 25°C. Porto Alegre, RS. 2010.

Avaliacao 96h

Fonte da variagdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia

Cultivar 3 2231,891 4,606 0,023

Lote 4 869,512 1,794 0,195

cultivar * lote 12 484,586 21,326 0,000

Erro 80 22,723

Avaliagdo 105h

Fonte da variagdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia

Cultivar 3 633,197 4,268 0,029

Lote 4 180,967 1,220 0,353

cultivar * lote 12 148,357 9,000 0,000

Erro 80 16,484

Avaliagdo 120h

Fonte da variagao Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia

Cultivar 3 335,255 3,636 0,045

Lote 4 111,638 1,211 0,356

cultivar * lote 12 92,206 5,780 0,000

Erro 80 15,952

Avaliagdo 129h

Fonte da variagéo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia

Cultivar 3 137,539 3,494 0,050

Lote 4 56,160 1,427 0,284

cultivar * lote 12 39,369 8,719 0,000

Erro 80 4,515

Avaliacdo 144h

Fonte da variagdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia

Cultivar 3 57,422 2,343 0,125

Lote 4 31,940 1,303 0,323

cultivar * lote 12 24,513 9,183 0,000

Erro 80 2,669

Avaliacdo 153h

Fonte da variagdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia

Cultivar 3 13,945 1,838 0,194

Lote 4 10,495 1,383 0,297

cultivar * lote 12 7,588 6,760 0,000

Erro 80 1,122




continuagio APENDICE 6.

Avaliacao 177h

185

Analises de variancia da germinagdo acumulada de cultivares de arroz em 16 épocas
de avaliacdo em 20 e 25°C. Porto Alegre, RS. 2010.

Fonte da variagdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 0,000

Lote 4 0,000

cultivar * lote 12 0,000

Erro 80 0,000

Avaliagdo 201h

Fonte da variagdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 0,000

Lote 4 0,000

cultivar * lote 12 0,000

Erro 80 0,000

Avaliagdo 225h

Fonte da variagao Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 0,000

Lote 4 0,000

cultivar * lote 12 0,000

Erro 80 0,000

Avaliagdo 249h

Fonte da variagdo Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Cultivar 3 0,000

Lote 4 0,000

cultivar * lote 12 0,000

Erro 80 0,000
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