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IDENTIFICAÇÃO DE INDIVÍDUOS E DO MECANISMO DE RESISTÊNCIA AOS 
HERBICIDAS IMIDAZOLINONAS EM ARROZ CULTIVADO E VERMELHO1 

 
 
 Autor: Ana Carolina Roso 
 Orientador: Carla Andréa Delatorre 
 
 
 RESUMO 
 
 
 O arroz vermelho (Oryza sativa L.) é a principal planta daninha da cultura do arroz 
irrigado. Por pertencer à mesma espécie da planta cultivada, o controle pela utilização de 
herbicidas é dificultado. O desenvolvimento de cultivares de arroz resistentes aos 
herbicidas imidazolinonas proporcionou o controle seletivo do arroz vermelho. Porém o 
uso contínuo desta tecnologia resultou no surgimento de biótipos resistentes a esses 
herbicidas. A presente pesquisa teve como objetivos identificar biótipos de arroz vermelho 
resistentes aos herbicidas imazethapyr + imazapic em diferentes estádios do ciclo de 
desenvolvimento do arroz e estabelecer técnica para identificação do mecanismo de 
resistência utilizando marcadores moleculares do tipo ‘single nucleotide amplified 

polimorfism’ (SNAP). Os bioensaios realizados em sementes, plântulas e afilhos 
discriminaram de forma efetiva e rápida os indivíduos resistentes e suscetíveis, sendo desta 
forma, considerados técnicas expeditas no diagnóstico da resistência. As concentrações 
discriminadoras aos herbicidas imazethapyr + imazapic para os bioensaios de sementes, 
plântulas e afilhos foram 0,01 mM, 4 mM e 3 mM, respectivamente. A identificação das 
sequências nucleotídicas do gene ALS nas cultivares de arroz IRGA 422 CL, SATOR CL e 
PUITÁ INTA CL indicou que as mutações G654E, S653D e A122T, respectivamente, são as 
responsáveis pela resistência a esses herbicidas. Estas informações, em conjunto com a 
sequência nucleotídica que circunda estas mutações, foram utilizadas para 
desenvolvimento de marcadores SNAP para identificar as possíveis mutações que 
conferem resistência em arroz vermelho resistente a imidazolinonas. Foram analisadas 481 
plantas de 38 populações coletadas nas safras de 2006/07 e 2007/08 como escapes de 
controle dos herbicidas imazethapyr + imazapic. A análise fenotípica destas plantas 
indicou que o nível de resistência foi alto, médio e baixo em 12, 37 e 50 % para as 
populações de 2006/07 e em 32, 50 e 18 % para as populações de 2007/08, 
respectivamente. Os resultados indicaram que na maioria destas plantas, a resistência aos 
herbicidas é devida à insensibilidade da enzima ALS, resultante das mesmas mutações 
encontradas nas cultivares de arroz resistentes. A prevenção à ocorrência de plantas de 
arroz vermelho resistente aos herbicidas pertencentes ao grupo químico das imidazolinonas 
deve considerar procedimentos relacionados à diminuição da pressão de seleção causada 
pelo herbicida. 
 
 
 
 
 
 
 
____________________________ 
1 Dissertação de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal 
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (96p.) Maio, 2009. 
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IDENTIFICATION OF PLANTS AND RESISTANCE MECHANISM TO 
IMIDAZOLINONE HERBICIDES IN RICE CULTIVARS AND RED RICE 

 
 
 Author: Ana Carolina Roso 
 Adviser: Carla Andréa Delatorre 
 
 
 ABSTRACT 
 
 
 Red rice (Oryza sativa L.) is the main weed in the paddy field rice. Cultivated rice 
and red rice belong to the same species, resulting in difficulties for red rice control through 
herbicides. However, the development of imidazolinone resistant rice cultivars allowed red 
rice selective control. The continuous use of this technology leads to the occurrence of 
imidazolinone resistant red rice biotypes. This study aimed to identify red rice plants 
resistant to the herbicides imazethapyr + imazapic at different stages of rice plant 
development, as well as, to develop a tool for identifying the resistance mechanism using 
SNAP (‘single nucleotide amplified polymorphism’) molecular markers. The bioassays 
used for seeds, seedlings and tillers discriminated resistant and susceptible individuals in a 
short evaluation period, being considered as a fast method for herbicide resistance 
diagnostic. The discriminatory concentrations between resistant and susceptible plants to 
the herbicides imazethapyr + imazapic for the bioassays of seeds, seedlings and tillers were 
0,01 mM, 4 mM e 3 mM, respectively. The identification of the ALS gene nucleotide 
sequences in the resistant rice cultivars IRGA 422 CL, SATOR CL and PUITÁ INTA CL 
indicated that the mutations G654E, S653D and A122T, respectively, are responsible for the 
resistance. This information and the nucleotide sequence that surrounds these mutations 
were used for the development of the SNAP molecular markers to identify the possible 
mutations that confer the resistance in red rice. This analysis was varied out in a total of 
481 plants from 38 populations collected during 2006/07 and 2007/08 seasons as escapes 
of control of the herbicides imazethapyr + imazapic. A phenotypic analysis in these plants 
indicated that the resistance level was high, medium and low in 12, 37 and 50 % for the 
populations of 2006/07 and in 32, 50 and 18 % for the populations of 2007/08, 
respectively. The molecular results indicated that the majority of these plants are resistant 
due the insensitivity of the ALS enzyme, caused by the same mutations found in the 
resistant rice cultivars. The prevention of the herbicide resistance in red rice must consider 
procedures related to the reduction of the selection pressure caused by the herbicide. 
 
 
 
 
 
 
 
 
____________________________ 
1 Master of Science Dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade 
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (96p.) May, 2009. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O arroz (Oryza sativa L.) é um dos cereais mais produzidos e consumidos no 

mundo, caracterizando-se como principal alimento para mais da metade da população 

mundial. O Brasil destaca-se por ser o único país não asiático entre os dez maiores 

produtores de arroz, sendo responsável por 2 % da produção mundial (FAO, 2009). O 

estado do Rio Grande do Sul é o maior produtor de arroz no Brasil, produzindo na safra 

2007/08 o equivalente a 7,4 milhões de toneladas (CONAB, 2008). O arroz gaúcho 

representa aproximadamente 61 % da produção nacional e é o grande responsável por 

manter o abastecimento com preços acessíveis à população. Apesar do significativo 

progresso no rendimento de grãos no estado desde a safra 2002/03, o desempenho de         

7 t ha-1 (IRGA, 2008), obtido na safra 2007/08, está aquém do alcançado pelas lavouras 

que adotam alto nível tecnológico e de áreas experimentais. Este fato deve-se ao manejo 

inadequado da cultura no que se refere ao uso de sementes não certificadas, a falta de 

rotação de culturas e principalmente ao controle insatisfatório das plantas daninhas. Entre 

as espécies daninhas que infestam as lavouras do estado, destaca-se o arroz vermelho como 

aquela que mais limita o potencial de produtividade do arroz, estando presente na quase 

totalidade das regiões cultivadas com arroz irrigado. 

O arroz vermelho constitui-se de biótipos silvestres da espécie Oryza sativa (L.). A 

denominação “arroz vermelho” deve-se à coloração avermelhada do pericarpo dos grãos e 

é dito daninho por apresentar elevada debulha natural, dormência de sementes, potencial 

competitivo, afilhamento e maior porte de planta. A elevada debulha é uma das 
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características mais importantes, pois limita a possibilidade de eliminação dos grãos de 

arroz pela colheita, resultando em reposição contínua do banco de sementes do solo. A 

ocorrência desta planta daninha nas lavouras de arroz reduz a produtividade e qualidade do 

produto final. Por pertencer à mesma espécie que o arroz cultivado, o arroz vermelho não 

pode ser controlado por herbicidas em situações de utilização de cultivares convencionais, 

não transgênicas ou não selecionadas para tolerância a herbicidas. Como alternativa de 

controle químico do arroz vermelho, foi desenvolvido a linhagem 93AS3510         

constituindo-se de plantas de arroz tolerantes aos herbicidas pertencentes ao grupo químico 

das imidazolinonas através de mutação induzida por radiação gama e/ou transformação 

química por etil-metanossulfonato (EMS), seguida de seleção de genótipos tolerantes aos 

herbicidas (Croughan, 1998). Esta tecnologia permitiu o controle do arroz vermelho pela 

utilização de herbicidas pertencentes ao grupo químico das imidazolinonas. Este grupo 

químico atua inibindo a atividade da enzima acetolactato sintase (ALS). 

Os herbicidas inibidores da enzima ALS estão distribuídos em cinco grupos 

químicos: sulfoniluréias, imidazolinonas, triazolpirimidinas, pirimidiniltio-benzoatos e 

sulfonilamino-carbonil-triazolinonas. A enzima ALS atua na rota bioquímica de síntese 

dos aminoácidos de cadeia ramificada valina, leucina e isoleucina. A resistência de plantas 

a estes herbicidas pode surgir devido à ocorrência de mutação no gene ALS resultando em 

insensibilidade do local de ação, metabolização do herbicida, ou devido à limitação de 

absorção e translocação do herbicida. 

Atualmente, a área cultivada com arroz na safra 2007/08 no RS perfaz o 

equivalente a um milhão de hectares e, mais da metade desta área é cultivada com 

cultivares tolerantes aos herbicidas imidazolinonas (IRGA, 2008). O manejo inadequado 

da cultura no que se refere ao uso de sementes não certificadas, a não utilização de rotação 

de cultura, o uso contínuo de um mesmo herbicida, somado à atual inexistência de 

possibilidade de rotação de mecanismos de ação de herbicidas destinados ao controle de 
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arroz vermelho, gerou grande pressão de seleção sobre esta planta daninha. Em estudo de 

monitoramento da ocorrência de arroz vermelho resistente aos herbicidas do grupo das 

imidazolinonas realizadas em 228 lavouras do estado do RS constatou-se que, 127 delas 

(55,7 %) apresentaram indivíduos resistentes aos herbicidas imazethapyr + imazapic 

(Menezes et al., 2008), indicando a grande frequência deste problema mesmo com poucos 

anos de utilização deste método de controle. 

O surgimento de biótipos de arroz vermelho resistentes pode resultar da ocorrência 

de fluxo gênico entre o arroz cultivado resistente a imidazolinonas ou de um processo de 

evolução onde os indivíduos resistentes foram selecionados independentemente da 

presença do herbicida. Existe a necessidade de desenvolvimento de técnicas para 

diagnóstico rápido da resistência aos herbicidas em biótipos de arroz vermelho para 

identificação de indivíduos resistentes em diferentes estádios do ciclo de desenvolvimento 

do arroz. A rápida identificação de indivíduos resistentes é fundamental para 

estabelecimento de medidas de controles com agilidade e maior eficiência. O estudo das 

mutações envolvidas com a resistência pode permitir o desenvolvimento de um método 

molecular para identificação do mecanismo de tolerância em arroz vermelho. Desta forma, 

o desenvolvimento de técnicas para rápido diagnóstico da resistência em conjunto com a 

identificação do mecanismo podem proporcionar melhor monitoramento de lavouras de 

arroz e o desenvolvimento de estratégias de sustentabilidade do controle de arroz 

vermelho. 
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OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GERAL 

Desenvolver métodos expeditos para a identificação de plantas de arroz resistentes 

aos herbicidas imazethapyr + imazapic e de métodos moleculares para identificação do 

mecanismo de resistência a estes herbicidas com vistas a proporcionar monitoramento de 

lavouras de arroz e o desenvolvimento de estratégias de sustentabilidade do controle de 

arroz vermelho. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

i) Desenvolver métodos de avaliação da resistência aos herbicidas 

inibidores de acetolactato sintase em arroz através de bioensaios que 

permitam o diagnóstico da resistência nas fases de desenvolvimento de 

sementes, plântulas e afilhos; 

ii) Identificar a sequência nucleotídica do gene acetolactato sintase presente 

nas principais cultivares de arroz resistentes aos herbicidas 

imidazolinonas, utilizadas no estado do Rio Grande do Sul, com vistas ao 

desenvolvimento de marcadores moleculares do tipo ‘single nucleotide 

amplified polymorphism’; 

iii) Diagnosticar o mecanismo de resistência aos herbicidas em populações de 

arroz vermelho coletadas como escapes de controle à utilização dos 

herbicidas imazethapyr + imazapic pelas análises moleculares com os 

marcadores ‘single nucleotide amplified polymorphism’. 



 

 

 

 

 

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 A cultura do arroz (Oryza sativa L.) irrigado 

O arroz cultivado pertence à família Poaceae e é considerado como modelo 

genético no estudo de liliopsidas (Izawa & Shimamoto, 1996), porque apresenta um 

genoma pequeno (2.02 pg) (Bennett & Leitch, 1997). É uma espécie autógama e diplóide 

(2n=24), com genoma ‘‘AA’’ do grupo Oryza (Gealy et al., 2002). Plantas da espécie 

Oryza sativa, como por exemplo, o arroz cultivado e o próprio arroz vermelho, podem 

cruzar entre si e com outras espécies do grupo AA (Sitch, 1990; Singh & Khush, 2000). 

O arroz é considerado o cereal mais importante para consumo humano por ser uma 

fonte básica de nutrientes na alimentação de mais da metade da população mundial. Este 

alimento é uma excelente fonte de energia devido à alta concentração de amido, 

fornecendo também proteínas, vitaminas e minerais, e possui baixo teor de lipídios. Nos 

países em desenvolvimento, onde o arroz é um dos principais alimentos, este é responsável 

por fornecer, em média, 715 kcal per capita por dia, 27 % dos carboidratos, 20 % das 

proteínas e 3 % dos lipídios da alimentação (Walter et al., 2008). No Brasil, o consumo per 

capita é de 108 g por dia, fornecendo 14 % dos carboidratos, 10 % das proteínas e 0,8 % 

dos lipídios da dieta (Keneddy et al., 2002). 

A produção mundial anual de arroz é de, aproximadamente, 672 milhões de 

toneladas (FAO, 2009). O Brasil é auto-suficiente em relação à produção de arroz, 

produzindo na safra 2007/08 aproximadamente 12 milhões de toneladas, sendo 61 % desta 

produção obtida no estado do Rio Grande do Sul (RS), o qual foi responsável por produzir 
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o equivalente a 7,4 milhões de toneladas (CONAB, 2008). O rendimento médio de grãos 

do estado está próximo do alcançado em países tradicionais no cultivo de arroz irrigado, 

estando pouco abaixo das médias obtidas nos Estados Unidos, Egito, Austrália, Marrocos, 

Uruguai e Peru. Na safra 2007/08, o estado alcançou produtividade média de 7 t ha-1 

(IRGA, 2008). 

No RS, o arroz é cultivado em um milhão de hectares e representa 10 % do PIB 

(Produto Interno Bruto) do agronegócio, gerando R$ 175 milhões em ICMS (Imposto para 

Circulação de Mercadorias e Serviços) e 250 mil empregos no estado (EMBRAPA, 2008). 

Apesar de possuir elevados potenciais de rendimentos de grãos, diversos fatores como 

manejo inapropriado da cultura, uso de sementes não certificadas e principalmente, 

controle insatisfatório de plantas daninhas, limitam o incremento da produtividade e a 

manutenção da sustentabilidade do cultivo do arroz. Dentre estes fatores, a elevada 

incidência de arroz vermelho destaca-se como fator mais limitante no potencial produtivo 

do arroz na maioria das regiões do mundo, principalmente, no Brasil                          

(Webster, 2000; Noldin et al., 2004).  

 

2.2 O arroz vermelho (Oryza sativa L.) 

O arroz vermelho, também conhecido como arroz daninho, é originário da Ásia e é 

considerada a mais importante planta infestante da lavoura orizícola do RS               

(Noldin et al., 2004), em razão das perdas econômicas causadas pela diminuição da 

produção de arroz. Essas perdas referem-se principalmente à diminuição do rendimento de 

grãos e da qualidade dos grãos colhidos, elevando os custos de produção devido à 

necessidade de controle e aos problemas operacionais na colheita, secagem e 

beneficiamento.  

No Sul do Brasil, os prejuízos relacionados à competição com arroz vermelho são 

estimados em 20 % do rendimento de grãos. Aproximadamente 1,3 milhões de toneladas 
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de arroz são perdidas devido à competição com arroz vermelho no RS, representando um 

prejuízo anual equivalente à aproximadamente 360 milhões de dólares (IRGA, 2008).  

Na região orizícola do sul dos Estados Unidos, o arroz vermelho também se 

caracteriza por ser o principal problema em relação à competição com as cultivares de 

arroz (Gealy et al., 2002; Norsworthy et al., 2007). Os prejuízos causados aos produtores 

do estado do Arkansas, EUA, devido à competição com o arroz vermelho no ano de 2006 

foram de aproximadamente U$ 300,00 por hectare (Burgos et al., 2008).  

O arroz vermelho corresponde a diversos biótipos silvestres da própria espécie 

Oryza sativa L. e a biótipos de O. nivara e O. rufipogon (Vaughan et al., 2001). Esta 

planta daninha caracteriza-se por serem plantas de maior estatura, com folhas 

decumbentes, pelo vigor e alta capacidade de afilhamento com emissão de afilhos 

ontogenicamente atrasados, pericarpo de cor avermelhada, pálea e lema com variação na 

cor, pilosidade e aderência da pálea e lema ao pericarpo, presença ou não de arista e 

sementes com dormência (Diarra et al.,1985; Noldin et al., 1999).  

É considerada planta daninha principalmente pelos danos diretos no rendimento de 

grãos. Ainda, o arroz vermelho apresenta elevada debulha natural, desta forma, se 

estabelece com a cultura, compete com esta, mas tem a colheita de seus grãos 

impossibilitada devido à debulha precoce de seus grãos. O número de afilhos, a estatura e a 

massa seca da parte aérea das plantas de cultivares de arroz são afetados negativamente 

devido à competição com arroz vermelho (Fleck et al., 2008), demonstrando a habilidade 

competitiva superior desta planta daninha. Biótipos de arroz vermelho procedentes de 

lavouras de arroz irrigado do RS e SC apresentaram alta variabilidade quanto às 

características de sementes e à intensidade dá duração da dormência                    

(Schwanke et al., 2008) podendo alguns biótipos apresentaram sementes com período de 

dormência de até 150 dias após a colheita. 
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Devido ao fato do arroz cultivado e do arroz vermelho pertencerem à mesma 

espécie, o controle desta planta daninha com uso de herbicidas seletivos torna-se difícil. As 

práticas recomendadas para manejo do arroz vermelho estão relacionadas à combinação de 

ações integradas, como: emprego de sementes isentas de arroz vermelho, uso da rotação de 

culturas, manejo adequado da água de irrigação, semeadura direta da cultura, semeadura 

direta após cultivo mínimo, sistema pré-germinado de semeadura e transplante de mudas, 

uso de regulador de crescimento, prática de pousio na área, manejo da área na entressafra, 

uso de marrecos-de-pequim e aplicação localizada de herbicidas no momento do 

florescimento (Fischer & Ramirez, 1993; SOSBAI, 2007). No entanto, estas medidas 

possuem limitada eficiência ou impossibilidade de execução em áreas extensas, e assim, a 

infestação de arroz vermelho tem continuamente se intensificado nas lavouras de arroz do 

RS e de todo o mundo.  

A introdução de uma cultivar de arroz resistente ao herbicida imazethapyr no ano 

de 2000 (Croughan et al., 1996) permitiu o controle químico seletivo do arroz vermelho 

nessa cultura. Este herbicida pertence ao grupo químico das imidazolinonas e causa a 

morte das plantas por inibição da enzima acetolactato sintase (ALS). A utilização de 

cultivares de arroz resistentes aos herbicidas imidazolinonas representa um importante 

método de controle de arroz vermelho e tem sido extensivamente utilizada em várias 

regiões do mundo. 

 

2.3 Herbicidas inibidores da enzima ALS 

Acetolactato sintase (ALS; EC 4.1.3.18; AHAS, acetohidroxiácido sintase) catalisa 

o primeiro passo na biossíntese dos aminoácidos de cadeia ramificada valina, leucina e 

isoleucina (Mazur et al., 1987). Plantas e microorganismos conseguem sintetizar os 

esqueletos de carbonos destes aminoácidos a partir de piruvato (valina), piruvato mais 

acetil-CoA (leucina) ou piruvato mais 2-cetobutirato (isoleucina) (Duggleby et al., 2008). 
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A ausência destes aminoácidos ocasiona retardo ou inibição do crescimento poucas 

horas após a aplicação foliar destes herbicidas. Dois a quatro dias após a aplicação, o 

meristema apical torna-se clorótico com posterior necrose. As folhas jovens murcham, as 

nervuras desenvolvem pigmentos antociânicos, havendo frequente necrose da nervura e 

abscisão de folhas. Em algumas plantas ocorre o encurtamento dos entrenós e o 

espessamento da base do caule. As raízes secundárias desenvolvem-se pouco e apresentam 

tamanho uniforme entre si. A morte das plantas pode demorar de dez dias até dois meses, 

dependendo da velocidade de desenvolvimento das plantas (Vidal & Merotto, 2001).  

Na literatura mais antiga, AHAS é sempre mencionada como acetolactato sintase 

(ALS), porém bioquimicamente este nome não é o mais adequado porque ele ignora a 

função da enzima em sintetizar 2-aceto-2-hidroxibutirato (Duggleby et al., 2008). O nome 

ALS é correto para a enzima que sintetizar apenas 2-acetolactato, como aquela encontrada 

em Klebsiella pneumoniae (Pang et al., 2004). Porém, na ciência das plantas daninhas o 

mecanismo de ação permanece com a nomenclatura de herbicidas inibidores da ALS. 

O uso dos herbicidas inibidores da ALS aumentou intensamente desde a sua 

introdução nos anos 80. Em 1994, o número de herbicidas liberados no mercado já era de 

30 (Saari et al., 1994) e, hoje são conhecidas 51 moléculas comerciais destes herbicidas 

(Heap, 2009). A rápida adoção destes produtos justifica-se pelo fato de controlarem um 

amplo espectro de plantas daninhas, de serem utilizados em baixas concentrações, por 

serem seletivos a várias culturas e por apresentarem baixa toxicidade ao homem e ao 

ambiente (McCourt et al., 2006). O perfil toxicológico favorável dos herbicidas inibidores 

da ALS explica-se pelo fato de atuarem em uma enzima ausente em mamíferos         

(Mazur & Falco, 1989). Os aminoácidos sintetizados pela enzima ALS são obtidos de 

plantas ou bactérias, por isso herbicidas inibidores da ALS tendem a ter menor impacto nos 

animais do que herbicidas com outros modos de ação (Reade & Cobb, 2002;                  

Tan et al., 2006). Por serem utilizados em baixas concentrações, os herbicidas inibidores 
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de ALS são os grandes responsáveis pelo declínio na quantidade total de herbicidas 

aplicados nos sistemas agrícolas (Fletcher et al., 1993; Bellinder et al., 1994;                

Park et al., 2004). 

Herbicidas inibidores de ALS compreendem cinco classes químicas que incluem: 

sulfoniluréias (SU) (Chaleff & Mauvais, 1984), imidazolinonas (IMI) (Shaner et al., 1984), 

pirimidiniltio-benzoatos (PTB) (Stidham, 1991), triazolpirimidinas (TP)                

(Gerwick et al., 1990) e sulfonilamino-carbonil-triazolinonas (SCT) (Santel et al., 1999).  

A enzima ALS é composta por dois tipos de subunidades. Uma delas, chamada de 

subunidade maior, é a que possui atividade catalítica e apresenta massa molecular de      

59-66 KDa em eucariotos (Duggleby et al., 2008). A segunda subunidade possui atividade 

regulatória e seu tamanho varia entre os organismos, na faixa de 10 a 20 KDa em bactérias, 

34 KDa em leveduras e 50 KDa em plantas (Duggleby et al., 2008). Recentemente, a 

estrutura cristalográfica da subunidade catalítica de AHAS de Arabidopsis thaliana foi 

determinada em complexo com os herbicidas clorimuron-etil (SU) e imazaquin (IMI) 

(McCourt et al., 2006). A subunidade catalítica da enzima AHAS de A. thaliana na 

presença de um herbicida ou de cofatores (ThDP, Mg2+, FAD) cristaliza e adquire a forma 

de um tetrâmero. Já em solução sem a presença de cofatores ou herbicida esta subunidade 

está na forma de dímeros. Cada polipeptídeo da subunidade catalítica da AHAS consiste de 

três domínios: α (86-280 resíduos), β (281-451 resíduos) e γ (463-639 resíduos)  

(Duggleby et al., 2008). 

O estudo da estrutura cristalográfica da enzima levou ao melhor entendimento de 

um dos mecanismos de resistência aos herbicidas inibidores da ALS, o mecanismo de local 

de ação alterado. Este se caracteriza por ser o mais comumente citado na literatura como 

causa da resistência aos herbicidas em plantas. A intensidade da seleção para resistência 

aos herbicidas em plantas daninhas está relacionada à dose do herbicida utilizada, à 

intensidade do uso, a persistência do mesmo no ambiente e a sua especificidade. 
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Herbicidas com alto poder residual, ou seja, que permanecem maior tempo no ambiente, 

exercem maior pressão de seleção e os inibidores da ALS enquadram-se nesse perfil 

liderando o número de casos de plantas daninhas resistentes mundialmente (Heap, 2009). 

As primeiras plantas daninhas resistentes aos inibidores da ALS foram:        

Lactuca serriola L., reconhecida em 1987 (Mallory-Smith et al., 1990) e                    

Kochia scoparia L. também reconhecida no ano de 1987 (Primiani et al., 1990). Desde 

então, 101 espécies, incluindo liliopsidas e magnoliopsidas, foram identificadas como 

resistentes a uma ou mais classes de herbicidas inibidores da ALS (Heap, 2009). A alta 

frequência de surgimento de plantas daninhas resistentes caracteriza-se como uma 

desvantagem dos herbicidas inibidores da ALS em relação a herbicidas de outros 

mecanismos de ação. 

 

2.4 Resistência de plantas daninhas aos herbicidas inibidores da ALS 

A evolução da resistência aos herbicidas em plantas pode ocorrer devida a 

mutações no gene alvo do herbicida que resulta em maior insensibilidade a este, em 

aumento ou super expressão da enzima alvo, em metabolização destes compostos, em 

absorção reduzida do produto, em redução da quantidade do herbicida que atinge o local de 

ação na planta-alvo por translocação reduzida ou em seu sequestro e compartimentalização  

(Powles & Shaner, 2001). Na maioria dos casos, a resistência aos inibidores da ALS 

resulta de uma mutação do gene ALS com redução da sensibilidade a estes herbicidas 

(Saari et al., 1994). Aumento nas taxas de metabolismo também tem sido reportado 

(Christopher et al., 1992a; Christopher et al., 1992b; Veldhuis et al., 2000). Alterações na 

enzima ALS ocorrem por substituições de aminoácidos em múltiplos locais no gene ALS 

(Shaner, 1999). No total, 17 substituições diferentes de aminoácidos (6 naturais e             

11 artificiais) que conferem resistência aos herbicidas, foram identificadas em plantas, 

leveduras, bactérias e algas verdes (Zhou et al., 2007). Estas substituições encontram-se 
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nas seguintes posições, com base na sequência do gene ALS de arabidopsis: 121, 122, 124, 

196, 197, 199, 205, 206, 256, 351, 352, 376, 570, 571, 574, 578 e 653                  

(Duggleby et al., 2000; Tranel & Wright, 2002; Michael et al., 2006). Entretanto, apenas 

seis destes pontos de mutação, alanina 122 (Ala122), prolina 197 (Pro197),                   

alanina 205 (Ala205), asparagina 376 (Asp376), triptofano 574 (Trp574) e serina 653 (Ser653) 

foram confirmados como mutações que resultam na resistência aos herbicidas inibidores da 

ALS em biótipos de plantas daninhas, em situações naturais de cultivo a campo        

(Tranel & Wright, 2002; Whaley et al., 2007). 

 

2.5 Resistência aos herbicidas do grupo químico das imidazolinonas 

A maior parte das mutações que conferem tolerância aos herbicidas do grupo 

químico das imidazolinonas surge da substituição de aminoácidos nos domínios α e γ, 

sendo que muitos pesquisadores referem-se a essas duas regiões como domínios A e B no 

gene ALS (Wright et al., 1998). A mutação em Ser653 é a responsável por conferir 

tolerância ao grupo das imidazolinonas, mas não confere resistência cruzada aos outros 

grupos inibidores da ALS (Lee et al., 1999; Tranel & Wright, 2002), destacando-se como 

uma característica preferível para desenvolvimento de cultivares resistentes aos herbicidas 

pertencentes ao grupo químico das imidazolinonas (‘IMI crops’). A exceção é a planta 

daninha Amaranthus hybridus que possui a mutação S653N e apresenta resistência cruzada 

aos quatro grupos dos herbicidas inibidores da ALS (SU, IMI, TP, PTB)                     

(Whaley et al., 2006). A mutação em Trp574 geralmente confere tolerância cruzada a quatro 

grupos de inibidores da ALS e vem sendo utilizada para desenvolvimento de culturas 

tolerantes a imidazolinonas (Tranel & Wright, 2002). Da mesma forma, mutações em 

Ala122 e Ala205 exibem tolerância aceitável a imidazolinonas (Tranel & Wright, 2002). Em 

contrapartida, a mutação em Pro197 não confere ou confere pouca tolerância a 

imidazolinonas, mas é utilizada para desenvolvimento de tolerância a sulfoniluréias 
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(Tranel & Wright, 2002; Yu et al., 2003; Preston et al., 2006). A maioria das culturas 

tolerantes a imidazolinonas comercializadas é desenvolvida da combinação a partir das 

mutações Ala205, Trp574 e Ser653 (Bruniard et al., 2001). 

A análise da base molecular da resistência pelo estudo da estrutura cristalográfica 

da enzima sugere que os herbicidas dos grupos das sulfoniluréias e imidazolinonas    

ligam-se à enzima em um canal e impedem a ligação dos cofatores à enzima                

(Pang et al., 2002, 2003; Duggleby et al., 2003). Assim, ocorre a inibição da atividade 

enzimática e a planta é dita suscetível. Porém, uma alteração em um dos aminoácidos que 

ancoram a ligação enzima/herbicida de forma que a molécula herbicida não consiga se 

ligar a enzima resulta em resistência a este composto, sendo que a atividade enzimática não 

é ou é pouco afetada, pois o canal não está bloqueado permitindo a ligação dos cofatores.  

As culturas que apresentam tolerância aos herbicidas do grupo químico das 

imidazolinonas têm sido desenvolvidas por meio de seleção ou mutagênese, seguida de 

seleção. A transferência da tolerância para outras cultivares é realizada utilizando técnicas 

convencionais de cruzamento de plantas (Newhouse et al., 1991; Shaner et al., 1996). 

 

2.6 Cultivares de arroz resistentes aos herbicidas imidazolinonas 

O desenvolvimento de cultivares de arroz resistente a imidazolinonas ocorreu a 

partir de sementes de arroz da linhagem AS3510 que foram mutagenizadas com             

etil-metanossulfonato (EMS) (Croughan, 1998). As plantas oriundas destas sementes 

foram pulverizadas com o herbicida imazethapyr, sendo que apenas uma pequena 

porcentagem destas sobreviveram, com a progênie deste arroz mostrando-se tolerante aos 

herbicidas inibidores da ALS (Croughan, 1998). Esta linhagem de mutantes foi referida 

como 93AS3510 e a partir desta, duas variedades de arroz tolerantes a imidazolinonas,   

CL 121 e CL 141, foram desenvolvidas e se tornaram no ano de 2001 as primeiras          

‘IMI crops’ comercializadas nos EUA (Webster et al., 2001; Gealy et al., 2003).  
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Técnica similar de mutagênese foi empregada sobre a cultivar de arroz Cypress, 

originando a linhagem PWC16, que foi utilizada para desenvolvimento da cultivar CL 161, 

comercializada pela primeira vez, nos EUA no ano de 2003 (Tan et al., 2005). Na 

Argentina, a cultivar PUITÁ INTA CL foi obtida por mutagênese e seleção das linhas 

resistentes a imidazolinonas (Livore et al., 2003).  

A mutação responsável pela resistência na linhagem 93AS3510 é Gly654 para 

Glu654, também representada por G654E (Tan et al., 2005) e, na linhagem PWC16, 

corresponde à mutação Ser653 para Asp653 (S653D) (Rajguru et al., 2002; Tan et al., 2005). 

Já a mutação que confere resistência a cultivar PUITÁ INTA CL, é Ala122 para Thr122 

(A122T) (Livore et al., 2003). 

No Brasil, a cultivar de arroz resistente a herbicidas imidazolinonas IRGA 422 CL 

foi desenvolvida pela seleção de retrocruzamento, utilizando-se a linhagem 93AS3510 

como fonte doadora do gene que confere tolerância ao herbicida e a cultivar IRGA 417 

como cultivar recorrente (Lopes et al., 2002). Foram realizadas cinco gerações de 

retrocruzamento, ensaios de rendimento de grãos e avaliações para características 

fenotípicas. A linhagem selecionada deu origem a cultivar IRGA 422 CL que se distingue 

da cultivar original IRGA 417 por possuir o gene que confere tolerância aos herbicidas 

imazethapyr + imazapic e, ainda, por apresentar ciclo médio (121 a 135 dias), pubescência 

do limbo média, cor da folha verde clara e peso 1000 grãos de 29,3 g (Lopes et al., 2002). 

A cultivar IRGA 422 CL é recomendada exclusivamente para o sistema de produção 

ClearfieldTM, que tem como principal objetivo o controle do arroz vermelho            

(SOSBAI, 2007).  

A cultivar IRGA 417 foi a primeira cultivar do tipo moderno derivada de 

cruzamentos de genitores das subespécies índica x japônica, destacando-se pela 

precocidade (ciclo de 115 dias), alta produtividade, ótima qualidade de grãos, alto vigor 

inicial de plântulas e boa adaptabilidade a todas as regiões orízicolas do estado do RS 
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(SOSBAI, 2007). Ainda, esta cultivar possui folhas curtas eretas e pilosas, e peso de 1000 

grãos de 27,6 g (IRGA, 2009). A cultivar SATOR CL é um híbrido de arroz que apresenta 

alta resistência aos herbicidas imazethapyr + imazapic, ciclo médio (121 a 135 dias), com 

boa adaptabilidade a zonas temperadas, subtropicais e tropicais. Apresenta alto potencial 

produtivo, sendo que na safra 2006/07 alcançou produtividade média de 15 t ha-1 no 

município de Jaguarão/RS (SOSBAI, 2007). A cultivar PUITA CL foi recentemente 

introduzida da Argentina, e ainda não se dispõe na literatura das informações agronômicas 

desta cultivar. 

Salienta-se o aumento do rendimento de grãos da cultura do arroz pelo controle de 

arroz vermelho com herbicidas seletivos. A maximização dos níveis de produtividade de 

arroz pode ser alcançada pela estratégia de utilização das cultivares de arroz resistente aos 

herbicidas (Villa et al., 2006), representando um benefício direto para os agricultores pelo 

aumento nos lucros e até mesmo para as regiões produtoras que terão incrementos na 

geração de renda e na arrecadação de impostos. No entanto, apesar de representar um 

grande benefício para a cultura do arroz, a utilização de cultivares resistentes aos 

herbicidas imidazolinonas pode apresentar limitações, principalmente relacionadas ao 

surgimento de arroz vermelho resistente aos herbicidas. Embora o controle de arroz 

vermelho pelo uso desses herbicidas seja eficiente, geralmente não chega a 100 % de 

eficiência em situações de lavoura. Isso pode ocasionar em longo prazo, problemas ao 

sistema, pois, por menor que seja a porcentagem de arroz vermelho não controlado este 

pode cruzar com o arroz cultivado (Villa et al., 2006).  

Apesar do arroz ser uma espécie de hábito reprodutivo preferencialmente 

autógamo, com uma taxa de fecundação cruzada, em geral, inferior a 1 %                  

(Roberts et al., 1961; Gealy et al., 2003), existe a possibilidade de ocorrer fecundação 

cruzada. Nas condições edafoclimáticas do Rio Grande do Sul, a análise de mais de       

250 mil sementes de arroz vermelho indicou que a taxa de cruzamento foi baixa, variando 
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de 0,1 a 0,04 % (Magalhães Jr et al., 2001). De acordo com estes autores, a taxa de 

cruzamento é dependente da coincidência da floração entre os genótipos e da ocorrência de 

estresses, sendo que a probabilidade de ocorrência de cruzamento é maior a curta distância, 

não existindo em distâncias superiores a cinco metros. 

O surgimento de arroz vermelho resistente pode ocorrer por evolução natural ou por 

fluxo gênico. Kuk et al. (2008) verificaram 130 acessos de arroz vermelho provenientes de 

26 lavouras no estado do Arkansas, EUA, em relação à tolerância ao herbicida 

imazethapyr. Concluiu-se neste trabalho que esta característica devia-se a outro mecanismo 

de resistência que não o local de ação insensível da enzima. Neste caso, a tolerância não foi 

originária de fluxo gênico, mas de um processo de evolução natural em função da pressão 

de seleção gerada pelo sistema. A elevada freqüência de surgimento de plantas de arroz 

vermelho resistente aos herbicidas indica a necessidade do desenvolvimento de métodos 

expeditos para proporcionar a correta e a rápida identificação de indivíduos resistentes. 

 

2.7 Utilização de bioensaios para diagnóstico de resistência aos herbicidas 

O diagnóstico de plantas daninhas resistentes em uma lavoura é essencial para 

nortear modificações no seu manejo. Este diagnóstico deve ser inequívoco e rápido 

permitindo maior agilidade e maior eficiência das medidas a serem implantadas. O 

primeiro passo na caracterização do biótipo resistente (R) requer uma detalhada curva de 

dose-resposta em que as doses utilizadas variam de 10 a 1000 vezes da dose que seria letal 

ao biótipo suscetível (S) e a resposta da planta ao herbicida é baseada em análise visual, 

mortalidade, inibição do crescimento em relação à testemunha não tratada                

(Beckie et al., 2000). A resistência é confirmada quando a curva dose-resposta dos biótipos 

é estatisticamente diferente e o biótipo R não é mais controlado com as doses que 

controlam o biótipo S (Beckie et al., 2000).  
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Ensaios realizados em casa-de-vegetação de curva dose-resposta correspondem a 

experimentos clássicos para identificar ou confirmar casos de resistência. Nestes ensaios, 

sementes dos biótipos sob suspeita são coletadas, semeadas e quando as plantas alcançam à 

fase de desenvolvimento adequada à aplicação do herbicida (em geral de duas a quatro 

folhas completamente expandidas) é realizada a aspersão dos herbicidas nas diversas doses 

e os resultados são comparados com biótipos sabidamente suscetíveis (Gazziero et al., 

1998; Vidal & Trezzi, 1999; Gazziero et al., 2000). 

Os experimentos clássicos de identificação da resistência acima demandam muito 

tempo e espaço para sua execução sendo onerosos e não expeditos e, desta forma, não são 

adequados para análise de um grande número de amostras. Além disso, o tempo muito 

longo entre o aparecimento da suspeita e a confirmação da resistência, atrasam a tomada de 

decisão em relação ao manejo da lavoura. Assim sendo, abordagens mais expeditas são 

necessárias para identificação de biótipos resistentes. Desta forma, bioensaios de 

embebição de sementes, ensaios com as partes aéreas da própria planta sob suspeita e 

ensaios com a enzima-alvo, entre outros, podem ser utilizados para identificação de plantas 

resistentes aos herbicidas (Beckie et al., 1990; Beckie et al., 2000). 

O método desenvolvido por Boutsalis (2001), que consiste em coletar plantas 

suspeitas de resistência, desfolhá-las, podar drasticamente as raízes e enviá-las ao local 

onde serão analisadas, as plantas para são transplantadas para vasos, e após um período de 

aclimatação e desenvolvimento de novas raízes e folhas de aproximadamente 20 dias, 

aplicam-se os herbicidas de interesse e aguarda-se um período de cerca de 15 dias para 

confirmação da resistência. A grande vantagem desse método é que a confirmação da 

resistência pode ser realizada já na própria estação de crescimento em que se identificaram 

as plantas suspeitas.  

Experimentos desenvolvidos com plântulas das espécies Eleusine indica resistentes 

a inibidores da ACCAse e Euphorbia heterophylla e Bidens subalternans resistentes a 
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inibidores da ALS requereram o período de apenas quatro dias para identificar a resistência 

(Portes, 2005). Em bioensaios de germinação de sementes de Euphorbia heterophylla, com 

resistência múltipla aos inibidores da ALS e PROTOX, onde as sementes foram 

depositadas em placas de petri contendo diferentes concentrações dos herbicidas 

imazethapyr e fomesafen, foi possível discriminar os biótipos R e S em um período de 

apenas 144 horas (Trezzi et al., 2006). Ainda, diversos outros trabalhos utilizando 

bioensaios de embebição de sementes vêm sendo conduzidos, tendo mostrado resultados 

satisfatórios na discriminação da resistência (Beckie et al., 1990; Beckie et al., 2000; 

Burke et al., 2006; Kim et al., 2000; Tal et al., 2000; Escorial et al., 2001; Kuk et al., 

2003; Perez & Kogan, 2003). 

Os resultados das avaliações de curva dose-resposta destes testes são 

frequentemente baseados em ajustes de modelos de regressão não linear, como os descritos 

por Streibig et al. (1993) e Brain & Cousens (1989). Dois modelos para curvas de       

dose-resposta sigmoidais são amplamente utilizados, o modelo logístico e o modelo de 

Gompertz (Ritz & Streibig, 2005). Destes, o modelo log-logístico, no qual se utilizam 

parâmetros que são biologicamente significativos quando aplicados à resposta da planta ao 

herbicida, é o mais apropriado na análise da maioria dos estudos de dose-resposta  

(Seefeldt et al., 1998). O modelo logístico de quatro parâmetros é dado pela fórmula: 

 

 

 

em que f(x) representa a variável dependente a ser estimada, d representa o limite superior 

da curva, c representa o limite inferior, b é a inclinação da curva no ponto em que esta 

produz a metade da resposta entre os valores inferior e superior e o parâmetro e, também 

conhecido como GR50, é a dose em que é produzida metade da resposta entre os limites 

inferior e superior (Ritz & Streibig, 2005).  
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Por estes modelos é possível encontrar a dose responsável por controlar 50 % dos 

biótipos (C50) ou a dose que reduz 50 % da massa seca de plantas (GR50), ou ainda, a 

redução da atividade enzimática (I50) em 50 % (Lamego, 2008). O fator de resistência 

(FR) é obtido pela relação do C50, GR50 ou I50 entre o genótipo resistente e o suscetível, 

expressando quantas vezes que o genótipo R é mais resistente que o S (Hall et al., 1998). 

 

2.8 Utilização de marcadores do tipo SNP para diagnóstico da resistência 

aos herbicidas 

Com o advento da biologia molecular, o diagnóstico da resistência pode ser 

realizado pelas técnicas moleculares a partir do DNA quando a mutação que gerou a 

resistência é conhecida (Délye et al., 2002a; Corbett & Tardif, 2006). Diversas técnicas 

que diferem em complexidade, equipamentos requeridos e reprodutibilidade nos resultados 

têm sido desenvolvidas, como por exemplo, PCR-RFLP (‘restriction fragment lenght 

polymorphism’), DHPLC (‘denaturing high-performance liquid chromatography’) e    

SNP (‘single nucleotide polymorphism’) ou PASA (‘PCR amplification of specific alleles’) 

(Corbett & Tardif, 2006). Esta última técnica foi a utilizada no presente trabalho. 

A técnica que usa marcadores SNPs, é uma reação de PCR modificada, também 

conhecida como PASA, ARMS (‘amplification refractory mutation system’) e               

AS-PCR (‘allele specific PCR) (Délye et al., 2002b; Wangkumhang et al., 2007). Em 

marcadores SNPs, há diferença de apenas um nucleotídeo entre a sequência de dois alelos 

(R e S, por exemplo). A partir desta diferença desenha-se uma sequência nucleotídica 

iniciadora que possui o nucleotídeo diferencial entre os alelos R e S, localizado no 

nucleotídeo terminal 3`, tornando-se alelo específica (Ugozzoli & Wallace, 1991). Esta 

sequência irá parear perfeitamente apenas com um dos alelos (comumente o que causa a 

resistência), porém se diferenciará do outro alelo (suscetível). Por causa desta diferença na 

extremidade, a extensão do DNA pela enzima DNA polimerase é muito menos eficiente 
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que no alelo com perfeito pareamento (Petruska et al., 1988), havendo amplificação 

preferencial do alelo específico (R). Alternativamente, a sequência nucleotídica iniciadora 

também poderá ser desenvolvida para parear com o tipo silvestre e não com o mutante 

(Newton et al., 1989; Wu et al., 1989; Sommer et al., 1989).  

Esta técnica também é usada como marcador neutro para detecção de 

polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNP) no genoma do organismo        

(Wangkumhang et al., 2007). Marcadores SNPs compreendem variações que ocorrem no 

genoma na maioria dos organismos (Cho et al., 1999). Outros tipos de marcadores 

moleculares baseados em SNPs foram desenvolvidos, como CAPS (‘cleaved amplified 

polymorphic sequences’) (Konieczny & Ausubel, 1993) e um derivado deste marcador, o 

dCAPS (Michaels & Amasino, 1998; Neff et al., 1998). Marcadores CAPS detectam 

polimorfismos que ocorrem em locais de restrição e dCAPS são formados durante a 

amplificação na reação de PCR pela introdução de um local de restrição no SNP usando 

sequências nucleotídicas iniciadoras específicas (Ugozzoli & Wallace, 1991). 

PCR de alelo específico apresenta limitações na detecção de SNPs porque, na 

maioria dos casos, apenas uma mudança no final 3’não é suficiente para a discriminação 

entre dois alelos (Kwok et al., 1990; Cha et al., 1992; Kwok et al., 1994). Por este motivo, 

visando aumentar a especificidade destes marcadores, ou seja, aumentar a confiabilidade 

na amplificação e na discriminação entre indivíduos, Drenkard et al. (2000) desenvolveram 

um PCR de alelo específico modificado, chamado de SNAP (‘single-nucleotide amplified 

polymorphisms’), onde foram inseridos nucleotídeos adicionais ‘mismatch’ nas segundas 

ou nas terceiras bases a partir do final 3’. Este tipo de AS-PCR (SNAP) foi utilizado no 

presente trabalho para diagnóstico de arroz vermelho resistente a imidazolinonas. É 

importante destacar que, para desenvolvimento de marcadores SNAP, além do 

conhecimento prévio da mutação envolvida na resistência aos herbicidas é necessário o 
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conhecimento da sequência nucleotídica que circunda esta mutação, que pode se constituir 

em uma característica única de cada espécie, população ou até mesmo indivíduo. 

Casos de indivíduos resistentes a herbicidas vêm sendo diagnosticados pela 

utilização de PCR de alelo específico. Assim, nas espécies Alopecurus myosuroides e 

Lolium rigidum foi detectada uma substituição de isoleucina por leucina no gene ACCAse, 

conferindo resistência aos herbicidas do grupo dos inibidores da ACCAse                  

(Délye et al., 2002a; Délye et al., 2002b). Da mesma forma, a mutação G2096S na enzima 

ACCase confere resistência ao herbicida diclofop-methyl em biótipos da espécie    

Phalaris paradoxa (Ruiz-Santaella et al., 2006). A partir dessa informação, os mesmos 

autores desenvolveram a técnica PASA para identificar resistência aos inibidores de 

ACCase em plantas individuais. 

Kadaru et al. (2008), utilizando um marcador do tipo SNP para diagnosticar a 

presença da mutação que provoca a substituição de aminoácidos S653D, diagnosticaram 483 

indivíduos de arroz vermelho com esta mutação e outros 145 indivíduos F2 provenientes 

do cruzamento entre arroz vermelho e a cultivar de arroz CL 121 foram selecionados com 

a presença de G654E. Como demonstrado nestes trabalhos, à utilização de marcadores 

moleculares em estudos de resistência aos herbicidas identifica esta característica em 

elevado número de indivíduos com precisão. Ainda, estes marcadores, quando associados a 

mutações na enzima alvo na qual o herbicida causa seu efeito, também representam uma 

eficiente técnica de determinação não somente da ocorrência da resistência, mas também 

do mecanismo pelo qual esta evoluiu no indivíduo em análise. Além disto, estes 

marcadores moleculares também podem ser utilizados em estudos de fluxo gênico entre 

plantas. 
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2.9 Fluxo gênico 

Fluxo gênico é um processo envolvendo duas etapas incluindo a polinização entre 

espécies sexualmente compatíveis, seguido de introdução de alelos ou genes novos em 

uma população receptora, a partir de outra população (Gealy et al., 2003). Trabalhos têm 

mostrado a possibilidade de cruzamentos naturais entre arroz cultivado comercial e arroz 

vermelho, bem como a ocorrência de plantas daninhas resistentes aos herbicidas, inclusive 

o arroz vermelho (Messeguer et al., 2004; Rajguru et al., 2005; Boyd, 2005).  

Algumas culturas possuem espécies silvestres onde pode haver compatibilidade 

sexual. O fluxo gênico das culturas para os tipos silvestres pode adicionar novos genes a 

essas plantas introduzindo combinações inéditas. Estas combinações podem ocasionar 

impacto substancial na evolução das populações silvestres, resultando em plantas daninhas 

mais agressivas (Colwell et al., 1985; Arias & Rieseberg, 1994; Arriola & Ellstrand, 1997). 

Um clássico exemplo de hibridização ocorreu entre o sorgo cultivado                    

(Sorghum bicolor (L.) Moench) e o sorgo selvagem (Sorghum propinquum (Kunth) 

Hitchc.), resultando no capim-massambará (Sorghum halepense (L.) Pers), uma das 

principais espécies de planta daninha no mundo (Paterson et al., 1995). A ocorrência de 

fluxo gênico vem sendo avaliada em diversas regiões do mundo pelo uso de marcadores 

genotípicos ou fenotípicos. Nesse sentido, Cheetham (2004) encontrou fluxo gênico de, 

aproximadamente, 1 % entre genótipos de arroz transgênico resistente aos herbicidas 

imidazolinonas e arroz não-transgênico, em condições climáticas de baixa umidade relativa 

do ar no estado da Califórnia, EUA, utilizando o gene PAT como marcador. Fluxo gênico 

de 0,68 % foi encontrado em condições de elevada umidade relativa do ar no estado da 

Louisiana, EUA, entre plantas de arroz cultivado resistente a herbicidas imidazolinonas e 

arroz vermelho (Zhang, 2006). Em estudo similar, realizado no estado do Rio Grande do 

Sul, foi encontrado fluxo gênico nas taxas de 0,065 % (Villa et al., 2006) e de 0,042 %      

(Benitez, 2003). No estado do Arkansas, USA, plantas de arroz vermelho resistentes foram 
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confirmadas como híbridas pelo uso de marcadores do tipo microssatélite, sendo que a taxa 

de fecundação cruzada foi maior quando cruzado com a cultivar de arroz CL 161        

(0,008 %) do que com a CL 121 (0,003 %). A distância máxima de fluxo detectada foi de   

6 m (Shivrain et al., 2007).  

Uma das causas da variação da taxa de fluxo gênico refere-se à distância em que as 

plantas se encontram em relação à planta doadora de pólen, sendo este considerado um 

importante parâmetro no seu estudo. Assim, no município de Alegrete (RS) a distância 

máxima encontrada entre a planta doadora de pólen e uma planta que produziu sementes 

híbridas foi de 10 m (Brunes et al., 2007). Segundo estes autores, considerando essa 

distância entre a fonte polinizadora e a receptora, encontram-se, em média, 94.200 plantas 

(área de 314 m2, com densidade de 300 plantas m-2), 471.000 panículas ou, ainda,            

47 milhões de sementes, aproximadamente. A uma taxa conservadora de 0,1 % de 

fecundação cruzada e assumindo que todas as inflorescências estejam receptivas tem-se a 

possibilidade de serem obtidas 4710 sementes híbridas entre o arroz vermelho e o arroz 

cultivado, a partir de uma só planta de arroz vermelho. Na geração seguinte, essas 

sementes híbridas podem dar origem a cerca de 3532 plantas, que produzirão grãos com 

tegumento com coloração vermelha.  

Os resultados em relação ao fluxo gênico também divergem em função das 

diferenças nas condições ambientais entre os experimentos, que afetam a viabilidade do 

pólen, do biótipo de arroz vermelho e da cultivar de arroz cultivado resistente utilizada, da 

coincidência na época de florescimento, da estatura da planta de arroz vermelho e arroz 

cultivado e das distâncias horizontal e vertical entre as plantas envolvidas                  

(Dillon et al., 2003; Estorninos et al, 2003; Gealy et al., 2003; Shivrain et al., 2006;      

Villa et al., 2006; Zhang, 2006). 

O gene ALS de dois acessos de arroz vermelho resistente a imazethapyr 

provenientes do estado de Arkansas, EUA, foi sequenciado, sendo a sequência de         
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1935 pares de bases idêntica a do arroz cultivado (Sales et al., 2008). Segundo estes 

autores, o alinhamento da sequência de nucleotídeos identificou seis bases polimórficas nas 

quais três resultaram em substituição de aminoácidos no gene ALS e uma destas 

substituições foi G654E, sendo esta a mesma mutação encontrada nas cultivares de arroz 

cultivado CL 121 e CL 141. No mesmo trabalho, foi encontrada outra mutação, a V669M, 

sendo esta a primeira mutação descrita para acessos de arroz vermelho resistente, 

suportando a hipótese de que esta resistência se deva a um processo natural de evolução 

advindo da pressão de seleção com o herbicida. 

O arroz vermelho resistente pode estar evoluindo tanto em função da pressão de 

seleção gerada pelo herbicida como pela ocorrência de fluxo gênico entre a planta daninha 

e o arroz cultivado resistente (Sales et al., 2008). Uma das consequências destes 

fenômenos é a perda da possibilidade da utilização de herbicida para controle de arroz 

vermelho, que hoje é a principal estratégia de controle desta planta daninha em lavouras de 

arroz. Logo, para manutenção da estratégia de uso de cultivares de arroz resistentes será 

necessário o controle do arroz vermelho antecedendo o florescimento, para reduzir a 

ocorrência da polinização cruzada entre arroz cultivado e arroz vermelho. Ainda, a rotação 

de herbicidas, permitida pela rotação de culturas, pode reduzir a introgressão de genes de 

resistência a imidazolinonas em arroz vermelho pela redução na pressão de seleção nestas 

populações (Gealy et al., 2003). 

 

 



 

 

 

 

 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

Frente ao surgimento de biótipos de arroz vermelho resistentes aos herbicidas 

imidazolinonas há necessidade em se desenvolver métodos expeditos para identificação da 

resistência a estes herbicidas. Deste modo, a primeira etapa deste trabalho consiste no 

desenvolvimento de métodos de avaliação da resistência aos herbicidas imidazolinonas 

através de bioensaios que permitam o diagnóstico da resistência em três fases do ciclo de 

desenvolvimento do arroz: sementes, plântulas e afilhos.  

A segunda etapa deste trabalho consiste na utilização de ferramentas moleculares 

no diagnóstico e na identificação do mecanismo de resistência aos herbicidas 

imidazolinonas. Assim, por meio da identificação da sequência nucleotídica do gene 

acetolactato sintase, presente nas principais cultivares de arroz resistentes utilizadas no 

estado do Rio Grande do Sul, foi possível o desenvolvimento de marcadores moleculares 

do tipo ‘single nucleotide amplified polymorphism’ (SNAP). O diagnóstico do mecanismo 

de resistência aos herbicidas em populações de arroz vermelho foi realizado, em uma 

terceira etapa, pela utilização de marcadores SNAP, com vistas a proporcionar 

monitoramento de lavouras de arroz e o desenvolvimento de estratégias de sustentabilidade 

do controle de arroz vermelho. 

 

3.1 Bioensaios para diagnóstico da resistência aos herbicidas  

Foram conduzidos bioensaios em três estádios de desenvolvimento do ciclo do 

arroz: sementes, plântulas e afilhos. Estes experimentos visaram o desenvolvimento de 

metodologias expeditas para o diagnóstico da resistência aos herbicidas inibidores da 
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enzima ALS em arroz. O herbicida Only® foi utilizado nestes bioensaios, sendo formado 

pela mistura dos herbicidas imazethapyr (75 g i.a. L-1) + imazapic (25 g i.a. L-1), que 

pertencem ao grupo químico das imidazolinonas. Este herbicida foi escolhido por ser o 

produto recomendado com a utilização das cultivares de arroz resistente aos herbicidas 

imidazolinonas. Os materiais vegetais utilizados nos experimentos foram as cultivares de 

arroz IRGA 422 CL, SATOR CL e PUITÁ INTA CL, sendo estas consideradas resistentes 

ao herbicida, e a cultivar IRGA 417 que é suscetível a este herbicida. No desenvolvimento 

destes bioensaios de diagnóstico de resistência foram utilizadas essas cultivares de arroz 

para obtenção dos padrões de metodologia e das doses discriminantes a serem utilizados na 

determinação da resistência de sementes, plântulas ou plantas de arroz vermelho advindas 

de situações reais de campo. 

Nos experimentos que utilizaram plantas, estas foram obtidas da seguinte forma: as 

sementes passaram pelo processo de pré-germinação, que consistiu na embebição em água 

por um período de 24 horas, com posterior retirada da água e manutenção à sombra, em 

temperatura ambiente, por mais 24 horas. A semeadura procedeu-se após o término deste 

procedimento. As plantas foram mantidas em casa-de-vegetação, localizada nas 

dependências do Departamento de Plantas de Lavoura, da Faculdade de Agronomia da 

UFRGS. O solo utilizado foi coletado na Estação Experimental de Arroz, do Instituto Rio 

Grandense de Arroz (IRGA), localizada na região da Depressão Central, no vale do Rio 

Gravataí, em Cachoeirinha/RS. Nesta região, predominam os solos da classe Gleissolos e 

Planossolos, frequentes nas áreas de várzeas dos rios e nas planícies lagunares. Estas 

plantas foram acondicionadas em vasos plásticos com capacidade para 5 L. Estas unidades 

experimentais foram mantidas em tanques de concreto desenvolvidos especialmente para 

cultivo de arroz irrigado, onde uma lâmina de água de aproximadamente cinco centímetros 

acima da superfície do solo foi mantida constante com uso de bóias (Figura 1). As 

semeaduras foram realizadas quinzenalmente durante o período de 23/09/2007 a 
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5/12/2007, objetivando a obtenção de plantas em diferentes estádios de desenvolvimento 

para os diversos bioensaios. 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 1. Tanques de concreto utilizados para desenvolvimento das plantas de arroz 
cultivado. 

 

A análise dos dados dos cinco experimentos, com exceção do primeiro 

experimento, referente ao bioensaio de sementes, foi realizada através do pacote “drc” do 

programa “R” (Ritz et al., 2006), pelo ajuste da equação logística de três parâmetros: 

 

 

em que f(x) representa o parâmetro a ser estimado, d representa o limite superior da curva, 

b é a inclinação da curva no ponto em que esta produz a metade da resposta entre os 

valores inferior e superior, e o parâmetro e, também conhecido como ED50, é a dose em 

que é produzida metade da resposta entre os limites inferior e superior. O fator de 

resistência (FR) foi obtido pela relação do GR50 entre a cultivar resistente e a suscetível. 

A escolha do tipo de equação logística utilizada em cada experimento foi em 

função do melhor ajuste dos dados experimentais aos parâmetros das equações, ou seja, 

aquela equação em que os dados analisados mostraram diferenças estatísticas 

significativas. Nos bioensaios de embebição de sementes em que se avaliou o comprimento 

do coleóptilo e a porcentagem de germinação, o melhor ajuste foi à equação logística de 

{ }))log()(log(exp1
)),,(,(

exb

d
edbxf

−+
=



 

 

28 

quatro parâmetros, enquanto nos demais bioensaios o melhor ajuste dos dados foi obtido 

utilizando a equação logística de três parâmetros com o mesmo limite superior.  

 

3.1.1 Bioensaio de embebição de sementes 

Para o bioensaio de sementes foram realizados dois experimentos. Em ambos, 

foram determinados curvas de dose-resposta de sementes de arroz cultivado submetidas a 

diferentes concentrações do herbicida. As concentrações utilizadas foram 0; 0,00001; 

0,0001; 0,001; 0,01; 0,1; 1,0; 10 e 100 mM. Estas foram definidas a partir de experimentos 

preliminares, baseados em ensaios de embebição de sementes descritos por                    

Kuk et al. (2003), em que se obtiveram as melhores respostas em relação às variáveis 

analisadas.  

No primeiro experimento foram avaliados o comprimento do coleóptilo e a 

porcentagem de germinação de sementes. O delineamento experimental foi inteiramente 

casualizado, em esquema fatorial (2 cultivares x 9 concentrações), sendo o fator A as 

cultivares IRGA 422 CL e IRGA 417 e o fator B as nove concentrações do herbicida acima 

descritas, com quatro repetições, totalizando 72 unidades experimentais. Inicialmente as 

sementes foram embebidas por 24 horas nas soluções de cada tratamento do herbicida. 

Cada unidade experimental foi composta por 50 sementes, dispostas em papel para 

germinação, o qual foi enrolado e colocado em sala de crescimento na temperatura de      

25°C ± 1°C com iluminação constante obtida pelo uso de lâmpadas fluorescentes. O 

comprimento do coleóptilo e a porcentagem de germinação foram determinados aos sete 

dias após a transferência das sementes para o papel germinador. Neste período as sementes 

foram mantidas umedecidas com água. O comprimento do coleóptilo foi medido com o 

auxílio de uma régua e os dados foram transformados em relação à porcentagem da 

testemunha não tratada. A análise foi realizada pelo pacote “drc” do programa “R” (Ritz et 

al., 2006) pelo ajuste da equação logística de quatro parâmetros descrita no item 2.7. 



 

 

29 

Um segundo experimento foi realizado para determinar as curvas dose-resposta 

utilizando o parâmetro comprimento de raiz seminal, como variável resposta utilizando as 

mesmas concentrações descritas acima. O delineamento experimental utilizado foi 

inteiramente casualizado, em esquema fatorial (4 cultivares x 9 concentrações), com quatro 

repetições, totalizando 144 unidades experimentais. O experimento foi conduzido da 

mesma forma como descrito anteriormente. O comprimento das raízes seminais foi 

avaliado aos sete dias após embebição nos tratamentos, onde cada repetição, contendo as 

50 sementes, foi fotografada através de máquina fotográfica digital com um mega pixel de 

resolução, em fundo preto. O comprimento de raízes foi obtido pelo programa de domínio 

público IMAGE J (Rasband, 1997) (Figura 2). Os dados foram transformados em relação à 

porcentagem dos dados obtidos na testemunha não tratada.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 2. Representação da determinação do comprimento de raízes seminais 
obtidas a partir das sementes embebidas em diferentes concentrações dos 
herbicidas imazethapyr + imazapic. A seta em branco mostra a medição 
da raiz pelo programa IMAGE J. 

 

3.1.2 Bioensaio de plântulas 

Neste experimento o objetivo foi diagnosticar a resistência em arroz no estádio de 

plântula pela determinação de curvas dose-resposta com base no crescimento de raízes 
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principais. A metodologia deste bioensaio foi adaptada a partir de Kuk et al. (2003) e 

Kalsing et al. (2006). As sementes foram germinadas em papel de germinação, mantidas 

em sala de crescimento em temperatura variando de 25°C ± 1°C com iluminação constante 

obtida através de lâmpadas fluorescentes. Cinco dias após a germinação das sementes, 

quando as mesmas atingiram o estádio de plântula, as raízes foram removidas porque serão 

a variável a ser analisada e as plântulas foram transferidas para soluções contendo 0; 

0,00002; 0,0002; 0,002; 0,02; 0,2 e 2,0 M do herbicida. O delineamento experimental 

utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial                                             

(4 cultivares x 7 concentrações), com quatro repetições, totalizando 112 unidades 

experimentais. Cada unidade experimental constou de um copo plástico com capacidade de 

50 ml, que recebeu 25 ml da solução herbicida de cada tratamento, contendo duas 

plântulas. As unidades experimentais foram mantidas em sala de crescimento em 

temperatura variando de 25°C ± 1°C com iluminação constante obtida pelo uso de 

lâmpadas fluorescentes. O comprimento de raízes principais novas foi avaliado aos 7 dias 

após a transferência das plântulas para os respectivos tratamentos. As plantas foram 

fotografadas com um mega pixel de resolução, em fundo preto, e o comprimento de raízes 

principais medido pelo programa IMAGE J (Rasband, 1997). Os dados obtidos foram 

transformados em relação à porcentagem da testemunha não tratada e foram analisados 

pelo pacote estatístico “drc” do programa “R” (Ritz et al., 2006) por meio do ajuste da 

equação logística de três parâmetros como descrito no item 3.1. 

 

3.1.3 Bioensaio de afilhos 

Este experimento objetivou o diagnóstico da resistência no estádio de emissão de 

afilhos, de forma a obter-se a possibilidade de diagnóstico da resistência durante o estádio 

vegetativo de desenvolvimento das plantas de arroz. A metodologia utilizada nesse 

bioensaio foi adaptada de Kim et al. (2000) e Hamamura et al. (2003). Os afilhos foram 
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obtidos de plantas de arroz mantidas em casa-de-vegetação quando estas estavam no 

estádio de V9 a V11 de acordo com a escala de Counce et al. (2000). Neste momento, os 

afilhos foram removidos do colmo principal e conduzidos para o laboratório para a 

condução do bioensaio.  

Preliminarmente a este experimento, foram avaliados diferentes tratamentos 

relacionados à manutenção ou à retirada de raízes ou parte aérea e doses do herbicida para 

discriminação entre cultivares de arroz cultivado resistentes e suscetível. Foram avaliados 

afilhos inteiros (raiz e parte aérea), com remoção de raízes e manutenção da parte aérea 

intacta, com manutenção de apenas 1 cm de raiz e parte aérea intacta e manutenção de       

1 cm de raiz e 2 cm de parte aérea. Também foram testadas soluções à base de água ou 

solução nutritiva e o efeito de auxina como promotora do crescimento de raízes. Os 

resultados destes testes indicaram que a melhor resposta foi obtida com a retirada de raízes 

e a manutenção da parte aérea dos afilhos, em solução à base de água nas seguintes 

concentrações do herbicida: 0; 0,00002; 0,0002; 0,002; 0,02; 0,2 e 2,0 M.  

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em 

esquema fatorial (4 cultivares x 7 concentrações), com quatro repetições, cada repetição 

era formada por dois afilhos, totalizando 112 unidades experimentais. Cada unidade 

experimental constou de um copo plástico com capacidade de 100 ml, que recebeu 50 ml 

da solução herbicida de cada tratamento. Estas unidades experimentais foram mantidas em 

sala de crescimento em temperatura variando de 25°C ± 1°C com iluminação constante 

obtida por lâmpadas fluorescentes. O parâmetro avaliado foi comprimento de raiz 

principal. A avaliação do comprimento de raízes foi realizada pela análise com o programa 

IMAGE J (Rasband, 1997) de fotografias digitais com resolução de um mega pixel aos         

7 dias após a transferência dos afilhos para os tratamentos. Os dados obtidos foram 

transformados em relação à porcentagem dos dados obtidos na testemunha não tratada e 
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analisados pelo pacote estatístico “drc” do programa “R” (Ritz et al., 2006) pelo ajuste da 

equação logística de três parâmetros conforme descrito no item 3.1. 

 

3.2 Determinação das sequências do gene ALS em cultivares de arroz 

resistente aos herbicidas imidazolinonas 

O conhecimento exato da sequência nucleotídica do gene ALS das cultivares de 

arroz é necessário para desenvolvimento de marcadores moleculares específicos para cada 

uma destas cultivares. O material utilizado na extração do DNA foi aproximadamente    

150 mg de tecido foliar jovem das cultivares de arroz PUITÁ INTA CL, IRGA 422 CL, 

SATOR CL e IRGA 417. Imediatamente após a coleta, o material foi macerado em N2 

líquido. A extração de DNA foi realizada conforme o protocolo de Haberer et al. (1996). 

As amostras de DNA foram quantificadas com gel de agarose 1 %, utilizando marcadores 

de peso molecular de 100 pb (Invitrogen).  

O isolamento do gene ALS foi realizado a partir da obtenção de sequências 

nucleotídicas iniciadoras específicas para o mesmo em arroz e de sua utilização em reações 

de PCR. As sequências nucleotídicas iniciadoras foram desenhadas com base no 

alinhamento de sequências do gene ALS de arroz disponíveis no GenBank (AB049822 e 

AB049823 (Shimizu et al., 2000); AK109628 (NIAS, 2003) ; AK242817 (KNIAS, 2003); 

AY885675 e AY885674 (Rajguru et al., 2005); DQ516977, DQ516978, DQ516979, 

DQ516980 e DQ516981 (Shivrain et al., 2006); NM001059172 e NM001053466 

(Ohyanagi et al., 2006); e EF576591 (Kumari et al., 2007)). A escolha destas sequências 

foi feita com base no alinhamento de sequências do mesmo gene em arroz, fornecidas no 

programa computacional BLASTN 2.2.20 (Zhang et al., 2000). A grande homologia entre 

estas sequências, como por exemplo, a sequência AY885675 (Rajguru et al., 2005) é 86 % 

similar a DQ516978 (Shivrain et al., 2006), serviu de parâmetro de escolha para obtenção 

das sequências nucleotídicas iniciadoras que foram utilizadas para amplificação das regiões 
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do gene ALS nas cultivares de arroz. As sequências nucleotídicas iniciadoras foram 

obtidas com auxílio do programa PRIMO PRO 3.4 PCR PRIMER DESIGN, disponível na 

URL: http://www.changbioscience.com/primo/primo.html (Zhu, 2002). Este programa 

permite a obtenção de diferentes sequências nucleotídicas iniciadoras pela plotagem de 

uma sequência referência conhecida. Os critérios de seleção da melhor sequência 

nucleotídica iniciadora basearam-se na temperatura de pareamento de 55°C, sequências de 

no máximo 20 pb e na maior porcentagem das bases nitrogenadas guanina e citosina, ou 

seja, pelo maior conteúdo G/C (Wangkumhang et al., 2007). 

As sequências nucleotídicas iniciadoras escolhidas foram estabelecidas para 

amplificação de regiões de 44 a 1038 pb, compreendendo os domínios CAD, BE e a região 

entre estes, chamada de região F. A figura 3 mostra uma representação hipotética do gene 

em que são apresentados a direção de amplificação das sequências nucleotídicas 

iniciadoras utilizadas neste trabalho e os tamanhos dos fragmentos correspondentes as 

regiões CAD, BE e F do gene ALS. 

 

 

 

 

FIGURA 3. Esquema hipotético mostrando as regiões do gene ALS com 1935 pb e as 
principais sequências nucleotídicas iniciadoras que foram utilizados no 
presente trabalho para amplificação das regiões. 

 

Para amplificação da região CAD foi utilizado o par de sequências nucleotídicas 

iniciadoras denominado Ar6 (Ar6F-forward e Ar6R-reverse), amplificando um fragmento 

de aproximadamente 643 pb. Para obtenção da região BE foram testados três pares de 

sequências nucleotídicas iniciadoras denominadas: Ar1 (Ar1F-forward e Ar1R-reverse), 

Ar6F            Ar6R 
          643 pb 

Ar1F            Ar1R 
         441 pb 

AnaF1a                        AnaR2b 
                 1038 pb 

5’- - 3’ 
F 
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Ar2 (Ar2F-forward e Ar2R-reverse) e Ar5 (Ar5F-forward e Ar5R-reverse) resultando em 

fragmentos de, aproximadamente, 441, 581 e 365 pb respectivamente (Tabela 1).  

 

TABELA 1. Descrição das sequências nucleotídicas iniciadoras utilizadas na obtenção 
das sequências do gene ALS nas regiões que compreendem os domínios 
CAD e BE do gene 

 
Primer Sequência Tamanho (pb)1 TP (°C)2 Fragmento GC (%)3 Região 

Ar1F 5’-CATTCAGGAGTTGGCATTGA-3’ 20 55 441 pb 60 BE 

Ar1R 5’-TGGGTCATTCAGGTCAAACA-3’ 20 55  60 BE 

Ar2F 5’-AGGGGAGGCAATCATCGCTAC-3’ 21 56 581 pb 61 BE 

Ar2R 5’-CACAGTCCTGCCATCACCATC-3’ 21 56  60 BE 

Ar5F 5’-TCCGCATTGAGAACCTCCCTGTG-3’ 23 55 365 pb 59 BE 

Ar5R 5’-AGATTAATACACAGTCCTGCCATC-3’ 24 55  60 BE 

Ar6F 5’-CCAAGACCGGCCGTAAGAAC-3’ 20 64 643 pb 60 CAD 

Ar6R 5’-TGTCCTTGGGGATGTCGACC-3’ 20 64  59 CAD 

1pb – Pares de bases; 
2TP – Temperatura de pareamento; 
3GC – Porcentagem do conteúdo de guanina e citosina. 
 

Para amplificação da região F do gene foram testadas quatro sequências 

nucleotídicas iniciadoras que amplificam na direção forward denominadas AnaF1a, 

AnaF1b, AnaF2a e AnaF2b e mais  quatro sequências nucleotídicas iniciadoras que 

amplificam na direção reverse denominadas AnaR1a, AnaR1b, AnaR2a e AnaR2b    

(Tabela 2). O tamanho dos fragmentos obtidos variou de acordo com a combinação das 

sequências que foram utilizadas, variando de 44 a 1038 pb (Tabela 3). 

 

TABELA 2. Descrição das sequências nucleotídicas iniciadoras utilizadas na obtenção 
das sequências do gene ALS na região F do gene ALS 

 
Primer Sequência Tamanho (pb)1 TP(°C)2 GC(%)3 

AnaF1a 5’-CCCGCGTCATACAGGAAG-3’ 18 60 61 
AnaF1b 5’-CCTTCTTCCTCGCGTCCTC-3’ 19 62 63 

AnaF2a 5’-TTGATCCAGCAGAGATTGGA-3’ 20 59 45 

AnaF2b 5’-GGGTTTGATGATCGTGTGAC-3’ 20 60 50 

AnaR1a 5’-AGCAGAGCATTCAAGCCCTGT-3’ 21 64 55 

AnaR1b 5’-TGACACATGTGGTTGCTTG-3’ 19 59 45 

AnaR2a 5’-TGCACAACCATACCCAAATG-3’ 20 60 45 

AnaR2b 5’-AACCTATCCTCCCATTGCAC-3’ 20 59 50 
1pb – Pares de bases; 
2TP – Temperatura de pareamento; 
3GC – Porcentagem do conteúdo de guanina e citosina. 
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TABELA 3. Tamanho dos fragmentos em pares de bases (pb) gerados com as 
sequências nucleotídicas iniciadoras que amplificam a região F do gene 
ALS 

 
                  Reverse 

Forward      
AnaR1a AnaR1b AnaR2a AnaR2b 

AnaF1a 582  536  1023 1038 
AnaF1b 554 508  995  1010  

AnaF2a 90  44  531 546 

AnaF2b 160  114  601  616  

 

As reações de PCR foram adaptadas de Rajguru et al. (2005) e Whaley et al. (2007) 

e seguiram o seguinte protocolo: 50 ηg de DNA, 0,166 µM de cada sequência nucleotídica 

iniciadora (forward e reverse) (Integrated DNA Technologies - IDT), 0,166 mM 

deoxinucleotídeos trifosfatos (dNTPs) (Invitrogen), 0,2 U de Taq DNA polimerase 

(Invitrogen), 1x tampão (Invitrogen), 1,3 µL de DMSO 100% e 1,5 mM de cloreto de 

magnésio (Invitrogen), em um volume total de 30 µL por reação. As reações de PCR foram 

sujeitas a 3 minutos de desnaturação a 94°C, 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 

55°C, e 1,5 minutos a 72°C, e por fim 10 minutos a 72°C. Os produtos da reação de PCR 

foram separados em gel de agarose (2 %) corado com brometo de etídeo na proporção de 

0,02 µL ml-1, por 120 minutos a 110 V em tampão TBE 0,5X (40 mM Tris, 1mM EDTA, 

pH=8,0). Após, cada gel foi fotografado com auxílio do programa KODAK DIGITAL 

SCIENCE 1D. 

Os amplicons encaminhados para sequenciamento foram obtidos com a utilização 

das sequências nucleotídicas iniciadoras descritas acima (Tabelas 1 e 2). A exceção foram 

aqueles obtidos com a utilização de Ar2F e Ar2R pelo motivo de não apresentarem bandas 

únicas nos géis. Nestes, a banda correspondente ao tamanho esperado foi cortada do gel e 

purificada pelo uso do kit para purificação de DNA GFX (Amersham Biosciences). Como 

os demais amplicons obtidos corresponderam bandas únicas, estes foram purificados direto 

da solução de reação de PCR pelo uso do kit para purificação de DNA GFX (Amersham 

Biosciences).  
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O sequenciamento do DNA foi realizado através do equipamento ABI 3100 

Genetic Analyser (Applied Biosystems), no Laboratório de Biotecnologia Vegetal da 

UFRGS. As sequências obtidas foram editadas pelo programa BIOEDIT Versão 7.0.9, 

disponível na URL: http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html (Hall, 1997). Após, 

estas sequências foram alinhadas através do programa CLUSTAL W, disponível na URL: 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html (EBI, 2008). O alinhamento foi feito com 

as sequências conhecidas do gene ALS de Bromus tectorum (AF488771) (Park et al., 

2002), Arabidopsis thaliana (X51514) (Sathasivan et al., 1990) e do arroz cultivado 

(AB049822) (Shimizu et al., 2000). Finalmente, as sequências de cada cultivar de arroz 

cultivado foram agrupadas em um fragmento único de 1923, 1926, 1912 e 1842 pb para 

IRGA 417, PUITÁ INTA CL, IRGA 422 CL e SATOR CL, respectivamente. Estas 

sequências foram depositadas no GeneBank sob os códigos de acesso bankit1215813, 

bankit1215820, bankit1215821 e bankit1215823, para as cultivares PUITÁ INTA CL, 

IRGA 417, IRGA 422 CL e SATOR CL, respectivamente. 

 

3.3 Desenvolvimento de marcadores moleculares do tipo ‘single nucleotide 

amplified polymorphism’ (SNAP) 

Com base na confirmação da mutação e na obtenção da exata composição 

nucleotídica do gene ALS obtidas no trabalho anterior, foram desenvolvidas as sequências 

nucleotídicas iniciadoras específicas to tipo SNAP para cada cultivar de arroz pelo 

programa WEBSNAPER (http://pga.mgh.harvard.edu/cgi-bin/snap3/websnaper3.cgi) 

(Wangkumhang et al., 2007) de tal forma que a base nucleotídica do final 3’ fosse 

específica ao nucleotídeo que confere a resistência. Desta forma, o final 3’ da sequência 

iniciadora alelo específica pareia no alelo correspondente do indivíduo a ser testado e 

continua a elongação. Porém no indivíduo suscetível não haverá elongação da fita de DNA 

porque o mesmo não possui a base mutada presente no resistente (Figura 4). Visando 
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aumentar a especificidade destes marcadores, ou seja, aumentar a confiabilidade na 

amplificação, foi inserido um nucleotídeo adicional ‘mismatch’ nas segundas ou nas 

terceiras bases a partir do final 3’, como sugerido por Drenkard et al., (2000) e 

Wangkumhang et al. (2007) (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4. Esquema mostrando o princípio de funcionamento da utilização da 
metodologia SNAP. A) Sequência do indivíduo resistente (destacando o 
local da mutação) e suscetível mostrando a direção de amplificação com 
utilização da sequência nucleotídica iniciadora em questão;                       
B) Alinhamento das sequências, mostrando a base mutada (vermelho) e a 
base adicional mismatch (azul) no resistente, e o produto gerado pela 
reação de PCR com utilização do SNP422FW1 e C) Pareamento durante a 
reação e continuação da elongação na cultivar resistente e parada na 
elongação na suscetível. 
 

 

Para cada mutação encontrada nas cultivares foram desenhados dois marcadores 

SNAPs. Deste modo, para a mutação G654E, encontrada em IRGA 422 CL, foram 

RESISTENTE 
IRGA 422 CL 

SUSCETÍVEL 
IRGA 417 

A) 
                        Local mutação 
IRGA 422 CL 3’_ _ __________X__________ _ _5’ 
Primer               5’      3’ 
 
 
 
B) 
                           MISMATCH/MUTAÇÃO 
IRGA 422 CL 3’-GCTGCCTATGATCCCAAGTGAG-5’ 
SNP422FW1   3'-GCTGCCTATGATCCCAAGTCA-5' 
PRODUTO PCR 5’-CGACGGATACTAGGGTTCAGT-3’ 
 
 
C) 
IRGA 422 CL  3’_ _ _____ AGTGAG_____ _ _5’ 
                      5’-TCAGT-3’ 
 
 
 

A) 
                        NÃO HÁ mutação 
IRGA 417      3’_ _ ____________________ _ _5’ 
Primer               5’      3’ 
 
 
 
B) 
                            
IRGA 417    3’-GCTGCCTATGATCCCAAGTGGG-5’ 
SNP422FW1   3'-GCTGCCTATGATCCCAAGTCA-5' 
PRODUTO PCR 5’-CGACGGATACTAGGGTTCAGT-3’ 
 
 
C)                           X    
IRGA 417     3’_ _ _____ AGTGGG_____ _ _5’ 
                      5’-TCAGT-3’   XXXX 
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desenvolvidos os SNAPs denominados de SNP422FW1 e SNP422FW2. Para as mutações 

S653D e A122T, encontradas em SATOR CL e PUITÁ INTA CL respectivamente, foram 

desenvolvidos SNPSatFW1, SNPSatFW2, SNPPtaRev1 e SNPPtaRev2 (Figura 5). Na tabela 4 

encontra-se a descrição dos marcadores SNAPs utilizados. 

 

 

 

 

FIGURA 5. Esquema hipotético mostrando os polimorfismos gerados com a utilização 
dos marcadores SNAP, bem como a direção na amplificação durante a 
reação de PCR. 

 

As reações de amplificação e a visualização dos amplicons foram realizadas 

conforme descrito no item 3.2.1, exceto para o número de ciclos da PCR que foi reduzido 

para 30 ciclos, para evitar a ocorrência de falsos positivos. Amostras de DNA de todas as 

cultivares avaliadas foram amplificadas com os marcadores SNAPs, para distinguir 

cultivares. Foram realizadas cinco repetições para cada reação.  

 

 

 

 
 
 
 
 

TABELA 4. Descrição das sequências dos marcadores do tipo ‘single nucleotide 

polimorfism’ (SNAP) utilizadas no diagnóstico de indivíduos resistentes 
aos herbicidas imidazolinonas 
 

Mutação Nome do SNAP e sequência Modificação 
G654E SNP422FW1 5'-GCTGCCTATGATCCCAAGTCA-3' Segunda base a partir do final 3' (G/C) 
 SNP422FW2 5'-GCTGCCTATGATCCCAAGGGA-3' Terceira base a partir do final 3' (T/G) 

S653D SNPSatFW1 5'-ATGTGCTGCCTATGATCCCATA-3' Segunda base a partir do final 3' (A/T) 

 SNPSatFW2 5'-GTGCTGCCTATGATCCCGAA-3' Terceira base a partir do final 3' (A/G) 

A122T SNPPtaRev1 5'-CCTGGTGGATCTCCATGGACTT-3' Segunda base a partir do final 3' (G/T) 

 SNPPtaRev2 5'-CTGGTGGATCTCCATGGAGGT-3' Terceira base a partir do final 3' (C/G) 

Ar6F            Ar6R 
          643 pb 

Ar1F            Ar1R 
         441 pb 

AnaF1a                        AnaR2b 
                 1038 pb 

5’- - 3’ 

Ar6F            SNPPtaRev1 
            253 pb 

SNP422FW1          Ar1R   
                133 pb 

SNPSatFW1          Ar1R  
                137 pb 

F 
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3.3.1 Determinação do mecanismo de resistência em indivíduos de arroz 

vermelho resistentes aos herbicidas imidazolinonas através da 

utilização de marcadores SNAP 

Para identificação do mecanismo de resistência de indivíduos de arroz vermelho 

coletados como escapes ao controle dos herbicidas imazethapyr + imazapic em lavouras de 

arroz do estado do RS foram utilizados os marcadores moleculares SNAPs descritos 

anteriormente. O material vegetal deste estudo foi cedido pela Herbologia, do Instituto Rio 

Grandense do Arroz, e corresponde a 16 populações de arroz vermelho coletadas na safra 

2006/07 e a 22 populações coletadas na safra de 2007/08. A resistência aos herbicidas 

imazethapyr + imazapic nas populações de 2006/07 foram obtidas das descrições 

apresentadas por Menezes et al. (2008), enquanto que a confirmação da resistência nas 

populações de 2007/08 foi recentemente realizada e ainda não publicada                

(Menezes, Mariot e Oliveira, comunicação pessoal).  

O material vegetal da safra 2006/07 constituiu-se das seguintes populações, com 

respectivos locais de origem entre parênteses: 198BN (Cacequi), 172BN (Rosário), 38BN 

(Palmares), 182BN (Restinga Seca), 133BN (Caçapava do Sul), 53AN (Guaíba), 60BN 

(Cachoeira do Sul), 98 BN (Viamão), 144BN (São Francisco de Assis), 15BN (Alegrete), 

22AN (Palmares), 04BN (Rio Pardo), 223 BN (Santa Maria), 75BN (São Lourenço), 

109BN (São Pedro) e 31BN (Rio Grande). O material vegetal da safra 2007/08     

constituiu-se das seguintes populações com respectivos locais de origem entre parênteses: 

267BN (Rosário do Sul), 265BN (Rosário do Sul), 136BN (Agudo), 66BN (Alegrete), 

47MN (Caçapava do Sul), 48MN (São Martinho da Serra), 49MN (São Martinho da Serra), 

50MN (Santa Maria), 51MN (Santa Maria), 274MN (Uruguaiana), 207MA (Camaquã), 

201MA (Camaquã), 212MA (Dona Francisca), 208MA (Camaquã), 206MA (Camaquã), 

32AN (Restinga Seca), 235AN (São Gabriel), 90AN (Cachoeira do Sul), 124AN (Novos 

Cabrais), 25AN (Restinga Seca), 135AN (Dona Francisca) e 66AN (Alegrete). Ambos 
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grupos de populações foram classificados em um experimento baseado na análise visual da 

fitointoxicação resultante da aplicação dos herbicidas imazethapyr + imazapic nas doses de 

75 + 25 e 150 + 50 g i.a. ha-1, respectivamente, e em comparação com as cultivares IRGA 

422 CL, PUITÁ INTA CL e IRGA 417. Esta classificação originou as denominações dos 

níveis de resistência: baixo nível (BN), médio nível (MN), médio-alto nível (MA) e alto 

nível de resistência (AN). 

A confirmação fenotípica da resistência do material da safra 2006/07 foi realizada 

em experimento conduzido em casa-de-vegetação localizada nas dependências do 

Departamento de Plantas de Lavoura, da Faculdade de Agronomia da UFRGS, em Porto 

Alegre-RS. As condições experimentais foram as mesmas descritas no item 3.1. Foram 

semeadas 20 sementes da cada população, e posterior a germinação foram mantidas apenas 

15 plantas por população. No momento em que as plantas estavam com três a quatro folhas 

expandidas, foi realizada a aspersão dos herbicidas imazethapyr + imazapic. Por ocasião da 

aplicação, a umidade relativa do ar era de 89 % e a temperatura de 21°C. Para aplicação 

utilizou-se um pulverizador costal manual a CO2, com pressão de 35 lb pol-2, bicos    

110.02 AD, simulando uma vazão de 200 L.ha-1. A análise da resistência deu-se aos 28 

dias após a aplicação (DAA) dos herbicidas, em que se avaliou os níveis de injúria visuais 

causados nas plantas, sendo estas classificadas como: baixo nível de resistência (BN) 

quando apresentavam mais de 50 % de folhas cloróticas e paralisação total do crescimento, 

médio nível de resistência (MN) quando apresentavam de 5-20 % de folhas cloróticas e 

redução parcial no crescimento e alto nível de resistência (AN) quando apresentavam até   

5 % de folhas cloróticas e nenhuma paralisação de crescimento. Anteriormente à aplicação 

dos herbicidas, foram feitas coletas de material vegetal dos biótipos da safra 2006/07 para 

extração de DNA. A planta cujo material vegetal foi coletado foi identificada para 

posterior análise fenotípica da resistência. De cada população foram coletadas amostras de 



 

 

41 

15 plantas. Porém algumas das amostras foram perdidas durante os procedimentos de 

extração de DNA. A extração de DNA seguiu o descrito no item 3.2.1.  

Os indivíduos de arroz vermelho resistentes provenientes da safra 2007/08 foram 

previamente classificados em diferentes níveis de resistência em experimento realizado 

pela Herbologia do IRGA. Assim, a coleta desse material foi realizada diretamente das 

plantas já selecionadas com o herbicida. A coleta do material vegetal e os procedimentos 

de extração de DNA ocorreram de forma semelhante ao anteriormente descrito. Porém, 

nesta safra ocorreram variações dentro das populações em relação ao número de plantas 

coletadas para extração de DNA. Assim sendo, os marcadores SNAPs foram utilizados em 

208 plantas referentes à safra de 2006/07 e em 273 plantas da safra 2007/08, totalizando 

481 plantas. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O diagnóstico da resistência aos herbicidas é o ponto inicial para tomada de decisão 

em lavouras com infestação de daninhas. A presença de plantas daninhas sobreviventes à 

aplicação de herbicidas pode se dever tanto a problemas relacionados a este, às condições 

fisiológicas das plantas daninhas ou à presença de resistência a herbicidas nestes 

indivíduos. O diagnóstico precoce da razão do escape permite que sejam tomadas medidas 

para contenção do problema ainda na mesma estação de crescimento ou no planejamento 

de medidas de controle para a próxima estação.  

Desta forma, buscaram-se estabelecer uma metodologia para diagnose da 

resistência aos inibidores da ALS em três fases do ciclo de desenvolvimento do arroz. 

Apesar dos bioensaios serem previstos para utilização com arroz vermelho, as avaliações 

foram realizadas em cultivares de arroz devido ao conhecimento prévio das suas 

resistências destas e, assim, consideram-se estas cultivares como padrões suscetíveis e 

resistentes. Por tratar-se da mesma espécie, Oryza sativa, os resultados poderão ser 

aplicados para diagnóstico em sementes ou plantas de arroz vermelho com suspeita de 

ocorrência de resistência a herbicidas inibidores da ALS. 

 

4.1 Métodos de diagnóstico da resistência aos herbicidas em arroz 

A identificação da resistência a herbicidas em sementes torna mais rápida a tomada 

de decisão em lavouras com suspeita de infestação com arroz vermelho resistente. Visando 

estabelecer método para avaliação precoce da resistência foram determinadas curvas dose-
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resposta nas cultivares de arroz IRGA 422 CL (R) e IRGA 417 (S), pelo bioensaio de 

embebição de sementes utilizando como variáveis resposta o comprimento do coleóptilo e 

a porcentagem de germinação de sementes. Neste experimento, o uso da variável 

comprimento do coleóptilo expresso como porcentagem da testemunha não tratada, foi 

adequado na expressão da resistência ao herbicida (Figura 6), enquanto a avaliação de 

porcentagem de germinação não foi adequada para esta determinação nas condições 

experimentais citadas no item 3.1.1 (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 6. Curvas dose-resposta com relação ao comprimento do coleóptilo, 

expresso como porcentagem da testemunha não tratada, da cultivar de 
arroz irrigado resistente IRGA 422 CL e da cultivar suscetível         
IRGA 417, submetidas à embebição de sementes em solução contendo 
os herbicidas imazethapyr + imazapic. 
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FIGURA 7. Curvas dose-resposta com relação à germinação de sementes, da cultivar 

de arroz irrigado resistente IRGA 422 CL e da cultivar suscetível   
IRGA 417, submetidas à embebição de sementes em solução contendo 
os herbicidas imazethapyr + imazapic. 

 

Ocorreu diferença entre a cultivar resistente (R) e a cultivar suscetível (S) em 

relação ao comprimento do coleóptilo (Tabela 5). Aos 7 dias após a embebição, as 

concentrações dos herbicidas, necessária para reduzir o comprimento do coleóptilo em    

50 % (GR50) para as cultivares R e S, foram de 0,03 e 0,001 mM, respectivamente. Dessa 

forma a cultivar IRGA 422 CL foi 31 vezes mais resistente que IRGA 417 (Tabela 5). 

Burke et al. (2006), avaliando o comprimento de coleóptilo de biótipos R e S de     

Sorghum halepense, encontraram fatores de resistência de 18 e 35 para os herbicidas 

clethodim e fluazifop, respectivamente, mostrando que o parâmetro comprimento de 

coleóptilo também foi adequado na discriminação entre biótipos R e S.  
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TABELA 5. Parâmetros da equação logística e fator de resistência (FR) com relação ao 
comprimento do coleóptilo, expresso como porcentagem da testemunha 
não tratada, da cultivar de arroz irrigado resistente IRGA 422 CL e da 
cultivar suscetível IRGA 417, submetidas à embebição de sementes em 
solução contendo os herbicidas imazethapyr + imazapic 

 
Cultivares Declividade (b) Limite inferior (c) Limite superior (d) GR50 FR ± Desvio erro 

IRGA 417 0,73** 11,71** 104,63** 0,001** 31,08 ± 12,87* 
IRGA 422 CL 0,45** 0,57ns 99,89** 0,03*  

** P < 0,01; * P < 0,05; nsNão significativo. 

 

Já a variável porcentagem de germinação de sementes não discriminou os materiais 

utilizados neste experimento. Porém, em estudo realizado por Kuk et al. (2003) o biótipo R 

da planta daninha Monochoria vaginalis foi 230 vezes mais resistente que o biótipo S ao 

herbicida imazosulfuron, utilizando porcentagem de germinação como variável resposta. 

As diferenças relacionadas à quantidade e ao tipo de reservas protéicas e o início da 

necessidade de síntese de aminoácidos podem estar relacionadas a estes efeitos na 

germinação de sementes. 

Quando avaliadas todas as quatro cultivares, o comprimento da raiz, expresso em 

relação à porcentagem da testemunha não tratada, também foi uma variável apropriada à 

identificação da suscetibilidade aos herbicidas (Figura 8), pois a curva que representa a 

cultivar IRGA 417 mostra a suscetibilidade deste material em relação às outras cultivares 

que são resistentes aos herbicidas (Tabela 6). 

 

TABELA 6. Parâmetros b1, d2 e GR503 da equação logística de três parâmetros e fator 
de resistência (FR) das cultivares de arroz, no bioensaio de sementes 
referente ao comprimento de raiz  

 
GR50    Fator de Resistência Cultivares b 

Concentração (mM) IC4 95%   FR5 IC4 95% 
IRGA 417 0,30 0,10 (0,09 - 0,11)     
IRGA 422 CL 0,35 0,29 (0,26 - 0,32)   2,91 (2,07 - 3,75) 
PUITÁ INTA CL 0,37 0,86 (0,78 - 0,94)   8,67 (6,16 - 11,18) 
SATOR CL 0,38 1,75 (1,58 - 1,92)   17,67 (12,54 - 22,80) 
1
b Declividade da curva; 

2d (Limite superior) = 98,1 para todas as cultivares; 
3GR50 Dose dos herbicidas imazethapyr + imazapic que causa 50 % de redução no crescimento de raiz; 
4IC Intervalo de confiança a 95% de probabilidade; 
5Fator de resistência = GR50 da cultivar resistente/GR50 de IRGA 417. 
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FIGURA 8. Curvas dose-resposta do comprimento da raiz expressos em relação à 
porcentagem da testemunha não tratada, de cultivares de arroz irrigado 
submetidos à embebição de sementes em solução contendo os herbicidas 
imazethapyr + imazapic. 

 

Pelo ajuste da equação logística de três parâmetros, com o limite superior comum 

às três curvas, foi possível diagnosticar diferença estatística significativa em relação ao 

parâmetro e, também conhecido como GR50, ou seja, a dose em que é produzida metade 

da resposta entre os limites inferior e superior da curva. O fator de resistência (FR) obtido 

pela relação entre as GR50 das cultivares R e S, mostrou que as cultivares IRGA 422 CL, 

SATOR CL e PUITÁ INTA CL são 3, 18 e 9 vezes mais resistentes que IRGA 417   

(Tabela 6). Comparando as cultivares resistentes SATOR CL e PUITÁ INTA CL foram 

significativamente 6 e 3 vezes mais resistentes que IRGA 422 CL (Tabela 7). A diferente 

localização das mutações no gene ALS destas cultivares responsáveis pela resistência a 

herbicidas (item 3.3 deste trabalho) pode ter causado diferentes níveis de resistência, 

devido às mudanças da conformação da enzima ALS e à importância específica do 

aminoácido mutado em relação à ligação de cofatores (McCourt et al., 2006). 
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TABELA 7. Fatores de resistência (FR) estimados das cultivares de arroz irrigado 
resistentes aos herbicidas imazethapyr + imazapic no bioensaio de 
sementes 

 
Relação do GR501 FR ± Desvio Erro Valor t2 P3 

GR50 IRGA 422 CL/SATOR CL 0,17 ± 0,06** -14,84 1,67.10-14 
GR50 IRGA 422 CL/PUITÁ INTA CL 0,34 ± 0,12** -5,68 4,98.10-6 

GR50 SATOR CL/IRGA 422 CL 6,04 ± 2,05* 2,45 0,02 

GR50 SATOR CL/PUITÁ INTA CL 2,04 ± 0,89ns 1,16 0,26 

GR50 PUITÁ INTA CL/IRGA 422 CL 2,97 ± 1,02* 1,91 0,04 

GR50 PUITÁ INTA CL/SATOR CL 0,49 ± 0,22* -2,35 0,03 
1Relação do GR50 (dose dos herbicidas imazethapyr + imazapic que causa 50 % de redução no crescimento de 
raiz) das cultivares resistentes; 
2Valor da estatística t de student; 
3P-Valores de probabilidade a 5 % e a 1 %; 
**P < 0,01;  
*P < 0,05; 
nsNão significativo. 

 

O bioensaio de embebição de sementes visando à discriminação entre biótipos R e 

S também foi realizado por Kim et al. (2000), onde biótipos R de Echinochloa colona 

foram diferenciados de biótipos S através de curvas dose-resposta usando a variável 

comprimento de raízes. Em sementes de Setaria viridis embebidas em diversas doses de 

trifluralina pode-se diagnosticar a resistência em apenas 5 dias após a embebição nos 

tratamentos (Beckie et al., 1990). No presente trabalho, apenas 7 dias foram suficientes 

para discriminar cultivares de arroz resistentes e suscetíveis mostrando, desta forma, que o 

método do diagnóstico da resistência pela embebição de sementes economiza tempo e 

espaço. Esse tipo de teste também foi realizado para detectar resistência aos herbicidas 

inibidores das enzimas ACCase, ALS e EPSPs (Beckie et al., 2000; Tal et al., 2000; 

Escorial et al., 2001; Perez & Kogan, 2003). Os resultados apresentados no presente 

trabalho corroboram outros resultados encontrados em ensaios de embebição de sementes, 

no que se refere ao sucesso na discriminação entre R de S (Burke et al., 2006;                 

Kuk et al., 2003; Kim et al., 2000). Ainda, estes resultados mostram que o método da 

embebição de sementes é rápido e não trabalhoso para detecção de plantas tolerantes a 

herbicidas inibidores da ALS em arroz.  
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O método de embebição de sementes pode ser utilizado em estudos de hibridização 

de arroz, tendo como característica de análise o fluxo gênico do gene de resistência a 

herbicidas ALS entre cultivares de arroz cultivado resistentes e a planta daninha arroz 

vermelho. Neste caso, os dados deste trabalho indicam que as melhores doses de 

discriminação estão entre 0,001 e 0,1 mM para os comprimentos de raiz ou de coleóptilo. 

Ainda, a melhor utilização destes bioensaios para identificação de indivíduos de arroz 

vermelho resistente através de estudos desta natureza pode ser realizada utilizando a 

cultivar IRGA 422 CL e IRGA 417 como padrão conhecido de resistência e 

suscetibilidade, respectivamente.  

A segunda fase de desenvolvimento das plantas para o qual foram desenvolvidos 

bioensaios foi o estádio de plântula. Neste estádio é em geral, quando ocorre maior 

necessidade de diagnóstico da resistência em tempo real, pois representa o estádio de 

aplicação dos herbicidas em lavouras comerciais de arroz. No estádio de plântula, a análise 

do comprimento de raiz em relação à porcentagem da testemunha não tratada, mostrou-se 

variável adequada na determinação da resistência (Figura 9). A diferença na redução no 

crescimento de raiz da cultivar suscetível IRGA 417 já pode ser observada a partir da dose 

0,0002 M. Na dose de 2,0 M (Figura 9), apenas a cultivar SATOR CL apresentou raízes 

com comprimento aproximado maior de 10 % em relação à respectiva testemunha não 

tratada. Destaca-se que as cultivares IRGA 422 CL e PUITÁ INTA CL não tiveram curvas 

dose-resposta distintas entre si. 

Baseado na análise estatística foi possível identificar a sobreposição dos intervalos 

de confiança (IC 95 %) do parâmetro GR50 das cultivares IRGA 422 CL e                

PUITÁ INTA CL, logo estas são semelhantes entre si em relação ao GR50. Porém, são 

consideradas resistentes porque o IC 95 % não coincidiu com o intervalo da cultivar 

suscetível IRGA 417 (Tabela 8). Assim, a dose de 0,004 M reduziu o comprimento de raiz 

da cultivar suscetível IRGA 417 em 50 %, enquanto que as doses 0,01; 0,02 e 0,04 M 
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reduziram pela metade o comprimento das raízes de IRGA 422 CL, PUITÁ INTA CL e 

SATOR CL, respectivamente (Tabela 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 9. Curvas dose-resposta do comprimento da raiz expressos em relação à 

porcentagem da testemunha não tratada, de plântulas de cultivares de arroz 
irrigado, submetidas à solução contendo os herbicidas                
imazethapyr + imazapic. 

 

TABELA 8. Parâmetros b1, d2 e GR503 da equação logística de três parâmetros e fator 
de resistência (FR) das cultivares de arroz, no bioensaio de plântulas 
referente ao comprimento de raiz 

 
GR50    Fator de Resistência Cultivares b 

Concentração (M) IC4 95%   FR5 IC4 95% 
IRGA 417 0,44 0,0038 (0,003 - 0,004)     
IRGA 422 CL 0,68 0,0147 (0,013 - 0,016)   3,86 (2,71 - 5,01) 
PUITÁ INTA CL 0,69 0,0154 (0,014 - 0,017)   4,05 (2,82 - 5,28) 
SATOR CL 0,56 0,0432 (0,039 - 0,046)   11,31 (7,88- 14,74) 
1
b Declividade da curva; 

2d (Limite superior) = 99,9 para todas as cultivares; 
3GR50 Dose dos herbicidas imazethapyr + imazapic que causa 50 % de redução no crescimento de raiz; 
4IC Intervalo de confiança a 95% de probabilidade; 
5Fator de resistência = GR50 da cultivar resistente/GR50 de IRGA 417. 
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Em relação ao fator de resistência, as cultivares IRGA 422 CL, PUITA INTÁ CL e 

SATOR CL foram 4, 4 e 11 vezes mais resistentes que IRGA 417. A cultivar resistente 

SATOR CL foi significativamente três vezes mais resistente que as demais cultivares 

resistentes (Tabela 9). 

 

TABELA 9. Fatores de resistência (FR) estimados das cultivares de arroz irrigado 
resistentes aos herbicidas imazethapyr + imazapic no bioensaio de 
plântulas 

 
Relação R:S1 FR ± Desvio Erro Valor t2 P3 

GR50 IRGA 422 CL/SATOR CL 0,34 ± 0,09** -6,95 1,26.10-6 
GR50 IRGA 422 CL/PUITÁ INTA CL 0,96 ± 0,24ns -0,18 0,86 

GR50 SATOR CL/IRGA 422 CL 2,92 ± 0,80* 2,38 0,03 

GR50 SATOR CL/PUITÁ INTA CL 2,80 ± 0,98* 1,83 0,05 

GR50 PUITÁ INTA CL/IRGA 422 CL 1,04 ± 0,26ns 0,17 0,87 

GR50 PUITÁ INTA CL/SATOR CL 0,36 ± 0,13** -5,11 0,0001 
1Relação do GR50 (dose dos herbicidas imazethapyr + imazapic que causa 50 % de redução no crescimento de 
raiz) das cultivares resistentes; 
2Valor da estatística t de student; 
3P-Valores de probabilidade a 5 % e a 1 %; 
**P < 0,01;  
*P < 0,05; 
nsNão significativo. 

 

O bioensaio de plântulas, do mesmo modo que o bioensaio de sementes oferece 

grande potencial de uso na diferenciação entre biótipos de arroz cultivado resistentes e 

suscetíveis a herbicidas pertencentes ao grupo químico das imidazolinonas, sendo desta 

forma uma ferramenta fenotípica de diagnóstico mais disponível ao produtor. Portanto, o 

diagnóstico da resistência pode ocorrer com a coleta destas plântulas sob suspeita e 

realização da exposição das mesmas aos herbicidas imazethapyr + imazapic na 

concentração de 0,004 M, conforme metodologia descrita para este bioensaio. Este método 

mostrou-se conveniente pela rapidez, facilidade de execução, baixo custo, e ao fato dos 

resultados apresentarem boa precisão em relação à discriminação da resistência.  

No presente estudo, a determinação dos resultados ocorreu após sete dias da 

implementação dos tratamentos. Bioensaios de diagnóstico da resistência aos herbicidas 

com plântulas foram também realizado por Portes (2005) com as espécies Eleusine indica, 
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para resistência aos inibidores de ACCase e Bidens pilosa e Euphorbia heterophylla, para 

resistência aos inibidores de ALS, e o período de quatro dias foi suficiente para identificar 

sintomas em plantas suscetíveis aos inibidores de ALS e ACCase. Variações no tamanho 

das plântulas e nas condições experimentais podem estar relacionadas às diferenças na 

duração destes períodos. 

A terceira fase na qual se buscou determinar métodos de diagnose da resistência foi 

o período de afilhamento. O comprimento de raízes em relação à porcentagem da 

testemunha não tratada também se mostrou variável adequada na determinação da 

resistência nos estádios de V9 a V11 de acordo com a escala de Counce et al. (2000) 

(Figura 10). Neste caso, já na menor dose do herbicida 0,00002 M foi possível observar 

diferença em relação à redução no crescimento de raiz da cultivar suscetível IRGA 417. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 10. Curvas dose-resposta do comprimento da raiz, expresso em relação à 
porcentagem da testemunha não tratada, de afilhos de cultivares de arroz, 
submetidos a tratamento com solução contendo os herbicidas 
imazethapyr + imazapic. 
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As concentrações que reduziram 50 % o comprimento de raízes das cultivares               

IRGA 422 CL, SATOR CL, PUITÁ INTA CL e IRGA 417 foram: 0,02; 0,02; 0,08 e  

0,003 M, respectivamente (Tabela 10). O IC (95 %) do GR50 da cultivar suscetível     

IRGA 417 não se sobrepôs ao IC (95 %) das cultivares resistentes, mostrando desta forma 

a significância na discriminação da resistência (Tabela 10). No bioensaio de afilhos as 

cultivares IRGA 422 CL, SATOR CL e PUITA INTÁ CL foram respectivamente 8, 6 e 28 

vezes mais resistentes que a cultivar IRGA 417 (Tabela 10).  

 

TABELA 10. Parâmetros b1, d2 e GR503 da equação logística de três parâmetros e fator 
de resistência (FR) das cultivares de arroz, no bioensaio de afilhos 
referente ao comprimento de raiz 

 
GR50    Fator de Resistência Cultivares b 

Concentração (M) IC4 95%   FR5 IC4 95% 
IRGA 417 0,34 0,0026 (0,0023 - 0,0029)     
IRGA 422 CL 0,56 0,021 (0,019 - 0,023)   8,15 (1,4 - 14,9) 
PUITÁ INTA CL 0,67 0,075 (0,067 - 0,082)   28,16 (4,9 - 51,3) 
SATOR CL 0,67 0,016 (0,014 - 0,017)   6,22 (1,1- 11,4) 
1
b Declividade da curva; 

2d (Limite superior) = 95,9 para todas as cultivares; 
3GR50 Dose dos herbicidas imazethapyr + imazapic que causa 50 % de redução no crescimento de raiz; 
4IC Intervalo de confiança a 95% de probabilidade; 
5Fator de resistência = GR50 da cultivar resistente/GR50 de IRGA 417. 
 

TABELA 11. Fatores de resistência (FR) estimados das cultivares de arroz irrigado 
resistentes aos herbicidas imazethapyr + imazapic no bioensaio de afilhos 

 
Relação R:S1 FR ± Desvio Erro Valor t2 P3 

GR50 IRGA 422 CL/SATOR CL 1,31 ± 0,37ns 0,83 0,42 
GR50 IRGA 422 CL/PUITÁ INTA CL 0,29 ± 0,08** -8,39 8,07.10-8 

GR50 SATOR CL/IRGA 422 CL 0,76 ± 0,21ns -1,09 0,29 

GR50 SATOR CL/PUITÁ INTA CL 0,22 ± 0,08** -9,17 2,09.10-8 

GR50 PUITÁ INTA CL/IRGA 422 CL 3,45 ± 1,01* 2,43 0,03 

GR50 PUITÁ INTA CL/SATOR CL 4,52 ± 1,73* 2,02 0,05 
1Relação do GR50 (dose dos herbicidas imazethapyr + imazapic que causa 50 % de redução no crescimento de 
raiz) das cultivares resistentes; 
2Valor da estatística t de student; 
3P-Valores de probabilidade a 5 % e a 1 %; 
**P < 0,01;  
*P < 0,05; 
nsNão significativo. 
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Dentre as cultivares resistentes, a PUITÁ INTA CL foi a mais resistente sendo três 

e quatro vezes significativamente mais resistente que a IRGA 422 CL e a SATOR CL, 

respectivamente (Tabela 11).  

A análise fenotípica da resistência realizada pelo bioensaio de afilhos no presente 

trabalho, nos estádios do ciclo de desenvolvimento do arroz entre V9 a V11            

(Counce et al., 2000), da mesma forma que os demais bioensaios que foram apresentados e 

discutidos anteriormente, mostrou-se um parâmetro adequado para a discriminação de 

plantas do gênero Oryza resistentes e suscetíveis aos herbicidas imidazolinonas. Em um 

bioensaio em que foi removido 1 cm de raiz de diferentes espécies de plantas daninhas, 

Hamamura et al. (2003) diagnosticaram a resistência de Lindernia dubia,          

Monochoria vaginalis e Scirpus juncoides aos herbicidas do grupo das sulfoniluréias. 

Os resultados diferem nos bioensaios realizados nas diferentes etapas de avaliação 

em relação ao nível de resistência das cultivares de arroz resistentes aos herbicidas 

imidazolinonas. Assim, a cultivar SATOR CL foi a mais resistente nos bioensaios de 

sementes e plântula, enquanto que no bioensaio de afilhos a cultivar PUITÁ INTA CL foi a 

mais resistente. Este comportamento pode-se dever a diferenças entre cultivares, havendo 

requerimentos diferenciados nas diferentes fases de desenvolvimento. O que é de consenso 

em todos os bioensaios é a menor resistência da cultivar IRGA 422 CL em relação às 

cultivares SATOR CL e PUITÁ INTA CL e a suscetibilidade da cultivar IRGA 417 em 

relação às resistentes. Esta variação dos níveis de resistência entre estas cultivares também 

é observada em condições de campo em lavouras de arroz. Portanto, os métodos 

apresentados são discriminatórios no diagnóstico da resistência e podem ser ferramentas 

úteis no que diz respeito à determinação da resistência em populações de arroz vermelho 

coletadas em lavouras orizícolas gaúchas como escapes ao controle dos herbicidas 

imazethapyr + imazapic. 
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4.2 Determinação das sequências do gene ALS em cultivares de arroz 

resistentes aos herbicidas imidazolinonas 

O gene ALS de arroz contém aproximadamente 1935pb (Sales et al., 2008) e é 

composto por seis regiões conservadas, designadas como domínios no gene, sendo 

denominadas CAD na primeira porção do gene, BE na segunda porção do gene e domínio 

F entre as regiões CAD e BE (Whaley et al., 2007; Merotto Jr. et al., 2009). Nestes 

domínios foram descritas na literatura as mutações que causam resistência a herbicidas 

inibidores da ALS. Desta forma, visando comprovar as mutações em IRGA 422 CL, 

SATOR CL e PUITÁ INTA CL e obter as sequências nucleotídicas que circundam as 

mutações causadoras da resistência, foram determinadas sequências nucleotídicas 

iniciadoras (Tabelas 1 e 2) que amplificassem a região que compreende os domínios CAD, 

BE e F. Na figura 3 pôde ser visualizado o esquema dos amplicons gerados pelas 

sequências nucleotídicas iniciadoras desenhadas para amplificação do gene ALS nas 

cultivares de arroz em análise. Para amplificação da região CAD foram utilizadas as 

sequências nucleotídicas iniciadoras denominadas Ar6F e Ar6R, que amplificaram um 

fragmento único equivalente a 643 pb em todas as cultivares (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 11. Amplificação do fragmento equivalente a 643pb para identificação da 

região CAD do gene ALS com as sequências iniciadoras Ar6F e Ar6R 
em cultivares de arroz. Colunas 1, marcador de peso molecular de 100pb;     
2, PUITÁ INTA CL; 3, IRGA 422 CL e 4, IRGA 417 e 5, SATOR CL. 
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Para identificação da região BE foram desenhadas as seguintes sequências 

nucleotídicas iniciadoras: Ar1F e Ar1R; Ar2F e Ar2R; e Ar5F e Ar5R, com fragmentos 

esperados de aproximadamente 441, 581 e 365 pb, respectivamente (Tabela 1). Apenas a 

combinação das sequências iniciadoras Ar2F e Ar2R produziu mais de um fragmento, as 

demais amplificaram fragmento único (Figura 12).  

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 12. Amplificação dos fragmentos equivalente a 441, 581 e 365 pb para 
identificação da região BE do gene ALS de cultivares de arroz.     
Colunas 1, marcador de peso molecular de 100pb; 2, sequências 
iniciadoras Ar1F e Ar1R; 3, sequências iniciadoras Ar2F e Ar2R e         
4, sequências iniciadoras Ar5F e Ar5R. 

 

Recentemente, Whaley et al. (2007) descreveram uma nova mutação que confere 

resistência em Amaranthus hybridus a quatro grupos de herbicidas inibidores de ALS (SU, 

IMI, PTB e TP), sendo o fenótipo confirmado em arabidopsis, que mostrou ser resistente a 

cinco grupos. Esta nova mutação é uma troca do aminoácido D376E e encontra-se na região 

F. Este local foi obtido pela utilização das sequências nucleotídicas iniciadoras descritas na 

tabela 2. Cada combinação testada produziu fragmento único com tamanhos de 1038, 536 

e 616 pb, respectivamente para as sequências nucleotídicas iniciadoras AnaF1a e AnaR2b, 

AnaF1a e AnaR1b, e AnaF2b e AnaR2b (Figura 13). 

As sequências nucleotídicas iniciadoras desenhadas foram eficientes na 

amplificação das sequências nucleotídicas correspondentes às regiões CAD (Figura 11), 

  1       2       3      4       2        3    4       2        3     4       2       3      4 
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BE (Figura 12) e F (Figura 13) do gene ALS. Com obtenção de fragmentos únicos, foi 

possível a purificação do DNA direto da solução de reação de PCR. Os fragmentos obtidos 

foram sequenciados para determinação da correspondente sequência nucleotídica do gene 

ALS para as cultivares de arroz cultivado IRGA 422 CL, PUITÁ INTA CL, SATOR CL e 

IRGA 417. 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 13. Amplificação dos fragmentos equivalente a 1038, 536 e 616 pb para 
identificação da região F do gene ALS de quatro cultivares de arroz.  
Colunas 1, marcador de peso molecular de 100pb; 2, sequências 
iniciadoras AnaF1a e AnaR2b; 3, sequências iniciadoras AnaF1a e 
AnaR1b e 4, sequências iniciadoras AnaF2b e AnaR2b. 

 

Para comprovar se as sequências nucleotídicas obtidas das regiões CAD, BE e F se 

tratavam mesmo do gene ALS foi feito o alinhamento destas sequências da cultivar    

IRGA 417 com sequência nucleotídica conhecida do gene ALS das espécies Oryza sativa 

(GeneBank AB049822) (Shimizu et al., 2000) (Figura 14), Arabidopsis thaliana 

(GeneBank X51514) (Sathasivan et al., 1990) (Figura 15) e Bromus tectorum     

(GeneBank AF488771) (Park et al., 2002) (Figura 16), mostrando 82, 77 e 53 % de 

homologia entre estas sequências, respectivamente. Desta forma, os resultados obtidos 

fornecem forte evidência de que se trata da sequência nucleotídica do gene ALS. No 

alinhamento com a sequência de arroz (AB049822) são mostrados os domínios do gene e 

os locais onde se encontram as mutações nas cultivares resistentes (Figura 14). 

PUITÁ  SATOR  IRGA 422 IRGA 417 

500 pb 
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IRGA 417        ------------------------------------------------------------ 
AB049822        CCGCGGCCGCGGCCGCCGCCCTGTCCGCCGCCGCGACGGCCAAGACCGGCCGTAAGAACC 120 
 
IRGA 417        CCCGGCGAC-CCACGTCTTTCCCGCTCGAGGCCGGGTGGGGGCGGCGGCGGTCAGGTGCT 59 
AB049822        ACCAGCGACACCACGTCCTTCCCGCTCGAGGCCGGGTGGGGGCGGCGGCGGTCAGGTGCT 180 
** ***** ******* ****************************************** 
 
IRGA 417        CGGCGGTGTCCCCGGTCACCCCGCCGTCCCCGGCGCCGCCGGCCACGCCGCTCCGGCCGT 119 
AB049822        CGGCGGTGTCCCCGGTCACCCCGCCGTCCCCGGCGCCGCCGGCCACGCCGCTCCGGCCGT 240 
************************************************************ 
 
IRGA 417        GGGGGCCGGCCGAGCCCCGCAAGGGCGCGGACATCCTCGTGGAGGCGCTGGAGCGGTGCG 179 
AB049822        GGGGGCCGGCCGAGCCCCGCAAGGGCGCGGACATCCTCGTGGAGGCGCTGGAGCGGTGCG 300 
************************************************************ 
                            DOMINIO C           AAAA122122122122 
IRGA 417        GCGTCAGCGACGTGTTCGCCTACCCGGGCGGCGCGTCCATGGAGATCCACCAGGCGCTGA 239 
AB049822        GCGTCAGCGACGTGTTCGCCTACCCGGGCGGCGCGTCCATGGAGATCCACCAGGCGCTGA 360 
************************************************************ 
 
IRGA 417        CGCGCTCCCCGGTCATCACCAACCACCTCTTCCGCCACGAGCAGGGCGAGGCGTTCGCGG 299 
AB049822        CGCGCTCCCCGGTCATCACCAACCACCTCTTCCGCCACGAGCAGGGCGAGGCGTTCGCGG 420 
************************************************************ 
 
IRGA 417        CGTCCGGGTACGCGCGCGCGTCCGGCCGCGTCGGGGTCTGCGTCGCCACCTCCGGCCCCG 359 
AB049822        CGTCCGGGTACGCGCGCGCGTCCGGCCGCGTCGGGGTCTGCGTCGCCACCTCCGGCCCCG 480 
************************************************************ 
 
IRGA 417        GGGCAACCAACCTCGTGTCCGCGCTCGCCGACGCGCTGCTCGACTCCGTCCCGATGGTCG 419 
AB049822        GGGCAACCAACCTCGTGTCCGCGCTCGCCGACGCGCTGCTCGACTCCGTCCCGATGGTCG 540 
************************************************************ 
                DOMINIO A         PPPP197197197197                     A                     A                     A                     A205205205205            DOMINIO D 
IRGA 417        CCATCACGGGCCAGGTCCCCCGCCGCATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCCA 479 
AB049822        CCATCACGGGCCAGGTCCCCCGCCGCATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCCA 600 
************************************************************ 
 
IRGA 417        TAGTCGAGGTCACCCGCTCCATCACCAAGCACAATTACCTTGTCCTTGATGTGGAGGACA 539 
AB049822        TAGTCGAGGTCACCCGCTCCATCACCAAGCACAATTACCTTGTCCTTGATGTGGAGGACA 660 
************************************************************ 
 
IRGA 417        TCCCCCGCGTCATACAGGAAGCCTTCTTCCTCGCGTCCTCGGGCCGTCCTGGCCCGGTGC 599 
AB049822        TCCCCCGCGTCATACAGGAAGCCTTCTTCCTCGCGTCCTCGGGCCGTCCTGGCCCGGTGC 720 
************************************************************ 
 
IRGA 417        TGGTCGACATCCCCAAGGACATCCAGCAGCAGATGGCTGTGCCAGTCTGGGACACCTCGA 659 
AB049822        TGGTCGACATCCCCAAGGACATCCAGCAGCAGATGGCCGTGCCGGTCTGGGACACCTCGA 780 
************************************* ***** **************** 
 
IRGA 417        TGAATCTACCGGGGTACATTGCACGCCTGCCCAAGCCACCCGCGACAGAATTGCTTGAGC 719 
AB049822        TGAATCTACCAGGGTACATCGCACGCCTGCCCAAGCCACCCGCGACAGAATTGCTTGAGC 840 
********** ******** **************************************** 
 
IRGA 417        AGGTCTTGCGTCTGGTTGGCGAGTCACGGCGCCCGATTCTCTATGTCGGTGGTGGCTGCT 779 
AB049822        AGGTCTTGCGTCTGGTTGGCGAGTCACGGCGCCCGATTCTCTATGTCGGTGGTGGCTGCT 900 
************************************************************ 
 
IRGA 417        CTGCATCTGGTGATGAATTGCGCCGGTTTGTTGAGCTGACCGGCATCCCAGTTACAACCA 839 
AB049822        CTGCATCTGGTGACGAATTGCGCTGGTTTGTTGAGCTGACTGGTATCCCAGTTACAACCA 960 
************* ********* **************** ** **************** 
 
IRGA 417        CTCTGATGGGCCTCGGCAATTTCCCCAGTGATGATCCGTTGTCCCTGCGCATGCTTGGGA 899 
AB049822        CTCTGATGGGCCTCGGCAATTTCCCCAGTGACGACCCGTTGTCCCTGCGCATGCTTGGGA 1020 
******************************* ** ************************* 
                                                          DOMINIO F 
IRGA 417        TGCATGGCACGGTGTACGCAAATTATGCGGTGGATAAGGCTGACCTGTTGCTTGCATTTG 959 
AB049822        TGCATGGCACGGTGTACGCAAATTATGCCGTGGATAAGGCTGACCTGTTGCTTGCGTTTG 1080 
**************************** ************************** **** 
                                                                                                                        DDDD376376376376    

IRGA 417        GCGTGCGGTTTGATGATCGTGTGACAGGGAAAATTGAGGCTTTTGCAAGCAGGGCCAAGA 1019 
AB049822        GTGTGCGGTTTGATGATCGTGTGACAGGGAAAATTGAGGCTTTTGCAAGCAGGGCCAAGA 1140 
* ********************************************************** 
 
IRGA 417        TTGTGCACATTGACATTGATCCAGCGGAGATTGGAAAGAACAAGCAACCACATGTGTCAA 1079 
AB049822        TTGTGCACATTGACATTGATCCAGCAGAGATTGGAAAGAACAAGCAACCACATGTGTCAA 1200 
************************* ********************************** 
 
IRGA 417        TTTGCGCAGATGTTAAGCTTGCTTTACAGGGCTTGAATGCTCTGCTAGACCAGAGCACAA 1139 
AB049822        TTTGCGCAGATGTTAAGCTTGCTTTACAGGGCTTGAATGCTCTGCTACAACAGAGCACAA 1260 
*********************************************** * ********** 

 
 

FIGURA 14. Alinhamento da sequência obtida da cultivar suscetível IRGA 417 com o 
gene ALS da espécie Oryza sativa (AB049822). Em destaque sublinhado 
os domínios do gene e as mutações descritas na literatura por causarem a 
resistência aos herbicidas imidazolinonas. Similaridade entre as sequências 
estão representadas pelos asteriscos. 



 

 

58 

 IRGA 417        CAAAGACAAGTTCTGATTTTAGTGCGTGGCACAATGAGTTGGACCAGCAGAAGAGGGAGT 1199 
AB049822        CAAAGACAAGTTCTGATTTTAGTGCATGGCACAATGAGTTGGACCAGCAGAAGAGGGAGT 1320 
************************* ********************************** 
 
IRGA 417        TTCCTCTGGGGTACAAGACTTTTGGTGAAGAGATCCCACCGCAATATGCTATTCATGTGC 1259 
AB049822        TTCCTCTGGGGTACAAAACTTTTGGTGAAGAGATCCCACCGCAATATGCCATTCAGGTGC 1380 
**************** ******************************** ***** **** 
 
IRGA 417        TGGATGAGCTGACGAAAGGGGAGGCAATCATCGCTACTGGTGTTGGACAGCACCAGATGT 1319 
AB049822        TGGATGAGCTGACGAAAGGTGAGGCAATCATCGCTACTGGTGTTGGGCAGCACCAGATGT 1440 
******************* ************************** ************* 
 
IRGA 417        GGGCGGCACA-TATTACACCTACA-GCGGCCACGGCAGTGGCTGTCTTCGGCTGGTCTGG 1377 
AB049822        GGGCGGCACAATATTACACCTACAAGCGGCCACGGCAGTGGCTGTCTTCGGCTGGTCTGG 1500 
********** ************* *********************************** 
 
IRGA 417        GCGCAATGGGATTTGGGCTGCCTGCTGCAGCTGGTGCTTCTGTGGCTAACCCAGGTGTCA 1437 
AB049822        GCGCAATGGGATTTGGGCTGCCTGCTGCAGCTGGTGCTTCTGTGGCTAACCCAGGTGTCA 1560 
************************************************************ 
 
IRGA 417        CAGTTGTTGATATTGATGGGGATGGTAGCTTCCTCATGAACATTCAGGAGTTGGCATTGA 1497 
AB049822        CAGTTGTTGATATTGATGGGGATGGTAGCTTCCTCATGAACATTCAGGAGCTGGCATTGA 1620 
************************************************** ********* 
 
IRGA 417        TCCGCATTGAGAACCTCCCGGTGAAGGTGATGGTGTTGAACAACCAACATTTGGGTATGG 1557 
AB049822        TCCGCATTGAGAACCTCCCTGTGAAGGTGATGGTGTTGAACAACCAACATTTGGGTATGG 1680 
******************* **************************************** 
                                                                                                WWWW574574574574        DOMINIO B 
IRGA 417        TTGTGCAATGGGAGGATAGGTTTTACAAGGCAAATAGGGCGCATACATACTTGGGCAACC 1617 
AB049822        TGGTGCAATGGGAGGATAGGTTTTACAAGGCGAATAGGGCGCATACATACTTGGGCAACC 1740 
* ***************************** **************************** 
 
IRGA 417        CAGAATGTGAGAGTGAGATATATCCAGATTTTGTGACTATTGCTAAAGGGTTCAATATTC 1677 
AB049822        CGGAATGTGAGAGCGAGATATATCCAGATTTTGTGACTATTGCTAAGGGGTTCAATATTC 1800 
* *********** ******************************** ************* 
 
IRGA 417        CTGCAGTCCGTGTAACAAAGAAGAGTGAAGTCCGTGCCGCCATCAAGAAGATGCTCGATA 1737 
AB049822        CTGCAGTCCGTGTAACAAAGAAGAGTGAAGTCCGTGCCGCCATCAAGAAGATGCTCGAGA 1860 
********************************************************** * 
 
IRGA 417        CCCCAGGGCCATACTTGTTGGATATCATCGTCCCACACCAGGAGCATGTGCTGCCTATGA 1797 
AB049822        CTCCAGGGCCATACTTGTTGGATATCATCGTCCCGCACCAGGAGCATGTGCTGCCTATGA 1920 
* ******************************** ************************* 
                                                                                    SSSS653653653653    GGGG654654654654 DOMINIO E 
IRGA 417        TCCCAAGTGGGGGCGCATTCAAGGACATGATCCTGGATGGTGATGGCAGGACTGTGTATT 1857 
AB049822        TCCCAAGTGGGGGCGCATTCAAGGACATGATCCTGGATGGTGATGGCAGGACTGTGTATT 1980 
************************************************************ 
 
IRGA 417        AATCTATAATCTGTATGTTGGCAAAGCACCAGCCCGGCCTATGTTTGACTTGGAATGACC 1917 
AB049822        AATCTATAATCTGTATGTTGGCAAAGCACCAGCCCGGCCTATGTTTGACCTG-AATGACC 2039 
************************************************* ** ******* 
 
IRGA 417        CAA--------------------------------------------------------- 1920 
AB049822        CATAAAGAGTGGTATGCCTATGATGTTTGTATGTGCTCTATCAATAACTAAGGTGTCAAC 2099 
                ** 
 
IRGA 417        ------------------------------------------------------------ 
AB049822        TATGAACCATATGCTCTTCTGTTTTACTTGTTTGATGTGCTTGGCATGGTAATCCTAATT 2159 
 
IRGA 417        ------------------------------------------------------------ 
AB049822        AGCTTCCTGCTGTCTAGGTTTGTAGTGTGTTGTTTTCTGTAGGCATATGCATCACAAGAT 2219 
 
IRGA 417        ------------------------------------------------------------ 
AB049822        ATCATGTAAGTTTCTTGTCCTACATATCAATAATAAGAGAATAAAGTACTTCTATGCAAA 2279 
 
IRGA 417        ---------------------- 
AB049822        AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 2301 
 
 

FIGURA 14. (continuação) Alinhamento da sequência obtida da cultivar suscetível 
IRGA 417 com o gene ALS da espécie Oryza sativa (AB049822). Em 
destaque sublinhado os domínios do gene e as mutações descritas na 
literatura por causarem a resistência aos herbicidas imidazolinonas. 
Similaridade entre as sequências estão representadas pelos asteriscos. 
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IRGA 417         ---------------------------------CCCGGCGAC-CCACGTCTTTCCCGCTC 26 
Arabidopsis      TCTCCCTAAACCCCAACAAATCATCCTCCTCCTCCCGCCGCCGCGGTATCAAATCCAGCT 480 
                                                  **** ** * *    **    **     
 
IRGA 417         GAGGCCGGGTGGGGGCGGCGGCGGTCAG-GTGCTCGGCGGTGTCCC--CGGTCACCCCGC 83 
Arabidopsis      CTCCCTCCTCCATCTCCGCCGTGCTCAACACAACCACCAATGTCACAACCACTCCCTCTC 540 
                     *          * ** * * ***       *  *  **** *  *     ** * * 
 
IRGA 417         CGTCC---CCGGCGCCGCCGGCCACGCCGCTCCGGCCGTGGGGGCCGGCCGAGCCCCGCA 140 
Arabidopsis      CAACCAAACCTACCAAACCCGAAACATTCATCTCCCGATTCGCTCCAGATCAACCCCGCA 600 
                 *  **   **  *    ** *  **     **   *  *  *  ** *   * ******* 
 
IRGA 417         AGGGCGCGGACATCCTCGTGGAGGCGCTGGAGCGGTGCGGCGTCAGCGACGTGTTCGCCT 200 
Arabidopsis      AAGGCGCTGATATCCTCGTCGAAGCTTTAGAACGTCAAGGCGTAGAAACCGTATTCGCTT 660 
                 * ***** ** ******** ** **  * ** **    *****      *** ***** * 
 
IRGA 417         ACCCGGGCGGCGCGTCCATGGAGATCCACCAGGCGCTGACGCGCTCCCCGGTCATCACCA 260 
Arabidopsis      ACCCTGGAGGTGCATCAATGGAGATTCACCAAGCCTTAACCCGCTCTTCCTCAATCCGTA 720 
                 **** ** ** ** ** ******** ***** **  * ** *****  *    ***   * 
 
IRGA 417         ACCACCTCTTCCGCCACGAGCAGGGCGAGGCGTTCGCGGCGTCCGGGTACGCGCGCGCGT 320 
Arabidopsis      ACGTCCTTCCTCGTCACGAACAAGGAGGTGTATTCGCAGCAGAAGGATACGCTCGATCCT 780 
                 **  ***    ** ***** ** ** *  *  ***** **    ** ***** **  * * 
 
IRGA 417         CCGGCCGCGTCGGGGTCTGCGTCGCCACCTCCGGCCCCGGGGCAACCAACCTCGTGTCCG 380 
Arabidopsis      CAGGTAAACCAGGTATCTGTATAGCCACTTCAGGTCCCGGAGCTACAAATCTCGTTAGCG 840 
                 * **       **  ****  * ***** ** ** ***** ** ** ** *****   ** 
 
IRGA 417         CGCTCGCCGACGCGCTGCTCGACTCCGTCCCGATGGTCGCCATCACGGGCCAGGTCCCCC 440 
Arabidopsis      GATTAGCCGATGCGTTGTTAGATAGTGTTCCTCTTGTAGCAATCACAGGACAAGTCCCTC 900 
                    * ***** *** ** * **    ** **  * ** ** ***** ** ** ***** * 
 
IRGA 417         GCCGCATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCCATAGTCGAGGTCACCCGCTCCA 500 
Arabidopsis      GTCGTATGATTGGTACAGATGCGTTTCAAGAGACTCCGATTGTTGAGGTAACGCGTTCGA 960 
                 * ** ***** ** ** ** ** ** ** ***** ** ** ** ***** ** ** ** * 
 
IRGA 417         TCACCAAGCACAATTACCTTGTCCTTGATGTGGAGGACATCCCCCGCGTCATACAGGAAG 560 
Arabidopsis      TTACGAAGCATAACTATCTTGTGATGGATGTTGAAGATATCCCTAGGATTATTGAGGAAG 1020 
                 * ** ***** ** ** *****  * ***** ** ** *****  *  * **  ****** 
 
IRGA 417         CCTTCTTCCTCGCGTCCTCGGGCCGTCCTGGCCCGGTGCTGGTCGACATCCCCAAGGACA 620 
Arabidopsis      CTTTCTTTTTAGCTACTTCTGGTAGACCTGGACCTGTTTTGGTTGATGTTCCTAAAGATA 1080 
                 * *****  * **  * ** **  * ***** ** **  **** **  * ** ** ** * 
 
IRGA 417         TCCAGCAGCAGATGGCTGTGCCAGTCTGGGACACCTCGATGAATCTACCGGGGTACATTG 680 
Arabidopsis      TTCAACAACAGCTTGCGATTCCTAATTGGGAACAGGCTATGAGATTACCTGGTTATATGT 1140 
                 * ** ** *** * **  * **    *****     * ****   **** ** ** **   
 
IRGA 417         CACGCCTGCCCAAGCCACCCGCGACAGAATTGCTTG-AGCAGGTCTTGCGTCTGGTTGGC 739 
Arabidopsis      CTAGGATGCCTAAACC-TCCGGAAGATTCTCATTTGGAGCAGATTGTTAGGTTGATTTCT 1199 
                 *  *  **** ** **  ***  * *   *   *** ***** *  *  *  ** **    
 
IRGA 417         GAGTCACGGCGCCCGATTCTCTATGTCGGTGGTGGCTGCTCTGCATCTGGTGATGAATTG 799 
Arabidopsis      GAGTCTAAGAAGCCTGTGTTGTATGTTGGTGGTGGTTGTTTGAATTCTAGCGATGAATTG 1259 
                 *****   *   **  *  * ***** ******** ** *     *** * ********* 
 
IRGA 417         CGCCGGTTTGTTGAGCTGACCGGCATCCCAGTTACAACCACTCTGATGGGCCTCGGCAAT 859 
Arabidopsis      GGTAGGTTTGTTGAGCTTACGGGGATCCCTGTTGCGAGTACGTTGATGGGGCTGGGATCT 1319 
                  *  ************* ** ** ***** *** * *  **  ******* ** **   * 
 
IRGA 417         TTCCCCAGTGATGATCCGTTGTCCCTGCGCATGCTTGGGATGCATGGCACGGTGTACGCA 919 
Arabidopsis      TATCCTTGTGATGATGAGTTGTCGTTACATATGCTTGGAATGCATGGGACTGTGTATGCA 1379 
                 *  **  ********  ******  * *  ******** ******** ** ***** *** 
 
IRGA 417         AATTATGCGGTGGATAAGGCTGACCTGTTGCTTGCATTTGGCGTGCGGTTTGATGATCGT 979 
Arabidopsis      AATTACGCTGTGGAGCATAGTGATTTGTTGTTGGCGTTTGGGGTAAGGTTTGATGATCGT 1439 
                 ***** ** *****  *   ***  ***** * ** ***** **  ************** 
 
IRGA 417         GTGACAGGGAAAATTGAGGCTTTTGCAAGCAGGGCCAAGATTGTGCACATTGACATTGAT 1039 
Arabidopsis      GTCACGGGTAAGCTTGAGGCTTTTGCTAGTAGGGCTAAGATTGTTCATATTGATATTGAC 1499 
                 ** ** ** **  ************* ** ***** ******** ** ***** *****  
 
IRGA 417         CCAGCGGAGATTGGAAAGAACAAGCAACCACATGTGTCAATTTGCGCAGATGTTAAGCTT 1099 
Arabidopsis      TCGGCTGAGATTGGGAAGAATAAGACTCCTCATGTGTCTGTGTGTGGTGATGTTAAGCTG 1559 
                  * ** ******** ***** ***   ** ********  * ** *  ***********  
 
IRGA 417         GCTTTACAGGGCTTGAATGCTCTGCTAGACCAGAGCACAACAAAGACAAGTTCTGATTTT 1159 
Arabidopsis      GCTTTGCAAGGGATGAATAAGGTTCTTGAGAACCGAGCGGAGGAGCTTAAGCTTGATTTT 1619 
                 ***** ** **  *****    * ** **  *  *  *     **   *    ******* 
 
IRGA 417         AGTGCGTGGCACAATGAGTTGGACCAGCAGAAGAGGGAGTTTCCTCTGGGGTACAAGACT 1219 
Arabidopsis      GGAGTTTGGAGGAATGAGTTGAACGTACAGAAACAGAAGTTTCCGTTGAGCTTTAAGACG 1679 
                  * *  ***   ********* **   *****   * *******  ** * *  *****  

 

FIGURA 15. Alinhamento de todas as sequências obtidas da cultivar suscetível    
IRGA 417 com o gene ALS da espécie Arabidopsis thaliana (X51514). 
Similaridade entre as sequências estão representadas pelos asteriscos. 
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    IRGA 417         TTTGGTGAAGAGATCCCACCGCAATATGCTATTCATGTGCTGGATGAGCTGACGAAAGGG 1279 
Arabidopsis      TTTGGGGAAGCTATTCCTCCACAGTATGCGATTAAGGTCCTTGATGAGTTGACTGATGGA 1739 
                 ***** ****  ** ** ** ** ***** *** * ** ** ****** ****  * **  
 
IRGA 417         GAGGCAATCATCGCTACTGGTGTTGGACAGCACCAGATGTGGGCGGCACA-TATTACACC 1338 
Arabidopsis      AAAGCCATAATAAGTACTGGTGTCGGGCAACATCAAATGTGGGCGGCGCAGTTCTACAAT 1799 
                  * ** ** **   ********* ** ** ** ** *********** ** *  ****   
 
IRGA 417         TACA-GCGGCCACGGCAGTGGCTGTCTTCGGCTGGTCTGGGCGCAATGGGATTTGGGCTG 1397 
Arabidopsis      TACAAGAAACCAAGGCAGTGGCTATCATCAGGAGGCCTTGGAGCTATGGGATTTGGACTT 1859 
                 **** *   *** ********** ** ** *  ** ** ** ** *********** **  
 
IRGA 417         CCTGCTGCAGCTGGTGCTTCTGTGGCTAACCCAGGTGTCACAGTTGTTGATATTGATGGG 1457 
Arabidopsis      CCTGCTGCGATTGGAGCGTCTGTTGCTAACCCTGATGCGATAGTTGTGGATATTGACGGA 1919 
                 ********   *** ** ***** ******** * **  * ****** ******** **  
 
IRGA 417         GATGGTAGCTTCCTCATGAACATTCAGGAGTTGGCATTGATCCGCATTGAGAACCTCCCG 1517 
Arabidopsis      GATGGAAGCTTTATAATGAATGTGCAAGAGCTAGCCACTATTCGTGTAGAGAATCTTCCA 1979 
                 ***** *****  * *****  * ** *** * **    ** **  * ***** ** **  
 
IRGA 417         GTGAAGGTGATGGTGTTGAACAACCAACATTTGGGTATGGTTGTGCAATGGGAGGATAGG 1577 
Arabidopsis      GTGAAGGTACTTTTATTAAACAACCAGCATCTTGGCATGGTTATGCAATGGGAAGATCGG 2039 
                 ********  *  * ** ******** *** * ** ****** ********** *** ** 
 
IRGA 417         TTTTACAAGGCAAATAGGGCGCATACATACTTGGGCAACCCAGAATGTGAGAGTGAGATA 1637 
Arabidopsis      TTCTACAAAGCTAACCGAGCTCACACATTTCTCGGGGATCCGGCTCAGGAGGACGAGATA 2099 
                 ** ***** ** **  * ** ** ****   * **  * ** *     ***   ****** 
 
IRGA 417         TATCCAGATTTTGTGACTATTGCTAAAGGGTTCAATATTCCTGCAGTCCGTGTAACAAAG 1697 
Arabidopsis      TTCCCGAACATGTTGCTGTTTGCAGCAGCTTGCGGGATTCCAGCGGCGAGGGTGACAAAG 2159 
                 *  **  *  *  **    ****   **  * *   ***** ** *   * ** ****** 
 
IRGA 417         AAGAGTGAAGTCCGTGCCGCCATCAAGAAGATGCTCGATACCCCAGGGCCATACTTGTTG 1757 
Arabidopsis      AAAGCAGATCTCCGAGAAGCTATTCAGACAATGCTGGATACACCAGGACCTTACCTGTTG 2219 
                 **    **  **** *  ** **  ***  ***** ***** ***** ** *** ***** 
 
IRGA 417         GATATCATCGTCCCACACCAGGAGCATGTGCTGCCTATGATCCCAAGTGGGGGCGCATTC 1817 
Arabidopsis      GATGTGATTTGTCCGCACCAAGAACATGTGTTGCCGATGATCCCGAATGGTGGCACTTTC 2279 
                 *** * **    ** ***** ** ****** **** ******** * *** *** * *** 
 
IRGA 417         AAGGACATGATCCTGGATGGTGATGGCAGGACTGTGTATTAATCTAT-AATCTGTATGTT 1876 
Arabidopsis      AACGATGTCATAACGGAAGGAGATGGCCGGATTAAATACTGAGAGATGAAACCGGTGATT 2339 
                 ** **  * **   *** ** ****** *** *   ** * *   ** ** * *    ** 
 
IRGA 417         GGCAAAGCACCAGCCCGGCCTATGTTTGACTTGGAATGACCCAA 1920 
Arabidopsis      ATCAGAAC-CTTTTATGGTCTTTGTAT----------------- 2365 
 
 

FIGURA 15. (continuação) Alinhamento de todas as sequências obtidas da cultivar 
suscetível IRGA 417 com o gene ALS da espécie Arabidopsis thaliana 
(X51514). Similaridade entre as sequências estão representadas pelos 
asteriscos. 

 

IRGA 417            CGGCGGTGTCCCCGGTCACCCCGCCGTCCCCGGCGCCGCCGGCCACGCCGCTCCGGCCGT 119 
Bromus tectorum     --------------------------------------------------CTCCGGCCCT 10 
                                                                      ******** * 
 
IRGA 417            GGGGGCCGGCCGAGCCCCGCAAGGGCGCGGACATCCTCGTGGAGGCGCTGGAGCGGTGCG 179 
Bromus tectorum     GGGGGCCGTCCGAGCCCCGCAAGGGCGCGGACATCCTCGTCGAGGCGCTCGAGCGCTGCG 70 
                    ******** ******************************* ******** ***** **** 
 
IRGA 417            GCGTCAGCGACGTGTTCGCCTACCCGGGCGGCGCGTCCATGGAGATCCACCAGGCGCTGA 239 
Bromus tectorum     GCATCGTCGACGTCTTCGCCTACCCGGGCGGCGCGTCCATGGAGATCCACCAGGCGCTCA 130 
                    ** **  ****** ******************************************** * 
 
IRGA 417            CGCGCTCCCCGGTCATCACCAACCACCTCTTCCGCCACGAGCAGGGCGAGGCGTTCGCGG 299 
Bromus tectorum     CGCGATCGCCCGTCATCACCAACCACCTCTTCCGCCACGAGCAGGTGGAGGCCTTCGCGG 190 
                    **** ** ** **********************************  ***** ******* 
 
IRGA 417            CGTCCGGGTACGCGCGCGCGTCCGGCCGCGTCGGGGTCTGCGTCGCCACCTCCGGCCCCG 359 
Bromus tectorum     CCTCCGGATACGCCCGCGCGTCCGGCCGCGTCGGCGTCTGCGTCGCCACCTCCGGCCCGG 250 
                    * ***** ***** ******************** *********************** * 
 
IRGA 417            GGGCAACCAACCTCGTGTCCGCGCTCGCCGACGCGCTGCTCGACTCCGTCCCGATGGTCG 419 
Bromus tectorum     GGGCCACCAACCTCGTCTCCGCGCTCGCCGACGCTCTGCTCGACTCCATCCCCATGGTCG 310 
                    **** *********** ***************** ************ **** ******* 

 
 

FIGURA 16. Alinhamento de todas as sequências obtidas da cultivar suscetível     
IRGA 417 com o gene ALS da espécie Bromus tectorum (AF488771). 
Similaridade entre as sequências estão representadas pelos asteriscos. 
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IRGA 417            CCATCACGGGCCAGGTCCCCCGCCGCATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCCA 479 
Bromus tectorum     CCATCACGGGCCAGGTCCCCCGCCGCATGATTGGTACCGACGCGTTCCAGGAGACGCCCA 370 
                    ******************************* ** ******** **************** 
 
IRGA 417            TAGTCGAGGTCACCCGCTCCATCACCAAGCACAATTACCTTGTCCTTGATGTGGAGGACA 539 
Bromus tectorum     TCGTGGAGGTCACCCGCTCCATCACCAAGCACAACTACCTGGTGCTTGATGTGGAGGACA 430 
                    * ** ***************************** ***** ** **************** 
 
IRGA 417            TCCCCCGCGTCATACAGGAAGCCTTCTTCCTCGCGTCCTCGGGCCGTCCTGGCCCGGTGC 599 
Bromus tectorum     TCCCCCGCGTCATTCAGGAAGCCTTCTTCCTCGCGTCCTCTGGCCGCCCGGGGCCGGTGC 490 
                    ************* ***************** ********* ***** ** ** ******* 
 
IRGA 417            TGGTCGACATCCCCAAGGACATCCAGCAGCAGATGGCTGTGCCAGTCTGGGACACCTCGA 659 
Bromus tectorum     TGGTTGATATCCCCAAGGACATCCAACAGCAGATGGCTGTGCCTGCCTGGGACACGCCCA 550 
                    **** ** ***************** ***************** * *********  * * 
 
IRGA 417            TGAATCTACCGGGGTACATTGCACGCCTGCCCAAGCCACCCGCGACAGAATTGCTTGAGC 719 
Bromus tectorum     TGAGTTTGCCAGGGTACATCGCCCGCCTGCCAAAGCCACCATCTACTGAATCGCTTGAGC 610 
                    *** * * ** ******** ** ******** ********  * ** **** ******** 
 
IRGA 417            AGGTCTTGCGTCTGGTTGGCGAGTCACGGCGCCCGATTCTCTATGTCGGTGGTGGCTGCT 779 
Bromus tectorum     AGGTCCTGCGCCTGGTTGGTGAGGCAAAGCGCCCAATTCTGTATGTTGGTGGTGGCTGTG 670 
                    ***** **** ******** *** **  ****** ***** ***** ***********   
 
IRGA 417            CTGCATCTGGTGATGAATTGCGCCGGTTTGTTGAGCTGACCGGCATCCCAGTTACAACCA 839 
Bromus tectorum     CTGCATCTGGCGAGGAGTTGCGCCGCTTTGTTGAGCTTACTGGGATTCCAGTTACAACTA 730 
                    ********** ** ** ******** *********** ** ** ** *********** * 
 
IRGA 417            CTCTGATGGGCCTCGGCAATTTCCCCAGTGATGATCCGTTGTCCCTGCGCATGCTTGGGA 899 
Bromus tectorum     CTCTGATGGGCCTTGGCAACTTCCCCAGCGACGACCCACTGTCTCTGCGCATGCTTGGGA 790 
                    ************* ***** ******** ** ** **  **** **************** 
 
IRGA 417            TGCATGGCACGGTGTACGCAAATTATGCGGTGGATAAGGCTGACCTGTTGCTTGCATTTG 959 
Bromus tectorum     TGCATGGCACGGTGTATGCAAATTATGCAGTAGATAAGGCTGACCTGCTGCTTGCATTTG 850 
                    **************** *********** ** *************** ************ 
 
IRGA 417            GCGTGCGGTTTGATGATCGTGTGACAGGGAAAATTGAGGCTTTTGCAAGCAGGGCCAAGA 1019 
Bromus tectorum     GTGTGCGGTTTGATGACCGCGTTACCGGGAAAATTGAGGCTTTTGCAAGCAGGTCCAAGA 910 
                    * ************** ** ** ** *************************** ****** 
 
IRGA 417            TTGTGCACATTGACATTGATCCAGCGGAGATTGGAAAGAACAAGCAACCACATGTGTCAA 1079 
Bromus tectorum     TTGTGCACATTGACATTGATCCAGCAGAGATTGGCAAGAACAAGCAGCCACATGTCTCCA 970 
                    ************************* ******** *********** ******** ** * 
 
IRGA 417            TTTGCGCAGATGTTAAGCTTGCTTTACAGGGCTTGAATGCTCTGCTAGACCAGAGCACAA 1139 
Bromus tectorum     TTTGTGCAGATGTCAAGCTCGCTTTACAGGGGTTGAACGATCTGTTAAATGGGAGCAAAG 1030 
                    **** ******** ***** *********** ***** * **** ** *   ***** *  
 
IRGA 417            CAAAGACAAGTTCTGATTTTAGTGCGTGGCACAATGAGTTGGACCAGCAGAAGAGGGAGT 1199 
Bromus tectorum     CACAAAAGAGTCTGGATTTTGGTCCATGGCAGGAGGAGTTGGAGCAGCAGAAGAGGACGT 1090 
                    ** * *  ***   ****** ** * *****  * ******** ************  ** 
 
IRGA 417            TTCCTCTGGGGTACAAGACTTTTGGTGAAGAGATCCCACCGCAATATGCTATTCATGTGC 1259 
Bromus tectorum     TTCCTCTAGGATACAAAACTTTTGGTGAGGCCATCCCACCGCAATATGCTATCCAGGTGC 1150 
                    ******* ** ***** *********** *  ******************** ** **** 
 
IRGA 417            TGGATGAGCTGACGAAAGGGGAGGCAATCATCGCTACTGGTGTTGGACAGCACCAGATGT 1319 
Bromus tectorum     TGGATGAGTTGACAAAAGGGGAGGCGATCATTGCCACCGGTGTTGGGCAGCACCAGATGT 1210 
                    ******** **** *********** ***** ** ** ******** ************* 
 
IRGA 417            GGGCGGCACA-TATTACACCTACA-GCGGCCACGGCAGTGGCTGTCTTCGGCTGGTCTGG 1377 
Bromus tectorum     GGGCGGCTCAGTATTACTCTTACAAGCGGCCACGTCAGTGGCTGTCTTCGGCTGGTTTGG 1270 
                    ******* ** ****** * **** ********* ********************* *** 
 
IRGA 417            GCGCAATGGGATTTGGGCTGCCTGCTGCAGCTGGTGCTTCTGTGGCTAACCCAGGTGTCA 1437 
Bromus tectorum     GGGCAATGGGATTTGGCTTGCCAGCTGCAGCTGGTGCTTCTGTGGCCAACCCAGGTGTTA 1330 
                    * **************  **** *********************** *********** * 
 
IRGA 417            CAGTTGTTGATATTGATGGGGATGGTAGCTTCCTCATGAACATTCAGGAGTTGGCATTGA 1497 
Bromus tectorum     CAGTTGTTGACATTGATGGGGATGGTAGCTTCCTCATGAACATTCAGGAGTTGGCGTTGA 1390 
                    ********** ******************************************** **** 
 
IRGA 417            TCCGCATTGAGAACCTCCCGGTGAAGGTGATGGTGTTGAACAACCAACATTTGGGTATGG 1557 
Bromus tectorum     TTCGTATTGAGAACCTTCCAGTGAAGGTGATGATATTGAACAACCAACATCTGGGAATGG 1450 
                    * ** *********** ** ************ * *************** **** **** 
 
IRGA 417            TTGTGCAATGGGAGGATAGGTTTTACAAGGCAAATAGGGCGCATACATACTTGGGCAACC 1617 
Bromus tectorum     TGGTGCAATGGGAGGACAGGTTTTACAAGGCCAATCGGGCACACACCTACCTTGGCAACC 1510 
                    * ************** ************** *** **** ** ** *** * ******* 

 
 
 

FIGURA 16. (continuação) Alinhamento de todas as sequências obtidas da cultivar 
suscetível IRGA 417 com o gene ALS da espécie Bromus tectorum 
(AF488771). Similaridade entre as sequências estão representadas pelos 
asteriscos. 
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IRGA 417            CAGAATGTGAGAGTGAGATATATCCAGATTTTGTGACTATTGCTAAAGGGTTCAATATTC 1677 
Bromus tectorum     CAGAAAACGAGAGTGAGATATATCCAGATTTTGTGACGATTGCTAAAGGATTCAACGTTC 1570 
                    *****   ***************************** *********** *****  *** 
 
IRGA 417            CTGCAGTCCGTGTAACAAAGAAGAGTGAAGTCCGTGCCGCCATCAAGAAGATGCTCGATA 1737 
Bromus tectorum     CCGCAGTTCGTGTGACAAAGAAGAGTGAAGTACGTGCAGCAATCCAGAAGATGCTTGACA 1630 
                    * ***** ***** ***************** ***** ** *** ********** ** * 
 
IRGA 417            CCCCAGGGCCATACTTGTTGGATATCATCGTCCCACACCAGGAGCATGTGCTGCCTATGA 1797 
Bromus tectorum     CCCCAGGGCCGTACTTGCTGGATATCATTGTCCCGCATCAGGAGCACGTACTGCCTATGA 1690 
                    ********** ****** ********** ***** ** ******** ** ********** 
 
IRGA 417            TCCCAAGTGGGGGCGCATTCAAGGACATGATCCTGGATGGTGATGGCAGGACTGTGTATT 1857 
Bromus tectorum     TCCCAAGCGGTGGTGCTTTTAAGGACATCATCATGGAAGGTGATGGCAGGATCGAATATT 1750 
                    ******* ** ** ** ** ******** *** **** *************  *  **** 
 
IRGA 417            AATCTATAATCTGTATGTTGGCAAAGCACCAGCCCGGCCTATGT--TTGACTTGGAATGA 1915 
Bromus tectorum     AATCTA-AGTTTCGGCCTACAAGACCTACAAGTGTGACATGCGTAATTAACATGTTGCCA 1809 
                    ****** * * *     *     *   ** **   * * *  **  ** ** **     * 
 
IRGA 417            CCCAA------------------------------------------------------- 1920 
Bromus tectorum     GTGTGTTGTATCAACTACTAGGGGTTCATCTGTGAACCATGCGTTTTCCAATTTGCTTGT 1869 
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A linhagem 93AS3510 que foi usada para a geração da cultivar                        

IRGA 422 CL possui a mutação G654E responsável pela resistência dita de primeira 

geração nas cultivares de arroz resistentes aos herbicidas imidazolinonas (‘IMI crops’)              

(Tan et al., 2005). Nas ‘IMI crops’ de segunda geração, a mutação corresponde a S653N, 

como na linhagem PWC16 que deu origem a cultivar SATOR CL (Rajguru et al., 2002; 

Tan et al., 2005). Já a mutação que confere resistência a cultivar PUITÁ INTA CL, é a 

A122T (Livore et al., 2003). Nas cultivares IRGA 422 CL e SATOR CL as mutações que 

conferem à resistência aos herbicidas imidazolinonas encontram-se no domínio E do gene. 

Em PUITÁ INTA CL, segundo descrição na patente da mesma (Livore et al., 2003), a 

mutação encontra-se na região do domínio C. Esses dados constantes na literatura foram 

confirmados com a análise das sequências do gene ALS obtidas nas cultivares utilizadas no 

presente trabalho. 

Para obtenção de marcadores do tipo SNP e de sua variação SNAP é necessário o 

conhecimento da exata sequência nucleotídica que circunda as mutações                

(Drenkard et al., 2000). Pelo sequênciamento dos fragmentos obtidos nas reações de PCR 

em PUITÁ INTA CL foi confirmada a mutação A122T (Figura 17), bem como identificada 
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a exata sequência nucleotídica que circunda essa mutação. Nessa cultivar, o fenótipo da 

resistência é ocasionado pela troca da base nitrogenada guanina para adenina na primeira 

posição do códon. Esse tipo de substituição A122T tem conferido resistência aos grupos 

imidazolinonas (IMI) e pirimidiniltiobenzoatos (PTB) pertencentes aos herbicidas 

inibidores da ALS (Tranel & Wright, 2002). Em Amaranthus retroflexus foi encontrada 

esta mesma mutação A122T conferindo resistência as imidazolinonas, e as mutações A205V 

e W574L conferindo diferentes padrões de resistência dos biótipos aos herbicidas inibidores 

da ALS (McNaughton et al., 2005). Em biótipos de Xanthium strumarium também foi 

diagnosticada resistência as imidazolinonas devido à mutação A122T                  

(Bernasconi et al., 1995). Essa mesma mutação também ocasiona resistência nas espécies 

Amaranthus hybridus (Hager et al., 1998; Trucco et al., 2006), Solanum ptycanthum 

(Milliman et al., 2000; Milliman et al., 2003) e Amaranthus powellii                 

(McNaughton et al., 2005).  

Como pode ser observado no resultado do bioensaio de afilhos, a cultivar PUITÁ 

INTA CL, na qual está presente a mutação A122T, mostrou ser mais resistente que as 

demais cultivares de arroz resistentes. Deste modo, pelo grande número de espécies de 

plantas daninhas resistentes a imidazolinonas descritas atualmente, especula-se que esta 

mutação promova algum tipo de vantagem adaptativa, pois as plantas que apresentam esta 

mutação são capazes de sobreviver à pressão de seleção exercida pelo herbicida. Em arroz 

vermelho resistente até o presente momento não foram descritos na literatura esta mutação 

como causadora da resistência a imidazolinonas. Porém, resultados obtidos no presente 

trabalho que serão apresentados e discutidos posteriormente, mostram a presença desta 

mutação em arroz vermelho resistente. 
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                                                             DOMINIO C 
IRGA 417        AGGGCGCGGACATCCTCGTGGAGGCGCTGGAGCGGTGCGGCGTCAGCGACGTGTTCGCCT 200 
PUITÁ INTA CL   AGGGCGCGGACATCCTCGTGGAGGCGCTGGAGCGGTGCGGCGTCAGCGACGTGTTCGCCT 203 
IRGA 422 CL     AGGGCGCGGACCTCCTCGTGGAGGCGCTGGAGCGGTGCGGCGTCAGCGACGTGTTCGCCT 189 
SATOR CL        AGGGCGCGGACACCCTCGTGGAGGCGCTGGAGCGGTGCGGCGTCAGCGACGTGTTCGCCT 176 
AB049822        AGGGCGCGGACATCCTCGTGGAGGCGCTGGAGCGGTGCGGCGTCAGCGACGTGTTCGCCT 321 
Arabidopsis     AAGGCGCTGATATCCTCGTCGAAGCTTTAGAACGTCAAGGCGTAGAAACCGTATTCGCTT 660 

            * ***** **   ****** ** **  * ** **    *****      *** ***** *  
 
 

                                                                                                              A      A      A      A122122122122 
IRGA 417        ACCCGGGCGGCGCGTCCATGGAGATCCACCAGGCGCTGACGCGCTCCCCGGTCATCACCA 260 
PUITÁ INTA CL   ACCCGGGCGGCACGTCCATGGAGATCCACCAGGCGCTGACGCGCTCCCCGGTCATCACCA 263 
IRGA 422 CL     ACCCGGGCGGCGCGTCCATGGAGATCCCCCAGGCGCTGACGCGCTCCCCGGTCATCACCA 249 
SATOR CL        ACCCGGGCGGCGCGTCCATGGAGATCCCCCAGGCGCTGACGCGCTCCCCGGTCATCACCA 236 
AB049822        ACCCGGGCGGCGCGTCCATGGAGATCCACCAGGCGCTGACGCGCTCCCCGGTCATCACCA 381 
Arabidopsis     ACCCTGGAGGTGCATCAATGGAGATTCACCAAGCCTTAACCCGCTCTTCCTCAATCCGTA 720 

            **** ** **  * ** ******** * *** **  * ** *****  *    ***   * 
 
 

IRGA 417        ACCACCTCTTCCGCCACGAGCAGGGCGAGGCGTTCGCGGCGTCCGGGTACGCGCGCGCGT 320 
PUITÁ INTA CL   ACCACCTCTTCCGCCACGAGCAGGGCGAGGCGTTCGCGGCGTCCGGGTACGCGCGCGCGT 323 
IRGA 422 CL     ACCACCTCTTCCGCCACGAGCAGGGCGAGGCGTTCGCGGCGTCCGGGTACGCGCGCGCGT 309 
SATOR CL        ACCACCTCTTCCGCCACGAGCAGGGCGAGGCGTTCGCGGCGTCCGGCCACGCGCGCGCGT 296 
AB049822        ACCACCTCTTCCGCCACGAGCAGGGCGAGGCGTTCGCGGCGTCCGGGTACGCGCGCGCGT 441 
Arabidopsis     ACGTCCTTCCTCGTCACGAACAAGGAGGTGTATTCGCAGCAGAAGGATACGCTCGATCCT 780 

            **  ***    ** ***** ** ** *  *  ***** **    **  **** **  * * 
 
 

IRGA 417        CCGGCCGCGTCGGGGTCTGCGTCGCCACCTCCGGCCCCGGGGCAACCAACCTCGTGTCCG 380 
PUITÁ INTA CL   CCGGCCGCGTCGGGGTCTGCGTCGCCACCTCCGGCCCCGGGGCAACCAACCTCGTGTCCG 383 
IRGA 422 CL     CCGGCCGCGTCGGGGTCTGCGTCGCCACCTCCGGCCCCGGGGCAACCAACCTCGTGTCCG 369 
SATOR CL        CCGGCCGCGTCGGGGTCTGCGTCGCCACCTCCGGCCCCGGGGCAACCAACCTCGTGTCCG 356 
AB049822        CCGGCCGCGTCGGGGTCTGCGTCGCCACCTCCGGCCCCGGGGCAACCAACCTCGTGTCCG 501 
Arabidopsis     CAGGTAAACCAGGTATCTGTATAGCCACTTCAGGTCCCGGAGCTACAAATCTCGTTAGCG 840 

            * **       **  ****  * ***** ** ** ***** ** ** ** *****   ** 
 
 

                                                 DOMINIO A         PPPP197197197197    
IRGA 417        CGCTCGCCGACGCGCTGCTCGACTCCGTCCCGATGGTCGCCATCACGGGCCAGGTCCCCC 440 
PUITÁ INTA CL   CGCTCGCCGACGCGCTGCTCGACTCCGTCCCGATGGTCGCCATCACGGGCCAGGTCCCCC 443 
IRGA 422 CL     CGCTCGCCGACGCGCTGCTCGACTCCGTCCCGATGGTCGCCATCACGGGCCAGGTCCCCC 429 
SATOR CL        CGCTCGCCGACGCGCTGCTCGACTCCGTCCCGATGGTCGCCATCACGGGCCAGGTCCCCC 416 
AB049822        CGCTCGCCGACGCGCTGCTCGACTCCGTCCCGATGGTCGCCATCACGGGCCAGGTCCCCC 561 
Arabidopsis     GATTAGCCGATGCGTTGTTAGATAGTGTTCCTCTTGTAGCAATCACAGGACAAGTCCCTC 900 

         * ***** *** ** * **    ** **  * ** ** ***** ** ** ***** * 
 
 

       A       A       A       A205205205205                    DOMINIO D 
IRGA 417        GCCGCATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCCATAGTCGAGGTCACCCGCTCCA 500 
PUITÁ INTA CL   GCCGCATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCCATAGTCGAGGTCACCCGCTCCA 503 
IRGA 422 CL     GCCGCATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCCATAGTCGAGGTCACCCGCTCCA 489 
SATOR CL        GCCGCATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCCATAGTCGAGGTCACCCGCTCCA 476 
AB049822        GCCGCATGATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCCATAGTCGAGGTCACCCGCTCCA 621 
Arabidopsis     GTCGTATGATTGGTACAGATGCGTTTCAAGAGACTCCGATTGTTGAGGTAACGCGTTCGA 960 

            * ** ***** ** ** ** ** ** ** ***** ** ** ** ***** ** ** ** * 
 
 

FIGURA 17. Alinhamento das sequências obtidas na região dos domínios CAD do 
gene ALS em cultivares de arroz com a sequência do gene ALS 
disponível no GenBank de Arabidopsis thaliana (X51514) e            
Oryza sativa L. (AB049822). Destaca-se em azul a mutação A122T, 
encontrada na cultivar PUITÁ INTA CL. Similaridade entre as 
sequências estão representadas pelos asteriscos. 

 

A análise das sequências obtidas oriundas das regiões do gene ALS onde se 

encontra os domínios BE nas cultivares de arroz irrigado testadas no presente trabalho, 

confirmaram que as mutações G654E e S653D encontradas em IRGA 422 CL e SATOR CL, 

respectivamente, localizam-se no domínio E do gene ALS e a diferença na posição entre 

estas é de apenas um códon, como pode ser observado na figura 18.  
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                                                                                                                                                                                                                                                         W W W W574574574574        DOMINIO B 
IRGA 417        TGATGGTGATGGTGTTGAACAACCAACATTTGGGTATGGTTGTGCAATGGGAGGATAGGT 69 
PUITÁ INTA CL   TGA-GGTGATGGTGTTGAACAACCAACATTTGGGTATGGTTGTGCAATGGGAGGATAGGT 77 
IRGA 422 CL     TGA-GGTGATGGTGTTGAACAACCAACATTTGGGTATGGTTGTGCAATGGGAGGATAGGT 77 
SATOR CL        TGAAGGTGATGGTGTTGAACAACCAACATTTGGGTATGGTTGTGCAATGGGAGGATAGGT 68 
AB049822        TGAAGGTGATGGTGTTGAACAACCAACATTTGGGTATGGTGGTGCAATGGGAGGATAGGT 1701 
Arabidopsis     TGAAGGTACTTTTATTAAACAACCAGCATCTTGGCATGGTTATGCAATGGGAAGATCGGT 2040 
                *** ***  *  * ** ******** *** * ** *****  ********** *** *** 
 
IRGA 417        TTTACAAGGCAAATAGGGCGCATACATACTTGGGCAACCCAGAATGTGAGAGTGAGATAT 129 
PUITÁ INTA CL   TTTACAAGGCAAATAGGGCGCATACATACTTGGGCAACCCAGAATGTGAGAGTGAGATAT 137 
IRGA 422 CL     TTTACAAGGCAAATAGGGCGCATACATACTTGGGCAACCCAGAATGTGAGAGCGAGATAT 137 
SATOR CL        TTTACAAGGCAAATAGGGCGCATACATACTTGGGCAACCCAGAATGTGAGAGCGAGATAT 128 
AB049822        TTTACAAGGCGAATAGGGCGCATACATACTTGGGCAACCCGGAATGTGAGAGCGAGATAT 1761 
Arabidopsis     TCTACAAAGCTAACCGAGCTCACACATTTCTCGGGGATCCGGCTCAGGAGGACGAGATAT 2100 
                * ***** ** **  * ** ** ****   * **  * ** *     ***   ******* 
 
IRGA 417        ATCCAGATTTTGTGACTATTGCTAAAGGGTTCAATATTCCTGCAGTCCGTGTAACAAAGA 189 
PUITÁ INTA CL   ATCCAGATTTTGTGACTATTGCTAAAGGGTTCAATATTCCTGCAGTCCGTGTAACAAAGA 197 
IRGA 422 CL     ATCCAGATTTTGTGACTATTGCTAAAGGGTTCAATATTCCTGCAGTCCGTGTAACAAAGA 197 
SATOR CL        ATCCAGATTTTGTGACTATTGCTAAAGGGTTCAATATTCCTGCAGTCCGTGTAACAAAGA 188 
AB049822        ATCCAGATTTTGTGACTATTGCTAAGGGGTTCAATATTCCTGCAGTCCGTGTAACAAAGA 1821 
Arabidopsis     TCCCGAACATGTTGCTGTTTGCAGCAGCTTGCGGGATTCCAGCGGCGAGGGTGACAAAGA 2160 
                  **  *  *  **    ****    *  * *   ***** ** *   * ** ******* 
 
IRGA 417        AGAGTGAAGTCCGTGCCGCCATCAAGAAGATGCTCGATACCCCAGGGCCATACTTGTTGG 249 
PUITÁ INTA CL   AGAGTGAAGTCCGTGCCGCCATCAAGAAGATGCTCGATACCCCAGGGCCATACTTGTTGG 257 
IRGA 422 CL     AGAGTGAAGTCCGTGCCGCCATCAAGAAGATGCTCGAGACCCCAGGGCCATACTTGTTGG 257 
SATOR CL        AGAGTGAAGTCCGTGCCGCCATCAAGAAGATGCTCGATACCCCAGGGCCATACTTGTTGG 248 
AB049822        AGAGTGAAGTCCGTGCCGCCATCAAGAAGATGCTCGAGACTCCAGGGCCATACTTGTTGG 1881 
Arabidopsis     AAGCAGATCTCCGAGAAGCTATTCAGACAATGCTGGATACACCAGGACCTTACCTGTTGG 2220 
                *    **  **** *  ** **  ***  ***** ** ** ***** ** *** ****** 
                                                 DOMINIO E  SSSS653653653653    GGGG654654654654    
IRGA 417        ATATCATCGTCCCACACCAGGAGCATGTGCTGCCTATGATCCCAAGTGGGGGCGCATTCA 309 
PUITÁ INTA CL   ATATCATCGTCCCACACCAGGAGCATGTGCTGCCTATGATCCCAAGTGGGGGCGCATTCA 317 
IRGA 422 CL     ATATCATCGTCCCACACCAGGAGCATGTGCTGCCTATGATCCCAAGTGAGGGCGCATTCA 317 
SATOR CL        ATATCATCGTCCCACACCAGGAGCATGTGCTGCCTATGATCCCAAATGGGGGCGCATTCA 308 
AB049822        ATATCATCGTCCCGCACCAGGAGCATGTGCTGCCTATGATCCCAAGTGGGGGCGCATTCA 1941 
Arabidopsis     ATGTGATTTGTCCGCACCAAGAACATGTGTTGCCGATGATCCCGAATGGTGGCACTTTCA 2280 
                ** * **    ** ***** ** ****** **** ******** * **  *** * **** 

 

FIGURA 18. Alinhamento das sequências obtidas na região do domínio BE do gene 
ALS de cultivares de arroz com a sequência do gene ALS disponível no 
GenBank de Arabidopsis thaliana (X51514) e Oryza sativa L. 
(AB049822). Destacam-se em azul as mutações encontradas nas 
cultivares IRGA 422 CL e SATOR CL. Similaridade entre as sequências 
estão representadas pelos asteriscos. 

 

Nas mutações G654E e S653D a resistência foi causada pela mudança na base 

nitrogenada guanina para uma adenina na posição central do códon. Mutações na posição 

S653, resultando nas trocas de S653N e S653T, foram identificadas como causadoras da 

resistência ao herbicida imazethapyr (>10 vezes) na espécie Amaranthus rudis       

(Patzoldt et al., 2001; Patzoldt et al., 2007). Em Amaranthus powellii e Amaranthus 

retroflexus, estas mesmas mutações descritas anteriormente causaram resistência as 

imidazolinonas (McNaughton et al., 2001; Diebold et al., 2003). A espécie         

Amaranthus hybridus apresentou a mutação S653N, que conferiu 10 vezes mais resistência 

a IMI e PTB e resistência intermediária (<10) a SU e TP (Whaley et al., 2006). Em um 
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biótipo da espécie Xanthium sp foi identificada a mutação S653A, conferindo resistência aos 

herbicidas do grupo das imidazolinonas (Tranel & Wright, 2002).  

O elevado número de plantas daninhas resistentes aos herbicidas inibidores da ALS 

descritos na literatura que possuem a mutação Ser653 pode ser explicado pelo fato de que 

esta mutação confere elevado nível de resistência, como pode ser comprovado na cultivar 

SATOR CL que apresentou maior nível de resistência nos bioensaios de sementes e 

plântula conduzidos neste trabalho. Esses resultados sugerem, que para a mutação Ala122, 

que esta mutação também é importante fator de seleção para sobrevivência das diferentes 

espécies às condições adversas nas quais estas plantas estão expostas. Em arroz vermelho 

resistente, não se tem relatos na literatura desta mutação. Posteriormente será discutida a 

presença desta mutação nas populações de arroz vermelho resistente avaliadas no presente 

trabalho. 

As mutações descritas na literatura que causam resistência a herbicidas inibidores 

da ALS em plantas daninhas são: Ala122, Pro197, Ala205, Asp376, Trp574 e Ser653 

(Heap, 2009). Logo, a mutação G654E nunca foi reportada na literatura como causadora de 

resistência a herbicidas imidazolinonas em plantas daninhas. De acordo com os resultados 

apresentados neste trabalho em relação à análise fenotípica da resistência, a cultivar   

IRGA 422 CL, em que a mutação G654E está presente, foi a menos resistente dentre as 

cultivares resistentes a imidazolinonas em todos os bioensaios conduzidos. Dessa forma, a 

inexistência de plantas daninhas com esta mutação sugere que esta não proporcione 

vantagens adaptativas significativas, sendo desta forma não selecionada durante o processo 

evolutivo por meio do agente de seleção herbicida.  

Recentemente, Sales et al.(2008) identificaram esta mutação em biótipos de arroz 

vermelho resistente. Os resultados obtidos por estes autores estariam de acordo com a 

hipótese de que esteja ocorrendo à transferência do alelo da resistência para os biótipos de 

arroz vermelho pelo fluxo gênico. Mas estes mesmos autores identificaram uma outra 
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mutação inédita (V669M), contrariando esta hipótese, levantando a questão de que os 

biótipos de arroz vermelho resistentes estão surgindo devido a um processo de evolução da 

resistência independente do fluxo gênico (Sales et al., 2008). Neste contexto, há outra 

hipótese de que populações de arroz vermelho resistente a imidazolinonas tenham surgido 

antes da introdução do sistema ClearfieldTM, suportando a idéia de que a evolução da 

resistência nestas populações seja advinda da pressão de seleção gerada pelos herbicidas     

imazethapyr + imazapic (Kuk et al., 2008). No presente trabalho também foi diagnosticado 

a presença desta mutação nas populações de arroz vermelho resistentes avaliadas. Estes 

resultados serão apresentados e discutidos no item 4.3.2. 

O resultado do alinhamento das sequências nucleotídicas provenientes da região F 

(Figura 19) mostrou que nenhuma das cultivares analisadas possui a mutação descrita por 

Whaley et al. (2007), que confere resistência aos cinco grupos de inibidores de ALS, 

devido à troca do aminoácido D376E. Esta mutação foi encontrada inicialmente em 

Amaranthus hybridus conferindo resistência cruzada a quatro grupos de inibidores de ALS 

(SU, IMI, PTB e TP). Esta resistência foi 60 a 3.200 vezes superior a do indivíduo 

suscetível (Whaley et al., 2007). Este padrão de resistência encontrado é muito similar ao 

observado nas espécies com a mutação W574L (Bernasconi et al., 1995). Esta mutação 

também gerou resistência apenas ao grupo das sulfoniluréias (>10 vezes) em             

Kochia scoparia (Warwick et al., 2008). 

 

                                      DOMINIO F                        DDDD376376376376 
IRGA 417        AAATTATGCGGTGGATAAGGCTGACCTGTTGCTTGCATTTGGCGTGCGGTTTGATGATCG 414 
PUITÁ INTA CL   AAATTATGCGGTGGATAAGGCTGACCTGTTGCTTGCATTTGGCGTGCGGTTTGATGATCG 413 
IRGA 422 CL     AAATTATGCGGTGGATAAGGCTGACCTGTTGCTTGCATTTGGCGTGCGGTTTGATGATCG 413 
SATOR CL        AAATTATGCGGTGGATAAGGCTGACCTGTTGCTTGCATTTGGCGTGCGGTTTGATGATCG 416 
AB049822        AAATTATGCCGTGGATAAGGCTGACCTGTTGCTTGCGTTTGGTGTGCGGTTTGATGATCG 1099 
Arabidopsis     AAATTACGCTGTGGAGCATAGTGATTTGTTGTTGGCGTTTGGGGTAAGGTTTGATGATCG 1438 
                ****** ** *****  *   ***  ***** * ** ***** **  ************* 
 
 

FIGURA 19. Alinhamento das sequências obtidas na região F do gene ALS de 
cultivares de arroz com a sequência do gene ALS disponível no GenBank 
de Arabidopsis thaliana (X51514) e Oryza sativa L. (AB049822). 
Similaridade entre as sequências estão representadas pelos asteriscos. 
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4.3 Desenvolvimento de marcadores moleculares do tipo ‘single nucleotide 

amplified polymorphism’ (SNAP) para identificação do mecanismo de 

resistência em arroz vermelho resistente aos herbicidas imidazolinonas 

 

4.3.1 

 

Desenvolvimento dos marcadores SNAP 

A utilização de técnicas moleculares que permite otimizar o tempo na confirmação 

da resistência quando é conhecida a provável mutação causadora da resistência, vem sendo 

bastante utilizada, especialmente na resistência causada por alteração na enzima sobre a 

qual age o herbicida (Délye et al., 2002b; Corbett & Tardif, 2006). A tecnologia PASA 

(‘PCR-based assay specific allele’) ou os marcadores SNP, requerem que, além do 

conhecimento prévio da mutação ocorrida no gene responsável pela resistência ao 

herbicida, exista também o conhecimento das sequências nucleotídicas que circundam esta 

mutação.  

A mutação de G2096S na enzima ACCase confere resistência ao herbicida     

diclofop-methyl. A partir dessa informação foi conduzido um ensaio que utilizou a 

metodologia PASA para identificar a resistência em plantas individuais                       

(Ruiz-Santaella et al., 2006). Em cultivares de arroz resistentes a imazethapyr, CL 121,  

CL 141 e CL 161, Kadaru et al. (2008) também utilizaram PASA para detecção da 

resistência. Segundo estes autores, os marcadores SNP obtidos discriminaram 

satisfatoriamente biótipos R e S. Este trabalho foi realizado com as cultivares de arroz que 

originaram as cultivares IRGA 422 CL e SATOR CL. No entanto, mutações neutras 

podem resultar em diferenças nucleotídicas entre essas cultivares e, desta forma, 

inviabilizar a utilização de marcadores moleculares específicos como são os SNPs, quando 

transferidos de uma cultivar para outra. 

No presente trabalho foram desenvolvidos e avaliados seis marcadores SNAPs. 

Todos estes marcadores mostraram-se polimórficos nas cultivares avaliadas, havendo 
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presença de amplicon apenas na cultivar para a qual havia sido desenvolvido o SNAP e 

ausência nas demais cultivares (Figura 20). Todos os SNAPs testados foram, portanto, 

discriminatórios na determinação da presença da mutação que gera o fenótipo da 

resistência nas cultivares IRGA 422 CL, SATOR CL e PUITÁ INTA CL. Os amplicons 

gerados com a utilização destes marcadores variaram de 133 a 253 pb. A direção na 

amplificação utilizando estes marcadores SNAP pode ser visualizada na figura 5. 

Marcadores SNAPs são mais específicos que SNPs em decorrência do “mismatch” 

adicionado nas três primeiras bases da sequência iniciadora (Drenkard et al., 2000). No 

entanto, este procedimento pode gerar falsos positivos se a composição e o número de 

ciclos da reação de PCR forem inadequados. Condições menos adstringentes e elevado 

número de ciclos reduzem a capacidade de discriminação deste método. Esta característica 

tem que ser considerada quando da adoção deste tipo de marcador. 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 20. Teste da eficiência dos marcadores SNAPs no diagnóstico da mutação 

em cultivares de arroz. O gel agarose 2% mostra fragmentos de 133, 137 
e 253 pb equivalentes aos SNP422FW1, SNPSatFW1 e SNPPtaRev1, 
respectivamente. Colunas: 1, marcador de peso molecular de 100bp; 2, 
IRGA 417; 3, IRGA 422 CL; 4, SATOR CL; 5, PUITÁ INTA CL e 6, 
Híbrido artificial de IRGA 417 e cultivar resistente para a qual o SNAP 
foi desenvolvido. 

 

4.3.2 Identificação do mecanismo de resistência em arroz vermelho 

resistente aos herbicidas imidazolinonas pelos marcadores SNAP 

O sucesso dos SNAPs na discriminação das mutações das cultivares de arroz 

resistente as imidazolinonas e de arroz suscetível como controle possibilitou a utilização 

 
133 pb 

SNP422FW1 SNPSatFW1 SNPPtaRev1 

    1    2      3      4      5      6      2      3     4      5      6     2      3      4      5       6 
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destes marcadores em indivíduos de arroz vermelho coletados como escapes de controle 

após utilização dos herbicidas imazethapyr + imazapic em lavouras de arroz do estado do 

RS durante as duas últimas safras 2006/07 e 2007/08. O resultado positivo nas reações de 

PCR utilizando estes marcadores comprova que o indivíduo em questão é resistente devido 

ao mecanismo de local de ação alterado. Contudo, a origem da resistência, se decorre de 

fluxo gênico ou a processos de evolução independente, não é possível determinar com 

estas análises. Esta comprovação requer avaliações de similaridade genética com 

marcadores moleculares neutros, como por exemplo, microssatélites (Gealy et al., 2002).  

A análise fenotípica de 16 populações de arroz vermelho provenientes da safra 

2006/07, realizada conforme ilustrado na Figura 21 indicou nível de resistência baixo (BN) 

em oito populações, médio (MN) em seis populações e alto nível (AN) em apenas duas 

populações (Tabela 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
FIGURA 21. Determinação do nível de resistência de diferentes populações de arroz 

vermelho aos 21 dias após a aplicação dos herbicidas                
imazethapyr + imazapic. A) Foto mostrando plantas aos 21 DAA e       
B) Esquema da disposição das plantas e o nível de resistência atribuído. 
BN: Baixo nível de resistência; MN: Médio nível de resistência e       
AN: Alto nível de resistência. 
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128 MN 60 BN 

04 BN 
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TABELA 12. Descrição das 16 populações de arroz vermelho, com 15 plantas por 
população, coletadas na safra 2006/07 em diferentes locais do estado do 
RS 

 
População Origem Nível de resistência1 

133 Caçapava do Sul BN 
60 Cachoeira do Sul BN 

38 Palmares BN 

75 São Lourenço do Sul BN 

15 Alegrete BN 

04 Rio Pardo BN 

223 Santa Maria BN 

31 Rio Grande BN 

144 São Francisco de Assis MN 

182 Restinga Seca MN 

109 São Pedro MN 

98 Viamão MN 

198 Cacequi MN 

172 Rosário do Sul MN 

22 Palmares AN 

53 Guaíba AN 
1BN – Baixo nível; MN – Médio nível e AN – Alto nível. 

 

A análise fenotípica das 16 populações indicou que apenas as populações 53 e 22 

(12,5 % do total de populações analisadas) oriundas de Guaíba e Palmares, 

respectivamente, apresentaram alto nível de resistência (Figura 22). As populações 38, 

133, 60, 15, 04, 223, 75 e 31 provenientes de Palmares, Caçapava do Sul,             

Cachoeira do Sul, Alegrete, Rio Pardo, Santa Maria, São Lourenço e Rio Grande, 

respectivamente, que equivalem a 50 % das populações avaliadas, foram classificadas 

como possuidoras de baixo nível de resistência (Figura 22). Médio nível de resistência 

ocorreu em 37,5 % das populações, sendo elas: 198, 172, 182, 98, 144 e 109, oriundas de 

Cacequi, Rosário do Sul, Restinga Seca, Viamão, São Francisco de Assis e São Pedro, 

respectivamente (Figura 22). 

Para confirmação do mecanismo de resistência nestas populações foram utilizados 

os marcadores SNAPs, previamente desenvolvidos neste estudo. A presença das mutações 

G654E, S653D e A122T foi diagnosticada pela utilização de SNP422FW1, SNPSatFW1 e 
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SNPPtaRev1, respectivamente. A mutação de maior ocorrência nas populações foi a G654E 

(Tabela 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 22. Porcentagem das populações de arroz vermelho resistente aos herbicidas 

imazethapyr + imazapic, provenientes das safras 2006/07 e 2007/08, 
classificadas quanto ao nível de resistência como alto (AN), médio-alto 
(MA), médio (MN) e baixo (BN). 

 

Destaca-se que a presença da mutação não foi encontrada em todas as plantas da 

mesma população, contudo todas as populações possuíam pelo menos um indivíduo com 

esta mutação, à exceção da população 38, originária de Palmares, na qual nenhuma das 

mutações avaliadas pelos SNAPs foi identificada. Indivíduos contendo as outras duas 

mutações, S653D e A122T, isoladas ou em combinação, também foram identificados   

(Tabela 13). Dos 208 indivíduos avaliados, 56 % possuíam uma ou mais das mutações 

avaliadas. Desta forma, conclui-se que o principal mecanismo de ação responsável pela 

resistência aos herbicidas do grupo das imidazolinonas nestas populações está relacionado 

à insensibilidade da enzima ALS, devida à ocorrência de mutações no gene que a codifica. 

Grande parte das populações de arroz vermelho oriundas da safra 2006/07 foi 

classificada como tendo baixo (50 %) e médio nível de resistência (37,5 %). A mutação 

presente na maioria destas populações foi a G654E. Esta mutação está presente na cultivar 

IRGA 422 CL (Figura 18), a qual foi a principal cultivar resistente plantada no RS nos 

últimos anos, sugerindo que a elevada ocorrência desta mutação se deva a fluxo gênico.  
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TABELA 13. Populações de arroz vermelho resistente, coletados em diferentes locais 
do estado do RS, provenientes da safra 2006/07 classificadas quanto ao 
nível de resistência aos herbicidas imazethapyr + imazapic e quanto à 
mutação encontrada utilizando os marcadores SNP422FW1, SNPSatFW1 
e SNPPtaRev1 

 
População Origem Nível de resistência1 Número de plantas Mutação 

133 Caçapava do Sul BN 9 G654E 
   6 - 

60 Cachoeira do Sul BN 1 G654E 

   11 - 

38 Palmares BN 15 - 

75 São Lourenço do Sul BN 10 G654E 

   1 G654E e A122T 

   1 - 

15 Alegrete BN 5 G654E 

   9 - 

04 Rio Pardo BN 5 G654E 

   1 G654E  e S653D 

   3 - 

223 Santa Maria BN 1 G654E 

   1 G654E  e S653D 

   13 - 

31 Rio Grande BN 4 G654E 

   1 S653D 

   1 A122T 

   9 - 

144 São Francisco de MN 7 G654E 

   2 G654E  e S653D 

   3 - 

182 Restinga Seca MN 12 G654E 

   1 - 

109 São Pedro MN 12 G654E 

   2 - 

98 Viamão MN 12 G654E 

   3 - 

198 Cacequi MN 6 G654E 

   3 - 

172 Rosário do Sul MN 8 G654E 

   2 - 

22 Palmares AN 4 G654E 

   3 A122T 

   1 G654E e A122T 

   1 S653D e A122T 

   6 - 

53 Guaíba AN 7 G654E 

   1 G654E e A122T 

   5 - 
1BN – Baixo nível; MN – Médio nível e AN – Alto nível. 
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A mutação S653D foi diagnosticada em cinco populações sendo elas: 223BN,        

22AN, 04BN, 31BN (em apenas uma planta de cada uma destas populações) e 144MN  

(em duas plantas). Já a mutação A122T foi encontrada em quatro populações: 75BN, 35AN, 

31BN (em apenas uma planta de cada uma destas populações) e 22AN (em cinco plantas). 

Uma pequena parcela das populações de arroz vermelho resistente aos herbicidas 

imidazolinonas avaliadas (12,5 %) foi classificada contendo alto nível de resistência. Um 

fator importante a ser destacado é que nas duas populações de alto nível de resistência 

(22AN e 53AN) foi diagnosticada a presença da mutação A122T. Esta mutação é a 

responsável pela resistência aos herbicidas imidazolinonas na cultivar PUITÁ INTA CL, 

sendo esta dita segunda geração de cultivares resistentes aos herbicidas, ou seja, com maior 

nível de resistência atribuído a esta cultivar, o qual foi confirmado pelo bioensaio de 

afilhos (Figura 10). Em uma destas populações, a população 22AN, foi identificada um 

indivíduo contendo as mutações A122T e S653D, o que tem uma possibilidade muito 

pequena de ter ocorrido por fluxo gênico. Além disso, 39 % dos indivíduos resistentes das 

populações não apresentaram bandas em nenhuma reação de PCR (Tabela 13). Há 

possibilidade que estes indivíduos resistentes não possuam nenhuma das três mutações 

avaliadas. No entanto, como foram utilizados apenas SNAPs específicos para o alelo 

resistente e não para o alelo suscetível, é possível que estes representem falsos negativos. 

Para maior eficiência do método sugere-se que cada indivíduo a ser avaliado tenha seu 

DNA testado com SNAPs específicos para cada um dos alelos R e S.  

A análise fenotípica das populações da safra 2007/08 indicou que sete populações 

(32 %) possuem alto nível de resistência (AN), sendo elas: 32, 235, 90, 124, 25, 135 e 66. 

Foram diagnosticadas como médio-alto nível de resistência (MA) cinco populações (207, 

201, 212, 208 e 206), perfazendo um total de 23 %. Outras seis populações (47, 48, 49, 50, 

51 e 274) foram identificadas como tendo médio nível de resistência (MN) totalizando      
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27 % das populações. Apenas 18 % foram classificadas como baixo nível de resistência 

(BN), sendo elas as quatro populações: 267, 265, 136 e 66 (Tabela 14 e Figura 22). 

 

TABELA 14. Descrição das 22 populações de arroz vermelho resistentes aos herbicidas 
imazethapyr + imazapic coletadas na safra 2007/08 em diferentes locais 
do estado do RS 

 
População Origem Número de plantas Nível de resistência1 

267 Rosário do Sul 15 BN 
265 Rosário do Sul 15 BN 

136 Agudo 15 BN 

66 Alegrete 7 BN 

51 Santa Maria 15 MN 

274 Uruguaiana 15 MN 

47 Caçapava do Sul 15 MN 

48 São Martinho da Serra 15 MN 

49 São Martinho da Serra 15 MN 

50 Santa Maria 15 MN 

206 Camaquã 10 MA 

207 Camaquã 15 MA 

201 Camaquã 15 MA 

212 Dona Francisca 15 MA 

208 Camaquã 5 MA 

66 Alegrete 3 AN 

25 Restinga Seca 9 AN 

135 Dona Francisca 15 AN 

32 Restinga Seca 15 AN 

235 São Gabriel 13 AN 

90 Cachoeira do Sul 1 AN 

124 Novos Cabrais 15 AN 
1
BN – Baixo nível; MN – Médio nível; MA – Médio-alto nível e AN – Alto nível. 

 

Dos 273 indivíduos avaliados da safra 2007/08, a análise de SNAPs demonstrou 

que 92 %, possuíam uma ou mais das mutações analisadas neste estudo, tendo como 

mecanismo de resistência a alteração na enzima ALS (Tabela 15). Apenas 23 indivíduos  

(8 %) não apresentaram banda em nenhuma reação de PCR, podendo ser falsos negativos 

ou outro mecanismo de resistência que não local de ação alterado, por consequência não 

foi possível determinar a causa da resistência dos mesmos. Apenas 30 indivíduos (11 %) 

possuíam as mutações S653D ou A122T (Tabela 15).  
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TABELA 15. Populações de arroz vermelho resistentes aos herbicidas         
imazethapyr + imazapic coletados em diferentes locais do estado de RS, 
provenientes da safra 2007/08 classificadas quanto ao nível de resistência 
e quanto à mutação encontrada utilizando os marcadores SNP422FW1, 
SNPSatFW1 e SNPPtaRev1 

 
População Origem Nível de resistência1 Número de plantas Mutação 

32 Restinga Seca AN 5 S653D 
   1 G654E 

   9 - 

235 São Gabriel AN 13 S653D 

90 Cachoeira do Sul AN 1 - 

124 Novos Cabrais AN 14 G654E 

   1 - 

25 Restinga Seca AN 8 G654E 

   1 G654E e S653D 

135 Dona Francisca AN 8 A122T 

   1 G654E e A122T 

   6 - 

66 Alegrete AN 3 G654E 

207 Camaquã MA 15 G654E 

201 Camaquã MA 15 G654E 

212 Dona Francisca MA 15 G654E 

208 Camaquã MA 5 G654E 

206 Camaquã MA 10 G654E 

47 Caçapava do Sul MN 15 G654E 

48 São Martinho da MN 12 G654E 

   3 - 

49 São Martinho da MN 15 G654E 

50 Santa Maria MN 13 G654E 

   2 - 

51 Santa Maria MN 15 G654E 

274 Uruguaiana MN 14 G654E 

   1 G654E e S653D 

267 Rosário do Sul BN 13 G654E 

   1 G654E e S653D 

   1 - 

265 Rosário do Sul BN 15 G654E 

136 Agudo BN 15 G654E  

66 Alegrete BN 7 G654E 
1
BN – Baixo nível; MN – Médio nível; MA – Médio-alto nível e AN – Alto nível. 

 

Em todas as seis populações de médio nível de resistência (MN), 47, 48, 49, 50, 51 

e 274, foi diagnosticada a mutação G654E, com exceção da população 274, em que apenas 

uma planta mostrou também a mutação S653D. Em relação às cinco populações de      
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médio-alto nível de resistência (MA), 207, 201, 212, 208, e 206, todas as plantas dentro de 

cada população também apresentaram a mesma mutação encontrada na cultivar resistente 

IRGA 422 CL. Nestas populações não ocorreram exceções no que se refere à presença de 

outra mutação que não a G654E. Nas populações de arroz vermelho resistentes, 267, 265, 

136 e 66, classificadas como tendo baixo nível de resistência (BN), foi encontrada a 

mutação G654E, com exceção de apenas uma planta da população 267 em que foi 

encontrada a mesma mutação S653D, presente na cultivar resistente SATOR CL.  

Estes resultados mostram que nas populações de arroz vermelho avaliadas, os 

níveis de resistência baixo a médio-alto decorrem, em sua maioria, de mecanismo de local 

de ação alterado, provocado pela mutação G654E. Este é o primeiro relato descrito na 

literatura do diagnóstico da resistência por local de ação alterado em biótipos de arroz 

vermelho oriundos da região sul do Brasil. Recentemente, a mesma mutação encontrada 

em IRGA 422 CL, G654E, foi identificada em biótipos de arroz vermelho resistente no 

estado do Arkansas, EUA (Sales et al., 2008). Porém, estes autores concluíram que esta 

evolução da resistência se deu por um processo de evolução independente ocasionada pela 

pressão de seleção do herbicida, sendo esta conclusão fundamentada no fato de 

encontrarem nos mesmos biótipos a presença de uma outra mutação. 

A hipótese de que os níveis de resistência estão associados ao tipo de mutação 

encontrada no arroz vermelho, é confirmada pelos resultados apresentados no presente 

trabalho. As populações de arroz vermelho classificadas quanto ao nível de resistência em 

BN e MN possuem predominância da mutação G654E. A cultivar IRGA 422 CL foi a 

menos resistente dentre as cultivares testadas em todos os bioensaios (Figuras 8, 9 e 10). 

Assim, o nível de resistência diagnosticado nestas populações corroboram com a hipótese 

de que esta mutação está associada a baixos níveis de resistência.  

Outra importante questão a ser discutida refere-se à elevada frequência de 

ocorrência da mutação G654E nas populações de arroz vermelho resistentes. Este fato pode 
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ser explicado em função da grande utilização da cultivar IRGA 422 CL nas lavouras 

orizícolas gaúchas, sugerindo desta forma que a provável origem da resistência seja fluxo 

gênico entre a cultivar IRGA 422 CL e o arroz vermelho. 

As populações de arroz vermelho classificadas com alto nível de resistência 

variaram em relação à mutação encontrada. Por exemplo, na população 32AN, cinco 

plantas apresentaram a mutação S653D e apenas uma a mutação G654E. Já na população 

235AN todas as plantas apresentaram a mutação S653D e em 124AN e 25AN, as plantas 

possuíam a mutação G654E, com exceção de uma planta da população 25 que também 

apresentou a mutação S653D. Na população 135AN, nove das 15 plantas apresentaram a 

mutação A122T e uma planta a mutação G654E. Em 66AN foi diagnosticada apenas a 

mutação G654E e na única planta representante da população 90AN não foi encontrada 

nenhuma das mutações diagnosticadas pelos marcadores SNAPs.  

É necessário salientar que a avaliação do nível de resistência foi realizada por 

população e não por indivíduo, o que pode dificultar o entendimento da importância da 

mutação no nível de tolerância. Isso explicaria a ocorrência da mesma mutação em 

indivíduos provenientes de populações com níveis de resistência diferentes. A avaliação da 

resistência por indivíduo poderá ser obtida em ensaio que extrai o DNA por planta e 

posteriormente separa essas plantas por mutação, por local de origem e determina curvas 

dose-resposta para cada conjunto de plantas com mesma mutação. Dessa forma, obtêm-se a 

importância da mutação no nível de tolerância. 

Os resultados obtidos mostram que o elevado nível de resistência em arroz 

vermelho está associado à presença das mutações A122T e S653D, corroborando resultados 

obtidos nos bioensaios de sementes e plântula (Figuras 8 e 9), onde houve maior 

resistência da cultivar SATOR CL, e no bioensaio de afilhos (Figura 10) em que a cultivar 

PUITÁ INTA CL foi a cultivar mais resistente. 
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Em arroz, Rajguru et al. (2005) encontraram a mutação S653N em híbridos de arroz 

vermelho resistentes, comprovando que pode ter ocorrido fluxo gênico entre o arroz CL e 

arroz vermelho. Atualmente quatro espécies de plantas daninhas foram diagnosticadas 

como resistentes a herbicidas inibidores da ALS por possuírem a mutação Ser653, 

Amaranthus powellii, Amaranthus retroflexus (McNaughton et al., 2001),         

Amaranthus rudis (Patzoldt et al., 2007) e Xanthium sp (Tranel & Wright, 2002).  

Em relação à mutação A122T, existem cinco espécies de plantas daninhas 

resistentes, Amaranthus retroflexus (McNaughton et al., 2005), Xanthium strumarium 

(Bernasconi et al., 1995), Amaranthus hybridus (Hager et al., 1998; Trucco et al., 2006), 

Solanum ptycanthum (Milliman et al., 2000; Milliman et al., 2003) e Amaranthus powellii 

(McNaughton et al., 2005). O elevado número de espécies de plantas daninhas com essas 

mutações sugere que estas sejam importante fator de seleção para sobrevivência das 

diferentes espécies sob pressão de seleção gerada pelo herbicida. 

 

 



 

 

 

 

 

 

5 CONCLUSÕES 

 

Dentre os métodos de diagnóstico da resistência aos herbicidas pertencentes ao 

grupo químico das imidazolinonas, a utilização de metodologias expeditas, como por 

exemplo, embebição de sementes e bioensaios com plântulas e afilhos são técnicas 

adicionais ao produtor no diagnóstico da resistência. Estes ensaios caracterizam-se por 

serem de fácil e rápida execução e, principalmente, pelo diagnóstico de discriminação entre 

indivíduos resistentes e suscetíveis. No bioensaio de afilhos a cultivar PUITÁ INTA CL foi 

a mais resistente dentre as cultivares resistentes aos herbicidas imidazolinonas testadas. Já 

nos bioensaios de sementes e plântulas a cultivar SATOR CL foi a mais resistente. As 

doses discriminatórias para os bioensaios de sementes variaram de 0,001 a 0,1 mM para o 

comprimento do coleóptilo e de raiz, respectivamente. Nos bioensaios de plântulas e 

afilhos as doses discriminatórias foram 0,003 e 0,004 M, respectivamente. 

A resistência aos herbicidas do grupo das imidazolinonas das cultivares           

IRGA 422 CL, SATOR CL e PUITÁ INTA CL deve-se às mutações G654E, S653D e A122T, 

respectivamente. O conhecimento da exata sequência nucleotídica que circunda estas 

mutações permitiu o desenvolvimento de marcadores SNAP.  

O uso de marcadores SNAP é viável para diagnóstico do mecanismo de resistência 

a imidazolinonas em populações de arroz vermelho resistentes. A resistência aos herbicidas 

inibidores de ALS, presente em populações de arroz vermelho resistentes coletadas como 

escapes nas lavouras orizícolas do RS nas safras 2006/07 e 2007/08, deve-se à alteração do 
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local de ação. Há elevada frequência nestas populações da mesma mutação presente na 

cultivar IRGA 422 CL.  

O nível de resistência aos herbicidas imazethapyr + imazapic é dependente da 

mutação existente no biótipo, sendo que a mutação S653D confere maior resistência que a 

A122T e esta maior que G654E. 
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