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Resumo

As cultivares de arroz resistentes aos herbicidas imidazolinonas possibilitam o controle
eficiente de arroz vermelho, que € um dos maiores problemas da cultura do arroz irrigado.
Entretanto, foram encontrados bidtipos de arroz vermelho resistentes a imidazolinonas
distribuidos em varias regides orizicolas do Sul do Brasil. A correta determinagdo de
estratégias de prevencao e controle de arroz vermelho resistente requer o conhecimento dos
processos envolvidos na origem da resisténcia a herbicidas. O objetivo do trabalho foi
determinar se a origem da resisténcia a herbicidas em biétipos de arroz vermelho esta
relacionada ao processo de fluxo génico a partir de cultivares de arroz, ou a selegéo
independente da resisténcia em diferentes populagbées. Foram avaliadas 10 amostras de arroz
vermelho oriundos de cultivos comerciais de arroz irrigado. Apds selecdo e validacdo de
diversos marcadores moleculares microssatélites foram utilizados os marcadores RM180,
RM251 e 4797 para realizagdo de andlise genealdgica comparativa entre cultivares de arroz e
os bidtipos de arroz vermelho. Os marcadores mostraram polimorfismos entre cultivares de
arroz e arroz vermelho. Foram identificadas populagdes cuja origem da resisténcia € o fluxo
génico. Ainda, houve uma populacdo de arroz vermelho apresentou individuo com resisténcia
originada devido a fluxo génico e outro devido a sele¢do independente. Dentre as plantas de
arroz vermelho resistentes a herbicidas imidazolinonas analisadas neste estudo, indica-se que
40% possuem como origem da resisténcia o fluxo génico a partir de cultivares resistentes e
60% sao resultantes de processos independentes de evolugéo da resisténcia. Estes resultados
indicam que a redugao da evolugdo da resisténcia a herbicidas imidazolinonas em arroz
vermelho exige adogédo concomitante de medidas relacionadas com a prevengdo a migragao
de sementes e também com a diminuicdo da pressao de selegao do herbicida.
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Abstract

Imidazolinone resistant rice cultivars are a efficient strategy for selective control of red
rice. However, imidazolinone resistant red rice biotypes are spread throughout Southern Brazil
rice paddy fields. This problem is a new challenge to the rice crop in this region. The correct
determination of prevention and control strategies of resistant red rice require the knowledge of
the processes involved in the origin of red rice herbicide resistance. The objective of this study
was to identify the origin of herbicide resistance in red rice biotypes according to the possibilities
of gene flow from rice cultivars or to the independent selection of resistance in different
populations. Ten samples of red rice from rice paddy fields were evaluated. Initially, several
microsatellite markers were selected and evaluated for polymorphism and consistence. The
microsatellite markers RM180, RM251 and 4797 were used to perform the comparative analysis
between rice cultivars and red rice biotypes due the polymorphisms between rice cultivars and
red rice hybrids. Gene flow from resistant cultivars was identified as the source of resistance in
40% of the red rice plants resistant to imidazolinone herbicides analyzed in this study, and 60%
are the result of independent processes of evolution of resistance. Furthermore, there was one
population of red rice resistant to imidazolinone herbicides due gene flow and independent
selection concomitantly. These results indicate that the mitigation of red rice imidazolinone
herbicide resistance evolution require both measures related to the crop sanitation and
decreasing of herbicide selection pressure.

Key Words: gene flow, rice, red rice, Oryza sativa.

445



XXVII Congresso Brasileiro da Ciéncia das Plantas Daninhas
19 a 23 de julho de 2010 - Centro de Convengdes - Ribeirdo Preto — SP

Introdugao

O arroz vermelho pertence a mesma espécie do arroz cultivado e isto limita seu
controle através de herbicidas. Ainda, a adogao de métodos fisicos ou culturais para o controle
de arroz vermelho é limitada em lavouras de grande extensao. Cultivares de arroz resistente a
herbicidas do grupo quimico imidazolinonas foram desenvolvidas por meio de mutacdes
induzidas (Croughan, 1994) proporcionando a utilizagdo destes herbicidas na cultura do arroz
para o controle de plantas daninhas em geral, e principalmente de arroz vermelho. Estas
cultivares foram disponibilizadas comercialmente em 2002 nos EUA, e em outros paises nos
anos seguintes, proporcionando o controle de arroz vermelho (Oryza sativa L.) que é a planta
infestante mais importante desta cultura, principalmente no Brasil. No entanto, a ocorréncia de
hibridizagdo entre cultivares e bidtipos de arroz vermelho possibilita a incorporagdo da
resisténcia a herbicidas a partir de cultivares com esta caracteristica, limitando o controle da
planta daninha. O fluxo génico, também conhecido como migracao, refere-se ao processo de
troca de genes entre populagbes normalmente da mesma espécie, podendo, porém, ocorrer
entre espécies muito proximas filogeneticamente (Carrie & Loren, 2004).

As conseqliéncias do fluxo génico da resisténcia a herbicidas desde o arroz cultivado
para o arroz vermelho estdo relacionadas e perda da estratégia de controle seletivo do arroz
vermelho uma vez que estes individuos também se tornam resistentes ao agente de controle.
Neste sentido, Menezes et al. (2009) identificaram a ocorréncia de bidtipos de arroz vermelho
resistentes aos herbicidas imazethapyr e imazapic em 56% de um total de 228 amostras
analisadas. No entanto, ainda é desconhecido se a origem da resisténcia nestas populactes
aconteceu devido ao fluxo génico a partir das cultivares resistentes, ou através de processos
independentes de evolugdo. O objetivo do trabalho foi determinar se a origem da resisténcia a
herbicidas em bidtipos de arroz vermelho esta relacionada ao processo de fluxo génico a partir
de cultivares de arroz, ou a selegéo independente da resisténcia em diferentes populagoes.

Material e métodos

O estudo foi realizado no Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de
Plantas de Lavoura da Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul em Porto Alegre-RS. O material vegetal foi cedido pela Equipe de Agronomia do Instituto
Rio Grandense do Arroz (IRGA), e corresponde a 10 populagdes de arroz vermelho coletadas
na safra de 2007/08, oriundas dos municipios Cagapava do Sul (populagédo 47), Sado Martinho
da Serra (populacéo 48), Santa Maria (populagbes 50 e 51) e Restinga Seca (populacdo 32). A
resisténcia aos herbicidas imazethapyr + imazapic nestas populagdes foram obtidas das
descri¢cdes apresentadas por Menezes et al. (2009).

A escolha dos marcadores foi realizada com bases em estudos nos quais marcadores
SSR foram polimorficos para cultivares de arroz e arroz vermelho (Rajguru et al., 2005; Brunes
et al.,2007; Shivrain et al., 2007). Desta forma, para avaliar a existéncia de polimorfismos entre
as cultivares de arroz resistentes a imidazolinonas e biétipos de arroz vermelho bem como
detectar a genealogia de um individuo hibrido denominado H122, oriundo de cruzamento
artificial entre a cultivar IRGA 422 e um biétipo de arroz vermelho, foram usados os seguintes
pares de primers: RM 180, RM 251 e 4797 (Rajguru et al., 2005; Rangel et al., 2007; Shivrain
et al., 2007). Os marcadores microssatélites que mostraram o polimorfimos foram o RM 251 e o
4797, e assim foram utilizados para determinar a origem da resisténcia nas amostras de
populagdes de arroz vermelho deste estudo. Devido ao fato de os marcadores microssatélites
serem co-dominantes, hibridos entre cultivares de arroz e arroz vermelho podem ser
detectados pela presenca dos alelos parentais na regido dos géis correspondentes aos
hibridos. A ocorréncia de dois alelos, um referente a uma cultivar e outro referente ao arroz
vermelho, indica a ocorréncia do processo de fluxo génico. Por outro lado, quando somente um
alelo aparece na regiao correspondente do gel de agarose, os biétipos nos quais isso ocorra
foram considerados resistentes por selecdo independente (Shivrain et al., 2007).

Previamente, foram realizados em casa de vegetagdo cruzamentos artificiais entre as
cultivares de arroz irrigado IRGA 417, IRGA 422 CL, PUITA INTA CL e SATOR CL e os
biétipos de arroz vermelho AV110, AV122, AV120 e AV104. Com uma taxa de sucesso de
aproximadamente 40% (dados nao apresentados) obteve-se os hibridos 17110 (IRGA 417 x
AV110), H122 (IRGA 422CL x AV122), P120 (Puita INTA CL x AV120) e S104 (Sator CL x
AV104). Estes individuos s&o os tratamentos controle nas comparagdes dos bidtipos de arroz
vermelho resistentes a herbicidas em analise neste estudo. Para realizacdo dos testes,

446



XXVII Congresso Brasileiro da Ciéncia das Plantas Daninhas
19 a 23 de julho de 2010 - Centro de Convengdes - Ribeirdo Preto — SP

aproximadamente 150mg de tecido foliar de plantas jovens das cultivares de arroz irrigado,
além dos bidtipos de arroz vermelho foram utilizados para extracdo de DNA. Apds a coleta, o
material foi macerado em nitrogénio (N,) liquido e a extragao foi realizada conforme o protocolo
convencional. O DNA extraido foi quantificado em gel de agarose 1%, utilizando marcador de
peso molecular de 100pb (Invitrogen, Carlsbad, CA). Para amplificagdo das regides de DNA
flanqueadas pelos primers, foram realizadas reagées em cadeia pela polimerase (Polymerase
Chain Reaction - PCR). As reac¢des de PCR seguiram o seguinte protocolo: 20 ng de DNA, 0,3
WL de cada primer (forward e reverse), 150uM de cada deoxinucleotideo trifosfato (ANTP), 0,5
U de Taq DNA polimerase , 1x buffer e ; 0,6 mM de MgCl,, em um volume total de 12 uL por
reagdo. As reagdes de PCR foram conduzidas em volume final de 12 uL contendo 20ng de
DNA; PCR buffer 1x; 0,6 mM de MgCly; 0,3l de tanto forward como reverse primer; 150 uM de
cada dNTP; 0,5 unidade de Taq polimerase; e 7, 94 ul de H20 miliQ. As reag¢des de PCR foram
sujeitas a 2 min de desnaturagéo a 95°C, 35 ciclos de 45s a 94°C, 45s a 57°C, e 1min a 72°C.
Os produtos da reacdo de PCR foram separados em gel de agarose (3 %) corados com
brometo de etideo e quantificados utilizando marcadores de peso molecular de 100 pb
(Invitrogen). Posteriormente, o gel foi fotografado com auxilio do programa KODAK Digital
Science 1D.

Resultados e discussao

No presente estudo o marcador RM180 ndo resultou em polimorfismo entre as
cultivares IRGA 417, IRGA 422 CL, arroz vermelho (AV) ou com o biétipo hibrido H122 (Figura
1A). O marcador microssatélite RM180 apresentou polimorfismo para as cultivares de arroz
CL121, CL161 e bidtipos de arroz vermelho em estudos realizados nos EUA (Rajguru et al.,
2005; Shivrain et al., 2007). Nestes estudos, foram utilizadas as cultivares CL121 e a CL161
que nao sao utilizadas em lavouras de arroz no Sul do Brasil. Ainda, os bidtipos de AV
existentes em determinados locais caracterizam diferengas genotipicas em relagdo a outras
populagbes, determinando niveis de variabilidade que podem resultar em variagdo da
especificagdo de marcadores moleculares. Os fragmentos gerados tiveram em torno de 120
pares de base para RM180, que corresponde aos fragmentos encontrados por Shivrain et al.
(2007). J& os marcadores RM251 e 4797 foram polimérficos para as mesmas comparagoes
(Figura 1B e 1C). A amplificacdo do DNA das cultivares de arroz e dos biotipos de AV com o
marcador RM251 produziu fragmentos de 115 e 130 pares de bases, respectivamente, e
quando amplificados com o marcador 4797, os fragmentos tiveram aproximadamente este
mesmo comprimento (Figura 1, Tabela 1). Estes fragmentos apresentam tamanho semelhante
ao descrito em estudos com arroz nos quais estes marcadores foram utilizados (Rajguru et al.,
2005; Brunes et al., 2007). Como os marcadores microssatélites apresentam co-dominancia,
espera-se a ocorréncia de duas bandas na regiao do biétipo hibrido quando um marcador for
polimérfico para cultivares e biétipos de AV. Este comportamento pode ser visualizado na
Figura 1C e Figura 1C para o resultado da amplificagdo a partir do arroz hibrido H122, que
mostrou a presenga dos alelos das cultivares bem como dos bidtipos de AV. Este resultado
indica que os marcadores RM251 e 4797 podem ser utilizados na deteccao de biétipos hibridos
oriundos do fluxo génico entre cultivares de arroz e AV.

100phk

Figura 1. Gel de eletroforese em agarose (3%) de fragmentos de microssatélites nas cultivares IRGA 417,
IRGA 422, arroz vermelho e hibrido artificial de IRGA 422 e arroz vermelho (H122) a partir dos
marcadores RM180 (A), RM251 (B) e 4797 (C). Colunas: 1 - ladder 100pb; 2 — IRGA 417; 3 — IRGA 422; 4
— arroz vermelho suscetivel a imidazolinonas; 5 — arroz vermelho resistente a imidazolinonas; e 6 —
Hibrido H122.

O marcador 4797 gerou fragmentos de 120 pb para todas as cultivares de arroz, exceto Sator

CL que obteve 115 pb, para dois AV de Santa Maria (pop. 50, coluna 16; pop. 51, coluna 18;
Figura 2A) e para duas amostras de AV de Restinga Seca (pop. 32; colunas 17, 22 e 23; Figura
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2A). Entretanto, um fragmento ao redor de 130 pb foi gerado para o hibrido H122,
caracterizando-o como heterozigoto, apresentando os alelos parentais. Tais fragmentos,
também ocorreram em AV oriundos de Santa Maria (pop. 50, colunas 19 e 20), sugerindo ter
havido cruzamento entre a cultivar IRGA 422 CL e individuos dessas populagdes de AV. O
trabalho desenvolvido por Roso et al. (2008) mostrou que estas populagbes contém a mutagao
Ges4sE na enzima Acetolactato sintase (ALS) e tal mutagao esta presente na cultivar IRGA 422
CL. Estas evidéncias indicam ser o fluxo génico o mecanismo responsavel pela resisténcia
desses individuos a herbicidas imidazolinonas. A populacdo 50 de Santa Maria possui,
portanto, individuos resistentes de origem distinta, sendo determinados evolug¢ao independente
(coluna 16, Figura 2A) e fluxo génico (colunas 19 e 20; Figura 2A) (Tabela 1).
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Figura 2. Gel de eletroforese em agarose (3%) de fragmentos de microssatélites nas cultivares IRGA 417,
IRGA 422, Puita INTA CL, Sator CL, hibridos artificiais de cultivares de e arroz vermelho (AV), e bidtipos
de AV a partir dos marcadores e 4797 (A) e RM251 (B). Colunas: L - ladder 100pb; 1 - IRGA 417; 2 -
AV110; 3-17110; 4 - IRGA 422; 5 - AV122; 6 - H122; 7 - Puita INTA CL; 8 - AV120; 9 - P120; 10 - Sator
CL; 11 - AV104; 12 - S104; 13 - AV de Cagapava do Sul (populacgéo 47); 14 e 15 - AV de Sao Martinho da
Serra (populagéo 48); 16 - AV de Santa Maria (populagao 50); 17 - AV de Restinga Seca (populagéo 32);
18 - AV de Santa Maria (populacédo 51); 19 e 20 - AV de Santa Maria (populacéo 50); 21 e 22 - AV de
Restinga Seca (populagao 32).

O marcador RM251 apresentou polimorfismo entre a cultivar Sator CL e as demais
(Figura 2B). O tamanho do fragmento encontrado para as cultivares IRGA 417, IRGA 422 CL e
Puita INTA CL foram de 115 pb. Ja para Sator CL houve dois fragmentos (125 e 160pb) de
origem parental visto que esta cultivar é obtida do cruzamento entre duas linhagens puras.
Duas amostras da populagdo 50 de Santa Maria apresentaram dois alelos com tamanhos de
fragmentos semelhantes aos do hibrido H122 (120 e 150pb; Figura 2B, Tabela 1) e uma
amostra teve apenas um alelo, indicando, assim como ocorreu com o marcador 4797, que
nessa populagdo possa ter ocorrido tanto evolugéo independente quanto fluxo génico a partir
da cultivar IRGA 422 CL (colunas 16, 19 e 20; Figura 2B). Das trés amostras oriundas de
Restinga Seca (pop. 32) duas apresentaram apenas um alelo enquanto uma apresentou os de
130 e 160pb (Tabela 1). O alelo de 160pb é semelhante ao observado na cultivar Sator CL,
indicando fluxo génico entre essa cultivar e a populagao 32, de Restinga Seca. A mutagéo
presente em Sator CL é SgssN e foi encontrada nesta populagdo por Roso et al. (2008).
Salienta-se que a presenca de um alelo apenas nas amostras indica que a resisténcia a
imidazolinonas nesses individuos seja devida a selegdo independente. Dessa forma, nas
populacdes de Restinga Seca e Santa Maria (pop. 50) tanto o fluxo génico quanto a evolugao
independente explicam a origem da resisténcia a imidazolinonas (Tabela 1).

Os marcadores microssatélites RM251 e 4797 sado adequados para detectar
hibridizagcdes entre as cultivares IRGA 422 CL e Sator CL e bidtipos de AV permitindo o
conhecimento da origem da resisténcia em populagdes resistentes a herbicidas. Dentre as
plantas de AV resistentes a herbicidas imidazolinonas analisadas neste estudo, indica-se que
40% possuem como origem da resisténcia o fluxo génico a partir de cultivares resistentes e
60% séo resultantes de processos independentes de evolugéo da resisténcia. A identificagéo
da origem da resisténcia em arroz vermelho permite a determinacdo de critérios mais
especificos para o0 manejo de cultivares de arroz resistente a herbicidas.

Os resultados deste estudo indicam que as medidas profilaticas relacionadas a
evolugao da resisténcia a herbicidas imidazolinonas devem considerar estratégias relacionadas
a dispersdo do gene de resisténcia entre populagdes, e também praticas de manejo voltadas
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para a diminuicdo da pressao de selegdo destes herbicidas. Assim sendo, a prevengao da
ocorréncia de arroz vermelho resistente a herbicidas deve ser reforgada com procedimentos
relacionados a dispersédo de sementes de arroz vermelho como a utilizagcdo de sementes
certificadas, limpeza de equipamentos e prevengao da imigragdo de sementes. Ainda, a
diminuicdo da pressao de selecdo de herbicidas imidazolinonas no arroz vermelho esta
relacionada a utilizagcdo de diferentes mecanismos de agdo, que no caso da cultura do arroz
pode ser alcangada apenas através da rotagao de culturas.

Tabela 1. Marcadores microssatélites utilizados para detecgéo de polimorfismo entre cultivares de arroz e
arroz vermelho. TA: temperatura de pareamento.

cutvariotpo_ALs Mt FROTeo B Freates Gl o
IRGA 417 S néo contém 120 115 -

IRGA 422 CL R GegssE 120 115 -

H122 R GegssE 120/130 115145 -

Sator CL R SgeaN 120 125160 -
Populacao 47(13) R GegssE 120 115 Selecdo independente
Populacdao 48 (14} R GgssE 120 125 Selecdo independente
Populagao 48 (15) R GgssE 120 115 Selecdo independente
Populagao 50 (16) R GgssE 120 125 Selecao independente
Populagao 50 (19) R GgssE 120/130 115/145 Fluxo génico
Populagao 50 (20) R GgssE 120/130 115/145 Fluxo génico
Populagdo 51 (18) R GgssE 120/130 115/145 Fluxo génico
Populagdo 32 (17} R SgssN 120 125 Selecéo independente
Populagdo 32 (21) R SgssN 120 125/160 Fluxo génico
Populagao 32 (22) R SgesN 120 145 Selecdo independente
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