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RESUMO: A correta identificagcdo das espécies de capim-arroz € dificultada pela existéncia
de semelhancas morfolégicas entre espécies e presenca de plantas com caracteristicas
intermediarias. O objetivo deste estudo foi identificar diferentes espécies de capim-arroz
através de determinacdes filogenéticas com base em descritores morfolégicos e marcadores
moleculares em populacdes de capim-arroz coletadas no estado do RS. O material vegetal
consistiu de 29 acessos coletados em areas de cultivo de arroz irrigado no estado do RS e
uma populagdo coletada nos EUA. Foram analisadas as principais caracteristicas das
chaves taxon6micas de Kissmann e Pfitscher e Barreto em 10 plantas por acesso. As
andlises moleculares foram realizadas através da amplificacdo da regido trnT — trnL e trnL —
trnF de DNA de cloroplasto. As sequéncias foram analisadas através do programa Mega
5.1, usando o método UPGMA. A avaliagdo morfolégica apresentou grande variabilidade
tanto para caracteristicas vegetativas como reprodutivas dificultando a utilizagdo das chaves
taxondmicas para varios acessos. Os melhores descritores morfolégicos foram o
comprimento do eixo secundario para espécie E. colonun, e a largura do antécio que foi
caracteristica discriminadora de E. crus-pavonis em relacdo a E. crus-galli. A sequéncia
nucleotidica das regides trnT — trnL e trnL — trnFA foi discriminadora para E. colonun através
de vérios indels e mutagbes, e duas mutacdes diferenciaram as espécies E. crus-galli e E.

crus-pavonis.
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INTRODUCAO
A correta identificacdo das espécies de capim-arroz é dificultada pela existéncia de
semelhancas morfolégicas entre espécies, da possivel ocorréncia de hibridos que

apresentam caracteristicas intermediarias entre as espécies e também pela existéncia das



plantas mimics pertencentes a uma espécie que apresenta caracteristicas semelhantes de
outra espécie. Este problema é exemplificado a partir de um estudo conduzido na Itélia,
onde apenas 44% das plantas de capim-arroz encontradas em lavouras de arroz irrigado
apresentaram identificacdo possivel através de chaves taxonémicas (SPARACINO et al.,
1994).

Devido a elevada complexidade na identificacdo das espécies de capim-arroz com o
uso de chaves taxonémicas, ha necessidade de empregar outras técnicas para auxiliar a
identificacdo de espécies. Marcadores moleculares presentes no DNA de cloroplasto séo
mais apropriados para a identificacdo taxondmica devido a heranca materna, por
apresentarem baixas taxas de mutacéo e alta conservagdo do genoma entre as diferentes
espécies de plantas (TABACCHI et al., 2006). Em lavouras de arroz irrigado no Sul do Brasil
existem relatos da ocorréncia principalmente das espécies Echinochloa colona, E. crus-galli
e E. crus-pavonis. Entretanto, tem-se verificado grande variabilidade dos padrdes
morfoldgicos caracteristicos destas espécies, ocorréncia de tipos intermediarios e a possivel
existéncia de outras espécies deste género. O objetivo deste estudo foi identificar diferentes
espécies de capim-arroz através de determinagdes filogenéticas com base em descritores
morfol6gicos e marcadores moleculares em popula¢des de capim-arroz coletadas no estado
do RS.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal empregado neste estudo consistiu de 29 acessos coletados em
areas de cultivo de arroz irrigado no estado do RS e uma populacdo proveniente dos EUA.
Foram analisadas 10 plantas por populacdo, semeadas em vasos com capacidade de
500ml. As andlises morfolégicas foram realizadas com base nas principais caracteristicas
morfolégicas das chaves taxondmicas de Kissmann (1991) e Pfitscher e Barreto (1976). As
caracteristicas morfolégicas avaliadas foram comprimento total da planta, presenca ou nao
de aristas, comprimento e largura da panicula, do 3° eixo secundario, espiguetas, das
glumas superiores e inferiores, lemas e pélea, e comprimento do antécio. A caracterizacédo
molecular foi inciada pela avaliacdo dos marcadores moleculares, trnV-16SrRNA, rbcLA-
rbclajf634, Equisetum-Matk2F, trnH-psbA, psbK-psbL, trnS-trnG, trnT-trnL e trnL-trnF (dados
ndo apresentados). Foram escolhidos os marcadores moleculares trn-a e trn-b que
amplificam da regido trnT — trnL e os primers trn-c e trn-f que amplificam a regido trnL — trnF
(TABERLET et al., 1991) que resultam em sequéncia nucleotidica de 900 bp. O DNA foi
extraido de folhas jovens usando método CTAB e a reagdo de PCR foi adaptada de Shaw et
al. (2005). O sequenciamento do DNA foi realizado através do equipamento Applied
Biosystems 3730XL.

Os resultados das avaliacbes morfoldgicas foram submetidos as chaves taxonémicas.



As sequéncias obtidas foram editadas pelo programa BIOEDIT Versdo 7.1.3, e alinhadas
através do programa CLUSTAL W. Apés, foram comparadas através do programa Blast do
GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A andlise filogenética foi realizada através do
programa Mega 5.1, usando o método UPGMA (ROHLF, 1990). Nessa andlise foram
utilizadas outras sequéncias de referéncia obtidas do Genebank.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontradas grandes variacbes das caracteristicas morfolégicas entre os
acessos avaliados. A altura de planta apresentou-se como uma caracteristica com grande
variabilidade entre os acessos avaliados. Por outro lado esta caracteristica permite certa
facilidade na identificacdo de espécies como, por exemplo, Echinochloa colonun a qual
apresenta porte baixo. O tamanho da panicula permitiu a identificacdo das espécies, sendo
que E. colona possui paniculas estreitas com 0s eixos secundarios curtos com menos de 2
cm. A largura do antécio também pode ser utilizada na classificagdo das espécies. A
espécie E. crus-galli apresenta largura do antécio de 1,3 a 2 mm e a espécie E. crus-pavonis
apresenta largura inferior a 1,2 mm. Entretanto, a estrutura do racemo foi a caracteristica
morfolégica mais consistente para a classificacdo das espécies, sendo que em E. crus-galli
0 racemo possui cerdas longas (Figura 1a), e em E. crus-pavonis quando existentes as
cerdas do racemo sdo curtas e com eixos terciarios (Figura 1b). Esta caracteristica foi
diferenciadora mesmo para plantas que apresentavam outras caracteristicas intermediarias
entre os padrdes de cada espécie. Outras caracteristicas foram diferenciadoras entre as
espécies analiadas. As aristas na espécie E. colonum sdo ausentes, curtas variando entre
0,3 a 0,5cm em E. crus-pavonis e em E. crus-galli ha ocorréncia de aristas curtas e longas
variando de 0,4 a 2,4cm, porém com variacdo na mesma panicula onde ha sementes com
arista e outras sem. Da mesma forma, a coloracdo da planta auxilia na distincdo entre as
espécies onde, E. crus-pavonis apresentou toda a planta com coloracdo purpura desde o
caule, folhas até as sementes. Entretanto, E. colonum e E. crus-galli ndo apresentam a
mesma intensidade da cor roxo e na maioria das avaliacdes a coloracdo variou de verde

claro, verde escuro e algumas plantas com coloragcdo mais arroxeada.
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Figura 1. Figura ilustrativa do racemo das espécies E. Crus-galli (a) e E. crus-pavonis (b) com
auxilio de uma lupa (40x). Porto Alegre, RS. 2013.



Com base nas chaves taxonomicas de Kissmann (1991) e Pfitscher e Barreto (1976)
foi possivel desenvolver uma chave taxondmica simplificada que permite a melhor
identificacdo das plantas amostradas em lavouras de arroz irrigado do Sul do Brasil. Dentre
as plantas analisadas através das caracteristicas morfolégicas, 40% né&o possibilitaram a
identificacdo da espécie correspondente. Entretanto, a andlise da regido trnT ao trnF do
cpDNA indicou que estas populacdes correspondem a espécie E. crus-galli. A sequéncia de
nucleotideos de cpDNA obtida com os marcadores de cpDNA trn-a/trn-b e trn-c/trn-f indicou
a ocorréncia de varias mutacdes que difere E. colonun das outras espécies (dados néo
apresentado) e duas mutacdes que diferem as espécies E. crus-galli de E. crus-pavonis. A
primeira é caracterizada por uma mudanca de base nucleotidica de Guanina (G) para
Timina (T) e a outra consiste na mutagéo Timina (T) para Adenina (A) (Figura 2).
~l-l-l'l 28

Svecies/Abbrv '['l’['l'l'l'w
Echinochloa oryzicola Japan TGATTT
E. Phylopogon EUA Seq
Echinochloa crus-pavonis Argentina |4
Pop-8 E crus-pavonis BR
Echinochloa crus-galli Japan
Pop=-120 E crus-galli BR

Figura 2. Detalhe da sequéncia do cpDNA ewdenmando a d|feren(;a entre as espem
e E. crus-pavonis. Porto Alegre, RS. 2013.

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram utilizadas para obtencédo do dendograma
gue caracteriza as relagdes filogenéticas entre as espécies. Esta andlise indicou a presenca
de dois grandes grupos (A e B) (Figura 3). O grupo A é dividido em dois subgrupos Al e A2,
onde Al é composto por trés espécies E. phyllopogon, E. oryzicola e E. helodes. Ja o
subgrupo A2 é composto apenas pela espécie E. colonun. O grupo B é dividido em trés
subgrupos B1, B2 e B3 (Figura 3). O grupo B1 é composto pela espécie E. crus-pavonis. O
subgrupo B2 é composto pela espécie E. crus-galli variedade patricola que pelo
agrupamento pode ser considerada uma espécie e ndo variedade de E. crus-galli. O
subgrupo B3 é composto por E. oryzoides, E. esculenta, principalmente, por E. crus-galli e

suas variedades (Figura 3).

CONCLUSOES

A avaliagdo morfolégica apresentou grande variabilidade de caracteristicas
vegetativas como reprodutivas dificultando a utilizagdo das chaves taxonémicas para varios
acessos. O comprimento do eixo secundario foi caracteristico da espécie E. colonun, e a
largura do antécio foi caracteristica discriminadora de E. crus-pavonis em relacéo a E. crus-
galli. A espécie E. colonun apresenta varias mutacfes do tipo insercao ou delecao (indel) e
mutacdes na sequéncia nucleotidica das regides trnT — trnL e trnL — trnF possibilitando a
facil diferenciacao das demais espécies. Ainda, os resultados demonstraram a ocorréncia de

duas mutacOes diferenciais entre as espécies E. crus-galli e E. crus-pavonis, confirmando



que os marcadores moleculares que amplificam o intron trn podem ser usados para

classificacdo das espécies de capim-arroz.
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Figura 3.  Dendograma realizado com base na sequéncia nucleotidica das regibes trnT — trnL e
trnL — trnF de acessos de Echinochloa originados de lavouras do RS (descrigdo “BR”
apos o nome) e sequéncias de cpDNA de diversas espécies do género Echinochloa.
Porto Alegre, RS. 2013.
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