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INTRODUCAO

O arroz vermelho € a principal planta daninha infestante da cultura do arroz irrigado no Rio
Grande do Sul (RS). Entre os prejuizos causados estd a diminui¢do da producdo de arroz influenciando
a economia da cadeia produtiva orizicola. O controle seletivo do arroz vermelho com herbicidas na
cultura do arroz era impossibilitado devido ao fato de que ambas plantas pertencem a mesma espécie. O
desenvolvimento de cultivares resistentes aos herbicidas do grupo quimico das imidazolinonas
possibilitou o controle quimico do arroz vermelho de forma seletiva na cultura do arroz. Entretanto,
plantas de arroz vermelho resistentes a estes herbicidas foram encontradas em lavouras de arroz do RS
em um periodo inferior a 5 anos do inicio da utilizacdo desta tecnologia. Recentemente foi realizado um
estudo de monitoramento da ocorréncia de arroz vermelho resistente a herbicidas imidazolinonas em
lavouras comerciais do RS onde foram analisadas 228 amostras de sementes (MENEZES et al., 2008).
Neste trabalho, foi constatado que 55,7% das amostras analisadas apresentaram individuos resistentes
ao herbicida imazethapyr + imazapic. Estes resultados indicaram a grande freqiiéncia da ocorréncia de
arroz vermelho resistente aos herbicidas imidazolinonas. O surgimento de bidtipos de arroz vermelho
resistentes pode ocorrer em funcdo do fluxo gé€nico a partir de cultivares de arroz resistentes, ou por
processo de evolucdo independente gerado pela pressao de selecdo ocasionada pelo uso continuo de um
mesmo herbicida. O objetivo deste trabalho foi diagnosticar a mutacdo do gene ALS existente em
populacdes de arroz vermelho como forma de determinacao do mecanismo de resisténcia a herbicidas
através de andlises moleculares com marcadores do tipo ‘single nucleotide amplified polymorphism’
(SNAP).

MATERIAL E METODOS

O material vegetal utilizado neste trabalho constou de amostras de sementes de arroz vermelho
coletadas em dareas de lavouras de arroz do RS com auséncia de controle através do herbicida Only
(imazethapyr + imazapic). Este material foi cedido pelo setor de Herbologia do Instituto Rio Grandense
do Arroz e corresponde a 16 populacdes de arroz vermelho coletadas na safra 2006/07 e, 22 populacdes
coletadas na safra de 2007/08. A informacgao dos niveis de resisténcia ao herbicida nas populacdes de
2006/07 foram obtidas no trabalho publicado por Menezes et al., (2008). A confirmacdo da resisténcia
nas populacdes de 2007/08 foi recentemente realizada pelo mesmo grupo de pesquisa e encontra-se em
fase de publicacdo (Menezes, Mariot e Oliveira, comunicagdo pessoal).

O material vegetal da safra 2006/07 constituiu-se das seguintes populagdes, com 0s respectivos
locais de origem apresentados entre parénteses: 198NB (Cacequi), 172NB (Rosédrio do Sul), 38NB
(Palmares do Sul), 182NB (Restinga Seca), 133NB (Cagapava do Sul), 53NA (Guaiba), 60NB
(Cachoeira do Sul), 98 NB (Viamao), 144NB (Sao Francisco de Assis), 15NB (Alegrete), 22NA
(Palmares do Sul), 04NB (Rio Pardo), 223 NB (Santa Maria), 75NB (Sao Lourenco do Sul), 109NB
(Sao Pedro do Sul) e 31NB (Rio Grande). O material vegetal da safra 2007/08 constitui-se das seguintes
populacdes com respectivos locais de origem entre parénteses: 267NB (Rosdrio do Sul), 265NB
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(Rosério do Sul), 136NB (Agudo), 66NB (Alegrete), 47NM (Cacgapava do Sul), 48NM (Sdo Martinho
da Serra), 49NM (Sao Martinho da Serra), SONM (Santa Maria), SINM (Santa Maria), 274NM
(Uruguaiana), 207MA (Camaqua), 201MA (Camaquad), 212MA (Dona Francisca), 208MA (Camaqua),
206MA (Camaqua), 32AN (Restinga Seca), 235AN (Sao Gabriel), 9ONA (Cachoeira do Sul), 124NA
(Novos Cabrais), 25NA (Restinga Seca), I35NA (Dona Francisca), 66NA (Alegrete). Ambos os grupos
de populacdes foram classificados quanto ao nivel de resisténcia através da avaliagdo visual da
fitointoxicacdo resultante da acdo do herbicida, utilizando-se as doses de 75 + 25 e 150 + 50 g ha™ i.a,
de imazethapyr + imazapic, respectivamente. As testemunhas utilizadas foram as cultivares resistentes
IRGA 422CL, SATOR CL e PUITA INTA CL e a cultivar suscetivel IRGA 417. Esta classificacdo
originou as denominagdes dos niveis de resisténcia como: nivel baixo (NB), nivel médio (NM), nivel
médio-alto (MA) e nivel alto de resisténcia (NA). Foram utilizadas 208 plantas referentes a safra de
2006/07, e 273 plantas da safra 2007/08, totalizando 481 plantas. A identificagdo do tipo de mutagdo
que ocorreu nestas populacdes foi realizada através de marcadores moleculares SNAP, os quais
discriminam as mutac¢des das cultivares de arroz IRGA 422CL, SATOR CL e PUITA INTA CL, cujas
mutacdes presentes sao GessE, Ses3D e AT, respectivamente. Estes marcadores foram obtidos a partir
de trabalhos anteriores (ROSO et al., 2008) onde foram utilizadas as cultivares acima descritas como
referéncia.

A extracdo do DNA foi realizada conforme o protocolo de Haberer ef al. (1996). As reacdes de
PCR utilizando os marcadores SNAPs desenvolvidos em trabalhos anteriores (ROSO et al, 2008)
seguiram o seguinte protocolo: 50 ng de DNA, 0,166 uM de cada sequéncia nucleotidica iniciadora
(forward e reverse), 0,166 mM deoxinucleotideos trifosfatos (ANTPs), 0,2 U de Taq DNA polimerase,
1x tampao, 1,3 ul. de DMSO 100% e 1,5 mM de cloreto de magnésio, em um volume total de 30 uL
por reacdo. As reagdes de PCR foram sujeitas a 3 minutos de desnaturacdo a 94°C, 30 ciclos de 1
minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C, e 1,5 minutos a 72°C, e por fim 10 min a 72°C. Os produtos da reagcao
de PCR foram separados em gel de agarose (2 %) corado com brometo de etideo na proporcdo de
0,02 uL.ml'l, por 120 minutos a 110 V em tampao TBE 0,5X (40mM Tris, ImM EDTA, pH=8,0).
Ap6s, cada gel foi fotogratado com o auxilio do programa KODAK DIGITAL SCIENCE 1D.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise fenotipica da resisténcia das populacdes analisadas indicou que o nivel de resisténcia
foi alto, médio e baixo em 12, 37 e 50% para as populacdes de 2006/07 e alto, médio-alto, médio e
baixo nivel em 32, 23, 27 e 18% para as populacdes de 2007/08, respectivamente (Figura 1). Destaca-se
que o nivel médio-alto de resisténcia sé foi avaliado nas populagdes de arroz vermelho resistente
provenientes da safra 2007/08.
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FIGURA 1.  Nivel de resisténcia de 16 e 22 populacdes de arroz vermelho coletadas como escape em lavouras
comerciais de arroz irrigado no RS, nas safras 2006/07 e 2007/08, respectivamente, sendo: NB = nivel
baixo; NM = nivel médio; MA = nivel médio-alto; NA = nivel alto. IRGA / EEA, 2009.



As mutagdes Ses3D, AT e Ggs4E estio presentes nas cultivares SATOR CL, PUITA INTA CL
e IRGA 422CL, respectivamente (ROSO et al., 2008). Os marcadores SNAP, a semelhanca dos
marcadores SNP, permitem a identificacdo precisa de alteracdo de um certo nucleotideo em relacio a
uma sequéncia padrio, e sdo utilizados como ferramenta para diagnéstico de resisténcia de plantas a
herbicidas (DELYE et al., 2002) e de insetos a inseticidas (TSAGKARAKOU et al., 2009). Os
resultados obtidos com estes marcadores indicaram que a mutacdo Sgs3D foi diagnosticada com o
marcador SNPSatFW1 (Figura 2A), a A;»T com o SNPPtaRevl (Figura 2B) e a GessE com o
SNP422FW1 (Figura 2C). A andlise da distribuicio das mutagdes do gene ALS nas 481 plantas
analisadas foi realizada contabilizando a frequéncia de cada mutacdo entre e dentro das populacdes
estudadas. A andlise demonstrada na Tabela 1 refere-e a frequéncia de populagdes que apresentaram ao
menos uma planta com a determinada mutagdo, ou seja, a freqiiéncia entre populacdes. Por outro lado, a
freqiiéncia média de plantas dentro de cada populacdo que apresentam certa mutacdo € apresentada na
Tabela 2. A mutacdo Ges4E foi a de maior ocorréncia tanto entre as populagdes (Tabela 1) como dentro
das populagdes (Tabela 2). Ainda, também foram encontrados individuos contendo as outras duas
mutacoes, Ses3N e AT, isoladas ou em combinacdo (Tabela 1 e 2).
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FIGURA 2.  Reagdes de PCR utilizando os marcadores SNAPs em populacdes de arroz vermelho resistentes oriundas da
safra 2007/08. A) SNPSatFW 1 (137 pb) em: branco (B), IRGA 422CL (22), SATOR CL (S), PUITA INTA
CL (P) e IRGA 417 (17), e nas populagdes de arroz vermelho resistente: 136 NB, 66 NA, 66 NB; B)
SNPPtaRev1 (253 pb) em: branco (B), IRGA 422CL (22), SATOR CL (S), PUITA INTA CL (P) e IRGA
417 (17), e na populag@o de arroz vermelho resistente:135 NA; C) SNP422FW1 (133 pb) em: branco (B),
IRGA 422CL (22), SATOR CL (S), PUITA INTA CL (P) e IRGA 417 (17), e nas populagdes de arroz
vermelho resistente: 265 NB, 206 MA, 274 NM e 136 NB.

TABELA 1. Frequéncia (%) entre populacdes com pelo menos uma planta de arroz vermelho resistente, devido as
mutacgdes Ggs4E, Se53D € A1, T, no gene ALS, coletadas nas safras 2006/07 e 2007/08. UFRGS, 2008.

Mutagdes Safra 2006/07 Safra 2007/08
Ges4E 94 91
SessD 50 23
AT 31 9
G654E € S653D 18 14
G654E € A122T 12 5
A122T (S S653D 6 0

Estes resultados indicam que a resisténcia aos herbicidas Imidazolinonas nas populagdes de
arroz vermelho avaliadas deve-se, em sua maioria, a alteracdo do local de acdo na enzima ALS,
provocado pela mutacdo GessE. A elevada frequéncia da mutacdo GessE, nas populacdes de arroz
vermelho resistentes, pode ser explicada em fun¢do da grande utilizagao da cultivar IRGA 422CL nas



lavouras orizicolas gauchas, sugerindo desta forma, que a provével origem da resisténcia seja devido ao
fluxo génico entre a cultivar IRGA 422CL e o arroz vermelho. Recentemente, a mesma mutagao
encontrada na cultivar IRGA 422CL, Ggs4E, foi identificada em bidtipos de arroz vermelho resistente no
Estado do Arkansas (SALES et al., 2008), porém estes autores concluiram que esta evolucdo da
resisténcia se deu por um processo de evolucdo independente ocasionada pela pressdo de selecdo do
herbicida, sendo esta conclusdo fundamentada no fato de encontrarem, nos mesmos bidtipos, a presenca
de uma outra mutagao.

TABELA 2. Frequéncia (%) média dentro das populagdes de arroz vermelho resistente, devido as mutacdes Ggs4E, Sgs3D €
A2, T no gene ALS, coletadas nas safras 2006/07 e 2007/08. UFRGS, 2008.

Mutacdes Safra 2006/07 Safra 2007/08
Ges4E 59 88
SessD 10 32
AT 14 34

G(,54E € S653D 12 8

G654E c A122T 8 7

A122T € S653D 7 0
CONCLUSOES

A resisténcia a herbicidas inibidores de ALS presente em populacdes de arroz vermelho
resistentes coletados como escapes nas lavouras orizicolas do RS nas safras 2006/07 e 2007/08 esta
associada ao mecanismo de resisténcia de local de acdo alterado. Estas populagdes apresentam
mutacdes do tipo Ges4E, Ses3N e AjpT. A mutacdo Ges4E € a de maior ocorréncia nas populagdes
estudadas.
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