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RESUMO
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CARACTERIZAQAO DE ACESSOS POLIMORFICOS DE ARROZ
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Este trabalho tem por objetivo avaliar as caracteristicas genotipicas e
fenotipicas de diferentes tipos morfolégicos de arroz vermelho que ocorrem em
areas de produgéo de arroz irrigado do Estado do Rio Grande do Sul, por descritores
morfolégicos e marcadores moleculares, e sua resposta a utilizacdo de tecnologia
quimica. Neste sentido, foram realizados dois experimentos em casa de vegetacao e
um estudo em laboratério com seqlienciamento de DNA dos bidtipos. Os resultados
permitiram concluir que os biétipos de arroz vermelho encontram-se hibridados com
cultivares modernas como IRGA 417, inclusive com ocorréncia de introgressao de
genes de resisténcia de cultivares Clearfield, por fluxo génico, para bi6tipos de arroz
vermelho como o acesso Catugaba 1 que apresentou caracteristicas fenotipicas dos
cultivares IRGA 422 CL e Puita CL INTA e presenca do gene acetolactato sintase
(ALS) mutado para a resisténcia ao herbicida. Observou-se também a ocorréncia de
biotipos tolerantes (Rio Pardo 1) ou resistentes (Catugaba 1) ao herbicida
imazetapir, 0 que torna urgente a utilizacao de diferentes estratégias de controle do
arroz vermelho no Estado do Rio Grande do Sul.

Palavras-chave: arroz vermelho; fluxo génico; polimorfismo; Clearfield
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This work has for objective to evaluate the phenothypic and genothypic
characteristics of different morphologic types of red rice that happen in areas of
production of irrigated rice of the State of Rio Grande do Sul - Brazil, for morphologic
descriptors and molecular markers, and his response to the use of chemical
technology. For this reason, it were conducted two greenhouse experiments and one
laboratory study with DNA sequencing of the biotypes. The results allowed to
conclude that the biotypes of red rice is hybrided with IRGA 417 cultivar, besides with
occurrence of introgression of resistance genes of cultivated Clearfield rice, by gene
flow, for biotypes of red rice as the access Catucaba 1 that presented phenothypic or
genothypic characteristics of the cultivated rice IRGA 422 CL and Puita CL INTA and
presence of the mutated acetolactate synthase (ALS) gene for the resistance to the
herbicide. It was also observed the occurrence of tolerant biotypes (Rio Pardo 1) or
resistant (Catucaba 1) to the herbicide imazetapir, what turns urgent the use of

different strategies of control of the red rice in the State of Rio Grande do Sul - Brazil.

Key words: red rice; gene flow; polymorphism; Clearfield
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INTRODUCAO

O arroz é o principal alimento para parcela significativa da populacao
brasileira. Seu consumo representa 18% das calorias e 12% das proteinas da dieta
basica (PEREIRA et al., 1990). O Rio Grande do Sul € o principal produtor de arroz
irrigado. Cerca de 60% do total de arroz produzido no Brasil € colhido de lavouras do
Rio Grande do Sul e de Santa Catarina (CONAB, 2005). Nos ultimos anos, a
produtividade da cultura tem evoluido, em funcdo de novas tecnologias que vem
sendo empregadas pelos rizicultores, como a tecnologia denominada
comercialmente de Clearfield® que utiliza cultivar resistente ou tolerante a
determinadas doses de um herbicida imidazolinona, que s&o letais para o arroz
vermelho e seletivas para o arroz comercial (CROUGHAN, 1996). Porém, ainda néao
foi atingido o patamar de produtividade superior a dez toneladas por hectare,
considerado ideal para a cultura, em fungao de diversos fatores a serem melhorados
como manejo de agua, manejo da fertilidade, qualidade de sementes,
sistematizagcéo das varzeas e manejo fitossanitario (HATSCHBACH et al., 2004).

Um dos fatores que tem interferéncia no processo de producédo de arroz é a
presenca de plantas daninhas nas varzeas arrozeiras, principalmente as gramineas,
que tem um impacto negativo na produtividade em funcdo da competicdo destas
com a cultura por luz e nutrientes. Entre as gramineas que causam danos a cultura
do arroz, destaca-se o arroz vermelho, citado como o principal entrave a elevacéao
do rendimento de arroz em 80% dos municipios produtores do Rio Grande do Sul
(MARCHEZAN, 1994).

As plantas de arroz vermelho apresentam demanda semelhante, em
momentos proximos ou iguais, pelos mesmos recursos disponibilizados para o arroz
cultivado (DELATORRE, 1999). Ha similaridade entre as espécies cultivadas e
daninhas em relacéo a caracteristicas fisioldégicas e bioquimicas, o que impossibilita
o controle (KWON et al,, 1991), quando sdo cultivadas variedades convencionais,
nao tolerantes a herbicidas fitotoxicos para o arroz vermelho. Esta similaridade torna
a competicdo exercida pela espécie daninha mais severa (FLECK, 1980), em fungéo
da maior adaptacgao e rusticidade da planta daninha no ambiente quando comparada
a espécie cultivada.
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O arroz vermelho € um dos problemas a ser considerado em areas de
producdo de arroz, em fungédo da capacidade de cruzamento com o arroz cultivado,
a taxas variaveis e dependentes de fatores relacionados ao ambiente onde estao
convivendo as plantas de interesse comercial e as daninhas. Deve-se também as
caracteristicas dos diferentes tipos morfolégicos de arroz vermelho encontrados
nestes ambientes (KUK et al., 2008). Estes cruzamentos sao observados em fungao
da alta taxa de polimorfismo que tem sido verificada nos biétipos de arroz vermelho
gue sao encontrados nas diferentes regides rizicolas do Estado do Rio Grande do
Sul (AVOZANI et al., 1998; MENEZES et al., 2002; SCHWANKE et al., 2008).

Atualmente, os diferentes sistemas de manejo, utilizados na cultura do arroz,
tem como objetivo principal o controle do arroz vermelho (AVILA et. al. 2005). Em
funcdo disso, nos proximos anos, toda a cadeia produtiva de arroz sofrera alteracoes
significativas, em funcdo de novos paradigmas (novas tecnologias) que envolvem
cultivares de arroz com tolerancia a herbicidas, como no sistema Clearfield que
utiliza cultivares mutadas para a enzima Aceto Lactato Sintase (ALS-
tolerante/resistente) (AVILA et al., 2005) ou no uso de arroz transgénico como no
sistema Liberty Link (NOLDIN et al., 2004).

Neste contexto, & necessario conhecer as caracteristicas morfolégicas, e
moleculares dos bi6tipos de arroz vermelho ocorrentes nos diferentes ambientes de
producdo de arroz, bem como a sua estruturacdo populacional e sua resposta a
acao antropica, especialmente pela utilizacao de tecnologias de controle quimico,
para que de posse deste conhecimento, estratégias de manejo mais eficientes e
seguras possam ser desenvolvidas pelos érgaos de pesquisa € de extensao rural

com vistas a sustentabilidade do sistema de produg&o do arroz.



CAPITULO |

CARACTERIZACAO DE ACESSOS POLIMORFICOS DE ARROZ
VERMELHO DO RIO GRANDE DO SUL POR DESCRITORES
MORFOLOGICOS

CHARACTERIZATION OF RED RICE POLYMORPHIC ACCESSES IN
THE STATE OF RIO GRANDE DO SUL - BRAZIL BY
MORPHOLOGICAL DESCRIPTORS

Resumo

O arroz vermelho (Oryza sativa L.) é a planta daninha mais importante nos cultivos
de arroz do Estado do Rio Grande do Sul. O elevado polimorfismo verificado entre
os bidtipos de arroz vermelho deve-se ao tempo de utilizacdo das areas com a
cultura comercial e aos cruzamentos naturais que ocorrem dentro da populacao
infestante, principalmente entre o arroz vermelho e os cultivares modernos de porte
mais baixo, gerando tipos morfolégicos com variabilidade em relagdo as principais
caracteristicas fenotipicas e dificeis de serem identificados visualmente durante o
periodo de cultivo do arroz comercial. Neste contexto, o estudo das caracteristicas
morfologicas, que possam auxiliar na identificacdo dos diferentes biotipos de arroz
vermelho e a andlise dos agrupamentos segundo descritores morfoldgicos
qualitativos e quantitativos, constituem-se em ferramenta importante para a
formulacdo de estratégias de manejo desta planta daninha visando a
sustentabilidade do sistema de producdo de arroz. Para a consecucdo deste
objetivo, foram avaliados 84 acessos de arroz vermelho oriundos de diferentes
regidbes do Estado do Rio Grande do Sul, cultivados em casa de vegetacao,
utilizando-se 0 método de agrupamento dos pares ndo ponderados usando médias
aritméticas UPGMA (Unweighted Pair-Group Method of Arithmetic Average) e o
coeficiente de Manhattan. Procedeu-se a uma andlise multivariada a partir de uma
matriz bésica de dados estandartizada (MBDS) através do software NTSYS-PC
(Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System) versdo 2.02 segundo
metodologia de ROHLF (1997). A andlise do fenograma permitiu observar onze
grupos distintos formados segundo caracteristicas de similaridade morfologica.
Verificou-se maior percentual de bibtipos do tipo indica em comparacao a bidtipos do

tipo japbnica. Porém, ocorrem biotipos com caracteristicas intermediarias entre os
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dois tipos predominantes. Foi possivel observar a ocorréncia de bi6tipos com
fendtipo similar a cultivares modernos como IRGA 417, IRGA 422 CL e Puita CL
INTA.

Palavras-chave: acessos polimoérficos; arroz vermelho; indica; japdnica.

Abstract

Red rice (Oryza sativa L.) is the more important weed in the cultivated rice of the
State of Rio Grande do Sul - Brazil. The high polynorphism verified among the
biotypes of red rice is due at the time of use of the areas with the commercial culture
and to the natural crossings they happen inside of the infestant population mainly
among the red rice and modern cultivars of lower load, generating morphologic types
with variability in relation to the phenothypic characteristics and difficult of be
identified visually during the period of cultivation of the commercial rice. In this
context, the study of the morphologic characteristics, that they can aid in the
identification of the different biotypes of red rice and the analysis of the groupings
according to qualitative and quantitative morphologic descriptors, they are constituted
in important tool for the formulation of strategies of handling of this weed seeking the
sustainability of the system of production of rice. For the objective, they were used 84
accessions of red rice originating from of different areas of the State of Rio Grande
do Sul, cultivated in greenhouse, being used the method of UPGMA (Unweighted
Pair-Group Method of Arithmetic Average) and the coefficient of Manhattan. she
proceeded to the multivariate analysis starting from a data basic standartized main
(MBDS) through the software NTSYS-PC (Numerical Taxonomy and Multivariate
Analysis System) version 2.02 second methodology of ROHLF (1997). the analysis
of the phenogram allowed to observe eleven different groups formed according to
characteristics of morphologic similarity. It was verified larger percentile of biotypes of
the Indica type in comparison with biotypes of the type japonica. However, they
happen biotypes with intermediate characteristics among the two predominant types.
It was possible to observe the occurrence of the biotypes with similar phenotype at
modern cultivars IRGA 417, IRGA 422 CL and Puita CL INTA.

Key words: polymorphic accessions; red Rice; japonica; indica.
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Introducao

O arroz vermelho (Oryza sativa L.) é a principal planta daninha ocorrente em
areas de producao comercial de arroz irrigado no Rio Grande do Sul, por ser da
mesma e espécie do arroz cultivado. Em fungao de caracteristicas como rusticidade
e adaptabilidade ao meio ambiente (PESKE et. al., 1997), exercer forte competicao
pelos mesmos recursos disponibilizados para o arroz (DELATORRE, 1999), possuir
elevado indice de degrane e dorméncia das sementes (SCHWANKE et al., 2008) e
pela freqlente ocorréncia de cruzamento natural com o arroz cultivado, gerando um
tipo morfolégico mais baixo e mais precoce de arroz vermelho (NOLDIN et. al.,
1999), torna-se dificil a identificagcdo e eliminacao desta planta daninha das areas de
cultivo.

O arroz vermelho se diferencia do cultivado por apresentar no pericarpo
(parede da cariopse) um maior teor de tanino (OGAWA, 1992) e antocianina
(PANTONE & BAKER,1991) que lhe conferem a cor avermelhada, caracteristica
dominante controlada pelo gene Rd no cromossoma 1 (GRIST, 1978)

Segundo ARAGON (1969) existem varios tipos de arroz vermelho, que sdo
diferenciados apenas pela cor das glumelas e do pericarpo das cariopses, podendo
ou nao apresentar aristas. Para HUEY & FORD (1978) o arroz vermelho é
classificado em dois tipos: 0 de casca clara (palhete) e o de casca escura (preta).

Para NOLDIN et. al., (1999) e VAUGHAN et. al., (2001) as populacdes de
arroz vermelho sdo bastante variaveis com relacdo as caracteristicas das plantas,
bem como as dos grdos e sdo agrupadas de acordo com as caracteristicas das
sementes: os bidtipos que apresentam sementes com glumas de cor palhete,
marrom ou amarelada sao chamados de arroz vermelho, enquanto biétipos cujas
sementes apresentam glumas de cor escura ou preta sdo conhecidos como arroz
preto. J& MARCHEZAN (1994) considera arroz vermelho aquele que apresenta
cariopse com pericarpo de coloragdo vermelha, tenha ele glumelas de coloracao
palhete ou pretas.

A populagdo de arroz vermelho ocorrente nas lavouras de arroz cultivado,
normalmente é constituida de bidtipos que apresentam variabilidade em
caracteristicas morfolégicas (MENEZES et. al., 2002). As principais caracteristicas
do arroz vermelho tradicional (tipico) sao: ciclo mais longo e plantas de porte mais

alto do que os cultivares modernos, colmos finos, folhas de coloracao verde-claro e
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nutantes, alto vigor e alta capacidade de perfilhnamento. As cariopses apresentam
pericarpo de cor avermelhada, glumelas com coloragdo variada, pilosidade e
aderéncia de péleas e lemas ao pericarpo, presenca ou nao de aristas, degrane
precoce das sementes e dorméncia variavel (DIARRA et al., 1985; NOLDIN et al.,
1999; DELATORRE, 1999).

Algumas caracteristicas presentes no arroz vermelho sdo geneticamente
dominantes sobre seus alelos no arroz de pericarpo branco, com isso, podem ser
transferidas por cruzamentos, propiciando assim o surgimento de novos tipos de
arroz vermelho com porte médio-baixo, o que o torna um tipo mais daninho ainda
CRAIGMILES (1978), pela dificuldade de controle pelos métodos de rouguing
(decepa e arranquio manual das plantas de arroz vermelho) e da barra quimica
(barra conduzida por dois agricultores molhando as folhas superiores das plantas
mais altas com herbicida total como o glifosato, sem atingir a cultura).

Esta dificuldade, atualmente verificada, decorre da inexisténcia de diferenca
de estatura entre plantas do arroz cultivado e do arroz vermelho oriundo desses
cruzamentos com cultivares de porte mais baixo (MARCHEZAN, 1994).

A freqiéncia de cruzamentos naturais entre o arroz vermelho e o arroz
cultivado é variavel e depende da coincidéncia de florescimento entre os mesmos,
da distancia entre as plantas e das condi¢cdes climatolégicas no momento da
polinizacao como temperatura do ar, velocidade e posicao dos ventos e umidade
relativa do ar (YOSHIDA, 1981).

Estudos desenvolvidos por LANGEVIN et al., (1990), permitiram verificar que
a freqléncia de cruzamentos variou de 1% a 52% entre arroz vermelho e os
cultivares comerciais, sendo que ela foi tanto maior quanto maior era a semelhanga
entre o ciclo do arroz vermelho e a cultivar que foi utizada.

A polinizagao cruzada (taxa de alogamia) em arroz é inferior a 1% (YOSHIDA,
1981). Neste sentido, MAGALHAES & ANDRES (2001) trabalhando com arroz
geneticamente modificado como doador, e com arroz vermelho e arroz convencional
como receptores, encontraram taxa de cruzamento de 0,04% a 0,1% entre os
gendtipos de arroz testados.

Na Colémbia GONZALEZ et al., (2001) utilizando marcadores moleculares
microssatélites, encontraram uma taxa de 2% de fecundacao cruzada entre arroz
comercial convencional e arroz transgénico. Na mesma pesquisa, verificaram que

25% dos individuos analisados segundo seu DNA, encontram-se no mesmo grupo
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de cultivares modernas de arroz comercial, indicando que o intensivo cultivo das
areas onde os diferentes bi6tipos de arroz vermelho desenvolveram-se junto com a
cultivar, propiciou a transferéncia de caracteristicas do arroz vermelho para a cultivar
e vice-versa.

No mesmo sentido, pesquisas realizadas no Uruguai por FEDERICI et al.,
(2001) utilizando marcadores moleculares AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorfisms) demonstraram que pelo menos 6 cultivares comerciais utilizadas
pelos rizicultores daquele pais encontram-se hibridadas com o arroz vermelho,
manifestando caracteristicas genotipicas deste, quando analisado o seu DNA.

Na Argentina, MARIN (1998) verificou a ocorréncia de arroz vermelho varietal
oriundo de cruzamento do arroz vermelho tipico (porte alto, folhas verde-claras e
nutantes e espigueta aristada) com o arroz cultivar Fortuna, que é uma cultivar
tradicional com altura de planta semelhante ao arroz vermelho tipico.

No Brasil, AVOZANI et al., (1998) estudando 36 biétipos de arroz vermelho
através de marcadores moleculares RAPD (Random amplified polymorphic DNA),
encontraram, através do calculo de distancias genéticas e construcao de um
dendograma de similaridade genética, seis grupos distintos com relagdo aos
descritores morfoldgicos e moleculares, quando comparados a cultivares comerciais.
A andlise dos clusters permitiu observar que o grupo 1 foi formado apenas por
bidtipos de arroz vermelho com predominéncia de cariopse aristada (arroz vermelho
tradicional). O grupo 3 foi formado pelas cultivares comerciais BR-IRGA 409, BR-
IRGA 410, BR-IRGA 412 e BR-IRGA 416 e pelo biétipo numero 3 que apresenta
cariopses semelhantes aos cultivares modernos comparativos. O grupo 5 foi
formado apenas por cultivares tradicionais EEA 404, EEA 406, Bico Torto e Formosa
nao ocorrendo similaridade destes com os bibtipos de arroz vermelho avaliadas.

Caracterizando biétipos de arroz vermelho de lavouras de arroz irrigado do
Estado do Rio Grande do Sul, (MENEZES et al., 2002) verificaram diferencas
significativas em caracteristicas quantitativas como numero de espiguetas por
panicula, altura de planta, esterilidade de espiguetas, relagdo comprimento/largura
da cariopse, comprimento de aristas, massa de 1000 graos, posicado e comprimento
da panicula entre arroz vermelho e arroz cultivado e entre os diferentes biétipos de
arroz vermelho analisados. Isto demonstra que ha polimorfismo entre os diferentes

bidtipos de arroz vermelho ocorrentes nas areas de arroz do Rio Grande do Sul.
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Estudando biotipos de arroz vermelho coletados no Estado, SCHWANKE et
al., (2008) verificaram que alguns bi6tipos apresentaram porte mais alto que os
cultivares comerciais avaliados. Também verificaram que apesar do porte mais alto,
alguns bidtipos como os acessos catalogados como RG1 (oriundo do municipio de
Rio Grande — RS) e SAP1 (oriundo do municipio de Santo Anténio da Patrulha — RS)
apresentaram caracteristicas de porte de planta e cariopses de arroz cultivado,
como a cultivar IRGA 417, utilizado como cultivar padrédo no ensaio.

Diversos trabalhos caracterizando morfologicamente o arroz vermelho foram
publicados na literatura nacional e internacional. Entretanto, grande parte utiliza
poucos descritores morfolégicos nas avaliagdes, especialmente descritores
quantitativos como altura da planta, percentual de degrane, largura e comprimento
da cariopse, numero de afilhos, nUumero de espiguetas e de graos por panicula,
esterilidade das espiguetas e comprimento da panicula, e poucos descritores
morfolégicos qualitativos como coloragdo da folha, cor das glumelas, presenga ou
auséncia de arista, ou fenolégicos como intervalo de tempo para o florescimento,
ciclo biolégico do bidtipo, entre outros (DIARRA et. al., 1985; MENEZES et. al.,
2002; SCHWANKE et. al., 2008).

Apesar de utilizados isoladamente como critério de classificagdo, o uso de
caracteres morfolégicos € limitado, pois nado reflete totalmente a relacdo genética
entre os materiais em razdo da interacdo com o meio, da epistasia e da falta de
conhecimento sobre o controle genético que atua nestes caracteres (SMITH &
SMITH, 1989).

Caracteres como altura de plantas, cor das folhas, presenca de arista,
comprimento e espessura do colmo, comprimento da panicula, peso de mil graos
séo caracteres muito influenciados pelo ambiente, pela fertilidade do solo, densidade
de plantas competindo entre si e uso de nitrogénio (FONSECA et. al.,, 2001).
podendo prejudicar as avaliagdes morfoldgicas. Ja pilosidade de folhas, coloragdes
da auricula e da ligula, coloracdo dos entre-nds, antocianina nos nés dos colmos,
das glumelas e glumas estéreis, bem como a pilosidade das glumelas, cor e forma
da cariopse sdo pouco influenciadas pelo ambiente. Também tem influéncia pelo
ambiente o tipo e exerc¢do da panicula (emissdo da panicula pela bainha com ponta
acima do colar), principalmente por ocorréncia de estiagens que interferem em

caracteristicas fenologicas, em fungéo de atraso no ciclo biolégico da planta.
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Neste sentido, MALONE et. al.,, (2007) indicam a utilizacdo conjunta de
descritores morfolégicos associados a marcadores moleculares microssatélites, para
ampliar estas avaliacées, uma vez que ao contrario de descritores morfolégicos, os
marcadores moleculares de DNA podem revelar diferengas entre os genétipos mais
eficientemente, por caracterizarem diretamente o genoma do organismo, ndo sendo
influenciados pelo ambiente.

O catdlogo de descritores para arroz do IRRI (1980), a metodologia de
caracterizacdo de cultivares utilizada por FONSECA et. al., (2001), os estudos
botanicos com arroz vermelho da Itdlia executados por BOCCHI et al., (2002) e
estudos botanicos com arroz vermelho da Costa Rica executados por ZAMORA et.
al., (2003) indicam para estudos com arroz vermelho, além de descritores
morfologicos quantitativos, a utilizacdo de descritores qualitativos baseados em
propriedades como a cor, entre eles: coloragdo dos ndés, presenca de pigmento
antocianino na bainha, coloragdo do primeiro entre-né do colmo, coloracdo do
apiculo na floracao e na maturacao, coloracao da ligula e da auricula, coloracdo da
palea e da lema e coloracdo da raquis, ampliando o numero de descritores
morfolégicos para buscar melhor avaliacdo dos bibtipos, agrupando-os mais
adequadamente segundo caracteristicas de similaridade morfolégica (fenotipicos)

A importancia da realizacdo de estudos que permitam avaliar os tipos
morfologicos de arroz vermelho ocorrentes no Brasil deve-se a necessidade de
conhecer as caracteristicas genotipicas (MENEZES et. al., 2002) e fenotipicas dos
diferentes bibtipos para tracar estratégias mais eficientes de convivéncia com esta
planta daninha, em programas de manejo na cultura do arroz irrigado.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar acessos polimorficos
de arroz vermelho do Rio Grande do Sul, através de descritores morfolégicos
qualitativos e quantitativos, agrupando-os por similaridade fenotipica.

Material e métodos

Definicao dos pontos de amostragem
As coletas dos acessos de arroz vermelho foram realizadas em areas de
producao de arroz irrigado na safra de verao 2004/2005 (a partir de novembro de

2004), respeitando-se as diferentes condicées de solo (arenoso, textura média e
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argiloso) e relevo (terras baixas e area de coxilhas), abrangendo os diferentes
sistemas de cultivo praticados na rizicultura gaucha (pré-germinado, convencional,
cultivo minimo e plantio direto). As coletas foram realizadas em cinco regides
fisiogréaficas: Zona sul, Depressao Central, Fronteira Oeste, Campanha e Litoral.,

Um acesso corresponde a uma coleta representativa de uma populacao de
uma espécie, identificada pelo respectivo numero do coletor (CANTO-DOROW,
1993), depositado e conservado em herbario (exsicatas) e em camara seca
(sementes), abrangendo um individuo com caracteristicas genotipicas e fenotipicas
da populagéo que representa.

Para estudo por Taxonomia Numérica, considerou-se cada acesso como uma
unidade taxond6mica operacional (OTU), num total de 82 acessos catalogados e
utilizados nas avaliagdes morfoldgicas, de uma amostragem inicialmente coletada de
152 acessos. Os acessos coletados tiveram origem nos seguintes locais: Arroio
Grande (AG1; AG2; AG3), Alegrete (ALE1; ALE2; ALE3; ALE4 e ALE5), Camaqua
(CAM1; CAM2; CAM3;CAM4;CAM5 e CAM6), Candelaria (CAND2), Cerro Branco
(CB1), Capao da Porteira (CP2 e CP4), Capané (CPNE1 e CPNE?2), Capivari do Sul
(CPV1; CPV2 e CPV3), Cristal (CRI2), Catucaba (CTCB1), Dona Francisca (DF1;
DF2 e DF4), Eldorado do Sul (ELD1; ELD3; ELD4 e ELDS5), Faxinal do Soturno
(FAX1; FAX2; FAX3;FAX4 e FAX5), Guaiba (GUA1; GUA2 e GUA3), Itaqui (ITAT;
ITA2 e ITA4), Jaguari (JGri1), Mostardas (MOST1 e MOST3), Mata (MT1 e MT2),
Manoel Viana (MV1 e MV2), Osoério (OSO1), Palmares do Sul (PALS1) Pelotas
(PEL3), Pantano Grande (PNTG1), Paraiso do Sul (PS1 e PS5), Restinga Seca
(REST2; REST3 e REST4), Rio Pardo (RP1), Rosario do Sul (RS2), Santo Antonio
da Patrulha (SAP1 e SAP2), Sdo Borja (SB2; SB5 e SB6), S&o Francisco de Assis
(SF2 e SF4), Sao Gabriel (SG1 e SG2), Santa Maria (SM1; SM2; SM4 e SM5), Sao
Pedro do Sul (SP2), Sdo Vicente do Sul (SV2), Terra de Areia (TA1), Torres (TOR2),
Uruguaiana (URU2 e URUS3), Viaméao (VIA1; VIA2 e VIA3).

Utilizou-se também o0s seguintes acessos: a) de uma cultivar moderna
convencional IRGA 417 (oriunda de sementes reproduzidas pelo produtor a mais de
5 anos); b) de uma cultivar moderna convencional IRGA 417 F1 (semente basica
oriunda do banco de germoplasma do Instituto Riograndense do Arroz); ¢) sementes
de cultivares ALS-tolerante/resistente (IRGA 422 CL; Puitd CL INTA e SCS Epagri
115 CL); d) sementes de cultivares tradicionais do tipo patna Bluebelle (BBELLE) e
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Lebonet (LBNET); e) sementes de cultivares tradicionais do tipo japdnica como IAS
12-9 FORMOSA (FORMH1); f) cultivar de origem colombiana CICA 9.

Para utilizagcado como grupo externo (out group), representando os parentais
selvegens, coletou-se em novembro de 2007, na Lagoa dos indios da Reserva
Raposa Serra do Sol em Roraima o acesso de arroz selvagem da espécie Oryza
glumaepatula (OGLUM). Optou-se por utilizar esta espécie silvestre brasileira por ser
a mais utilizada em programas de melhoramento de arroz da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria, em funcdo de ser autégama, diploide, e possuir genoma
semelhante ao da espécie cultivada Oryza sativa (MORAIS et al., 2006).

Os locais de coleta foram mapeados através do uso de GPS modelo Etrex,
fixando-se no local um marco, para permitir localiza-los sempre que necessario para
novas coletas e avaliagdes.

As amostras foram aleatoriamente coletadas em campo, em funcao dos
seguintes descritores basicos: a) glumelas de coloragdo palhete, douradas, palhete
com listas marrons ou pretas; b) presenca ou auséncia de aristas nas espiguetas; c)
porte mais alto, mesmo porte ou mais baixo que os cultivares modernos ou
tradicionais; d) cariopses do tipo indica, japbnicas ou intermediarias; €) paniculas
eretas, intermediarias ou nutantes; f) bidtipos especiais baseados em histoérico das

areas relatados pelos rizicultores.

Coleta de material para analise morfologica

Em cada local também foram coletadas exsicatas dos acessos encontrados
nas areas, procedendo-se a sua identificacdo com etiqueta fixada no colmo através
de amarragdo com barbante. Nas etiquetas foram anotados o local de coleta
(municipio, propriedade, nome do produtor) a posicdo geogréafica obtida com
equipamento GPS e o numero da amostra que € precedido do nome do municipio
onde a coleta foi realizada (ex. Pelotas 1, Pelotas 2, Pelotas 3....).

O material coletado foi acondicionado em jornal, prensado por aluminio
corrugado, para secagem adequada e posterior herborizagdo. Estas exsicatas
compde o acervo do Laboratério de Morfologia Vegetal, localizado na sala 3121 no
prédio 16 da Universidade Federal de Santa Maria — Campus — Camobi.

Dos acessos coletados e identificados foi retirada uma panicula por planta,
que foi acondicionada em saco de papel pardo poroso. As sementes oriundas das

paniculas coletadas foram beneficiadas, separadas das impurezas, sofreram pré-
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secagem até umidade constante de 13% e foram armazenadas em camara seca na
Universidade Federal de Santa Maria no Departamento de Fitotecnia.

Em outubro de 2005, em casa de vegetacdo climatizada da Estacao
Experimental da FEPAGRO (Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria)
localizada no distrito de Boca-do-Monte em Santa Maria/RS foram semeadas 10
sementes de arroz vermelho em potes para 10 quilos de solo, contendo substrato
Plantmax, de forma que para cada acesso foram semeadas 4 repetigcdes.

O arranjo experimental dentro da casa-de-vegetacao foi em blocos ao acaso.
Procedeu-se uma adubacao de base de 200 kg/ha da férmula 5-20-20, conforme
analise realizada no substrato pelo Laboratério de Andlise de Solos da Universidade
Federal de Santa Maria.

Durante todo o periodo experimental manteve-se a climatizacdo da casa-de-
vegetacdo com temperatura entre 25 e 30 °C, adequada para o desenvolvimento e
crescimento do arroz. O controle das condigdes ambientais foi feito automaticamente
através de painel de controle eletrénico, de tal forma que todos os acessos fossem
mantidos nas mesmas condicdes ambientais, para que pudessem expressar em
igualdade de condicbes suas caracteristicas fenotipicas sem interferéncia
diferenciada do ambiente.

Para a consecucao deste objetivo, os vasos foram trocados de lugar dentro
do bloco a cada trés dias, fazendo a rotacdo necessaria, uma vez que dentro da
casa-de-vegetacdo condicoes ambientais diferenciadas podem ser verificadas em
alguns pontos mais externos.

O controle da irrigacao foi realizado manualmente duas vezes ao dia durante
todo periodo experimental (8 horas e 17 horas) mantendo-se lamina de agua
constante de cinco centimetros.

Foram realizadas duas adubag¢des de cobertura com uréia na dose de 60 kg
de nitrogénio/ha, sendo a primeira imediatamente antes do inicio da irrigacéo e a
segunda na DPF (diferenciagdo do primérdio floral) conforme preconizado pela
pesquisa para arroz cultivado (SOSBAI, 2005).

Apds a emergéncia das plantulas de arroz vermelho, foi realizada a retirada
de algumas plantas dos potes (raleio) de forma que em cada pote permaneceram
apenas cinco plantas de arroz vermelho. Antes da exercao da panicula do bi6tipo ou
cultivar mais precoce, procedeu-se a aplicacao de fungicida Opera (epoxiconazole+

pyraclostrobin) na dose de 0,75 L/ha, para controle de doencgas foliares e dos graos.
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A exercao da panicula corresponde a emissao da panicula na bainha com a ponta

acima do colar (estadio reprodutivo 3).

Analise dos parametros morfoldgicos

Para analise dos parametros morfolégicos das plantas e biométricos das
sementes, utilizou-se estereomicroscépio (lupa) de fase clara marca Meije, acoplada
com camara fotografica digital Olympus de 6 megapixels de resolugdo. O material
analisado foi fotografado e catalogado. As medi¢des foram realizadas com base nos
descritores morfologicos constantes do quadro 1 e constituiram a MBD (matriz
basica de dados) que por conter dados mistos (dados qualitativos codificados por
estados, sendo usado um sé algarismo para cada codigo, enquanto os caracteres
quantitativos foram incluidos na matriz por seus valores reais) teve que ser
estandartizada (MBDS) para fins de analise estatistica multivariada.

Para as caracteristicas morfoldgicas quantitativas, realizou-se uma analise da

variancia e um teste de médias de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.

Andlise estatistica multivariada

Os dados, obtidos através de descritores morfolégicos, constantes da MBDS,
foram submetidos a analise multivariada, utilizando-se o software NTSYS-PC
(Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System) versdo 2.02 segundo
metodologia de ROHLF (1997), para elaboracdo do dendograma de analise de
agrupamentos. Utilizou-se como medida de similaridade e distanciamento genético
entre os agrupamentos o coeficiente de Manhattan que mostrou-se mais
discriminatorio e apropriado para as analises baseadas em descritores qualitativos e
quantitativos em matriz mista de dados.

O dendrograma dos agrupamentos de similaridade genética foi construido
através do método dos pares ndo ponderados usando médias aritméticas UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method of Arithmetic Average) utilizando o software
NTSYS-PC (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System) versdo 2.02
segundo metodologia de ROHLF (1997). A versao gréafica do dendograma foi obtida

utilizando-se o0 mesmo programa.
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Tabela 1 - Lista de 51 descritores morfolégicos utilizados na avaliagdo dos acessos
de arroz vermelho e respectivas escalas (estados). UFSM, 2008.

Descritores morfologicos e respectivas escalas

. Comprimento do colmo (cm do solo até a base da panicula)

. Espessura do colmo (mm) medido na posi¢do mediana deste com paquimetro

.Distancia dos entre-nés (cm) medida no segundo entre-n6 do colmo

. Cor dos entre-nés : 0 = Verde-claro 1= Dourado 2 = Estrias violaceas 3 = violacea

. Indumento nos nés: 0 = Ausente 1 = presente-

. Cor dos nés: (primeiro nd) 0 = Verde-claro 1= Verde escuro 2 = Fina faixa marrom 3 = totalmente marrom 4 = violaceo
. Antocianina no colmo: 0 = Ausente 1 = presente

. Comprimento da bainha da folha bandeira (cm) medido com régua decimilimetrada em campo

9. Indumento na bainha folha bandeira: 0 = Ausente 1 = presente

10. Antocianina na bainha da folha bandeira: 0 = Ausente 1 = presente

11. Comprimento da lamina da folha Bandeira (cm) medido com régua decimilimetrada em campo

12. Cor da Lamina da folha bandeira: 1 = Verde-claro 2 = Verde-escuro

13. Antocianina na lamina da folha bandeira 0 = Ausente 1 = presente

14. Comprimento da ligula (cm): 0 = curto (0,1 —1,0cm) 1 = média (1,1 23,0 cm) 2 =longa (> 3,0 cm)

15. Pilosidade da folha bandeira: 1 = Glabra 2 = pilosa

16. Angulo folha bandeira (graus): 0= Ereto (< 30°) 1= Intermediario (31-60°) 2= Horizontal (61-90°) 3= Descendente (> 90°).
17. Largura da folha bandeira (cm) obtida por medigdo com régua decimilimetrada no tergo médio da folha bandeira

18. Comprimento da panicula (cm) medido da base da panicula a ponta da Ultima espigueta em campo

19. Numero de ramos da panicula medido em campo

20. Comprimento do ramo inferior da panicula (cm) medido em campo com régua decimilimetrada

21. Comprimento do ramo mediano da panicula (cm) medido em campo com régua decimilimetrada

22. Comprimento do ramo superior da panicula (cm) medido em campo com régua decimilimetrada

23. Posigao da panicula: 0 = Ereta 1 = Semi-ereta 2 = Semi-inclinada 3 = Semi-pendular 4 = pendular

24. Forma da panicula: 0 = Compacta (fechada) 1 = Intermediaria 2 = aberta (laxa)

25. Exergéao da panicula: 0 = Completa (> 5cm) 1 = Média (1-5 cm) 2 = Justa (n6 ciliar no mesmo nivel da folha bandeira)
26. Presenga/auséncia de arista: 0 = Mutica 1 = Semi-aristada 2 = aristada

27. Degrane: 0 = Facil (> 50%) 1 = Intermediario (25-50%) 2 = Dificil (< 25%) medido em panicula sacudida vigorosamente
em saco plastico por dez vezes.

28. Numero de paniculas por planta

29. Nimero de perfilhos

30. Numero de espiguetas por panicula

31. Comprimento do pedicelo (mm) medido com paquimetro digital de precisédo

32. Comprimento da espigueta (mm) medido com paquimetro digital de preciséo

33. Tricomas na raquis: 0 = Ausente 1 = presente

34. Tricomas na raquis: 0 = Persistente 1 = caduco

35. Gluma inferior (cm) medido com régua decimilimetrada em estereomicroscopio Meije

36. Gluma superior (cm) medido com régua decimilimetrada em estereomicroscopio Meije

37. Apice da gluma: 0 = agudo 1 = Caudado 3 = Aristado 4 = eroso

38. Indumento da gluma: 0 = Ausente 1 = presente

39. Numero de nervuras

40. Cor das glumas 1 = Palhete 2 = Palhete com estrias marrons 3 = Preta 4 = Dourada 5 = violacea

41. Pilosidade das glumas: 0 = Ausente 1 = presente

42. Comprimento da lema superior (mm)

43. Apice da lema superior: 0 = Agudo 1 = Caudado 2 = Aristado 3 = obtuso 4 = eroso

44. Superficie da lema superior: 0 = Brilhante 1 =fosca

45. Indumento na lema superior: 0 = Ausente 1 = Presente

46. Coloracéo do apiculo na maturagéo: 0 = Branca 1 = Verde 2 = Amarela 3 = Marrom 4 = Vermelha 5 = preta

47. Coloragao do grao sem casca: 0 = Branco 1= Pardo-claro 2 = Pardo-escuro 3 = Vermelho 4 = violaceo

48. Tipo de cariopse: 0 = Japonica 1 = indica 2 = Japonica Tropical (intermediaria)

49. Forma da cariopse (média de 30 espiguetas descascadas): 0 = Arredondada (C/L < 1,5); 1= Semi-arredondada (C/L 1,5-
2,0); 2 = Meio alongada (C/L 2,01 a 2,75); 3 = alongada (C/L 2,76 a 3,5); 4 = Muito Alongada (C/L >3,5);
C/L = comprimento da cariopse/largura da cariopse medido com paquimetro digital de preciséo

50. Ciclo da planta (dias) da emergéncia a maturagéao fisiolégica.

51. Arquitetura de plantas: 1= ereta 2= semi ereta 3=aberta 4= semi-prostrada 5=prostrada

0 NGO~ WN =
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Resultados e discussao

Tabela 2 - Comprimento do colmo (CC), numero de perfilhos por planta (NPE),
namero de paniculas por planta (NPA), nimero de sementes por
panicula (NS), massa de mil sementes (MMS), produgcdo de sementes
por planta (PROD), relagdo comprimento/largura da espigueta (C/L) e
indice de degrane (DEG). UFSM, 2008.

Biétipo

ou  CC(em)' NPE' NPApI' NSpa'  MMS' (S/F;% ok DEG®
cultivar

AGT 729 10 d’ 9d' 76 k' 31d' 21,2 SARR facil
AG2 69 h 6 f 59 61 m 25 f 7,6 MEAL facil
AG3 45 k 7e 71 89j 33d 20,5 ALON dificil
ALE1 80g 9d 9d 79k 30d 21,3 MEAL facil
ALE2 739 7e 7 f 131e 24 f 22 ALON dificil
ALE3 67 h 8e 7 f 89 30d 18,6 ALON facil
ALE4 759 8e 8e 99i 26 f 20,6 MEAL facil
ALE5 83 f 11c 11b 180 a 25 f 29,5 MUAL facil
CAM1 60 i 10d 9d 118 g 25 f 26,5 MEAL interm.
CAM2 85 f 7e 8e 95i 32d 24,3 MEAL facil
CAM3 87 f 9d 10 ¢ 97i 30d 19,1 MEAL facil
CAM4 92e 8e 71 86 ] 29 e 17,4 MEAL facil
CAM5 65 h 8e 8e 92 21g 15,5 ALON dificil
CAM6 70 h 7e 71 121 f 30d 25,4 ALON dificil
CAND2 104 d 7e 71 90]j 21g 13,2 MEAL facil
CB1 40 k 15a 11b 135¢ 25 f 27,1 ALON dificil
CP2 60 i 10 d 10 ¢ 125 f 28 e 25 SARR facil
CP4 50 10d 10¢ 128 21g 26,8 SARR facil
CPNE1 85 f 8e 8e 90]j 21g 15,1 ALON facil
CPNE2 110 ¢ 8e 7 f 89 229 13,7 ALON dificil
CPVA1 115¢ 9d 9d 84 ] 31d 23,4 MEAL facil
CPV2 90 f 9d 8e 101 h 28 e 22,6 MEAL facil
CPV3 98 d 5 f 59 78 k 229 8,6 MEAL facil
CRI2 68 h 12¢ 12a 83 30d 29,8 ALON facil
CTGB1 54 12¢ 13a 104 h 27 e 26,5 MEAL dificil
DF1 55i 10 d 10 ¢ 126 f 21g 26,4 MEAL facil
DF2 71h 10 d 10 ¢ 123 f 229 27,1 MEAL facil
DF4 70 h 12¢ 12a 124 f 21g 29,2 MEAL interm.
ELD1 74 g 10 d 10¢ 84 24 f 20,1 ALON facil
ELD3 111¢ 11c 11b 185a 30d 30,1 ALON dificil
ELD4 72g 10d 10¢ 118 g 27 e 30,2 MEAL interm.
ELD5 94 e 8e 8e 94 35¢ 26,3 MEAL facil
FAX1 88 f 5 f 69 85 29 e 14,0 MEAL facil
FAX2 91f 5f 69 90 27 e 14,6 ALON dificil
FAX3 92e 11c 10¢ 136 e 28 e 28,1 ALON dificil
FAX4 571 10 d 11b 144d 26 f 30,1 ALON facil
FAX5 60 i 8e 9d 100 i 25 f 225 MEAL facil
GUAT1 110 ¢ 5 f 59 84| 26 f 10,9 ALON facil
GUA2 64 i 12¢ 12a 101 h 29 e 30,0 ALON dificil
GUA3 63i 9d 9d 100 i 229 19,8 ALON facil
ITA1 749 5f 69 87 20g 10,4 MEAL facil
ITA2 789 7e 7 f 89 25 f 15,5 MEAL facil
ITA4 58 i 12¢ 7 f 158 ¢ 31d 29,2 MEAL facil

Jgrit 58i 12¢ 12a 150 d 30d 30,0 ALON dificil
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B"c’)ﬂm CC(em)' NPE' NPApI'  NSpa'  MMS' c/L? DEG’

cultivar
MOST1 73¢9 12¢ 11b 104 h 27e 30,4 MEAL facil
MOST3 62 i 8e 8e 98i 26 f 20,3 ALON dificil
MT1 95¢e 7e 69 138 e 24 f 19,8 MEAL fécil
MT2 80¢g 8e 8e 90 ] 24 f 17,2 ALON facil
MV1 65 h 12¢ 11b 97i 25f 26,6 ALON dificil
MV2 120b 6 f 5¢ 701 30d 10,5 ALON facil
0OSOf1 57i 11c 11b 150 d 27 e 30,1 MEAL facil
PALST 87 f 8e 8e 97i 25 f 19,4 ALON facil
PEL3 99d 12¢ 12a 98 23f 27,1 ALON facil
PNTG1 75¢ 8e 8e 99i 27e 21,3 MEAL facil
0S2 55i 10d 10c 106 h 25f 26,5 ALON facil
0S5 65 h 13b 12a 110¢ 29e 28,3 MEAL facil
REST2 50 j 10d 9d 132e 27e 32,0 ALON facil
REST3 779 7e 71 99i 25f 17,0 MEAL facil
REST4 87 f 6f 69 156 ¢ 28 ¢e 23,8 ALON interm.
RP1 123b 5 f 69 61 m 24 f 8,8 MEAL facil
RS2 68 h 10d 11b 85j 22¢g 20,5 MEAL facil
SAP1 92e 9d 8e 102 h 28¢e 22,8 ALON facil
SAP2 95¢e 7e 7 f 130 e 25 f 22,9 SARR fécil
SB2 70 h 8e 71 146 d 31d 31,0 ALON dificil
SB5 759 11c 9d 1159 25 f 25,4 ALON facil
SB6 67 h 8e 7 f 157 ¢ 24 f 26,3 ALON facil
SF2 58i 13b 12a 122f 27e 29,2 MEAL facil
SF4 60 i 6 f 71 170b 27e 32,0 MEAL facil
SG1 78 9 8e 7f 9 28e 19,4 MEAL facil
SG2 759 8e 8e 97 i 28¢e 21,7 MEAL facil
SM1 86 f 10d 10¢ 75k 27e 20,2 MEAL facil
SM2 56 9d 10¢c 142d 26 f 29,6 SARR facil
SM4 50 j 12¢c 12a 150 d 25 f 29,0 ALON dificil
SM5 80¢g 11c 11b 93i 25 f 25,5 MEAL facil
SP2 50 10d 10¢c 130 e 25 f 32,1 ALON facil
Sv2 759 8e 69 99i 22¢g 13,0 MEAL fécil
TA1 90 f 6 f 69 106 h 28¢e 17,8 SARR facil
TOR2 93e 8e 8e 90]j 24 1 17,2 MEAL facil
URU2 100d 7e 69 105 h 24 1 17,2 SARR fécil
URU3 85 f 11c 11b 145d 29e 32,1 ALON facil
VIA2 67 h 10d 10¢c 135 ¢ 27e 29,4 MEAL facil
VIA3 121b 9d 8e 150d 30d 29,0 MUAL fécil
417 75 12¢ 12a 160 ¢ 32d 32,1 ALON dificil
417F1 75 10d 10¢c 157 ¢ 30d 31,8 ALON dificil
422CL 60 i 10d 10c 149d 30d 30,2 ALON dificil
BBELLE 98 d 11c 10c 158 ¢ 27e 29,7 ALON interm.
CICA9 55i 7e 8e 98i 31d 24,3 ALON dificil
EP115CL 60 10d 10¢c 160 ¢ 31d 29,5 ALON dificil
FORM1 84 f 8e 8e 157 ¢ 38b 314 SARR interm.
JAPG 94 e 12¢c 11b 156 ¢ 39a 32,2 MUAL interm.
LBNET 57i 7e 8e 148d 28¢e 28,3 MUAL  interm.
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CC

PROD

Bgﬁ;ﬁ\‘/’a‘r’“ o)’ NPE'  NPApI'  Nsjpa'  MMS' | n CIL2 DEG?
OGLUM  150a 39 3h 55 m 25 f 75 MEAL facil
ORZC 60 i 10 d 11D 150 d 32d 297  ALON dificil
PUITACL  62i 11¢ 11D 149 d 30d 295  ALON dificil
CV (%) 665 1145 1071 12,24 7.13 14,3 - -

' Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

2C/L: 1 =ARR arredondada (< 1,5); 2 = SARR semi-arredondada (1,6-2,0); 3 = MEAL meio alongada (2,01-2,75); 4 = ALON
alongada (2,76-3,5); 5 = MUAL muito alongada (> 3,5) de acordo com FONSECA et. al. (2001)

®indice de degrane: 1 = dificil (até 25%); 2 = intermediario (25-50%); 3 = facil (> 50%)

Tabela 3 - Cor das glumas (CG), auséncia/presencga de arista, cor do primeiro n6
(CNO), cor do primeiro entre-né (CPE), cor da folha bandeira (CFB),
pilosidade da folha bandeira (PFB), arquitetura de planta (APL) e duragéo,
em dias, do periodo vegetativo (PV), reprodutivo (PR), maturagéao (MAT) e
ciclo completo de bidtipos de arroz vermelho e cultivares comerciais.

UFSM, 2008.
Bi6tipo Periodo de desenvolvimento
ou cG' Arista® CNO® CPE’ CFB® PFB® APL* (dias)

cultivar PV PR MAT  Ciclo
AG1 Palhete” MUT VC VvC VE® P° SER®' 63m 29a 28a 120h
AG2 Marrom SARIS VC VC VC G SPR 50r 28a 27a 105k
AG3 Palhete MUT VC VC VE P ER 75h 27a 28 a 130 f
ALE1 Palhete MUT VC VC VE P SER 67k 26a 28a 121h
ALE2 Palhete MUT FFM DOU VC P ER 651 31a 29a 125¢g
ALE3 Palhete ARIS LFM VC VE P ER 56p 27a 26 a 109 j
ALE4 Palhete MUT FFM VC VE P SER 60n 30a 28a 118i
ALE5 Palhete ARIS FFM VC VC P ER 529 28a 29a 109j
CAMT1 Dourada MUT FFM VC VE P SER 83c¢c 30a 32a 145b
CAM2 Palhete MUT VC VC VE P SER 590 30a 29 a 118
CAMS3 Palhete MUT LFM DOU VE P SER 62m 30a 28a 120h
CAM4 Preta ARIS VIOL VC VC P SER 51r 28 a 26a 105k
CAM5 Marrom  MUT LFmM VC VE P ER 80e 31a 32a 143c
CAM6 Palhete MUT FFM DOU VC P ER 71i 30a 29a 130f
CAND2 Palhete SARIS LFM DOU VC P SER 651 28 a 26a 119h
CB1 Marrom MUT FFM VC VE P SER 83c 29a 31a 143c
CcP2 Marrom MUT LFM VC VC P ER 62m 29a 27a 118i
CP4 Palhete MUT  vC VC VE P SER 62m 28a 29a 119h
CPNE1 Preta ARIS vioL VC VE P SER 51r 28a 26a 105k
CPNE2 Palhete MUT LFM EST VC P ER 79e 30a 29a 138d
CPVA1 Palhete MUT LFM pou VC P SER 62m 30a 28a 120h
CPV2 Palhete MUT LFM VvC VE P SER 64| 27 a 27 a 118
CPV3 Palhete MUT LFM DpDOU VC P SER 62m 28a 27a 117i
CRI2 Palhete ARIS LFM VC VE P SER 56p 27a 26a 109]j
CTCB1 Palhete MUT VC VC VE P ER 62m 28a 27 a 117
DF1 Palhete MUT LFM VC VE P SER 60n 29a 28 a 117
DF2 Palhete MUT LFM DOU VC P SER 62m 27a 28 a 117
DF4 Marrom MUT VC DOU VE G AB 8b 30a 32a 148b
ELD1 Palhete ARIS VC vc VC P SER 52q 27a 29a 109j
ELD3 Palhete MUT VC DOuU VC G AB 82d 28 a 30a 140d
ELD4 Preta MUT VIOL VC VE P SER 88a 29a 31a 148b




Biotipo Periodo de desenvolvimento

ou CG'  Arista® CNO® CPE’ CFB® PFB® APL* (dias)

cultivar PY PR MAT Ciclo
ELD5 Palhete MUT vC DOU VC SER 61n 29a 27a 117i
FAX1 Palhete MUT FFM VC VC SER 62m 27a 28a 117i
FAX2 Palhete MUT LFM VC VC ER 81d 29a 30a 140d
FAX3 Palhete MUT FFM VC VC ER 79e 32a 30a 141d
FAX4 Preta ARIS LFM VC VE SPR 52q 26a 27a 105k
FAX5 Palhete ARIS FFM VC VE SER 53q 29a 26a 109
GUA1 Palhete ARIS FFM VC VC ER 55p 28a 26a 109
GUA2 Preta MUT FFM DOuU VC SER 81d 32a 30a 143c
GUA3 Preta ARIS FFM vC VE SER 52q 26a 27a 105k
ITA1 palhete ARIS VC VC VE SER 51r 30a 28a 109
ITA2 preta ARIS FFM VC VE SER 52q 27a 26a 105k
ITA4 palhete ~ MUT FFM DOU VE AB 61n 28a 27a 116i
Jgrit palhete MUT VC VC VE ER 76g 30a 29a 135e
MOST1 palhete ARIS FFM VC VC SER 55p 28a 26a 109
ITA1 palhete ARIS VC VC VE SER 51r 30a 28a 109j
ITA2 preta ARIS FFM VC VE SER 52q 27a 26a 105k
ITA4 palhete MUT FFM DOU VE AB 61n 28a 27a 116i
Jgrit palhete MUT VvC VC VE ER 769 30a 29a 135e
MOSTH1 palhete ARIS FFM VC VC SER 55p 28a 26a 109
MOST3  marrom MUT FFM VC VC ER 84c¢ 29a 30a 143D
MTA palhete MUT FFM DOU VE SER 61n 29a 28a 118i
MT2 preta ARIS LFM DOU VC SER 51r 28a 26a 105k
MVA palhete MUT FFM VC VE ER 75h 31a 29a 135e¢
MV2 preta ARIS LFM VC VC SER 75h 31a 29a 135e

0SO1 palhete MUT LFM VC VC
PALS1 palhete ARIS LFM VC VC

ER 61n 29a 27a 117i
ER 56p 27a 26a 109]

PEL3 palhete ARIS LFM VC VE ER 55p 28a 26a 109j
PNTG1 preta ARIS FFM VC VE SER 51r 28a 26a 105k
pPS2 marrom ARIS VC VC VE SER 51r 27a 27a 105k
PS5 palhete MUT VC VC VC SER 60n 30a 29a 119h

REST2 palhete ARIS VC VC VE
REST3 palhete MUT LFM VC VC
REST4 dourada MUT LFM DOU VE

ER 51r 29 a 27 a 109
SER 60n 29a 28a 117i
AB 84 c 32a 32a 148D

RP1 preta ARIS vioL VC VC SER 52q 27a 26a 105

RS2 preta ARIS FFM VC VE SER 52q 27a 26a 105k
SAP1 palhete ARIS LFM VC VE ER 55p 28a 26a 109]
SAP2 palhete MUT FFM VC VC SER 580 31a 29a 118i
SB2 palhete MUT FFM  VC VC ER 72i 30a 29a 131f
SB5 palhete SARIS VvC VC VE ER 55p 27a 27a 109]
SB6 palhete ARIS vC VC VE SER 53q 29a 27a 109j
SF2 preta ARIS vC VC VE SER 52q 27a 26a 105k
SF4 palhete MUT FFM DOU VE AB 580 31a 29a 118i
SG1 preta ARIS LFM VC VE SER 52q 26a 27a 105k
SG2 palhete MUT VvC VC VE SER 57p 30a 29a 116i
SM1 palhete SARIS FFM VC VE SER 590 31a 29a 119h
SM2 palhete ARIS FFM VC VE SPR 51r 30a 28a 109j
SM4 palhete ~ MUT LFM VC VE ER 74h 30a 31a 135e
SM5 preta ARIS VIOL VC VC SER 52q 27a 26a 105k
SP2 palhete MUT VC VC VC SER 62m 28a 29a 119h
Sv2 preta ARIS LFM VC VC SER 52q 27a 26a 105k

TV U U UUUUUUGMD U UUUUUUUUUU U UUUUU U UUUTUTUOO® U UUOE UVTTUVUTUTUTUTUTUVTTUTUTUTT

TA1 palhetet MUT VC VC VC SER 63m 28a 29a 120h
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Biotipo Periodo de desenvolvimento
ou CG'  Arista® CNO®° CPE’ CFB® PFB® APL* (dias)®

cultivar PV PR  MAT Ciclo
TOR2 marrom ARIS LFM DOU VE® P° SER* 51r 27a 27a 105k
URU2 preta ARIS vC Vvc VE P SPR 52q 27a 26a 105k
URU3 palhete MUT FFM DOU VE P ER 80e 29a 31a 140d
VIA2 preta ARIS FFM VC VE P SER 56p 30a 29a 115i
VIA3 palhete ARIS FFM VC VC P AB 62m 29a 28a 119h
417 palhete MUT VvC VC VE P ER 74h 31a 30a 135e
417F1 palhete MUT vc VC VE P ER 74h 31a 30a 135e
422CL palhete MUT vc VC VE P ER 76g 29a 30a 135e
BBELLE palhete MUT FFM DOU VE G AB 76g 30a 29a 135e
CICA9 palhetet MUT VC VC VE P SER 84c 29a 3la 144b
EP115 palhetet  MUT VC VC VE P ER 86b 30a 32a 148b
FORMH1 dourada MUT VC DOU VE P AB 86b 28a 30a 144D
JAPG dourada MUT VC DpDoOu VE P AB 82d 29a 32a 143 b
LBNET palhete MUT FFM DOU VE G AB 74h 31a 30a 135e
OGLUM palhete ARIS VC EST VC P PRO 84c 38a 37a 159a
ORZC palhete MUT VC VC VE P AB 75h 31a 29a 135e
PUITACL palhete MUT VC VC VE P ER 78g 28a 29a 135e

CV (%) - 442 832 1052 1,62
'CG =: cor das glumas 1 = Palhete 2 = Palhete com estrias marrons 3 = Preta 4 = Dourada 5 = violacea
2CFB = cor da folha bandeira: 1 = verde-claro (VC) 2 = verde escuro (VE)
SPFB = pilosidade da folha bandeira: 1 = Glabra (G) 2 = pilosa (P)
*APL = arquitetura de planta: 1= ereta (ER); 2= semi ereta (SER); 3= aberta (AB); 4= semi-prostrada (SPR
5=prostrada (PRO)
® Arista: 1= espigueta mutica (MUT); 2= espigueta semi-aristada (SARIS); 3= espigueta aristada (ARIS)
 CNO = cor do n6 do primeiro entre-né: 1 = verde-claro (VC); 2 = verde-escuro (VE); 3 = fina faixa marrom no 1/3 inferior do
né (FFM) 4 = larga faixa marrom em toda extensao do né (LFM); 5 = né violaceo (VIOL).
7 CPE = cor do primeiro entre-né: 1 = verde-claro (VC); 2 = dourado (DOU); 3 = estrias violoceas (EST); 4 = violacea (VIOL)
8 Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

Diferentes autores (NOLDIN, et al., 2004; AVILA et al., 2005; SCHWANKE et
al., 2008) tratam diferentes tipos morfoldgicos de arroz vermelho (Oryza sativa) como
ecotipos. Entretanto, Grant (1971) e Stace (1980) citados por CANTO-DOROW
(1993) definiram ecotipo como membros de uma espécie, que sdao adaptados para
sobreviver em um tipo de ambiente particular, dentro da area total da espécie.

De acordo com CANTO-DOROW (1993) ecotipo é um tipo morfologico
relacionado a um habitat particular, enquanto biétipo € um grupo de individuos
geneticamente iguais, que mantém as suas caracteristicas em ambientes diferentes.
Neste sentido, considerou-se os diferentes tipos morfolégicos de arroz vermelho
(Oryza sativa) analisados neste trabalho, como bibtipos, pois ndo foi constatada a
relacdo existente entre a sua variagdo morfolégica com os diferentes ambientes e

regides fisiograficas do Rio Grande do Sul.



1 1 1 1 I 1 1 1 I
2.30 1.73 1.15 0.58 0.01
Coeficiente

Figura 1 - Fenograma de similaridade morfoldgica entre bidtipos de
arroz vermelho e cultivares comerciais, baseado em
descritores morfoldégicos (qualitativos e quantitativos),
utiizando-se o método de agrupamento UPGMA e o
coeficiente de Manhattan. UFSM, 2008.
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Os dados relativos a comprimento do colmo, apresentados na tabela 2,
permitem verificar que ha grande variabilidade entre os bidtipos de arroz vermelho
em relacao a esta caracteristica que tem importancia na determinacao da altura das
plantas. Os valores variaram de 40 a 123 centimetros. Os bi6tipos com menor
comprimento do colmo foram Cerro Branco 1 com 40 cm e Arroio Grande 3 com 45
cm, cerca de 20 cm menor que as cultivares Clearfield IRGA 422 CL, Puita CL INTA
e SCS Epagri 115 e cerca de 35 cm menor que a cultivar IRGA 417.

Este resultado diverge do obtido por SCHWANKE et al. (2008), que
encontraram para o Rio Grande do Sul apenas bi6tipos com estatura superior em
torno de 15 a 25 cm as verificadas nos cultivares comerciais.

Analisando-se os acessos coletados no Estado (tabela 2), encontramos 85,36
% das amostras com comprimento do colmo semelhantes a cultivares modernos,
sendo 41,46% semelhantes aos cultivares Clearfield e 43,90% semelhantes ao
cultivar convencional IRGA 417. Apenas 14,64% dos biotipos avaliados
apresentaram comprimento do colmo superior ao obtido em cultivares modernos e
semelhantes a cultivares tradicionais de porte médio-alto como Bluebelle, Lebonet e
Japonés Grande.

A altura de planta continua sendo a principal caracteristica utilizada pelos
produtores de arroz para combater manualmente o arroz vermelho por “rouguing”
(arranquio manual) ou através da barra quimica. Neste sentido, estas praticas
aliadas a hibridizacao natural entre o arroz vermelho e o arroz cultivado (VAUGHAN
et al., 2001) tem sido fundamentais na sele¢céo de bidtipos com altura similar ou mais
baixos que o arroz cultivado (MARCHEZAN, 2004), especialmente bi6tipos com
caracteristicas fenotipicas proximas as das cultivares modernas como: média a baixa
estatura, folhas eretas, verdes-escuras, espiguetas muticas longo-finas, glumas de
coloragao palhete, entre outras (BOCCHI et al., 2002).

Com relagéo a cor e pilosidade da folha bandeira (tabela 3), observa-se que
96,8% dos bidtipos avaliados apresentaram pilosidade na folha e apenas 3,2% eram
glabros. 47% apresentaram folhas de coloragéo verde-escura e 33% verde-clara.

Estes resultados demonstram que o arroz vermelho esta perdendo suas
principais caracteristicas, tradicionalmente observadas, que s&o: coloragéo da folha
verde-clara, porte mais alto que cultivares modernos, colmo fino e folhas nutantes
(DIARRA, et al., 1985; NOLDIN et al., 1999; DELATORRE, 1999).
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Isto explica a dificuldade encontrada por produtores do Rio Grande do Sul,
que praticam o rouguing, em catar as plantas de arroz vermelho entre as cultivares
modernas, utilizando, para identifica-las visualmente, critérios como porte das
plantas, pilosidade da folha e coloracdo mais clara como encontrado em arroz
vermelho tipico (LISBOA, 2008 — informacao pessoal). Marques et al. (1983) citado
por SCHWANKE et al. (2008) também encontraram esta dificuldade em campos de
producao de sementes.

A arquitetura de plantas é uma caracteristica que tem importancia agronémica,
uma vez que plantas mais eretas e com folhas eretas, sdo mais eficientes na
captagdo de luz, o que reflete em maior taxa liquida de fotossintese e melhor
particdo de fotoassimilados (AGOSTINETTO et al., 2001). Em condi¢cbes de alta
luminosidade e elevado indice de area foliar, a luz € mais eficientemente usada em
dosséis com folhas eretas (YOSHIDA, 1972).

Neste estudo (tabela 3), verificou-se que 57,32% dos bibtipos de arroz
vermelho avaliados apresentaram arquitetura de planta semi-ereta; 29,27% plantas
eretas; 7,32% abertas; 4,88% semi-prostradas e 1% prostradas (biétipo selvagem
Oryza glumaepatula). Estes resultados indicam que o arroz vermelho estd adquirindo
as caracteristicas de arquitetura de planta mais ereta, com folhas eretas, como
estratégia de sobrevivéncia na competicdo por luz com o arroz cultivado, uma vez
que, pela pressao de selecao antropica (mecéanica ou quimica), vém reduzindo sua
estatura para porte de planta semelhante ou inferior aos cultivares modernos,
perdendo a habilidade competitiva que era verificada no arroz vermelho tradicional
de porte alto e folhas nutantes. Para AGOSTINETTO et al. (2001), a maior altura de
planta aumenta a habilidade competitiva, pois incrementa a massa seca total e torna
a planta mais eficiente na competicéo por luz. No entanto, a menor estatura melhora
caracteristicas agronémicas como resisténcia ao acamamento (VERGARA, 1988),
problema verificado em plantas com porte mais alto, como alguns biétipos de arroz
vermelho (BOCCHI et al, 2002).

Com relagdo ao tipo de espigueta, verificou-se que 70,22% dos bidtipos
avaliados apresentaram espiguetas de coloracao palhete (amarelo palha) sendo que,
destes, 51,07% apresentaram espiguetas muticas, 17,02% espiguetas aristadas e
2,13% espiguetas semi-aristadas. Encontrou-se ainda 19,15% de bidtipos com

glumas de cor preta (17,02% aristadas e 2,13% muticas); 6,26% de bibtipos com
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glumas de cor palhete com listas marrons (5,32% muticas e 1,06% semi-aristados) e
4,25% de bidtipos com glumas douradas muticas.

Os cultivares modernos do grupo Filipino como IRGA 417, IRGA 422 CL e
Puita CL INTA, apresentam espiguetas de coloracao palhete, normalmente muticas a
semi-muticas, podendo em alguns ambientes apresentar curta arista amarela como
pode ser verificado nas cultivares Clearfield IRGA 422 CL (MARCHEZAN, 2006) e
Puitda CL INTA, ou curta arista amarela com a ponta violacea como pode ser
verificado na cultivar Tuno CL. Neste contexto, podemos inferir que grande parte das
amostras avaliadas, apresentaram espiguetas com caracteristicas similares as
observadas com os cultivares modernos. E mais uma evidéncia de que a hibridacdo
entre cultivares e arroz vermelho esta modificando uma das caracteristicas mais
visualizaveis da planta daninha que € a presenca de espiguetas com curtas ou
longas aristas. Caracteristicas essas que sempre facilitaram o trabalho de rouguing,
bem como a separacdo das sementes da invasora para avaliagdo de lotes de
sementes de cultivares pelos laboratérios de andlise de sementes (PESKE et al.
1997).

Em condigbes edafoclimaticas da regido arrozeira da Italia, BOCCHI et al.
(2002) e da Costa Rica (ZAMORA et al., 2003) verificaram que caracteristicas como
coloracdo do entre-né e do primeiro né visivel, apesar de muito variaveis e difusas
dentro do complexo arroz vermelho, devem ser consideradas nas andlises como
indicadores de cruzamentos entre arroz vermelho e cultivares. Isto, porque o0s
bidtipos de arroz vermelho mais tradicionais apresentam coloragdo dos nos (violacea
e vermelho-amarronzada) e entre-nés (cor dourada, violacea, estrias violaceas)
possivelmente adquiridas dos ancestrais selvagens.

Os cultivares modernos como IRGA 422 CL, IRGA 417 e Puita CL INTA,
apresentam, normalmente, né verde-claro ou verde-escuro e entre-né verde-claro.

Neste estudo, verificamos que 76,83% dos bi6tipos de arroz vermelho
apresentaram entre-n6 verde-claro como os cultivares modernos, 21,95% entre-n6
dourado como encontrado em cultivares tradicionais como Bluebelle e Japonés
Grande. Também observou-se 1,23% de bibtipos com entre-n6 com estrias
violaceas, caracteristica encontrada em alguns biétipos de arroz vermelho
tradicional.

Considerando a caracteristica cor do no, avaliada no primeiro no6 visivel,

podemos verificar que 28,05% dos biétipos de arroz vermelho apresentaram no
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verde-claro; 6,09% né violaceo e 65,86% nd marrom, padrao relatado por BOCCHI et
al. (2002) como o mais difuso entre biétipos de arroz vermelho da Itélia. Porém,
diferentemente do que observaram BOCCHI et al. (2002) e ZAMORA et al. (2003)
encontramos nos biétipos do Rio Grande do Sul dois padrées de coloracdao marrom
do primeiro nd: 34,14% apresentaram fina faixa marrom na base do né ocupando
cerca de 1/3 do n6 e o restante € preenchido por coloracdo verde clara e 31,72%
apresentaram uma larga faixa marrom que ocupa todo o né. Esta fina faixa marrom
também observou-se nas cultivares tradicionais Bluebelle e Lebonett. As demais
cultivares avaliadas apresentaram coloracao do né verde clara.

Os resultados permitem inferir que, apesar de mais de 20% dos bidtipos
apresentarem coloracdo do ndé verde-claro, ainda encontramos maior percentual
destes com n6 marrom como verificado nos biétipos mais tradicionais. Estes bi6tipos
que apresentam fina faixa marrom no 1/3 inferior do né e 2/3 com cor verde-claro
parecem ser intermediarios entre aqueles tradicionalmente de no6 totalmente marrom
ou violaceo (larga faixa marrom ou violacea) e aqueles que ja apresentam né
totalmente verde-claro, caracteristicas verificadas nos cultivares modernos. Parece
que no processo de selecdo, estes bidtipos encontram-se em posicao intermediaria
entre aqueles que ja adquiriram as caracteristicas fenotipicas dos -cultivares
modernos (FEDERICI et al., 2001) e aqueles que mantém-se ainda com as
caracteristicas dos ancestrais.

Pela tabela 2, observa-se que apenas 17% do total de biétipos de arroz
vermelho avaliados apresentam numero de sementes por panicula e producédo de
sementes (g/pl) iguais ou superiores aos cultivares IRGA 422 CL, Puita CL INTA e
IRGA 417.

De acordo com SCHWANKE et al. (2008) este comportamento é
compreensivel uma vez que os cultivares comerciais foram selecionados e
melhorados para o fator produtividade, enquanto o arroz vermelho passa por selecéo
natural voltada ao aspecto de competicao e sobrevivéncia.

Entre as caracteristicas que tem importancia para a sobrevivéncia do arroz
vermelho e a perpetuacao de sua espécie, destacam-se a dorméncia das sementes
(DELATORRE, 1999) e o elevado indice de degrane precoce ocorrentes
(MARCHEZAN & CIROLINI, 1996).

Conforme AVILA et al. (2000) o alto percentual de degrane precoce das

sementes de arroz vermelho, associados a longevidade e dorméncia destas (LAGO,
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1982), prolongam a viabilidade das sementes, incrementando o banco de sementes
do solo.

Os resultados para indice de degrane (tabela 2) mostram que 74,39% dos
biétipos degranam facilmente (acima de 50%); 3,65% apresentam degrane
intermediario (entre 25-50%) e 21,96% degrane dificil (menor que 25%) compativel
com o observado em cultivares comerciais.

Estes resultados permitem afirmar, o que ANGLADETTE et al. (1969) e
PULVER (1986) ja haviam observado, ou seja, o arroz vermelho utiliza o degrane
precoce como forma de dispersdo das sementes com vistas a perpetuacdo da
espécie, o que explica este elevado percentual de bibtipos de arroz vermelho com
indice igual ou superior a 50% encontrado neste estudo.

Porém, 25% dos bidtipos apresentam indice de degrane proximo ao obtido
com os cultivares modernos. Este comportamento é reflexo dos cruzamentos com os
cultivares comerciais observados com relativa freqiiéncia nas areas de producéo de
arroz irrigado conforme NOLDIN et al. (1999).

Do ponto de vista da sobrevivéncia do bidtipo, esta dificuldade de degrane
acaba permitindo a retirada, durante as operacdes de colheita, de boa parte das
sementes do biétipo, da area onde foi produzida, sendo separadas posteriormente,
fora da lavoura (SCHWANKE et al., 2008) pelas operagbes de beneficiamento
(PESKE et al., 1997). Também pode ocorrer a distribuicdo destas sementes para
outras regides se o produto da colheita for utilizado como semente prépria ou por
terceiros, sem beneficiamento adequado antes da nova semeadura, o que é
indesejavel agronomicamente.

Este problema pode ser mais agravado, quanto mais proximo for o ciclo
biol6gico do arroz vermelho em relagao ao ciclo da cultivar de interesse. Bidtipos de
arroz vermelho com ciclo mais precoce, podem dispersar suas sementes no
ambiente antes da colheita, mantendo no banco de sementes do solo uma
consideravel parcela de sementes que podem germinar na safra seguinte.

Com relacéo ao ciclo fenoldgico do arroz vermelho, observou-se que 20,73%
dos bidtipos de arroz vermelho apresentaram ciclo semelhante ao observado em
cultivares como IRGA 422 CL, Puita CL INTA e IRGA 417 (entre 130 e 145 dias). Do
total avaliado, 40,24% apresentaram ciclo intermediario (110 a 130 dias) e 39,03%

ciclo mais precoce que os cultivares (inferior a 110 dias).
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A freqUiéncia com que ocorrem cruzamentos naturais entre o arroz vermelho e
o arroz cultivado é variavel e depende da coincidéncia de florescimento entre os
mesmos e da distancia entre as plantas (YOSHIDA, 1981). Neste sentido, esta
mudanca de caracteristica de alguns bi6tipos de arroz vermelho, que cada vez mais
se aproximam, em termos de ciclo biologico, dos cultivares modernos, refletem, em
parte, o atual quadro verificado na rizicultura do Rio Grande do Sul, onde sao
encontradas populagdes de arroz vermelho com caracteristicas similares aos
cultivares, incluindo o ciclo biolégico total, o porte da planta e espiguetas com
coloragao palhete, douradas ou pretas, sem arista e longo-finas, tipicas de cultivares
modernos do grupo indica (AVOZANI et al., 1998; MENEZES et al.,, 2002;
SCHWANKE et al., 2008).

A relagdo comprimento/largura das cariopses (medidas com paquimetro de
precisdo) nos permitem calcular um indice que nos mostra a forma da cariopse.
WATANABE (1997) estima que a relagdo C/L menor que 2,5 é tipica do grupo
japonica com cariopses curtas e largas, espiguetas sem aristas ou com longas
aristas, enquanto que a relagao C/L maior que 2,5 pode ser verificada em cariopses
longas e finas, espiguetas normalmente sem aristas, tipicas do grupo /indica.
Também é caracteristica do grupo indica folhas largas de coloragdo verde-clara com
colmo longo e alto degrane de sementes, enquanto o grupo japonica apresenta
folhas estreitas, verdes-escuras e colmo curto com sementes de dificil degrane e
estatura baixa. CHANG & BARDENAS (1965) ainda consideram a existéncia de um
tipo intermediério varietal classificado como grupo javanica ou japonica tropical com
folhas largas, cor verde clara, alta estatura, cariopses semi-arredondadas (curtas e
largas) e baixo degrane de sementes.

A tabela 2 permite observar os dados relativos a relagdo C/L obtida no
presente estudo. Verifica-se que sete bidtipos apresentam relagéo C/L inferior a 2,0 e
a cariopse € classificada como semi-arredondada e tipica de grupo japonica como
observado na cultivar IAS 12-9 Formosa. Trinta e quatro bidtipos apresentam
cariopse alongada tipica do grupo indica com relagdo C/L entre 2,76 e 3,75, padrao
também verificado nas cultivares IRGA 422 CL, Puitd CL INTA, SCS Epagri 115 CL,
IRGA 417, Cica 9, Oryzica, Bluebelle e Lebonet. Dois bibtipos possuem cariopses
muito alongadas com relacao C/L entre 2,76 e 3,50 tipicas de grupo /ndica.

Entre os bi6tipos avaliados em relagdo ao comprimento e largura da cariopse,

trinta e nove bidtipos apresentam um tipo intermediario de cariopse classificada
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como meio-alongada (C/L de 2,01-2,75), segunda a escala proposta por FONSECA
et al.(2001). Este grupo, segundo a escala de WATANABE (1997) deveria ser
enquadrado dentro do grupo japonica (C/L inferior a 2,5), ou ainda poderia ser
enquadrado como indica (C/L superior a 2,5). Entretanto, avaliacoes realizadas com
auxilio do estereomicroscopio Meije, permitem inferir que as cariopses nao
apresentam padrdo arredondado tipico de cariopses japonicas, nem mesmo do
padrao japonica tropical (curtas e largas). Todas s&o cariopses com caracteristicas
intermediarias entre o grupo /ndica e o grupo japonica. Além disso, as analises
morfolégicas realizadas em exsicatas coletadas em campo e nas plantas cultivadas
em casa-de-vegetacdo, para bidtipos deste grupo, ndo demonstram um padrdo
definido de plantas tipicas japonicas ou javanicas conforme descrito por PINHEIRO
(2006) porque as plantas apresentam grande polimorfismo, com algumas
caracteristicas tipicamente de bibtipos do grupo indica. Neste sentido, percebe-se a
ocorréncia de um grupo mais difuso em relagdo as principais caracteristicas de um
grupo ou de outro.

Para o Rio Grande do Sul, pelas analises realizadas, a escala a ser utilizada
deve considerar que para grupo japonica tipico, a relacao C/L deve ser inferior a 2,0
e ndo a 2,5 como proposta inicialmente por WATANABE (1997), seguindo-se entéo a
escala proposta por FONSECA et al. (2001) que apresenta-se mais adequada para
estudos em populacdes de arroz vermelho.

Segundo RODRIGUES & ANDO (2003), a maioria dos caracteres
morfolégicos apresenta uma amplitude de variagdo comum entre grupos indica e
japonica, dentro da espécie Oryza sativa, ou seja, uma variacdo sobreposta que
dificulta a classificagdo mais precisa das variedades destes grupos. De acordo com
MORISHIMA & OKA (1981) a probabilidade de classificacdo errada entre grupos
indica e japonica € de 39% quando se utiliza apenas descritores quantitativos
relacionados com comprimento/largura da espigueta. Ja para comprimento do
apiculo tem 13,5% de probabilidade de classificacao errada.

Para GLASZMANN (1988) o grupo /ndica € altamente polimoérfico, o que pode
ser resultado de uma origem difusa de uma populacédo selvagem, e de significativa
introgressa@o de arrozes simpatricos e daninhos. Em contraste, o grupo japonica &
menos polimorfico e sua diversidade parece ser maior apenas em areas elevadas do
sudeste da Asia, apesar de sua ampla distribuicdo por todo o mundo. Porém, a

introgressao de genes entre um grupo e outro esta criando tipos derivativos, em
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termos morfol6gicos e enzimaticos, e levando a uma gradativa perda da identidade
dos mesmos como ocorre em arroz cultivado conforme relato de PINHEIRO (2006).

Para as populacées de arroz vermelho do Rio Grande do Sul, é notéria a
predominancia de bi6tipos com elevado polimorfismo e com caracteristicas do grupo
indica, como pode ser observado na figura 1, onde os tipos morfologicamente
similares, aparecem agrupados em 11 “clusters” (grupos similares) obtidos segundo
o método de agrupamento UPGMA e pelo calculo de distancia genética baseado no
coeficiente de Manhattan.

Verifica-se que no grupo 1, estdo agrupados bi6tipos com caracteristicas de
plantas do tipo japonica ou intermedidrias (cariopses semi-arredondadas a meio-
alongadas); Nos grupos 2, 3 e 4 encontram-se agrupados bi6tipos com
caracteristicas de plantas do grupo /ndica, e nos grupos 5, 6, 7, 8 e 9 , verifica-se um
grupamento misto com biétipos do grupo indica ou grupo japonica e biodtipos
classificados como padrao intermediario.

Analisando-se o fenograma obtido na analise multivariada (figura 1), verifica-
se que foi possivel agrupar os biodtipos estudados em 11 grupos segundo suas
caracteristicas fenotipicas.

Descricao dos grupos e dos biotipos

Grupo 1 — formado por plantas de ciclo médio, porte médio-baixo, semi-
eretas, espiguetas muticas, meio-alongadas (intermediarias) a semi-arredondadas
(padréo japonica), glumelas de coloragdo palhete, folhas verdes-claras a verdes-
escuras, pilosas, eretas a semi-eretas, paniculas semi-pendulares.

Variag6es dentro do grupo:

Bidtipo A - primeiro entre-né verde-claro e primeiro né com larga faixa
marrom em toda sua extensao;

Bidtipo B — primeiro entre-né dourado e primeiro n6 com larga faixa
marrom em toda sua extensao;

Bidtipo C - primeiro entre-n6 verde-claro e primeiro né com fina faixa
marrom no tergo inferior;

Bidtipo D — primeiro entre-n6 verde-claro e primeiro n6 verde-claro.
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Grupo 2 — formado por plantas de ciclo médio a tardio, porte baixo, eretas,
espiguetas muticas, alongadas, glumelas de coloragao palhete, folhas verdes-claras
a verdes-escuras, pilosas, eretas, paniculas semi-inclinadas, entre-nds verdes-
claros.

Neste grupo estao incluidas as cultivares IRGA 422 CL, Puitd CL INTA, IRGA
417, SCS Epagri 115, IRGA 417 F1, Cica 9 e Oryzica.

Observa-se que morfologicamente o bidtipo Catugaba 1 € semelhante a
cultivar Puita CL INTA em mais de 90% dos descritores fenotipicos qualitativos e
quantitativos avaliados, agrupando-se junto com esta variedade no “cluster” 2 onde
mantém estreita distancia genética.

Variag6es dentro do grupo:

Bidtipo E - primeiro entre-né verde-claro e primeiro né com larga faixa
marrom em toda sua extensao;

Bidtipo F — primeiro entre-né dourado e primeiro n6 com larga faixa
marrom em toda sua extensao;

Bidtipo G - primeiro entre-né verde-claro e primeiro né com fina faixa
marrom no terco inferior;

Bidtipo H — primeiro entre-n6 verde-claro e primeiro n6 verde-claro.

Grupo 3 - formado por plantas de ciclo tardio, porte médio, eretas,
espiguetas mduticas, alongadas (padrdo indica), glumelas de coloracao palhete,
folhas verdes-claras, pilosas, eretas, paniculas semi-pendulares.

Variagdes dentro do grupo:

Bidtipo | - primeiro entre-n6 dourado e primeiro né com fina faixa marrom
no terco inferior;

Bidtipo J — primeiro entre-n6 verde-claro e primeiro n6 com fina faixa
marrom no tergo inferior;

Bidtipo K - primeiro entre-né verde-claro e primeiro né com larga faixa
marrom em toda sua extensao;

Bidtipo L — primeiro entre-né com estrias violaceas e primeiro n6 com

larga faixa marrom em toda sua extenséo.

Grupo 4 — formado por plantas de ciclo precoce, porte médio-alto, eretas,

colmos finos, espiguetas aristadas, alongadas a muito-alongadas (padrdo indica),
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glumelas de coloracdo palhete, folhas verdes-claras a verdes-escuras, pilosas,

eretas, paniculas semi-pendulares a eretas, entre-né verde-claro.

Variagdes dentro do grupo:
Biotipo M - primeiro né com fina faixa marrom no terco inferior;
Bidtipo N - primeiro né com larga faixa marrom em toda sua extensao;

Bidtipo O - primeiro n6 verde-claro;

Grupo 5 — plantas de ciclo precoce, porte médio, semi-eretas, espiguetas

aristadas, meio-alongadas (padrdo intermediario) a alongadas (padrao indica),

glumelas de coloragéo preta, folhas verdes-claras a verdes-escuras, pilosas, semi-

eretas a nutantes, bainhas violaceas, paniculas semi-pendulares, entre-n6 verde-

claro.

Variagdes dentro do grupo:
Bidtipo P - primeiro n6 com fina faixa marrom no tergo inferior;
Bidtipo Q - primeiro n6 violaceo

Bidtipo R - primeiro né com larga faixa marrom em toda sua extensao;

Grupo 6 — plantas de ciclo precoce, porte baixo, semi-eretas, espiguetas

aristadas, meio-alongadas (padrdo intermediario) a alongadas (padrao indica),

glumelas de coloracao palhete a palhete com listas marrons, folhas verdes-escuras,

pilosas, semi-eretas, paniculas semi-pendulares, entre-n6 verde-claro.

Variag6es dentro do grupo:
Bidtipo S - primeiro n6 verde-claro;
Bidtipo T - primeiro né com fina faixa marrom no tergo inferior;

Bidtipo U - primeiro né com larga faixa marrom em toda sua extensao;

Grupo 7 — plantas de ciclo precoce, porte baixo, semi-prostradas, espiguetas

aristadas, Semi-arredondadas (padréo japonica — Bibtipo V) a alongadas (padréao

indica — Bidtipo X), glumelas de coloragao preta, folhas verdes-escuras, pilosas,

nutantes, paniculas semi-pendulares, entre-né verde-claro.

Variag6es dentro do grupo:
Bidtipo V - primeiro n6 com fina faixa marrom no tergo inferior;

Bidtipo X - primeiro n6 com larga faixa marrom em toda sua extenséo;
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Grupo 8 — plantas de ciclo tardio, porte baixo, colmos grossos, semi-eretas,
espiguetas muticas, meio-alongadas (padrao intermediario), glumelas de coloracao
preta, folhas verdes-escuras, pilosas, semi-eretas, paniculas semi-pendulares, entre-
né verde-claro.

Variag6es dentro do grupo:
Bidtipo Y - primeiro n6 violaceo;

Bidtipo Z - primeiro né com larga faixa marrom em toda sua extensao;

Grupo 9 — plantas de ciclo médio a tardio, porte meédio, colmos grossos,
arquitetuta de planta aberta, espiguetas mduticas, meio-alongadas (padrao
intermediério), folhas verdes-escuras, glabras, nutantes, paniculas semi-pendulares
ou pendulares, entre-n6 dourado.

Variagdes dentro do grupo:

Bidtipo W - primeiro né verde-claro e espiguetas com glumas de
coloragao palhete com listas marrons;

Bidtipo W1 - primeiro n6 com larga faixa marrom em toda sua extensao e
espiguetas com glumas de coloragao dourado-ouro;

Bidtipo W2 - primeiro n6 com fina faixa marrom no tergo inferior e

espiguetas com glumas de coloracao palhete.

Grupo 10 — Grupo das cultivares intermediarias tradicionais do tipo patna com
grao longo-fino (Bluebelle e Lebonet) e das cultivares tradicionais de grdo curto
linhagem japonica (IAS 12-9 Formosa e Japonés Grande). Plantas de ciclo médio-
tardio, folhas verdes-escuras, glabras nas variedades e bi6tipos com tipo de
espigueta longo-fina lisas a pouco pilosas (patna) e curtas e arredondadas pilosas
nas Japoénicas, largas e compridas, eretas a semi-eretas (patnas) e nutantes
(japbnica), caule com entre-n6 violaceo a dourado, espiguetas muticas palhete a
dourado-ouro, paniculas longas, apertadas, pendulares (japbnicas) a semi
pendulares (patna).

Grupo 11 — constituido pelo biétipo selvagem Oryza glumaepatula utilizado
como grupo externo (out group) nas avaliagoes realizadas.



43

Conclusao

Observou-se grande variabilidade entre os tipos morfolégicos de arroz
vermelho do Rio Grande do Sul. Este polimorfismo é evidenciado pela possibilidade
de agrupar os biétipos de arroz vermelho em pelo menos 10 grupos distintos quanto
as caracteristicas fenotipicas quantitativas e qualitativas;

Entretanto, verificou-se que os grupos ndo sao bem estruturados em relagéao
as caracteristicas morfolégicas, ocorrendo sempre bidtipos intermediarios entre
aqueles que detém as caracteristicas principais de similaridade para o agrupamento;

Verificou-se grande similaridade de parcela significativa dos bi6tipos avaliados
com as cultivares comerciais, principalmente com as cultivares IRGA 417 e IRGA
422 CL, de porte médio-baixo e folhas verdes e eretas, paniculas semi-pendulares
a semi-inclinadas e espiguetas muticas, de coloracao palhete, alongadas e finas de
padrao indica. Estes bibtipos demonstram elevada hibridizagdo com os cultivares
modernos, apresentando caracteristicas inerentes a cultivares, como dificil degrane
das paniculas, arquitetura ereta, folhas eretas e curtas e ciclo fenolégico médio-
precoce. Caracteristicas obtidas pelos cultivares via melhoramento vegetal visando
altas produtividades.

Encontrou-se um biétipo (Catucaba 1) com elevada similaridade com a
cultivar Puita CL INTA em mais de 90% dos descritores morfolégicos avaliados.

O padréao de planta do grupo indica predomina entre a populacéo avaliada.



CAPITULO I

CARACTERIZACAO DE ACESSOS POL]M()RFICOS DE ARROZ
VERMELHO (Oryza sativa L.) ATRAVES DE MARCADORES
MOLECULARES

CHARACTERIZATION OF POLYMORPHIC ACCESSES OF RED RICE
BY MOLECULAR MARKERS

Resumo

O arroz vermelho (Oryza sativa L.) co-existe com o arroz cultivado em lavouras
comerciais, sendo este um dos principais entraves para o aumento da produtividade
desta cultura, jA que esta invasora compete pelos mesmos recursos que as
cultivares necessitam. A cultura do arroz € uma das mais importantes no mundo,
sendo a principal fonte nutritiva para mais da metade da populagdo mundial., Genes
para resisténcia a herbicidas tém se tornado uma das opg¢des mais utilizadas em
nivel mundial para o controle de invasoras, sendo que os herbicidas inibidores da
enzima ALS, tais como o grupo quimico das imidazolinonas, sdo amplamente
utilizadas para o controle de plantas invasoras em diversas culturas. Estes inibidores
de ALS estao sendo atualmente utilizados para o controle do arroz vermelho, sendo
esta tecnologia denominada Clearfield. Neste trabalho foram realizados estudos
populacionais dos acessos de arroz vermelho coletados no Rio Grande do Sul.
Encontrou-se uma alta contribuicdo genética através da hibridizagéo e introgressao
das cultivares atualmente utilizadas no Estado para as populacbes de arroz
vermelho, sendo que alguns destes acessos apresentaram hibridizagdo com a
cultivar que apresenta o gene de resisténcia para os inibidores de ALS.

Palavras-chave: arroz vermelho; Clearfield; escape génico; introgressao

Abstract

The red rice (Oryza sativa L.) co-exists with the rice cultivated in commercial
farmings, being this one of the main impediments for the increase of the productivity
of this culture, since this weed competes for the same resources that you cultivate

need them. The culture of the rice is one of the most important in the world, being the
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main nutritious source for more of the half of the world population. Genes for
resistance to herbicides have if constituted one of the options more used in world
level for the weed control, and the inhibiting herbicides of the enzyme ALS
(acetolactate synthase), such as the chemical group of the imidazolinona, they are
used thoroughly for the control of weeds in several cultures. These inhibitors of ALS
are being used now for the control of the red rice, being this denominated Clearfield
technology. In this work population studies of the accessions of red rice collected in
the state of Rio Grande do Sul — Brazil were accomplished. He was a high genetic
contribution through the hybridization and introgression of the modern cultivars used
in the state for the red rice biotypes, and some of these accessions presented
hybridization with to cultivars that it presents the resistance gene for the inhibitors of
ALS.

Key words: red rice; Clearfield;

Introducao

O arroz vermelho (Oryza sativa L.) co-existe com o arroz cultivado em
lavouras comerciais, sendo este um dos principais entraves para o aumento da
produtividade desta cultura, ja que esta invasora compete pelos mesmos recursos
que os cultivares necessitam (luz e nutrientes). Embora o arroz vermelho apresente
caracteristicas fenotipicas altamente variaveis, possui tracos de espécies nao
domesticadas do género Oryza, incluindo os mecanismos de dispersdo de sementes
(degrane das sementes e a presenca de aristas), dorméncia das sementes e
pigmentagdo escura no pericarpo, que neste caso, € avermelhado. No entanto, ao
contrario das espécies verdadeiramente selvagens, o arroz vermelho esta melhor
adaptado para se desenvolver em areas agricolas, onde mimetizam e/ou melhor
competem com cultivares (OLSEN et al., 2007).

A cultura do arroz (Oryza sativa L.) é uma das bases mais importantes para a
agricultura no mundo, sendo a principal fonte nutritiva para mais da metade da
populacdo mundial (LU, 1998). O género Oryza possui aproximadamente 22
espécies, sendo que 20 sdo selvagens, e duas cultivadas (Oryza sativa e Oryza

glaberrima). Atualmente, este género esta dividido em quatro complexos de acordo
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com o numero e estrutura cromossémico: complexo Oryza sativa (AA), complexo
Oryza officinalis (BB, BBCC, CC, CCDD, EE, FF), complexo Oryza granulata (GG) e
complexo Oryza ridleyi (HHJJ)) (VAUGHAN,1994). O complexo O. sativa e o
complexo O. officinalis sdo os mais estudados. Os individuos que possuirem o0s
mesmos grupos cromossémicos (ex. AA) quando hibridizado, geralmente
apresentam descendéncia fértil.

A hibridizagcao entre diferentes espécies ou populagbes vegetais € um dos
eventos mais importantes na evolugdo e no processo de especiacao dos vegetais
(RIESEBERG et al., 1993), uma vez que mais de 70% das espécies podem possuir
descendéncia de hibridos (GRANT, 1981). Um dos principais aspectos da
hibridizagdo é a combinacdo das caracteristicas de diferentes taxas. Essas
combinag¢des podem variar muito em termos de fertilidade e vigor, porém, a regra
geral é que a primeira geragdao de hibridos, principalmente no cruzamento de
populacdes geograficas ou espécies muito proximas, tendem a ultrapassar os seus
parentais em vigor e robustez (RIESEBERG et al, 2000). Entretanto, o processo de
hibridizacdo e introgressao pode causar a extingdo genética de uma ou de ambas
espécies parentais (ELLSTRAND et al, 1993; RHYMER & SIMBERLOFF, 1996;
SMALL, 1984).

A hibridizacdo pode levar a incorporacao de um novo gene ou alelo raro ao
pool génico de uma populagcdo para uma ou mais populacées (FUTUYMA, 1998).
Este processo € denominado de introgressao. Quando estes genes ou alelos raros
permanecem e aumentam suas frequéncias nas populacdes receptoras, este fluxo
génico pode levar a uma significativa mudanca evolutiva nestas populacoes
beneficiadas (ELLSTRAND et al., 1999). Quando esse fluxo génico ocorre das
plantas domesticadas para as suas respectivas invasoras (ex. arroz cultivar e o arroz
vermelho) estas podem passar caracteristicas que contribuam com o aumento da
capacidade de competicao, tendo isso, importancia pratica, econémica e ambiental.

As interagdes entre cultivares e suas parentes selvagens ou plantas daninhas
tornou-se uma é&rea de recente interesse, pois compreender como e a que taxas
estes fluxos génicos ocorrem tornou-se uma questdo importante para criar
estratégias de controle destas plantas que competem com as culturas. Genes para
resisténcia a herbicidas tém se tornado uma das opcdes mais utilizadas em nivel

mundial para o controle de plantas daninhas, sendo que os inibidores da enzima
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ALS ( Acetolactato Sintase), como as do grupo quimico das imidazolinonas, sao
amplamente utilizadas para o controle de plantas invasoras em diversas culturas.

A enzima Acetolactato Sintase (ALS ou Acetohidroxiacido Sintase — AHAS,
ambos sindnimos) é de vital importancia para as plantas, pois € necessaria sua
atividade enzimatica nos primeiros passos da biossintese de aminoacidos de cadeia
aberta como a leucina, isoleucina e valina (TAN et al, 2005). A presenca de
herbicidas inibidores desta enzima acarreta na inatividade desta e
consequentemente na morte da planta, pois com a falta destes aminoacidos
essenciais, 0 metabolismo celular ficara comprometido. O mecanismo de resisténcia
a estes inibidores da ALS é atribuido principalmente a uma alteragdo na sequéncia
de DNA do gene que codifica a enzima ALS (HINZ & OWEN 1997; SAARI et al.,
1994; TRANEL & WRIGHT, 2002), com um ou varios pontos de mutagdes
(SUBRAMANIAN et al., 1996; WRIGHT et al., 1998). Diversos pontos de mutagcdes
que conferem resisténcia a estes herbicidas foram identificados em muitas espécies
de plantas (GRESSEL, 2002; TRANEL & WRIGHT, 2002). Estes inibidores de ALS
estdo sendo utilizados para o controle do arroz vermelho. Esta tecnologia
denominada Clearfield® (CL) patenteada pela Empresa BASF, consiste em uma
linhagem de arroz obtida através de mutagénese (CROUGHAN, 1996), que possui
um alelo mutado que Ihe confere resisténcia a estes herbicidas. Nos ultimos anos
tem sido reportados casos de escape génico de cultivares resistentes para o arroz
vermelho (SHIVRAIN et al.,, 2006; ZHANG et al., 2006; SHIVRAIN et al., 2007;
ZHANG et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi realizar uma andlise das populagdes de arroz
vermelho do Estado do Rio Grande do Sul e averiguar suas interacbes com as
Cultivares. Com os resultados foi possivel visualizar o processo de introgressao de
alelos dos cultivares para as populagdes de arroz vermelho, sendo a cultivar IRGA
417 o principal doador. Também observamos o escape do gene ALS-
tolerante/resistente (AHAS) para acessos de arroz vermelho, sendo que este gene
possivelmente é oriundo da cultivar IRGA 422CL, demonstrando assim existir
problemas desta tecnologia envolvendo sustentabilidade ambiental e com a
biosseguranca.
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Materiais e métodos

Amostragem

Oitenta e quatro acessos de arroz vermelho foram coletados nas localidades
de Arroio Grande (3 acessos), Alegrete (5), Camaqua (6), Candelaria (1), Cerro
Branco (1), Capao da Porteira (2), Capané (2), Capivari do Sul (3), Cristal (1),
Catugaba (1), Dona Francisca (3), Eldorado do Sul (4), Faxinal do Soturno (5),
Guaiba (3), Itaqui (3), Jaguari (1), Mostardas (2), Mata (2), Manoel Viana (2), Osério
(1), Palmares do Sul (1), Pelotas (1), Pantano Grande (1), Paraiso do Sul (2),
Restinga Seca (3), Rio Pardo (1), Rosério do Sul (1), Santo Antdnio da Patrulha (2),
Sao Borja (3), Sdo Francisco de Assis (2), Sdo Gabriel (2), Santa Maria (4), S&o
Pedro do Sul (1), S&o Vicente do Sul (2), Terra de Areia (1), Torres (1); Uruguaiana
(2) e Viamao (3). Estes locais de coletas representam as principais regioes rizicolas
do estado do Rio Grande do Sul. As coletas foram realizadas nas safras de 2005 e
2006. Em adigdo aos 84 acessos, para as andlises dos microssatélites incluimos 3
cultivares de origem indica (CICA 9, IRGA 417, IRGA 422CL), 2 de origem jap6nica
(Formosa e Japonés Grande) e duas tradicionais do tipo patna (Blue Belle e
Lebonet). Como grupo externo utilizamos a espécie Oryza glumaepatula, nativa da
Ameérica do Sul coletada em novembro de 2007 na Lagoa dos indios da Raposa

Serra do Sol no norte do estado de Roraima.

Extracao de DNA.

O DNA foi extraido de tecido foliar congelado utilizando o protocolo descrito
por Oliveira et al.,(2009). Para as PCRs (Polymerase Chain Reaction) foi utilizado
uma aliquota de DNA de trabalho, no qual o DNA genémico obtido na extracao foi
diluido em 1:10 de H2O ultrapura (MILLI-Q).

Amplificacao e analise dos Microssatélites

Para esta analise foram utilizados cinco lécus de microssatélites: RM154
descrito por AKAGI et al., (1996), RM204 e RM212 descrito por CHEN et al., (1997),
RM422 e RM545 descrito por TEMNYKH et al., (2001). Na amplificacdo dos
microssatélites a concentracao final da reacdo de PCR utilizada foi de 10ul com as
seguintes concentragdes: 1 ul de Buffer 10x (1x final), 0,3 ul de MgCl, (1,5mM), 1ul
da mistura de dNTP 2 mM (0,2 mM), 0,3 ul de cada primer (Forward e Reverse) a 20
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pM (0,6 pM), 0,1 ul de Tag DNA polimerase da Invitrogen a 5U/ul (0,5 U) e 1 ul da
aliquota de DNA de trabalho. As condicoes de PCR foram as seguintes: 94°C por 4
minutos, 34 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 55°C por 30 segundos, 72°C por 30
segundos, e no final uma etapa de extensao a 72°C por 5 minutos, para os conjuntos
de primers RM204, RM212, RM422 e RM545 foi utilizado este programa. Para o
conjunto de primers para o loco RM154, foi utilizada a temperatura de anelamento
de 61°C no lugar de 55°C. Os amplicons foram submetidos a eletroforese vertical em
matriz de poliacrilamida 6% desnaturante 8M de uréia (CRESTE et al., 2001). Os
géis foram corados com nitrato de prata segundo SANGUINETTI et al., (1994). Para
aumentar a confiabilidade da interpretacdo dos eletroferogramas, como
normalizadores, foi utilizado, além do Ladder 10bp (Invitrogen), os amplicons
resultantes dos PCRs da cultivar IRGA 417 para os 5 locos de microssatélites
analisados. Para a determinacdo das bandas, foi utilizado o software Gel-Pro
Analyzer 3.1 (MEDIA CYBERNETICS).

Para o calculo do numero de heterozigotos (H, e He), frequéncia dos alelos,
célculo do valor de Fg para os diferentes grupos de arroz foi utilizado o programa
Arlequin 3.0 (EXCOFFIER et al., 2005). A inferéncia filogenética foi realizada com o
método Neigbor Joining, utilizando o programa PAUP*4 (SWOFFORD, 2001) com os
parametros Set Criterion=Distance; BootStrap NReps=5000 Search=NJ;. Para inferir
a estrutura populacional e a origem dos acessos de arroz vermelho foi utilizado o
programa STRUCTURE (FALUSH et al,, 2007). Os parametros de corrida do
STRUCTURE incluiram um burn-in de 3000, um run length de 100 000, e model
allowing admixture e correlated allele frequencies between population (GARRIS et
al., 2005; LONDON et al.,, 2007). A representacao grafica do resultado do
STRUCTURE foi produzida utilizando o software DISTRUCT (ROSENBERG, 2002).

Amplificacao e analise do Gene ALS

Foram utilizados representantes dos principais agrupamentos formados nas
analises de inferéncia filogenia e estrutura populacional baseados nos dados de
microssatélites. Assim, os acessos nesta andlise foram: Catugcaba 1 , Guaiba 2,
Santo Antonio da Patrulhal. Também foram utilizados os cultivares IRGA 417 e
IRGA 422 CL. Para a amplificacao parcial, da porcéo codificadora terminal (3') do
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gene ALS foram utilizados os primers "IV Reverse" e "V Reverse" descritos por
RAJGURU et al., (2005). O volume final da reacéo de PCR utilizado foi de 25ul com
as seguintes concentragdes: 1 ul de Buffer 10x (1x final), 0,3 ul de MgCl; (1,5mM),
1ul da mistura de dNTP 2 mM (0,2 mM), 0,3 ul de cada primer (Forward e Reverse) a
20 pM (0,6 pM), 0,1 ul de Tag DNA polimerase (Invitrogen) a 5U/ul (0,5 U) e 1 ul da
aliquota de DNA de trabalho. O programa do termociclador utilizado continha os
seguintes ciclos e temperaturas: 94°C por 4 minutos, 34 ciclos de 94°C durante 1
minuto, 55°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos, e no final uma etapa de
extensdo a 72°C por 5 minutos. Para cada acesso sequenciado, foram realizados 3
sequenciamentos de reagdes de PCR diferentes. As sequéncias foram montadas no
programa Staden package 1.7 (STADEN et al., 2000), posteriormente alinhadas no
programa ClustalW (THOMPSON et al., 1994) e suas proteinas “predicadas” no
Genedoc (NICHOLAS et al., 1997). Utilizamos também uma sequéncia ja depositada
no Genebank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) do gene ALS para Oryza sativa, sendo
este 0 acesso AY885673, depositado por RAJGURU et al., (2005).

Resultados e Discussao

Analise dos Microssatélites

Heterozigose, Riqueza Alélica, Distancia Genética

O numero de heterozigotos observados para o arroz vermelho foi de Hy,=
0.04909, enquanto o valor esperado era de He.= 0.53939. Este resultado infere que a
via preferencial de reproducdo para os acessos de arroz vermelho € a
autofecundacgdo. Isso também pode ser interpretado como uma vantagem para a
homozigose em relacdo aos heterozigotos, por isso ocorre esta baixa frequéncia de
heterozigose nestas populagoes.

O arroz vermelho apresentou uma média de 4.6 alelos por loco, sendo que o
loco RM545 apresentou 3 alelos, o loco RM244 8 alelos, e os demais locos (RM154,
RM204, RM212) apresentaram 4 alelos cada. A TABELA 5 contém os valores de
distancia Fg entre os diferentes grupos de arroz. O menor valor obtido foi entre os

cultivares indica e os bi6tipos de arroz vermelho (0.10956). As distancias entre os

cultivares japonica e os cultivares indica foram praticamente as mesmas obtidas
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entre os cultivares japonica e os bibtipos de arroz vermelho (0.43685 e 0.42582
respectivamente). Oryza glumaepatula apresentou menores distancias com os
cultivares indica e com os acessos de arroz vermelho quando comparado com o0s
cultivares japonica (0.45017, 0.49119 e 0.73284 respectivamente). Isto se deve ao
fato de que houveram programas de melhoramento de cultivares indica realizados
pela EMBRAPA (2006) nos quais foram utilizados a espécie selvagem Oryza
glumaepatula como fonte de recurso genético para este programa. Com os dados de
distancia Fst (TABELA 5) é possivel inferir dois possiveis cenarios nao
independentes: O primeiro € que provavelmente, o arroz vermelho existente no
estado do Rio Grande do Sul, possui descendéncia de uma linhagem de origem
indica, e por isso apresenta uma baixa distancia genética com os cultivares indica
em relagcdo aos cultivares japonica. Outra possivel explicacdo esta relacionada com
os eventuais cruzamentos entre os cultivares indica e os bi6tipos de arroz vermelho.
Neste cenario, os hibridos produzidos, por adquirirem caracteristicas agronémicas
desejaveis somente aos cultivares, tornar-se-ao mais competitivos e deixardo mais
descendentes no ambiente onde estdo sendo reproduzidos. Como a via de
cruzamento preferencial € a autogamia (autofecundacdo), a F1 destes hibridos ja
apresenta individuos homozigotos.

A TABELA 6 apresenta as porcentagens para provavel procedéncia dos
alelos encontrados nas populacdes de arroz vermelho. Foi estipulado que 50,21%
dos alelos presentes nos bidtipos de arroz vermelho coletados no Estado do Rio
Grande do Sul sdo compartilhados com a cultivar IRGA 417, 23,35% dos alelos séo
compartilhados com a cultivar IRGA 422 CL, 2,27% de outros cultivares indica e
5,79% de cultivares de origem japonica. Somente 18,39% dos alelos encontrados
nas amostras de arroz vermelho estdo presentes apenas nestas populagdes, nao
sendo encontradas nas cultivares analisadas neste trabalho.

O fato de que o maior percentual de alelos encontrados em bibtipos de arroz
vermelho sdo compartilhados com a cultivar IRGA 417 deve estar relacionado ao
tempo de cultivo deste material no Estado (14 anos desde o langamento).
Certamente, durante este periodo, a cultivar IRGA 417 teve tempo suficiente para
espalhar seus alelos pelas populagdes de arroz vermelho ocorrentes nos diferentes

ambientes de cultivo rizicola do Rio Grande do Sul.
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Inferéncia Filogenética

A analise filogenética (Figura 2) realizada com o método Neighbor Joining
apresentou inicialmente dois grandes grupos. O primeiro grupo é formado apenas
por cultivares tradicionais de origem japonica (J) e tradicionais do tipo patna. O
segundo grupo (l) é formado por cultivares de origem indica e os acessos de arroz
vermelho. Este grupo esta subdividido em 5 subgrupos. O primeiro subgrupo (1),
mais basal, é representado pela cultivar IRGA 422 CL e 12 acessos de arroz
vermelho. O Segundo (I2), o terceiro (I13) e o quinto (I5) subgrupos sao formados,
respectivamente, por 20, 11 e 22 acessos de arroz vermelho. O quarto subgrupo
esta representado por 19 acessos de Arroz Vermelho e a cultivar IRGA 417.

Inferéncia da estrutura populacional

O software STRUCTURE utiliza um método de agrupamento Baiesiano
(PRITCHARD et al., 2000) para examinar o agregamento de individuos baseado no
desequilibrio de ligagao entre os marcadores e na diferenga entre a frequéncia dos
alelos dos diferentes locos testados, atribuindo as amostras um hipotético numero
de populacdes (K). Com a utilizacdo desta abordagem obtivemos o valor de K=7
como o que melhor representa a estrutura populacional de todas as amostras. Com
excecao da cultivar Formosa, os cultivares tradicionais do tipo japonica e 0s
tradicionais do tipo patna, formam uma populacdo bem estruturada. Isto deve-se a
menor utilizagdo destes materiais na atualidade, sendo pouco cultivados neste
momento no Rio Grande do Sul. Com isso, pouca hibridizacao entre cultivar e biétipo
de arroz vermelho ocorre, permanecendo este grupo mais estruturado nas analises
realizadas. A espécie O. glumaepatula, utilizado como grupo externo, também
formou um grupo a parte e geneticamente distante dos demais grupos observados.
Neste trabalho os acessos de arroz vermelho, juntamente com os cultivares de
origem indica, formaram cinco populacbes, sendo que ocorrem acessos
intermedidrios entre elas, ou seja, as populagdes nao estdo totalmente estruturadas.
Neste cenario as populacdes de arroz vermelho relacionadas com a cultivar IRGA
422 CL e a cultivar IRGA 417 sao bem visiveis nesta abordagem.
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Sequenciamento parcial do gene ALS

A analise das sequéncias parciais do gene ALS (Figura 4) mostrou que o
acesso CTCB1 (Catucaba 1) coletado na depressao central do Rio Grande do Sul
em area de dois anos de cultivo com o sistema Clearfield, possui 0 mesmo alelo de
resisténcia que a cultivar IRGA 422 CL, e a proteina predicada (Figura 5) apresenta
a mutacado do aminoacido Glutamina para Glicina, na posi¢ao importante da enzima
que confere a resisténcia ao imazetapir, segundo OTT et al., (2006). O acesso SAP1
(Santo Anténio da Patrulha 1) possui 0 mesmo alelo que a cultivar IRGA 417. O
acesso GUA2 (Guaiba 2) possui um alelo diferente dos cultivares, e gera uma
proteina parcial igual a sequéncia AY885673 depositada no gene bank.

A analise da heterigozidade nas populacdes de arroz vermelho mostram que
0 numero de heterozigotos esperados (Hs) € muito superior aos heterozigotos
observados (H,). Os resultados experimentais demonstraram existir poucos
individuos heterozigotos nas populacdées de arroz vermelho avaliadas. Resultados
semelhantes foram descritos por LONDO et al., (2007) e CAO et al., (2006). Estes
resultados devem estar associados ao fato de que a via preferencial para
reproducao no género Oryza € a autofecundagao, (ZHANG et al., 2003; ZHANG et
al., 2006). Neste contexto, podemos inferir que o fluxo génico do arroz cultivar para
populagbes de arroz vermelho ocorre em baixos niveis. Quando analisada a
distancia Fg;, uma medida de distdncia genética observou-se que os acessos de
arroz vermelho estao geneticamente muito mais relacionados com as cultivares
indica do que com os demais grupos de arroz. Os valores encontrados para a
distancia genética entre as cultivares indica e japonica foram préximos dos
resultados de GARRIS et al., (2005), porém a divergéncia encontrada entre o arroz
vermelho e as cultivares indica foi menor do que os resultados de LONDO et al.,
(2007). Essa diferenga nos resultados é um dos motivos pelo qual ndo podemos
apontar a origem do arroz vermelho do estado do Rio Grande do Sul, pois estes ja
sofreram diversos ciclos de hibridizagdo e selecdo, no qual seu conjunto (“pool”)
génico foi modificado, tornando o arroz vermelho do Rio Grande do Sul muito mais

proximo das cultivares indica do que do seu possivel ancestral.
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Tabela 4 — Valores de Fst entre os grupos analisados do género Oryza — UFSM,

2008.
Cultivares . , ) Oryza
Arroz vermelho o Cultivares japonica
indica glumaepatula
Arroz vermelho 0
Cultivares indica 0.10956 0
Cultivares japonica 0.43685 0.42582 0
Oryza glumaepatula  0.49119 0.45017 0.73284 0

Com a analise filogenética é possivel visualizar que as relagbes de
parentesco entre os acessos de arroz vermelho ocorrem, principalmente, pelo
compartiihamento dos alelos das Cultivares IRGA 417 e IRGA 422CL. Nao foi
observado uma associagdo entre os acessos de arroz vermelho formando um
agrupamento separado, como era esperado. Ao contrario, eles estdo geneticamente
muito proximos aos cultivares mais plantados no Rio Grande do Sul. A analise da
estruturacdo populacional nos permite visualizar que existem interseccoes entre as
populacoes. Estas interseccbes ocorrem pelos individuos intermediarios entre duas
ou mais populacdes. Isto provavelmente se deve ao fato de que um hibrido de arroz
vermelho com um cultivar, ird recombinar seus alelos na meiose e formar varios
haplétipos diferentes em sua prole. Com o passar das geragoes, alguns haplétipos
(os mais vantajosos) irdo aumentar sua frequéncia. Estas combinacdes aleatérias
entre alelos de cultivares e os bidtipos de arroz vermelho pode ser um dos principais
fatores para a variabilidade morfolégica que os acessos de arroz vermelho
apresentam.

A andlise filogenética sugere que cerca de 85,7% da populacdo de arroz
vermelho forma um grupo mais relacionado com a cultivar IRGA 417. Confrontando
esses dados com a porcentagem de alelos deste cultivar presente nos bittipos de
arroz vermelho (~50,21%), é observavel que cultivares como o IRGA 417 séo, hoje,
0os maiores contribuidores de alelos para estes acessos de arroz vermelho. Este
resultado provavelmente estd associado ao tempo de utilizagdo deste cultivar, pois
durante os ultimos 14 anos ele tem sido um dos mais semeados no estado do Rio
Grande do Sul (IRGA, 2008)

A cultivar IRGA 422 CL é, atualmente, o segundo doador de alelos para as

populacdes de arroz vermelho. Este cultivar comecou a ser oficialmente semeado no
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estado do Rio Grande do Sul a partir da safra 2002/2003. Outro fato a ser destacado
esta relacionado ao gene AHAS (ALS-tolerante/resistente). Observou-se neste
trabalho que alguns acessos de arroz vermelho (por exemplo: Catucaba 1) e a
cultivar IRGA 422CL compartilham o gene de resisténcia. Os dados apontam que
este compartilhamento ndo se deu por ancestralidade ou ao acaso e sim por
hibridizacdo, pois o bidtipo Catucaba 1 compartilha além do alelo de ALS-
tolerante/resistente, outros alelos de microssatélites com a cultivar IRGA 422CL.
Varios trabalhos ja realizaram experimentos relatando a possibilidade de escape
génico de cultivares Clearfield para o arroz vermelho. SHIVRAIN et al., (2007)
demonstraram que para cada hectare cultivado ocorria 170 individuos hibridos entre
a Cultivar CL e os bidtipos de arroz vermelho. ZHANG et al., (2006) obtiveram, para
as amostras segregantes, uma proporcdo de 3 individuos resistentes para 1
individuo suscetivel, concluindo que o alelo de resisténcia é dominante em relacao
ao alelo suscetivel. ZHANG et al., (2008) concluiram que a F1 de individuos hibridos
de cultivares CL e arroz vermelho apresentavam baixa capacidade reprodutiva da
semente, porém sua progénie F2, pode apresentar altos niveis de fecundidade. Os
trabalhos acima relatados, ndo colocam em cheque a tecnologia Clearfield, ao
contrario, afrmam que se deve buscar reduzir os niveis de escape génico (por
diferentes métodos de combate a invasora) para que a tecnologia possa ser utilizada
com sustentabilidade.

Esses resultados nos mostram que ocorrem baixas taxas de troca génica
entre os cultivares e os bidtipos de arroz vermelho. Porém, como o ambiente
agricola é extremamente seletivo, os individuos de arroz vermelho que adquirirem
caracteristicas agronémicas de interesse para os cultivares, através da hibridizagéao,
serdo mais competitivos, e consequentemente, deixardo mais descendentes para as
proximas safras, aumentando assim a frequéncia desses alelos nestas populagoes.
Como a recombinacao dos alelos durante a meiose propicia a producéo de diversos
haplétipos, ocorrera um aumento da variabilidade morfoldgica (biotipos polimorficos),
dificultando sua estruturagédo populacional.

Quando foi inserido a cultivar IRGA 422 CL nas lavouras de arroz irrigado do
estado do Rio Grande do Sul, deve ter ocorrido 0 processo acima descrito, mas com
uma pressao de selecao bem maior pelo uso intensivo de herbicida imidazolinona,
na qual os individuos possuidores do alelo de resisténcia podem ter aumentado

rapidamente suas frequéncias nas populacées de arroz vermelho, surgindo
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populacdes de bidtipos como o Catugcaba 1 (portadores do gene de resisténcia ALS-
tolerante/resistente) colocando em cheque a utilizagao desta ferramenta de controle
do arroz vermelho via combinacdo de dose do herbicida imidazolinona e cultivares
mutadas tolerantes/resistentes como IRGA 422CL e Puita CL INTA registradas no
Brasil para o sistema Clearfield. Neste sentido, deve-se considerar futuramente que
estes escapes génicos estdo produzindo bi6tipos de arroz vermelho muito mais
danosos para o ambiente de producao de arroz irrigado do Rio Grande do Sul e em
curto espaco de tempo (imprevisivel) esta tecnologia poderd se perder e

agronomicamente tornar-se inviabilizada.

Tabela 5 - Porcentagem de alelos de diferentes grupos de arroz cultivar e arroz
vermelho, presentes nas populagdes de arroz vermelho estudadas. Santa
Maria, UFSM, 2008.

Numero de alelos Porcentagem (%)
Arroz vermelho 89 18,39
IRGA 417 243 50,21
IRGA 422 CL 113 23,35
Outros cultivares indicas 11 2,27
Outros cultivares japdnicas 28 5,79
Total 484 100

Conclusao

Este estudo mostra claramente que a introgressdo é um importante
componente para a formagao da base genética do arroz vermelho e expressiva fonte
de variabilidade que esta planta daninha utiliza para responder as diferentes
metodologias utilizadas no seu controle. Mostra também um exemplo de como
ocorre a co-evolugao cultivar-planta daninha.

E importante salientar, também, que a compreensdo dos processos de
interagcdo genética entre cultivar-planta daninha, quando esta possui fluxo génico
com a cultivar, como no caso aqui descrito para o arroz cultivar e bi6tipos de arroz
vermelho é de extrema importdncia para previsbes na utilizacdo de novas
tecnologias, diminuindo os riscos de possiveis problemas com a biosseguranga e

impactos ambientais e econémicos.
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Figura 2 - Inferéncia filogenética dos acessos de arroz vermelho cultivares
indica e japbnica e da espécie selvagem Oryza glumaepatula
utilizando o método Neighbor Joining — UFSM, 2008 .



Tabela 6 — Listagem de bidtipos utilizados na construgéo do grafico de inferéncia

filogenética e respectivos numeros. USFM, 2008.
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Lista de biétipos de arroz vermelho analisadas no estudo de estruturacao
populacional e respectivos numeros para analise do grafico — UFSM, 2008

1. Arroio Grande 1 39. Guaiba 2 77. Sao Vicente do Sul 2
2. Arroio Grande 2 40. Guaiba 3 78. Terra de Areia 1

3. Arroio Grande 3 41. ltaqui 1 79. Torres 2

4. Alegrete 1 42. ltaqui 2 80. Uruguaiana 2

5. Alegrete 2 43. ltaqui 4 81. Uruguaiana 3

6 Alegrete 3 44. Jaguari 1 82. Viamao 1

7. Alegrete 4 45. Mostardas 1 83. Viamao 2

8. Alegrete 5 46. Mostardas 3 84. Viamao 3

9. Camaqua 1 47. Mata 1 85. IRGA 417

10. Camaqua 2 48. Mata 2 86. IRGA 417 F1

11. Camaqua 3 49.Manoel Viana 1 87.IRGA 422 CL

12. Camaqua 4 50. Manoel Viana 2 88. Bluebellle

13. Camaquéa 5 51. Osobrio 1 89. Cica 9

14. Camaqué 6 52. Palmares do Sul 1 90. SCS Epagri 115

15. Candelaria 2 53. Pelotas 3 91. Formosa

16. Cerro Branco 1 54. Pantano Grande 1 92. Francis

17. Capéao da Porteira 2 55. Paraiso do Sul 2 93. Japonés Grande

18. Capao da Porteira 4 56. Paraiso do Sul 5 94. Lebonet

19. Capané 1 57. Restinga Seca 2 95. Oryza glumaepatula 1
20. Capané 2 58. Restinga Seca 3 96. Oryza glamapaetula 2
21. Capivari do Sul 1 59. Restinga Seca 4 97. Oryza glumaepatula 3
22. Capivari do Sul 2 60. Rio Pardo 1 98. Oryza glumaepatula 4
23. Capivari do Sul 3 61. Rosario do Sul 2 99. Oryzica

24. Cristal 2 62. Sto Antonio da Patrulha 1 100. Puita CL INTA

25. Catucaba 1 63. Sto Antonio da Patrulha 2

26. Dona Francisca 1 64. Sao Borja 2

27. Dona Francisca 2 65. Séo Borja 5

28. Dona Francisca 4 66. Sdo Borja 6

29. Eldorado do Sul 1 67. Sao Francisco de Assis 2

30. Eldorado do Sul 3 68. Sao Francisco de Assis 4

31. Eldorado do Sul 4 69. Sao Gabriel 1

32. Eldorado do Sul 5 70. Sao Gabriel 2

33. Faxinal do Soturno 1 71. Santa Maria 1

34. Faxinal do Soturno 2 | 72. Santa Maria 2

35. Faxinal do Soturno 3 | 73. Santa Maria 4

36. Faxinal do Soturno 4 | 74. Santa Maria 5

37. Faxinal do Soturno 5 | 75. Sao Pedro do Sul 2

38. Guaiba 1 76. S0 Vicente do Sul 1
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Figura 3 - Estrutura populacional dos cultivares de arroz irrigado, dos biotipos
de arroz vermelho do grupo indica e japonica e da espécie
selvagem Oryza glumaepatula — UFSM, 2008.
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IRGA_422CL GATTTTGTIGACTATTGCTAAAGGGTTCAATATTEH 66
CTCB1 ATTTTGTGACTATTGCTAZ TTCAATATTEH 66
SAP1 66
IRGA_417 TTCAATATTEN 66
AY885673 AGGGTTCAATATTEN 66
GUA2 AGGGTTCAATATTEH 66
* 80 * 100 * 120 *
IRGA_422CL € AAGTCCGTGC( Z : 132
CTCB1 AAGTCCGTGC : 132
SAP1 CCGTGC : 132
IRGA_417 ;132
AY885673 . 132
GUA2 cnfircoccn R
CCTGCAGTCCGTGTAACAAAGAAGAGTGAAGTCCGTGCCGCCATCAAGAAGATGCTCGA ACCCCA
140 « 160 * 180 . 2
IRGA_422CL cc G G : 198
cTeBl : 198
SAP1 : 198
IRGA 417 : 198
AY885673 : 198
GUA2 : 198
00 - 220 * 240 * 260
IRGA_422CL GGC GACATGATCC > C \TTAATCTATAATCTGTAT G
CTCB1 ACATGATCCTG TGATGG ATTAATCTATAATCTGTAT Gty
SAP1 ACATGATC( TGATGGC? \TTAATCTATAATCTGTAT G,
IRGA_417 ACATGATCC GTGATGGC!? TGTATTAATCTATAATCTGTAT Gy
AY885673 \TGGCAGC( \TTAATCTATAATCTGTAT Gy
GUA2 : 264

* 280
IRGA_422CL TTbGuAAAGCALkAG”CCGG'”TAT 289
CTCB1 289
SAP1 289
IRGA 417 289
AY885673 289
GUA2 289

TTGGCAAAGCACCAGCCCGGCCTAT

Figura 4 - Alinhamento do gene ALS das Cultivares IRGA 422 CL, IRGA 417, os

acessos de arroz vermelho CTCB1 (Catugaba 1), GUA2 (Guaiba 2) e
SAP1 (Santo Antonio da Patrulha 1), também foi utilizado o acesso
AY885673, representando o genoma de Oryza sativa indica.
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Figura 5 - Proteina predita a partir da sequéncia do gene ALS, onde 0 aminoacido
Glutamina é trocado por Glicina, sendo este o responsavel pela

resisténcia ao herbicida do grupo quimico das imidazolinonas.



CAPITULO 1lI

SUSCETIBILIDADE DE BIOTIPOS DE ARROZ VERMELHO E DE
CULTIVARES DE ARROZ IRRIGADO AO HERBICIDA IMAZETAPIR.

RED RICE BIOTYPES AND RICE CULTIVARS SUSCEPTIBILITY TO
HERBICIDE IMAZETHAPYR

Resumo

Realizou-se uma avaliacdo de cinco bidtipos de arroz vermelho (acessos
Santa Maria 5, Pelotas 3, Rio Pardo 1, Manoel Viana 2 e Catugaba 1) e trés
cultivares comerciais de arroz: duas cultivares Clearfield® (Irga 422 CL e Puita CL
INTA) e uma cultivar convencional (Irga 417), para verificagdo da suscetibilidade
destes a fitointoxicagdo pelo herbicida imazetapir. Utilizou-se a metodologia de
curvas dose-resposta proposta por SEEFELDT et. al., (1995). A metodologia de
curvas de resposta foi gerada a partir dos pardmetros do modelo logistico e dos
valores de ls. Esta metodologia pode ser empregada para descrever a resposta
biol6gica de uma planta e a influéncia dos fatores ambientais as doses crescentes
de um determinado herbicida. O experimento foi conduzido em casa de vegetacao
no Departamento de Biologia da Universidade Federal de Santa Maria. Os biétipos
de arroz vermelho e os cultivares foram submetidos a seis doses do herbicida
imazetapir (0; 0,312; 0,625; 1,25; 2,5 e 5,0 L.ha"). As plantas de arroz foram
contadas e coletadas no 20° dia apds a aplicagdo dos tratamentos. A analise do
percentual de dano foi realizada através de avaliagdo visual da fitointoxicagéo (%),
massa verde e massa seca das plantas. Os dados obtidos foram submetidos a
analise da variancia (ANOVA) que constatou que houve diferenga significativa a 1%
de probabilidade de erro (Tukey) entre os cultivares e os bi6tipos e as doses de
imazetapir. Analisando-se as curvas e os resultados da andlise da variancia pode-se
inferir que as cultivares Clearfield Irga 422 CL e Puita CL INTA foram
significativamente iguais ao bidtipo de arroz vermelho Catugaba 1 e toleraram doses
de imazetapir superiores a dose recomendada em campo para o sistema
Clearfield®. Os bi6tipos Manoel Viana 2, Santa Maria 5 e Pelotas 3 agruparam-se
com a cultivar convencional IRGA 417, sendo suscetiveis a dose comercial do

herbicida. O biétipo Rio Pardo 1 é tolerante ao herbicida imazetapir e formou um
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grupo intermediario entre os cultivares CL com o biétipo resistente e a cultivar

suscetivel com os bidtipos suscetiveis.

Palavras-chave: imazetapir; arroz vermelho; resisténcia; Clearfield

Clearfield®: sistema patenteado com marca registrada da empresa BASF

Abstract

It was evaluated five biotypes of red rice (accessions Santa Maria 5, Pelotas 3, Rio
Pardo 1, Manoel Viana 2 and Catugaba 1) and three commercial cultivars of rice: two
Clearfield® cultivars (IRGA 422 CL and Puita CL INTA) and one conventional cultivar
(IRGA 417), for verification of the susceptibility of the herbicide imazethapyr. The
methodology of rate-response curves used was proposed by SEEFELDT et.
al.,(1995). The methodology of rate-response curves was generated starting from the
parameters of the logistic model and of the values of Iso. This methodology can be
used to describe the biological response of a plant and the influence of the
environmental factors to the growing doses of a certain herbicide. The experiment
was conducted in greenhouse in the Department of Biology of Santa Maria's Federal
University. The biotypes of red rice and cultivated rice were them submitted to six
doses of the herbicide imazethapyr (0; 0,312; 0,625; 1,25; 2,5 and 5,0 L.ha™"). The
plants of rice were counted and collected in the 20° day after the application of the
treatments. The analysis of the percentile of damage was accomplished through
visual evaluation of the phytointoxication (%), green mass and mass dries of the
plants. The obtained data were submitted to the analysis of the variance (ANOVA)
that verified that there was significant difference to 1% of the probability (Tukey)
among cultivated rice and biotypes and the imazethapyr rates. Being analyzed the
curves and the results of the analysis of the variance can be inferred that cultivated
rice and Clearfield rice IRGA 422 CL and Puitd CL INTA were significantly same to
the biotype of red rice Catugaba 1 and they tolerated larger doses of herbicide
imazethapyr to the dose recommended in field for the system Clearfield®. The
biotypes Manoel Viana 2, Santa Maria 5 and Pelotas 3 grouped with to conventional

cultivated rice IRGA 417, being susceptible to the commercial rates of the herbicide.
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The biotype Rio Pardo 1 are tolerant to the herbicide imazethapyr and it formed an
intermediate group among them cultivated rice CL with the resistant biotype and to

cultivar susceptible with the susceptible biotype.

Key-words: imazethapyr; red rice; resistance; Clearfield .

Introducao

O arroz é o principal alimento para parcela significativa da populacao
brasileira. Seu consumo representa 18% das calorias e 12% das proteinas da dieta
basica (PEREIRA et. al., 1990). O Rio Grande do Sul é o principal produtor de arroz
irrigado. Cerca de 60% de todo arroz produzido no Brasil € colhido de lavouras do
Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Nos ultimos anos a produtividade da cultura
tem evoluido, em funcdo de novas tecnologias que sdo empregadas pelos
rizicultores como a tecnologia Clearfield® (NOLDIN et al., 2004). Porém, ainda nao
foi atingido o patamar ideal de produtividade em fung¢do de diversos fatores como
manejo de agua, manejo de fertilidade, qualidade de sementes, sistematizacao de
varzeas e controle fitossanitario (LOPES, 1995).

Um dos fatores que interferem neste processo € a presenga de plantas
daninhas nas varzeas arrozeiras, principalmente as gramineas, que tem impacto
negativo na produtividade em fungcdo da competicdo com a cultura por luz e
nutrientes (BRONDANI et. al., 2002). Entre as gramineas que causam danos a
cultura do arroz, destaca-se o arroz vermelho (Oryza sativa L.), citado como principal
entrave a elevacao do rendimento de arroz em 80% dos municipios produtores do
Rio Grande do Sul (MARCHEZAN, 1994).

Sendo o arroz vermelho do mesmo género e espécie do arroz cultivado
(Oryza sativa L.) e segundo PEREIRA (2004) ocupando posicdo geneticamente
intermedidria entre esta espécie e seus ancestrais Oryza rufipogon e Oryza
glumaepatula, torna-se dificil seu controle através de herbicidas graminicidas, uma
vez que um dano por fitointoxicagdo no arroz vermelho, também reflete-se em danos
consideraveis na cultivar convencional (n&o resistente a herbicida).

Neste contexto, através de obtencdo de cultivares de arroz
tolerantes/resistentes a herbicidas do grupo quimico das imidazolinonas, por indugéao
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a mutacdo (arroz mutado AHAS-resistente/tolerante) foi possivel utilizar uma
tecnologia quimica para controle de gramineas, sobretudo o arroz vermelho, com
cultivares seletivas a determinadas doses do herbicida imazetapir (CROUGHAN,
1994) e controle superior a 80% da populacdo infestante de bidtipos de arroz
vermelho. Sistema patenteado pela empresa BASF e denominado Clearfield® .

Para o Brasil, encontram-se registrados no sistema Clearfield® os cultivares
de arroz irrigado IRGA 422 CL, Tuno CL, Sator CL e Puitd CL INTA (MAPA 2008). A
dose de registro para IRGA 422 CL do herbicida Only (imazetapir 75 g/L + imazapic
25 g/L) é de 1,0 litro por hectare do produto comercial para aplicagcdo em poés-
emergéncia das plantas daninhas e da cultura quando estas encontram-se com 2 a
3 folhas abertas (AGROFIT, 2008). Este cultivar estd sendo semeado no Rio Grande
do Sul desde a safra 2002/20083.

Em funcdo da atual dificuldade de controle de todo complexo arroz vermelho
infestante, pelo polimorfismo entre bidtipos de arroz vermelho ocorrentes nas
varzeas do Rio Grande do Sul (DORNELLES et al., 2004; NOLDIN et al., 2004;
LOPES et al.,, 2007) foi introduzido recentemente a cultivar Puita CL INTA,
desenvolvido na Argentina pela selecdo em campo de linhagens mais resistentes ao
herbicida imazetapir, sendo que este cultivar resiste a doses duas a trés vezes
superiores a dose praticada em sistema onde utiliza-se a cultivar IRGA 422 CL. Este
programa que inclui a cultivar Puita CL INTA visa dar maior possibilidade de controle
dos bidtipos de arroz vermelho tolerantes a dose de 1,0 L.ha' do herbicida
imazetapir.

Entretanto, ocorrem no Rio Grande do Sul, biétipos de arroz vermelho que
resistem a doses até trés vezes superiores a dose de registro do herbicida Only (1,0
L.ha"), conforme relatado por DORNELLES et al., (2004) podendo colocar o sistema
Clearfield em dificuldades, uma vez que segundo KUK et al., (2008) a presséo de
selecdo pelo uso continuo e intensivo do herbicida imazetapir pode levar ao
aparecimento de bi6tipos de arroz vermelho resistentes ao herbicida, o que torna o
sistema ambientalmente insustentavel.

Esta pressao de selecao, aliada a fuga (escape) de genes de resisténcia da
cultivar AHAS-resistente para os bibtipos de arroz vermelho, foi verificada por
pesquisadores como RAJGURU et al., (2005), confirmando que a introgressao
destes genes de resisténcia no arroz vermelho resultam em plantas resistentes aos

herbicidas imidazolinonas, sobretudo ao herbicida imazetapir.
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Neste contexto, nos arrozais de diversos paises que utilizam a tecnologia que
alia cultivares mutadas AHAS-resistente a possibilidade de utilizacdao de
determinadas doses do herbicida imazetapir, ocorrem biétipos de arroz vermelho
suscetiveis ao herbicida (enzima ALS sensivel), naturalmente tolerantes ao herbicida
(por modificagdes no sitio de acdo da enzima ALS) e aqueles com introgresséo de
genes de resisténcia (AVILA, 2005; RAJGURU et al., 2005; KUK et al., 2008;
GEALY, 2008), o que torna o controle da planta daninha dificultado nas doses
convencionais do herbicida.

Em func&o deste quadro atual, de polimorfismo de bi6tipos de arroz vermelho
nas varzeas do Rio Grande do Sul, e possiveis diferengas de tolerancia/resisténcia
destes bidtipos ao herbicida imazetapir, o objetivo deste trabalho € avaliar a
suscetibilidade de bi6tipos de arroz vermelho do Estado a doses crescentes do
herbicida imazetapir, através da metodologia de curva dose-resposta proposta por
SEEFELDT et al., (1995)

Material e métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao da Universidade Federal
de Santa Maria, durante o ano agricola de 2008. O ensaio foi conduzido em vasos
de polietileno de 1,4 L de capacidade, revestidos com sacos plasticos a fim de evitar
perdas de agua e herbicida no momento da irrigacdo. O delineamento experimental
foi de blocos ao acaso em esquema fatorial 8x6 com quatro repeticbes. Os
tratamentos do fator A consistiram da combinacdo de duas cultivares Clearfield®
tolerantes ao herbicida imazetapir (IRGA 422 CL e Puita CL INTA), uma cultivar
convencional suscetivel ao herbicida imazetapir (IRGA 417) e cinco biétipos de arroz
vermelho do estado do Rio Grande do Sul com suspeita de tolerancia ou resisténcia
ao herbicida imazetapir (acessos Pelotas 3; Santa Maria 5; Manoel Viana 2; Rio
Pardo 1; Catugaba 1); do fator B por doses crescentes de imazetapir (0, 312, 625,
1250, 2500 e 5000 mL.ha" de produto comercial imazetapir). O herbicida utilizado

apresenta 106 gramas do ingrediente ativo imazetapir por litro de produto comercial.,

O solo onde foram semeadas as cultivares, foi coletado em Santa Maria/RS,
sendo classificado como Planossolo Hidromorfico Eutréfico arénico (SiBCS, 2006),
pertencente a unidade de mapeamento Vacacai, e apresentava as seguintes

caracteristicas: pH agua(1:1)=4,7; P= 6,0 mg.dm™; K= 112 mg.dm™®; Argila= 16%;
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M.O.= 1,6%; Ca= 2,2 Cmol..dm™; Mg= 2,0 Cmolc dm™; Al=1,7 Cmolc dm™ e indice
SMP 6,6.

Foi adicionado 1200g de solo Uumido nos vasos ja revestidos com sacos
plasticos. Para uniformizagdo da irrigacdo durante o ensaio, determinou-se a
umidade gravimétrica conforme manual de métodos e andlises de solo (EMBRAPA,
1997) no momento da colocag&o do solo nos vasos, determinando-se a massa seca
real do solo contido no vaso. Obteve-se 4,25% de umidade no solo.

A adubagéo do solo foi realizada conforme o resultado da analise quimica do
solo e seguindo as recomendacdes para a cultura do arroz irrigado. A cada 100 Kg
de solo foi adicionado 15g de uréia, 10g de P>Os e 5g de KCI. Apds a aplicagao dos
fertilizantes, o solo foi homogeneizado através de um misturador centrifugo.

A semeadura nos vasos ocorreu no dia 22 de novembro de 2008, em uma
profundidade de 1 cm marcada com régua decimilimetrada.

A aplicacdo dos tratamentos herbicidas, em po6s-emergéncia das plantas,
ocorreu no dia 05 de dezembro de 2008, quando as plantas emergidas dos
cultivares e do arroz vermelho encontravam-se com 2 a 3 folhas. Utilizou-se
equipamento costal pressurizado a CO, , com barra de 1,5 metros contendo quatro
pontas com bico Teejet 110.02, regulado para um volume de calda aplicado de 150
L.ha™.

As condigbes climaticas no momento da aplicacdo eram: temperatura meédia
de 23,5°C e umidade relativa média do ar 60,8% medidas com equipamento Kestrel
3000. A aplicagao dos tratamentos foi realizada fora da estufa, e apds o tratamento,
0S vasos permaneceram separados em area aberta fora da estufa por 24 horas para
evitar a contaminacdo entre tratamentos através da possivel volatilizacdo do
herbicida. Ap6s este periodo os vasos retornaram para a estufa, onde
permaneceram em ambiente protegido, recebendo irrigacao a cada dois dias, por 30
dias. As condigbes climaticas médias durante o ensaio foram de 25° C de

temperatura e 58% de umidade relativa do ar.

Foram realizadas avaliagbes visuais de fitointoxicagdo, no sétimo e vigésimo
dia apds a aplicacdo dos tratamentos herbicidas. O efeito dos herbicidas sobre as
plantas foi determinado pelo método qualitativo caracterizado por avaliagdes visuais

baseado em escalas arbitrarias estabelecidas (BURRILL et al, 1976).
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Para a determinacéo foi empregada a escala percentual, utilizando-se como
padrdao a testemunha sem aplicacao de herbicidas que correspondeu a nenhum
controle (Zero %). Utilizou-se escala de zero (nenhuma injuria sobre as plantas) a

100% (morte de todas as plantas).

Ao final do vigésimo dia realizou-se a contagem do numero de plantas por
vaso e a coleta das plantas para determinagdo da massa verde das plantas (MV) e,
apos secagem em estufa a 60°C até massa constante, a massa seca (MS) de
plantas.

Isto porque até 15 dias apdés a aplicacdo dos tratamentos, ndo foram
visualizados sintomas fitotoxicos na parte aérea das plantas de arroz cultivar e dos
bidtipos de arroz vermelho (dados ndo mostrados). Neste sentido, para obtencao
das curvas dose-resposta, foram utilizados os resultados de fitointoxicacao (FITOso),
massa verde (MVso) e massa seca (MSsg) aos 20 dias apos a aplicagdo, quando ja
eram visualizadas as injurias provocadas pelos tratamentos, nas plantas de arroz
IRGA 422 CL e Puita CL INTA.

FLECK (2000) e VIDAL (1997) relatam que o modo de ac¢do dos herbicidas
deste grupo quimico, provoca interrupcdo do crescimento das plantas dentro de
poucas horas apés a aplicagdo. Porém, somente apds dez a quinze dias, os tecidos
meristematicos tornam-se cloréticos e, posteriormente, provocam necrose foliar.
Esta lenta agdo herbicida, s6 é visualizada quando efetivamente as plantas
apresentam sintomas de amarelecimento do limbo foliar em um periodo ndo superior
a quinze dias para sulfoniluréias e onze dias para imidazolinonas (DORNELLES et.
al., 2002).

Os dados obtidos foram testados quanto ao atendimento as pressuposicées
do modelo. Em seguida foram submetidos a andlise da variancia (ANOVA) para
verificagdo das interagcdes entre os fatores. As médias entre cultivares e bio6tipos
foram comparadas para massa seca pelo teste da diferenca minima significativa
(DMS) a 1% de probabilidade.

D-C
Y=C
’ [b(log(x) —log(X 5))] (1]
e

1+
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Para as interacbes significativas, os dados foram ajustados ao modelo de
regressao nao-linear do tipo log-logistico, usando-se o modelo proposto por
SEEFELDT et. al., (1995), onde D representa o limite superior, C representa o limite
inferior, sendo a resposta média nas doses mais elevadas; o parametro b descreve a
inclinagdo da curva em torno do Iso; € 0s valores de Iso correspondem a dose que
causa resposta de 50% da assintota de maxima da variavel resposta (SEEFELDT
et. al., 1995). Os parametros exigidos na equacado foram obtidos através da
plotagem dos dados de fitointoxicacdo (%) da reducdo em percentagem da massa

verde (MV) e massa seca (MS) de plantas em relagcdo a testemunha. A variavel
fitointoxicagdo visual sofreu transformacao dos valores yt=arcoseno,/(y+0,5)/100

para normalizar os dados conforme proposto por RIBOLDI, (1995). Os graficos
foram obtidos a partir de uma matriz basica de dados analisada no programa
SigmaPlot® versao 11.

Segundo CHRISTOFFOLETI (2002) o modelo logistico é vantajoso, uma vez
que um dos termos integrantes da equagcédo € uma estimativa de Csp (control by
50%) e GRsp (growth reduction by 50%), neste trabalho denominados FITOsg
(fitointoxicagdo 50%), MVsy ( 50% de redugdo na massa verde) e MSsy (50% de
reducdo na massa seca). Sao as doses do herbicida que proporcionam 50% de
controle (fitointoxicacdo das plantas) ou reducdo de 50% de massa da planta
daninha, respectivamente (CHRISTOFFOLETI & LOPEZ —OVEJERO, 2004). Os
valores de FITOsy, MVsy e MSsy caracterizam os niveis de suscetibilidade das
populacdes de plantas daninhas ao herbicida (MOREIRA et al., 2007).

Com os valores de FITOsp e MSsp obtém-se o fator de resisténcia (FR) para
cada combinacdo das populacbes com suspeita de resisténcia e a populagcao
suscetivel. O fator de resisténcia é o resultado do quociente entre FITOsy do bidtipo
resistente pela FITOsy, do bidtipo suscetivel (FR= FITOso R/ Fitosg S). O fator de
resisténcia (FR) expressa o numero de vezes em que a dose necessaria para
controlar a populagao resistente (R) € superior a dose que controla 50% da

populacao suscetivel (S).
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Resultados e Discussao

Tabela 7. Dose de Imazetapir em L. ha” que causa 50% de fitotoxicidade (FITOs),
50% de reducédo de massa verde da planta (MVsy) e 50% de redugao de
massa seca da planta (MSsy) em fungdo dos bibtipos e cultivares
comerciais avaliados. Santa Maria, RS, 2008.

Biétipos e Variaveis

Cultivares FITOso (L.ha™) MVs, (L.ha™) MSso (L.ha™)
Rio Pardo 1 953,02 + 166,71 1232,59 * 266,30 1217,77 £ 172,16
Pelotas 3 240,91 £ 13,45 497,93 + 100,72 786,964 + 75,34
Santa Maria 5 287,93 + 77,57 503,76 + 195,58 532,77 + 41,16
IRGA 422 CL 1902,99 + 156,84  2764,57 + 1409,4 1392,79 + 122,38
Manoel Viana 2 348,06 * 8,39 587,94 £ 67,73 631,55 £ 90,21
Puita CLINTA  2052,35 +202,23  3969,28 + 626,13 2286,98 + 692,18
IRGA 417 660,42 + 20,88 479,58 + 37,43 458,40 + 44,86
Catucaba 1 2257,12 + 262,86  1471,81+ 347,98 1669,03 + 238,15

Tabela 8. Andlise estatistica — ANOVA - para as interagbes entre biodtipos e
cultivares (fator A X fator A = 8 niveis X 8 niveis). Santa Maria, 2008.

Tratamentos
Rio Pelotas Santa IRGA 422 Manoel PuitACL IRGA  Catugaba
Pardo 1 3 Maria 5 CL Viana 2 417 1

Tratamentos Médias
58,828 53,466 62,429 71,160 50,405 72,389 46,697 75,318

P-value
Rio Pardo 1 0,000042 0,000065 0,000057 0,001893 0,000034 0,000069 0,000032
Pelotas 3 0,927280 0,000032 0,928049 0,000032 0,826983 0,000032
Santa Maria 5 0,012504 0,956078 0,001999 0,844509 0,000040
IRGA 422 CL 0,000032 0,899715 0,000032 0,819945
Manoel Viana 2 - 0,000032 0,893039 0,000032
Puitad CL INTA 0,000032 0,942659
IRGA 417 - 0,000032

GL=144; DMS=76,270

* Valores abaixo de 0,01 diferem significativamente entre si com 1% de probabilidade de erro pelo teste de Tukey
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Tabela 9. Valores de fator de resisténcia (FR) para FITOsp e MSs, entre os
biotipos Catugaba 1 e Rio Pardo 1 em relagdo aos bidtipos suscetiveis
e cultivares suscetiveis e resistentes. UFSM, Santa Maria, 2008
Fator de Resisténcia (FR)'

Bidtipos de arroz

FITOso MSso
vermelho e cultivares
Catucaba 1 Rio Pardo 1 Catucaba 1 Rio Pardo 1

Catugaba 1 - 0,4 - 0,6

Rio Pardo 1 2,3 - 1,5
Santa Maria 5 7,8 3,3 2,7 1,8
Manoel Viana 2 6,5 2,7 2,9 1,9
Pelotas 3 9,3 3,9 2,3 1,5
IRGA 417 3,4 1,4 4,0 2,6
IRGA 422 CL 1,2 0,5 1,3 0,8
Puitd CL INTA 1,09 0,4 0,8 0,5

'FR = FITOs, bidtipo resistente/ FITOs, bidtipo suscetivel ou
FR = MSs, bidtipo resistente/MSs, bidtipo suscetivel

As figuras 6, 7, 8 e 9 para resultados de MVs5, e MSs, permitem observar que
os bi6tipos Santa Maria 5, Manoel Viana 2 e Pelotas 3 apresentaram maior reducao
percentual de massa verde (MV) e massa seca (MS) que os bibtipos Catucaba 1 e
Rio Pardo 1, sendo estatisticamente iguais ao percentual de reducao destes
parametros medidos para a cultivar suscetivel IRGA 417.

Verifica-se, também, que o biétipo Catucaba 1 apresentou reducao percentual
de MV e MS, em valores absolutos, inferior aquela obtida com a cultivar IRGA 422
CL e proxima daquela obtida com a cultivar Puita CL INTA. Porém, pela analise da
variancia para massa seca (TABELA 8) ndo encontrou-se diferenca estatistica
significativa entre o biétipo Catugaba 1 e os cultivares Clearfield avaliados.

Em termos de dose do herbicida imazetapir, os resultados experimentais
demonstram que os bidtipos suscetiveis Santa Maria 5, Manoel Viana 2 e Pelotas 3
tem reduzida 50% da MV e da MS com doses inferiores a 1,0 L.ha™ (dose comercial
do herbicida imazetapir), enquanto o biétipo Catucaba 1 terd 50% de sua MV
reduzida com a dose de 2,2 L.ha” (dobro da dose utilizada em campo para cultivos
com IRGA 422 CL) e 50% da MS com dose de 1,8 L.ha '. O biétipo Rio Pardo 1
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tolera doses de até 1,2 L.ha' do herbicida imazetapir, configurando-se como um
bidtipo com suscetibilidade intermediaria entre os bibtipos suscetiveis Santa Maria 5,
Manoel Viana 2 e Pelotas 3 em relagdo ao biétipo resistente Catucaba 1.

Esses resultados (tabela 9) demonstram que para parcela dos bidtipos de
arroz vermelho ocorrentes em éareas de cultivo de arroz irrigado do Rio Grande do
Sul, o herbicida imazetapir ainda pode proporcionar controle eficiente na dose de
1,0 L.ha™ . Porém, para biétipos como Rio Pardo 1 e Catucaba 1, sdo necessarios
doses superiores a dose recomendada. No caso de Catucaba 1 este grau de
resisténcia acontece para doses superiores aquelas praticadas no sistema de cultivo
que utiliza a cultivar Puitéd CL INTA (cultivar mutado para o gene AHAS (Acetohidréxi
acido sintase) que resiste a doses pelo menos duas vezes superiores aquelas
pulverizadas sobre a cultivar IRGA 422 CL). Isto torna o sistema Clearfield-arroz
vulneravel, uma vez que a pressao de selecado pelo uso continuado e sistematico
das areas e do herbicida imazetapir, permitira selecionar bi6tipos com maior grau de
tolerancia ou resisténcia ao herbicida (KUK et al., 2008), o que é ambientalmente e
economicamente problematico em funcdo do uso de doses maiores e progressivas
do herbicida na tentativa de controlar a planta daninha, acumulando maior
quantidade de residuos do herbicida no solo das varzeas ou nos mananciais de
agua adjacentes, causando problemas para as culturas subseqlientes € ao meio
ambiente.

Os resultados encontrados neste trabalho corroboram com os obtidos por
AVILA (2005) em condicbes dos Estados Unidos da América. Este pesquisador
concluiu que naquelas condigdes de producdao de arroz, sdo encontrados nas
populacbes de arroz vermelho, bidtipos suscetiveis, bidtipos moderadamente
tolerantes, bibtipos tolerantes e biodtipos resistentes ao herbicida imazetapir para a
dose utilizada no sistema Clearfield. Resultados que também encontrou-se nas
condi¢cbes do Rio Grande do Sul onde os bidtipos Manoel Viana 2, Santa Maria 5 e
Pelotas 3 sdo suscetiveis ao herbicida imazetapir na dose comercial (1,0 L.ha™), o
bi6tipo Rio Pardo 1 é tolerante ao herbicida nesta dose e o bidtipo Catucaba 1 €
resistente. Esta resposta para Catucaba 1 era esperada, uma vez que em analise de
DNA realizada por sequenciamento (dados ndo mostrados) o acesso Catucaba 1
demonstrou ser um bidtipo que possui 0 gene de resisténcia AHAS (ALS-resistente)
que o permite suportar doses de herbicidas do grupo quimico das imidazolinonas,

especialmente do imazetapir, superiores a recomendada para o sistema Clearfield.
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Esta resisténcia possivelmente foi adquirida por hibridizacdo com os cultivares
Clearfield utilizados em 50% da area de producao de arroz do estado, uma vez que
este bidtipo foi coletado em area de trés anos de cultivo com a cultivar IRGA 422 CL.

Isto explica o atual quadro encontrado na rizicultura do Rio Grande do Sul e
de Santa Catarina em que o herbicida ndo tem sido eficiente em controlar
determinados biétipos de arroz vermelho, aumentando ano a ano o percentual de
areas inviabilizadas para a produgdo do cereal em funcdo da planta daninha
(DORNELLES et al., 2004; NOLDIN et. al, 2004; DORNELLES et. al., 2007; LOPES
et al., 2007; MENEZES et al., 2008).

DORNELLES et. al., (2004) demonstraram a ocorréncia de biétipo de arroz
vermelho resistente a herbicidas imidazolinonas para o estado do Rio Grande do Sul
em estudos realizados com a cultura da soja cultivada em varzea em area de
rotacdo arroz/soja. O bi6tipo enfocado no estudo resistiu a doses trés vezes
superiores a dose de registro do herbicida Only (imazetapir 75 g/L + imazapic 25 g/L)
registrado no Brasil para o sistema Clearfield.

Em é&reas de producdo de arroz irrigado do estado de Santa Catarina
(NOLDIN et. al., 2004) demonstraram que 22,7% das plantas de arroz vermelho da
populacao infestante, nao foram controladas pela dose recomendada do herbicida
Only (imazetapir 75 g/L + imazapic 25 g/L), enquanto para o Rio Grande do Sul
estes pesquisadores encontraram o percentual de 15,5% de plantas sobreviventes.
Neste trabalho ndo concluiram sobre a possibilidade de resisténcia ou tolerancia
destes bidtipos as imidazolinonas.

No mesmo sentido, LOPES et al.,, (2007) estudando biétipos de arroz
vermelho do Rio Grande do Sul, em uma amostragem de 321 plantas obtidas
aleatoriamente, através de sementes de arroz vermelho coletadas em diferentes
locais do estado, verificaram que 119 plantas apresentaram-se resistentes e
segregantes, 130 apresentaram-se resistentes e néo segregantes e 72 bibtipos
apresentaram-se suscetiveis ao herbicida Only.

Em recente publicacdo, MENEZES & MARIOT (2008) afirmam que 55,2% das
amostras de arroz vermelho coletadas no estado do Rio Grande do Sul ndo foram
controladas pelo herbicida Only na dose de registro (1,0 L.ha™), concluindo que
estas plantas avaliadas sao bi6tipos com tolerdncia natural aos herbicidas

imidazolinonas.
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KUK et al., (2008) afirmam que nos E.U.A. grande percentual dos biétipos de
arroz vermelho sao naturalmente tolerantes ao herbicida imazetapir, porém nao
descartam a possibilidade de evolucao de populacdes de arroz vermelho resistentes
ao herbicida por pressao de selecao pelo uso intensivo do herbicida.

Estes resultados também foram observados no presente trabalho, e permitem
afirmar que nas areas de producao de arroz irrigado do Rio Grande do Sul ocorrem
simultaneamente bidtipos de arroz vermelho suscetiveis ao herbicida imazetapir
como o Santa Maria 5, Manoel Viana 2 e Pelotas 3 que agruparam-se com a cultivar
suscetivel IRGA 417, biétipos naturalmente tolerantes como Rio Pardo 1 e biotipos
resistentes como o Catucaba 1 que apresenta caracteristicas fenotipicas e
genotipicas muito préximas dos cultivares Clearfield, inclusive com introgresséo do
gene de resisténcia AHAS (ALS-resistente) que confere ao arroz vermelho Catugaba
1 resisténcia a doses que sao aplicadas sobre a cultivar Puita CL INTA.

A cultivar Puitd CL INTA, oriundo da Argentina, foi recentemente registrado no
Brasil (MAPA, 2008) e estd sendo amplamente semeado no Rio Grande do Sul por
tolerar a doses do herbicida imazetapir duas a trés vezes superiores aquelas
recomendadas para programas de manejo onde se utiliza a cultivar IRGA 422 CL.

Neste contexto, no caso do Rio Grande do Sul, a pressao de selecao parece
ser maior que no caso americano, relatado por KUK et al., (2008). Isto pode estar
relacionado ao sistema de cultivo praticado naquele pais, onde grande parte da area
produtora de arroz realiza rotacdo de cultura com soja, utilizando em anos
alternados, outros herbicidas com mecanismos de acao diferentes dos inibidores de
ALS, sobretudo herbicidas como o Glifosato inibidor da enzima EPSPS (5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase) em soja transgénica (Roundup Ready) o que
reduz a pressdo de sele¢cdo imazetapir-arroz vermelho por manter o banco de
sementes de arroz vermelho do solo estavel e sob controle.

Situacdo diferente do contexto brasileiro, particularmente do estado do Rio
Grande do Sul, onde verifica-se que boa parte das areas produtoras de arroz
realizam cultivo sobre cultivo com a monocultura. Verifica-se que com o advento do
sistema Clearfield, grande parte das areas de arroz no Rio Grande do Sul ndo tem
praticado a rotagao de cultura ou de herbicidas com mecanismos de agéo diversos e
abandonaram o sistema de pousio, praticas que permitem melhor manejar o

problema arroz vermelho.
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Neste sentido, o conhecimento dos bibtipos e das caracteristicas dos
cultivares torna-se importante para a sustentabilidade do sistema de producédo de
arroz irrigado do Rio Grande do Sul, possibilitando tomada de decisdo segura
quanto ao programa de controle a ser adotado em cada caso (cada area,
individualmente, conforme suas caracteristicas e necessidades).

Com base nos resultados obtidos podemos inferir que o sistema Clearfield, no
atual quadro estabelecido, em que populagdes de arroz vermelho resistem a doses
superiores as recomendadas para o sistema, inclusive aquelas praticadas para a
cultivar Puita CL INTA, encontra-se ameagado, uma vez que a adogao de préticas,
onde aumenta-se a dose do herbicida utilizado, na tentativa de incrementar o
controle da planta daninha, apenas aumenta a pressao de selegéo via herbicida para
bidtipos com grande capacidade de tolerar/resistir a doses superiores do herbicida
as até aqui praticadas, como os bio6tipos Rio Pardo 1 e Catucaba 1, o que vai tornar,
em curto espago de tempo, o sistema ambientalmente e economicamente
insustentavel, com interferéncia direta em questdes relacionadas com a

biosseguranca.

Conclusoes

O biétipo de arroz vermelho Catucaba 1 (AHAS-resistente) é resistente ao
herbicida imazetapir em doses duas vezes maiores as doses comerciais do
herbicida, agrupando-se com os cultivares Clearfield (AHAS-resistente) IRGA 422
CL e Puita CL INTA, em relacéo a fitointoxicacdo (FITOsp), massa verde (MVsy) e
massa seca (MSs).

Os bidtipos Manoel Viana 2, Santa Maria 5 e Pelotas 3 sdo suscetiveis a
doses do herbicida imazetapir, inferiores as praticadas no sistema Clearfield.
Agrupam-se com a cultivar suscetivel IRGA 417.

O biétipo Rio Pardo 1 apresenta toleréncia natural ao herbicida imazetapir
formando um grupo intermediario entre os cultivares tolerantes/resistentes IRGA 422
CL e Puita CL INTA e a cultivar suscetivel IRGA 417. Tolera doses 1,4 vezes
maiores que o cultivar suscetivel IRGA 422 CL para o fator FITOs,. 0,5 vezes menor

que a dose tolerada pela cultivar IRGA 422 CL..
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Figura 6 - Percentual de redugdo de massa verde dos biétipos Rio Pardo 1
(RP1), Pelotas 3 (PE3) e Santa Maria 5 (SM5) em relacao aos
cultivares IRGA 422 CL, Puitda CL INTA e IRGA 417, em funcéao de
doses crescentes do herbicida imazetapir — UFSM, 2008.
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CL, Puita CL INTA e IRGA 417, em funcao de doses crescentes do
herbicida imazetapir — UFSM, 2008.
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Figura 8 - Percentual de reducdo de massa seca dos biétipos Rio Pardo 1
(RP1), Pelotas 3 (PE3) e Santa Maria 5 (SM5) em relacdo aos
cultivares IRGA 422 CL, Puitd CL INTA e IRGA 417, em fungao
de doses crescentes do herbicida imazetapir — UFSM, 2008.
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Figura 9 - Percentual de reducédo de massa seca dos biétipos Manoel Viana
2 (MV2) e Catucaba 1 (CAT1) em relagdo aos cultivares IRGA
422 CL, Puitd CL INTA e IRGA 417, em funcdo de doses
crescentes do herbicida imazetapir — UFSM, 2008.
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Figura 10 - Detalhe dos sintomas visuais de fitointoxicacdo e redugcdo da
altura de plantas em resposta a doses crescentes do herbicida
imazetapir (0; 312; 625; 1250; 2500 e 5000 mL.ha™) para os
cultivares IRGA 422 CL e Puitd CL INTA e para os biotipos de
arroz vermelho Catugaba 1 e Rio Pardo 1 — UFSM, 2008
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Figura 11 - Detalhe dos sintomas visuais de fitointoxicagcdo e redugcdo da
altura de plantas em resposta a doses crescentes do herbicida
imazetapir (0; 312; 625; 1250; 2500 e 5000 mL.ha') para o
cultivar IRGA 417 e para os biotipos de arroz vermelho Manoel
Viana 2, Santa Maria 5 e Pelotas 3 — UFSM, 2008
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CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos neste trabalho, na avaliacdo de acessos polimérficos de
arroz vermelho do Estado do Rio Grande do Sul, com a utilizacdo de descritores
morfolégicos e com marcadores moleculares, permitem concluir que a introgressao
de genes de cultivares modernos de arroz irrigado como IRGA 417, IRGA 422 CL e
Puitd CL INTA, em plantas de arroz vermelho, por fluxo (escape) génico, é um
importante componente para a formacao da base genética das populacdes de arroz
vermelho atualmente encontradas nos arrozais, e constitui-se em expressiva fonte
de variabilidade que esta planta daninha utiliza para responder as diferentes
metodologias utilizadas no seu controle e apontam para um quadro de dificuldades
frente ao desafio de manter a sustentabilidade do sistema produtivo de arroz no
Estado, uma vez que estes cruzamentos geram bidtipos de arroz vermelho mais
daninhos ainda, por serem resistentes a tecnologia de controle quimico,
amplamente difundida e utilizada.

Os resultados obtidos também permitem observar dez diferentes padrbes
fenotipicos de arroz vermelho para o Rio Grande do Sul, com maior percentual de
plantas com caracteristicas do grupo indica em relagcao ao grupo japénica.

Permitem verificar que as populacdes de arroz vermelho estudadas nao estao
bem estruturadas e apresentam tipos intermediarios de plantas, que merecem
atencao especial em futuros estudos em nivel de doutorado no PPGA-UFSM,
utilizando técnicas moleculares e de taxonomia numérica.

Neste estudo, verificou-se a ocorréncia de um bidtipo de arroz vermelho
(Catugaba 1) com introgressao do gene de resisténcia ALS-mutado, por hibridizagcao
com cultivares Clearfield, ainda nao descrito para o Brasil.
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