ISSN 1981-5999

CIRCULAR G EE Desenvolvimento de linhagens

237 de arroz irrigado resistentes a
bicheira-da-raiz (Oryzophagus
oryzae) por meio de selegcao

recorrente

José Francisco da Silva Martins

Paulo Hideo Nakano Rangel OBJETIVOS DE
Pelotas, RS Paulo Ricardo Reis Fagundes N VOLVIMENTO

Setembro/2023 Ariano Martins Magalhaes Junior

; i FOME ZERO
Fernando Felisberto dg Sllva E AGRICULTURA
Juliano de Bastos Pazini SUSTENTAVEL

((¢




2 Circular Técnica 237

Desenvolvimento de linhagens de
arroz irrigado resistentes a bicheira-
da-raiz (Oryzophagus oryzae) por
meio de selecao recorrente’

A espécie Oryzophagus oryzae (Lima) (Coleoptera: Curculionidae) é um in-
seto com potencial para causar prejuizos econdmicos a orizicultura irriga-
da por inundagéo na regido Sul do Brasil (Lima, 1936; Martins et al., 2020),
onde, sucessivamente, € produzido cerca de 80% do arroz nacional (Conab,
2019). Na entressafra, na fase adulta esse inseto, conhecido por gorgulho-
-aquatico, que mede aproximadamente 3 mm de comprimento (Figura 1A),
hiberna em substratos vegetais, no entorno e interior de areas de cultivo de
arroz, compondo populagdes autdoctones. Infesta os novos arrozais no inicio
da inundacao, alimentando-se, principalmente, de folhas de plantulas da gra-
minea (Figura 1B), geralmente, sem causar danos econémicos, ovipositando
no aerénquima de partes submersas das bainhas-foliares (Moreira, 2002). Os
principais danos sdo causados pelas larvas, que atingem cerca de 9 mm de
comprimento, conhecidas por bicheira-da-raiz (Figura 1C), que no segundo
instar se deslocam das bainhas foliares as raizes de arroz, onde se alimen-
tam, podendo causar danos severos (Figura 1D) e reduzir em cerca de 10% a
20% a produgao de graos, quando o cultivo é feito em solo seco (basicamen-
te, cultivo minimo) e solo encharcado (arroz pré-germinado), respectivamente
(Martins et al., 2020).
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Figura 1. Oryzophagus oryzae: inseto adulto (A) e lesbes as folhas de arroz (B); larvas
(C) e danos as raizes de arroz (D).

Normalmente, as praticas culturais do arroz restringem a infestagéo larval de
O. oryzae e seus danos as raizes, podendo evitar ou reduzir perdas de produ-
¢ao (Gomes; Magalhaes Junior, 2004). Esse conhecimento, porém, tem sido
pouco aproveitado no manejo do inseto, sendo uma das principais causas da
aplicagéo excessiva de inseticidas quimicos destinados ao controle (Martins
etal., 2017). Por isso, cultivares resistentes ao inseto, ao viabilizarem a redu-
¢ao de perdas de producgdo e da aplicagao dos referidos inseticidas, sao estra-
tégicas para aumentar a rentabilidade dos arrozais e minimizar riscos de con-
taminagdo ambiental por residuos quimicos (Stout et al., 2001; Smith, 2005;
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Martins et al., 2017). Estudo pioneiro da resisténcia de arroz a O. oryzae no
Brasil revelou menor infestagao larval da cultivar Dawn (Him Him, 1980), que,
posteriormente, foi relacionada como fonte de resisténcia ao gorgulho-aqua-
tico Lissorhoptrus oryzophilus Kuschel (Coleoptera: Curculionidae), nocivo a
cultura nos Estados Unidos da América (Smith; Robinson, 1982; Heinrichs
et al., 1985). A analise de cultivares comerciais e linhagens elites de progra-
mas de melhoramento genético de arroz, quanto a infestagdo de O. oryzae,
evidenciou resisténcia dos tipos antixenose, antibiose e tolerancia (Martins;
Terres, 1995), conforme descritos por Panda; Khush (1995), também detec-
tados para L. oryzophilus (N'Guessan et al., 1994ab).

A antixenose, ao dificultar a selecao de plantas de arroz por gorgulhos-aquati-
cos, como O. oryzae, pode restringir a oviposi¢cao nas bainhas foliares e, con-
sequentemente, a densidade de larvas neonatas (Stout; Riggio, 2002). A anti-
biose, ao se expressar apos a eclosao larval nas bainhas foliares, pode afetar
o metabolismo de larvas neonatas e dos demais instares, reduzindo o vigor
do inseto, o indice de danos as raizes, as viabilidades larval, pupal e total, € o
potencial reprodutivo de adultos autéctones. No caso de L. oryzophilus, foi in-
ferido ainda que efeitos de antibiose as larvas neonatas contidas nas bainhas
foliares reduzem a quantidade que atinge as raizes (Smith; Robinson, 1982;
Stout et al., 2013). No caso de O. oryzae, foi inferido que a antibiose, além de
reduzir a viabilidade pupal e total, reduz o peso de adultos autéctones (Lima
et al., 2019). Aresisténcia do tipo tolerancia a gorgulhos-aquaticos € evidente
em cultivares de arroz que mantém quantidade e qualidade produtiva normal,
mesmo quando o sistema radicular é infestado e danificado por larvas, sen-
do, no caso de L. oryzophilus (N'Guessan et al., 1994b) e O. oryzae (Martins
et al., 2004), ligada a emissdo de novas raizes.

Na década de 1990, foi formada a populagdo CNA 11 de selegao recorrente
de arroz, visando extrair plantas resistentes ou tolerantes a fatores abidticos
e bidticos nocivos, como baixas temperaturas e brusone — Pyricularia oryzae
(Cavara) -, buscando ainda outros atributos importantes, como um elevado
potencial produtivo e maior qualidade de grédos (Rangel; Neves, 1997). Na
composicao original da CNA 11, porém, ndo constaram fontes de resisténcia
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a O. oryzae como as cultivares BR-IRGA 413 e Dawn, que expressam tole-
rancia e antibiose, respectivamente (Martins; Terres, 1995) e, ainda, a ‘BRS
Atalanta’, que revela antibiose (Martins et al., 2001; Cunha et al., 2006) e tem
como ascendente a ‘Dawn’ (Terres et al., 2004).

Adicionalmente as informacgdes intrinsecas a resisténcia de arroz a gorgu-
Ihos-aquaticos, técnicas de avaliagdo do dano de adultos e larvas de L. ory-
zophilus e O. oryzae em plantas da graminea, como as utilizadas por Botton
et al. (1996), Wu e Wilson (1997), Stout et al. (2013) e Vyavhare et al. (2016),
embasam a selegcdo de gendtipos resistentes.

Este trabalho, com base na introdugéo de genes de cultivares de arroz tipifica-
das como resistentes a O. oryzae na populagéo de selecao recorrente CNA 11,
objetivou extrair linhagens com elevado grau de resisténcia ao inseto, con-
tendo ainda outros atributos de interesse para programas de melhoramento
genético.

Material e métodos

O trabalho foi realizado no periodo compreendido entre 2003 e 2018, na
Embrapa Arroz e Feijdo (no municipio de Santo Anténio de Goias, GO) e
Embrapa Clima Temperado (no municipio de Capéao do Ledo, RS).

Em 2003, na Embrapa Arroz e Feijao, por meio de cruzamentos da popula-
céo de selegédo recorrente CNA 11 com trés fontes de resisténcia a O. oryzae
(Martins; Terres, 1995; Martins et al., 2001), foram obtidas as subpopulagbes
CNA 11 x BR-IRGA 413, CNA 11 x BRS Atalanta e CNA 11 x Dawn. Na sa-
fra 2003/2004, sementes F, das trés subpopulagdes foram multiplicadas na
Embrapa Clima Temperado (na Estacdo Experimental Terras Baixas), utili-
zando o método-padréo descrito a seguir:

« distribuicdo de sementes em células de bandejas de isopor (0,05 m x
0,35 m x 0,65 m), preenchidas com solo;

« transplante, aos 15 dias pds-emergéncia, de todas as mudas de cada
cruzamento, na equidistancia de 0,35 m, em talhées (5 m x 10 m) de um
Planossolo Haplico (Typic Albaqualf);
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* inundacéo dos talhdes 10 dias apds, mantendo uma lamina d’agua de
0,15 m de espessura;

» adogao das demais praticas de manejo das plantas de arroz segundo in-
dicacdes técnicas (Gomes; Magalhaes Junior, 2004), sem avaliar danos
causados pelo inseto;

* colheita total da semente F,, para novas multiplicagbes nas safras
2004/2005 e 2005/20086.

Na Embrapa Clima Temperado, na safra 2006/2007, em plantas F, obtidas e
cultivadas segundo o método-padréo, foi iniciada a avaliagéo da resisténcia
a O. oryzae. Um total de 4.025 plantas de cada subpopulagéo foi exposto a
livre escolha para adultos de O. oryzae (Silva et al., 2003), em talhdes de 15
m X 35 m, situados a 31°49’03”S e 52°27’47”W, com histérico de ocorréncia
do inseto (area muito infestada) e com solo plano, o que viabiliza a unifor-
midade da lamina d’agua de irrigacdo e, consequentemente, da infestagao
larval (Martins, 1979). O indice de infestacao larval foi registrado cerca de
30 dias poés-inundagéo, na época do acme da populagédo (Carbonari et al.,
2000), por meio da coleta de 15 amostras-padrao (cilindro de solo, contendo
raizes e perfilhos de uma planta de arroz) equidistantes, na diagonal dos
talhdes. Imediatamente a coleta, as amostras submersas em agua foram de-
sintegradas para liberar as larvas das raizes e facilitar a contagem (Martins
et al., 2001; Neves et al., 2011). Dez dias apds o acme da infestacao larval,
as plantas foram submetidas a um esfor¢o de arranquio (pulling) de até 35
kg, medido com dinamémetro (Cauduro®) e classificadas conforme o nivel
de danos as raizes. As sementes das plantas que se destacaram quanto
a resisténcia ao ataque de larvas as raizes foram colhidas individualmente.
Posteriormente, na Embrapa Arroz e Feijao, plantas oriundas dessas semen-
tes foram intercruzadas, entre 2007 e 2009.

Plantas F, F, e F, de distintos cruzamentos que compunham cada subpo-
pulacdo de selecao recorrente foram sequencialmente avaliadas quanto a
resisténcia a O. oryzae, em outra area muito infestada da Embrapa Clima
Temperado (31°48’46”S e 52°27°59"W), nas safras 2010/2011, 2011/2012 e
2012/2013, respectivamente. Cem mudas de cada cruzamento, o dobro do
utilizado por Rangel e Neves (1997), foram dispostas em parcelas de 1,2 m x
3,8 m [cinco fileiras (espagadas 0,35 m) com 20 plantas equidistantes 0,2 m]



Desenvolvimento de linhagens de arroz irrigado resistentes a bicheira-da-raiz 7
(Oryzophagus oryzae) por meio de selegéo recorrente

distanciadas 1 m na cabeceira e lateral. Cinco dias pds-transplante foi aplica-
do nitrogénio em cobertura (50 kg/ha) para tornar as plantas mais sensiveis
ao ataque do inseto (Bang; Tugwell, 1976). O indice de infestagéo larval de O.
oryzae na area do talhdo utilizado para a avaliagao foi estimado por meio de
quatro amostras-padrao de solo e raizes, que corresponderam a 32, 82, 132 e
182 planta da fileira central de cada parcela, respectivamente.

Ao final da fase vegetativa (V,), conforme descrito por Counce et al. (2000),
as plantas de arroz foram visualmente tipificadas quanto ao grau de definha-
mento inerente ao dano de larvas de O. oryzae as raizes. Na colheita foram
selecionadas plantas destaque dentre aquelas que ndo expressavam, na par-
te aérea, sintomas de dano larval as raizes, e ainda apresentavam caracte-
risticas priorizadas em programas de melhoramento genético da Embrapa,
como tipo moderno, grao longo fino, e baixa incidéncia de doencgas.

Na safra de 2012/2013, plantas selecionadas por revelarem reacao de resis-
téncia a O. oryzae, com os atributos prioritarios para o programa de melho-
ramento genético, ja citados, e maior produgao de graos, foram categoriza-
das como linhagens. Essas linhagens, nas safras 2013/2014 e 2014/2015 e
2017/2018, nas geragbes F51 F.e F,, respectivamente, foram avaliadas em
experimentos delineados em blocos ao acaso, com dez tratamentos (nove li-
nhagens e a cultivar Dawn, padréo de resisténcia) e quatro repeticées, em ta-
Ihdo com histdrico de elevada infestagcao de plantas pelo inseto (31°48'46”S e
52°27°59"W). As parcelas, com 1,2 m x 1,8 m [cinco fileiras (espacadas 0,3 m)
com 10 plantas equidistantes 0,2 m], foram distanciadas 1,2 m na cabeceira
e na lateral, dentro e entre os blocos, respectivamente. Em ambas as safras,
dois levantamentos da infestacao larval foram realizados, sendo o primeiro e
o segundo cerca de 30 e 40 dias pds-fixagdo da lamina d’agua de irrigagao,
respectivamente, no periodo do acme populacional. Para tal, em cada parce-
la foram coletadas quatro amostras-padréo de solo e raizes de plantas, em
iguais posi¢des, sendo registrado o numero de larvas e perfilhos por amostra.
No segundo levantamento, mais quatro amostras-padréo de solo e raizes
(plantas) foram coletadas em cada parcela, sendo mantidas intactas, com
segmentos de colmos (0,25 m) no topo. Em seguida, as amostras-padrao
coletadas em cada parcela foram agrupadas e submersas 0,15 cm em agua,
em baldes plasticos (0,3 m de didmetro x 0,5 m de altura), cobertos com te-
cido telado (tipo voile), para captura de adultos que emergissem das raizes,
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conforme descrito por Martins et al. (2001). O manuseio da agua contida nos
baldes, contagem e pesagem periddica de adultos que emergiram foram rea-
lizados conforme descrito por Lima et al. (2019).

Nas safras 2013/2014 e 2014/2015 e 2017/2018 foram calculados 0 numero
de perfilhos/planta e o niumero de larvas de O. oryzae/perfilho (quociente da
divisdo do numero de larvas/planta pelo numero de perfilhos/planta), e a taxa
de emergéncia de adultos (quociente da divisdo do nimero de adultos emer-
gidos pelo numero de larvas/amostra-padrao).

Inicialmente, os dados das variaveis registradas nos trés anos de experi-
mentagdo foram submetidos aos testes de normalidade de Shapiro-Wilk e
de homocedasticidade de variancias de Bartlett. Para a analise estatistica
(conforme o delineamento de tratamentos em blocos ao acaso com quatro re-
peticdes) foi utilizado o programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2015).
Com isso, as variaveis foram submetidas a dois tipos de analise de variancia
(ANOVA): 1) analise para cada safra (anual); 2) analise conjunta das trés
safras. Frente a significancia do teste F, as médias foram comparadas pelo
teste de Scott-Knott (P < 0,05).

Resultados e discussao

O indice médio de infestagéo larval de O. oryzae na area de avaliagéo das
4025 plantas (geragao F5) de cada subpopulacao de selegado recorrente, na
safra 2006/07, foi elevado (Tabela 1), basicamente cinco vezes maior que
o indice de 5 larvas/amostra-padréo, a partir do qual podem ocorrer danos
econOmicos as plantas de arroz (Reunido..., 2018). Essa forte pressao de
selecao possibilitou distinguir quatro classes de plantas: a) fortemente fixa-
das ao solo apesar de situadas isoladamente entre muitas plantas com as
raizes severamente danificadas, evidenciando elevado grau de resisténcia,
sendo 13, 22 e 23 das populagdes CNA 11 x BR-IRGA 413, CNA 11 x Dawn
e CNA 11 x BRS Atalanta, respectivamente; b) fortemente fixadas ao solo,
porém, agrupadas em partes dos talhdes; c) medianamente fixadas ao solo,
predominando nas populacdes; d) facilmente arrancadas, expressando sus-
cetibilidade (Tabela 1).
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Tabela 1. Classificacdo de plantas de arroz de trés subpopulacdes de sele-
¢ao recorrente quanto a resisténcia ao arranquio do solo, com esforgo de até
35 kg (medido por dinamdmetro), pés-submetidas a elevada infestagao larval
de Oryzophagus oryzae em condigbes de campo, na Estacdo Experimental
Terras Baixas, na safra 2006/2007. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS,
2023.

Plantas de arroz Oryz:;zi;zg us
Subpopulagoes Classes
PIR! PRA?  PSA® PRI*
CNA 11 x BR-IRGA 413 13 1 1 1 33
CNA 11 x BRS Atalanta 23 1 1 1 29
CNA 11 x Dawn 22 1 1 1 27
Total 58 3 3 3 -

"Numero de plantas selecionadas isoladamente como resistentes entre inimeras com as raizes severamente
danificadas.

2Populagéo de plantas resistentes agrupadas.
3Populagéo de plantas suscetiveis agrupadas.
“Populagédo de plantas com resisténcia intermediaria agrupadas.

5Média (n°) em 15 plantas (amostras-padrédo) coletadas equidistantes na diagonal dos talhdes.

O elevado grau de resisténcia a O. oryzae revelado pelas 58 plantas sele-
cionadas (Tabela 1) pode ter decorrido de efeitos de antibiose das cultivares
Dawn (Martins; Terres, 1995) e BRS Atalanta (Martins et al., 2001; Cunha
et al., 2006), e de efeitos de tolerancia da ‘BR-IRGA 413’ (Martins; Terres,
1995), transferidos via os cruzamentos a CNA 11. Também n&o podem ser
descartados efeitos de antixenose, isolados ou integrados a efeitos de outros
tipos de resisténcia que interferem no comportamento e metabolismo de gor-
gulhos-aquaticos (N’'Guessan et al., 1994; Stout; Riggio, 2002; Stout et al.,
2013; Mohamad Saad et al., 2018; Lima et al., 2019).

Os intercruzamentos das 58 plantas altamente resistentes a O. oryzae em
2006/07 (Tabela 1) originaram 73 progénies (cruzamentos), as quais, avalia-
das em trés safras consecutivas sob elevada infestagao larval, cerca de 3 a
6 vezes superior ao nivel de controle do inseto (Reunido..., 2018) possibilitou
a selecgéao final de 46 progénies com relativo grau de resisténcia (Tabela 2).
Nove dessas progénies, mais produtivas, foram categorizadas como linha-
gens e reavaliadas.
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Na reavaliacdo das nove linhagens (2013/14, 2014/15 e 2017/18), o me-
nor numero de larvas de O. oryzae por planta (infestagéo larval) ocorreu na
“CNAx17269-1" e “CNAx17309-1”, sem diferir do indice registrado na cul-
tivar Dawn (padrao-resistente); como a “CNAx17269-1" e “CNAx17309-1"
integraram o segundo grupo de linhagens com maior numero de perfilhos,
infere-se que a menor infestagédo larval em ambas (Tabela 3) independeu
da biomassa, mas de fatores intrinsecos (fisicos e/ou quimicos) das plantas
que induzem resisténcia do tipo antibiose (Panda; Khush, 1995). Ademais, o
baixo numero de adultos (gorgulhos) emergidos das raizes da “CNAx17269-
17 e “CNAx17309-1", ainda que maior ao registrado na “Dawn” (Tabela 3),
corrobora que em plantas das duas linhagens ha fatores adversos a biologia
do inseto; tais fatores reduziriam a taxa de emergéncia e o tamanho (peso)
dos gorgulhos que emergem das raizes de arroz, conforme constatado por
Lima et al. (2019).

Neste trabalho ndo houve diferenciagao de linhagens quanto a taxa de emer-
géncia e peso de adultos de O. oryzae, registradas para a analise de uma
possivel transferéncia de efeitos de antibiose, conferidos as larvas, a prole
(gorgulhos) que se desenvolveu e emergiu das raizes (Tabelas 3). Porém, ja
foi detectado que, em plantas da Dawn”, resistentes ao inseto e ascendentes
da “CNAx17269-1” e “CNAx17309-1”, ha maior concentragdo de substancias
quimicas (Pazini et al., 2022) reconhecidas como antagbnicas a biologia de
insetos fit6fagos (Panda; Khush, 1995).
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Consideracodes finais

* As linhagens CNAx17269-1 e CNAx17309-1, ao expressarem resistén-
cia do tipo antibiose a O. oryzae, evidenciam potencial para restringir
a populacéo/dano larval as raizes, em safras vigentes, e a procriacao
de adultos (gorgulhos autéctones) que hibernam nas areas orizicolas e
infestam futuros arrozais.

* As linhagens CNAx17269-1 e CNAx17309-1 devem ser usadas no me-
Ihoramento genético de arroz como base a inser¢do da resisténcia do
tipo antibiose a O. oryzae em futuras cultivares; nesse contexto, é priori-
tario estabelecer agbes de genotipagem para avango e aplicagéo orien-
tada de conhecimento sobre causas da resisténcia de arroz ao inseto.

» Ha necessidade de definir o grau de resisténcia do tipo tolerancia das
linhagens CNAx17269-1 e CNAx17309-1 ao ataque de larvas de O.
oryzae.
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