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Introducgao

Cyperus iria (junquinho) € uma planta daninha com grande ocorréncia em areas de
producao de arroz irrigado. Sua importancia vem crescendo na lavoura arrozeira devido ao
recente aumento nos casos de resisténcia a herbicidas inibidores da ALS (acetolactase sintase).
Estes casos de resisténcia estéo relacionados ao aumento da pressao de selegao exercida pelo
uso recorrente destes herbicidas. Isto ocorreu de forma mais acentuada a partir da adocéo de
cultivares de arroz do sistema de producao Clearfield®, resistentes ao grupo das Imidazolinonas
(Avila et al., 2021). A resisténcia aos inibidores da ALS nessa espécie foi recentemente
caracterizada em trabalhos no Rio Grande do Sul e no mundo e atribuida a mutagao Trp574Leu
(Riar et al., 2015; Chiapinotto et al., 2022). Recentemente, C. iria foi caracterizado como diploide
e com duas copias do gene ALS (Yang et al., 2025). Existe a necessidade de conhecimento do
mecanismo de resisténcia em maior nimero de populag¢des de forma a auxiliar na tomada de
decisdo e contribuir com o manejo integrado. Os objetivos do presente trabalho foram identificar
e caracterizar o mecanismo de resisténcia em populagdes de Cyperus iria resistentes aos
inibidores da ALS e desenvolver marcadores moleculares para possibilitar o diagnéstico dos
mecanismos de resisténcia de forma expedita em grande niumero de populagdes.

Material e Métodos

O material vegetal consistiu em 8 populagdes de C. iria que fazem parte do banco de
sementes do Grupo Universitario de Investigagbes em Herbologia (GUIHE) que tiveram seu
padrao de resisténcia caracterizado através de curvas de dose-resposta em estudos anteriores.
A extracdo de DNA de amostras de tecido vegetal ocorreu através do protocolo com brometo de
cetiltrimetilamonio (CTAB). O desenho dos primers foi realizado baseado no genoma de Cyperus
iria (Yang et al., 2025). Foram desenhados primers visando a cobertura de todo o gene ALS com
foco nas principais posi¢cdes conhecidas relacionadas com a resisténcia a herbicidas - Ala122,
Pro197, Ala205, Phe206, Asp376, Arg377, Trp574, Ser653 e Gly654 (Figura 1). Foram utilizados
dois pares de primers, sendo um para as posigdes iniciais do gene, e outro para as regibes finais.
Também foram desenhados primers especificos para cada copia do gene a partir de SNPs entre
as duas cépias visando a regido da posi¢ao Trp574 de C. iria.

As reacoes de PCR convencional foram conduzidas em termociclador (Bio-Rad ¢1000) e
compostas por uma etapa inicial de desnaturagédo de 95°C por 2 minutos, seguido de 40 ciclos
de 95°C por 15 segundos, 62°C por 30s e 72°C por 3 minutos e 30s, com uma etapa final de
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extens&o de 72°C por 5min. As amostras foram verificadas com gel de agarose a 1,5%. Por fim,
marcadores moleculares SNAP para a mutacao Trp574Leu foram desenvolvidos e validados
para a amplificagdo em gPCR. Os marcadores moleculares foram desenvolvidos de acordo com
a metodologia descrita em Roso et al. 2010. As populacdes 2 e 3 foram utilizadas como controle
positivo e as populacdes 6 e 7, e reacdes sem adigdo de DNA, foram utilizadas como controle
negativo. As amplificagbes foram realizadas utilizando equipamento qRT-PCR QuantStudio™ 3
e reacao otimizada com o protocolo padrao de PowerUp™ Sybr Green Master Mix. Outras 22
populagdes, coletadas de regides de lavouras arrozeiras do Rio Grande do Sul apds relatos de
escape de controle de inibidores da ALS foram genotipadas com os marcadores moleculares
para a presenca da mutacéo Trp574Leu.
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Figura 1. Gene ALS de Cyperus iria com as posi¢des conhecidas de ocorréncia de mutagéo e
os primers utilizados.

Resultados e Discussao

Os estudos com C. iria relacionados com o sequenciamento de DNA apontam a
ocorréncia de resisténcia relacionada ao local de acdo em ao menos 3 destas populagdes iniciais.
As populagbes 2 e 3 apresentaram a substituicao de Triptofano (TGG) para Leucina (TTG),
caracterizando a mutagao Trp574Leu (Figura 2). Esta mutacao é conhecida e ja foi relatada em
outros estudos realizados no RS (Chiapinotto et al., 2022) e nos estados do Arkansas e Mississipi
dos EUA (Riar et al., 2015). A presencga de picos duplos no sequenciamento indica que apenas
uma das copias apresenta mutacao. A populacao 7 apresentou dois picos duplos no codon que
codifica para triptofano (TGG), ndo sendo possivel a caracterizagdo da mutagdo no primeiro
sequenciamento. Para a populagao 8 o seu mecanismo de resisténcia ainda nao foi totalmente
comprovado. Nesta populacao nao foi encontrada mutagao na posi¢cao Trp574 como as demais.
Contudo, ainda se faz necessario o sequenciamento para as posicoes iniciais Pro197, Ala205,
Phe206, Asp376, Arg377 para esta populagao.
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Figura 1. Eletroferograma indicando a composi¢ao nucleotidica da posi¢ao 574 do gene ALS. A)
Populagdo 6 suscetivel (wild-type); B) Populagdo 2 com o pico duplo indicando a mutagéo
Trp574Leu; C) Populagdo 3 com o pico duplo indicando a mutagao Trp574Leu. D) Populagao 7
com dois picos duplos no cédon da posigao Trp574; E) Sequéncia nucleotidica das cépias 1 e 2
do gene ALS das populagbes 2, 3, 6 e 7. A regiao destacada é a posi¢ao 574.
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A utilizacdo de primers especificos para cada uma das copias de ALS demonstrou que a
copia 2 apresenta a substituicdo do Triptofano (TGG) por uma Metionina (ATG). A mutagao
Trp574Met ja foi reportada em outras espécies daninhas (Turra et al., 2023), mas esse € o
primeiro relato dessa substituicdo em C. iria. Ainda, a avaliacdo dos primers especificos para
copias individuais identificou que a mutagcao na populagao 2 encontra-se na copia 1, ao passo
que nas populacdes 3 e 7 as mutacbdes sdo observadas na cépia 2 do gene (Figura 2E).

Os resultados obtidos através do sequenciamento de DNA indicam que a resisténcia a
herbicidas inibidores da ALS em C. iria ocorre predominantemente devido a mutagao na posigcao
Trp574 do gene ALS. Desta forma, foi desenhado marcador molecular SNAP especifico para
esta mutagao de forma a proporcionar a rapida identificacido de sua ocorréncia em maior nimero
de plantas. O marcador molecular SNAP para a mutacédo Trp574Leu foi validado em amostras
de DNA das populacbes 2 e 3 cujo sequenciamento Sanger indicou a ocorréncia da referida
mutacdo (Figura 2a). Para a populagdo 7 que possui a mutagdo Trp574Met ndao houve
amplificacdo, o que comprova a especificidade do marcador (Figura 2a). Além disso, os
marcadores também nao amplificaram para a populagao suscetivel (sem mutacio).
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Figura 2. A) Curvas de melting obtidas em RT-qPCR com destaque para as populagbes 2 e 3
resistentes devido a mutagao Trp574Leu, populacdo 7 devido a mutacédo Trp574Met, e populagcédo 6
suscetivel; B) Curvas de melting obtidas em RT-qPCR indicando as 15 populagbes que amplificaram
para os marcadores moleculares da mutacéo Trp574Leu.

A avaliacdo do mecanismo de resisténcia em 22 populagdes coletadas a campo na safra
2024/25 indicou a ocorréncia da mutagao Trp574Leu em 15 destas amostras (Figura 2b). Nos
resultados observou-se a amplificacdo de 15 amostras utilizadas e dos controles-positivos. As
amostras controle-negativo ndo amplificaram, conforme esperado. (Figura 2b). Outras 7
populagdes nao apresentaram amplificaram para o marcador SNAP Trp574Leu. Isto pode ser
explicado pela ocorréncia de suscetibilidade destas populacdes, pela resisténcia através de outra
mutacao no gene ALS, ou devido a outro mecanismo de resisténcia. Os resultados indicam que
resisténcia aos inibidores da ALS nessas populagdes € por mutagdo da enzima alvo através da
substituicado Trp574Leu. A presenca da mutacao Trp574Leu ndo impede que outras mutagdes
também estejam presentes em alguma dessas populag¢des. Das 30 populagdes analisadas, 20
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apresentam resisténcia, e destas 17 apresentam a mutacao Trp574Leu. Apenas a populagéo 7
do estudo inicial apresenta a mutagédo Trp574Met.

Conclusoes

A causa da resisténcia a herbicidas inibidores da ALS em C. jria em 17 de 30 populacdes
avaliadas esta associada a mutacdo Trp574Leu. Em uma Unica populagao foi encontrada a
mutacao Trp574Met. Isto indica baixa variabilidade da resisténcia a herbicidas inibidores da ALS
nesta espécie. A mutagao na posigao 574 ja havia sido relatada previamente em Cyperus iria em
outros estudos no Brasil e EUA. O presente estudo proporcionou resultados em maior numero
de populagdes. Além disto, foi desenvolvido marcador molecular para a identificacdo de
resisténcia associada a mutagao Trp574Leu em C. iria. Isto possibilita um rapido diagndstico do
mecanismo de resisténcia a partir de amostras de tecido vegetal, como de plantas oriundas de
escape de aplicacéo de herbicidas.
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