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IDENTIFICAGAO DE PLANTAS DA ARROZ-DANINHO RESISTENTES A
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Introducgao

O arroz-daninho (Oryza spp.) € uma das principais espécies que compete com a cultura
do arroz (Oryza sativa), principalmente em fungéo de sua similaridade genética. Uma das formas
de controle de arroz-daninho e outras gramineas de forma seletiva na pos-emergéncia do arroz
é a utilizagéo de hibridos de arroz com resisténcia a herbicidas inibidores da ACCase do grupo
quimico dos ariloxifenoxipropionatos (FOPs). As tecnologias Provisia® (BASF, 2022) e MaxAce®
(RiceTec, 2022) foram geradas através de mutagénese e conferem resisténcia a FOPs em
fungdo das mutagbes lle1781Leu e Gly2096Ser, respectivamente. Uma das principais
preocupacdes da utilizagdo de cultivares ou hibridos de arroz resistentes a herbicidas é a
possibilidade de fluxo génico da mutagao para o arroz-daninho, como ja ocorreu com herbicidas
inibidores da ALS (Merotto et al., 2016). Nos Estados Unidos, a resisténcia a inibidores da
ACCase ja foi reportada em arroz-daninho em fungao da mutacado lle1781Leu (Gonzalez-
Torralva; Norsworthy, 2023), mas a origem da mutagao, via fluxo génico ou independente, néo
foi comprovada. A identificagdo de plantas de arroz-daninho resistentes a inibidores da ACCase
em estagios iniciais de infestagdo € importante para mitigar a evolugao da resisténcia e aumentar
a vida util dessas tecnologias em arroz. Os objetivos desse trabalho foram avaliar a ocorréncia
de plantas de arroz-daninho com resisténcia a herbicidas inibidores da ACCase e desenvolver
métodos moleculares para a rapida identificagcdo de plantas resistentes.

Material e Métodos

Marcadores moleculares do tipo SNAP foram desenhados para deteccdo das mutagoes
lle1781Leu e Gly2096Ser com base na sequéncia do gene ACCase de arroz (0s0590295300) e
das patentes de Provisia® (Mankin et al., 2021) e MaxAce® (Hinga et al., 2016). DNA dos
hibridos de arroz LD132PV e XP739MA, com as respectivas mutagdes lle1781Leu e Gly2096Ser,
e da cultivar de arroz sem mutagao do gene ACCase, IRGA 424RlI, foi utilizado para a validagao
dos marcadores moleculares. Um controle negativo, sem a presenga de DNA, também foi
adicionado. A reacao foi otimizada para amplificacdo em qPCR utilizando protocolo padrao do
PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix. A especificidade da amplificacado foi verificada pelas
curvas de melting.

Sementes de arroz-daninho foram coletadas na safra 2024/25 em areas com cultivo de
arroz com as tecnologias Provisia® ou MaxAce® aproximadamente 20 dias apoés o florescimento
do arroz cultivado. As sementes foram mantidas a 40 °C por uma semana para quebra de
dorméncia. Apds, as sementes foram esterilizadas superficialmente por imersdo em solugéo de
NaClO (2%) e germinadas em papel germinador a 27 °C. Plantulas (2 cm) foram transplantadas
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em bandejas de 30 x 45 cm contendo uma mistura de solo e substrato comercial, com
espacamento de 3,0 x 1,5 cm, totalizando 150 plantas por bandeja. A aplicagdo do herbicida
quizalofope-P-etilico (Provisia® 50EC, 50 g L") na dose de 40 g ha (800 mL ha™) mais o
adjuvante Dash® na dose de 0,5 % v/v foi realizada quando as plantas atingiram o estadio de
trés folhas completamente expandidas. A dose foi definida com base em niveis basais de
suscetibilidade de gendtipos de arroz-daninho a esse herbicida. Aos 14 dias ap6s a aplicacgao,
foi realizada a contagem de plantas sobreviventes e coleta de tecido para analises moleculares.
Plantas sobreviventes foram genotipadas com os marcadores moleculares e tiveram o gene
ACCase sequenciado para confirmacao dos resultados. Além disso, para a confirmagao de que
se trata de arroz-daninho, as plantas sobreviventes foram avaliadas em relagdo a cor do
pericarpo e genotipadas em relagdo a presenga de mutagdes no gene ALS (Turra et al., 2024).

Resultados e Discussao

Os marcadores moleculares SNAP foram seletivos na detec¢ao das mutagdes lle1781Leu
e Gly2096Ser, com auséncia de amplificagéo para cultivar suscetivel IRGA424RI e o controle
negativo — NTC (Figura 1A). O sequenciamento do gene ACCase dos gendtipos de arroz
cultivado LD132PV e XP739MA confirmou o resultado dos marcadores (Figura 1B). A utilizacao
de marcadores moleculares se configura como uma estratégia de rapido diagnostico da
resisténcia e pode auxiliar na tomada de decisdo em situacdes de campo.
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Figura 1. Curvas de melting (A) para os marcadores moleculares SNAP especificos para as
mutacdes lle1781Leu e Gly2096Ser nas cultivares IRGA 424RI (suscetivel), LD132PV e
XP739MA (resistentes a inibidores de ACCase), e confirmagéao da presenga de mutagdes através
de sequenciamento dos genes ACCase (B) e ALS (C) nas plantas de arroz-daninho AVPVO,
AVPV2 e AVPV6 e nos hibridos LD132PV e XP739MA. Picos duplos indicam heterozigose.
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Até o momento, 2400 plantas de arroz-daninho, de seis localidades distintas, foram
avaliadas. Dessas, seis sobreviveram a aplicagéo do herbicida quizalofope-P-etilico (Figura 2A).
As plantas sobreviventes (avpv1 a avpv6) e uma planta suscetivel (avpv0) foram genotipadas
para mutagdes conhecidas nos genes ACCase (Figura 1B) e ALS Figura 1C). Nenhuma mutagéo
foi encontrada no ACCase de avpv0 e avpv1 (Tabela 1). A sobrevivéncia da planta avpv1 esta
provavelmente relacionada com falhas de aplicagdo ou a outros mecanismos de resisténcia ndo
relacionados ao local de acdo. As plantas avpv2, avpv3, avpv4 e avpv5 apresentaram a mutacao
lle1781Leu, enquanto avpv6 apresentou a mutagao Gly2096Ser (Tabela 2). O primeiro grupo é
originario da coleta de sementes de uma mesma lavoura cultivada com o hibrido LD132PV.

L -

d AVPV2 AVPVO LD132PV

| &F N =
sobreviventes 0/150

Figura 2. Plantas de arroz-daninho 14 dias apds a aplicagdo de quizalofope-P-etilico. (A)
Representacdo da avaliagdo com plantas de trés localidades distintas. As setas vermelhas
indicam plantas sobreviventes. (B) Representagao da avaliagao do pericarpo de uma planta de
arroz-daninho sobrevivente (avpv2), uma planta de arroz-daninho morta (avpv0), ambas
coletadas na mesma lavoura, e o hibrido de arroz resistente a quizalofope-P-etilico (LD132PV).

Todas as mutagdes no gene ACCase de arroz-daninho estavam em heterozigose (Figura
1B e Tabela 2). A heterozigose, ou seja, a presenga de dois alelos distintos para um mesmo
locus, pode indicar o cruzamento recente entre uma planta com a mutagcdo e outra sem a
mutagdo. Além disso, para o gene ALS, a planta suscetivel a inibidores da ACCase (avpv0)
apresentou a mutagédo Ala122Thr em homozigose, enquanto as plantas avpv2, avpv3, avpv4 e
avpvb apresentaram a mutagao Ala122Thr e a planta avpv6 apresentou a mutagao Gly654Gilu,
todas em heterozigose (Figura 1B e Tabela 2). Esse € mais um indicio de um evento de
hibridizagéo recente. O fluxo génico de cultivares de arroz para arroz-daninho é um fendbmeno
bem caracterizado (Merotto et al., 2016). Porém, as consequéncias da fixagdo das mutagdes no
gene ACCase em populagdes de arroz-daninho ndao sao conhecidas. Todas as seis plantas
sobreviventes apresentaram pericarpo vermelho (Figura 2B), o que descarta a possibilidade de
coleta de sementes de algum dos gendtipos de arroz cultivado com as mutagdes reportadas. As
plantas de arroz-daninho resistentes foram coletadas em areas em primeiro ano de cultivo com
os hibridos resistentes a inibidores de ACCase, indicando que a resisténcia foi detectada ja na
primeira geragao de ocorréncia do cruzamento. Este processo é suportado pela identificagao das
mutagdes em heterozigose nos genes ACCase e ALS.
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Tabela 1. Composi¢ao de nucleotideos (entre parénteses) e aminoacidos em posigoes
conhecidas nos genes ACCase e ALS relacionadas com a resisténcia a herbicidas para sete
plantas de arroz-daninho.

Planta Resisténcia ACCase ALS
ACCase ALS 1781 2096 122 653 654
Suscetivel s! S ILE GLY ALA SER GLY
(ATA) (GGC) (GCG) (AGT) (GGG)
AVPVO S R ILE GLY THR SER GLY
(ATA) (GGC) (ACG) (AGT) (GGG)
AVPV1 R sem ILE GLY sem sem sem
informagéo (ATA) (GGC) informagéo informagao informagao
AVPV2 R R ILE/LEU? GLY ALA/THR SER GLY
(ATAITTA) (GGC) (GCG/ACG) (AGT) (GGG)
AVPV3 R R ILE/LEU GLY ALA/THR SER GLY
(ATAITTA) (GGC) (GCG/ACG) (AGT) (GGG)
AVPV4 R R ILE/LEU GLY ALA/THR SER GLY
(ATAITTA) (GGC) (GCG/ACG) (AGT) (GGG)
AVPV5 R R ILE/LEU GLY ALA/THR SER GLY
(ATAITTA) (GGC) (GCG/ACG) (AGT) (GGG)
AVPV6 R R ILE GLY/SER ALA SER GLY/GLU
(ATA) (GGC/AGC) (GCG) (AGT) (GAG)

'S: suscetivel, R: resistente. A presenga de dois aminoacidos na mesma posigao indica heterozigose.
Conclusoées

Plantas de arroz-daninho com resisténcia aos herbicidas inibidores da ACCase foram
identificadas em duas lavouras de arroz do Rio Grande do Sul ja no primeiro ano de utilizagéo
das tecnologias de cultivares resistentes. A resisténcia esta associada a presenca de mutagodes
lle1781Leu e Gly2096Ser no gene ACCase, possivelmente originadas por fluxo génico recente
com genotipos de arroz resistente. Esses resultados reforgam a importancia do monitoramento
genético e do uso criterioso de herbicidas e suas biotecnologias associadas.

Referéncias

BASF. BASF lanca Sistema de Arroz Provisia™ no Brasil. Disponivel em:
<https://www.basf.com/basf/www/br/pt/media/news-releases/2022/02/basf-lanca-sistema-de-arroz-
provisia--no-brasil->. Acesso em: 16 maio. 2025.

GONZALEZ-TORRALVA, Fidel; NORSWORTHY, J. K. Quizalofop resistance in weedy rice (Oryza sativa
L.) is mainly conferred by an lle1781Leu mutation. Plant Science, v. 336, p. 111838, 1 nov. 2023.

HINGA, Melissa et al. Rice resistant to HPPD and accase inhibiting herbicides. , 5 abr. 2016.
Disponivel em: <https://patents.google.com/patent/US9303270B2/en>. Acesso em: 27 maio. 2025.

MANKIN, S. Luke et al. Method for treating post-emergent rice. , 24 ago. 2021. Disponivel em:
<https://patents.google.com/patent/US11096345B2/en>. Acesso em: 27 maio. 2025

MEROTTO, Aldo et al. Evolutionary and social consequences of introgression of nontransgenic herbicide
resistance from rice to weedy rice in Brazil. Evol. Applications, v. 9, n. 7, p. 837-846, ago. 2016.

RICETEC. Seeds and Solutions | RiceTec Global. Disponivel em: <https://ricetec.com/seeds-and-
solutions/>. Acesso em: 16 maio. 2025.

TURRA, Guilherme M.; et al. 2024. Analise da frequéncia e distribuicdo de mutagdes no gene ALS
associadas com a resisténcia a herbicidas imidazolinonas em arroz-daninho do Rio Grande do Sul.
Anais do XXXIIl Congresso Brasileiro da Ciéncia das Plantas Daninhas, Campinas, SP, Brasil.
Pg 401.



