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RESUMO

AARESTRUP, Juliana Roriz, D.S., Universidade Federal de Minas Gerais, Dezembro de
2007. Analise genética e morfofisiolégica de Euphorbia heterophylla L.
(Euphorbiaceae). Orientador: Geraldo Wilson Fernandes. Co-orientador: Décio Karam.

Euphorbia heterophylla (Euphorbiaceae) é uma planta daninha muito comum no Brasil e
com alta capacidade de competicdo com a cultura de soja. Como alternativa de controle da
espécie, aplicacdes repetidas de herbicidas tém sido realizadas, o que vem exercendo alta
pressao de selegao. Assim, bidtipos de E. heterophylla resistentes aos herbicidas inibidores
da enzima acetolactato sintase (ALS) tém sido encontrados. Os objetivos desse estudo
foram: realizar andlises numéricas e morfolégicas dos cromossomos; avaliar os bi6tipos
suscetiveis e resistentes aos herbicidas inibidores da enzima ALS, quanto a germinagao, na
presenca e auséncia de tratamentos pré-germinativos, viabilidade e dorméncia de estoques
de sementes e ao desenvolvimento vegetativo de plantas sob efeito do herbicida
chlorimuron-ethyl (inibidor da ALS); verificar a eficacia dos testes de germinacao e tetrazélio
na determinacdo da viabilidade das sementes. As analises citogenéticas permitiram verificar
a presenca de células 2n=28 cromossomos, com um par (par 1) de cromossomos contendo
uma constricdo secundaria. Células interfasicas com um nucléolo foram observadas,
sugerindo a existéncia de supressdo nucleolar na espécie. Alteracbes morfolégicas nos
cromossomos sao sugestivas de rearranjos no genoma da espécie. As sementes
armazenadas por trés meses nao apresentaram dorméncia e nao necessitaram de longos
periodos de embebigcdo em &gua para que ocorra a germinagao. Houve diferencas na
germinacdo das sementes dos bibtipos resistentes e suscetiveis, apds a utilizacdo de
tratamentos pré-germinativos. As sementes suscetiveis e resistentes armazenadas por 14
meses se mantém viaveis. O bi6tipo resistente ndo foi controlado por nenhuma das
dosagens utilizadas no estudo, mesmo apds a aplicagéo de oito vezes a dosagem comercial
do produto (1,022 Kg/ha). O crescimento das folhas, em largura e comprimento, e da altura
das plantas variou em cada dosagem aplicada. A dose comercial (0,127 Kg/ha) de
chlorimuron-ethyl permitiu um crescimento maior em comprimento do que em largura das

folhas.



ABSTRACT

AARESTRUP, Juliana Roriz, D.S., Universidade Federal de Minas Gerais, December 2007.
Genetics and morphophysiologics study of Euphorbia heterophylla (Euphorbiaceae).
Advisor: Geraldo Wilson Fernandes. Co-advisor: Décio Karam.

Euphorbia heterophylla (Euphorbiaceae) is an invasive specie, very common in Brazil, that
compete with several other cultures, including soybean. As an alternative for control of this
species, repeated herbicide applications has been utilized, therefore resulting; in strong
selective pressure on this plant. As a result of herbicide selection, resistant biotypes to
herbicides that are inhibitors of the acetolactate synthase enzyme (ALS) have been found in
diverse environmental situations. Despite the environmental impact that they cause, the
knowledge on the ecology and genetics of this species is very limited. The goals of this work
were: to perform numerical and morphological analyses of chromosomes; to evaluate, the
germination of herbicide susceptible and resistant biotypes in the presence and absence of
pre-germination treatments, viability and dormancy of seed stocks, and development of
plants under the effect of the herbicide chlorimuron-ethyl (ALS inhibitor); to verify the efficacy
of germination and tetrazolium tests in the determination of seed viability. The cytogenetic
analyses indicated the presence of cells with 2n=28 chromosomes, with pair 1 bearing a
secondary restriction. Interphasic cells with nucleolus were observed, suggesting the
existence of nucleolar suppression. Morphological alterations in the chromosomes are
suggestive of rearrangements in the genome of the species. Seeds stored for three months
did not exhibit dormancy and germination occured without long periods in water. There were
differences in the germination of the seeds of the resistant and susceptible biotypes after
pre-germination treatments. The tetrazolium and germination tests allowed to verify that
susceptible and resistant seeds stored for 14 months are viable. The resistant biotype was
not controlled by any of the chlorimuron-ethyl dosages utilized in the study, even after the
application of doses 8-fold higher than the commercially recommended (1,022 Kg/ha). Plant
height and leaf growth (width and length) varied according to the applied doses. With the
commercially recommended dose (0,127 Kg/ha) of chlorimuron-ethyl leaves had a greater
width.



1. INTRODUGAO GERAL

1.1. As plantas daninhas

1.1.1. Caracteristicas gerais

As plantas daninhas correspondem a um grupo de vegetais silvestres que
crescem, espontaneamente, em areas nao desejadas pela espécie humana (Lorenzi, 2000)
e originaram-se de um processo dinamico de adaptacdo as alteragbes ambientais naturais
ou por agdes antropoldgicas, através das atividades agropecuarias (Christoffoleti et al.,
1994). Ocupam locais onde, por qualquer motivo, a cobertura natural foi extinta e o solo
tornou-se exposto (Pitelli, 1987).

As plantas daninhas apresentam flexibilidade adaptativa frente a eventuais
alteracbes ambientais, o que Ihes confere maior capacidade de competicdo pela
sobrevivéncia (Pitelli, 1987). Muitas espécies daninhas sado cosmopolitas e boas
colonizadoras, ocorrendo em todos os continentes. Eichornia crassipes, planta aquatica
originaria da Bacia Amazdnica, por exemplo, disseminou-se em todas as regides tropicais e
sub-tropicais do planeta, através de acbées humanas. Inicialmente, foi introduzida nos
Estados Unidos como planta ornamental, onde se adaptou e espalhou rapidamente (Deuber,
1992).

Quanto ao ciclo de vida, as plantas daninhas podem ser perenes, anuais ou
bianuais (Deuber, 1992). As espécies perenes possuem ciclo de vida superior a 24 meses,
podem se reproduzir por sementes e, ou 6rgaos vegetativos e sdo bastante frageis,
podendo se regenerar com facilidade (Pitelli, 1987; Deuber, 1992). A maioria das espécies
daninhas presentes no Brasil € anual, completando o seu ciclo em um periodo inferior a 12
meses. Podem florescer e frutificar, precocemente, em condicbes de seca e, muitas
espécies apresentam mais de um ciclo reprodutivo dentro do mesmo ano. As plantas
daninhas bianuais possuem ciclo de vida superior a 12 meses e inferior a 24 meses.
Geralmente, germinam na primavera e no verao do primeiro ano e morrem ao frutificarem no

outono do préximo ano (Deuber, 1992).

Ambientes abertos tendem a ser mais facilmente colonizados por espécies
pioneiras de plantas, como as daninhas (Rejmanek & Richardson, 1996). Nao s6 alguns
ambientes sdo mais suscetiveis a invasdo, mas as plantas daninhas também apresentam
caracteristicas que facilitam o seu estabelecimento em certos locais, tais como melhor

aproveitamento de recursos naturais, reproducdo por sementes, producdo de grande



quantidade de sementes com tamanhos reduzidos, eficiéncia e rapidez na dispersao das
sementes, formacdo de bancos de sementes de grande longevidade no solo e rapido
crescimento vegetativo (Pitelli, 1987; Rejmanek & Richardson, 1996).

Geralmente, as plantas daninhas tendem a produzir alteragées ecoldgicas por
aproveitar melhor os recursos ambientais, como nutrientes do solo, agua, luz, e gas
carbbnico. Comparativamente, as espécies daninhas conseguem acumular maiores
quantidades de nitrogénio, fésforo, potassio, calcio e magnésio em seus tecidos do que as
plantas cultivadas (Lorenzi, 2000).

As plantas daninhas podem ser disseminadas pelo ser humano, vento, pela agua
e por animais. Muitas sementes sdo dotadas de estruturas especiais que favorecem sua
flutuacdo na agua ou movimentagao pelo vento que auxiliam a sua colonizagdo. No caso de
Bidens pilosa e Cenchrus echinatus, as sementes ou frutos apresentam ganchos que se
aderem aos pélos dos animais. Sendo assim, a facilidade e o modo de dispersdo das
sementes € um fator de grande importancia para o estabelecimento dessas plantas em uma
determinada &rea. Os animais domeésticos e selvagens, ao ingerirem ou transportarem
sementes, também contribuem para a colonizagdo das plantas daninhas em regides
distantes da planta-méae. As aves, particularmente, sdo bastante eficientes nessa
disseminacao, uma vez que voam a distancias relativamente grandes num curto espaco de
tempo. Mas a propagacao da maioria das espécies de plantas daninhas presentes em solos
agricolas ocorre por agées humanas e a contaminagéo de sementes de plantas cultivadas
com espécies daninhas tem sido o método mais rapido de infestagdo de areas agricolas
(Lorenzi, 2000).

Grande parte das sementes produzidas por uma espécie daninha nao germina
logo que se tornam maduras. A germinag¢ao pode ocorrer anos mais tarde, por terem grande
longevidade (Deuber, 1992; Lorenzi, 2000). Nesse caso, apds atingirem a maturidade, as
sementes passam por um periodo de laténcia, ocorrendo pequena atividade metabdlica,
favorecendo a perpetuacao da espécie (Carvalho & Nakagawa, 1980).

Conjuntamente, os fatores genéticos e ambientais, influenciam na viabilidade das
sementes. As caracteristicas genéticas definem a longevidade de uma espécie, enquanto
que os efeitos como o desenvolvimento, a maturagdo, colheita e o armazenamento séo
fatores do ambiente que determinam a qualidade das sementes. Espécies como Mimosa
glomerata, Astragalus massiliensis e Dioclea paucifera apresentam sementes viaveis por
mais de 100 anos (Carvalho & Nakagawa, 1980).

Algumas plantas daninhas sdo altamente competitivas, pois necessitam de
menores quantidades de agua para o seu crescimento, realizam fotossintese mesmo em

condicoes de saturacdo de luz e temperaturas acima de 30°C, como Ricinus communis,



Euphorbia heterophylla e Brachiaria plantaginea. Tais espécies apresentam nitida
superioridade fisiolégica em relagcdo as outras e sdo denominadas de plantas daninhas
eficientes (Deuber, 1992).

1.1.2. Importancia econémica

O termo daninha se refere as plantas consideradas indesejaveis pelo homem.
Contudo, muitas dessas plantas podem beneficiar o ambiente, protegendo o solo contra
processos erosivos. Algumas leguminosas, como espécies dos géneros Desmodium,
Crotalaria e Stylosantes, ajudam a enriquecer 0 solo por apresentarem em suas raizes,
bactérias fixadoras de nitrogénio (Deuber, 1992).

Embora algumas plantas daninhas possuam aspectos benéficos, certas daninhas
prejudicam a saude da espécie humana e de outros animais. Algumas dessas plantas
podem abrigar animais que transmitem doengas ao homem, como o caramujo transmissor
da esquistossomose (Lorenzi, 2000). As sementes de pinhdo-do-paraguai (Jatropha), por
exemplo, quando ingeridas, provocam disenterias (Joly, 1998) e a parte vegetativa de
Euphorbia biglandulosa produz latex solivel em agua, altamente téxico para os peixes
(Novack et al., 1980).

As plantas daninhas podem interferir a agricultura e pecuaria, causando danos
econdmicos graves. A ocorréncia de plantas indesejaveis a lavoura, ja existentes ou
introduzidas no local, provoca um desequilibrio da produtividade, pois as espécies cultivadas
e daninhas competem pelos mesmos componentes ambientais (Deuber, 1992).

O surgimento das plantas daninhas como um problema agricola é atribuido ao
préprio ser humano que, com o objetivo de melhorar as espécies uteis, prejudicou a
competitividade entre as plantas silvestres e cultivadas, tornando as espécies daninhas cada
vez mais eficientes quanto a sobrevivéncia (Lorenzi, 2000). Euphorbia dentata, por exemplo,
planta invasora da cultura de soja, tem causado prejuizos que acarretam reducdo em até
40% da produtividade de tal cultura na Argentina. Por ser uma espécie de dificil controle,
seu manejo tem sido feito através da aplicagao de herbicidas (Juan et al., 2003).

A existéncia de plantas daninhas em culturas dificulta a colheita, contamina os
produtos colhidos com sementes e pedagos de plantas daninhas e aumenta o teor de
umidade dos graos das culturas, o que reduz o valor comercial das espécies cultivadas. A
infestagdo de pragas em plantas cultivadas que utilizam daninhas como espécies
intermedidrias também é um fato muito comum na agricultura. Por exemplo, o fungo
responsavel pela podridao vermelha da cana-de-agucar se hospeda, intermediariamente, na
planta daninha Sorghum halepense (Lorenzi, 2000). As plantas daninhas aquaticas podem



prejudicar a utilizacdo da agua em propriedades rurais, pois reduzem a vida Uutil de
reservatorios por acumulo de detritos e, quando em altas densidades, comprometem a
criacao de peixes pela queda de teores de oxigénio na agua (Pitelli, 1987).

Na pecuéria, as plantas daninhas interferem no desenvolvimento de forrageiras e
algumas sdo toxicas aos animais. No sul do Brasil, a espécie Bacharis cordifolia causa
grande incidéncia de mortalidade do gado e, consequentemente, acarreta em grandes
perdas econdmicas (Lorenzi, 2000).

A introducdo de plantas daninhas também provoca impactos ecoldgicos
relevantes, visto que podem alterar as cadeias troficas, a estrutura e distribuicdo de
espécies num dado ecossistema, distribuicdo de biomassa, densidade de espécies, taxas de
decomposigao e relagao entre agentes polinizadores e plantas. Espécies daninhas de portes
superiores ao da vegetacao local produzem impactos ainda maiores, pois alteram a
dominancia e fisionomia de tais comunidades (Rejmanek & Richardson, 1996).

1.1.3. Manejo por herbicidas

Ao ser introduzida em um agroecossistema, uma cultura podera encontrar
sementes de espécies daninhas no solo, que vao emergir, espontaneamente, durante o ciclo
de vida da planta cultivada e, com isso, 0 manejo de comunidades daninhas pode se dar a
longo prazo, gerando gastos excessivos ao produtor (Pitelli, 1987).

Entende-se por manejo de plantas daninhas, a combinacdo de medidas
preventivas, de controle e erradicagdo de tais espécies em um determinado sistema
agron6mico ou ecoldgico (Victoria Filho, 2000). A pratica ideal consiste na prevencao da
infestacdo, evitando-se grandes gastos econdmicos no combate e a reducao da producéo
agricola. Tal manejo pode ser realizado mecénica, quimica ou biologicamente (Deuber,
1992). Contudo, produtos quimicos, tais como os herbicidas, tém sido a principal alternativa
para o manejo das especies daninhas (Klingman et al., 1986; Deuber, 1992; Braccini, 2001)
em virtude da grande oferta de produtos, da economia de méao-de-obra e rapidez da sua
aplicacao (Burnside, 1992). Ainda, os herbicidas podem prevenir o desenvolvimento da
planta daninha, principalmente no inicio do seu ciclo de vida, geralmente quando causam
perdas significativas nas culturas (Oliveira Jr., 2001).

Herbicidas sdo compostos quimicos com a capacidade de selecionar, inibir ou
exterminar o crescimento de determinadas populagdes de plantas (Klingman et al., 1986;
Deuber, 1992; Oliveira Jr., 2001). A descoberta dos herbicidas como “ferramenta” eficaz
para o controle de espécies daninhas trouxe grande avango para a agricultura, por
proporcionar redugéo de custos e aumento de rendimentos das culturas. Novos compostos



sao desenvolvidos, continuamente, visando maior eficacia no controle de plantas daninhas
(Deuber, 1992).

No Brasil, os primeiros herbicidas comegaram a ser utilizados no final da década
de 1940, sendo o primeiro produto registrado no pais, o 2,3-diclorofenoxiacético (Deuber,
1992). A comercializagdo de pesticidas tem evoluido rapidamente e apenas no periodo de
1994 a 1998, o aumento do volume das vendas de tais produtos no mundo foi de 82,8%
(Oliveira Jr., 2001).

O mercado mundial de agrotéxicos tem movimentado cerca de US$ 30 bilhdes,
sendo os herbicidas responsaveis pela maior fatia desse mercado (Winkler & Vidal, 2004;
Cardoso et al., 2004) e o Brasil esta entre os principais consumidores de herbicidas do
mundo (Gazziero et al., 1997; Heap, 1997). Entretanto, todos os pesticidas apresentam
certo grau de toxicidade para a espécie humana, plantas e animais (Oliveira Jr., 2001).
Muitos herbicidas de grande potencial agricola foram descartados em funcédo dos riscos
para a espécie humana, por serem cancerigenos, apresentarem toxicidade muito elevada ou

deixarem residuos no ambiente (Deuber, 1992).

Os mecanismos de acao dos herbicidas podem ser classificados em morfologicos
ou metabdlicos. Quando inibem ou alteram o crescimento e formato das plantas, ciclo
celular, a membrana e parede celulares, sdo conhecidos como herbicidas morfolégicos. Ja
quando suprimem reagOes bioquimicas, como fotossintese e respiragdo celular, séo
chamados de herbicidas metabdlicos (Deuber, 1992). O que determina a especificidade de
um herbicida € a tolerancia diferenciada que as plantas apresentam a acdo do composto,
podendo ser fatores externos ou internos a planta. As vias de absor¢édo de herbicidas séo,
principalmente, as raizes e folhas (Klingman et al., 1986; Deuber, 1992). Os meristemas, por
serem as regides de crescimento, apresentam intenso metabolismo e sdo as partes mais

sensiveis a acao de herbicidas, de modo geral (Deuber, 1992).

As formulagcbes de herbicidas solUveis em Oleos sdo capazes de penetrar na
barreira cuticular das folhas (Klingman et al., 1986; Oliveira jr., 2001) e, quando se abrem,
os estdbmatos permitem a entrada de herbicidas na forma de vapor ou solugédo (Deuber,
1992). Uma vez que um herbicida penetra na planta e se desloca para o local em que atua,
ocorre 0 que se denomina de mecanismo de acéo (Klingman et al., 1986; Deuber, 1992;
Oliveira, 2001). Os herbicidas considerados modernos inibem a atividade de uma proteina
ou enzima na célula, acarretando no desencadeamento de eventos que impedem o

desenvolvimento da célula ou do organismo e podem levar a planta a morte (Vidal, 1997).

Os fatores metabdlicos sdo de grande importdncia na determinacdo da acao
seletiva de herbicidas. Algumas espécies de plantas possuem enzimas ou mecanismos
bioquimicos de detoxificagdo de herbicidas, cujas reagdes tendem a minimizar o estresse e



maximizar o uso de recursos internos e externos pelo organismo (Cataneo et al., 2003). A
dinamica fisiolégica de um herbicida, portanto, é bastante variavel e depende tanto das
caracteristicas da planta (permeabilidade dos tecidos de revestimento externo, capacidade
de translocacdo do produto dentro da planta e metabolismo da substancia), quanto da
concentracao da dose aplicada e das condicdes ambientais, como umidade e ventilagéo
local (Klingman et al., 1986; Deuber, 1992; Oliveira, 2001). A idade da planta é outro fator
importante e que deve ser avaliado antes da aplicacao do herbicida. Geralmente, plantulas e
plantas jovens sdo mais sensiveis a acao de herbicidas. O vigor e o estado nutricional
também determinam maior ou menor tolerancia da planta daninha ao herbicida (Deuber,
1992).

Um herbicida pode atuar em diferentes processos e sua agdo depende da dose
aplicada, espécie de planta daninha submetida ao tratamento herbicida e das condi¢oes
climaticas (Deuber, 1992). Algumas plantas daninhas sdo mais sensiveis a um certo
herbicida. Por exemplo, Bidens pilosa é facilmente controlada pelo herbicida glyphosate, na
concentracdo de 31,86 g/ha. Contudo, o controle efetivo de Commelina benghalensis,
Ipoema grandifolia e Tridax procumbens ocorre apenas com dosagens de 1680 g/ha, 1440
g/ha e 960 g/ha de glyphosate, respectivamente (Lacerda, 2003).

Alguns herbicidas apresentam amplo espectro de controle, atingindo todas as
espécies daninhas, mas o problema é que também atuam sobre as plantas cultivadas e
permanecem muito tempo no ambiente (Deuber, 1992). Assim, em regides de monocultura
com varios anos de utilizacdo dos mesmos herbicidas ou de herbicidas com os mesmos
mecanismos de agdo, ocorrera alteracdo da flora e espécies daninhas resistentes a
herbicidas e com alto potencial competitivo podem ser selecionadas (Pitelli, 1987).

1.1.4. Resisténcia a herbicidas

O primeiro relato cientifico sobre a existéncia de uma planta daninha resistente a
herbicida foi realizado em 1970, por Ryan, ao analisar uma populacdo de Senecio vulgaris
resistente aos herbicidas do grupo das triazinas. Desde entéo, foi observada a resisténcia
de vérias outras plantas daninhas aos herbicidas. No Brasil, a primeira espécie daninha
reconhecida como resistente foi Bidens pilosa (Christoffoleti et al., 1996).

O fenbmeno da resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas consiste na
ocorréncia de alguns biotipos (grupos de individuos de uma determinada espécie) com
habilidade de sobreviver a aplicagdo do composto quimico, ao qual a populacdo original é
suscetivel (Kissmann, 1996).



A resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas assume grande importancia,
principalmente em raz&o do limitado ou inexistente niumero de herbicidas alternativos como
controle dos bidtipos resistentes (Cardoso et al., 2004). A dificuldade de se ter um
conhecimento sobre os fatores que proporcionam o aparecimento de plantas resistentes aos
herbicidas tem limitado ainda mais o controle da resisténcia em culturas (Christoffoleti et al.,
1994).

A probabilidade de infestacdo de uma éarea por um bidtipo resistente a algum
herbicida de uma populagédo de plantas daninhas depende de fatores como a variabilidade
genética, capacidade proliferativa e adaptabilidade ecol6gica da espécie, viabilidade e
dorméncia das sementes do bibtipo resistente, permanéncia e eficacia do herbicida utilizado
no controle da planta daninha (Vidal & Fleck, 1997; Trezzi & Vidal, 2000) e frequéncia de
utilizagdo do herbicida ou de herbicidas com 0 mesmo mecanismo de acao (Trezzi & Vidal,
2000; Christoffoleti & Ovejero, 2002).

A resisténcia aos herbicidas ocorre por alteracdes no DNA, conhecidas como
mutagcdes, que podem ser originadas naturalmente na populacdo, ou apés o uso de
herbicida em uma determinada area (Christoffoleti & Ovejero, 2004). Portanto, em qualquer
populagdo de plantas, incluindo as espécies daninhas, € possivel a existéncia de individuos
resistentes aos herbicidas, em virtude da variabilidade genética normal da populagao. Com
o tempo, a composicado de tal populacdo se alterara, apés o uso continuo e repetitivo do
herbicida (Kissmann, 1996).

Na maioria das espécies, a resisténcia € transmitida pelo poélen, podendo atingir
muitas plantas e propagar mais depressa a caracteristica (Vidal & Fleck, 1997). Geralmente,
a resisténcia aos herbicidas é determinada por genes nucleares dominantes ou co-
dominantes, que por processo reprodutivo, podem ser transmitidos de um bidtipo resistente
para outro suscetivel e os descendentes adquirirem tal resisténcia (Christoffoleti & Ovejero,
2004). Ainda, em espécies daninhas que apresentam sementes dormentes, quanto menor
for o periodo de tal dorméncia, mais rapido podera ocorrer a fixagdo do biotipo resistente na
populacao (Christoffoleti, 1997).

As plantas apresentam maiores riscos de desenvolvimento de resisténcia quando
os herbicidas utilizados possuem um Unico mecanismo de agao (Christoffoleti et al., 1994).
O tempo de acao do herbicida no ambiente também constitui um problema grave, pois a
selecado de biodtipos resistentes pode ocorrer mesmo apds algum tempo de aplicacao do
produto. Por exemplo, o imazapyr, um herbicida seletivo para a cultura de Pinus taeda,
apresenta amplo periodo residual no solo, podendo ser aplicado aos 45 dias antes do
plantio das mudas e ainda controla as plantas daninhas suscetiveis em pelo menos 120 dias
apds o plantio (Christoffoleti et al.,, 1998). O conhecimento sobre o poder seletivo de um



herbicida, portanto, constitui um dos pré-requisitos para que possa ser utilizado, visto que
revela quais plantas sdo mais afetadas ou menos sensiveis ao produto (Christoffoleti et al.,
1994; Oliveira Jr., 2001).

Os efeitos citolégicos de herbicidas tém sido estudados em diferentes espécies
de plantas (Rost et al., 1977; El-Sadek & Ashour, 1978; Mousa, 1982; Badr & Ibrahim,
1987). Alguns dos herbicidas utilizados apresentam ag¢ao antimitética, causando varios tipos
de aberragdes cromossdmicas, tais como poliploidizacdo, células multipolares, pontes
cromossOmicas e cromossomos “perdidos”. Essas aberragcées tém sido utilizadas como
indicadoras de danos genéticos (Ma, 1982). Em Allium cepa, Hordeum vulgare e Pisum
sativum, o herbicida simazine causou um aumento no numero de alteracoes
cromossOmicas, enquanto que gesagard, zenkor, semeron e treflan modificaram a estrutura
do citoesqueleto e disjuncao dos cromossomos durante a mitose (Kozhuro et al., 2005).
Existem relatos de que os herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS)
também provocam alteragdes citoldgicas, interrompendo a sintese protéica e,
consequentemente, interfererem na sintese do DNA e no crescimento celular (Ray, 1984).

Varios casos de resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas tém sido
relatados no Brasil, especialmente nas regides sul, sudeste e centro-oeste. A cultura de soja
€ a que apresenta o maior numero de espécies daninhas resistentes, pois mais de 50% dos
herbicidas consumidos sao utilizados no controle das plantas daninhas presentes em tal
cultura (Christoffoleti & Ovejero, 2004). Dentre as daninhas resistentes detectadas no Brasil,
Euphorbia heterophylla é a espécie que ocorre em um maior nimero de Estados do pais
(Weed Science, 2004).

1.2. A espécie Euphorbia heterophyllla

1.2.1. Dispersao e aspectos taxonémicos

Euphorbia heterophylla (Euphorbiaceae) nativa das regides tropicais e
subtropicais das Américas (Kissmann & Groth, 1997; Barreto & Evans, 1998), é considerada
planta invasora das culturas de soja, milho, arroz, banana (Kissmann & Groth, 1997;
Lorenzi, 2000), feijao (Cobucci et al, 1999) e amendoim (Willard & Griffin, 1993). Sua
dispersao vai desde o sul dos Estados Unidos até o sul do Brasil (Costa, 1982). Existem
registros da espécie, também, em regides desérticas dos Emirados Arabes Unidos e no
Marrocos (Suda, 2001). No Brasil, E. heterophylla € conhecida, popularmente, como picéao-
leiteiro, amendoim-bravo, leiteira (Suda, 2001), leiteiro, parece-mas-nao-€, flor-de-poeta,
adeus-brasil, mata-brasil, café-do-bispo e café-do-diabo (Lorenzi, 2000).



Existem algumas sinonimias para a espécie, tais como E. prunifolia, E.
geniculata, Poinsettia heterophylla (Allem, 1975), P. geniculata (Wilson, 1981), E.
zonosperma (Allem, 1975), E. elliptica, E. frangulaefolia (Bacchi et al., 1984), E. epilobiifolia,
E. morisoniana, E. taiwaniana e P. ruiziana (Lorenzi, 2000). Barreto & Evans (1998)
relataram que as sinonimias E. geniculata e E. prunifolia sdo amplamente utilizadas na
literatura.

E. heterophylla é bastante variavel, fenotipicamente, principalmente em relagao
ao formato e tamanho da folha. Essa variabilidade morfol6gica é observada em individuos
de diferentes populagdes, dentro de uma mesma populacdo e até mesmo em uma unica
planta (Kissmann & Groth, 1997; Vasconcelos et al., 2000). Por isso, o termo “heterophylla”
€ considerado adequado para caracterizar a sua morfologia externa. Os diferentes formatos
do limbo indicam uma enorme diversidade fenotipica. E importante ressaltar que a
acentuada heterofilia tem dificultado estudos taxonémicos e existem controvérsias quanto a

definicdo das caracteristicas e classificagdo botanica da espécie (Kissmann & Groth, 1997).

Vaconcelos et al. (2000) utilizaram marcadores moleculares RAPD para
demonstrar a variabilidade genética em uma populacdo de E. heterophylla provenientes de
Londrina — Paran&a — Brasil, relacionada a morfologia foliar e ramificagdo do caule. Houve
forte relacao entre o formato do limbo e a variabilidade genética dessa populacao, podendo
tal caracteristica morfolégica ser atribuida a plasticidade fenotipica.

1.2.2. Caracteristicas morfofisiologicas

As plantas da espécie E. heterophylla possuem porte médio de 40 a 60 cm e
ciclo reprodutivo curto, sendo possiveis duas a trés geragdes por ano. Desenvolvem-se bem
em qualquer tipo de solo, tendo preferéncia por solos bem drenados (Cronquist, 1981;
Kissmann & Groth, 1997). Sdo classificadas como plantas de dia curto ou DC, tendo
floracdo acelerada em DC, mas que também florescem em dia longo ou DL (Waschowics,
1991; Kigel et al., 1992; Leal, 1995).

De modo geral, E. heterophylla apresenta raiz axial bem desenvolvida (Cronquist,
1981; Suda, 2001). O caule é ereto, oco, ramificado e com estébmatos. Apresenta feixes
vasculares colaterais, drusas de oxalato de calcio e graos de amido. Caracteristicas como



presenca de epiderme papilosa e drusas sao proprias do género. O latex esbranquigado
pode ser observado tanto nas partes florais quanto nas vegetativas (Cronquist, 1981).

As folhas sao verdes, simples, alternas, sendo que as superiores apresentam
disposi¢ao semi-opostas ou opostas. Quanto ao formato, podem ser lanceoladas, obovadas,
ovaladas, elipticas ou panduradas (Costa, 1982; Suda, 2001). O bordo é serrilhado a quase
inteiro e a presenga de tricomas nas superficies inferior e superior é rara, podendo estar
restrita ao bordo. Na base das folhas, ocorrem estipulas glanduliformes (Costa, 1982). O
habito de crescimento e a ramificacdo sdo bastante influenciados pela luminosidade
(Kissmann & Groth, 1997).

Na axila das duas ultimas folhas, desenvolve-se uma ramificacdo dicotdmica,
onde sao formadas inflorescéncias principais, chamadas ciatio. Cerca de 30 a 40 flores
masculinas dispdem-se ao redor de uma unica flor feminina (Cronquist, 1981, Costa, 1982;
Kissmann & Groth, 1997).

Em um estudo anatébmico das folhas de E. heterophylla, Ferreira et al. (2003)
observaram um alto teor de cera epicuticular, elevada densidade de vasos laticiferos e
grande espessura da cuticula da face adaxial. Os autores acreditam que tais caracteristicas
possam constituir barreiras foliares a penetracao de agroquimicos, dificultando o controle da
espécie por meio de herbicidas.

A reproducao € exclusiva por sementes, oriunda tanto de autofecundagéao como
fecundagao cruzada (Cronquist, 1981; Barroso, 1991). Apds a fecundacdo, o pedicelo se
alonga, tornando o fruto pendente para fora do receptaculo. O fruto é capsular e trilocular,
com uma semente por léculo (Suda, 2001). Com o amadurecimento, ocorre alteracdo da
coloracédo do fruto (Barroso, 1991) e a capsula se rompe, explosivamente, lancando as
sementes para locais distantes da planta-mae (Suda, 2001). A maturacdo dos frutos numa
s6 planta ndo ocorre simultaneamente, o que possibilita a producao de sementes por um
longo periodo (Costa, 1982; Kissmann & Groth, 1997). Cada planta produz grande
quantidade de sementes (Suda, 2001), aumentando seu potencial de competicido com
outras espécies vegetais (Costa, 1982).

A germinacgao de E. heterophylla é epigea e os cotilédones sdo membranaceos,
opostos, glabros, de forma eliptica ou lanceolada (Suda & Pereira, 1997). A semente é
ovoide e uma das extremidades é aguda, sendo a outra truncada e um pouco cOncava.
Apresenta cerca de 2,5 a 2,9 mm de comprimento e 2,1 a 2,5 mm de largura. O tegumento é
aspero e varia de marrom-claro a negro. Sado observadas células mucilaginosas que

aparecem como protuberancias verruciformes, dispostas de forma irregular (Suda, 2001).



Temperaturas de 25 a 35°C estimulam a germinacdo de suas sementes
(Kissmann & Groth, 1997). Sementes obtidas na primavera ndo necessitam de luz para
germinar. Quando as sementes sao produzidas no inverno, outono ou verao, a germinacao
€ promovida pela luz (Suda & Pereira, 1997). Sob condi¢des de alternancia de temperatura
(25 e 35°C), as sementes ndo necessitam de luz para germinar e as porcentagens de
germinacdo sao proximas de 100% Quando submetidas a temperatura constante (25 ou
35°C), a germinacao das sementes ocorre independentemente da presenca de luz (Suda,
1991).

A possibilidade de E. heterophylla germinar em condi¢cdes ambientais diversas
auxilia na sua ampla distribuicdo geogréafica (Suda, 2001). Suas sementes tendem a
conservar o poder germinativo por muitos anos e podem passar intactas pelo trato digestivo
de animais, como as aves (Lorenzi, 2000).

As sementes de E. heterophylla podem ou nao apresentar dorméncia. No Brasil,
sementes recém-colhidas nos Estados de S&o Paulo e Rio Grande do Sul ndo apresentam
dorméncia (Suda & Pereira, 1997). Mas nos Estados Unidos, sementes recém colhidas
mostraram-se dormentes (Bannon et al., 1978). A dorméncia pode estar relacionada a
presenca de substancias insollveis em agua, pois Suda & Giorgini (2000) analisaram a
composicao e a mobilizagdo de reservas presentes nas sementes de E. heterophylla e
verificaram que os lipidios constituem em torno de 59% da massa seca das sementes,

sendo o principal material de reserva.

1.2.3. Importancia econémica e resisténcia aos herbicidas inibidores da enzima
acetolactato sintase (ALS)

Muitas plantas do género Euphorbia, como é o caso de E. heterophylla,
produzem latex contendo substancias carcinogénicas (Biesboer & Mahlberg, 1981). O 6leo
presente na semente apresenta utilidades industriais, como 6leo secante (Earle et al., 1960)
e matéria-prima na elaboracdo de tinta e verniz, além de apresentar potencial medicinal
(Silva & Salatino, 1999). Na Nigéria, suas folhas sao utilizadas como purgativo, cuja acao
farmacologica foi comprovada por Akubue et al. (1983).

Embora apresente utilidade como matéria-prima, E. heterophylla é uma planta
invasora bastante agressiva e prejudicial as lavouras, causando sensiveis perdas no
rendimento comercial. No Rio Grande do Sul, € uma das principais plantas invasoras da
cultura de soja, ocorrendo, também, nos Estados de Santa Catarina e Parana (Gazziero,
1980).



A espécie E. heterophylla apresenta crescimento rapido, podendo formar uma
densa cobertura sobre as plantas cultivadas (Wilson, 1981; Kissmann & Groth, 1997). No
caso das culturas de soja e amendoim, as perdas chegam a 50% (Willard & Giriffin, 1993;
Costa, 1982). Na cultura de soja, a espécie também interfere na eficiéncia da colheita e
qualidade das sementes colhidas, pois acarreta aumento do teor de umidade dos gréaos
(Pinto & Panizzi, 1994).

E. heterophylla é hospedeira alternativa para o percevejo marrom, Euschistus
heros, um inseto extremamente danoso a soja (Pinto & Panizzi, 1994). A espécie também é
considerada hospedeira adicional e reservatério do fungo Diaporthe phaseolorum, causador
do cancro da haste da soja (Garrido & Dhingra, 1997).

A emergéncia de E. heterophylla como um problema agricola tem sido o
resultado de alteracdes de praticas de cultivo, especialmente o0 uso de controle quimico
(Deuber, 1992; Fornarolli et al., 2002). Embora o manejo de plantas daninhas possa ser
efetuado por diversos métodos (Deuber, 1992; Burnside, 1992; EMBRAPA, 1999), a espécie
€ de dificil controle e para evitar perdas de produtividade, sdo necessdrias repetidas
aplicacoes, bem como combinacgdes de varios herbicidas (Willard & Griffin, 1993).

Borgo & Rosito (1978) testaram herbicidas pré- e pds-emergentes e nao
obtiveram um resultado efetivo no controle de E.heterophylla. Nos Estados Unidos, segundo
Costa (1982), os diferentes programas de controle também nao tém tido sucesso e um dos
fatores que determinam problemas no manejo da espécie é a existéncia continua de
sementes em processo de germinagdo, visto que a maturagdo dos seus frutos e a
consequente liberacdo de suas sementes por uma unica planta ocorrem continuamente,

durante o seu ciclo de vida.

Relatos de resisténcia aos herbicidas inibidores da enzima ALS vém se
acentuando desde a década de 90 (Heap, 1997). A enzima ALS, também chamada de
acetohidroxibutirato (AHAS), é a primeira enzima a agir na rota de sintese dos aminoacidos
valina, leucina e isoleucina. Os herbicidas que atuam nessa enzima distribuem-se em cinco
grupos quimicos, ou seja, imidazolinonas, sulfoniluréias, sulfonanilidas, pirimidiniloxi-
benzoatos e sulfonilaminocarboniltriazolinonas (Vidal & Merotto Jr., 2001), como
chlorimuron-ethyl, etoxysulfuron, metsulfuron-methyl, flazasulfuron, pirasulfuron-ethyl,
halosulfuron, nicosulfuron, oxasulfuron, foramsulfuron + iodosulfuron, imazamox,
imazethapyr, omazapic, imazaquin, imazapir, flumetsulam, diclosulam, chloransulan-methyl,

pyrithiobac-sodium, bispyribac-sodium (Carvalho, 2004).

O primeiro caso de bibtipos de E. heterophylla resistentes aos herbicidas
inibidores da ALS foi relatado por Vidal & Fleck (1997). Os autores analisaram uma



populagao proveniente da regido das Missdes, Rio Grande do Sul, onde herbicidas do grupo
das imidazolinonas eram utilizados h& mais de cinco anos no controle de E. heterophylla.

No Brasil, ja foram constatados casos de resisténcia de plantas da espécie E.
heterophylla. Cinco populagbes resistentes presentes nas regides oeste e sudeste do
Estado do Parana foram estudadas através de marcadores RAPD. 96 Jocus foram
identificados, dentre os quais, 80% apresentaram-se polimoérficos. A analise genética
permitiu observar que populacdes resistentes de E. heterophylla estao amplamente
distribuidas no Parand e que existem graus diferentes de resisténcia entre os biotipos
analisados, das diferentes regides (Winkler & Vidal, 2004).

Segundo Fornarolli et al. (2002), E. heterophylla é resistente a muitos herbicidas
que inibem a enzima ALS. E possivel que bidtipos de E. heterophylla também sejam
resistentes aos herbicidas do grupo das S-triazinas e derivados de uréia, herbicidas que
interferem na cadeia transportadora de elétrons durante a fotossintese (Moreland, 1980;
Vidal, 1997). Existem biétipos de E. heterophylla com diferentes niveis de resisténcia aos
herbicidas chlorimuron-ethyl, imazethapyr, sulfentrazone e lactofen, demonstrando
resisténcia cruzada aos inibidores da ALS (Gazziero et al., 1998; Gelmini et al., 2001).

A resisténcia de E. heterophylla ao herbicida imazethapyr se deve a modificacao
estrutural que ocorre na ALS, impedindo a ligacdo enzima-herbicida e, dessa forma, nao
ocorrem diferengas na absorcao, translocacdo ou metabolismo do herbicida nos biotipos
resistentes e suscetiveis (Vargas et al., 1999).

Ao analisarem a atividade da ALS em biétipos de E. heterophylla provenientes da
UFRGS - Brasil, Oliveira et al. (2002) observaram que as plantas resistentes apresentam
nivel de resisténcia 142 vezes maior que as plantas suscetiveis. Foi verificada, também,
uma variabilidade da atividade da ALS na presenca do herbicida imazaquin, sugerindo a
existéncia de diferentes graus de resisténcia dos bidtipos resistentes ao herbicida.

Embora trabalhos visando o controle quimico tenham sido realizados, € escassa
a literatura existente sobre a resisténcia de E. heterophylla aos herbicidas e pouco se
conhece sobre a sua biologia, dificultando o controle da espécie (Costa, 1982).

1.2.4. Aspectos citogenéticos

Os estudos da morfologia e do numero de cromossomos tém contribuido muito
para a compreensao sobre os aspectos evolutivos de espécies de plantas (Sybenga, 1992).
Alteracbes cariotipicas podem ocorrer e quando envolvem o niumero cromossdémico dipldide,

sdo chamadas de rearranjos quantitativos ou numéricos (Schubert et al., 1992) e, ao alterar



a morfologia dos cromossomos, sdo conhecidas como alteragdes cromossémicas

qualitativas ou estruturais (Giannoni & Lui, 1988).

Os rearranjos cromossdmicos podem ser formados tanto em células somaticas
quanto em gametas, espontaneamente ou de forma induzida, através de radiagbes

ionizantes ou agentes mutagénicos (Sybenga, 1992).

Em muitos géneros e familias de plantas superiores, sdo encontradas trocas no
numero béasico, sem promover a multiplicagdo do conjunto cromossémico ou de
cromossomos individuais (Stebbins, 1950). Mas em 70% das angiospermas, ocorre 0
aumento do numero de cromossomos ou poliploidia, sendo considerado um dos
mecanismos citogenéticos mais importantes e comuns na evolugao de plantas (Ohri, 1998).

O conhecimento sobre o numero cromossémico em Euphorbiaceae tem sido
limitado. Até 1975, apenas 6% das espécies tiveram seus cromossomos contados e muitas
dessas contagens, basearam-se em estudos de uma Unica populagao por espécie. A familia
Euphorbiaceae apresenta dois nimeros basicos (x=7 e x=13), com origens independentes.
O numero basico original da maioria da tribo Euphorbieae deve ser x=11 e cerca de 48%
das espécies sao polipléides (Hans, 1973).

O diagrama a seguir demonstra a provavel evolu¢gdo cromossémica na tribo

Euphorbieae, que engloba, dentre outros, o género Euphorbia (Hans, 1973).

%:12,16,17,18,19  Monadenium,
%16, 17,18 Pedilanthus,

&i1 Synadenium

Derivagéo secundaria

®6,7,8,9,10,(11)  Euphotbia
A

11 Anthostema

NOMERO BASICO GENERO

Na familia Euphorbiaceae, alteragbes no numero de cromossomos sao muito
comuns. Diversos autores tém relatado que o género Euphorbia apresenta varios numeros
basicos de cromossomos, como x=6, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 15, 19 (Darlington & Wyle, 1955;
Léve, 1984). Segundo Sharma (1970), os numeros basicos encontrados no género variam
de x=10 (29,900%), x=7 (23,534%), x=9 (16,646%), x=8 (16,359%), x=6 (9,184%), x=13



(2,296%), x=11 (2,009%), x=19 (0,574%), x=17 (0,287%) a x=5 (0,287%). No género
Euphorbia, a alteracao do numero de cromossomos tem sido freqtiente, onde a poliploidia é
o tipo mais comum e ocorre em 40,73% das espécies (Stahevitch et al., 1988).

Ao realizarem uma revisdo sobre E. cyparissias, Stahevitch et al. (1988)
observaram que plantas diploides (2n=2x=20) presentes na América do Norte sdo estéreis e
que as plantas tetrapldides dessa regido € que sao férteis (2n=4x=40). Contudo, a mesma
espécie observada no continente europeu apresenta plantas dipléides e tetraploides férteis.

Em uma analise cromossémica de E. clandestina, o numero basico de
cromossomos observado foi x=17. Nao sendo esse numero, um multiplo de nenhum dos
numeros bésicos propostos para o género, foi considerado que a espécie apresenta um
numero basico derivado. Como nao foram observadas aneuploidias e nem duplicacdes
cromossOmicas, suspeita-se que esse realmente seja um numero basico cromossémico
novo para o género. Entretanto, a hipétese de existéncia de cromossomos B nao foi
descartada. Suspeita-se que E. clandestina tenha sido originada da hibridacao de duas
espécies, uma com x=7 e outra com x=10 (Stebbins, 1950).

Vosa & Bassi (1991) realizaram um estudo cariotipico de oito espécies de
Euphorbia e observaram que todas as espécies analisadas apresentam numero
cromossbmico de 2n=20, mas que existem diferengas consideraveis na morfologia
cromossOmica. Tais diferengas incluem numero de cromossomos acrocéntricos e

metacéntricos e posi¢cao da regiao organizadora nucleolar.

Srivastava et al. (1987) realizarem, pela primeira vez, analises citogenéticas de
E. clandestina. Foram observadas células hapléides com 17 cromossomos, cuja divisdo
meibtica mostrou-se normal. Devido a essas observagdes, os autores concluiram que essa

espécie apresenta plantas dipl6ides normais, pois sementes e pélens viaveis foram obtidos.

E. heterophylla é uma planta tetraploide, com 2n=28 cromossomos e numero
béasico de x=7. Todavia, outros nimeros cromossdmicos para a espécie foram considerados,
como n=28, 2n=14, 26, 32, 56 (Hans, 1973, Kissmann & Groth, 1997 & Vargas et al., 1999).
Quando uma espécie apresenta populagées com mais de um numero cromossémico, diz-se
que a espécie possui citotipos diferentes (Guerra, 1988). As espécies E. prunifolia e
Poinsettia heterophylla, sao utilizadas, erroneamente, como sinonimia para E. heterophylla,
ja que apresentam, respectivamente, 2n=16 e 2n=14 cromossomos (Costa, 1982).



1.3. Justificativa

Estudos genéticos e de adaptacédo de plantas a situacdes de estresse ambiental
sdo cada vez mais necessarios, visto que a rapida expansdo humana e sua crescente

necessidade por recursos naturais tém alterado a sobrevivéncia de vegetais e animais.

A citogenética tem proporcionado a caracterizagdo de cromossomos de plantas,
bem como o levantamento de alteragbes cromossdmicas numéricas e, ou estruturais, que
podem ser atribuidas a processos evolutivos ou ao uso de substancias utilizadas no
combate a pragas e doencas. Dessa forma, dados citogenéticos tornaram-se valiosas
ferramentas para a ecologia, taxonomia, evolugdo, conservagdo e o melhoramento de
plantas. A avaliagdo genética, bem como da adaptacdo de individuos diante de pressoes
ambientais, tém proporcionado a integragdo entre dados genéticos e ecoldgicos e,
consequentemente, uma visao global da estrutura e do comportamento de popula¢des de
plantas podera ser obtida.

A utilizacdo de dados morfofisioldgicos em programas de melhoramento e
conservagado de plantas tem possibilitado a caracterizagdo, reprodugéo e preservacao de
patrimOnios genéticos que poderiam ser alterados por hibridagées ou introdu¢do de fatores
comprometedores da viabilidade de populagdes ja existentes.

As plantas daninhas sao consideradas vegetais que se desenvolvem em locais
indesejados pela espécie humana. Quando crescem conjuntamente com culturas agricolas,
competem por recursos ambientais, como agua, luz, gas carbbnico e nutrientes. Estima-se
que, no Brasil, as perdas de lavouras ocasionadas por agdo dessas plantas cheguem a
30%. Contudo, as plantas daninhas podem auxiliar o agricultor, gerando biomassa protetora
e ciclando nutrientes do solo.

Andlises sobre a biologia das espécies em associagdo as culturas agricolas
podem favorecer a composi¢do de sistemas produtivos. A convivéncia entre as cultivares e
plantas daninhas permitem o aperfeigoamento do manejo integrado e, conseqientemente, a
exploragao agropecuaria em equilibrio com o ambiente.

Estudos sobre as alteragcbes ambientais e a selecdo de espécies vegetais
demonstram que o controle das plantas daninhas podera tornar-se um grave problema e
gerar impactos negativos sobre a produtividade agricola. Com o aquecimento global, por
exemplo, suspeita-se que ocorra prevaléncia das plantas daninhas de ciclo curto e a
consequUente ineficiéncia de muitos dos atuais herbicidas utilizados na agricultura.



Sendo assim, o interesse de estudar Euphorbia heterophylla (Euphorbiaceae)
advém do fato de ser uma planta daninha de crescimento rapido e que, dessa forma, é
altamente competitiva com as plantas cultivadas. O controle da espécie tem sido realizado,
quimicamente, por herbicidas, que podem acarretar efeitos citolégicos e adaptativos, tanto
nas plantas daninhas, quanto nas culturas invadidas. Ainda, E. heterophylla tem sido pouco
estudada, genética e ecologicamente. As informacdes citogenéticas da espécie obtidas na
literatura baseiam-se apenas na contagem do numero cromossdémico, algumas vezes
questionaveis. Estudos da caracterizacdo de populacdes resistentes ou suscetiveis aos
herbicidas tém sido escassos, 0 que dificulta o controle de E. heterophylla por métodos
bioldgicos naturais. Assim, dados da arquitetura cromossdémica e morfofisiologia da planta
poderdao contribuir para a compreensdao dos mecanismos genéticos de evolugdo e
comportamentais, bem como para programas de melhoramento genético e manejo da
espécie.



1.4. Objetivo geral

Em virtude da importancia econdmica que E. heterophylla representa para a
agricultura brasileira, objetivou-se: realizar analises do numero e da morfologia de seus
cromossomos; verificar se os dados numéricos e estruturais dos cromossomos auxiliam na
compreensdo dos aspectos carioevolutivos da espécie; avaliar, comparativamente, os
bidtipos suscetiveis e resistentes aos herbicidas inibidores da ALS, quanto a(ao):
germinacao, dorméncia e viabilidade de sementes; crescimento das folhas e plantas ap6s a

aplicacéo de chlorimuron-ethyl.



2. CAPITULOS

2.1. CAPITULO 1

Esse capitulo, intitulado como “Chromosome number and citogenetics of
Euphorbia heterophylla L.”, foi submetido a publicagdo na Revista Genetic and Molecular
Research.

2.1.1. INTRODUCTION

The emergence of many invasive plants has been related to human induced
selection often shaped by anthropic environments and/or by several habitat disturbances.
Plants that occupy cultivated areas adapt to the new environmental conditions and become
invasive, undesirable for the man (Gupta & Tsuchiya, 1991).

The control of invasive plants has been done, mainly, by herbicides due to the
efficiency of such chemical products (Christoffoleti, 1997). However, the constant use of a
herbicide or different herbicides with the same mechanism of action has exerted a high
selective pressure, increasing the selection of resistant plants (Holt & Le Baron, 1990). This
is the case of Euphorbia heterophylla L. (Euphorbiaceae), one of the most important invasive
species of soy and many others cultures in Brazil (Willard & Griffin, 1993). About ten E.
heterophylla L. plants in one m? can reduce 7% in grain yield of the culture (Chemale &
Fleck, 1997).

Although several studies dealing with chemical control of E. heterophylla have
been done, little is known about the cytogenetic aspects of this species (Costa, 1982). The
species may show 2n=14, 26, 28, 32 or 56 chromosomes (Hans, 1973; Kissmann & Groth,
1997). Suda (2001) argued that the species is a tetraploid, with basic number of x=7

chromosomes.

The karyotypic description, such as morphology and number of chromosomes, is
of great value for the understanding of the evolutionary processes of a species (Gupta &
Tsuchiya, 1991). Among the most important morphological aspects, chromosome size,
localization of the primary constriction and, when present, the secondary constriction are the
main ones (Sybenga, 1992).

Some mechanisms have been identified as responsible for the evolution of plants;
among them, structural chromosomal changes and polyploidy (Narayan, 1998). Such



chromosomal modifications can occur spontaneously or by induction both in somatic cells
and, or in gametes (Sybenga, 1992).

Polyploidy, or genomic multiplication, is a common and continuous phenomenon
in evolution of plants (Adams & Wendel, 2005), and about 70% of the angiosperms are
polyploids (Leitch & Bennet, 1997). In general, polyploids are good colonizers (De Wet,
1980) and some invasive species can be considered as such, since they exhibit fast
chromosomal evolution events (Reznick & Ghalambor, 2001). Also, the genomic
reorganization and chromosomal repatterning that occur in polyploids (Schifino-Wittmann,
2004) can modify their tolerance to the environment (Lee, 2002).

Considering the economical loss that E. heterophylla has on cultivated plants, the
scarce data referring to its mitotic cellular cycle and the need to gain genetic knowledge that
may help in its reproductive control, the objective of this study was to analyze the number
and morphology of chromosomes, as well as the behavior of the mitotic chromosomes of this
species.

2.1.2. MATERIALS AND METHODS

Seeds of E. heterophylla were collected from 40 plants, from different cultivated
areas of Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, Minas Gerais, Brazil. About 500 seeds were
randomly selected from the original pool of seeds and germinated in gerbox, containing
germtest paper moist with distilled water. The seeds that had 0.5 to 1.0 cm long roots were
submitted to four types of pre-treatments: 1) 0.5% colchicin for 2 to 5 hours, at room
temperature; 2) 0.5% colchicin for 16 to 24 hours, at 4°C; 3) 0.0029 M 8-Hydroxyquinoline for
2 to 5 hours, at room temperature; 4) 0.0029 M 8-Hydroxyquinoline for 16 to 24 hours, at
4°C. Next, roots were washed in distilled water for 5 minutes. They were immediately fixed,
in a solution previously cooled at -20°C. The fixer solution was a methanol-acetic acid
solution mixed in a 3:1 (V/V) proportion. Roots were stored in the fixer solution at -20°C for
24 hours.

The enzymatic maceration was done in 1.5 mL Eppendorf™ tubes containing a
solution of the enzymatic compound Flaxzyme™ (NOVO FERMENT™) and distilled water
1:40 (V/V) for 2 hours at 34°C. Roots were washed for removal of the enzymatic solution and
the digested material was stored at -20°C for 24 hours in Eppendorf™ tubes containing the

fixer solution.

Roots were transferred to a glass plate containing 1mL of fixer and the apical
meristem of each root was extracted and fragmented in a glass slide at an angle of
approximately 30°, with the use of a surgical knife and a stereomicroscope. Chromosomal



preparations were done by cellular dissociation of apical meristems, by adding three to five
drops of fixer at -20°C. The slides were air dried with fast movements and, then let dry, on a
hot plate at 50°C. Staining of the slides was done with a 5% Giemsa solution, in phosphate
buffer pH 6.8, for 15 minutes at room temperature. Finally, the slides were washed in distilled
water and dried in a hot plate at 50°C.

2.1.3. RESULTS AND DISCUSSION

The analysis of 500 somatic cells of E. heterophylla indicated that the species
exhibits 2n=28 chromosomes (Figure 1). This same chromosomal number has been also
cited by Hans (1973) and Kissmann & Groth (1997). x=7 is one of the basic numbers of
chromosomes found in the genus Euphorbia (Léve, 1984), suggesting, that the species is
indeed tetraploid (Suda, 2001).

In metaphasic cells, it was observed that the largest chromosome pair of the
complement (pair number 1) exhibits a secondary constriction or nucleolar organizing region
(NOR), located at the short arm (Figure 1); and, at the interphase, one nucleolus was
identified per cell (Figure 2).

FIGURE 1 — Metaphasic chromosomes of Euphorbia heterophylla L.
treated with 8-HQ at 0.0029M, for 21h30min in 4°C.



FIGURE 2 - Interphasic cell of Euphorbia heterophylla L. Note
nucleolus distincted with Giemsa (asterisk).

The number of NORs and nucleoli found in E. heterophylla can be considered
characteristic of polyploidy. Generally, polyploids present less visible NORs in the
chromosome set than the expected by the sum of the diploid genomes (Vaughan et al.,
1993). A reduction in the number of NORs and nucleoli during polyploidization of Scilla
autumnalis was reported by Vaughan et al. (1993) that also argued the reduction in the
expression of NORs may be the result of nucleolar suppression.

The root meristematic cells of E. heterophylla L. submitted to 0.5% colchicin and
0.00029 M 8-Hydroxyquinoline (8-HQ) for 21h and 30min at 4°C allowed to obtain mitotic
metaphasic chromosomes. However, with the 8-HQ solution, better performances were seen
in relation to colchicin, since chromosomes pre-treated with this drug were more compacted
(Figure 3) than those treated with 8-HQ (Figure 1).



FIGURE 3 — Metaphasic chromosomes of Euphorbia heterophylla L.
treated with colchicin at 0.5%, for 21h30min in 4 °C.

Although colchicin is extensively utilized in cytogenetic studies (e.g. Hadlaczky et
al., 1983; Sharma & Sharma, 1999), the drug makes the identification of the chromosomes
secondary constrictions dificult. According to Singh (1993), 8-HQ is very useful in
chromosomal analyses because they allow a good visualization of the secondary
constrictions. In addition to allow a better packing of chromosomes, colchicin also tends to
induce chromosomal agglomerations, which is very pronounced after longer treatments
(Wang et al., 1986). Such agglomerative effect has not been observed in E. heterophylla.
Nonetheless, the absence of superposed chromosomes can be the result of the cellular
dissociation techniques and air-drying since, with both techniques slides with well spread
chromosomes can be obtained (See Carvalho & Saraiva, 1997).

In about 1% of the analyzed metaphases, chromosomal figures suggestive of
structural rearrangements in the genome of E. heterophylla were observed (Figure 4).



FIGURE 4 — Metaphasic chromosomes of Euphorbia heterophylla L.
treated with 8-HQ at 0.0029M, for 21h30min in 4°C.

Since the species is considered tetraploid, chromosomal rearrangements can rise
as a consequence of polyploidization (Schifino-Wittmann, 2004). However, the karyotype
dynamics hypothesis in E. heterophylla L. due to the use of herbicides cannot be discarded,
since, according to Christoffoleti et al. (1994), disturbances caused by man in agriculture can
trigger the evolution of invasive plants.

Pagliarini (2000) has analyzed gametic cells of several economically important
plants including E. heterophylla but did not report chromosomal rearrangement event in this
species. The differences between the results on chromosomal rearrangements presented in
this study and those of Pagliarini (2000) may have occurred due to the analysis of different
populations of E. heterophylla.

2.1.4. CONCLUSION



In summary, the 0.0029 M 8-HQ solution for 21h and 30min was efficient for
obtaining E. heterophylla metaphases, since it allowed the visualization of less compacted
metaphasic chromosomes and its secondary constrictions. The species exhibits 2n=28
chromosomes and one chromosome pair, number 1, with secondary constriction, in the
metaphase, and one nucleolus in each interphasic cell. The observation of chromosomal
structural rearrangements allowed to evaluate the importance of these events in the natural
evolution of E. heterophylla, or as consequence of the selective pressure because of the use
of herbicides. Future studies will clarify the evolutionary aspects of the karyotype of this

species.



2.2. CAPITULO 2

Esse capitulo, intitulado como “Germinacdo de sementes de Euphorbia
heterophylla (Euphorbiaceae) suscetiveis e resistentes aos herbicidas inibidores da ALS
apds tratamentos pré-germinativos”, foi submetido a publicacdo na Revista Acta Botanica
Brasilica.

2.2.1. INTRODUCAO

Euphorbia heterophylla (Euphorbiaceae), nativa de regibes tropicais e
subtropicais das Américas (Wilson, 1981), é uma planta invasora de grande importancia
econdmica, pois apresenta crescimento rapido e forma densa cobertura sobre as plantas
cultivadas (Kissmann & Groth, 1997). E uma espécie muito freqiiente em todo o Brasil
(Kissmann & Groth, 1997) e, em plantacGes de soja, cada dez plantas de E. heterophylla/m?
reduz em 7% o rendimento de grdaos (Chemale & Fleck, 1997).

O surgimento de E. heterophylla como um problema agricola tem sido o resultado
de alteragbes de praticas de cultivo. O uso de controle quimico com herbicidas (Deuber,
1992) tem afetado a resisténcia da planta aos herbicidas inibidores da enzima acetolactato
sintase ou ALS (Gelmini et al., 2001). Embora os mecanismos e processos organicos
envolvidos na resisténcia de plantas a herbicidas sejam ainda pouco conhecidos, eles séao
fundamentais para prevenir e retardar o surgimento de novas plantas resistentes
(Christoffoleti & Ovejero, 2004). Estudos sobre as diferentes estratégias de sobrevivéncia
entre plantas suscetiveis e resistentes (Vila-Aiub et al., 2005) e andlise de caracteristicas
bioecolégicas que favorecam a selegcdo de bibtipos resistentes sdo indispensaveis ao
manejo das plantas invasoras (Christoffoleti & Ovejero, 2004). N&o obstante a importancia
econbmica e a realizagdo de estudos sobre o controle quimico de E. heterophylla (Costa,
1982), pouco se conhece sobre o desenvolvimento e a capacidade germinativa de suas

sementes.

Um dos fatores que dificultam o manejo desta espécie é a existéncia continua de
sementes em germinacao no banco de sementes (Costa, 1982). A maturacao dos frutos em
uma unica planta ndo acontece simultaneamente, sendo possivel a ocorréncia de duas a
trés geragbes por ano (Kissmann & Groth, 1997). As sementes sao duras, asperas
(Kissmann & Groth, 1997) e, quando armazenadas, apresentam dorméncia (Brasil, 1992;
Kissmann & Groth, 1997).



A dificuldade de germinagao ou dorméncia em sementes ocorre por diferentes
mecanismos, variando segundo a espécie (Costa et al, 2005) e € uma caracteristica
hereditaria (Carvalho & Nakagawa, 1980). No caso de E. heterophylla, o tegumento possui
células mucilaginosas ao redor da semente, que podem constituir uma barreira para entrada

de agua e oxigénio (Suda & Pereira, 1997).

A analise de mecanismos para a superagao da dorméncia é Util na avaliagéo da
qualidade fisiolégica das sementes (Martins & Da Silva, 1998). Diversos métodos tém sido
utilizados em laboratério (Eira et al., 1993) e uma alternativa é o uso de tratamentos pré-
germinativos quimicos (Smiderle & De Sousa, 2003), térmicos (Costa et al., 2005) ou testes
de iluminacao (Brasil, 1992). Contudo, alguns tratamentos podem acarretar em prejuizo nas
taxas de germinacao (Kaye, 1997). Segundo Eira et al. (1993), além de eficaz na superacao
da dorméncia, o tratamento também deve ter baixo custo e praticidade.

Estudos sobre metodologias eficientes de superacdo da dorméncia e a obtencao
de germinacdo mais rapida e uniforme das sementes de E. heterophylla séo de importancia
fundamental para a ampliagdo do conhecimento sobre a biologia, dindmica de bancos de
sementes, manejo e controle dessa espécie, bem como para analisar a acdo de herbicidas.
Nesse estudo, foi avaliada a dorméncia de sementes em armazenamento, a existéncia de
germinacao diferencial das sementes dos bibtipos suscetiveis e resistentes aos herbicidas
inibidores da ALS, bem como os efeitos de tratamentos pré-germinativos quimicos, térmicos

e de iluminagdo entre tais de E. heterophylla.

2.2.2. MATERIAL E METODOS

Sementes de E. heterophylla suscetiveis e resistentes aos herbicidas inibidores
da ALS foram coletadas na Coamo Agroindustrial Cooperativa, Campos Mourdo — Parana,
Brasil, em regides de cultivo de soja. O estudo experimental foi conduzido no Laboratério de
Manejo de Plantas Daninhas e Dindmica de Herbicidas, localizado na EMBRAPA Milho e
Sorgo, em Sete Lagoas, M.G.

As sementes de bibtipos suscetiveis e resistentes foram acondicionadas
individualmente, em envelopes de armazenamento, a temperatura de 25°C. Apdés um ano de
estocagem, algumas sementes foram semeadas em vasos (uma semente por vaso) com
capacidade para 1 litro, contendo como substrato, latosolo vermelho com textura argilosa e
mantidas em casa-de-vegetacao a 30°C, até a obtencado de novas sementes. As sementes
de cada planta foram coletadas e armazenadas, separadamente, de outubro a dezembro,
sob condi¢des ambientais.

Para pré-tratamento das sementes resistentes e suscetiveis, foram realizadas

imersdes em: agua destilada a 80°C, por 5 minutos — Tratamento 1; agua destilada a 80°C,



por 5 minutos, seguida de agua destilada a 13°C, por 1 minuto — Tratamento 2; agua
destilada a temperatura ambiente, por 24 horas — Tratamento 3; alcool etilico 95%, por 5
minutos — Tratamento 4; acetona 95%, por 5 minutos — Tratamento 5; hipoclorito de sodio
10%, por 5 minutos — Tratamento 6; permanéncia em luz continua por 24 horas —
Tratamento 7; controle, in natura — Tratamento 8.

Os testes de germinacéao foram realizados com 200 sementes por tratamento, em
quatro repeticdes. Apds a aplicacdo dos tratamentos, as sementes foram colocadas para
germinar em gerbox com duas folhas de papel filiro previamente umedecido com agua
destilada. As gerbox contendo sementes dos tratamentos um a sete foram mantidas em sala
de germinagao sob regime constante de luminosidade e temperatura (30°C). As sementes
do tratamento controle foram mantidas no escuro, a 30°C. As avaliacoes das sementes
germinadas foram realizadas diariamente, até 30 dias ap6s a aplicagdo dos tratamentos.

Os valores de porcentagens de germinacdo obtidos de experimentos
inteiramente casualizados foram transformados em ArcSenvx. Realizou-se a andlise de
variancia dos dados pelo teste F e, em caso de significancia, as médias foram comparadas
pelo teste Tukey (P<0.05).

2.2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As taxas de germinacdo dos bibtipos resistente e suscetivel, na auséncia de
luminosidade e tratamentos pré-germinativos foram, respectivamente, de 53,5% e 48,05%,
evidenciando que sementes de E. heterophylla estocadas por trés meses nao apresentaram
dorméncia e permaneceram viaveis a germinacao (Tabela 1). Esses dados estdo em
concordancia com Suda & Pereira (1997), que relataram que o0 armazenamento das
sementes de E. heterophylla por até trés meses nao interfere no seu potencial germinativo.
Apesar de Ray (1984) relatar que os herbicidas inibidores da ALS reduzem a sintese de
proteinas, impedem a translocacdo de carboidratos e paralisam a divisdo celular, a
germinacao do bibtipo suscetivel de E. heterophylla decorreu normalmente. Os bi6tipos
suscetiveis apresentam a mesma adaptabilidade ecolégica que os bibtipos resistentes aos
herbicidas inibidores da ALS, significando os efeitos minimos do alelo ou alelos que
conferem resisténcia sobre o potencial adaptativo das plantas resistentes (Carvalho, 2004).

TABELA 1 - Porcentagens de germinacdo de sementes de Euphorbia heterophylla

submetidas a tratamentos pré-germinativos

Tratamento % Germinacao
Resistente Suscetivel




Agua 80°C 78.35 bc A 45.42 ab B
Agua 80°C + 13°C 67.08 cd A 23.54 c B
Agua 24 horas 33.12efns 33.12bcns
Alcool etilico 30.62fB 45.62 ab A
Acetona 64.79 cd ns 62.29 ans
Hipoclorito de sédio 93.12a A 53.33aB
Luz por 24 horas 92.71ab A 54,79 aB
Controle 53.50 de ns 48.05 ab ns

Médias seguidas por letras minusculas distintas nas colunas e por letras
mailsculas distintas nas linhas diferem entre si pelo teste Tukey (5% de
probabilidade)

A andlise da influéncia dos tratamentos pré-germinativos térmicos demonstrou que
o aquecimento a 80°C estimulou a germinacdo das sementes resistentes. Resultados
diferentes foram obtidos com o bidtipo suscetivel. A taxa de germinacdo das sementes
suscetiveis aquecidas a 80°C nao diferiu, estatisticamente, das sementes do tratamento
controle. A alternancia térmica (4gua a 80°C + 13°C) acarretou em prejuizo da germinagao
das sementes do biétipo suscetivel, sendo considerado o pior tratamento para as sementes
de tal biétipo (reducdo da germinacdo em aproximadamente 49%). A alteragdo de
temperatura pode provocar danos ao embrido, impedindo a germinagcao das sementes
(Alves et al., 2000). Ao que tudo indica, as sementes resistentes toleram melhor as
mudangas de temperatura, quando comparadas as sementes suscetiveis. Esses resultados
nao corroboram com Christoffoleti & Ovejero (2004), que relataram que nao existem
diferencas no desenvolvimento de ambos os biétipos de E. heterophylla.

Houve consideravel redugcao da porcentagem de germinagdo das sementes do
biétipo resistente de E. heterophylla, quando imersas em agua destilada, por 24 horas. Em
algumas plantas, as sementes necessitam ser embebidas por longos periodos em agua
para que ocorra a germinagao, como € o caso de Strelitzia reginae. O tratamento de imersao
em agua a 25°C aumentou o percentual de germinacao e vigor das sementes da espécie
(Barbosa et al., 2005). De acordo com Carvalho & Nakagawa (1980), a impermeabilidade do
tegumento & agua pode retardar a germinacdo de sementes. E o que ocorre com E.
heterophylla, pois a produ¢do de mucilagem pelas células do tegumento dificulta a entrada
de agua e oxigénio na semente (Suda & Pereira, 1997).



O élcool etilico 95% foi o tratamento mais prejudicial a emergéncia de radiculas do
biétipo resistente. O mesmo tratamento nao alterou a germinacao das sementes suscetiveis.
A acetona a 95% nao alterou a germinacao das sementes de ambos os bibtipos. Os
solventes organicos podem alterar estrutural do tegumento, facilitando a germinagdo das
sementes (Toledo & Marcos Filho, 1977), o que ndo ocorreu com as sementes de E.
heterophylla.

O tratamento com hipoclorito de so6dio 10% aumentou a taxa de germinacao das
sementes resistentes em 39,62%, sendo a melhor substancia e o tratamento mais efetivo
para acelerar a germinacao do biotipo resistente. Contudo, a substancia nao proporcionou
alteragdes na taxa de germinagao do biétipo suscetivel. Por ser um potente agente oxidante,
modificar as propriedades das membranas celulares do tegumento, fornecer oxigénio ao
embrido (Hsiao & Quick, 1984), o hipoclorito de sédio pode ter estimulado a germinagao de
algumas sementes de E. heterophylla, como é o caso do biétipo resistente.

A taxa de germinacdo das sementes resistentes de E. heterophylla aumentou
consideravelmente, quando submetidas a luminosidade continua. A presenca de luz nao
alterou a germinagao das sementes do bidtipo suscetivel. Esses resultados estdo de acordo
com Suda & Pereira (1997) e Brasil (1992), que relataram que as sementes de E.
heterophylla sao fotoblasticas positivas.

2.2.4. CONCLUSAO

A avaliacdo da germinacdo de sementes resistentes e suscetiveis de E.
heterophylla, sob diferentes condi¢cdes de pré-tratamento, permitiu verificar que:

- A dorméncia das sementes armazenadas por trés meses nao foi alterada. Como a
diferenca entre as porcentagens de germinacdo de sementes resistentes e
suscetiveis ausentes de tratamento nao foi significativa, ndo se pode dizer que
existe relagao entre bibtipo e presenca de dorméncia;

- A necessidade de embebicdo da semente, por tempo prolongado, para inicio da
germinacao ndo é uma caracteristica das sementes de E. heterophylla.

- Os tratamentos pré-germinativos mais eficazes em alterar, positivamente, a
porcentagem de germinac¢ao do bidtipo resistente foram o hipoclorito de sédio e a

luz continua;

- Entre os tratamentos pré-germinativos utilizados, nenhum foi o suficiente para

acelerar a germinagao do biétipo suscetivel;

- Houve aumento da porcentagem de germinacao de sementes do bibtipo resistente
submetidas ao tratamento térmico a 80°C. O mesmo tratamento nao facilitou a
emergéncia de radiculas das sementes suscetiveis. Dessa forma, sugere-se que



as sementes de plantas suscetiveis sejam menos sensiveis ao aumento de

temperatura do que as sementes de plantas resistentes;

- O élcool etilico 95%, por 5 minutos, proporcionou prejuizo da germinagdo de
sementes resistentes, sugerindo que a substancia pode provocar danos ao
embrido;

- As diferencas de germinacao encontradas entre os biétipos resistente e suscetivel
submetidas aos diferentes tratamentos podem ser o resultado de alteragbes
fisiologicas provocadas pelo fator resisténcia, visto que ambos os bibtipos
apresentam mesma origem e foram submetidas a condi¢gbes similares de
armazenamento e germinagao.

Estudos sobre a germinacao diferencial de sementes tém-se tornado importantes
na atualidade, visto ao impacto que as plantas daninhas proporcionam na agricultura e
pecuaria. A invasao por espécies daninhas pode conduzir a mudancgas drasticas no
funcionamento e estrutura de ecossistemas, através da redugcédo na riqueza de espécies,
modificando a qualidade dos solos e processos geomorfolégicos (Mack et al., 2000). Na
tentativa de limitar o impacto de plantas daninhas nos habitats naturais ou transformados
pelo homem, é necessario entender os principais mecanismos que permitem as plantas

tornarem-se daninhas (Blossey & Nétzold, 1995).

2.3. CAPIiTULO 3

Esse capitulo, intitulado como “Andlise da viabilidade de sementes de Euphorbia
heterophylla’, foi submetido a publicacdo na Revista Planta Daninha.

2.3.1. INTRODUCAO

As plantas daninhas sdo caracterizadas por produzirem sementes com alta
produtividade, viabilidade elevada e mecanismos de dorméncia das sementes (Baker,
1974). As plantas daninhas germinam espontaneamente em areas de atividades agricolas,



provocando impactos negativos sobre o rendimento das plantas cultivadas (Blanco, 1972) e
representando elevados custos em seu controle. Produtos quimicos, como herbicidas, tém

sido a principal alternativa de controle das plantas daninhas (Christoffoleti, 2004).

A resisténcia aos herbicidas € um mecanismo de resposta evolutiva plantas
daninhas (Monquero & Christoffoleti, 2001), que esta intimamente relacionada ao aumento
da variabilidade genética desta populacdo de plantas, em decorréncia da pressado de
selecdo causada pelo uso repetitivo de herbicidas com o mesmo principio ativo. Esta
pressao de selecao satisfatoria tem proporcionado a sobrevivéncia de genétipos de plantas
daninhas em condi¢cGes ambientais diversas (Christoffoleti & Ovejero, 2004).

A resisténcia a herbicidas age de forma a permitir a manutengéo e reproducao de
algumas plantas daninhas (bi6tipos resistentes), apds a exposicao a dose de um herbicida
que, normalmente, seria letal aos outros individuos da mesma espécie (Kissmann, 1996).
Os herbicidas que inibem a enzima acetolactato sintase (ALS) impedem a sintese dos
aminoacidos leucina e isoleucina, conseqlientemente, induzem a paralisagdo da divisdo
celular e o crescimento das plantas daninhas (Kissmann, 2003). No Brasil, foram
catalogadas oito espécies de plantas daninhas resistentes aos herbicidas inibidores da ALS
(Heap, 2007), dentre elas, Euphorbia heterophylla é considerada a espécie mais prejudicial
as culturas, devido a sua capacidade de sobrevivéncia em condi¢cdes ambientais adversas,
como seca, com elevada producgéao e dispersao de sementes (Trezzi et al., 2006).

Euphorbia heterophylla € uma planta daninha nativa das regides tropicais e
subtropicais das Américas (Kissmann & Groth, 1997), sendo muito encontrada no sudeste,
sul e centro-oeste do Brasil (Cronquist, 1981). A espécie apresenta rapido crescimento, alta
capacidade reprodutiva e causa perdas consideraveis na produtividade das culturas, de
soja, banana, arroz, feijao e milho (Kissmann & Groth, 1997), ocorrendo também em regides
de pastagens e areas urbanas (Brandao et al., 1995).

A manutencdo da viabilidade das sementes de plantas daninhas, apés a
dispersao, origina bancos de sementes no solo e provaveis reinfestagbes nas areas de
culturas (Guimaraes et al., 2004). A capacidade germinativa de um lote de sementes pode
ser avaliada através do teste de germinacgéo (Brasil, 1992), entretanto, sementes dormentes
podem ter a sua viabilidade subestimada (Ellis et al., 1985). O teste de tetrazélio se constitui
numa alternativa de reforgo para a analise da viabilidade e do vigor de sementes, (Grabe,
1976; Brasil, 1992). Este teste se baseia na alteragcdo colorimétrica dos tecidos vivos em
presenca da solugao de tetrazolio, cuja alteragéo na coloragao reflete a agdo enzimatica de
desidrogenases presentes na atividade respiratéria das células, que reduzem o tetrazdlio a
Formazan, que € um produto insolivel e vermelho. A redugdo do tetrazélio indica, dessa



forma, a viabilidade celular do tecido da semente,em tecidos inviaveis ndo reagem com a

solugédo de tetrazolio e, portanto, mantém a sua coloragé@o natural (Brasil, 1992).

Como a qualidade das sementes de E. heterophylla ainda nao foi amplamente
analisada (Trezzi et al., 2006) e a espécie causa impacto econdmico significativo para a
agricultura, esse estudo objetivou avaliar a viabilidade e dorméncia de sementes de E.
heterophylla suscetiveis e resistentes aos herbicidas inibidores da enzima ALS, apds serem
armazenadas-durante 14 meses, bem como avaliar a eficacia dos testes de germinagéo e

tetrazélio na determinacao da viabilidade destas sementes.

2.3.2. MATERIAL E METODOS

As sementes de E. heterophylla foram obtidas em éareas de cultivo de soja da
Coamo Agroindustrial Cooperativa em Campos Mourao — no estado Parana.

A semeadura e a manutencdo das plantas, bem como o armazenamento das
sementes foram realizados na Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, M.G. Brasil. Trinta
sementes dos bibtipos resistente e susceptivel aos herbicidas inibidores da enzima ALS
foram semeadas em vasos, sendo uma semente por vaso com capacidade para 1 litro de
substrato formado por latossolo vermelho de textura argilosa. Os vasos foram mantidos em
casa-de-vegetacdo a 30°C e as sementes produzidas por cada planta foram coletadas no

més de setembro e em seguida armazenadas durante 14 meses.

Teste de germinacao

As sementes foram colocadas em caixa gerbox com duas folhas de papel filtro
umedecidas com &gua destilada e submetidas a temperatura constante de 25°C. As
sementes de cada biétipo foram mantidas sob dois tipos de tratamento: a) auséncia de luz e
b) luminosidade artificial e continua. As avaliagbes foram realizadas diariamente, sendo
consideradas germinadas, as sementes com radiculas, folhas primarias e cotilédones
normais. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, tendo quatro repeticoes,

com cada tratamento constituindo por 30 sementes de cada bibtipo.

Teste de tetrazolio

As sementes foram imersas em agua destilada, durante 18 horas e, em seguida,
cada semente foi seccionada longitudinal-diagonalmente, evitando-se atingir o eixo
embriondrio. As sementes seccionadas foram distribuidas em papel-filtro embebido na agua
destilada e colocadas em placas de Petri contendo solugao de tetrazélio a 1%. As placas de
Petri foram envoltas em papel aluminio e mantidas a 30°C, no escuro e em estufa BOD, por
18 horas (Brasil, 1992). Ap6s a incubagao, as sementes foram lavadas e mantidas em agua



destilada até o momento da avaliagdo. Os embrides e os endospermas foram analisados
com o auxilio de microscépio estereoscédpica e considerados viaveis, aqueles quando
completamente corados, de acordo com os critérios estabelecidos por Brasil (1992). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, tendo quatro repeticées, com cada
tratamento constituido por 50 sementes de cada biétipo.

Todos os dados obtidos dos testes de germinacdo e tetrazdlio foram
transformados em ArcSenvx. Realizou-se a anélise de variancia dos dados pelo teste F e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%, com a utilizagdo do software JMP 5.0
(SAS Institute Inc.) na analise estatistica.

2.3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes de E. heterophylla suscetiveis e resistentes aos herbicidas
inibidores da ALS armazenadas por 14 meses mantiveram sua viabilidade (Tabela 1). Dados
semelhantes foram encontrados por Vidal & Trezzi (2000). Bi6tipos de Bidens pilosa
suscetiveis e resistentes aos herbicidas com o0s mesmos mecanismos de acgao
demonstraram viabilidade similar (Christoffoleti, 2001). Ha evidéncias de que plantas
daninhas suscetiveis e resistentes aos herbicidas inibidores da enzima ALS apresentam
desenvolvimento similar (Christoffoleti et al., 1994).

TABELA 1 - Viabilidade de sementes de Euphorbia heterophylla submetidas aos testes de
germinacao e tetrazdlio, apés 14 meses de armazenamento em condi¢des varidveis de
temperatura. AL — Sementes germinadas em auséncia de luz; LC — Sementes germinadas

sob luz continua.

Gendtipo Sementes viaveis (%)
Germinacao Tetrazdlio
AL LC
Resistente 33,59 ¢ 48,28 b 72,00 a
Suscetivel 28,81 c 45,18 b 69,00 a

Médias seguidas por letras minusculas distintas diferem entre si pelo teste Tukey (5%
de probabilidade).



A viabilidade das sementes de E. heterophylla analisada por meio do teste de
tetrazélio diferiu significativamente dos resultados obtidos pelos testes de germinacgao,
registrando-se no primeiro teste as maiores taxas de viabilidade potencial das sementes
resistentes (72%) e suscetiveis (69%). Na analise das espéices Senna multijuga e S.
macranthera, as viabilidades das sementes obtidas pelo teste de tetrazélio foram superiores
as meédias referentes ao teste de germinagéo (Ferreira et al.,, 2004). Diferencas percentuais
acima de 5% entre os testes de tetrazdlio e germinacdo podem ocorrer em virtude da
presenca de dorméncia em algumas sementes nas amostras (Kryzanowski et al., 1999). A
discordancia entre as médias de sementes viaveis obtidas por meio das avaliagdes pelos
testes de tetrazélio e germinacdo pode ter decorrido como conseqiiéncia de mecanismos
que regulem a germinagao, ja que as sementes de E. heterophylla apresentam dorméncia
(Brasil, 1992; Kissmann & Groth, 1997). As células do tegumento das sementes dessa
espécie produzem uma mucilagem, o que poderia dificultar a entrada de agua e oxigénio
(Suda & Pereira, 1997) e, consequentemente, a impermeabilidade do tegumento a agua
retardaria a germinagao de sementes (Carvalho & Nakagawa, 1980). Todavia, a relevancia
da mucilagem nas sementes de E. heterophylla n&o foi ainda estudada.

Nos testes de germinacdo, na auséncia e presenca de luminosidade artificial e
continua, foi verificada diferenca significativa no percentual de sementes germinadas, cujas
médias de sementes submetidas a luz foram superiores as médias de sementes germinadas
na auséncia de luz. Tais resultados estdo em concordéncia com os de Suda & Pereira
(1997) e Brasil (1992), com relatos sobre as sementes de E. heterophylla que sé&o
fotoblasticas positivas. A necessidade de luminosidade no processo de germinagdo das
sementes de E. heterophylla pode estar relacionada a temperatura e ao fotoperiodo em que
ocorreu a maturagao dos frutos da planta parental, pois sementes produzidas em condicées
artificiais similares as estacdes de verdo, outono ou inverno e mantidas a temperatura

constante de 25°C necessitam de luz para a germinacao (Suda & Pereira, 1997).

2.3.4. CONCLUSAO

As sementes de E. heterophylla suscetiveis e resistentes aos herbicidas
inibidores da enzima ALS apresentam dorméncia e viabilidade similares ap6s 14 meses de
armazenamento, sob as mesmas condi¢gdes ambientais. Levando-se em consideracdo o
percentual de sementes suscetiveis e resistentes aos herbicidas inibidores da enzima ALS
avaliados pelos testes de tetrazélio e germinacao, pode-se dizer que as sementes desta
espécie possuem a mesma capacidade de manutencdo da viabilidade. A andlise
comparativa entre os testes de germinacgéo e tetrazo6lio demonstrou a superioridade do teste
de tetrazélio em avaliar a qualidade das sementes de E. heterophylla devido a presenca de

sementes dormentes na amostragem.



2.4. CAPITULO 4

Esse capitulo, intitulado como “Efeito do Chlorimuron-ethyl no em biétipos
resistentes e suscetiveis de Euphorbia heterophylla’, foi submetido a publicacdo na Revista
Planta Daninha.

2.4.1. INTRODUCAO

O uso freqliiente de um mesmo herbicida ou herbicidas com agcdo em um Uunico
local de uma via metabdlica tem permitido a selecdo de plantas resistentes a estes
compostos quimicos. Dentre os fatores que permitem o desenvolvimento da resisténcia, a
diversidade genética das plantas daninhas é uma resposta evolutiva importante para a
sobrevivéncia das espécies em areas agricolas (Monquero & Christoffoleti, 2001).

Os herbicidas interferem em processos vitais para as plantas, podendo alterar ou
bloquear uma série de eventos fisioldgicos e metabdlicos que inviabilizam o
desenvolvimento de células ou de todo o organismo (Melhoranca & Pereira, 2000). Alguns
herbicidas inibem a acetolactato sintase (ALS), enzima que catalisa a sintese dos
aminoacidos essenciais valina, leucina e isoleucina (Trezzi & Vidal, 2001). As plantas
daninhas resistentes aos herbicidas inibidores da ALS apresentam alteragcdo do gene que
codifica tal enzima (Shaner, 1991). Consequlientemente, a enzima ALS nesse grupo de
plantas apresenta modificagdes na sua sequéncia protéica. Sendo assim, os aminoacidos
essenciais sao produzidos mesmo na presenca do herbicida no organismo (Weed Science,
2004).

Os herbicidas inibidores da ALS sdo amplamente utilizados no manejo de
Euphorbia heterophylla, o que desencadeou a selecao de bibtipos resistentes da espécie em
regides do Centro-oeste (Melhoranga & Pereira, 2000), Sudeste (Gelmini et al., 2001) e Sul
do Brasil (Winkler & Vidal, 2004).

E. heterophylla é uma planta daninha altamente competitiva com monoculturas
como a soja (Chemale & Fleck, 1997) e o seu rapido crescimento e multiplicacao (Kissmann
& Groth, 1997) geram perdas econémicas importantes, pois cada dez plantas daninhas da
espécie por m? reduzem em 7% o rendimento de graos durante o ciclo da cultura (Chemale
& Fleck, 1997).

O conhecimento sobre as caracteristicas das plantas daninhas e a
documentacdo das respostas que estas plantas apresentam apds a aplicacdo dos



herbicidas é de grande relevancia para se evitar o surgimento de novos bi6tipos resistentes
(Christoffoleti & Ovejero, 2004). Em virtude da escassa literatura existente sobre os efeitos
da resisténcia de E. heterophylla e a importancia econébmica que a espécie representa para
a cultura de soja, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do herbicida chlorimuron-ethyl
(inibidor da ALS) em bidtipos suscetivel e resistente de E. heterophyilla.

2.4.2. MATERIAL E METODOS

As sementes dos bibtipos suscetiveis (S) e resistentes (R) aos herbicidas
inibidores da ALS de E. heterophylla foram coletadas em regides de cultivo de soja, na
Coamo Agroindustrial Cooperativa, Campos Mourao, Parand, Brasil. A obtengdo de novas
sementes, manutencdo das plantas e os tratamentos com o herbicida chlorimuron-ethyl
foram realizados na Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, Minas Gerais, Brasil.

As sementes dos bidtipos R e S de E. heterophylla foram colocadas,
separadamente, em vasos com capacidade para 1 litro (uma semente por vaso) a 1,0 cm de
profundidade no substrato latosolo vermelho com textura argilosa.

O desenvolvimento e a manutengéao das plantas foram realizados em casa-de-
vegetacdo com temperatura maxima de 30°C e, ao atingirem de seis a oito folhas, cada
planta teve sua folha com maior expansao marcada com etiqueta plastica. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com 11 repeticdes. Foram utilizados
cinco tratamentos para cada bidtipo descritos a seguir: a) T1 - Controle ou auséncia da
aplicacao do herbicida chlorimuron-ethyl; b) dosagens de chlorimuron-ethyl: em kilogramas
por hectare: T2 — 0,014; T3 — 0,031; T4 — 0,062; T5 — 0,127; T6 — 0,25; T7 — 0,511; T8 —
1,022. Apos sete dias, quando as plantas atingiram o estagio de seis a oito folhas, foram
aplicadas as dosagens do produto sobre a parte aérea das plantas, com o auxilio de um

pulverizador costal a pressao constante de COz, provido de barra pulverizadora com quatro

bicos tipo “leque” 110.02, com uma vazao de 240 I/ha. O produto foi aplicado as 14 horas,
sob condi¢des ambientais de 33°C e 47% de umidade relativa do ar.

O desenvolvimento das folhas marcadas foi mensurado através de medi¢des da
largura (LF) e do comprimento (CF) totais, com o auxilio de um paquimetro. O crescimento
em altura das plantas (CA) foi mensurado através de medi¢des da altura, desde o solo até o
apice do caule, com o auxilio de um paquimetro. As analises foram realizadas aos 30 dias
apos a aplicacao do herbicida.

A porcentagem de controle foi calculada utilizando-se a seguinte formula,
segundo Gazziero et al. (1998):

Porcentagem de Controle = 100 - [(D/C) X 100]

D, — Dados amostrais para CA, CF ou LF;



C — Média dos valores das plantas controle para as amostras de CA, CF e LF.

Foi considerado cem por cento (100%) de controle da caracteristica, quando o
desenvolvimento da caracteristica analisada foi reduzido a zero em relacdo ao controle.
Desta forma, 0% (zero) representa nenhum controle e 100% o controle total do herbicida
sobre a caracteristica analisada.

Os modelos de regressao logaritmitica (LN) foram ajustados as médias obtidas
dos dados observados, tendo como varidavel resposta, a percentagem de controle da
caracteristica analisada e a variavel fixa as dosagens do herbicida inibidor da ALS,
Chlorimuron-ethyl.

Os valores de GRsy (dose para 50% de controle do bidtipo resistente e do
suscetivel) foram obtidos a partir dos modelos ajustados. As relagdes médias de GRs, para
cada caracteristica foram calculadas, dividindo-se o GRs, do bi6tipo resistente pelo bidtipo
suscetivel (R/S). O niumero de vezes em que a dose necessaria para controlar 50% das
plantas do bi6tipo suscetivel foi considerado adequado quando superior ao valor com
mesmo efeito para o bidtipo resistente. Os dados formam analisados, utilizando-se o
software JMP 5.0 (SAS Institute Inc.).

2.4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias negativas obtidas aos 30 dias apds a aplicacao (Tabela 1) indicam o
estimulo do crescimento das plantas na dosagem do herbicida, quando comparadas ao
grupo de plantas controle. A dosagem de 0,031 Kg/ha do herbicida aumentou o
comprimento foliar dos bibtipos resistentes e suscetiveis e o crescimento em altura do

biétipo resistente.

Doses acima de 0,511 Kg/ha de chlorimuron ethyl controlaram em 100% o
crescimento das folhas (comprimento e largura) e da altura das plantas suscetiveis.
Nenhuma das dosagens utilizadas foi o suficiente para controlar em 100% o bibtipo

resistente.

A dose comercial de chlorimuron-ethyl (0,127 Kg/ha) controlou, em 21% e
30,28%, o crescimento em altura das plantas resistentes e suscetiveis, respectivamente. A
mesma dosagem diminuiu o comprimento foliar dos bibtipos resistente, em 7,32%, e
suscetiveis, em 20,32%. Para o crescimento em largura foliar, os indices de controle foram
de 37,18% (resistentes) e 71,15% (suscetiveis). Tais resultados demonstram que a dose
comercial do herbicida (0,127 Kg/ha) foi mais eficaz no controle do crescimento do biétipo
suscetivel do que no controle do bibtipo resistente.



TABELA 1 - Porcentagem média de controle de Euphorbia heterophylla, bidtipos resistente
(R) e suscetivel (S), em funcdo das doses do herbicida chlorimuron-ethyl para as
caracteristicas de crescimento em altura, crescimento do comprimento foliar e crescimento

do comprimento da largura foliar.

Doses Comprimento em Comprimento Foliar Largura Foliar (cm)
(Kg/ha) Altura (cm) (cm)
R S R S R S

0.014 7.74 19.64 6.16 11.25 18.27 29.49
0.031 -1.07 7.26 -0.95 -4.34 21.47 29.49
0.062 5.36 9.17 6.50 -19.24 15.60 43.91
0.127 21.00 30.28 7.32 20.32 37.18 71.15
0.250 17.85 30.53 17.68 19.71 19.23 68.75
0.511 38.93 100 30.22 100 46.58 100
1.022 26.57 100 38.21 100 42.31 100

Sendo o chlorimuron-ethyl um inibidor da enzima ALS (Christoffoleti, 2001), essa
classe de herbicidas altera a formacao de valina, leucina e isoleucina (Trezzi & Vidal, 2001),
aminodacidos importantes para a formagdo de proteinas estruturais que compdem o
organismo (Strayer, 1996). Desta forma, a ndo producdo destes aminodcidos significa
consequéncias drasticas para o crescimento vegetal (Salisbury & Ross, 1991).

Segundo Shaner (1991), uma modificacdo do gene responsavel pela codificagao
da ALS torna a planta resistente aos herbicidas inibidores da enzima. Tal modificagcao altera
a sequéncia de aminoacidos da enzima ALS de forma que herbicidas como o chlorimuron-
ethyl ndo conseguem mais provocar a inibicdo ndo da enzima (Carvalho, 2004). Isto
explicaria a menor porcentagem de controle do herbicida chlorimuron-ehtyl sobre o
crescimento foliar do bidtipo resistente.

As analises dos modelos de regressdao do crescimento em altura (Figura 1),
comprimento (Figura 2) e da largura (Figura 3) foliares mostram que o herbicida



chlorimuron-ehtyl é efetivo no controle do bidtipo suscetivel, alcancando, em todos as

caracteristicas, 100% de controle. O mesmo nao ocorre para o biétipo resistente. Assim, sob

efeito de herbicidas,

as plantas podem modificar

fotoassimiladores entre os seus 6rgaos.
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FIGURA 1 - Porcentagem de controle do crescimento em
altura de Euphorbia heterophylla, bi6tipos resistente e
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Vidal & Trezzi (2000) analisaram o crescimento de bibtipos de E. heterophylla,
suscetiveis e resistentes aos herbicidas inibidores da ALS e verificaram que ambos os
bidtipos apresentam taxas de crescimento similares. Mas por meio do presente estudo,
pbde-se observar que os bibtipos resistentes e suscetiveis da planta apresentam
caracteristicas de desenvolvimento dependente da dosagem aplicada do herbicida inibidor
da ALS.

Os valores de GRsy para as caracteristicas do crescimento analisadas (Tabela 2)
demonstram que apenas doses acima de 1,022 Kg/ha sao capazes de reduzir em 50% o
crescimento do biotipo resistente. Para o bidtipo suscetivel, entretanto, estes valores
encontram-se dentro das dosagens aplicadas.

Por meio das anadlises dos valores de GRs, pode-se inferir que a aplicagao da
dosagem comercial (0,127 Kg/ha) de chlorimuron-ethyl foi maior que a dose necessaria para
reduzir, em 50%, 0 crescimento em altura da planta e largura foliar, mas tal dosagem é
menor que a dose necessaria para proporcionar o mesmo efeito no crescimento do
comprimento da folha. As razdes encontradas de GRs, Resistente/Suscetivel mostram que é
necessario aplicar 16,45 vezes mais chlorimuron-ethyl em plantas resistentes do que em
suscetiveis para que ocorra a reducao do crescimento da largura foliar do biétipo resistente
em 50%. Para o crescimento do comprimento foliar, necessita-se aplicar 4,16 vezes mais
chlorimuron-ethyl em plantas resistentes do que a dose aplicada em plantas suscetiveis.

TABELA 2 - Doses (g/L) correspondentes ao GRs, dos bibtipos resistente (R) e suscetivel
(S) de Euphorbia heterophylla a aplicagao de chlorimuron-ethyl e a relagao R/S.

Parametro GRso R/S
Resistente (R) Suscetivel (S)
Comprimento em altura >4.26 0.450 >9.47
Comprimento foliar >4.26 1.025 >4.16

Largura Foliar >4.26 0.259 >16.45




Em condigbes de estresse, como parasitismo e deficiéncias hidricas do ambiente, o
crescimento dos limbos direito e esquerdo podem ser assimetricos (Lempa. et al, 2000;
Hodar, 2002). O dados obtidos sugerem que a aplicagdo comercial (0,127 Kg/ha) de
chlorimuron-ethyl pode provocar um crescimento diferencial entre largura e comprimento da

folhas de E. heterophylla.

2.4.4. CONCLUSAO

Pode-se concluir que o bibtipo resistente ndo foi controlado pelas doses de
chlorimuron-ethyl utilizadas, nem mesmo quando se aplicou uma dosagem oito vezes (1,022
Kg/ha) maior que a dosagem comercial (0,127 Kg/ha). Pdde-se verificar que o crescimento
das plantas e folhas (em largura e comprimento) variou em cada uma das dosagens
utilizadas. Observou-se que o crescimento em largura é mais sensivel ao herbicida do que o

crescimento em comprimento das folhas.

3. CONCLUSAO GERAL

Euphorbia heterophylla apresenta 2n=28 cromossomos, sendo considerado o
namero basico para a espécie, x=7. Ao que tudo indica, a espécie é polipldide, contendo
quatro conjuntos de cada cromossomos em células somaticas. Sendo assim, os bibtipos de
E. heterophylla suscetiveis aos herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS)
nao apresentam nenhum alelo que Ihes possibilitem a sobrevivéncia na presenca de tais
herbicidas, como o chlorimuron-ethyl. Ja os bidtipos de E. heterophylla resistentes aos
herbicidas inibidores da ALS, podem ter de um a quatro alelos dominantes, o que lhes
confere a caracteristica de resisténcia. Isso explicaria a existéncia de bidtipos de E.
heterophylla mais e outros menos resistentes aos herbicidas inibidores da ALS.

Quanto a germinacdo, dorméncia e viabilidade das sementes, os bittipos de E.
heterophylla suscetiveis e resistentes aos herbicidas inibidores da ALS apresentam
sementes com alto potencial germinativo, mesmo apdés 14 meses de armazenamento. A
presenca de luz e utilizagdo de tratamentos pré-germinativos permitem a germinacdao de um
maior nimero de sementes de ambos os bi6tipos. Tais dados sdo importantes na execugao
de experimentos que necessitem de alto nUmero de sementes germinadas, como na
citogenética, ou plantas, em analises morfofisioldgicas. Pelo teste de tetrazélio, observou-se
que a viabilidade das sementes dos bidtipos de E. heterophylla suscetiveis e resistentes aos
herbicidas inibidores da ALS pode ser subestimada, visto que as sementes que néao
germinaram podem estar dormentes, ao invés de invidveis, com algum dano no endosperma

ou embrido.



A aplicagao de chlorimuron-ethyl em plantas de E. heterophylla suscetiveis e
resistentes aos herbicidas inibidores da ALS possibilitou verificar, através das caracteristicas
de comprimento e largura foliares e altura das plantas, que altas doses do herbicida sédo
necessarias ao controle dos biétipos resistentes e que sub-doses de chlorimuron-ethyl, ao
invés de controlar, algumas vezes, favorecem ou estimulam o desenvolvimento dos biotipos
resistentes e suscetiveis. A maior porcentagem de controle da dosagem de chlorimuron-
ethyl comercialmente utilizada (0.127 Kg/ha) para os bibtipos resistentes foi de 37,18%, o
que indica que tal dose ja nao é eficiente para o controle de tais biétipos. Nem mesmo a
dosagem oito vezes superior a dose comercial (1.022 Kg/ha) foi o suficiente para controlar
em 100% os biotipos resistentes. Os dados encontrados sao relevantes por permitir verificar
que a dosagem comercial do herbicida chlorimuron-ethyl tem sido utilizada inutilmente no
controle de plantas resistentes de E. heterophylla, significando maiores gastos econémicos
pela necessidade de reaplicacées ou aplicagdo de super-doses do herbicida e que esse
herbicida, possibilita a sele¢do de bibdtipos com alto grau de resisténcia de E. heterophylla.
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