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1 INTRODUCAO

A planta daninha Euphorbia heterophylla L., conhecida popularmente como leiteira ou amendoim
bravo, tem seu centro de origem compreendido na regido Brasil-Paraguai (KISSMANN e GROTH,
1992) e estd amplamente distribuida no centro-sul do Brasil. Em levantamento efetuado no planalto do
estado do Rio Grande do Sul foi constatado que 74% das areas de soja apresentavam-se infestadas
com essa espécie (BIANCHI, 1996). Em lavouras de soja, cada 10 plantas de E. heterophylla/m?
reduzem 7% no rendimento de grdos quando o periodo de convivéncia entre as espécies dura todo o
ciclo da cultura (CHEMALE e FLECK, 1982).

Desde 1986, o controle de E. heterophylla tem sido realizado, principalmente, com herbicidas
inibidores das enzimas acetolactato sintase (ALS) (VIDAL e MEROTTO JR, 2001). Contudo, na ultima
década ocorreu o aparecimento de bidtipos da espécie resistente aos inibidores de ALS no Brasil
(VIDAL e MEROTTO JR, 1999; GAZZIERO et al., 1998). Ainda ndo existem publica¢fes na literatura
cientifica que identifiquem a distribuicdo geogréfica de E. heterophylla no Brasil. Em outros paises,
diversos trabalhos indicam que a distribuicéo de plantas daninhas resistentes apresenta ampla dispersao
nas areas agricolas (BOURGEOIS e MORRISON, 1997; BOURGEOIS, MORRISON e KELNER, 1997;
BECKIE et al., 1999; LEGERE et al., 2000; LLEWELLYN e POWLES, 2001).

Um anico gene, dominante e com heranca nuclear confere resisténcia aos inibidores de ALS
em E. heterophylla (VARGAS et al., 2001). A caracterizacdo genética das populacdes de leiteira
resistentes aos inibidores de ALS permitird identificar se a resisténcia ocorreu, simultaneamente, em
diversos locais ou se houve evento de selecéo que se disseminou para diversas areas do Pais mediante
disperséo de pélen/semente.

Marcadores do tipo randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) permitem caracterizar plantas
e microrganismos e avaliar a diversidade genética entre individuos da mesma espécie ou de diferentes
espécies (WILLIAMS et al., 1990). Técnicas de RAPD foram utilizadas para verificar a variabilidade
genéticaem Poa annua L., causada pela pressao de selecdo proveniente de aplicacédo de herbicidas
(SWEENEY e DANNEBERGER, 1995). A mesma técnica foi usada para avaliar a influéncia da aplicacao
de herbicidas na variagcao genética de Sinapsis arvensis L. (MOODIE, FINCH e MARCHAL, 1997).

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a distribuicdo de populacdes de E. heterophylla com
resisténcia aos herbicidas inibidores de ALS, em propriedades localizadas nas regies oeste e sudeste
do estado do Parana, determinar as principais praticas agrondmicas associadas a resisténcia e
caracterizar populacgdes resistentes geneticamente.

2 MATERIAL E METODOS

Sementes de diversas plantas de Euphorbia heterophylla, que apresentaram suspeita de
resisténcia aos inibidores de ALS, foram coletadas por engenheiros agrdbnomos em 103 lavouras de
soja, localizadas em 48 municipios das regides oeste e sudeste do estado do Parané (Figura 1).

A coleta ocorreu entre os meses de fevereiro e abril de 2002, sendo as amostras enviadas para
a Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Nessa regido, a espécie daninha floresce entre os
meses de janeiro e marco e produz sementes maduras de fevereiro a abril. Os locais de amostragem
apresentavam, no minimo, 50 plantas m2sobreviventes a aplicacédo do herbicida. Aproximadamente,
3000 sementes foram coletados em no minimo 20 plantas distribuidas ao acaso na area. Apés a
coleta das sementes, os agricultores responderam as perguntas contidas no Quadro 1.

Os frutos contendo as sementes foram inicialmente armazenados em sacos de papel e quando
estavam, devidamente, secos liberaram as sementes que foram armazenadas em temperatura ambiente.
Em agosto de 2002, as sementes foram colocadas em vasos com capacidade para 300 cm e mantidos
em casa de vegetacao. Sementes de plantas suscetiveis foram usadas no experimento como tratamento
controle. Como substrato, utilizou-se mistura de 33% de Argissolo Vermelho Distrofico tipico, 33% de
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areia e 33% de turfa. Quando a maior parte das plantas apresentava-se no estagio de quatro folhas foi
aplicado 200 g ha* do herbicida imazetapir, com adjuvante nao-iénico (0,2% v/v). Todo o procedimento
foi repetido duas vezes e apenas as populacfes com plantas sobreviventes as duas repeticdes foram
identificadas como resistentes.

FIGURA1- MAPA DO ESTADO DO PARANA EM QUE CADA PONTO REPRESENTA A
LOCALIZACAO APROXIMADA DE 2 LOCAIS DE COLETA DE SEMENTES DE
Euphorbia heterophylla EM LAVOURAS DE SOJA
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QUADRO 1- QUESTIONARIO PREENCHIDO APOS A COLETA DE FRUTOS/SEMENTES DE
Euphorbia heterophylla PARA ANALISAR FATORES AGRONOMICOS ASSOCIADOS
A RESISTENCIA

Informa 1 es da propriedade

Nome: Tamanho: Telefone:
ProprietAgo: Munic pio: Estado:
Sistema de preparo do solo (direto/convencional): Anos neste sistema:

Informa 1 es sobre o controle de ervas

Naenero de anos com suspeita de resistdacia: Tamanho da Agea suspeita:
Itimo herbicida usado: Dose: Surfactantes:

Outros herbicidas usados na safra: Dose: Surfactantes:

Herbicidas usados no ver2 o anterior: Herbicida usado 2 veri es antes:

Informa 20 sobre a cultura

Cultura no ver2o passado: Cultura h/2 ver es:

Informa 1 es sobre a colheita

Possui equipamento (sim/n?0) Colhe para vizinhos (sim/n2 o)

Pesticidas: R.Ecotoxicol. e Meio Ambiente, Curitiba, v. 14, jan./dez. 2004 87



Cinco populagdes que apresentaram resisténcia ao herbicida foram selecionadas, representando
0s municipios de Assis Chateaubriand, Maripa, Palotina e Toledo (2 amostras) para o trabalho de
caracterizacdo genética. Amostras de 0,2 g de tecido foliar para extracdo de DNA foram coletadas em
20 plantas, de cada populacéo, quando apresentavam quatro a cinco folhas. As folhas foram agrupadas,
formando “bulk” de DNA para cada populagao. O protocolo de extracéo foi adaptado do método de
brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), contendo Tris-HCI 1M, EDTA 0,5M, NaCl5M e 1,1% de CTAB.
Os reagentes SDS 20%, fenol, cloroférmio:alcool isoamilico (24:1 v/v), etanol absoluto e na concentracao
de 70% e acetato de amonio 1M foram utilizados em etapas sucessivas a fim de obter DNA de
gualidade. Efetuou-se a leitura e calculo dos comprimentos de onda do DNA, em nandmetros (nm),
que variaram de 1,7 a 2,0 através dos valores de absorbancia obtidos em espectrofotdmetro “Spectronic
Genesys 27,

Trinta primers com 10 nucleotideos de sequéncia arbitraria foram utilizados para verificar o
polimorfismo para a espécie: OPP 05, 06, 07,08, 09, 10; OPE 06,09, 10, 11, 12, 13; OPAF 18, 19, 20;
OPAD 01, 02,04, 08, 09, 10, 11, 17, 18; OPAG 01, 19, 20 e OPAI 14, 19, 20. Reacdes de amplificacdo
do DNA foram feitas pela técnica de reacédo em cadeia da enzima polimerase (PCR), programado para
1 min a 94°C, seguido por 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 35°C e 2 min a 72°C. Uma etapa de
extensao da cadeia de DNA por 10 min a 72°C foi incluida como passo final. As reag6es foram
preparadas para volume final de 25 L, contendo a solu¢ao tampao da enzima Tag DNA polimerase (20
mM Tris-HCl e 50 mM KClI), 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl, 0,24 uM de primer, 20 ng de DNA
e 1,2 unidades da enzima Tag DNA polimerase. Os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese
em gel de agarose 2%, em solugdo TBE (Tris-base, &cido bérico, EDTA). Os fragmentos amplificados
foram visualizados em gel, contendo brometo de etidio em transiluminador com radiac¢éo ultravioleta.
A imagem foi capturada em camara digital acoplada ao computador, sendo usado o programa Kodak
Digital Image.

Avaliou-se a presenga ou auséncia de bandas. O coeficiente de Jaccard foi usado para a
construcdo da matriz de distancias genéticas. A partir desses dados foi elaborado fenograma pelo
método unweighted pair groups method with arithmetic mean (UPGMA) de agrupamento hierarquico,
com o auxilio do programa computacional NTSYS (ROHLF, 2000).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Plantas resistentes ao herbicida testado foram confirmadas nos municipios de Anahy, Assis
Chateaubriand, Boa Vista do Toldo, Braganey, Cafelandia, Campina da Lagoa, Campo Bonito, Capanema,
Capitédo Lebdnidas Marques, Cascavel, Catanduvas, Céu Azul, Chopinzinho, Corbélia, Encantado do
Oeste 1, Espigdo Alto do Iguagu, Formosa do Oeste, Goioeré, Guaraniagu, Iguatu, Jesuitas, Juranda,
Maripa, Nova Aurora, Nova Cantu, Palotina, Palmeira, Pérola do Oeste, Quarto Centenario, Quedas do
Iguagu, Realeza, Santa Isabel do Oeste, Santa Tereza do Oeste, Sdo Miguel do Iguacu, Trés Barras
do Parana, Ubiratd, Vera Cruz do Oeste, Veré e Vitorino. Plantas de E. heterophylla, oriundas de
sementes coletadas em todos os locais sobreviveram ao herbicida testado, enquanto que a populacéo
utilizada como padrdo suscetivel morreu aproximadamente 25 dias apds a aplicacao do herbicida.
Esse resultado evidencia que populagdes de E. heterophyllaresistentes aos herbicidas inibidores de
ALS estdo amplamente distribuidas na regido amostrada do estado do Parana (Figura 1).

A andlise dos questionarios indicou que 72% das amostras foram coletadas em locais com
suspeita de resisténcia ha mais de 2 anos. Tal resultado n&o surpreende, visto que herbicidas inibidores
de ALS tém sido utilizados no Parana por pelo menos 15 anos. Ja foi previsto elevado incremento no
namero de casos de resisténcia em areas com utilizacao de produtos com 0s mesmos mecanismos
de ac&o (VIDAL e WINKLER, 2002).
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O sistema de preparo do solo com semeadura direta (popularmente chamado plantio direto),
verificado em todos os locais amostrados, tem sido usado por 76% dos agricultores por mais de 5
anos. Nesse sistema de preparo do solo, os agricultores sdo mais dependentes de herbicidas e quase
nao utilizam outras técnicas de manejo de ervas. A dependéncia intensa de herbicidas aumenta a
presséo de sele¢do de bidtipos resistentes aos mesmos nesse sistema de preparo (OWEN, 2001).

Houve utilizacdo muito intensa (78%) de herbicidas inibidores de ALS no ano da coleta de
amostras, ndo sendo constatada variacdo em rela¢éo aos anos anteriores. Entretanto, a necessidade
de utilizar o segundo herbicida para controlar E. heterophylla cresceu de 63 para 82%, quando se
compara o uso de herbicida dois anos antes da coleta das amostras. Tal resultado confirma a existéncia
de suspeita de resisténcia ha mais de 2 anos nas areas amostradas. Infelizmente, o segundo herbicida
utilizado em 63% das areas também pertencia ao grupo dos inibidores de ALS. Vérios fatores afetam
ataxa de evolucgao de biotipos resistentes na lavoura, mas 0s mais importantes envolvem a intensidade
do uso de herbicidas com o mesmo tipo de acéo e a freqiiéncia inicial do gene de resisténcia (WINKLER
e BARBOSA NETO, 2002). Resultados recentes indicam que em popula¢des de Lolium rigidum nunca
aspergidas com herbicidas inibidores de ALS, a frequiéncia inicial do gene de resisténcia pode ser da
ordem de 10* (PRESTON e POWLES, 2002). Tal fato explica o rapido aparecimento de biotipos
resistentes apos apenas 3 anos de uso de herbicidas desse grupo (POWLES et al., 1997).

A maioria dos locais (90%), nos anos anteriores a coleta de amostras, era usada para cultivo de
soja. As comunidades infestantes, que se desenvolvem em monocultura, tendem a apresentar elevado
banco de sementes de ervas devido a limitacdo nas alternativas de mecanismos de ac¢ao de herbicidas
disponiveis para seu controle (OWEN, 2001). Com elevado banco de sementes ocorre alta densidade
populacional, o que aumenta a probabilidade de selecéo de bidtipos resistentes na area (JASIENIUK,
BRULE-BABEL e MORRISON, 1996; VIDAL e FLECK, 1997). A maioria dos agricultores dos locais
amostrados possuia equipamentos de colheita proprio e nao efetuava a colheita para os vizinhos.
Assim, a dispersédo de sementes de ervas via sementes da cultura ndo era esperada.

Na analise com marcadores genéticos (RAPD) foram identificados 96 l6cus, dos quais 77 (80%)
apresentaram-se polimérficos. Dos 30 marcadores utilizados, 24 amplificaram e apresentaram boa
reprodutibilidade das bandas. As bandas analisadas variaram entre 300 e 2000 pares de bases (pb).
Os 24 marcadores utilizados nessa andlise produziram o total de 265 bandas. Das 265 bandas avaliadas,
32 (12%) corresponderam ao fragmento de 600 pb, 30 (11%) ao fragmento de 800 pb e 22 (8%) aos
fragmentos de 1100 e 1000 pb, constituindo as bandas mais comumente encontradas. Tal resultado
evidencia que a probabilidade desses fragmentos estarem associados a caracteristica de resisténcia
€ maior que nos fragmentos de 1450 pb, 400 pb e 300 pb, todos considerados raros com 0,37% de
ocorréncia.

Nas cinco populag8es testadas, o numero de fragmentos gerados por marcador variou de 3 a
24, com média de 11 bandas por marcador. A utilizacdo de marcadores moleculares de RAPD
possibilitou a identificacéo de coeficiente de similaridade de 43% entre as cinco populacdes do oeste
do estado do Parana testadas. Pela andlise de agrupamento hierarquico as popula¢des foram separadas
em dois grupos distintos, o primeiro representado pelas popula¢cfes 1 e 2 do municipio de Toledo e
pela populagao 3 do municipio de Palotina. O segundo grupo foi representado pelas populagdes 4 e 5
dos municipios de Maripa e Assis Chateaubriand, respectivamente (Figura 2).

A andlise genética ndo permitiu assegurar se houve dispersdo de sementes de E. heterophylla
resistente ao herbicida na regido analisada. Sabe-se que a espécie apresenta deiscéncia de sementes
via bolocoria (sementes liberadas pela auto fragmentagédo do fruto) cerca de um més antes da colheita
da cultura (KISSMANN e GROTH, 1992). Isto tornaria improvavel a disseminacao das sementes da
erva junto com a semente da cultura. O transporte de semente junto ao maquinario de preparo do solo
ou de semeadura, antes ou apds 0s eventos de selecéo de populagdes resistentes, pode ter contribuido
para a similaridade genética nas populacdes provenientes de municipios vizinhos. Contudo, ha
necessidade de andlise genética com mais populacdes para esclarecer esse ponto.
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FIGURA2- FENOGRAMA DE SIMILARIDADE GENETICA ENTRE 5 POPULACOES DE  Euphorbia
heterophylla L. DO ESTADO DO PARANA, COM COEFICIENTE MEDIO DE
SIMILARIDADE IGUAL A 43% (POPULACOES: 1 E 2 = MUNICIPIO DE TOLEDO; 3=
PALOTINA; 4 = MARIPA; E 5= ASSIS CHATEAUBRIAND)
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Os resultados evidenciaram que populacdes de Euphorbia heterophyllaresistentes aos herbicidas
inibidores de ALS estdo amplamente distribuidas no estado do Parana. Diversas praticas agrondmicas
tém favorecido a selecao dos biétipos resistentes, destacando-se a monocultura de soja e a utilizacdo
prolongada de herbicidas com um Unico mecanismo de acéo. A andlise genética ndo permitiu assegurar
se houve disperséo de sementes de E. heterophylla resistente ao herbicida na regido analisada.

ABSTRACT

Euphorbia heterophylla L. RESISTANT TO ACETOLACTATE SYNTHASE INHIBITING HERBICIDES:
DISTRIBUTION AND GENETIC OF BIOTYPES FROM PARANA STATE

The distribution of Euphorbia heterophylla L. species population resistant to acetolactate synthase inhibiting herbicides
were evaluated in properties located in the west and southeast of the state of Parana. The main agronomical practices
associated to the resistant and the characterization of the population genetically resistant were determined. E. heterophylla
seeds were collected in 103 locations of Parana state, during the year of 2002. In each location, farmers informed
soybean management practices adopted. RAPD analysis using 30 primers were performed on five populations of the
west of the state. The results evidenced that the E. heterophylla populations resistant to the ALS inhibiting herbicides of
are widely distributed in Parana state. Soybean monoculture together with the prolonged utilization of ALS inhibiting
herbicides, probably are associated with resistant population selection. The genetic analysis didn’t permit to assure if
there were dispersion of E. heterophylla seeds resistant to the herbicide in the region analysed.

KEY-WORDS: HERBICIDES, Euphorbia heterophylla L., GENETIC SIMILARITY; RAPD.

REFERENCIAS

1 BECKIE, H. J.; THOMAS, A.G.; LEGERE, A.; KELNER, D.J.; VANACKER, R.C.; MEERS, S. Nature, occurrence, and

90 Pesticidas: R.Ecotoxicol. e Meio Ambiente, Curitiba, v. 14, jan./dez. 2004



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

cost of herbicide-resistant wild oat (Avena fatua) in small-grain production areas. Weed Technology , Lawrence,
v.13, n.3, p.612-625, 1999.

BIANCHI, M.A. Programa de difus&o do manejo integrado de plantas daninhas em soja. In: REUNIAO DE PESQUISA
DE SOJA DA REGIAO SUL, 23, Porto Alegre, RS. Ata e Resumos... Porto Alegre:UFRGS, 1996. 125p.

BOURGEOIS, L.; MORRISON, I.N. A survey of ACCase inhibitor resistantwild oat in a high risk township in Manitoba.
Canadian Journal of Plant Science , Ottawa, v.77, n.4, p.703-708, 1997.

BOURGEQIS, L.; MORRISON, I.N.; KELNER, D. F Field and producer survey of ACCase resistant wild oat in Manitoba.
Canadian Journal of Plant Science , Ottawa, v.77, n.4, p.709-715, 1997.

CHEMALE, V.M.; FLECK, N.G. Avaliacdo de cultivares de soja (Glycine max (L.) Merrill) em competigcdo com
Euphorbia heterophylla L. sob trés densidades e dois periodos de ocorréncia. Planta Daninha , Campinas, v.5, p.
36-45, 1982.

GAZZIERO, D.L.P.; BRIGHENTI, A.M.; MACIEL, C.D.G.; CHRISTOFFOLETI, P.J.; ADEGAS, F.S.; VOLL, E. Resisténcia
de amendoim-bravo aos herbicidas inibidores da enzima ALS. Planta Daninha, Botucatu, v. 16, n. 2, p. 117-125,
1998.

JASIENIUK, M.; BRULE-BABEL, A.L.; MORRISON, I.N. The evolution and genetics of herbicide resistance in weeds.
Weed Science , Champaign, v.44, n.2, p.176-193, 1996.

KISSMANN, K.G.; GROTH, D. Plantas infestantes e nocivas . Sdo Paulo: BASF, 1992. v. 2, p.647-653.
LEGERE, A.; BECKIE, H. J.; STEVENSON, F.C.; THOMAS, A.G. Survey of management practices affecting the
occurrence of wild oat (Avena fatua) resistance to acetyl-CoA carboxilase inhibitors. Weed Technology , Lawrence,

v.14, n.2, p.366-376, 2000.

LLEWELLYN, L.S.; POWLES, S.B. High levels of herbicide resistance in rigid ryegrass (Lolium rigidum) in the wheat
belt of western Australia. Weed Technology , Lawrence, v.15, n.2, p.242-248, 2001.

MOODIE, M.; FINCH, P. R.; MARSHALL, G. Analysis of genetic variation in wild mustard (Sinapsis arvensis L.) using
molecular markers. Weed Science , Champaign, v.45, n.3, p.102-107, 1997.

OWEN, M.D.K. World maize/soybean herbicide resistance. In: POWLES, S.B.; SHANER, D.L. Herbicide resistance
and world grains . Boca Raton: CRC, 2001. p.101-164.

POWLES, S.B.; PRESTON, C.; BRYAN, I.B.; JUTSUM, A.R. Herbicide resistance: impact and management. Ad-
vances in Agronomy , San Diego, v. 58, n.1, p.57-93, 1997.

PRESTON, C.; POWLES, S.B. Evolution of herbicide resistance in weeds: initial frequency of target site-based
resistance to acetolactate synthase-inhibiting herbicides in Lolium rigidum. Heredity , London, v.88, n.1, p.8-13,
2002.

ROHLF, F.J. Numerical taxonomy and multivariate analysis system . Port Jefferson, New York: Applied
Biostatistics, 2000. 38 p.

SWEENEY, P. M.; DANNEBERGER, T. K. RAPD characterization of Poa annua L. populations in golf course greens
and fairways. Crop Science , v.35, n.6, p.1676-1680, 1995.

VARGAS, L.; BOREN, A.; SILVA, A.A. Heranga da resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS em biétipos da
planta daninha Euphorbia heterophylla. Planta Daninha , Vicosa, v.19, n.3, p.331-336, 2001.

VIDAL, R.A.; FLECK, N.G. Analise do risco da ocorréncia de bidtipos de plantas daninhas resistentes aos herbicidas.
Planta Daninha , Botucatu, v.15, n.12, p.152-161, 1997.

VIDAL, R.A.; MEROTTO JR., A. Resisténcia de amendoim-bravo aos herbicidas inibidores da enzima acetolactato
sintase. Planta Daninha , Botucatu, v.17, n.3, p.367-373, 1999.

VIDAL, R. A.; MEROTTO JR., A. Herbicidologia . Porto Alegre: Evangraf, 2001. 152 p.
VIDAL, R. A.; WINKLER, L. M. Resisténcia de plantas daninhas: sele¢do ou inducdo a mutacéo pelos herbicidas
inibidores de acetolactato sintase (ALS). Pesticidas: Revista de Ecotoxicologia e Meio Ambiente, Curitiba, v. 12, p.

31-42, 2002.

WILLIAMS, J.G.K.; KUBELIC, A. R.; LIVAK, K. J.; RAFALSKI, J. A.; TINGEY, S. D. DNA polimorphisms amplifier by
arbitrary primers are useful as genetic markers. Nucleic Acids Research . Oxford, v.18, n.22, p.6531-6535, 1990.

WINKLER, L. M.; VIDAL, R.A.; BARBOSA NETO, J. F. Aspectos genéticos envolvidos na resisténcia de plantas
daninhas aos herbicidas. Revista Plantio Direto , Passo Fundo, v. 70, n. 4, p. 21-24, 2002.

Pesticidas: R.Ecotoxicol. e Meio Ambiente, Curitiba, v. 14, jan./dez. 2004 91



AGRADECIMENTOS

Aos estudantes Gustavo C. Hernandes; Israel R. Silva e Fernanda Camozato pelo apoio na
conducao dos experimentos. Ao CNPq, FAPERGS e CAPES pelo apoio financeiro a pesquisa.

92 Pesticidas: R.Ecotoxicol. e Meio Ambiente, Curitiba, v. 14, jan./dez. 2004



