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Resumo — O aumento do nimero de plantas daninhas resi stentes aos herbicidas inibidores da enzima
acetolactato sintase € um tema abordado com freguiéncia por produtores e comunidade cientifica. No
Brasil, nove espéciesjaforam documentadas por apresentaremtal problema. O objetivo deste trabalho
foi determinar a diversidade genética de populagdes de |eiteira (Euphorbia heterophylla L.) resisten-
tes aos herbicidas inibidores da enzima acetol actato sintase. Quarenta popul agdes de plantas oriundas
de sementes coletadas em éreas do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil, com suspeita de resisténcia,
foram selecionadas, apartir daaplicacdo préviade herbicidas com este mecanismo de agdo em casade
vegetacdo. Vinte plantas de cada populagdo serviram de amostra para a extracéo de DNA. Trinta
marcadores de polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD) foram sel ecionados, cadaum com
10 oligonucl eotideos de sequiéncia arbitraria. Na andlise de agrupamento, cujo coeficiente médio de
similaridade foi de 40%, as popul agbes foram separadas em sete grupos. As popul agdes dos municipios
de Pont&o, Augusto Pestana e Nao-me-Toque foram consideradas geneticamente diferentes. Havariabi-
lidade genéticarelacionadaaresi sténciado herbicidaentre as popul agdes de E. heterophylla que ocorrem
no planalto do Estado do Rio Grande do Sul.

Termos paraindexagéo: plantadaninha, variagdo genética, polimorfismo genético, inibidor de enzima.

Genetic characterization of Euphorbia heterophylla resistant to acetolactate synthase-inhibiting herbicides

Abstract — The increase of the number of weed plants resistant to enzyme acetolactate sintase
(ALS)-inhibiting herbicidesof isasubject frequently discussed by farmersand scientific community.
In Brazil, nine specieswere registered with such problem. The objective of thiswork wasto determine
the genetic diversity of wild poinsettia (Euphorbia heterophylla L.) AL S-resistant populations. Forty
populations deriving from seeds collected in areas of the State of Rio Grande do Sul, Brazil, with
resistance suspicion, were selected from the previous application of herbicidesin greenhouse. Twenty
plants of each population were sampled for DNA extraction. Analysis of 30 random amplified poly-
morphic DNA (RAPD) markers were performed. Each marker had 10 oligonuclectide of arbitrary
sequence. On the grouping analysis, the overall coefficient of similarity was 40% and the popul ations
were separated in seven groups. The populations of the counties of Pontdo, Augusto Pestana and
N&o-me-Toque were genetically different. There is genetic variability related to herbicide resistence
among E. heterophylla popul ations from plateaus of the State of Rio Grande do Sul.

Index terms: weeds, genetic variation, genetic polymorphism, enzyme inhibitors.
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O controle de E. heterophylla é realizado princi-
palmente com herbicidas inibidores das enzimas
acetolactato sintase (ALS) e protoporfirinogénio
oxidase (PROTOX) (Vidal & Merotto Janior, 2001).
Contudo, na ultima década, identificou-se nessaes-
pécie bi dtiposresistentesaosinibidoresde AL S, nos
estados do Rio Grande do Sul, Parang, S&o Paulo e
Mato Grosso do Sul e no Paraguai (Gazziero et dl.,
1998; Heap, 2002; Vidal & Winkler, 2002).

Os fatores que favorecem a selecéo de bidtipos
resistentes envolvem caracteristi cas relacionadas as
plantas daninhas, aos herbicidas e as préticas cultu-
rais. Uma das caracteristicas inerentes as plantas
daninhas € a grande diversidade genética. Esta, de
maneira geral, favorece a sele¢do de individuos re-
sistentes aos herbicidas em virtude da maior proba-
bilidade de se encontrar, na populacdo, alelo que
confere resisténcia ao produto utilizado. Pelo mes-
mo motivo, grandesinfestacdes favorecem o aumen-
to dos riscos de selecdo para resisténcia (Vidal &
Merotto Junior, 2001; Winkler et al., 2002).

A diversidade genética existente em uma popu-
lac8o é o resultado do processo de evolucdo natural
da espécie que a compde, em funcéo da variacédo
mendeliana, hibridacéo interespecificaepoliploidia.
Cinco estédios sdo empregados atualmente na ten-
tativade explicar aevolucdo daresisténcia: 1) aeli-
minagdo de todos os bi 6ti pos altamente suscetivel's,
0 que favorece os bidtipos ditos tolerantes e resis-
tentes; 2) eliminac&o de todos os bi6tipos, exceto 0s
resistentes; 3) selecéo destes bi6tipos dentro de uma
populacéo com elevada tolerancia; 4) intercru-
zamento dos biétipos sobreviventes, gerando indi-
viduos resistentes que ser&o sel ecionados; 5) segre-
gacdo e recombinacdo dos genes (Mortimer, 1998
citado por Vargas et al., 2001; Winkler et al., 2002).

A resisténcia aos inibidores de ALS em
E. heterophylla é conferida por um Unico gene do-
minante e com herangcanuclear (Vargaset al., 1999).
A caracterizag@o genética das popul agles resisten-
tes aos inibidores de AL S permitira investigar se a
resisténcia ocorreu simultaneamente em diversos
locais ou se houve um evento de selegdo que se dis-
seminou em diversas &reas do pais por meio dadis-
persdo de pélen/semente.

Marcadores moleculares do tipo RAPD (poli-
morfismo de DNA amplificado ao acaso) permitem

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v. 38, n. 9, p. 1067-1072, set. 2003

L. M. Winkler et al.

caracterizar plantasemicrorganismoseavaliar adi-
versidade genética entre individuos de uma mesma
espécie ou de diferentes espécies (Williams et a.,
1990).

A variago genética em Poa annua L., causada
pelapressdo de selecdo proveniente daaplicacdo de
herbicidas, também foi avaliada por RAPD
(Sweeney & Danneberger, 1995). A mesmatécnica
foi usada para detectar diferencas de tolerancia de
Echinochloa crus-galli para o herbicida quinclorac
(Rutledgeet ., 2000) e paraavaliar ainfluénciada
aplicac8o do herbicida na variag@o genética de
SnapsisarvensisL. (Moodie et a., 1997).

Marcadores moleculares de RAPD também fo-
ram utilizados para determinar a variagdo genética
entreindividuos de cinco popul agdes geograficamen-
te separadas de Euphorbia esula (Roweet al., 1997).
Os autores concluiram que a similaridade genética
émaior entreindividuos dentro de umapopulacéo e
que adispersdo de pdlen foi facilitadadentro e entre
populagdes muito proximas geograficamente, con-
tribuindo para este resultado.

O objetivo deste trabalho foi determinar a diver-
sidade genética de populacbes de Euphorbia
heterophylla resistentes aos herbicidasinibidoresde
ALS.

Material e Métodos

Frutos de diversas plantas de Euphorbia heterophylla,
gue apresentaram suspeitaderesisténciaaosinibidoresde
ALS, foram coletados em lavouras de sojalocalizadas na
regido do planalto do Estado do Rio Grande do Sul, entre
0s meses de fevereiro e abril do ano de 2001 e enviadas
paraaUniversidade Federal do Rio Grande do Sul. Nessa
regi&o, aespéciedaninhafloresce entre osmesesdejaneiro
emarco e o amadurecimento dosfrutos ocorredefevereiro
aabril. Os locais de amostragem apresentavam no minimo
50 plantas por m? sobreviventes a aplicacdo do herbicida.

Os frutos contendo as sementesforam inicialmente ar-
mazenados em sacos de papel e, quando estavam devida-
mente secos, liberaram as sementes que foram armazena-
dasem temperaturaambiente. Entre 1.000 e 3.000 semen-
tesforam coletadas em no minimo 20 plantas distribuidas
a0 acaso na érea. Em agosto de 2001, as sementes foram
colocadas em vasos com capaci dade de 300 cm?3, mantidos
em casade vegetacdo. Sementes de plantas suscetiveisfo-
ram usadas no experimento como tratamento controle.
Como substrato, utilizou-seamisturade 33% deArgissolo
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Vermel ho distrofico tipico, 33% de areia e 33% de turfa.

Quando amaior parte das plantas apresentava-se no es-
tagio de quatro folhas, foram aplicados 200 g hal do herbi-
cida imazethapyr, com adjuvante ndo i6nico (0,2% v/v).
Todo este procedimento foi repetido duas vezes e apenas
as populagdes com plantas sobreviventes a duas repeti-
¢oes foram identificadas como resistentes. Quarenta po-
pulacdes que apresentavam aresisténcia ao herbicidafo-
ram selecionadas, representando os municipios de Almi-
rante Tamandaré, Augusto Pestana, BelaVista, Carazinho,
Charrua, Chiapeta, Colorado, Coxilha, CruzAlta, 1jui, Joia,
Marau, Mato Castelhano, Nao-me-Toque, Palmeira das
Missdes, Pont&o, Porto Alegre, Rio Pardo, SaldanhaMa-
rinho e Santo Angelo (Tabela 1).

Amostras de 0,2 g de tecido foliar para extracéo de
DNA foram coletadas em 20 plantas, de cada populagéo,
quando apresentavam quatro acinco folhas. As folhasfo-
ram agrupadas, formando um “bulk” de DNA para cada
populagdo. O protocolo de extragdo foi adaptado do mé-
todo CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio) contendo
TrissHCI 1M, EDTA 0,5M, NaCl 5M e 1,1% de CTAB.
Os reagentes SDS 20%, fenol, cloroférmio:élcool
isoamilico (24:1 v/v), etanol absoluto e naconcentragéo de
70% e acetato de amdnio 1M foram utilizados em etapas

Tabela 1. Populagdes de Euphorbia heterophyllaresisten-
tesaherbicidasinibidoresdaAL S selecionadasapartir de
sementes col etadas em municipios do planalto do Estado
do Rio Grande do Sul.

N° da popul agéo Municipio

6,7e8 BelaVista
9,10e11 Pontdo
12,13e14 N&o-me-Toque
15e16 Rio Pardo
17,18e19 Coxilha

20 Santo Angelo
21e22 Charrua
23,24e25 Almirante Tamandaré
26,27e28 SadanhaMarinho
29,30e31 Colorado

33 ljui

34 Marau

35 Augusto Pestana
36,37e38 Palmeira das MissBes
39 Cruz Alta

40 Joia

41 Chiapeta

42 Carazinho

43 Porto Alegre

45, 46 e 47 Mato Castelhano
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sucessivas a fim de obter um DNA de qualidade, com lei-
turadaabsorbanciaem espectrofotdmetro quevariou de 1,7
a2,0.

Trinta primers com dez nucleotideos de sequéncia ar-
bitrariaforam utilizados paraverificar o polimorfismo para
aespécie: 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. Reagdes de
amplificacéo do DNA foram feitas por meio datécnicade
PCR (reac&o em cadeiadaenzimapolimerase) programado
para 1 min a 94°C seguido por 35 ciclosde 1 min a 94°C,
1 min a35°C e 2min a72°C. Umaincubagdo de 10 min
a72°C foi incluida como passo final. Asreagdes foram
preparadas para um volume final de 25 pL, contendo a
soluc&o tampé&o da enzima Tag DNA polimerase (20 mM
de TrissHCl e 50 mM de KCI); 0,2 mM de cada dNTP,
1,5mM de MgCly; 0,24 uM de primer; 20 ng de DNA;
1,2 unidades da enzima Tag DNA polimerase.
Os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese
em gel de agarose 2%, em solucéo TBE (Tris-base, acido
bérico, EDTA). Os fragmentos amplificados foram
visualizados em gel contendo brometo de etidio, em um
transiluminador com radiac&o ultravioleta. A imagem foi
captadapor umacaémaradigital acopladaao computador e
foi usado o programaK odak Digital Image.

Avaliou-se a presenca ou auséncia das bandas.
O coeficiente de Jaccard foi usado para a construgdo da
matriz de distancias genéticas. Considerando-se esses da-
dos, foi elaborado um fenograma pelo método UPGMA de
agrupamento hierarquico, com o auxilio do programa
computacional NTSY S (Rohlf, 2000).

Resultados e Discussdo

Dos 30 primers selecionados, 27 amplificaram e
apresentaram boa reprodutibilidade das bandas. Es-
sas bandas demonstraram polimorfismo e, comisso,
aexisténciade variabilidade genéticaentre as popu-
|acBes estudadas, sendo estes primers utilizados para
a andlise de RAPD. Todos os 176 locos avaliados
s80 polimarficos. Os primers OPE 13, OPAl 14e 19
n&o apresentaram amplificacdo de fragmentos e fo-
ram descartados da andlise.

No presente trabalho, os primers OPAF 18 e
OPAF 19foram polimoérficos. Em trabaho similar com
E. heterophylla, estes mesmos primers apresenta-
ram comportamento diferenciado quanto ao
polimorfismo, sendo o OPAF 19 monomodrfico (Vas-
conceloset a., 2000).
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Avaliou-seapresenca (1) ou auséncia (0) de ban-
das no gel de agarose para todas as populagdes e
primers. As bandas analisadas variaram entre 200 e
2.100 pares de bases (pb). Com base nesta andlise,
foi possivel construir umaplanilha de dados no pro-
gramaExcel paraWindows, que permitiu aconstru-
¢do damatriz binaria e aidentificacgo dos fragmen-
tos amplificados em maior ou menor freqiéncia.
Os 27 primers utilizados na andlise produziram um
total de 2.437 bandas. Nas 40 populagdes, 0 nime-
ro de fragmentos gerados por primer variou de
13 a 185, com uma média de 90,26 bandas por
primer (Tabela 2). Das 2.437 bandas avaliadas,
18 (9,60%) corresponderam ao fragmento de 900 pb,
15 (9,43%) ao fragmento de 600 pb e 16 (9,02%), a0

Tabela 2. Bandas analisadas e tamanho dos fragmentos
amplificados para cada primer avaliado®.

Primer N2 de bandas Tamanho dos
analisadas fragmentos (pb)
OPP 05 99 300-2.000
OPP 06 100 550-1.800
OPP 07 72 800-1.750
OPP 08 185 300-1.500
OPP 09 152 350-1.900
OPP 10 95 250-1.500
OPE 06 133 500-2.000
OPE 09 167 200-2.100
OPE 10 105 300-1.750
OPE 11 150 550-2.000
OPE 12 153 400-1.500
OPAF 18 151 600-2.000
OPAF 19 111 500-900
OPAF 20 34 300-1.100
OPAD 01 58 600-1.600
OPAD 02 70 600-2.000
OPAD 04 50 400-1.300
OPAD 08 119 500-2.000
OPAD 09 52 470-1.000
OPAD 10 98 1.100-2.000
OPAD 11 75 550-1.500
OPAD 17 27 1.300
OPAD 18 38 900
OPAG 01 70 400-2.000
OPAG 19 32 800-1.600
OPAG 20 13 600-2.000
OPAI 20 57 1.300-2.000
Total 2.437 200-2.100

(WA média de bandas analisadas por primer foi de 90,26.
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fragmento de 800 pb, constituindo as bandas mais
comuns encontradas entre os primers e popul acbes
analisadas. Outros fragmentos, no entanto, tiveram
menor freqiiéncia, e se manifestaram em popul ages
e primers especificos, como fragmentos de 200 pb e
1.350 pb (ambos 0,04%) nosprimers OPE 9 e OPE 12,
correspondendo, respectivamente, as popul agdes
36 (Pameiradas Missdes) e42 (Carazinho), eofrag-
mento de 470 pb (0,08%), primer OPAD 9 e popula
¢0es 26 e 27 de SaldanhaMarinho.

Em um estudo com erva-mate (llex
paraguaiensis), esta divergéncia decorrente da fre-
guéncia de determinadas bandas foi determinante
para estimar a variabilidade entre as popul agdes
(Gauer, 1999).

Pela andlise de agrupamento hierarquico, as po-
pulacdes foram separadas em sete grupos distintos
(Figura).

O coeficiente médio de similaridade foi de 40%,
um valor muito baixo quando comparado ao de espé-
ciescultivadas. Resultado semelhantefoi obtido por
Vasconcelos et a. (2000), que encontraram para
E. heterophyllaum valor de distanciagenéticamaxi-
mo de 39%, epor Rutledgeet d. (2000), que observa-
ram para Echinochloa crus-galli uma disténcia ge-
nética de 43% entre 16 populacBes selecionadas.
No entanto, acessos de Eichornia crassipes
(aguapé) apresentaram similaridade genéticade 90%,
consideradaalta, o que seexplicapelaformade pro-
pagacdo vegetativa, que diminui a possibilidade de
recombinacdo genética(Cardoso et a., 2002).

Foi observado que os sete grupos estdo parcial-
mente i solados reprodutivamente, ndo sendo verifi-
cado, aprincipio, fluxo génico entre eles. Seistofor
comprovado em estudos posteriores, facilitarao con-
trole e manejo da dispersdo desses focos de resis-
téncia. Estaobservacdo foi feitapelaandlise do com-
portamento das populagdes 10 e 11 do Municipio de
Pont&o, 35 (Augusto Pestana) e 12 (Ndo-me-Toque)
que sdo geneticamente diferentes das demais. Su-
pbe-se que a distancia geografica entre elas contri-
bua para este resultado. No entanto, ndo é possivel
afirmar ser estaacausadestavariabilidade, umavez
que estudos mais detal hados ainda ndo foram reali-
zados.
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Figura 1. Fenogramade similaridade genética entre 40 popul agdes de Euphor bia heterophylla do Estado do Rio Grande
do Sul, com coeficiente médio de similaridade igual a 40% distribuidasnosgrupos 1, 2,3,4,5,6e7.

As populactes de propriedades de um mesmo
Municipio apresentaram similaridade genética, como
foi o caso das populages dentro dos grupos 1 e 5.
Estes dados sugerem que a dispersdo da espécie é
limitada. De fato, as sementesde E. heterophylla séo
liberadas do fruto pelo processo de bolocoria, tam-
bém conhecido como deiscéncia explosiva
(Kissmann & Groth, 1992). Supde-se que até ha
poucos anos, as sementes de soja comercializadas
no Estado do Rio Grande do Sul provinham de uma
mesmafonte comercial e, comisso, focosdessaplan-
ta daninha podem ter se alastrado geograficamente.
Ambas as espécies, soja e leiteira, teriam evoluido
em um processo paralelo, favorecendo a selegdo de
bi 6tiposresistentesaos herbicidasinibidoresdeALS
em campos de soja, pelo uso intenso de produtos
com este mecanismo de ag&o nos Ultimos anos.

Conclusio

Havariabilidade genéticaquanto aresisténciaaos
herbicidas inibidores da acetolactato sintase entre
as popul agdes de Euphorbia heterophylla que ocor-
rem no planalto do Estado do Rio Grande do Sul.
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