UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS E DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE FITOTECNIA E FITOSSANIDADE

FRANCIELI COLUSSI

CULTURA DE TECIDOS DE Euphorbia heterophylla L.

PONTA GROSSA



2006
FRANCIELI COLUSSI

CULTURA DE TECIDOS DE Euphorbia heterophylla L.

PONTA GROSSA
2006

Dissertacdo apresentada para
obtencdo do titulo de Mestre na
Universidade Estadual de Ponta
Grossa, Curso de Pés-Graduacao
em  Agronomia, Area de
concentragao Agricultura.

Orientador: Prof. Dr. Ricardo
Antonio Ayub



Ficha catalogréfica elaborada gelr de processos técnicos BICEN/UEPG.

Colussi, Francielli
C726¢c Cultura de tecidos de Euphobia Heterophylla. PGmtessa,
2006.
59 f.
DISSERTACAO (MESTRADO) - UNIVERSIDADE ESTADUAL
DE PONTA

Grossa - Pr.

ORIENTADOR: PROF. DR. RICARDO ANTONIO AYUB.

1. Cultura in vitro — Euphorbia Heterophyllla2- Cultura
de tecidos. 3 — Plantas daninhas . 4- Leiteiro. IT.

CDD 632.5




AGRADECIMENTOS

A Deus que sempre me iluminou para enxergar e temaciéncia dos percalcos do meu
caminho.

A Universidade Estadual de Ponta Grossa, em espacidCurso de Agronomia pela
oportunidade de realizac&o deste curso de Mestrado.

A familia Abilio Dabul por todos os momentos, palzitacdo e afeicdo, atuando como
extensdo da minha familia em Ponta Grossa.

Ao Professor David Jaccoud pelas injecdes de anjmando parecia que as coisas hao
tinham mais jeito.

As Professoras Marluce Cortez e Roseli Ferragla mmizade e colaboracdo com
informacdes que auxiliaram na concretizagédo destele.

Aos amigos do laboratério e ao Wilson Oliveirdamamizade e auxilio técnico prestado.
A Fundacéo Araucaria pelo apoio financeiro.

As meninas do CIPP, Jociani, Juliane, Sayonaraai¥iviane, Kelly, Liliam, Marilurdes,
Maria, Dona Ana, por todas as risadas, choros &rta@s compartilhados.

Ao pessoal da Agronomia, Nilcelia, Luciane, DonaiZe
Aos colegas de curso, pela amizade.

A todos que direta ou indiretamente contribuiramamabom andamento do trabalho e que
certamente foram indispensaveis para a realizagste.d

Por fim gostaria de agradecer o meu orientadoreBsof Dr. Ricardo Ayub por sua grande

influéncia na minha formacao cientifica e aproveiéma revelar minha satisfacdo com os

novos conhecimentos adquiridos e dizer que ess#sa@mentos ndo valeram apenas para o
campo profissional.



Dedico este trabalho a meus pais Jairo
e Rosmari Colussi por toda luta,
ensinamentos, compreensdo, afeto e
pelo orgulho que me fazem sentir de
suas trajetorias.

Dedico também a meus irméos: Jairo

Jr e Lucas pela paciéncia que tiveram

comigo nessa fase da minha vida, e por
serem parte do que eu sou e junto com
meus pais configurarem meu porto

seguro.



...Grande nao é aquele que faz tudo para que tre®percebam que ele € grande;

grande é aquele que faz tudo para que os outr@srsgjandes...



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Gréafico 1

Gréafico 2

LISTA DE ILUSTRACOES

Germinacao de sementegdbeterophylla..................cooeee. 36
Regeneracdo a partir de brotos e raizgsmrr de explantes38
hipocotiledonares e radiculares..........c.ccccceveiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieieee,

Enraizamento das plantulas em meio M®@ @ adicdo de39
1] 010 ][0 1= TP

Aclimatacéo das plantulas enraizadaS.cccce....cooooeveeeeeeeeeeeeneene.. 40
Comparacao de crescimento de explantésutacts com herbicida44

Efeito do herbicida Scepter® sobre crasaito de raizes................. 43

Efeito do herbicida Flex ® sobre cresgcitnade raizes........c............ 44



LISTAS DE TABELAS

Tabela 1 Germinacgdo, Massa fresca, nUmero e comptinmédio
de raizes e altura de plantula Bephorbia heterophylla 35
apos 10 dias em germinagdo no meio MS/2 e algodao
UMEAECIHO. ....eiiiieiiiiiiiie ittt

Tabela2  Avaliagdo de diferentes concentracdes edmlador de
crescimento 2IP e CIN com ou sem AIA na regenerdgio 38
explantes hipocotiledonares de leiteiro..........c..cceeeeenen.



LISTA DE SIGLAS

AIA — acido 3 indolacético

ALS — Aceto Lactato Sintase

CIN - cinetina , 6-furfurilamino purina

DC - Dias Curtos

DL — Dias Longos

i.a. — ingrediente ativo

MS — meio de cultura (MURASHIGE e SKOOG, 1962)
MS/2 — meio de cultura, diluido a metade de sa&itaeninas (MURASHIGE e SKOOG,
1962)

PROTOX — Protoporfirinogenio Oxidase

vlv — (volume/volume) concentracéo

2iP — isopenteniladenina



2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

3.1

3.1.1

3.1.2

3.1.3

3.2

3.2.1

3.2.2

3.2.3

SUMARIO

g 0T [UTox= To TP UPPRURR 11
[RYSAVIEST o3 211 ] o o = ox- NS 13
DIStribDUICAO gEOGIAfICA. ... .uuvvvviriiiiittm e e e e e e e e e e e e e e 13
Descricdo e aspectos taXONOMICOS. .......urimermmemeeeeeeieeieeieeieeeeeeee e eaeaeaeaes 15
ASPECLOS fISIOIOGICOS. ... . iieie i i s ettt nennnnnes 16
Controle da ocorréncia dauphorbia heterophylla............ccccccvviiiininnnnn. 21
ASPECLOS fItOQUIMICOS. . .uueiiiii i emmeme e 24
Cultura de teCIdOS. .......coiiiiiiiiiiiieeee et 25
Material € METOUOS. ......uiiiiieeiiiiiiiiit e e e e e 28
Germinagao de SEMENTES. ........u i uuiiiiimmmmmemeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeesseseeenesenenenes 28
Preparagao das SEMENTES. ......coooi i 28
Desinfestacio das SEMENTES..........u.uuitceceeeeaeieieeiieireieereenieeeenereneeenenennees 28
Substratos para GermMINAGEO. ........c.evveveeermeeentiiieeeeaae e 29

Cultura de Tecidos Utilizando Materiais Juvenis daphorbia 30
NELEIOPNYIIAL ... ettt aeeneeneee

Material Vegetal........ccoooiiiiiiiiiiii e 30
Preparo doS eXpPlantes..........oooieiiio o v s 30
MEIOS A€ CUIUIA. ...euiiiiiiiiiei it e 30



I A o 0 £- 17 4= 11 4 1<) 01 (0 TR TR 31

3.2.5 ACHMALAGAD. ......ciiiiiiiiiiii ittt eaeeas 32

4 Ensaios de herbicidas com explantes radiculares............cccoeeeeeeieeenenenn. 32
4.1 MALEHIAL ..eeiiiei i 33
4.2 MELOUOS ...ttt 33
5 ReSUItadOSs € DISCUSSEO ....ccceeeiiiiiiieeeemmmniiieie e e e e e e e e e e e e 34
5.1 Germinacdo de sementesEigohorbia heterophylla..............ccooeeieeininnnn. 34
5.2  ENSAIOS de REGENEIACAD. ... .ccciiiiiie it immmmmmmme s a e e aaae e 36
5.3 Teste de HerbiCidas..........ccuuuiiiiiiiiscmmmmm it 41

6 CONCIUSBES. ...ttt sttt e e e e e e eeen e 45

7 Referéncias BibliografiCas............uuuvvviiieiiiiiiiee e, 46



RESUMO

O objetivo geral deste trabalho foi estudar oivlin vitro de Euphorbia heterophyllal,

gue € uma das principais plantas daninhas que afptadutividade das grandes culturas
como soja e milho. Essa espécie também vem sestlmaglo pelos aspectos fitoquimicos
para industria farmacéutica, para isto foram pstg alguns ensaios. Para avaliar a
germinacéaadn vitro de sementes de. heterophyllaforam testados substratos de algodéao,
meio MS e MS/2. Os resultados mostraram maior ptegem de germinagdo e melhores
indices de desenvolvimento das plantas em meio NP&#2 o teste de organogénese foram
utilizados explantes hipocotiledonares, cotiledesae radiculares com as seguintes
tratamentos: 0,5 mgL2iP, 1mg.L* CIN + 0,1 mg.[* AIA, 0,5 mg.L* 2iP + 0,1 mg.[*
AlA, 1 mg.L* 2iP + 0,1 mg.* AIA , 1,5 mg.L* 2iP + 0,1 mg.[* AIA adicionado ao meio
MS/2. Foram avaliados o numero de explantes camagaiumero de gemas por explante,
namero de plantulas enraizadas e aclimatadas. ©&btevem média duas gemas por
explante hipocotiledonar, em 50% destes, a pagtordganogénese direta com o uso de 0,5
mg.L* de 2iP. Nao houve regeneracéo a partir dos exglastéedonares e radiculares. A
cultura racinar desenvolveu-se em todos os trat@m®erontendo ou ndo auxina. Com o
objetivo de avaliar a resisténcia desta planta rdididas, testamos a sensibilidade de
culturas de raizem vitro. As raizes foram repicadas em meio MS/2 com asirdegu
concentragdes: 0; 1; 2; 4 e 8 vezes a dose redadarpelo fabricante dos herbicidas com
ingrediente ativo imazaquin o fomesafen, inibidatassintese de ALS e PROTOX. Com
nomes comerciais de Scepter® e Flex®, respectintaneOs resultados obtidos
evidenciaram um retardo no crescimento normal destfzes, quando comparada a
testemunha.

Palavras-chave: Leiteiro, cultura de tecidos, wogé&nese



ABSTRACT

The general objective of this research was theuatiain ofin vitro culture ofEuphorbia
heterophylla L.one of the principal weeds that effects yield opartant economic crops
such as soybean and corn. In addition, some assaysidered the evaluation of the
species’ potential biochemical value to the phaentcal industry. In vitro germination of
E. heterophyllaseed was tested on cotton batting as substrditstrength and % MS basal
medium. Results show a greater percent germinatah better growth indices of plant
development on the %2 MS medium. Explants testedrganogenesis included hypocotyls,
cotyledon and root explants which were plated omlieneontaining the following plant
growth regulators (phytohormones): 0.5 mg/L 2ip,glimKin + 0.1 mg/L IAA, 0.5 mg/L
2ip + 0.1 mg/L IAA, 1mg/L 2ip + 0.1mg IAA, 1.5 mgi2iP + 0.1 mg.L* AIA added to ¥
MS media. Explants were evaluated for the presehteids, the number of buds/ explant
and the number of plantlets that were rooted arestablished. On the average, hypocotyls
explants responded with two buds/ explant and 50%these developed by direct
organogenesis on media containing 0.5 mg/L of Rip.regeneration was observed on
cotyledon or root explants. Root cultures developeall treatments with or without auxin.
These results will assist in future physiologicasts such as evaluating the herbicide
resistance of this species and also in evaluatisgiple use in the pharmaceutical industry.
With this objective in mind we tested the sendiyivof root culturesn vitro. Roots were
placed in %2 MS media containing 0,1,2,4 and 8 tites manufacturer’'s recommended
dose for the products Scepter® and Flex®. Thevadtigredients were imazaquin and
fomesafen respectively, and they are inhibitor8lo® synthesis and PROTOX. The results
obtained showed evidence of suppression of the alognowth of these roots as compared
to the control treatment. Therefore, this suggéstsanin vitro test of this type can be used
to measure resistance this species to herbicides.



1. INTRODUCAO

A Euphorbia heterophylld.., conhecida também como leiteiro, € uma planta de
morfologia muito variavel e uma das mais temidg®eies infestantes, principalmente nas
regides tropicais e subtropicais das Américas (CRONST, 1981). Essa espécie esta
amplamente distribuida no centro-sul do Brasil,statando-se sua presenca em 74% das
areas de soja do planalto do Estado do Rio Grandsudl (VIDAL; WINKLER, 2002).
Tem extraordinaria capacidade de multiplicacdo plastas crescem com muita rapidez,
pelo que tendem a sombrear plantas de culturassaeiaesenvolvimento mais lento e por
iIsso competem intensamente na absorcédo de nugrigilotesolo (KISSMAN; GROTH,
1999), sendo de dificil controle e resistente aonmidos herbicidas utilizados no combate
as folhas largas (WILSON, 1981). Esse controleaézado principalmente com herbicidas
inibidores das enzimas acetolactato sintase (ALS)pretoporfirinogenio oxidase
(PROTOX) VIDAL; MEROTTO JUNIOR, 2001).

Além da importancia agricola, também foram eneads propriedades
farmacologicas pela presenca de substancias ioédasreficientes contiascherichia coli
e Bacillus subtilisqtDOROTHY et al, 2006), presenca de lectina em sementes (NSIMBA-
LUBAKI et al 1983), levantamento fotoquimico e antiinflamaidle extratos aquosos e
metanolicos (FALODUNet al, 2006) utilizado para tratamentos de asma, biiteyqu
constipagcdo e testes em ratos demonstraram daatevianalgésica das raizes de leiteiro

(VAMSIDHARA et al, 2000).



A cultura de tecidosn vitro € uma ferramenta de grande importancia para a
propagacdo de plantas. Na agricultura é utilizagla gstudos fisioldgicos e testes de
resisténcia e na industria farmacéutica para augém de metabdlitos secundarios, entre
outros.

O conhecimento da morfogénesevitro de E. heterophyllapodera auxiliar no
entendimento de processos fisiologicos, como &téesiia a herbicidas e futuros estudos
sobre o metabolismo secundario. Em funcao diste, tesbalho teve como objetivo geral
estudar o cultivan vitro de E. heterophylla Os objetivos especificos foram determinar o
substrato para melhor germinacdo em ambiente assdeistar diferentes meios de cultura
para avaliar diferentes explantes e concentragdesgliladores na regeneragéwitro de

leiteiro e testar a resisténcia desta espécieuasligerbicidas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DEEuphorbia heterophylla

E. heterophyllaé uma espécie origindria da América tropical e repiatal
(WINKLER et al., 2003). Ela é considerada uma planta invasora ders#is culturas
agricolas sendo que na revisao bibliografica reddizpor WILSON (1981) existiam
registros de ocorréncia em 65 paises da regiaicédpgendo a principal invasora em 6
desses paises. Atualmente pode ser assim consideaetbém no Brasil, ocorrendo
principalmente nas culturas de soja (BARRETO; EVANS98; LORENZI, 2000). Nos
E.U.A., E. heterophyllaera a principal invasora de cultura de soja desfilgabda década
de 1970 no Estado da Louisiana, mas posteriormewnégliu culturas de amendoim e de
algoddo nos Estados da Geodrgia e da Flérida toons@da principal invasora dessas
culturas em determinadas areas desses Estados GEHSIE al, 1992). A expanséo de.
heterophyllacontinua e apos a reviséo realizada por WILSON X188 surgido registros
de novas ocorréncias, tais como: nas regides desértlos Emirados Arabes Unidos
(KARIM, 1992) e no Marrocos, onde o primeiro regisé de 1993 e suspeita-se que a

espécie foi la introduzida em 1980 (TANJI; TALEBAT).



A planta daninh&. heterophyllaL., tem seu centro de origem na regido Brasil-
Paraguai KISSMANN; GROTH, 1999). No Brasil, esta espécie esta amplamente
distribuida no centro-sul, constatando-se sua pgasem 74% das areas de soja do planalto
do Estado do Rio Grande do Sul (VIDAL; WINKLER, 200Contudo, na ultima década,
identificou-se nessa espécie bidtipos resisterdesrabidores de ALS, nos Estados do Rio
Grande do Sul, Parang, Séo Paulo e Mato Grossaoldor®Paraguai (GAZZIERt al,

1998; HEAP, 2006; VIDAL; WINKLER, 2002).



2.2 . DESCRICAO E ASPECTOS TAXONOMICOS

E. heterophyllaL. (Euphorbiaceae) € conhecida popularmente comendaim-
bravo, leiteira, parece-mas-nao-¢, flor-de-poedeus-brasil, café-do-bispo, leiteiro, café-
do-diabo ou mata-brasil (LORENZI, 2000). E uma fdamerbacea, anual, ereta, ramificada
e reproduz-se exclusivamente por sementes. Apeedéteéx esbranquicado nas partes
vegetativas e florais. A raiz € axial e bem deskid@. Na axila das duas ultimas folhas
desenvolve-se uma ramificacdo dicotbmica onde seaim inflorescéncias. Varias flores
masculinas (30 a 40) rodeiam uma flor feminina eonjunto se insere na base de um
receptaculo, formando uma inflorescéncia denomineidéio. Apés a fecundacdo, o
pedicelo se alonga de modo que o fruto fica peredeata fora do receptaculo. As bracteas
sdo foliaceas com a base esbranquicada. O frutma aépsula trilocular , com uma
semente por loculo. Quando madura, a capsula ggerdenmaneira explosiva, lancando as
sementes para longe da planta-parental.

A semente € ovoéide com uma das extremidades agudaoutra truncada e
geralmente um pouco cbncava, de secc¢ao transepradtangular-arredondada, com 2,5 a

2,9 mm de comprimento por 2,1 a 2,5 mm em sua neigura. O tegumento da semente é



aspero e de coloragdo um tanto variavel, com fuma@wom-claro a quase negro. Apresenta
superficialmente pequenas protuberancias verruoder (células mucilaginosas)
irregularmente dispostas, de coloracdo mais cigajezes esbranquicada. As folhas séo
simples, verdes, alternas, sendo as superioresggesias ou opostas. A forma pode ser 4
variadvel numa mesma planta podendo ser lanceolablayada, ovalada, eliptica ou
pandurada

(COSTA, 1982; BACCHEt al, 1984).

2.3 ASPECTOS FISIOLOGICOS

Desenvolvimento vegetativo

As plantulas deE. heterophylladesenvolvem-se rapidamente (WILSON, 1981)
aumentando 7 vezes, aproximadamente, a sua massalsa intervalo entre 10 e 20 dias
apos a semeadura (ASCENCIO, 1997). Segundo essmgsaa presenca de fésforo em
niveis relativamente elevados na semente podemgartante para rapido crescimento da
plantula. A deficiéncia de fésforo na fase vegetatdiminui a expansdo foliar e o
crescimento da raiz, m&s heterophyllgpossui elevada eficiéncia na sua absorcao (mg de
fosforo/ g de biomassa da raiz) comparando-se ¢gumas espécies cultivadas e ruderais
(ASCENCIO, 1997) Segundo WACHOWICS (1991), o desenvolvimento veiyetale E.
heterophyllapode ser afetado por fatores como fotoperiodo, ¢eatyra e aplicacdo de
acido giberélico (GA3). O fotoperiodo néo interfen@ altura da planta nem no
comprimento dos entrends, mas afeta a area fajise, aumenta sob o regime de dias

longos (DL).



Com relacdo a morfologia foliar, na temperatdtarmada de 25/15 °C (dia/noite)
as folhas ficam estreitas nas plantas submetidesgame de dias curtos (DC) e mais largas
em DL. A aplicagdo de GA3 aumenta a altura da alanb comprimento dos entrends e
causa estreitamento na regido central e basal imdafoliar. Segundo KIGElet al.
(1992), a taxa de alongamento do eixo € maior sGbeb regimes de temperaturas de
22/17, 27/22, 32/27 °C (dia/noite). O numero ddndsl produzidas é maior a 32/27 °C
comparando-se com as outras temperaturas e néevadlal pelo fotoperiodo.

O desenvolvimento da planta @& heterophyllapode também ser afetado por
fatores genéticos além dos ambientais. Nos E.UBRECKE; TOBOLA (1996)
selecionaram uma populacdo He heterophyllanos Estados da Louisiana, Geodrgia e
Flérida, colheram suas sementes e as plantaram Igréda- Eles verificaram que
popula¢cbes originarias de diferentes localidade®saptam variacbes quanto a altura,
largura, numero de ramos, area foliar e biomassa &ssas diferencas morfoldgicas entre
popula¢des resultaram em diferentes niveis de a¢@ouda luz solar sobre a cultura de
amendoim e afetaram diferentemente a sua prodatieid sugerindo que existem

populacbes mais aptas a competir com o amendoirdalawua morfologia.

Floracdo

E. heterophylla classificada como uma planta de DC, tendo flarag&lerada em
DC podendo, no entanto, florescer em DL (WACHOWIQS91; KIGEL et al, 1992;
LEAL, 1995). Segundo LEAL (1995), a plantalEeheterophyllando responde ao estimulo
fotoperiddico até 15 dias apos a semeadura, mamseciclos de DC a partir do 15 ° dia

séo suficientes para induzir a floragdo nessa esp@cdacido indolil-3-acético (AlA) pode



inibir a floracdo, sendo mais efetivo nesse aspgeamdo aplicado durante 10 dias, entre o
10° e 0 20° dia apOs a semeadura, no apice daplatacordo com KIGEEt al. (1992),
caso as sementes de plantas anuais de DC Eorheterophyllagerminem na primavera
terdo a floracdo retardada devido ao progressiglmmpgamento do dia nessa estacdo e no
verdo. Isso permitiia um maior crescimento vegeiatt um melhor desempenho
subsequente na competicdo com outras plantas.ugorlado, se a germinagao ocorrer no
final do verdo ou no outono as plantas poderdoyziodementes rapidamente, mas nessas

estacdes o desenvolvimento ndo é favorecido.

Germinacdo das sementes

As sementes d&. heterophyllapodem ou n&o apresentar dorméncia. No Brasil,
estudos realizados no Rio Grande do Sul (COSTA2)18 Sao Paulo indicaram que as
sementes recém-colhidas ndo apresentam dorméndi@A(S1991; SUDA; PEREIRA,
1997; SUDA; GIORGINI, 2000). Na Nigéria, segundoWEE®OBI e KUPOLUYI (1973),
as sementes germinam entre 24 e 48 horas aposeating solo, em condicdes favoraveis,
indicando que também n&do possuem dorméncia. NOAE(BANNON et al, 1978) as
sementes recém-colhidas sdo dormentes, mas enh (Ki&EL et al, 1992) ocorrem
populagdes cujas sementes apresentam ou ndo daamAnesposta germinativa de
heterophyllaa fatores ambientais tais como temperatura e labéan diverge ligeiramente
entre os autores, indicando que a variacdo dewae esacionada ao local de origem das

sementes. No entanto, as seguintes observacoeas pedéeitas:



a) Nas temperaturas constantes e na presenca de germanacdo das sementes e
heterophyllaocorre entre 20 e 40°C (BANNO®t al, 1978; SUDA, 1991; KIGElet al,
1992). As porcentagens de germinacdo no escurobaB@s comparando-se com a
germinacdo na luz. Entretanto, podem aumentar cortengpo e/ou condi¢cdes de
armazenamento. Em lotes de sementes colhidas addede Sdo Paulo, a proporcéo das
gue germinam a 25°C no escuro aumenta com o tempontazenamento a 5 °C (SUDA,;
PEREIRA, 1997).

Nos E.U.A., as sementes armazenadas a 5°C n&inger a 25°C no escuro, mas
se forem armazenadas a 36°C a germinacdo aumentaocéempo de estocagem
(BANNON et al, 1978). A necessidade de luz na germinacdo a 2Bfi€ce estar
relacionada a temperatura e ao fotoperiodo em qogen 0 desenvolvimento da planta
parental e a maturacdo do fruto. As sementes pidakizm condi¢cdes semelhantes a
primavera nao necessitam de luz para que germimasaquelas produzidas em condi¢Oes
semelhantes ao inverno, outono ou verdo tém a gagdw promovida pela luz (SUDA,;
PEREIRA, 1997).

b) Em temperaturas alternadas, as sement&s deterophyllando necessitam de luz para
gue germinem e o regime de 25/35°C resulta em snineiito proximos a 100% de
germinacdo (BANNONet al, 1978; SUDA, 1991). Esses niveis podem ser atirggi
também por sementes germinadas a 30 °C ou a 3brfgante, independentemente da
presenca de luz (SUDA, 1991; BRECKE, 1995). As seatedeE. heterophyllgpodem
germinar numa faixa de pH entre 2,5 e 10,0 e, ragmca de solu¢cdes com potencial de
agua variando entre 0 e 0,8 MPa (BRECKE, 1995xnibém capaz de emergir do solo de
profundidades entre 0 e 15 cm, embora a profundidticha de semeadura esteja entre 2 e

5 cm (BANNON et al, 1978; KIGEL et al, 1992; BRECKE,1995). A viabilidade das



sementes € mantida mesmo quando elas sédo enteti@date varios meses no solo, em
profundidades relativamente grandes como 20 ou 80 Entretanto, as plantulas néo
conseguem emergir dessas profundidades (BANNO&, 1978; KIGELet al, 1992). A
capacidade dessa espécie de germinar numa variddaclendicdes ambientais contribui
certamente para sua ampla distribuicdo geografica.

Segundo BRECKE (1995), essa capacidade a tornsterde a adversidades
climaticas e a tratos culturais como herbicidagagbs no solo, que ndo atingem sementes
enterradas profundamente. A germinacdo das semdatEs heterophyllaé inibida na
presenca continua de acido 2-cloroetilfosfénico REE que libera etileno em solucdes
cujo pH é superior a 3,5 (SUD& al, 1989). De um modo geral a incubacéo das sementes
com inibidores de acdo do etileno como nitrato ideape perclorato de mercurio desde o
inicio da embebicdo ndo alteram ou promovem a geigab (SUDA, 1991). A producéo
de etileno enddgeno nas sementes ocorre somergeaagergéncia da radicula (SUDA,
1991), reforcando o conceito de que esse horménim énibidor de germinacdo dessa
espécie. O GApode promover a germinacao de sementes fotoldagimsitivas no escuro,
substituindo o efeito da luz (BEWLEY; BLACK, 1982nas esse ndo é o caso He
heterophylla

A composicao do material de reserva da semenke teterophylldoi investigada
por SUDA e GIORGINI (2000). As sementes possuemogpelrma abundante, onde
lipidios e proteinas encontram-se armazenadoss Esateriais de reserva correspondem a
59 % e 27% da massa seca do tecido, respectivantemiiee as proteinas ocorrem as
albuminas (49 %), globulinas insoluveis em solusdina (30 %), globulinas soluveis (21
%) e prolaminas (0,4 %). Os acgUcares sollveis spor@lem a 3,7 % da massa seca da

semente, sendo a sacarose 0 acUcar predominamtdinase ndo foi encontrada na



semente. Com relacdo aos polissacarideos da serwmnerificado que o amido ndo esta
presente no endosperma leheterophyllaSUDA; GIORGINI, 2000), mas a ocorréncia
de outros polissacarideos ndo foi ainda investigaglssa sementéCom relacdo aos
elementos minerais foram encontrados nitrogénsfpfo, potassio, calcio e magnésio que
correspondem a 3,9 %, 2,5 %, 0,71 %, 1,0 % e 0,4andssa seca da semente,
respectivamente (ASCENCIO, 1997).

Nas sementes germinadas a 30 °C, o esgotamentatddal de reserva verifica-se
96 horas apos o inicio da embebicdo da sementanf2uesse tempo, os lipidios de reserva
sdo degradados e provavelmente convertidos emaosacaAs fragcbes protéicas tém
diferentes padrdes de degradacdo: as globulinagvessl em solucdo salina séo
continuamente degradadas, as globulinas insolidegsadadas entre 36 e 72 horas e as
albuminas entre 60 e 84 horas ap0s o inicio da leigi® (SUDA; GIORGINI, 2000).

Nas condi¢cOes brasileiras geralmente apresentamapviabilidade. Existem casos
de dorméncia inicial, sendo que um periodo de biErgeratura, depois temperaturas e
luminosidade de intensidade alternada estimulamermigacdo. A temperatura mais
favoravel esta entre 25 e 35°C. A germinacdo oaturante quase todo ano. Na regido sul
do Brasil tem se observado que nas lavouras dedsojeedo, conduzidas no sistema
convencional, had germinacdo bastante escalonadaaeio nas lavouras do tarde, desde
gue haja umidade, e germinacado € bastante unif@mtoesendo rapidamente e com grande
intensidade. Plantulas tém grande capacidade l@e\seéncia por rebrotamento a partir
de gemas adventicias que podem se formar no hijmaptando cortadas acima ou abaixo

do no cotiledonar (KISSMAN; GROTH, 1999).



A germinacdo de sementes vitro possibilita a obtencdo de explantes que
apresentam excelente estado fitossanitario e digimd sem sintomas de deficiéncia
nutricional ou hidrica (RIBAS, 2000).

A germinacdo de sementes eheterophylla in vitrqpodefornece explantes para
testes de organgénese e cultura de tecidos nqg gaemhecessitam de materiais jovens e
livres de contaminagfes. Na literatura sdo raragglasos sobre germinacdo de sementes de

E. heterophylla in vitro.

2.4. CONTROLE DA OCORRENCI&uphorbia heterophylla

E. heterophyllgpossui um crescimento rapido e pode formar umaadeoBertura
sobre as plantas cultivadas, estabelecendo assancampeticdo por luz e nutrientes do
solo (WILSON, 1981). No caso de culturas de amendB8RIDGESet al, 1992) e de soja
(WILLARD; GRIFFIN, 1993a), as perdas podem ser ddem de 50 %. No caso de
culturas de soj&:. heterophyllanterfere também na eficiéncia da colheita e ndidpde
da soja colhida, pois acarreta 0 aumento do teamddade do gréao colhido bem como a
guantidade do material contaminante (HARGER; NESTHB80 apud WILLARD;
GRIFFIN, 1993a). Cada dez plantasHleheterophylam® reduz em 7% o rendimento de
grdos quando o periodo de convivéncia com a culbg@re durante todo ciclo (
WINKLER et al, 2003).

E. heterophyllaé um 6timo alimento para o percevejo marrduschistus hergs

um inseto extremamente danoso a cultura de som,squalimenta das duas espécies



vegetais quando ocorrem simultaneamente na estdedorescimento dessas plantas

(PINTO; PANIZZI, 1994).E. heterophyllapode também ser considerada hospedeira
adicional e reservatorio do fun@@aporthe phaseolorupcausador do cancro da haste de

soja (GARRIDO; DHINGRA, 1997).

Grande parte dos trabalhos solie heterophyllavisaram o controle de sua
ocorréncia e o uso de inumeros herbicidas em difiesetipos de culturas foi revisado por
WILSON (1981). A espécie € de dificil controle, ppiara evitar perdas de produtividade
sd0 necessarias repetidas aplicagdes bem comoragytibs de varios herbicidas (MOORE
et al, 1990; WILLARD; GRIFFIN, 1993a,b). Segundo WINKLER al.(2003) a espécie é
resistente a muitos herbicidas utilizados no coeli plantas de folhas largas. A
resisténcia dé&. heterophyllaa herbicidas que inibem a acetolactato sintase, anmna
envolvida na biossintese dos aminoacidos isoleutgnaina e valina (HOL®Et al, 1993),
foi confirmada e verificada a ocorréncia de bidipesistentes no sul do Brasil (VIDAL;
TREZZI, 1999). Investigacdes que visam compreeaddyases genéticas de tal resisténcia
tém sido iniciadas (VARGA®t al, 1999). Considerando o fato de os bi6tipos poderem
apresentar resisténcia a outros herbicidas quenataamesma enzima, torna-se importante
verificar a presenca de resisténcia multipla arelifees produtos, cuja atuacdo se dé em
outras enzimas no vegetal, para que a planta dapiossa ser controlada de modo eficaz
(GELMINI et al, 2001).

O uso constante de um herbicida ou herbicidas @an@smo mecanismo de acao,
exerce alta pressdo de selecdo, o que eliminaidudis tolerantes e a manifestacdo de
bidtipos resistente que, provavelmente, ja existianpopulacdo, mas em frequéncia baixa
(MATIELLO et al, 1999). E possivel também que existam bidtipdstezges a herbicidas

do grupo das S-triazinas e derivados de uréia mexeela e Equador (GARZON; LAZO,



1996); esses herbicidas interferem na cadeia walasjpra de elétrons durante a
fotossintese (MORELAND, 1980). Segundo BRECKE e TDB (1996), suspeita-se que
no Estado da Louisiana (E.U.A.) ocorram bidtiposistentes a clomazona (2-[(2-
clorofenil)metil]-4,4- dimetil-3-isoxazolidinona), um inibidor da biossintese de
carotenoides e de clorofila (VALVERDEt al, 2000), pois esse herbicida ndo controla a
espécie nesse estado, mas bons resultados terokdidos nos Estados da Gedrgia e da
Florida (E.U.A.).

Segundo BARRETO e EVANS (1998), o controle biotdgileE. heterophyllacom
base na utilizagdo do fundgipolaris euphorbiaceatem sido investigado ha mais de uma
década no Brasil, mas a falta de recursos finaseéégm dificultado essas investigacoes.
Esse fungo pode causar, em condi¢cdes ideais,ajaifisevera desfolhagcédo, danos ao caule
e morte do hospedeiro. Esses autores listarampé&ies de fungos patogénicos associados
a E. heterophyllae sugeriram a utilizagdo de alguns deles como naltea a B.
euphorbiacea®mu em associacdo com ele. O uso de aleloquimiautsad®. heterophylla
como alternativa ao uso de herbicidas tem sidostigedo. O citronelol (3,7 dimetil-6
octen-ol), extraido de cascas de laranja, inibermigacdo da semente Beheterophyllae
o crescimento radicular, através da inibicdo daseitna raiz (GUSMAMt al. 1990). O
Oleo essencial das folhas do capim-lim&yrGbopogon citratyspode também inibir a

germinacéo das sementeskéeterophyllfVALARINI et al, 1996).



2.5. ASPECTOS FITOQUIMICOS

A parte aérea dE. heterophyllacontém triterpendides como a geniculatina, uma
saponina isolada pela primeira vez nessa plantP@RHI; TIWARI, 1980), acetato dp-
amirina e esteroideos (RIZ&t al, 1978). Entre os esteroideos predomirfasitosterol,
ocorrendo também campesterol, stigmasterol e eptdstm pequenas quantidades (RIZK
etal., 1978).

O 6leo da semente d& heterophyllaé usado como 6leo secante (EAR&Eal,
1960) sendo semelhante ao dénum usitatissimumpncomumente utilizado para esse
préposito. Quanto a composicdo é constituido praioiente de acidos linolénico e
linoleico. Segundo SILVA e SALATINO (1999), o oOlata semente d&. heterophylla
pode seutilizado como matéria-prima nas industrias deatatle verniz.

A semente deE. heterophylla contém também lectina (fitohemaglutinina)
(NSIMBA-LUBAKI et al, 1983;LALONDE et al, 1984). Foi verificado que se trata de
uma proteina dimérica com subunidad&nticas de 32 kD e que se liga especificamente a
N-acetil-galactosamin@NSIMBA-LUBAKI et al., 1983).

PRASAD e SATYASREE (1994) sugeriram a substituidéocorantes alimentares
sintéticos e perigosos por antocianinas produzidastro e investigaram a producgéo de
antocianinas e polifendis bem como algumas enzamasciadas ao processo, em cultura
de tecido d&. heterophylla

As suas folhas térsido utilizadas como purgativo pelos herboristadNiggeria e a

sua acgdo farmacolégica foomprovada. Essa espécie integra também uma éspdadtas



gue podem ser utilizadas no combate ao cancer, exstiedistro de seu uso contra
verrugas(GRAHAM et al, 2000). Também foram identificadasbstancias bactericidas
eficientes contraEscherichia coli e Bacillus subtilis (DOROTHY et al 2006),

levantamento fotoquimico e antiinflamatério de atis aquosos e metandlicos
(FALODUN, 2006) utilizado para tratamentos de asbmanquite, constipacéo e testes em

ratos demonstraram a atividade analgésica dasmézkeiteiro (VAMSIDHAR, 2000).

2.6. CULTURA DE TECIDOS

A cultura de tecidos € a manutencado ou o crestaran tecidosin vitro, em uma
maneira que possa permitir a diferenciacdo e aeprasdo de suas arquiteturas e/ou
funcbes (SIVB, 2006), é considerada uma técnicaitapte para a propagacdo de varias
espécies (LANDAet al, 2000), podendo ser por via direta ou indireség éltima via passa
pela formacdo de calos que é considerada uma fpatescial de propagacdo em massa
(PIERIK, 1987; LANDAEet al, 2000). O principal obstaculo em utilizar a fdsecalo esta
no tempo necessario para que o processo de reg&oevaorra, aumentando o risco de

variacdo somaclonal (TAé al, 1997).

2.6.1 Organogénese



CURUK et al. (2002) definem a organogénese como um processn quall
brotacGes novas sao obtidavitro, por divisdo celular e diferenciacdo, que eventeate
conduz a formacao de um novo meristema apical ctrsegjliente elongacéao.

A regeneracdo de plantas pela organogénese podeerode dois modos: pela
producdo de gemas aéreas adventicias diretameetgtimte, sem proliferacdo de tecidos
ndo diferenciados; pela regeneracdo de gemas agheasticias partir de calos derivados
de explantes. HICKS (1980). Em ambos os casos, @smelulas comecam a constituir
um novo meristema, adotam um diferente programeme (ou redeterminacao), o qual
determina o subsequente padrdo de desenvolvimento.

SKOOG e MILLER (1957) estabeleceram o principio admtrole hormonal na
formacédo de orgdos em ceélulas de medula de tahdtieadasin vitro e obtiveram a
diferenciacdo de 6rgaos (gemas e raizes) pelagagiitativa de auxinas e citocininas. Tal
diferenciacdo é regulada pelas concentracdesviadatos dois tipos de reguladores de
crescimento no meio de cultura, onde os tecidoslonte requerem um suprimento
exdégeno de auxinas e citocininas para alcancargaisnde desenvolvimento adequados
(DROUAL et al.,1980). A organogénese vitro geralmente é ativada por uma adequada
concentracao de auxinas e citocininas, que levamadiferenciacao direta de meristemas

ou indiretamente de calos formado previamente (AZ0\il, 1997).

2.6.2 Reguladores de crescimento



As plantas mantém os meristemas apicais cauliradieular durante toda sua vida,
e essa caracteristica possibilita uma organogérmstinuada. As auxinas e citocininas
controlam o desenvolvimento vegetal atuando diretdenna definicdo dos meristemas e,
portanto, no tipo de 6rgéo a ser formado (PINO-NSNE05). Ao contrario das auxinas,
normalmente associadas a inducao de raizes, umcba#dA/CIN favoravel as citocininas
induz gemas caulinares tantovitro (BANNON et al, 1978; KERBAUY, 1999) quanto
ex vitro (ESTRUCHet al, 1991). Existem consideraveis evidencias de egse fato
diferencial de auxinas e citocininas na inducaecaldes e raizes sdo importantes para um
desenvolvimento integrado do vegetal. Desse maosl@itacininas produzidas nas raizes
podem induzir a formagéo de caules e esses saos@nbdutores de auxinas, necessaria a
formacdo mais raizes. O crescimento integrado elilqdo entre caule e raizes é
importante, pois esses 6rgdos possuem funcdes eomplares na sobrevivéncia do
vegetal ( PERES; KERBAUY, 1999)

As citocininas estdo envolvidas em diferentes msee do desenvolvimento, como
a divisao e diferenciacao celular (SKOOG; MILLERSY), formacdo de gemas caulinares
formacdo de cloroplastos (MOK; MOK, 2001). As citooas promovem ainda o
desestiolamento, a quebra da dominancia apicatteracéo planta-patégeno (HABERER;
KIEBER, 2002). As citocininas tém seus principaentcos produtores nas raizes das
plantas, porém, outros tecidos meristematicos, capioes caulinares, também podem
produzir citocininas, sendo isso evidenciado enetagg que ndo possuem raizes (PERES,
2002).

Os hormoénios ou reguladores de crescimento estélaidos entre os fatores
bioquimicos e sdo determinantes na aquisicdo deet@mcia do explante, especialmente

auxinas e citocininas, que controlam os princigaisntos celulares. Esses hormonios sao



essenciais para a regeneracdo de plantastro (SKOOG; MILLER, 1957). Quando
sintéticos, sdo chamados de reguladores de cragoimee, quando aplicadas a planta em
guantidades diminutas, inibem ou modificam o crescito ou o desenvolvimento

(TORRES, 2000).

3. MATERIAL E METODOS

Experimento 1

3.1 GERMINACAO DE SEMENTES

3.1.1 Material Vegetal

Sementes deEuphorbia heterophylla, coletadas em lavouras de soja de
Chopinzinho, regido sudoeste do Parana no anddé, 2stas foram armazenadas em
ambiente refrigerado a 6°C, em sacos plasticodabaratorio de Biotecnologia Vegetal da

Universidade Estadual de Ponta Grossa.

3.1.2 Métodos

3.1.3 Desinfestacédo das sementes



A desinfestacdo das sementes foi obtida por irneesd etanol 70% (v/v) por 40
segundos, seguido por imersao em clorexidina a v por 5 minutos e solugdo em
Qboa® 2% diluida por 15 minutos, seguido de guaérthos em agua destilada estéril, em
camara de fluxo laminar.

Depois da desinfestacéo, as sementes foram agmmallas em caixas acrilicas tipo

Magenta® com os respectivos substratos, a raz&0 dementes/caixa. (Figura 5).

3.1.4 Substratos para Germinacao

Para otimizar a germinacao das sementds. theterophylldoram comparados dois

meios de cultura sélidos e um substrato com algodao

Tratamento 1: O meio de cultura basico foi o0 MS, acrescido 6egd™* de sacarose e
6g.L* de agar, preparado por dissolucdo dos componentedgea destilada. O pH foi
ajustado para 5,8 com NaOH 0,1N antes da adicé@mado O meio foi autoclavado por 20
minutos a 120°C e latm e distribuido em caixadicasiesterilizadas, sendo 20 ml por

caixa Magenta.

Tratamento 2. Meio de cultura basico MS com a metade da coragfd de sais e

vitaminas (MS/2) e o mesmo procedimento do item a.



Tratamento 3. Foram autoclavadas caixas acrilicas contendodatgaimedecido com

agua destilada, e autoclavado por 20 minutoeClL2 latm.

O delineamento experimental foi inteiramente cazsadb, com trés tratamentos e
dez repeticbes. Dez dias apés o inicio dos tratermemvaliou se a porcentagem de
germinacéo, o peso fresco de plantulas, o nimefolles, o nimero de raizes secundarias

e o comprimento da raiz principal. As médias, taslds de 2 ensaios, foram comparadas

pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade conograma ESTAT, Unesp Jaboticabal.

Experimento 2

3.2 CULTURA DE TECIDOS UTILIZANDO MATERIAIS JUVENISDE EUPHORBIA

HETEROPHYLLA

3.2.1 Material Vegetal

O material vegetal testado nestes experimento®iftido a partir de sementes

germinadasn vitro, conforme o melhor resultado do primeiro experitoen

3.2.2 Preparo dos explantes



As plantas foram retiradas das caixas acrilicazaripuladas sobre uma placa de
petri esterilizada. Cada folha foi excisada em sgdantes, vertical e horizontalmente as
nervuras. Os explantes foram colocados com a fdagial em contato com 0s meios de
cultura.

O hipocdtilo e as raizes foram seccionados enmfeagos de 1 cm de comprimento
e colocados nos meios de cultura, que compuseraimatasnentos descritos abaixo para
todos os explantes. As placas de Petri (90X15) fiomam seladas com filme plastico de
polietileno e deixadas em sala de cultura com teatype de 25°C + 2°C e fotoperiodo de

16 horas.

3.2.3 Meios de Cultura

Cinco meios com diferentes concentracdes de régrda vegetais, descritos na
foram testados para regeneracdo. Meio de cultasicdd MS com a metade das
concentracdes de sais e vitaminas, acrescido dgl30de sacarose e 6 g-Lde agar,
preparado por dissolu¢do dos componentes em agtitada. O pH foi ajustado para 5,8
com NaOH 0,1N antes da adicdo do agar. O meioutoickavado e distribuido em placas
de Petri esterilizada, sendo 20 mL por placa, aplaglores de crescimento foram
adicionados ao meio antes da medida do pH. Asetlifes concentracdes de reguladores
vegetais testados para regeneracdo de tecid@& Haterophyllaforam 1 mg.[* CIN +
0.1mg.L* AIA, 0.5 mg.L?* 2iP +0.1mg.I* AIA, 1 mg.L? 2iP +0.1mg.L* AIA, 1.5 mg.L!

2iP +0.1mg.[* AIA e 0.5mg.L* 2iP.



As culturas foram mantidas a temperatura de 285t @ensidade de fluxo de foétons
de 9,75 pmol.ms* e fotoperiodo de 16 horas. Os explantes foramadei na sala de
cultura por 30 dias.

Foram calculadas as porcentagens de explante eomasy e nimero medio de
gemas por explante. O delineamento experimentalnfeiramente casualizado, com 6
repeticdes por tratamento. Cada parcela foi codtitde uma placa de Petri contendo 6

explantes. Os resultados apresentados sdo médiagsdexperimentos.

3.2.4 Enraizamento

Apo6s 30 dias de cultura os brotos regeneradosnfoepicados para o meio MS/2,
com 15 g.I* sacarose e pH ajustado para 5,8. Foram colocdiink @e meio de cultura
em cada caixa, sendo 5 brotos por caixa. Apos &9 ftii avaliada a porcentagem de

enraizamento.

3.2.5 Aclimatacéo

Plantulas enraizadas foram retiradas do meio ttaraulavadas e transplantadas
para potes plasticos com 10 cm de altura e de &cdidinetro, contendo terra esterilizada
por autoclavagem.

As plantulas permaneceram em uma mini-estufa tolwem plastico polietileno,
saturada com agua, pelo menos uma vez ao dia pareema umidade. Apos 15 dias o

plastico foi removido e as plantulas permanecerammpis uma semana nas condi¢des de



laboratdrio sendo em seguida transferidas parad=xsagetacdo. Nao foi realizado analise

estatistica, pois apenas um tratamento foi efetivoegeneragéo de heterophylla

Experimento 3

3.3. EXPERIMENTO DE HERBICIDAS COM EXPLANTES RADIAQLARES

3.3.1 Material Vegetal
Utilizou-se a cultura de raizes obtida no expertmed a partir do teste de

organogénese descrito anteriormente.

3.3.2 Métodos

Os explantes radiculares com 1 cm de comprimenmtanf inoculados em meio
MS/2 acrescido de 15g/L de agar e pH ajustado 8me Suplementado com 0,5 md.RiP
+ 0,1mg/L AIA e depois da autoclavagem do meio rfoi@dicionados os herbicidas com
i.a. fomesafen (Flex®), e imazaquin (Scepter®) endionados em placas de Petri com
20 mL de meio cada.

As doses utilizadas foram 0; 1; 2; 4 e 8 vezess® decomendada pelo fabricante
sendo que uma dose equivale a 0,8gde Scepter® e 4mLtde Flex®

O material foi mantido em sala de cultivo em coddg;controladas de temperatura
25+ 2°C e com fotoperiodo de 16h. Para cada tratanferam realizadas 5 repeticoes
com 6 explante em cada placa de petri. Realizaaaliacdo apds 30 dias de inoculacdo

das raizes no meio com os herbicidas, sendo avadiadassa fresca, comprimento da raiz



principal e numero de ramificacdes. O experimeuwioirfteiramente casualizado com 5
tratamentos e 5 repeticdes, composto cada unioqueimental por 1 placa de Petri e com
6 explantes. Os resultados foram submetidos asanddi variancia e as médias comparadas
pela analise de regresséo polinomial, utilizando-peograma ESTAT (1992) Jaboticabal.

Os graficos e as equagdes foram feitos no progeawmeal 2003.

4. RESULTADOS E DICUSSAO

4.1 Germinacdo de sementesHighorbia heterophylla



No inicio ocorreram problemas com a dorménciasgasentes, como ja descrito na
literatura, entdo foram realizados alguns testes concentracOes variadas de cinetina,
giberilina e nitrato de potassio, nos quais ases¢®s ficaram embebidas por dois dias,
mas ndo houve germinacdo. Uma explicacdo parapese ser que no caso de
heterophylla ocorre a formacédo de mucilagem ao redor da sememante a hidratacéo.
Esta mucilagem pode constituir uma barreira desé@dudo oxigénio, impedindo o
suprimento deste gas no embrido (SUDA, 1997). Er@iisementes foram armazenadas na
geladeira a 6°C por 6 meses, e obteve-se germidazZatC.

A porcentagem de germinacgéao foi maior no meio MS#2 88% (Figura 1 B e C),
em relacdo a germinacdo em algoddo (Figura 1B), @B3bela 1). Verificou-se que o
substrato exerceu influéncia no desenvolvimentdahdas plantulas de leiteiro, indicando
gue a presenca de agua livre inibe a germinac&n deterophylladevido provavelmente
a formacao da mucilagem. Contrariamente aos reslitabtidos por COSTA e AYUB
(2001) que obtiveram melhores resultados no substta algodao para caléndula. Os
demais dados analisados, com excecao da alturkagka,pndo diferiram estatisticamente,
apresentando médias superiores quando as plagedasnaram em MS e MS/2 (Tabela
1). Consequentemente, o desenvolvimento inicial pdastulas respondeu aos nutrientes
disponiveis nos meios MS e MS/2. Houve com o me®/2Mum aumento de 20 % na
massa em relacédo ao tratamento com algodéo, queséhstrato desprovido de nutrientes.
O ganho de massa observado € fungdo da maior diisrplantas, do maior crescimento
radicular, tanto no comprimento quanto no nameraaieificacdes. SegundooSTA e
AyuB (2001) estaliferenca pode ser explicada pela disponibilidadetiata do carbono da
sacarose, e a0 meio nutritivo utilizado na gernépague contém a metade dos sais e

vitaminas utilizadas para a cultura de tecidos r@ona das espécies estudadas. Os



resultados obtidos com o meio MS foram estatister@miguais aos do MS/2, isso se deve

provavelmente ao fato desta espécie ter granddidéed® de desenvolvimento, nado

necessitando de uma alta quantidade de nutrieatasspprir suas necessidades.

Tabela 1. Germinagédo, Massa fresca, nUmero e corapto médio de raizes e altura de
plantula deEuphorbia heterophyllaapés 10 dias em germinagdo no meio MS, MS/2 e
algoddo umedecido.

Substrato Germinacdo Massa Fresca N° médio Comprimento Altura da
% Médio (g) de raizes médio de raizes plantula (cm)

(cm)
MS 86a 0,49a 12,8a 2,0a 5,5a
MS/2 88a 0,55a 13,9a 2,0a 5,7a
Algodéo 38b 0,46b 2,5b 1,1b 4,6a

As médias seguidas pela mesma letra na colunaiféiem entre si pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade.



Figura 1. Sementes dE. heterophylld.. acondicionadas em algoddo umedecido com agua
destilada (A), em meio de cultura basico MS/2 Byerminacdo em meio MS/2 (C).

4.2 Ensaios de Regeneracao

O efeito das diferentes combinacfes de reguladimesescimento acondicionados
no meio MS/2 observou-se qu&aheterophyllando regenerou gemas a partir de explantes
cotiledonares e radiculares em nenhum dos trataséestados (dados ndo monstrados).

Os explantes hipocotiledonares desenvolveram ¢ivesa(Figura 2A e B), no meio



MS/2 suplementado com 0,5 mg.lde 2iP (Tabela 2). Os resultados evidenciaram um
processo de morfogénese do tipo organgénese diegtaa formacéo de calos (Figura 2A).
Cinguenta por cento dos explantes hipocotiledonaagsneraram duas gemas em média.
Gemas estas que apos sua elongacéo foram enragzadiatadas em casa-de-vegetacao
(Figura 3 B). Esse resultado de organogénese dieetdiferencia dos testes feitos por
PRASAD e SATYASREE (1994), que tiveram a organogéradireta d&. heterophylla

na presenca da auxina ANA, ou seja, tiveram aspdes passando pela fase de calos. Sem
a formacgéo de calos, que € uma fonte de variagdadonal, a regeneracao por via direta
permite a transmissdo de caracteres da planta @uernigem a célula, ao tecido ou ao
orgao, ou seja, é mais interessante para estugloi®diicos e morfogenéticos.

Tratamentos com AIA foram eficientes na formac&ordizes para os explantes
radiculares (Figura 2C) e hipocotiledonares o goefiena os resultados obtidos por
PRASAD e SATYASREE, 1994, que utilizaram ANA parainelucdo da rizogénese.
Embora existam espécies que formam raizes adwentipenas com os niveis enddégenos
de auxina, o que € o caso BHaheterophyllado maracuja (RIBAS, 2000), geralmente é
necessario adicionar auxina exdégena para estiraulaogénese (TAIZ; ZEIGER, 2004).

O tratamento com cinetina também néo foi eficigrataE. heterophylladiferindo
de trabalhos realizados com caquizeiro (CARVALHOA®!, 2004), que nao obteve
diferencas entre resultados com 2 iP e cinetinen $ielo aceito que a cinetina promove
baixas taxas meédias de regeneracdo de brotacGesntdo, em algumas espécies esse
fitorregulador promove somente o alongamento ddabdes, esses resultados foram
confirmados entucalyptus globulu¢TRINDADE., 1990),Morus australistPATNAIK et

al., 1996) eCercis canadensigACKAY et al, 1995).



Os brotos regenerados nao apresentaram deformag@efologicas como
hiperhidricidade (ZIV, 1995), indicando que néo V®wefeito prejudicial dos reguladores
de crescimento sobre os brotos regenerados (CURWY1)2 dos nutrientes, nem do
conteudo do agar sobre a morfogénese (SABER.,2004).

As diferencas quanto a regeneracdo entre os uwliésreexplantes testados poderia
ser explicado pelo gradiente interno de regulaate crescimento, pelo grau de
determinacdo dos tecidos, para responder a estirholononais (TRAN THANH VAN,
1973). A alta capacidade de regeneracdo dos egplgovens é explicada pela maior
atividade metabdlica e uma adequada concentracdimohal endogena (SKOOG;
MILLER, 1957), como resultado de um equilibrio enais concentracdes internas e as
supridas externamente com o meio, além de umag&ercom os nutrientes (RAMAGE;
WILLIAMS, 2002).

Tabela 2. Avaliacdo de diferentes concentracdesegdolador de crescimento 2IP e CIN
com ou sem AIA na regeneracao de explantes hipedotiares de leiteiro.

Tratamento Ne N° N° Gemas / N°Brotos Enraizadas  Aclimatadas
explantes explante/gema explante
(média)
0.5mg/L 2iP
30 14 2 28 10 10
0.5mg/L 2iP +
30 0 0 0 0 0
0,1mg/L AIA
1,0mg/L 2iP +
30 0 0 0 0 0
0,1mg/L AIA
1.5mg/L 2iP +
30 0 0 0 0 0
0,1mg/L AIA
1mg/L CIN + 30 0 0 0 0 0

0.1mg/L AIA




Figura 2. A-B.Regeneragdo a partir de brotos eesaia partir de explantes
hipocotiledonares em meio MS/2. (C) regeneracdoralees a partir de explantes
radiculares.

5.2.1 Enraizamento

Diversas espécies, principalmente as herbacessizem facilmenten vitro sob
baixos niveis de auxina ou, simplesmente, em m&sad sem reguladores (ANDERSON,
1984; HASEGAWA, 1980). Tais informacdes corroboremm os resultados obtidos com
E. heterophyllaA adicdo de auxinas ndo foi necessaria para prenm enraizamento das

plantas regeneradas, o que também foi observadespgties d®assiflora(FREITAS,



1997, BIASIet al; 2000). Contrariamente, PRASAD e SATYASREE (19@d)izaram
auxina para enraizamento de brotosEdeheterophylla quetambém € essencial para o

enraizamento das gemas oriundas de segmentoshde fdé urucum (ALMEIDAet al,
1995) e o enraizamento de brotacées de MOGNO (&miemacrophylla King(LOPES,

et al, 2001).

Figura 3. Enraizamento das plantulas em meio MS/2 semigi@ de hormonios (A) e
plantulas enraizadas prontas para o transplanjio (B

5.2.2 Transplante e Aclimatacao

Esta etapa envolve a mudanca de condicbes héfezasr para autétrofas e a

aclimatacéo da planta nas condicoes de casa-déag@ggHARTMANet al.,1990).



Para o0 sucesso da aclimatacdo ndo houve a nexissld podar as raizes e nem
eliminacédo de todas as folhas para garantir adtesstde sobrevivéncia em plantaskde
heterophyllaregeneradas vitro, como sugerido para aclimatacao de maracuja p&I&AA
e SEGURA (1997b). A manutencao de alta umidaddasiipo, como mostra a figura 4 foi
essencial para o desenvolvimento e sobrevivénciplatdulaex vitro,100% das plantas

enraizadas foram a aclimatadas

Figura 4.Aclimatacdo das plantulas enraizadas recém colatadarra com a protecdo do
plastico (A) e apds 10 dias aclimatando em ambigateboratério (B).

Experimento 3

4.3 TESTE DE HERBICIDAS



No Brasil, j& estdo documentadas nove espéciegamtes aos herbicidas, ou seja,
leiteiro Euphorbia heterophylla picao-pretoBidens pilosa Bidens subalternafspapua
(Brachiaria plantaginey sagitéaria $agittaria montevidengiscapim-arroz Echinochloa
spp), junquinho Qyperus difformis milhd (igitaria spp) e cuminho Himbristylis
miliacegd( CORTEZet al, 2002; NOLDINet al, 1999), sendo que a maioria dos casos
concentram-se na regido centro-sul do pais. Deasasspécies mais preocupantesisao
heterophylla e Bidensspp devido sua origem abranger a regido Brasdgrmi
(KISSMANN;GROTH, 1999), pela abundancia das infed¢s e impacto econémico na
agricultura nacional (WINKLERt al, 2003).E. heterophyllae Bidensspp estdo presentes
em 74% e 77%, respectivamente, das areas de soggida do Planalto do Estado do Rio
Grande do Sul (BIANCHI, 1996), e a tentativa dentome vem sendo realizada pela da
aplicagcao de herbicidas.

O herbicida Scepter® com ingrediente ativo imamagu bastante utilizado no
controle deE. heterophyllasendo inibidor da enzima acetolacto sintase (AEeS$encial
para a sintese de aminoacidos de cadeia ramificad#y valina, isoleucina e leucina. A
paralisacdo na sintese dos aminodcidos leva a utearupcdo na divisdo celular.
Herbicidas desse grupo séo no geral moveis tantdlema como no floema, podendo ser
absorvidos e translocados a partir das folhas ebdamdas raizes (HRAC, 2006;
KISSMAN, 1999), o herbicida Flex® com i.a. fomesaf& inibidor da enzima
protoporfiringen oxidase, uma enzima que se enaon#r rota de sintese de clorofila,
catalisando a transformacdo de protoporfirogen &approtoporfirina IX, numa etapa
precursora da sintese de clorofila. A inibicdo aeqx impede a sintese de clorofila e leva

a um acumulo de protogen, que extravasa para plastoa, onde € convertido em proto



IX, pigmento fotodindmico que liberam radicais degénio altamente reativos, causando
peroxidacao de lipidios das membranas celulareant® a sua ruptura. Herbicidas deste
grupo sao dependentes de luz (KISSMAN, 1999), @aetyra aplicado sobre as folhas,
porém, como a cultura racinar para estes testesofluzido sob luz, observou-se que
ocorrem efeitos também sobre as raizes.

Ambos os ingredientes ativos fomesafen e imazafuam eficientes na inibicdo
da regeneracao de raizes para testegro. Os resultados deste ensaio mostram que com o
aumento da concentracdo dos herbicidas no meialtega; ndo houve desenvolvimento
normal das raizes quando comparadas com a testanfbigura 5). Analisando-se o0s
gréficos 1 e 2, verificou-se um efeito significatidas doses de herbicidas em relacdo ao
comprimento da raiz principal, nimero de ramifies;@ biomassa. Todas as variaveis
forneceram equacfes exponenciais, onde a presengerbicida causa um decréscimo
exponencial no desenvolvimento das raizes, exaetero de ramificagcbes com herbicida
Flex® que forneceu uma equacao linear. A partiddeezes a dose recomendada pelo
fabricante, o desenvolvimento das raizes se magtémstante para todas as variaveis
testadas.

Se faz necessario ensaios com sementes resisf@resa confirmacdo do uso
destes herbicidas para testes de resisténcidéro, jA que com sementes suscetiveis causou
uma diminui¢do do desenvolvimento normal.

N&o ha outros trabalhos com testes de herbicigaendolvidosin vitro com
plantas daninhas, o que dificulta a comparacdodismussao dos mesmos, ja que 0s outros

sao feitoex vitrocomo ja comentados na reviséo.
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Figura 5: Comparacao de crescimento de explantésutares no meio sem herbicidas (A)
e com herbicida Flex ® (B).



6. CONCLUSOES
A andlise e interpretacfes dos resultados obtidogresente trabalho permitem concluir

que:

1. O melhor tratamento para germinag@dovitro de sementes de. heterophyllaL. é o

meio de cultura MS com a metade da concentrac8aide vitaminas (MS/2).

2. A regeneracao de. heterophyllaé obtida a partir de explante hipocotiledonar eemom

MS/2 suplementado com 0,5 m@iP.

2.1. Pode se obter raizes a partir dos explantisutares e hipocotiledonares em meio

com 0.5mg/L 2iP + 0,1mg/L AlA.

2.2. Nao foi possivel obter nenhum tipo de regey@ra partir de explantes cotiledonares.

3.0s resultados obtidos apontam para a possibdidadcomprovacao da resisténcia pelas

de ensaio# vitro, pois ocorreu um retardo no desenvolvimento nodaalraizes, com as

doses testadas.
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