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1. INTRODUCAO

A cultura da soja possui grande importancia econdémica para o Brasil,
constituindo-se no principal cultivo agricola. A produtividade da soja pode sofrer
interferéncia negativa quando da presenca de plantas daninhas, podendo ocasionar
reducdo de até 80% da producdo (GAZZIERO et al., 2004). Dentre estas plantas
daninhas se destaca a leiteira (Euphorbia heterophylla), a qual pertence a familia
Euphorbiaceae, e é nativa das regides tropicais e subtropicais das Américas
(KISSMANN & GROTH, 1999).

As falhas de controle de leiteira pela aplicacéo de glyphosate em lavouras de
soja no Rio Grande do Sul (RS) sdo frequentemente relatadas pelos agricultores,
sendo importante a confirmacdo ou nao da resisténcia ao herbicida. O glyphosate é
herbicida ndo seletivo, sistémico que inibe a enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato
sintase (EPSPs), da rota do acido chiquimico (ROMAN et al., 2007; VELINI et al.,
2009).

Para que uma planta possa ser caracterizada como resistente, devem-se
realizar estudos que visam determinar o nivel da resisténcia, mediante a realizacéo
de experimentos de curva de dose-resposta (CARVALHO et al.,, 2009). Nestes
experimentos sao analisadas variaveis morfolégicas como massa seca, estatura de
plantas, area folhar e eficiéncia de controle. Contudo, a variabilidade genética
natural, ocorrente em plantas daninhas, dificulta a andlise e obtencdo dos
resultados.

A cultura de tecidos é alternativa para uniformizar a populacdo de plantas
em estudo, e garantir que estdo sendo manipulados clones de determinado biotipo.
Além disso, a partir do estabelecimento in vitro de determinada planta daninha,
pode-se realizar testes de resisténcia através da adicdo do herbicida em meio de
cultura e assim reduzir o tempo para a confirmacao da resisténcia. Desse modo, 0
desenvolvimento de tecnologias de cultivo in vitro de plantas daninhas é chave para
0 avango da pesquisa na area.

Esse trabalho visou avaliar a viabilidade da realizacdo de teste de
comprovacéo de resisténcia in vitro e determinar a concentracdo de glyphosate, em
meio de cultivo, capaz de provocar mortalidade e reduzir o comprimento de explantes
de plantas de leiteira suscetivel e com suspeita de resisténcia ao herbicida.
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2. METODOLOGIA

Realizaram-se dois experimentos em delineamento experimental inteiramente
casualizado, com trés repeticbes, com quatro explantes por repeticdo. Os
experimentos foram conduzidos em camara de crescimento, pertencente ao
Laboratorio de Cultura de Tecidos do Centro de Herbologia, da Universidade Federal
de Pelotas.

Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial, onde o fator A testou os
biotipos de leiteira R (suspeito da resisténcia) e S (suscetivel), enquanto que o fator B
constou de diferentes concentracdes de sal de glyphosate no meio de cultura (primeiro
experimento — 0, 100, 150 e 200uM; e, segundo experimento - 0, 25, 50, 100uM).

O meio de cultura utilizado foi 0 MS, complementado com sacarose (30gL™),
mio-inositol (0,1g L™) e BAP (0,5g L™), com pH ajustado para 5,8, antes da adicdo de
agar (7g L. Apés autoclavagem, adicionou-se ao meio a concentracdo do herbicida,
de acordo com o tratamento. Para tal, utilizou-se solucdo estoque contendo o sal do
herbicida glyphosate (Fluka®), que foi filrada, em camara de fluxo laminar, e
adicionada ao meio ainda quente, de acordo com o tratamento. Em seguida, o meio foi
vertido para tubos de ensaio (10mL tubo™), onde inoculou-se um explante por tubo.
Posteriormente, o material foi levado a camara de crescimento, com fotoperiodo de
14/10h de luz/escuro e temperatura de 24°C durante todo o periodo do experimento.

As variaveis analisadas foram: percentagem de morte, contaminacgéo fungica;
e, bacteriana de explantes, aos 15 e 20 dias ap0s a inoculacdo (DAI). Os tubos que
apresentavam explantes contaminados foram descartados. Aos 20 dias apods a
inoculacdo analisou-se o comprimento da parte aérea, mensurado da base do mesmo
até a gema apical.

Os dados foram submetidos a analise da variancia (p<0,05) e em caso de
significancia, o fator biétipo foi comparado por teste t (p<0,05) e o fator dose por
regressao sigmoidal do tipo logistico, conforme segue:

y=a/l[l+ (x/x0)b]

onde: y = porcentagem de controle ou de reducdo de MS; x = dose do herbicida; e, a,
X0 e b = parametros da equacao, sendo que a é a diferenca entre 0s pontos maximo e
minimo da curva, X0 € a dose que proporciona 50% de resposta da variavel e b é a
declividade da curva.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro experimento, ndo foi observada interacdo entre os fatores
testados, havendo somente efeito principal do fator concentragéo de glyphosate para
a variavel percentagem de morte aos 15 e 20 DAI (Figura 1 a e b). No segundo
experimento, observou-se interacdo entre os fatores testados para as variaveis
percentagem de morte aos 20 DAI e comprimento de parte aérea (Figura 2 a e b).
N&o foi observada significancia estatistica para as variaveis contaminagcdo, em
ambos experimentos (dados né&o apresentados).

Para as concentracfes de glyphosate no primeiro experimento, verificou-se
aos 15 DAI, que na menor concentracdo de herbicida a mortalidade, de explantes foi
proxima a 100% (Figura 1), enquanto aos 20 DAI, independente da concentragao,
todas as plantas morreram, indicando serem essas concentragbes elevadas para
utilizacdo nesta metodologia experimental.
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Figura 1. Percentagem de explantes mortos de leiteira (Euphorbia heterophylla) aos
15 (a) e 20 dias apos a inoculacdo (DAI) (b), nas concentracdes de 100,
150 e 200 uM de glyphosate. Capao do Leéo, 2013.

No segundo experimento, observou-se diferenca entre os bidtipos para
percentagem de morte aos 20 DAI, sendo que na concentracdo de 25uM, o biétipo R
apresentou menor taxa de mortalidade que o S (Figura 2 a). Os herbicidas imazaquin e
fomesafem reduziram o crescimento radicular de leiteira em meio MS/2, nao
provocando a morte dos mesmos (COLUSSI, 2006).

Em relacdo ao comprimento da parte aérea, os bidtipos ndo apresentaram
diferenca, porém a presenca de glyphosate no meio de cultura interferiu negativamente
o crescimento dos explantes (Figura 2 b).
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Figura 2. Comprimento da parte aérea (cm) (a) e percentagem de explantes mortos
(b) de bidtipos de leiteira (Euphorbia heterophylla) com suspeita de
resisténcia (R) e suscetivel (S) ao glyphosate, 20 dias apds a inoculacao
(DAI) em meio de cultura com diferentes concentragcbes do herbicida.
Capao do Leéo, 2013.
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4. CONCLUSOES

O método de cultivo in vitro mostrou-se eficiente para selecédo de biotipos de
leiteira resistentes a herbicidas. As concentracdes de sal de glyphosate em meio de
cultivo MS, em concentracdo acima de 50uM, provocam a totalidade de morte de
explantes de leiteira e a reducdo da parte aérea dos mesmos, independente do
bidtipo ser resistente ou suscetivel.
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