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CARACTERIZACAO MORFOANATOMICA, CONTAGEM CROMOSSOMICA E
VIABILIDADE POLINICA DE BIOTIPOS DE AZEVEM SUSCETIVEL E
RESISTENTES AO HERBICIDA GLYPHOSATE'

Morphoanatomical Characterization, Chromosome Count and Pollen Viability of Glyphosate-
Susceptible and Glyphosate-Resistant Italian Ryegrass

RUCHEL, Q.2, VARGAS, L.2, AGOSTINETTO, D.2, FERNANDO, J.A.2, LUDTKE, R.2 e
BOBROWSKI, V.L.2

RESUMO - O azevém é uma planta daninha de ciclo anual, encontrada em praticamente
todas as lavouras de inverno, em pomares e vinhedos da regido Sul do Brasil. A espécie é
normalmente controlada pelo herbicida glyphosate, no entanto, o uso continuado desse
produto selecionou biétipos resistentes. Diferencas na suscetibilidade do azevém a herbicidas
tém sido atribuidas a caracteristicas morfolégicas, anatémicas e genéticas das plantas. Os
objetivos deste trabalho foram realizar a caracterizacdo morfoanatomica, adequar metodologia
para a analise citologica de cromossomos e indicar corantes para testes de viabilidade polinica
de bidtipos de azevém suscetivel e resistentes ao herbicida glyphosate. As sementes dos
bidtipos de azevém suspeitos de resisténcia provieram do municipio de Sao Valentin, RS
(SVA 1 e SVA 4), e Passo Fundo, RS (PFU 5), e as do biétipo conhecidamente suscetivel (SVA 2),
de Sao Valentin. Os bidtipos de azevém estudados que apresentam resisténcia ao herbicida
glyphosate ndo podem ser diferenciados do biétipo suscetivel através de aspectos morfoléogicos,
nao existindo diferencas anatémicas de folha e raiz que evidenciem possibilidade da absorcao
diferencial do herbicida glyphosate entre os bi6tipos de azevém. A metodologia para a analise
citologica dos bidtipos de azevém merece adequacdes para melhor nitidez dos cromossomos,
podendo-se aumentar o tempo de hidrélise e de exposicdo ao agente antimitotico utilizado
neste trabalho, bem como testar outros agentes. Todos os corantes apresentaram bom
desempenho na determinacdo da viabilidade polinica frente aos biétipos avaliados, exceto o
azul de tripan, que subestimou os resultados.

Palavras-chave: anatomia, cromossomos, Lolium multiflorum, morfologia, Poaceae.

ABSTRACT - Ryegrass is an annual weed found in all winter crops, orchards and vineyards of
southern Brazil. The species is typically controlled by glyphosate. However, continued use of this
product has selected resistant biotypes. Differences in herbicide susceptibility of ryegrass have
been attributed to differences in morphology, anatomy and genetics of the plants. The objectives of
this study was to conduct a morphological and anatomic characterization, adapt the methodology for
cytological analysis of chromosomes and select dyes for pollen viability tests with glyphosate-
susceptible and resistant ryegrass biotypes. The seeds of ryegrass biotypes with suspected
resistance came from the town of Sdo Valentim, RS (SVA 1 and SVA 4) and Passo Fundo, RS
(PFU 5) and seeds of the susceptible biotype (SVA 2) were from Séo Valentim. The ryegrass biotypes
with resistance to glyphosate cannot be distinguished from the susceptible biotype by morphological
aspects and there are no anatomical differences in leaf and root that allow differential absorption of
glyphosate among ryegrass biotypes. The methodology for the cytological analysis of ryegrass
biotypes should be adapted for better clarity of chromosomes, allowing an increase in hydrolysis
time and exposure to the antimitotic agent used in this study; moreover, other dyes can be tested.
All dyes showed good performance in determining pollen viability against the assessed biotypes
except for trypan blue, which had poorer results.
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INTRODUCAO

O azevém (Lolium multiflorum) é uma
monocotiledénea anual, alégama, adaptada a
diversos tipos de solo e altamente produtiva
em solos férteis. Essa espécie é de facil disper-
sado e esta presente e se caracteriza como
importante planta daninha em culturas como
trigo, soja e pomares na regido Sul do Brasil.

O controle do azevém é realizado, quase
na sua totalidade, com a aplicacao de herbi-
cidas nao seletivos, em diferentes estadios
fenologicos, sendo o glyphosate o mais utilizado
para esse fim. Com o aumento da utilizacao
desse herbicida, os produtores verificaram
maior dificuldade no controle do azevém,
levando a selecao de biotipos resistentes.

As diferencas na suscetibilidade de espé-
cies de plantas daninhas a herbicidas sao
atribuidas ao estadio de desenvolvimento da
planta, a diferencas na morfologia (area e
forma do limbo e angulos das folhas em relacao
ao jato de pulverizacdo), a anatomia foliar
(presenca de estdomatos e tricomas, espessura
e composicdo da camada cuticular) e a dife-
rencas na absorcdo, translocacdo, comparti-
mentalizacdo e metabolizacao da molécula
herbicida (Dall‘Armellina & Zimdahl, 1989;
Westwood et al., 1997; Vargas et al., 1999; Tuffi
Santos et al., 2004).

Caracteristicas morfolégicas das folhas
influenciam na quantidade de herbicida
interceptado e retido; contudo, sdo caracteris-
ticas anatdomicas que praticamente determi-
nam a facilidade com que esses produtos serdo
absorvidos. Populacdes de Brassica juncea
tolerantes ao glyphosate apresentaram maior
espessura da folha e da cuticula adaxial e
maior densidade de tricomas na epiderme
superior, bem como menor numero de feixes
vasculares, em comparacao com as plantas
suscetiveis, sugerindo que essas diferencas
contribuem para a tolerancia ao herbicida
(Huangfu et al., 2009).

O aparecimento de biétipos resistentes é
influenciado também pela variabilidade
genética entre plantas, fato que determina a
capacidade de resposta a selecao natural e as
pressoes impostas em funcdo de técnicas de
manejo utilizadas. Dessa forma, além da
utilizacdo repetitiva do mesmo herbicida ou
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de herbicidas com o mesmo mecanismo de
acao, outros fatores podem estar associados
com a evolucao da resisténcia de plantas
daninhas, como adaptacao, heranca, nivel de
ploidia, fluxo génico e frequéncia génica
(Maxwell & Mortimer, 1994).

A manifestacao do genétipo do individuo é
o resultado da contribuicao dos gametas mas-
culino e feminino; quanto maior a viabilidade
polinica, maior a possibilidade da formacao de
diferentes combinacoes entre alelos, aumen-
tando a variabilidade genética (Souza et al.,
2002). A heranca da resisténcia ao glyphosate
em azevém € do tipo nuclear, com dissemi-
nacao rapida na populacao, via polen (Vargas
et al., 2007). Poaceas de polinizacado cruzada,
como o azevém, tém elevado potencial para
transmitir seus genes as plantas adjacentes,
aumentando a variabilidade na populacao e a
frequéncia de individuos resistentes ao longo
do tempo (Wang et al., 2004).

Considerando os diferentes aspectos que
determinam a resisténcia ou suscetibilidade
de plantas de azevém, o presente trabalho
objetivou avaliar caracteristicas morfoanatoé-
micas de folhas e raizes, adequar metodologia
para a analise citologica de cromossomos e
testar corantes para testes de viabilidade
polinica de bidtipos de azevém suscetivel e
resistentes ao herbicida glyphosate.

MATERIAL E METODOS

As sementes dos biotipos de azevém
(Lolium multiflorum) suspeitos de resisténcia
provieram de plantas que sobreviveram a
aplicacao de glyphosate em lavouras no muni-
cipio de Sao Valentin, RS (SVA 1 e SVA 4), e
Passo Fundo, RS (PFU 5). As sementes do
biotipo suscetivel (SVA 2) também foram
obtidas em Sao Valentin, RS. Os biotipos foram
escolhidos devido a proximidade geografica e
também aos menores sintomas de fitotoxi-
cidade apresentados pelos biotipos resistentes.

Realizou-se a semeadura de quatro semen-
tes por vaso, com capacidade volumeétrica de
4 L; posteriormente, quando as plantas apre-
sentavam duas folhas, realizou-se desbaste,
deixando-se uma planta por vaso. Quando as
plantas apresentavam seis afilhos, foram
separados quatro deles e replantados em
substrato comercial Germina Plant®. Dez dias
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apos o replantio, plantas com 3-4 folhas foram
submetidas a aplicacao de 2.160 g e.a. ha''de
glyphosate, produto comercial Glifosato
Atanor 48®. Para isso, utilizou-se pulverizador
costal pressurizado a CO,, calibrado para
proporcionar volume de aplicacao de 120 L ha'!
de calda herbicida, equipado com pontas de
pulverizacao do tipo leque 110.015.

Para obtencao do material para os demais
experimentos, as plantas-maée, cujos afilhos
sobreviveram, foram novamente repicadas e
os afilhos transplantados para vasos com
capacidade volumétrica de 8 L, contendo solo
tipo Argissolo Vermelho-Amarelo e substrato
comercial Germina Plant® na proporcao de 3:1.
Adotou-se esse procedimento também para os
afilhos das plantas do biétipo suscetivel. A
producao de afilhos nas plantas transplan-
tadas foi induzida com a aplicacdo de adubacéo
nitrogenada. Separaram-se os afilhos nova-
mente e, entdo, organizaram-se os blocos do
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experimento conforme o estadio de desenvol-
vimento das plantas, exceto para a contagem
cromossOmica, que foi realizada a partir de
sementes. A apresentacdo dos materiais e
meétodos especificos de cada experimento é
feita a seguir.

Caracterizacao morfoanatomica

Para a caracterizacao morfologica, o
experimento foi conduzido em delineamento
experimental inteiramente casualizado com
seis repeticdoes. Quando atingiram o estadio
de antese (floracdo), aproximadamente
100 dias ap6s o transplante (DAT), as plantas
foram identificadas quanto a espécie, com
auxilio de chaves de identificacdo especia-
lizadas (Longhi-Wagner, 1987), examinadas
com o auxilio de lupa e avaliadas quanto a
suas caracteristicas morfologicas (Tabela 1).
Exsicatas de cada biotipo foram depositadas no

Tabela 1 - Caracteristicas morfologicas de bidtipos de azevém (Lolium multiflorum) suscetivel (SVA 2) e resistente (SVA 1, SVA 4 ¢

PFU 5) ao herbicida glyphosate

Caracteristica T Bidtipo CV (%)
SVA 2 (S)* SVA1 (R) SVA 4 (R) PFU 5 (R)
Estatura da planta (cm) 55,7 b¥ 71,0 a 748 a 76,8 a 11,40
Comprimento (cm) da menor lamina 12,8 b 15,7 a 10,8 ¢ 14,4 ab 8,83
Comprimento (cm) da maior lamina 275 b 31,4 ab 30,8 ab 330 a 12,83
Largura (mm) da menor lamina 50 b 8,0 a 7,0 a 50 b 15,96
Largura (mm) da maior lamina 9,0 b 10,0 ab 11,0 a 120 a 11,51
Comprimento (mm) da ligula 1,3 a 0,8 b 1,3 a 1,4 a 21,38
Comprimento (cm) da inflorescéncia 252 b 28,6 a 30,6 a 298 a 6,72
Numero de espiguetas por inflorescéncia 33,6 a 27,6 b 28,8 b 290 b 8,64
Comprimento (mm) da espigueta (sem arista) 14,0 b 17,0 a 17,0 a 19,0 a 8,62
Largura (mm) da espigueta 6,0 b 6,0 b 70 a 50 b 8,99
Numero de nervuras da gluma II 57 b 47 b 7,0 a 50 b 14,25
Comprimento (mm) da gluma II 9,8 ¢ 9,4 ¢ 129 b 154 a 11,22
Largura (mm) da gluma II 1,0 ¢ 1,6 b 2,0 a 1,5 b 6,71
Numero de nervuras da lema 33 b 3,8 ab 45 a 3,8 ab 14,71
Comprimento (mm) da lema (com arista)y 55 b 6,7 a 6,5 a 6,9 a 6,58
Largura (mm) da lema 1,4 ab 1,5 ab 1,7 a 1,3 b 18,25
Comprimento (mm) da péleaé/ 53 b 52 b 6,5 a 6,7 a 6,54
Largura (mm) da pélea 1,5 ab 1,7 a 1,8 a 1,3 b 14,60
Comprimento (mm) das anteras (indeiscentes) 42 a 3,6 b 4,1 a 42 a 7,28
AF (cm?y? 228 b 299 a 342 a 343 a 9,57

1" Suscetivel (S) e resistente (R). ¥ Médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan
(p<0,05). ¥ Avaliado no primeiro antécio, da primeira espigueta da inflorescéncia. # AF = (Comprimento (cm) da maior lamina x Largura

(cm) da maior lamina).
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herbario PEL da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel).

Analisaram-se os dados das caracte-
risticas quantitativas quanto a normalidade
(teste de Shapiro-Wilk), com posterior analise
de variancia (p<0,05). As médias dos bioétipos
foram comparadas pelo teste de Duncan
(p<0,05).

Para as analises anatomicas, realizou-se
experimento em delineamento experimental
inteiramente casualizado com cinco repeti-
coes. Amostras da quarta folha totalmente
expandida, e de raizes, foram coletadas a partir
de plantas em estadio de quatro folhas a um
afilho, fixadas em solucao de Karnovsky
modificada, com a utilizacao de tampao fosfato
pH 7,2, desidratadas em série etilica ascen-
dente e infiltradas em resina plastica
(Leica Historesin®), segundo as instrucoes do
fabricante. As amostras foram seccionadas em
micrétomo rotativo manual (ANCAP) com
navalha descartavel (Feather®). As seccdes
com 5 um de espessura foram coradas com azul
de Toluidina 0,05% (Sakai, 1973) em tampao
fosfato e citrato (Mcllvaine, 1921) pH 4,5, e
montadas em resina sintética “Entellan”
(Merck®).

A documentacao dos resultados da analise
histologica foi feita através da captura de
imagens, a partir das laminas, usando camera
Leica® DC 300F acoplada ao microscépio Leica®
DM LB, na objetiva de 20X. Foram realizadas
analises qualitativas das imagens obtidas, com
posterior comparacao entre os biotipos.

Contagem cromossémica

Para a analise citolégica de cromossomos
mitoticos, sementes de azevém foram colo-
cadas para germinar, distribuidas uniforme-
mente sobre duas folhas de papel germitest,
umedecidas com 5 mL de agua e mantidas
em camara de crescimento, a 25+1 °C, com
fotoperiodo de 12h. Para analise dos meris-
temas em estadio que apresentasse maior
numero de células em divisao, facilitando
assim a analise citologica, coletou-se a parte
aérea das plantulas com 3 cm de comprimento
e as raizes com: (a) 0,5 cm, (b) 1 cm, (c) 1,5 cm
e (d) 3 cm de comprimento; a seguir, os tecidos
foram fixados em alcool absoluto e acido acético
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glacial 3:1 (fixador de Carnoy I), em tempera-
tura ambiente, por duas horas, sendo posterior-
mente armazenados, em alcool 70%, a 612 °C,
até a preparacao das laminas.

Apoés esse procedimento, estabeleceu-se o
processo de amaciamento da parede celular
(hidrélise) com HCI 5N, em temperatura am-
biente por 5, 10, 15 e 20 min; posteriormente,
testaram-se os corantes para laminas tempo-
rarias orceina acética 2% e carmim acético
1%, para visualizacdo dos cromossomos.

Uma vez determinado o tamanho da
ponta de raiz a ser utilizada, o tempo de
hidrolise e o corante, testaram-se diferentes
tempos de exposicdo ao agente antimitotico
(8-hidroxiquinoleina - 8 HQ) em molaridade de
0,02 M, mantendo-se as raizes imersas nele
por 2,5, 14 e 24 horas a 4 °C.

Em todas as etapas do experimento, para
o preparo das laminas da contagem cromos-
sémica, as pontas de raiz foram retiradas do
fixador e lavadas trés vezes em agua destilada,
por cerca de 30 s, sendo submetidas ao pro-
cesso de amaciamento da parede celular e,
novamente, lavadas em agua destilada. Na
sequéncia, o meristema radicular foi retirado,
com auxilio de agulhas histologicas e micros-
copio esteroscopico, sendo colocado sobre a
lamina e esmagado com uma gota de corante
e bastao de vidro. Posteriormente, o material
foi coberto com laminula e pressionado com
lapis borracha. A lamina foi aquecida sobre a
chama de lamparina, e o material, prensado
entre lamina e laminula com uma micro-
prensa. A analise cromossomica foi feita em
microscopio 6ptico, com objetiva de 40 e 100 x,
utilizando-se o método de varredura, partindo
do canto inferior direito da lamina.

Viabilidade polinica

Coletaram-se, de forma aleatoria, dez
inflorescéncias de cada biétipo logo apos a
antese, transportando-as para o laboratorio em
placas de Petri fechadas. No laboratério, as
inflorescéncias foram imersas em fixador
Carnoy 3:1 (etanol: acido acético) e mantidas
em temperatura ambiente por duas horas.
Depois, o material foi transferido para o alcool
70% e armazenado em temperatura de 6t2 °C,
até o preparo das laminas.
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O material foi colocado sobre uma lamina,
retirando-se da inflorescéncia dez anteras,
que eram seccionadas para a liberacdo dos
graos de polen. Em seguida, era adicionada
uma gota do corante a ser testado e cobria-se
o material com laminula; ap6s 10 min, prepa-
raram-se as laminas.

O delineamento experimental foi o inteira-
mente casualizado com quatro repeticoes.
Contaram-se 100 graos de podlen por lamina
em microscopio 6ptico com objetiva de aumen-
to de 40 x, sendo cada lamina considerada
uma repeticao. Os tratamentos foram arran-
jados em esquema fatorial cujo fator A testou
os biotipos de azevém (SVA 1, SVA 2, SVA 4 e
PFU 5); o fator B avaliou diferentes corantes
(azul de tripan, azul de ama, orceina acética
2%, carmim acético 1% e carmim propidnico
1%); e o fator C constou de pdlen fresco e
fixado.

Consideraram-se viaveis os graos de polen
que apresentaram a exina intacta, com
protoplasma bem corado e com distribuicéo
homogénea, e inviaveis aqueles que possuiam
tamanho anormal, coloracao fraca e/ou proto-
plasma reduzido ou ausente para a maioria
dos corantes testados, exceto para o azul de
tripan, cujos pélens viaveis nado permitem a
entrada do corante.

Os dados foram analisados quanto a
normalidade (teste de Shapiro-Wilk), com
posterior analise de variancia (p<0,05). Quando
foi observada significancia estatistica, as
meédias dos fatores biotipos, corantes e poélen
fresco ou fixado foram comparadas pelo teste
de Duncan (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacao morfoanatéomica

O estudo da morfologia das plantas
de azevém coletadas nas lavouras do RS reve-
lou que todos os acessos (bi6tipos) anali-
sados foram identificados como da espécie
L. multiflorum, depositados em herbario sob os
seguintes numeros: 25868=SVA 2: 25867=
SVA 1, 25870=SVA 4: e 25871=PFU 5. As
caracteristicas morfologicas quantitativas
analisadas para identificacdo dos exemplares
estao listadas na Tabela 1.

As plantas caracterizam-se por apresentar
ciclo anual, com base violacea. Os colmos sao
eretos a decumbentes, glabros, com noés
violaceos. Apresentam pré-foliacao convoluta,
laminas verdes brilhantes, pilosas, com auri-
culas glabras, membranosas e amplexicaules
e ligula truncado-membranosa. As inflores-
céncias sao do tipo espiga distica, auséncia
da gluma I nas espiguetas laterais e presenca
somente na espigueta terminal. A gluma II
esta presente em todas as espiguetas, com
forma lanceolada e apice agudo. A palea
possui apice agudo, e as flores apresentam
trés estames. Todos os resultados morfolégicos
qualitativos e quantitativos corroboram os
relatos de Boldrini et al. (2008).

Analisando a estatura das plantas, obser-
vou-se que os bidtipos resistentes (R) SVA 1,
SVA 4 e PFU 5 mostraram-se, em média, 25%
maiores em estatura que o bi6tipo suscetivel
(S) SVA 2 (Tabela 1). Em trabalho realizado com
azevém, o biétipo R ao glyphosate foi cerca de
10 e 20% superior em estatura ao S e outro R,
respectivamente (Galvan, 2009). A estatura
representa caracteristica morfolégica impor-
tante que interfere na competicdo por luz;
espécies que possuem maior estatura e area
foliar sdo favorecidas, interceptando mais
radiacao solar, aumentando a fotossintese.

Para o comprimento da menor lamina,
SVA 4 demonstrou reducao proxima a 50%,
comparado a SVA 1 (Tabela 1). Ja para a
largura da menor lamina, observou-se que nao
houve diferenca entre esses biotipos, sendo
eles superiores a SVA 2 e PFU 5. Avaliando o
comprimento e largura da maior lamina,
verificou-se que o biétipo PFU 5 foi 15 e 25%
superior ao SVA 2, respectivamente para as
duas variaveis. O biotipo SVA 1 possuia ligula
40% menor que a do PFU 5. Em biotipos de
azevém resistente e suscetivel ao glyphosate
nao se verificou diferenca significativa para
as variaveis comprimento e largura da maior
folha (Galvan, 2009).

O biotipo SVA 4 possuia inflorescéncias 20%
maiores em comprimento que as do SVA 2.
Quanto a variavel espiguetas por inflores-
céncia, verifica-se que SVA 2 apresentou
numero cerca de 20% maior que o do SVA 1
(Tabela 1). Para o comprimento da espigueta,
SVA 2 apresentu reducao de 25% quando
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comparado ao PFU 5, ao passo que, para a
largura dela, SVA 4 mostrou-se cerca de 30%
superior a PFU 5. Segundo Galvan (2009), as
variaveis comprimento da inflorescéncia,
numero de espiguetas por inflorescéncia e
comprimento da espigueta basal ndo apre-
sentaram diferenca significativa entre os
biotipos de azevém suscetivel e resistente ao
glyphosate.

Analisando a gluma II, observou-se que
SVA 1 apresenta reducao de 30% no numero
de nervuras, comparativamente a SVA 4
(Tabela 1). O biotipo PFU 5 mostrou compri-
mento 40% superior da gluma II, quando
comparado ao SVA 1. A largura da gluma II foi
50% maior em SVA 4, em comparacao com o
biotipo S SVA 2. O comprimento e a largura
da gluma nao apresentaram diferenca entre
os biotipos de azevém suscetivel e resistente
ao glyphosate (Galvan, 2009).

Quanto a lema, verificou-se que o numero
de nervuras do bi6tipo SVA 4 foi 25% superior
ao do SVA 2. O comprimento da lema do PFU 5
foi 20% maior, comparado ao SVA 2, e alargura
da lema do PFU 5 foi cerca de 20% menor
que a do SVA 4 (Tabela 1). Para a variavel
comprimento da palea, o biétipo PFU 5
mostrou-se 20% superior ao biétipo SVA 1. A
largura da palea foi 30% menor no bidtipo
PFU 5, quando comparado ao SVA 4. Quanto as
anteras, verificou-se que SVA 2 apresentou
comprimento 15% maior que o biétipo SVA 1
(Tabela 1). Os biétipos R SVA 4 e PFU 5
mostraram comportamento similar para a
variavel area foliar, com valores proximos a
34 cm?, sendo estes cerca de 30% superiores
aos do bidtipo S SVA 2. Caracteristicas morfo-
logicas, como capacidade de afilhamento,
estatura de planta, area foliar, distribuicao
das folhas, angulo foliar e producao de massa
aérea, influenciam na interceptacao de lumi-
nosidade pelo dossel foliar.

Os biotipos de azevém que apresentam
resisténcia ao herbicida glyphosate nao podem
ser diferenciados do biétipo S através de aspec-
tos morfolégicos, pois pertencem a mesma
espécie. Contudo, entre os bi6tipos resistentes,
o bidtipo SVA 4 apresentou-se superior em
praticamente todas as variaveis quantitativas
analisadas, o que lhe permite ser mais
competitivo, necessitando, dessa forma, de
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especial atencao quanto ao seu controle nas
fases iniciais de desenvolvimento, evitando
que ele atinja a fase reprodutiva.

As analises anatomicas mostraram que o
mesofilo de azevém é homogéneo, constituido
de células parenquimaticas compactamente
distribuidas, e os feixes vasculares sao envoltos
pela bainha do feixe (Figura 1A-D). Observou-
se que o biotipo S SVA 2 apresentou poucos
espacos intercelulares e reduzido tamanho
das células da bainha, comparado ao PFU 5
(Figura 1A e D). A avaliacdo de biotipo de
L. multiflorum resistente ao herbicida glypho-
sate mostrou células do mesofilo menos
compactadas, bem como menor proporc¢ao de
floema em relacdo ao xilema, caracteristicas
insuficientes para confirmar a menor absorcao
e translocacao do glyphosate (Galvan, 2009). A
maior compactacdo das células do mesofilo
torna a quantidade de CO, circulante menor
para ser utilizada na fotossintese.

A existéncia de gases no mesofilo exerce
maior pressado no interior da lamina foliar,
dificultando a passagem da agua e, conse-
quentemente, do glyphosate translocado, tanto
pela via apoplasto como pelo simplasto (Galvan,
2009). O mesofilo de Brassica juncea tolerante
ao glyphosate apresentou menos espacos
livres entre as células quando comparado a
populacao suscetivel, sendo considerada uma
das causas da tolerancia, pela reducado da
absorcao foliar do herbicida (Huangfu et al.,
2009). Assim, a maior quantidade de espacos
intercelulares no mesofilo pode colaborar para
a menor sensibilidade dos biétipos resistentes
ao herbicida.

As caracteristicas da superficie foliar, bem
como do mesofilo e tecidos vasculares, podem
afetar a eficacia da absorcao do glyphosate
em plantas daninhas, pela sua influéncia na
adesao e absorcao do herbicida na folha
(Huangfu et al., 2009). Caracteristicas da
superficie da folha, como cuticula (cera epicu-
ticular, cutina e pectina), angulo e posicao
da folha, numero de estomatos, tricomas e
glandulas, interferem na absorcao foliar de
herbicidas (Huangfu et al., 2009).

O glyphosate se movimenta no floema
seguindo a rota dos produtos da fotossintese,
das folhas fotossinteticamente ativas, em
direcao as partes das plantas em crescimento.
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Setas = indicam os estomatos. Cb = células buliformes; Eab = epiderme da face abaxial (inferior); Ead = epiderme da face adaxial (superior);
Ebf = extensdes da bainha do feixe; Fv = feixe vascular (compreende o xilema - células maiores; e floema - células menores). Barras: A, B,

C, D =50 pm.

Figura 1 - Cortes transversais da folha dos biétipos de azevém (Lolium multiflorum) suscetivel (SVA 2 (A)) e resistente (SVA 1 (B),

SVA 4 (C) e PFU 5 (D)) ao herbicida glyphosate.

Populacoes tolerantes de Brassica juncea ao
glyphosate apresentaram maior espessura da
folha e da cuticula adaxial e maior densidade
de tricomas na epiderme superior, bem como
menor numero de feixes vasculares, em com-
paracao com as plantas suscetiveis, sugerindo
que essas diferencas podem contribuir para a
tolerancia ao herbicida glyphosate (Huangfu
et al., 2009).

Importante evidenciar que nédo houve
diferenca de absorcao de glyphosate entre
biotipos de azevém resistente e sucetivel em
trabalho conduzido por Ferreira et al. (2006),
mas foi evidenciada maior retencdo do her-
bicida nas folhas em biotipos R, ao passo que,

nos biotipos S, grande parte do herbicida
aplicado na parte aérea foi translocada para
as raizes. Nesse contexto, torna-se importante
a caracterizacao do sistema radical do azevém,
a fim de avaliar os custos que possam surgir
advindos da resisténcia.

As analises mostram acentuada lise das
células do parénquima cortical e desorga-
nizacdo da epiderme e exoderme no biétipo S
SVA 2, quando comparado aos bi6tipos R SVA 1
e PFU 5 (Figura 2A, B e D, respectivamente).
No biotipo SVA 1 observou-se maior espessa-
mento da endoderme, e as células do cilindro
vascular apresentaram-se com paredes mais
espessas e lignificadas que nos demais bi6tipos
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En = endoderme; Ep = epiderme; Ex = exoderme; F = floema; Pc = parénquima cortical; X = xilema. Barras: A, B, C, D =50 um.

Figura 2 - Cortes transversais da raiz dos bidtipos de azevém (Lolium multiflorum) suscetivel (SVA 2 (A)) e resistente (SVA 1 (B),

SVA 4 (C) e PFU 5 (D)) ao herbicida glyphosate.

(Figura 2B). O biétipo SVA 4 nédo apresentou
formacao de espacos intercelulares conspicuos
e espessamentos das paredes celulares das
células que compodem o cilindro vascular
(Figura 2C). Cabe ressaltar que o herbicida
glyphosate nao é absorvido pelas raizes, e sim
pela parte aérea, e translocado via floema
(Velini et al., 2009), ou seja, as modificacdes
verificadas no sistema radicular ndo inter-
ferem diretamente na resisténcia dos bidtipos
ao herbicida.

Dessa maneira, a avaliacao anatomica
foliar e de raizes pode ser aplicada com sucesso
na identificacdo de espécies suscetiveis,

Planta Daninha, Vigosa-MG, v. 33, n. 3, p. 567-578, 2015

tolerantes ou resistentes a determinado
produto quimico, assim como na descricéo dos
sintomas fitotoxicos, contribuindo com os
estudos de seletividade de herbicidas.

Contagem cromossomica

Os resultados dos diferentes protocolos
testados evidenciam que o protocolo basico
utilizado neste trabalho, que apresentou os
melhores resultados na obtencéao de cromos-
somos de Lolium multiflorum, foi o seguinte: (1)
selecdo das sementes viaveis; (2) germinacao
das sementes a 25 °C, com 12 horas de luz,
por dois a sete dias; (3) coleta das pontas do
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meristema apical radicular nitido (despro-
vido de raizes secundarias) com 1,5 cm de
comprimento ou da parte aérea; (4) pré-
tratamento em 8-HQ 0,002M por 24 horas, a
411 °C; (5) fixar o material em alcool absoluto
e acido acético glacial 3:1 (fixador de Carnoy I),
a temperatura ambiente; (6) armazenar em
alcool 70%, a 4-6 °C, até a preparacao das
laminas; (7) lavar as pontas de raiz ou
parte aérea em agua destilada, trés vezes;
(8) hidrolisar em HCI1 5N por 20 min, em
temperatura ambiente; (9) lavar o material
em agua destilada, trés vezes; (10) retirar e
esmagar o material vegetal com uma gota de
corante orceina acética 2%; (11) cobrir o
material com laminula e pressionar com lapis
borracha; (12) aquecer, brevemente, a lamina
sobre a chama de lamparina; (13) prensar o
preparado utilizando uma microprensa; e
(14) analisar em microscopio.

Quanto a analise cromossomica mitética,
a maior quantidade de células em divisao
mitotica € encontrada no tecido meristematico
(Guerra & Souza, 2002). Esse tecido pode ser
encontrado em diferentes érgaos das plantas
e caracteriza-se por nao apresentar células
diferenciadas. Para a analise citogenética
deste trabalho, o comprimento ideal de raiz
testado para as analises foi o de 1,5 cm, pois
as células possuem maior volume celular e
tém crescimento rapido. Além disso, as
pontas das raizes absorvem mais facilmente
as solucoes onde sao mergulhadas, o que
€é importante no uso de antimitoticos e
fixadores.

Os agentes antimitoticos agem em células
de tecidos meristematicos em divisao, ini-
bindo, durante a metafase, a formacao do fuso
mitético e, consequentemente, o espalha-
mento dos cromossomos, além de provocar a
contracédo uniforme dos bracos cromossomicos
(Singh, 2000). O tempo ideal de tratamento
com esses produtos pode variar com a espécie,
dependendo, principalmente, da temperatura
e da concentracao utilizadas (Guerra & Souza,
2002). Ainda, as substancias antimitoticas
provocam sincronizacao celular e aumentam
o numero de metafases, o que permite melhor
visualizacdo dos cromossomos e possibilita
melhor visualizacdo das constri¢cdes primarias
e secundarias e, consequentemente, melhor
definicao da morfologia cromossoémica,

aumentando a viscosidade do citoplasma e
facilitando a rapida penetracao dos fixadores,
pela remocdo de depédsitos indesejaveis nos
tecidos (Singh, 2000).

Existe grande variabilidade entre popu-
lacoes selvagens e cultivadas de azevém,
havendo ampla diversidade genética, o que
cria cenario privilegiado para o melhoramento
vegetal. A espécie L. multiflorum se apresen-
tou naturalmente na forma diploide, com
2n=2x=14 cromossomos (Pereira et al., 2012);
no entanto, cultivares tetraploides, com
2n=4x=28 cromossomos, foram originados pelo
melhoramento genético vegetal, através da
técnica de duplicacdo cromossomica (Oliveira,
2013).

O cruzamento entre individuos diploides
(2n) e tetraploides (4n) surge espontanea-
mente e resulta em individuos triploides (3n)
viaveis, mas caracteristicamente estéreis
devido a presenca de cromossomos nao
pareados na meiose. O conhecimento do nivel
de ploidia e do modo de reproducéao das espécies
€ informacao importante para determinar as
estratégias de cruzamentos e conducao de
programas de melhoramento. Ainda, o nivel
de ploidia dos genoétipos afeta a resposta das
plantas daninhas aos herbicidas. Ha relatos
de que o azevém diploide apresenta susceti-
bilidade diferencial ao herbicida glyphosate,
porém o tetraploide se mostra mais tolerante,
fato que pode explicar o controle insatisfatério
da planta daninha nas areas de cultivo.
Entretanto, o estadio fenolégico de desenvol-
vimento das plantas pode afetar o grau de
tolerancia ao glyphosate em ambos os
genotipos (Dors et al., 2010).

Dessa forma, os resultados obtidos poderao
servir como base para outros trabalhos que
envolvem o género Lolium, podendo-se associar
informacodes tanto morfolégicas, citogenéticas,
quanto moleculares, chegando ao entendi-
mento de quais espécies estdo presentes no
Brasil, sobretudo em areas agricolas compe-
tindo com as culturas, bem como quais espé-
cies sao nativas, introduzidas ou selecionadas
pelo uso de herbicidas.

Viabilidade polinica

Verificou-se interacao entre os fatores
bidtipos e corantes utilizados (Tabela 2). Para o
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fator polen fresco e/ou fixado, nédo se observou
significancia. A comparacdo entre bidtipos
demonstrou que o corante azul de tripan
apresentou menor viabilidade do poédlen,
independentemente de este ser fresco ou
fixado (Tabela 2). J4 na comparacao entre
biotipos, verificou-se que para o SVA 2 os
corantes carmim propionico e carmim acético
foram os mais eficientes para avaliar a
viabilidade do pélen fresco ou fixado, respec-
tivamente. Para os biotipos SVA 1 e SVA 4, o
carmim acético apresentou resultado mais
pronunciado, independentemente de o pdlen
ser fresco ou fixado. Por sua vez, para o
biotipo PFU 5, a orceina acética e o carmim
propioénico foram os que indicaram maior
viabilidade para pélen fresco e fixado, respec-
tivamente.

O cultivar Waseaoba de azevém anual
apresentou 98,6% de viabilidade polinica em
casa de vegetacdo e 96% em campo utilizando-
se carmim acético (Kiyoshi et al., 2012). Em
trabalho que avaliou dez gendétipos de Lolium
multiflorum, utilizando o corante carmim
propidnico, verificou-se alta taxa de viabilidade
polinica, maior que 89% (Nunes et al., 2012).
Ja na avaliacao da viabilidade dos graos de
polen de Eragrostis plana pelo método de
coloracdo com orceina acética, observou-se
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que todos os individuos analisados apresen-
taram 100% de viabilidade (Piccinini et al.,
2012).

Ha varios métodos de determinacao da
viabilidade polinica, entre os quais esta a
coloracao citoquimica, utilizando-se corantes.
O uso de corantes € o método mais rapido, facil
e barato para verificar a viabilidade de podlen,
porém esse método pode superestimar a
viabilidade, pois, muitas vezes, graos de polen
inviaveis podem ainda corar, por possuirem
quantidade suficiente de enzimas, amido ou
outras substancias.

A avaliacdo comparativa da viabilidade
polinica é procedimento recomendado na
tentativa de obter resultados mais confiaveis.
Vale ainda lembrar que a escolha da técnica
depende da espécie a ser avaliada. Conside-
rando-se que a manifestacao do genétipo de
um individuo € o resultado da contribuicéo dos
gametas masculino e feminino, quanto maior
a viabilidade polinica, maior a possibilidade da
formacao de diferentes combinacoes entre
alelos, isto €, aumento da variabilidade (Souza
et al., 2002). Assim, gramineas polinizadas
pelo vento tém elevado potencial de passar
seus genes a plantas adjacentes, aumentando
a variabilidade (Wang et al., 2004).

Tabela 2 - Viabilidade (%) do pélen fresco e fixado de bidtipos de azevém (Lolium multiflorum) suscetivel (SVA 2) e resistentes
(SVA 1, SVA 4 e PFU 5) ao herbicida glyphosate, em fungdo de diferentes corantes

Biétipo
Corante sva2)Y | svAl® [ svAa4® | PFUS(R)
Viabilidade do poélen fresco (%)
Azul de ama 87,7 a¥ AY 80,7 a B 858 a B 630 b C
Azul de tripan 21,0 a C 52 ¢ C 13,7 b C 17,7 ab D
Carmim acético 77,7 b B 948 a A 90,5 a A 87,8 ab AB
Carmim propiénico 90,8 a A 82,5 ab B 87,5 a AB 73,7 b BC
_Q_rf:_e_ip:a_ gf:_é_tjg? ________________ 82,0 b AB 90,8 a A 840 b B 93,0 a _1} _______
CV (%) 7,34
Viabilidade do polen fixado (%)
Azul de ama 90,3 a CB 673 b B 89,0 a A 743 b C
Azul de tripan 6,7 b D 30,0 a C 17,0 ab C 57 b D
Carmim acético 943 a A 97,0 a A 91,3 ab A 85,0 b AB
Carmim propiénico 87,8 b C 80,3 ¢ AB 85,0 bc B 94,7 a A
Orceina acética 93,0 a AB 943 a A 843 b B 820 b BC
CV (%) 9,22 )

1/ Suscetivel (S) e resistente (R). ¥ Médias seguidas pela mesma letra, minuscula nas linhas € maiuscula nas colunas, dentro de cada varidvel,
nao diferem significativamente pelo teste de Duncan (p<0,05).
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Como observado, todos os biétipos de aze-
vém apresentaram alta estimativa de viabili-
dade polinica, porém esta pode ser perdida em
funcao do tempo apoés a abertura da flor. Quando
houver a sincronizacao da floracao dos biétipos
resistentes e suscetiveis, ha possibilidade de
cruzamento e recombinacdo génica.

O azevém é uma espécie de polinizacao
cruzada (alégama), resistente a varios her-
bicidas, entre eles o glyphosate. A heranca
dessa resisténcia é do tipo nuclear, com
disseminacdo rapida na populacéo, via polen
(Vargas et al., 2007). Dessa forma, o estudo do
fluxo génico mediado por pbélen nessa espécie
torna-se extremamente importante, pois a
frequéncia de individuos resistentes em uma
populacao pode aumentar consideravelmente
ao longo do tempo.

Por fim, os resultados do trabalho mostram
que os biotipos de azevém que apresentam
resisténcia ao herbicida glyphosate nao podem
ser diferidos do bidtipo suscetivel através de
aspectos morfologicos, nao existindo diferen-
cas anatomicas de folha e raiz que evidenciem
possibilidade de absorcao diferencial do
herbicida glyphosate entre os bidtipos de
azevém. A metodologia para a analise cito-
logica dos biotipos de azevém merece algumas
adequacoes para melhor nitidez dos cromos-
somos, podendo-se aumentar o tempo de
hidroélise e de exposicdo ao agente antimitotico
utilizado, bem como testar outros agentes.
Com excecao do corante azul de tripan, todos
os outros testados mostraram bom desem-
penho na determinacao da viabilidade polinica
frente aos bidtipos avaliados.
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