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RESUMO

SILVA, Débora, M. Sc. Universidade Estadual de Maringd, julho de 2014.
Selecdo de marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) para o
estudo da diversidade genética em Euphorbia heterophylla L. Orientadora:
Claudete Aparecida Mangolim. Conselheiros: Maria de Fatima Pires da Silva
Machado e Maria Claudia Colla Ruvolo Takasusuki.

A espécie Euphorbia heterophylla L. & popularmente conhecida no Brasil como
amendoim-bravo ou leiteiro, sendo uma das plantas daninhas mais importante
da cultura da soja e que afeta a produtividade de cerca de muitas culturas
anuais e perenes em Varios paises. A importancia do estudo dessa espécie se
deve a sua frequente presengca como invasora em culturas de grande
importancia econémica, como soja, milho e cana-de-agUcar. A avaliagdo da
diversidade genética e o entendimento da estrutura de genética de populacdes
sdo elementos importantes para identificar formas de manejo e para orientar o
desenvolvimento de planos efetivos de controle das plantas daninhas. Frente a
importancia do controle desta daninha, o objetivo no presente estudo foi
padronizar as reagbes e selecionar marcadores ISSR para avaliar a
diversidade genética em 132 amostras de leiteiro, coletadas em oito regides do
Parana, uma regiao do Rio Grande do Sul e uma de S&o Paulo, para verificar
como estas populagdes estdo geneticamente estruturadas. Dos 30 primers de
ISSR avaliados, apenas nove amplificaram o DNA das 132 amostras de E.
heterophylla. Em nivel populacional, foi observada uma ampla diversidade
genética. O polimorfismo médio nas sequéncias ISSR foi de 98,50%, sendo
maior para as plantas da amostra coletada em Pato Branco Il (87,97%) e
menor para a populacdo de Pato Branco | (33,83%), ambas coletadas no
estado do Parand. A diversidade genética de Nei (He) e o indice de Shannon
variaram de 0,1335 a 0,3800 e de 0,1948 a 0,5462, respectivamente, indicando
que as amostras de leiteiro analisadas sdo geneticamente divergentes. A
diversidade total (Ht) avaliada para todas as plantas dos 10 locais de coletas foi
0,3611 e o nivel de divergéncia genética (Gsr) foi alto (0,3607). Os valores altos
para diversidade total e coeficiente de diferenciacdo representam a grande
variacdo para alguns segmentos de ISSR, indicando que as amostras

coletadas nas diferentes regides formam amostras geneticamente divergentes.



A analise do polimorfismo realizada utilizando a estatistica bayesiana indicou
que as plantas das 10 localidades foram agrupadas em seis grupos ancestrais.
Algumas amostras apresentaram predominio de grupos de alelos e outras
compartilham alelos de cinco ou de seis grupos, conferindo uma variancia
molecular alta dentro das amostras avaliadas. Este resultado também foi
evidenciado pela analise da AMOVA, que indicou que 68% da variagdo
genética total estdo presentes dentro das amostras, enquanto a variagdo entre
as amostras foi de 32%. O valor de identidade e similaridade genética estimado
pelo método de agrupamento UPGMA mostrou que as amostras de Jandaia | e
Jandaia Il sdo as mais similares (I = 0,9416) e que as amostras de Pato Branco
| e Pato Branco Il séo as mais divergentes (I = 0,6915). As amostras avaliadas
formaram um grande grupo, ndo fazendo parte deste agrupamento somente a
amostra de Pato Branco lll. O intervalo dos valores de identidade genética
estimados entre 0,6915 e 0,9416 indica ampla base genética para as 10
amostras de E. heterophylla coletadas. O resultado do agrupamento mostra
que a divergéncia genética é independente da distdncia geogréafica. Desta
forma, as amostras de leiteiro analisadas no presente estudo, apresentando
diversidade genética alta em nivel molecular, podem ser de populacdes
fundadoras que contém marcadores ISSR diferenciados e formam populacdes
geneticamente estruturadas. Os nove marcadores ISSR identificados no
presente estudo poderdo ser usados para monitorar efeitos de tipos e/ou doses
diferentes de herbicidas sobre o genoma de leiteiro, como fatores
determinantes ou nao determinantes da estrutura de populagbes de E.

heterophylla.

Palavras-chave: Marcadores ISSR; genética de populac¢des; amendoim-bravo.



ABSTRACT

SILVA, Débora, M.Sc. Universidade Estadual de Maringd, July, 2014. Selection
ISSR markers (Inter Simple Sequence Repeat) for the study of genetic
diversity in Euphorbia heterophylla L. Adviser: Claudete Aparecida Mangolin.
Committee Members: Maria de Fatima Pires da Silva Machado and Maria
Claudia C. R. Takasusuki.

The species Euphorbia heterophylla L., popularly known as milkweed
(amendoim-bravo and leiteiro in Brazil), is one of the most important weeds in
soybean culture and affects the productivity of many annual and perennial crops
in several countries. Studies on the species are especially due to its frequent
invading factor in economically important crops such as soybeans, corn and
sugar cane. The assessment of genetic diversity and knowledge of population
genetics structure are important factors to identify types of management and to
guide the development of effective planning in weed control. Owing to the
relevance of the weed control, current study standardized reactions and
selected ISSR markers to assess the genetic diversity in 132 samples of
Euphorbia harvested in eight regions of the state of Parand, Brazil, and a single
region of the state of Rio Grande do Sul, and of the state of Sdo Paulo, Brazil,
to investigate how these populations were genetically structured. In a total of
132 samples of E. heterophylla, thirty ISSR primers were evaluated and only
nine had their DNA amplified. A wide genetic diversity was reported at
population level; average polymorphic ISSR sequences was 98.50%, with
highest rates in plants collected in Pato Branco Il (87.97%) and with lowest
rates in plants collected in Pato Branco | (33.83%), both in the state of Parana.
Ney’s genetic diversity (He) and Shannon’s index ranged between 0.1335 and
0.3800 and between 0.1948 and 0.5462, respectively. The above showed that
the samples of milkweed analyzed are genetically divergent. Total diversity (Ht)
for all plants collected from 10 sites was 0.3611, whilst the level of genetic
divergence (Gsr) was high (0.3607). Since high total diversity and differentiation
coefficient rates demonstrated the great variation for some ISSR segments, this
fact indicated that the samples collected in different regions comprised

genetically divergent samples. Polymorphism analysis with Bayesian statistics

Xi



indicated that plants from the 10 localities were grouped into six ancestral
groups. Some samples showed a predominance of groups of alleles and other
shared alleles with five or six groups. The above provided a high molecular
variance within the samples evaluated. The same result was also given by the
AMOVA analysis, which indicated that 68% of the total genetic variation
occurred in the samples, whereas the variation between samples reached 32%.
The identity and genetic similarity rates estimated by the UPGMA grouping
method showed that samples Jandaia | and Jandaia Il were the most similar (I =
0.9416), and the samples of Pato Branco | and Pato Branco Ill were the most
divergent (I = 0.6915). The samples evaluated formed a large group, with the
exception of sample from Pato Branco lll. The estimated genetic identity rates
ranged between 0.6915 and 0.9416, and indicated a broad genetic base for the
ten E. heterophylla samples collected. Results show that genetic divergence is
independent of geographic distance. Consequently, samples of milkweed
analyzed in current study with high genetic diversity at the molecular level may
be founder populations containing different ISSR markers and forming
genetically structured populations. The nine ISSR markers identified in current
analysis may be used to monitor effects of types and / or different doses of
herbicides on the milkweed genome and as determinant or non-determinant

factors of E. heterophylla population structure.

Keywords: ISSR markers; population genetics; wild poinsettia.
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1. INTRODUCAO

A espécie Euphorbia heterophylla L. é conhecida popularmente como
leiteiro ou amendoim-bravo e seu centro de origem € a regido Brasil-Paraguai.
Trata-se de uma planta daninha bastante frequente no Sul, no Sudeste e no
Centro-Oeste do Brasil (Kissmann e Groth, 1992). Seu controle quimico é
realizado principalmente com herbicidas que agem inibindo a enzima
acetolactato sintase (ALS). Segundo Vidal e Winkler (2002), foram observados
gendtipos resistentes em diversas lavouras da regido Sul. Em levantamento
realizado no planalto do Rio Grande do Sul, foi constatado que 74% das &reas
de soja apresentavam-se infestadas com esta espécie (Vidal e Winkler, 2002).
Segundo Vasconcelos et al. (2000), o controle desta planta daninha é muito
importante, pois afeta a produtividade de muitas culturas em diversos paises. A
importancia agricola dessa planta se deve a sua frequente presenca como
invasora em culturas de grande importancia econémica, como soja, milho e
cana-de-acucar, tanto em plantio direto quanto convencional.

E. heterophylla possui uma grande variacdo fenotipica, que se da
principalmente em relacdo ao formato e tamanho das folhas, podendo
apresentar variagbes de uma populagdo para outra, dentro da mesma
populagdo, entre descendentes de uma mesma planta e até mesmo em uma
Unica planta (Kissmann e Groth, 1992; Holm et al., 1997).

A classificacdo de E. heterophylla ainda ndo estda bem definida. A
variabilidade no formato das folhas sugere que a espécie ainda esteja em
evolucdo e, segundo Holm et al. (1997), estas caracteristicas tém sido utilizada
para sugerir que ela seria, de fato, formada por diferentes espécies. A grande
variabilidade morfolégica pode ser um reflexo da variabilidade genética em
nivel molecular e uma forma de avaliar esta diversidade é estudar diferentes
populacdes, utilizando diferentes classes de marcadores moleculares
(Kissmann e Groth, 1992).

Os marcadores moleculares de DNA s&o sequéncias genodmicas
localizadas em determinados locos e definidos como elementos capazes de
prever, mapear e caracterizar um feno6tipo molecular (Zietkiewicz et al., 1994).

Apo6s o surgimento das técnicas de Biologia Molecular, na década de 80,



surgiram diversos métodos de deteccé@o de polimorfismo genético diretamente
em nivel de DNA. S&o vérias as classes de marcadores moleculares. Dentre
elas, os marcadores moleculares ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats), que
representam uma classe recente, desenvolvida a partir da necessidade de
explorar repeticdes de microssatélites sem a utilizacdo de sequenciamento do
DNA (Zietkiewicz et al., 1994). Esses marcadores ISSR s&o bastante variaveis,
fornecem grande numero de dados, sdo facilmente detectados usando poucos
equipamentos e ainda representam um custo razoavel para o pesquisador
(Wolfe, 2005).

O principio da técnica é baseado em PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) e envolve amplificacdes de segmentos de DNA presente numa
regido de distancia amplificavel entre duas regifes repetidas de microssatélites
idénticas e orientadas em diregdes opostas. As amplificagbes ndo requerem
informagdes da sequéncia do genoma e o resultado avalia multilocos com alto
padrdo de polimorfismo. ISSR € uma técnica simples, rapida e eficiente. Seus
produtos sdo amplificaveis de 200 a 2000 pb (pares de bases) de comprimento
e apresentam alta reprodutibilidade, possivelmente devido ao uso de primers
longos e um subsequente uso de alta temperatura de anelamento (Bornet e
Branchard, 2001; Redy et al., 2002).

Devido a sua abundancia e dispersdo no genoma, os marcadores ISSR
tém sido utilizados para estudar relacdes entre duas populagbes muito
relacionadas e também para estimar a extensdo da diversidade genética em
nivel inter e intraespecifico em uma ampla variedade de espécies. Também
tém sido usados em estudos de fingerprinting, em selecdo assistida por
marcadores, filogenia e mapeamento genético (Redy et al., 2002).

O objetivo no presente estudo foi selecionar marcadores ISSR para
avaliar a diversidade genética, em nivel molecular, em amostras de leiteiro
coletadas em diferentes regides do Parana, Rio Grande do Sul e Sédo Paulo,
para verificar como estas populagfes estdo geneticamente estruturadas. Na
literatura especializada ndo ha registros de marcadores ISSR usados para
estudar a espécie E. heterophylla. Os marcadores ISSR poder&o ser Uteis para
monitorar, em nivel molecular, a diversidade ou a estabilidade genética das

plantas de leiteiro e a forma como as populagbes estdo geneticamente



estruturadas pode ser uma informagdo importante para nortear 0 manejo e o

controle de infestac@o desta espécie.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Plantas daninhas

Segundo Brighenti e Oliveira (2011), o conceito de plantas daninhas é
baseado em seu aspecto indesejavel pelo homem. Por isso, uma maneira mais
ampla de conceitua-la € como toda e qualquer planta que ocorre em local ndo
desejavel. Segundo esses autores, as plantas daninhas apresentam
rusticidade, séo resistentes a pragas e doencas e geralmente produzem um
grande numero de sementes viaveis, com adaptacbes que auxiliam na
dispersédo da espécie e formas variadas de multiplicacdo (tubérculos, estolbes,
rizomas e bulbos).

Lorenzi (2000) relatou que a historia das plantas daninhas remonta a
época em que nossas plantas cultivadas viviam em estado silvestre. O homem
foi, ao longo do tempo, melhorando as espécies de seu interesse, retirando
gradativamente a capacidade destas sobreviverem sem 0s seus cuidados.

Geralmente, estas plantas silvestres possuem alteracdes fisiologicas
para o melhor aproveitamento dos nutrientes do solo, 4gua, luz e gés carbdnico
e ainda conseguem acumular maiores quantidades de nitrogénio, fésforo,
potassio, célcio e magnésio em seus tecidos do que as plantas cultivadas. Com
as mudancgas nas préticas culturais, as espécies de plantas daninhas menos
adaptadas a estas préaticas tendem a diminuir ou desaparecer enquanto as
espécies mais adaptadas passam a dominar a area (Radosevich et al., 1997).

Ruedell (1995) salientou que as plantas daninhas também podem
apresentar aspectos positivos, como a prote¢ao do solo contra a eroséo, e que
o fornecimento de cobertura de solo é importante no sistema de semeadura
direta. A cobertura morta fornecida pelas plantas daninhas sobre o solo, ap6s o
seu controle, é importante, pois reduz o aquecimento da superficie e auxilia na
retencdo da umidade. Quando esta matéria organica € degradada, incrementa
os teores de matéria organica e de nutrientes do solo. Pode também interferir
na germinacdo de sementes de outras plantas daninhas, tanto pelo
sombreamento do solo quanto inibindo a germinagéo e desenvolvimento pela

liberagé@o de substancias quimicas que apresentam efeito alelopético.



Segundo Ruedell (1995), as plantas daninhas podem interferir na
salde e nas atividades humanas. Elas podem afetar a salde quando séo
ingeridas por criangas e adultos, podem causar dermatites e alergias, quando
se tem contato ou quando existe a exposicdo com o pélen de algumas
espécies. Além de problemas de visibilidade em rodovias e ferrovias, de tirar a
beleza e diminuir a utilizacdo de logradouros publicos, estas plantas também
podem reduzir o valor da terra em funcdo do seu dificil controle e até mesmo
inviabilizar o cultivo agricola e formacgéo de pastagens.

Segundo Lorenzi (1991), as plantas daninhas sdo responsaveis por 30
a 40% das perdas agricolas no mundo.

Brighenti e Oliveira (2011) também ressaltaram que as plantas
daninhas apresentam caracteristicas que proporcionam a sua sobrevivéncia
em ambientes sujeitos a grandes limitagdes, pois estas plantas apresentam alta
capacidade na obtencdo de recursos ambientais, como nutrientes, luz, agua e
CO,. Apresentam boa capacidade de propagacéo, tanto por via de sementes
como de forma vegetativa, e a maioria das espécies de plantas daninhas
apresenta um grande nimero de descendentes.

A propagacdo de sementes ou propagulos é realizada por diferentes
métodos de dispersdo e levados para grandes distdncias da planta mae,
mecanismos estes que aumentam a dificuldade no controle das plantas
daninhas. A espécie Euphorbia heterophylla, por exemplo, lanca as suas
sementes a distancias que variam de dois a cinco metros da planta mée. Esta
espécie, com seu metabolismo fotossintético C,, assim como varias outras
espécies de plantas daninhas, € mais eficiente quanto ao uso de CO, e possui
maior capacidade para retirar do meio ambiente os elementos necessarios
para o seu crescimento e desenvolvimento (Brighenti e Oliveira, 2011).

Quanto ao ciclo de vida, as plantas daninhas podem ser perenes,
anuais ou bianuais. As espécies perenes possuem ciclo de vida superior a 24
meses, podem se reproduzir por sementes e/ou Orgdos vegetativos e sao
bastante frageis, embora possam se regenerar com facilidade. A maioria das
espécies daninhas presentes no Brasil € anual, completando o seu ciclo em um
periodo inferior a 12 meses. Podem florescer e frutificar, precocemente, em
condigdes de seca e muitas espécies apresentam mais de um ciclo reprodutivo

dentro do mesmo ano. As plantas daninhas bianuais possuem ciclo de vida



superior a 12 meses e inferior a 24 meses. Geralmente, germinam na
primavera e no ver&do do primeiro ano e morrem ao frutificarem no outono do
proximo ano (Deuber, 1992)

O controle das plantas daninhas € extremamente importante para o
manejo das culturas, refletindo diretamente no rendimento e nos custos de
producdo. Segundo Radosevich et al. (1997), € possivel encontrar varios
métodos de controle, mas os métodos mais usados incluem o biolégico, o
quimico, o cultural e o fisico.

O uso de herbicidas tem sido a pratica mais comum de controle de E.
heterophylla e, em fungéo da pressdo de selecdo imposta pelo uso repetido
destes, na ultima década, foram identificados bibtipos desta planta daninha
resistentes aos inibidores de ALS (Gazziero et al., 1998; Vidal e Winkler, 2002;
Heap, 2014).

Os fatores que favorecem a selecdo de biotipos resistentes envolvem
caracteristicas relacionadas as plantas daninhas, aos herbicidas e as praticas
culturais. Uma das caracteristicas inerentes as plantas daninhas é a grande
diversidade genética, a qual favorece a selecdo de individuos resistentes aos
herbicidas em virtude da maior probabilidade de se encontrar, na populacéo,
alelo que confere resisténcia ao produto utilizado. Pelo mesmo motivo, grandes
infestagcbes favorecem o aumento dos riscos de selegéo para resisténcia (Vidal
e Merotto Junior, 2001; Winkler et al., 2002).

2.2. Aspectos taxondmicos de Euphorbia heterophylla

Euphorbia heterophylla, familia Euphorbiaceae, € nativa das regides
tropicais e subtropicais das Américas (Kissmann e Groth, 1997; Barreto e
Evans, 1998). E considerada uma planta invasora de varias culturas, como
soja, milho, arroz, banana (Kissmann e Groth, 1997; Lorenzi, 2000), feijao
(Cobucci et al., 1999) e amendoim (Willard e Griffin, 1993). Sua dispersao vai
desde o sul dos Estados Unidos até o sul do Brasil (Costa, 1982) e ha registros
da espécie também em regides desérticas dos Emirados Arabes Unidos e no
Marrocos (Suda, 2001).

No Brasil, E. heterophylla é popularmente conhecida como amendoim-

bravo, leiteira (Suda, 2001), leiteiro, parece-mas-ndo-é, flor-de-poeta, adeus-



brasil, mata-brasil, café-do-bispo e café-do-diabo (Lorenzi, 2000). Varios
autores descreveram sinonimias para esta espécie, tais como E. prunifolia, E.
geniculata, Poinsettia heterophylla (Allem, 1975), P. geniculata (Wilson, 1981),
E. zonosperma (Allem, 1975), E. elliptica, E. frangulaefolia (Bacchi, 1984), E.
epilobiifolia, E. morisoniana, E. taiwaniana e P. ruiziana (Lorenzi, 2000). Barreto
e Evans (1998) relataram que as sinonimias E. geniculata e E. prunifolia sdo
bastante utilizadas na literatura.

Os diferentes nomes dados a espécie expressam a grande variagdo
encontrada nas folhas das plantas, principalmente em relacdo ao formato e
tamanho (Holm et al., 1997). Essa variabilidade morfolégica é observada em
individuos de diferentes populagfes, dentro de uma mesma populacdo e até
mesmo em uma Uunica planta (Kissmann e Groth, 1997; Vasconcelos et al.,
2000). Os diferentes formatos do limbo das folhas indicam uma enorme
diversidade fenotipica, o que dificulta os estudos taxondmicos, causando,
muitas vezes, controvérsias quanto a definicdo das caracteristicas e a
classificacdo botanica da espécie (Kissmann e Groth, 1997). A espécie E.
heterophylla pertence a familia Euphorbiaceae e esta familia apresenta cerca
de 290 géneros e aproximadamente 7500 espécies distribuidas em todo o
mundo. Esta espécie foi classificada por Linneau, em 1753, como pertencente
ao Reino Plantae, Divisdo Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida, Ordem
Malpighiales, Familia Euphorbiaceae, Subfamilia Euphorbioideae, Tribo

Euphorbieae, Subtribo Euphorbiinae, Género Euphorbia.

2.3. Caracteristicas morfol6gicas da espécie Euphorbia heterophylla

As plantas da Euphorbia heterophylla podem apresentar-se como
arbustos, subarbustos e ervas e a maioria dos representantes é herbacea. O
amendoim-bravo (E. heterophylla) € uma planta daninha herbécea, ereta, com
40-60 cm de altura (Vargas et al., 2001). Este género caracteriza-se também
pela producdo de uma substancia leitosa esbranquicada de propriedades
toxicas (latex) (Joly, 1998) e que apresenta substéncias carcinogénicas
(Biesboer e Mahlberg, 1981). O latex pode ser observado tanto nas partes
florais quanto nas partes vegetativas (Cronquist, 1981). Caracteriza-se também

pela alta capacidade competitiva por recursos, como agua, luz e nutrientes,



ocasionando redugdo da qualidade e produtividade de grdos na cultura
infestada por E. heterophylla (Carvalho et al., 2010).

A espécie E. heterophylla apresenta caule simples ou ramificado; suas
folhas sdo alternas, opostas ou verticiladas, ocorrendo tanto no caule como nos
ramos. Ha grande variabilidade de forma e tamanho das folhas (Kissmann e
Groth, 1992; Holm et al., 1997), que séo verdes, sendo que as superiores
apresentam disposicéo semi-opostas ou opostas. Quanto ao formato, podem
ser lanceoladas, ovaladas, elipticas ou panduradas (Costa, 1982; Suda, 2001).
O bordo é serrilhado e a presenca de tricomas nas superficies inferior e
superior é rara, podendo estar restrita ao bordo. Na base das folhas, ocorrem
estipulas glanduliformes (Costa, 1982). O héabito de crescimento e a
ramificagdo sdo bastante influenciados pela luminosidade (Kissmann e Groth,
1997).

Na axila das duas dultimas folhas, desenvolve-se uma ramificacéo
dicotbmica, onde sdo formadas inflorescéncias principais chamadas ciatio.
Cerca de 30 a 40 flores masculinas dispéem-se ao redor de uma unica flor
feminina (Cronquist, 1981; Costa, 1982; Kissmann e Groth, 1997). A flor do
leiteiro, portanto, € uma estrutura bissexual, que difere das demais
Euphorbiaceae pela presenca de uma inflorescéncia caracteristica, chamada
ciatio (Cronquist, 1981) (Figura 1).

Os conjuntos de ciatios desenvolvem-se na inflorescéncia que esta
localizada na parte terminal do caule e dos ramos do leiteiro. Os ciatios sdo
invélucros obovoides, com cerca de 2,5 mm de comprimento, formados por
bracteas fusionadas, abertos na parte superior. Cada ciatio abriga 30 a 40
flores masculinas e apenas uma feminina, constituida pelo ovério, coroado por
estiletes fendidos até a metade e apoiada sobre grosso pedicelo que, apos a
fecundagéo, se alonga, posicionando o fruto de forma pendente ao lado do
invoAlucro. A flor masculina é formada por um estame, articulado no pedicelo e
0s estames circundam a flor feminina (Kissmann e Groth, 1992).

No Quadro 1, esta apresentada uma breve descricdo de morfologia

foliar de amostras de E. heterophylla estudadas por Vasconcelos et al. (2000).



Quadro 1 - Identificag@o e descricdo de 11 aspectos morfolégicos de amostras
de folhas de Euphorbia heterophylla realizada por Vasconcelos et al. (2000)

NUmero

Breve descricdo de morfologia foliar de amostras de Euphorbia
heterophylla estudadas por Vasconcelos et al. (2000)

10

11

Folhas arredondadas e bordas lisas, caule glabro, quase branco
e com ramificagdes normais a 5 cm do solo.

Folhas finas, estreitas e estreito-lobadas, apresentando caule
piloso e arroxeado, com ramificagdes densas a 1 cm do solo.

Folhas lobadas, estreito-lobadas e estreitas, apresentando
caule piloso quase branco e ramifica¢cdes densas, comegando
abaixo do nivel do solo.

Folhas estreitas e estreito-lobadas, apresentando caule glabro e
arroxeado, com ramifica¢c6es densas saindo no nivel do solo.

Folhas lobadas e serrilhadas, apresentando caule glabro quase
branco com ramifica¢cdes normais saindo no nivel do solo.

Folhas estreitas, caule piloso e branco, com ramificacbes
densas abaixo do nivel do solo.

Folhas arredondadas e serrilhadas, caule glabro quase branco,
com ramificagBes normais abaixo do nivel do solo.

Folhas estreitas (planta méae).
Folhas mais largas (broto).

Folhas grandes e lobadas, apresentando as folhas da
inflorescéncia arredondadas, caule grosso com pouca
pilosidade e roxo, sem ramificacdes.

Folhas Ilobadas com caule glabro quase branco, com
ramificagdes densas abaixo do nivel do solo.

A reproducéo é realizada exclusivamente por sementes e pode ocorrer

tanto por autofecundagdo como por fecundagédo cruzada (Cronquist, 1981;

Barroso, 1991). Ap6s a fecundagdo, o pedicelo se alonga, tornando o fruto

pendente para fora do receptaculo. O fruto é capsular e trilocular, com uma

semente por l6culo (Suda, 2001). Com o amadurecimento, ocorre alteracéo da

coloracdo do fruto (Barroso, 1991) e a céapsula se rompe, explosivamente,

langando as sementes para locais distantes da planta-méae (Suda, 2001). A

maturacdo dos frutos numa s6 planta ndo ocorre simultaneamente, o que

possibilita a producdo de sementes por um longo periodo (Costa, 1982;

Kissmann e Groth, 1997). Cada planta produz grande quantidade de sementes



(Suda, 2001), aumentando seu potencial de competicdo com outras espécies
vegetais (Costa, 1982). O ciclo de E. heterophylla é curto, de 2 a 3 meses,
sendo possiveis duas a trés geracbes em um ano e esta espécie se
desenvolve bem em quase todos os tipos de solo, preferindo, no entanto, os
férteis e bem drenados (Kissmann e Groth, 1992).

bractea

Figura 01 - Conjuntos de ciatios organizados na inflorescéncia que esti
localizada na parte terminal do caule e dos ramos de Euphorbia heterophylla.
Fonte: http: www.webportalagropecuario.com.

A semente € ovoide com tegumento aspero de coloragao variavel, com
fundo marrom-claro e quase negro e apresentam na superficie pequenas
protuberancias verruciformes (células mucilaginosas). Apresentam dois
cotilédones e testa escura, sendo produzidas em grande quantidade
(Cronquist, 1981; Barroso, 1984; Kissmann e Groth, 1992). Podem apresentar
dorméncia ou néo e tendem a conservar o poder germinativo por muitos anos,
podendo passar intactas pelo trato digestivo de animais, como as aves
(Lorenzi, 2000) (Figura 2).



Figura 2 - Formato e caracteristicas das sementes de Euphorbia heterophylla.

A causa da dorméncia ndo é conhecida, mas a luz, aliada a
temperaturas alternadas de 25 a 35 'C estimula a germinagdo (Kissmann e
Groth, 1992). As sementes obtidas na primavera ndo necessitam de luz para
germinar, mas quando as sementes s&o produzidas no inverno, outono ou
verdo, a germinacdo € promovida pela luz (Suda e Pereira, 1997). Sob
condicbes de alternancia de temperatura (25 e 35 °C), as sementes néo
necessitam de luz para germinar e as porcentagens de germinagdo s&o
proximas de 100% (Suda, 1991). No Brasil, as sementes recém-colhidas nos
Estados de S&o Paulo e Rio Grande do Sul ndo apresentaram dorméncia
(Suda e Pereira, 1997), ao contrario do ocorrido nos Estados Unidos (Bannon
et al., 1978). A dorméncia pode estar relacionada a presenca de substancias
insollveis em agua, pois Suda e Giorgini (2000) analisaram a composi¢cao e a
mobilizacdo de reservas presentes nas sementes de E. heterophylla e
verificaram que os lipidios constituem em torno de 59% da massa seca das

sementes, sendo o principal material de reserva.
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Segundo Kissmann e Groth (1992), as sementes germinam facilmente
a uma profundidade de 4 cm e nas lavouras de soja do Rio Grande do Sul e do
Parané apresentam germinac@o escalonada. A possibilidade de sementes de
E. heterophylla germinarem em diversas condigbes ambientais pode ser a

causa da sua ampla distribuicdo geografica (Suda, 2001).

2.4. Importancia econdmica de Euphorbia heterophylla

As plantas da espécie E. heterophylla sdo consideradas de grande
importancia econdmica porque afetam a produtividade de cerca de 31 culturas
anuais e perenes em 56 paises. Além de estarem distribuidas nas regides
tropicais e subtropicais do continente americano (Wilson, 1981), elas foram
descritas também em muitos paises da Africa e Asia e se encontram
amplamente distribuidas no centro-sul do Brasil, apresentando seu centro de
origem na regido Brasil-Paraguai (Kissmann e Groth, 1992).

Os danos causados pelo leiteiro foram descritos para culturas de
amendoim e de soja (Moore et al., 1990; Bridges et al., 1992; Willard e Griffin,
1993). No caso das culturas de soja e amendoim, as perdas chegam a 50%
(Willard e Griffin, 1993; Costa, 1982). Na cultura de soja, além de promover
perdas por competicdo, o leiteiro também interfere na eficiéncia da colheita e
qualidade das sementes colhidas, pois acarreta aumento do teor de umidade
dos gréos (Pinto e Panizzi, 1994).

No Rio Grande do Sul, a espécie E. heterophylla foi descrita como uma
das principais plantas invasoras da cultura de soja, ocorrendo, também, nos
Estados de Santa Catarina e Parana (Gazziero, 1980). Esta espécie apresenta
crescimento rapido, podendo formar uma densa cobertura sobre as plantas
cultivadas (Wilson, 1981; Kissmann e Groth, 1997). Estudos realizados no
Planalto do Rio Grande do Sul constataram que 74% das areas de soja se
apresentavam infestadas com essa espécie (Vidal e Winkler, 2002). Em
lavouras de soja, densidades de 10 plantas de E. heterophylla/m? reduzem 7%
do rendimento de grdos quando as duas plantas, soja e leiteiro, estdo no
mesmo ciclo de desenvolvimento (Winkler et al., 2003) e quando o periodo de
Fleck, 1982).
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Estudos realizados por Holm et al. (1997) apontam que a densidade de
75 plantas/m? de leiteiro reduziu o rendimento em 12% e densidades de 300 e
600 plantas/m? acarretaram perdas de rendimento de 23 e 33%,
respectivamente. No Sul dos Estados Unidos, essa invasora também tem
acarretado perdas, 8 plantas/m? de E. heterophylla, competindo com a soja por
8 e 12 semanas e, durante todo o ciclo da cultura, reduziu a producdo em
19,21 e 33%, respectivamente. Estes autores descreveram, ainda, que
densidade de 50 plantas/m? frequentemente resulta em perdas totais das
lavouras de soja.

Além das perdas por competicdo, E. heterophylla é considerada uma
planta téxica e hospedeira alternativa para o percevejo marrom, Euschistus
heros, um inseto extremamente danoso a soja (Pinto e Panizzi, 1994). A
espécie também é considerada hospedeira adicional e reservatério do fungo
Diaporthe phaseolorum, causador do cancro da haste da soja (Garrido e
Dhingra, 1997).

Alguns autores descreveram propriedades industriais e farmacoldgicas
para E. heterophylla. O Oleo presente na semente apresenta utilidades
industriais, como 6leo secante e matéria-prima na elaboracdo de tinta e verniz,
além de apresentar potencial medicinal (Silva e Salatino, 1999). Na Nigéria,
suas folhas sdo utilizadas como purgativo, cuja acdo farmacolégica foi
comprovada por Akubue et al. (1983). Neste mesmo pais, Enemaduku et al.
(2011), em andlise do extrato etandlico de diferentes partes desta planta,
menos o de raiz, identificaram atividade contra agentes tiféides, provavelmente
exercida pela presenca dos compostos detaninos e antraquinonas. Segundo
Holm et al. (1997), o latex também tem sido utlizado para tratamentos

localizados de erisipela.

2.5. Euphorbia heterophylla L. e aresisténcia a herbicidas

E. heterophylla € um problema agricola de longa data, o que ocorre em
funcdo das alteragBes de praticas de cultivo, especialmente o uso de controle
quimico (Deuber, 1992; Fornarolli et al., 2002). Embora o manejo de plantas
daninhas possa ser efetuado por diversos métodos (Deuber, 1992; Burnside,
1992), a espécie E. heterophylla foi considerada de dificil controle porque, para

13



evitar perdas de produtividade nas culturas infestadas, foram necessérias
repetidas aplicacdes de herbicidas, bem como combinagbes de varios
herbicidas (Willard e Griffin, 1993).

Foi postulado que o uso constante de um herbicida ou de herbicidas
com o mesmo mecanismo de acdo pode exercer alta pressdo de selegéo,
reduzindo as populagdes suscetiveis e selecionando bidtipos resistentes e que
j& existiam nas populagfes, mas em baixa frequéncia (Ponchio, 1997; Mattielo
et al., 1999). A resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas é, por defini¢éo,
a ocorréncia de bi6tipos com potencial herdado para sobreviver aos herbicidas
eficazes no controle da espécie. Sua ocorréncia foi teorizada por Harper (1956)
e documentada pela primeira vez em 1957 (Hilton, 1957; Switzer, 1957). A
partir de 1996, os casos de resisténcia tém sido documentados no Brasil,
sendo registrada, em média, uma nova espécie de planta resistente a cada ano
(Winkler e Vidal, 2002).

A resisténcia, principalmente a multipla, dificulta ou pode inviabilizar o
controle quimico desta espécie, devido a falta de herbicidas disponiveis para o
seu controle. Os mecanismos que determinam a resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas estdo relacionados, principalmente, aos processos de
absorcdo e/ou translocagdo dos herbicidas, ao local de agdo alterado, ou
mesmo ao processo de metabolizagcdo dos herbicidas pelas plantas (Vidal,
1997). Estudos com biétipo de leiteiro com resisténcia apenas a inibidores da
ALS, em que foi isolada essa enzima, constataram atividade enzimatica muito
menor em relagdo a do bibtipo suscetivel, o que indica que a resisténcia é
causada por alteragdo no local de agédo da enzima ALS (Brighenti e Oliveira,
2011).

O controle de E. heterophylla é realizado por herbicidas inibidores das
enzimas acetolactato sintase (ALS) e protoporfirinogénio oxidase (PROTOX)
(Vidal e Merotto JR, 2001). A enzima ALS, também chamada de acetohidroxido
acido sintase (AHAS), é a primeira enzima a agir na rota de sintese dos
aminoacidos valina, leucina e isoleucina. Os herbicidas que atuam nessa
enzima se distribuem em cinco grupos quimicos: imidazolinonas, sulfoniluréias,
sulfonanilidas, pirimidiniloxibenzoatos e sulfonilamino carboniltriazolinonas
(Vidal e Merotto JR, 2001).
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No final da década de 1970, a E. heterophylla foi expressivamente
selecionada pelo uso dos herbicidas metribuzin e trifluralin, aplicados em pré-
semeadura da soja, na sucessao soja/milno nos Estados do Sul do Brasil
(Pitelli, 1992). Contudo, na ultima década, identificaram-se, em leiteiro, bi6tipos
resistentes aos inibidores de ALS, principalmente nos estados do Rio Grande
do Sul, Parana, S&o Paulo e Mato Grosso do Sul e no Paraguai (Vidal e
Merotto Janior, 2001; Trezzi et al., 2005; Heap, 2014). Também foram
identificados bidtipos com resisténcia multipla a inibidores da ALS e da
PROTOX detectados no Sudoeste do Parana.

Provavelmente, a resisténcia ocorreu em um sistema em cascata
(Trezzi et al., 2005). Inicialmente, houve uma alta presséo de sele¢do causada
pelos inibidores de ALS e, em seguida, pelos inibidores de protox, o que
resultou na seleccdo de resisténcia a ambos os mecanismos de acgédo, em
momentos distintos, na mesma populacdo. No entanto, estes bi6tipos ainda
nao tiveram seu mecanismo de resisténcia totalmente explicado. A medida da
atividade de ALS de bidtipos resistentes e suscetiveis, em resposta ao
aumento dos niveis de imazapyr e imazethapyr, evidencia que a resisténcia do
biotipo de E. heterophylla a herbicidas inibidores da ALS é provavelmente
devido exclusivamente a insensibilidade do ALS aos herbicidas (Vargas, 2001).
Segundo Vidal et al., (2007). H4 também relatos de resisténcia ao glifosato.

O primeiro caso de biétipos de E. heterophylla resistente aos herbicidas
inibidores da ALS no Brasil foi relatado por Vidal e Fleck (1997). Estes autores
analisaram uma populacéo proveniente da regido das Missdes, Rio Grande do
Sul, onde herbicidas do grupo das imidazolinonas eram utilizados h& mais de
cinco anos no controle de E. heterophylla. Posteriormente, ainda na década de
1990, foram encontrados bi6tipos de leiteiro também resistentes aos herbicidas
inibidores da acetolactato sintase (ALS) (Gazziero et al., 1998a).

A resisténcia aos inibidores de ALS em E. heterophylla é condicionada
por um unico gene dominante e com heranca nuclear (Vargas et al., 1999).

A premissa é de que a probabilidade de selecionar biotipos de E.
heterophylla com resisténcia multipla aumenta na mesma ordem de magnitude
em que ocorre 0 uso de outros herbicidas que apresentam um mesmo
mecanismo de acdo. Estudos realizados por Trezzi et al. (2005) confirmam
que, nos estados do Parana e Santa Catarina, existem bittipos de E.
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heterophylla resistentes a herbicidas com os dois mecanismos de acéo, isto &,
resisténcia multipla a varios herbicidas inibidores de ALS e de PROTOX.

Outra premissa apresentada € de que a selec@o de bibtipos resistentes
é favorecida por caracteristicas inerentes as plantas daninhas, como a grande
diversidade genética, favorecendo a selecdo de individuos resistentes aos
herbicidas devido & maior probabilidade de se encontrar alelos que oferecem
resisténcia ao produto utilizado (Winkler et al., 2003). Estudos mostraram que
as praticas agrondmicas adotadas, como a monocultura da soja e a utilizagéo
frequente e intensa de herbicidas, aumentaram a pressdo de selecdo de
bittipos resistentes nesses sistemas de cultivo (Owen, 2001).

Véarias pesquisas indicaram, de acordo com Vidal (1997), fatores
importantes a serem considerados em relagdo as caracteristicas das plantas
daninhas, dos herbicidas e das praticas culturais, que podem contribuir para a
rapida ocorréncia de resisténcia a determinados herbicidas. Para as plantas
daninhas, foram citados: habito de crescimento anual, elevada capacidade de
producédo de sementes, alta porcentagem de producdo de sementes, alta
porcentagem de sementes viaveis (baixa dorméncia), producdo de varias
geragOes a cada ano e sensibilidade a determinado herbicida.

As caracteristicas relacionadas aos herbicidas incluem: atuagdo em um
Unico mecanismo de acdo, elevada eficiéncia sobre determinada espécie
daninha (causando alta pressdo de selecdo), uso de doses superiores as
necesséarias para alcancar controle das plantas daninhas e uso frequente em
aplicagcdes sequenciais. Dentre os fatores importantes a serem considerados
em relagdo as praticas culturais e que podem contribuir para a rapida
ocorréncia de resisténcia a determinados herbicidas incluem: o monocultivo, a
ndo eliminagéo das plantas daninhas que escapam ao controle por herbicidas e
0 uso continuo de um Unico ou de poucos herbicidas que apresentam o mesmo
modo de agéo (Vidal, 1997).

Relatos de Ferreira (2003) registram que as folhas do leiteiro
apresentam barreiras a penetragdo de agroquimicos. Estas barreiras incluem o
alto teor de cera epicuticular, a elevada densidade de laticiferos e a grande
espessura da cuticula da face adaxial. Outro fator que influencia na eficiéncia
da agéo dos herbicidas € o teor de umidade do solo. Resultados de campo e de

casa de vegetacdo indicaram que herbicidas aplicados sobre a folhagem
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durante periodos de seca sdo menos efetivos quando comparados com
aplicacdoes realizadas em solo com umidade adequada (Boydston,1990;
Peregoy et al., 1990). Segundo Basler et al. (1961) e Levene e Owen (1995), a
baixa eficiéncia dos herbicidas aplicados durante periodos de déficit hidrico
deve-se, principalmente, & reducéo na absor¢do desses compostos.

Ambas as espécies, soja e leiteiro, de acordo com Winkler et al. (2003),
teriam evoluido nos Ultimos anos em um processo paralelo, favorecendo a
selecdo de bidtipos resistentes aos herbicidas inibidores de ALS em campos de

soja, em fungéo do uso intenso de produtos com este mecanismo.

2.6. O uso de marcadores moleculares no estudo da diversidade genética
de plantas daninhas e em Euphorbia heterophylla

Desde o final da década de 90 do século passado, os marcadores
moleculares tém sido usados em grande escala para detectar a variabilidade
genética em plantas, pois sdo ferramentas importantes e que possibilitam
acompanhar as caracteristicas focadas pelo melhoramento genético (Ferreira e
Grattapaglia, 1998). Até a década de 60, os estudos de polimorfismos nas
populagBes baseavam-se em avaliacdes de diferentes fenotipos morfologicos.
Entretanto, o pequeno numero de parametros fenotipicos morfolégicos
disponiveis, classificava as populagbes como geneticamente homogéneas
(Futuyma, 1992).

ApoOs surgirem as técnicas modernas da biologia molecular, foram
elaborados diversos métodos de deteccdo de polimorfismo genético no DNA.
Inicialmente, foi desenvolvida a técnica de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), que utiliza enzimas de restricdo e sondas de DNA para
hibridizagdo. Este marcador foi amplamente utilizado para diversos tipos de
estudos, inclusive estudos de genética de populacdes (Ferreira e Grattapaglia,
1998).

A primeira metade da década de 80 assistiu ao desenvolvimento de um
método de amplificacdo de sequéncia de DNA que revolucionou a analise
genética nestes Ultimos anos: a reagcdo de polimerase em cadeia (PCR -
Polymerase Chain Reaction) (Saiki et al., 1988). A técnica de PCR baseia-se
na capacidade da enzima tagDNA polimerase replicar sequencias de DNA em

certas condigOes laboratoriais, a partir de um par de pequenos fragmentos
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iniciadores da fita molde (primers), que flanqueiam a sequéncia que se deseja
amplificar. Por meio de variagfes alternadas e ciclicas de temperatura, ocorre
a desnaturacao, o anelamento e a extensado de uma determinada sequéncia de
DNA que é amplificada, ciclo ap6s ciclo, em progressdo geomeétrica. Isso torna
possivel, apos a sua separacdo por eletroforese, sua visualizacdo em gel na
forma de uma banda, (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

O emprego das técnicas estabelecidas permitiu o desenvolvimento de
diferentes classes de marcadores como: RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism),
microssatélites ou SSRs (Simple Sequences Repeat) e ISSR (Inter-Simple
Sequence Repeats), que podem ser empregados em varios tipos de estudos
como, por exemplo, a estrutura de populagéo, sistematica e rela¢des evolutivas
entre organismos. Estes marcadores foram utilizados como importantes
ferramentas para solucionar problemas de genética ecoldgica associados com
plantas daninhas (O’Hanlon et al., 1999).

O interesse no uso de marcadores moleculares foi importante devido
ao fato destes poderem ser empregados para quantificar a variabilidade
genética, descrever como esta se distribui entre e dentro de populacdes e para
indicar ou sugerir como esta variabilidade pode ser manipulada (Robinson,
1998). A variabilidade contida na amostra a ser analisada dependerd do
polimorfismo e da estrutura genética presente nesta populacdo (Machado,
1982). O uso de marcadores moleculares tem sido bastante empregado desde
o inicio do ano 2000 nos estudos de variabilidade, sendo capaz de detectar
numerosos polimorfismos (Waldschimidt et al., 2002).

O estudo da variabilidade genética de populacdes de plantas daninhas
pode ser de grande importancia para o manejo, principalmente porque esta
variabilidade pode interferir na eficiéncia de varios métodos de controle. Os
principais métodos usados para o manejo de plantas daninhas incluem o
bioldgico, o quimico, o cultural e o fisico (Radosevich et al., 1997) e o sucesso
dos programas de manejo de plantas daninhas esta associado a variabilidade
genética. Com relagéo ao baixo nivel de variabilidade, muitas plantas daninhas
exoticas colonizam muito bem novas éreas. A variagcdo genética de plantas
daninhas é, em geral, avaliada em locos neutros, mas estes nao indicam

necessariamente o nivel de variagdo para todos os locos que governam o
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fitness (National Research Council, 2002). Entretanto, se espécies de plantas
daninhas possuem alto fitness e grande potencial de colonizacdo, elas
persistirdo (Barret, 1988). Apenas cerca de 1% de todas as espécies de plantas
introduzidas tornam-se invasoras (National Research Council, 2002).

Estudos empregando isozimas (Barret, 1992), RAPD e AFLP (Okuno et
al., 1998; Pester et al.,, 2003) tém evidenciado que muitas populacbes de
plantas daninhas contém baixa diversidade genética e que a estimativa da
diversidade é idéntica tanto quando avaliada por meio de isozimas como
quando avaliada com DNA. De acordo com Sun (1997), a reduzida
variabilidade genética observada para muitas espécies de plantas daninhas é
resultante de varios fatores evolucionarios e biolégicos, incluindo eventos
relacionados ao efeito gargalo associado ao fundador, ao pequeno tamanho da
populagdo, ao endocruzamento, a forte sele¢do direcional e a falta de
mecanismos de disperséo para grandes distancias (Warwich, 1990).

O estudo da variabilidade genética do complexo Bidens pilosa L. (picdo
preto), empregando 10 sistemas de enzimas, revelou 16 locos e destes
somente trés foram polimorficos. A diversidade genética para este complexo,
avaliada por Grombone-Guaratini et al. (2005), foi considerada baixa e o valor
do polimorfismo encontrado foi de 3,2%.

A diversidade genética de 40 populacbes de E. heterophylla que
crescem no planalto do Rio Grande do Sul, resistentes aos herbicidas
inibidores de ALS, foi estudada utilizando o marcador RAPD. Os resultados
mostraram que estas populacdes apresentam variabilidade genética de 60%.
Esta variabilidade permitiu o agrupamento das plantas resistentes em sete
diferentes grupos (Winkler et al., 2003). A avaliacdo da diversidade genética de
amostras coletadas em diferentes regides do Parana também foi realizada por
Frigo et al. (2009). Para esta avaliagdo foram utilizadas isoenzimas esterases
como marcadores moleculares e os resultados apontaram para uma alta
diferenciagéo entre as populagdes estudadas, sugerindo uma reduzida troca de
material genético entre elas. Os resultados destes autores mostraram que a
diversidade genética para E. heterophylla € maior que a observada por outros
autores para outras espécies de Euphorbia. Estes autores também

descreveram que as populacbes avaliadas apresentaram deficiéncia de
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heterozigotos e que este fato pode ser uma consequéncia da constante
aplicacdo de herbicidas que tem promovido selecéo.

Marcadores RAPD foram utilizados para estudar a variabilidade
genética em nivel de DNA entre plantas de E. heterophylla que apresentaram
folhas morfologicamente diferentes. Foram estudadas plantas coletadas em
campos de soja de Londrina - PR e as plantas avaliadas foram separadas em
dois grupos que coincidiram com as diferencas morfoldgicas, formato do limbo
foliar e forma de ramificagéo (Vasconcelos et al., 2000).

Marcadores RFLP para DNA de cloroplasto (cpDNA) foram utilizados
para investigar acessos de Euphorbia spp do continente Norte Americano e
Eurdsia (Nissen et al., 1992) e sete das 13 sondas usadas para a hibridizacdo
foram polimorficas. O acesso mais divergente foi o coletado na Austria seguido
pelos acessos coletados na Italia e Russia. Os acessos de Euphorbia spp dos
Estados Unidos foram os que se apresentaram mais intimamente relacionados
entre si e com o0s acessos russos (Nissen et al., 1992). Os estudos realizados
por Rowe et al. (1997), com Euphorbia esula evidenciaram um alto grau de
variabilidade genética para os materiais coletados nos Estados Unidos. Estes
autores atribuiram esta alta variabilidade tanto as mdltiplas introducdes da
espécie como também ao elevado grau de variabilidade dentro das populagbes

nativas.

2.7. O uso de marcadores ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) no
estudo da diversidade genética de plantas daninhas

Os marcadores moleculares ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats)
sdo segmentos de DNA de 100 a 3000 pb, amplificados via PCR, usando
primers com 16 a 20 pb, desenhados a partir de sequéncias de microssatélites
e que amplificam as sequencias inter-SSR. Este tipo de marcador foi idealizado
para explorar repeticdes de microssatélites sem a necessidade de se fazer um
sequenciamento prévio do DNA, para analisar sequencias do genoma
(Zietkiewicz et al., 1994). A técnica para analisar ISSR tem sido apresentada
como simples, répida, eficiente, de baixo custo e de alta reprodutibilidade,
possivelmente devido ao uso de primers longos, que permitem um
subsequente uso de alta temperatura de anelamento (Bornet e Branchard,

2001; Redy et al., 2002). Devido a sua abundancia e dispersdo no genoma, as
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ISSR tém sido muito usadas para estudar relagdes entre duas populacdes
muito relacionadas (Redy et al., 2002). Estes marcadores ISSR tem sido
utilizados para estimar a extensdo da diversidade genética em nivel inter e
intraespecifico em uma ampla variedade de espécies.

Como as agbes de manejo que previnem a dispersdo e o impacto de
espécies invasoras requerem o conhecimento das caracteristicas ecolégicas e
genéticas destas plantas, diferentes espécies de plantas invasoras tém sido
avaliadas quanto a sua diversidade genética, utilizando marcadores ISSR.
Chase et al. (2011) utilizaram ISSR para estudar a diversidade genética em 10
populacbes da planta invasora Tanacetum vulgare (catinga-de-mulata,
tanaceto, atanasia ou erva de S&o Marcos), uma planta herbacea e perene,
pertencente a familia Asteraceae. Esses autores avaliaram a diversidade
genética dentro e entre as popula¢des coletadas em Minnesota e Montana, nos
USA, e em Alberta, no Canada. Nestes estudos, observaram que existem
diferengas genéticas entre as populac¢des, sugerindo que o entendimento da
diversidade genética e de sua distribuicdo dentro e entre as populagbes pode
ajudar a predizer o potencial do sucesso de manejo para esta espécie na
América do Norte.

As caracteristicas genéticas de Rubus phoenicolasius Maxim. e a
ligagdo com a espécie nativa Rubus argutus (Rosaceae), popularmente
chamada de amora, foram examinadas por Innis et al. (2011) utilizando o
marcador ISSR. Estes autores observaram que a diversidade genética foi
menor para a espécie invasora R. phoenicolasius quando comparada com a
espécie nativa R. argutus. McRoberts et al. (2005) utilizaram ISSR e realizaram
a avaliacdo da diversidade intra e inter amostras em 4 populacdes da erva
daninha anual Phalaris minor (erva-cabecinha ou talaceiro). Foram estudadas
amostras coletadas no estado de Haryana na india e os niveis de polimorfismo
dentro e entre as populagbes foi baixo, quando comparado com valores de
outras gramineas invasoras. A andlise das semelhancas inter-populacionais
permitiu uma diferenciagéo parcial das quatro populagdes estudadas.

Stefinova et al. (2014) descreveram que Amaranthus é uma espécie
amplamente distribuida em todo o mundo. Estes autores analisaram a
variabilidade intra e inter-especifica em Amaranthus caudatus, A. cruentus e A.

hypochodriacus e mostraram que o marcador ISSR possibilitou a separacéo
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das trés espécies e que a maior variabilidade intraespecifica foi para A.
hypochondriacus. Estes autores descrevem que ISSR é um marcador
informativo e que permite analisar molecularmente o género Amaranthus tanto
em nivel intra como interespecifico.

Wang et al. (2008) estudaram vinte e oito populacbes da planta
invasora cipé guaco (Mikania micrantha) introduzidas no sul da China e
observaram que os resultados obtidos forneceram informacdes para estudar as
consequéncias da expansdo em rapida escala. Os parametros de genética
populacional foram estimados por abordagem Bayesiana, bem como por
métodos estatisticos convencionais. Altos niveis de variacdo e diferenciacéo
genética foram detectados na populagdo de M. micrantha. Todas as
populacdes estudadas apresentaram graves gargalos. Neste estudo, 0s
autores ndo observaram associagdo entre a distribuicdo geografica e o padréo
de variacdo genética das populacdes. Os resultados obtidos com ISSR
indicaram que, durante o processo de invasao de M. Micrantha, houve perda
de variacdo genética associada com gargalos, aumentando a diferenciagdo
entre as populagdes. Os investigadores (Wang et al., 2008) propuzeram que
eventos de dispersdo das sementes, ou propagulos para longas distancias
mediados pelo homem, poderiam explicar a falta de estruturacéo geografica na
variacdo genética para esta espécie.

O comportamento de espécies introduzidas também foi avaliado no
estudo realizado por Yang (2012). Que trabalhou com Tithonia diversifolia
(margariddo, boldo-japonés ou girassol-mexicano), uma espécie nativa da
América do Norte e da América Central. Esta planta foi introduzida na China no
inicio do século passado e adapou-se muito bem, tornando-se uma planta
invasora prejudicial em regides tropicais e subtropicais no sul da China. A
andlise da variacdo da diversidade genética em populacbes da China e de
regibes vizinhas foi realizada com ISSR. O estudo mostrou altos niveis de
diversidade genética em todas as popula¢des, sendo que a menor diversidade
foi encontrada em duas populagdes do Laos. A variacdo genética foi maior
dentro das populacdes e o método de agrupamento mostrou que as
introducdes para a China e Laos foram independentes. Neste estudo também
ndo foi observada correlagdo entre a distdncia geografica e as relacdes

genéticas de populagbes na China e a dispersdo parece estar associada a
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histéria de dispersdo humana. O autor relatou que os altos niveis de
diversidade genética dentro das populagfes de girassol-mexicano podem ser
um desafio para o seu controle e que o potencial de efeitos negativos sobre os
sistemas ecoldgicos desta planta deve ser monitorado.

Tanahara e Maki (2010) examinaram a diversidade genética em trés
populacdes de Bidens cernua, no Japéo, considerada como uma planta anual
e descrita como ameagada de extingdo, comumente chamada de picdo ou
calendula. Os dados obtidos foram comparados com os dados de Bidens
radiata e Bidens tripartite e, contrariando as expectativas, o grau de
variabilidade genética em nivel de espécie e de popula¢des foram maiores para
B. cernua do que para B. radiata e B. tripartite. Esta diversidade genética foi
supostamente atribuida ao sistema de reproducdo e ao método de formacao do
banco de sementes, mas todas as trés espécies apresentam alta variabilidade
genética.

Huangfu et al. (2009) relataram a importancia em realizar estudos para
avaliar a diversidade genética em populac¢des de plantas daninhas, visando a
verificar se a diversidade é a mesma entre as diferentes popula¢fes. Estudos
desta natureza s&do especialmente importantes para verificar se existe
diferengas para a diversidade genética entre as populacfes expostas e nado
expostas a selegdo realizada por herbicidas. No estudo realizado por estes
autores foram utilizados oito primers de ISSR para avaliar os niveis e o padréo
de diversidade genética de 93 individuos, em 24 populacdes selvagens de
mostarda-oriental, também denominada de mostarda-da-india ou mostarda-
chinesa (Brassica juncea L.). A andlise da variancia molecular (AMOVA)
mostrou que a maior parte da variagao ocorreu entre as populagdes (54,09) e o
restante (45,91%) da variancia foi atribuida as diferencas entre individuos
dentro das populacdes. Apesar da maior diversidade genética ter sido
observada em populagdes de B. juncea resistentes, a distribuicdo geral da
diversidade genética ndo foi dependente da distribuicdo geografica. O
marcador ISSR também foi utilizado por Imaizumi et al. (2013), que avaliaram
os efeitos da selecdo ocasionada pelos herbicidas sobre a diversidade genética
do junco de caule duro (Schoenoplectus juncoides). Foram avaliadas 6
populagBes resistentes a sulfoniluréia e oito suscetiveis. As plantas foram

coletadas de trés regides amplamente separadas: nos distritos de Tohoku,
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Kanto e Kyushu no Jap&o. Imaizumi et al. (2013), diferentemente de Huangfu et
al. (2009), sugeriram que o uso do herbicida sulfoniluréia diminuiu a
diversidade genética dentro de populacdes de S. Juncoides, as quais s&o
resistentes a sulfoniluréia.

Dinelli et al. (2004) usaram ISSR para estudar trés acessos de Lolium
(azevém ou joio), que cresce na Itdlia, com o objetivo de determinar a
identidade destes acessos. O marcador ISSR possibilitou, em funcdo da
grande amplitude de variagdo nos padrdoes de bandas, presumir que estes
acessos sdo compostos por individuos resultantes de hibridizagdo
intragenéricas e intergenéricas do complexo Lolium-Festuca. Dois marcadores
ISSR discriminatérios do género Festuca e 20 de espécies de Festuca estavam
presentes nos trés acessos estudados. O acesso resistente, coletado na
Toscana, apresentou a maior porcentagem de marcas associadas com Festuca
(16,8%), seguido pelo acesso resistente, coletado na regido de Roma (13,6%)
e pelo acesso suscetivel, coletado na regiao de Vetralla (7,6%).

Jin e Ye (2006) descreveram que o controle da erva daninha de jacaré
(Alternanthera philoxeroides), realizado pelo besouro Agasicles hygrophila, tem
sido bem sucedido para as plantas que crescem em ambiente aquatico, mas
ndo para as plantas que crescem em terra. Para entender se existe influencia
da base genética para este comportamento, o marcador ISSR foi utilizado.
Nenhuma variagdo genética foi detectada, dentro ou entre as populagdes que
crescem nos mesmos habitats, ou entre as populagdes que crescem na terra e
na 4gua. Estes autores consideraram que a variagdo genética ndo € o fator
base resultando nas diferencas no controle biol6gico das popula¢fes, mas que
0 sucesso diferencial para o controle realizado pelo besouro poderia estar
associado a plasticidade fenotipica do didmetro do caule da planta, em vez de

estar associado a variagfes genotipicas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de coleta das sementes de Euphorbia heterophylla

Para a realizacdo deste trabalho, foram coletadas amostras de
Euphorbia heterophylla de 10 localidades diferentes dos estados do Parana,
Rio Grande do Sul e S&o Paulo. Oito amostras foram coletadas em diferentes
regides do estado do Parana, uma em Rio dos indios; no Rio Grande do Sul, e
uma amostra em Cosmorama, no estado de Sdo Paulo. Foram coletadas
plantas individuais e embaladas separadamente. Na sequencia, as sementes
de cada planta foram transplantadas em vasos, com cada vaso representando
uma localidade. Para cada amostra coletada foi avaliado um numero diferente
de individuos (Quadro 2), totalizando 132 amostras estudadas. No Quadro 2 e
na Figura 3, estdo representadas as cidades da coleta, o nimero de plantas
avaliadas por pontos de coleta e as localizagbes geogréaficas dos pontos de

coleta, de acordo com o sistema Universal Transversal de Marcador (UTM).

Quadro 2 - Local de coleta das sementes de Euphorbia heterophylla, nimero
de plantas utilizadas e localizag&o geogréfica

Ponto de coleta NuUmero de plantas Localizacao geografica
cidade/ estado avaliadas (UTM*)
Regido de Pato Branco (Werner)- 13 26°13'6,27" S
PR (Pato Branco I) 52°38'56,83" W
Regido de Pato Branco (Marafon)- 17 26°11'43,83" S
PR (Pato Branco II) 52°43'14,49" W
20°28'40" S
Cosmorama-SP (Agro Cosmos) 13 49°46' 40" W
o 23°25'38" S
Maringa-PR 14 51°56'15" W
Regido de Pato Branco 07 26°17'2,78" S
(Antonieto)-PR (Pato Branco Il1) 52°39'48,13" W

24°14°26,14" S

Ivaipord-PR 16 51°36'16.58" W
S&o Miguel do Iguacu-PR 14 24513239585\/\/8
Rio dos indios-RS 11 é;éggi \?V
Jandaia do Sul-PR | 15 éi’gg%i\ﬁ
Jandaia do Sul-PR 1l 12 ﬁogg%g \?V

*Projecéo Marcador Transversal Universal (Universal Transversal de Marcator).
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Figura 3 - Localizagdo dos 10 pontos de coleta de sementes de Euphorbia
heterophylla, oito no estado do Parana, um no Rio Grande do Sul e um em S&o
Paulo.

3.2. Germinagéo das sementes

Para a germinagcdo das sementes, o experimento foi conduzido em
condi¢gbes ambiente na Universidade Estadual de Maringa (UEM). As sementes
coletadas dos 10 locais foram semeadas em vasos separadamente e

preenchidos com uma mistura composta de terra (Latossolo Vermelho Escuro),
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substrato Plantmax e areia média nas propor¢des de 2:1:2. Em cada vaso,
foram semeadas em torno de 50 sementes.

Para a extragdo do DNA utilizado no estudo da variabilidade genética,
foram coletadas 100 mg de folhas jovens de plantas individuais de cada

gendtipo (local), totalizando 132 amostras de DNA extraidos.

3.3. Extragé&o e quantificagcdo do DNA de folhas de Euphorbia heterophylla

O DNA gendmico de cada planta foi extraido seguindo a metodologia
descrita por Hoisington et al. (1994), com pequenas modifica¢des.

As amostras de folhas foram maceradas utilizando nitrogénio liquido. O
pé produzido foi adicionado em microtubos esterilizados com 800 pL de tampéo
de extracdo CTAB (Quadro 3) pré-aquecido em 65 °C. Em seguida, as
amostras foram incubadas em banho-maria, a 65 °C, por 60 minutos, e 0s
microtubos foram agitados, por inversdo, a cada 5 minutos. Estes foram
retirados do banho-maria e mantidos na bancada para alcangcarem a
temperatura ambiente. Foram adicionados 800 pL de cloroformio: &lcool
isoamilico na proporcéo de 24:1 e em seguida os microtubos foram novamente
invertidos por 5 minutos.

Posteriormente, efetuou-se uma centrifugacdo a 7.000 rpm, por 5
minutos, em temperatura ambiente. O sobrenadante foi pipetado e transferindo
para um novo microtubo. Na fase aquosa obtida, foram adicionados 800 pL de
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) e os tubos foram novamente agitados
suavemente por 5 minutos. Apés uma nova centrifugacéo a 7.000 rpm durante
5 minutos em temperatura ambiente, o sobrenadante coletado foi transferido
para um novo tubo de micro centrifuga. Para precipitar o DNA, foram
adicionados 0,6 volume de isopropanol gelado por volume de sobrenadante
recuperado, misturando levemente por inversdo por 1 minuto. As amostras
foram mantidas por 12 horas em -20 °C para obter o DNA precipitado.

Apos a etapa descrita acima, foi feito uma centrifugagdo a 7.000 rpm,
por 5 minutos, em temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi descartado,
adicionando 800 pL de etanol 70% gelado, misturando-se levemente por
inversdo, por 1 minuto, para lavar o pellet de DNA, seguindo-se com nova

centrifugagcdo a 7.000 rpm, por 5 minutos e em 4 °C. O sobrenadante foi
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descartado e o “pellet” de DNA seco em temperatura ambiente. Na sequencia,
foram adicionados 400 pL de TE (Tris/HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA 1,0 mM pH
8,0). Para ressuspender o DNA, as amostras foram mantidas, por 12 horas, em
4 °C.

ApoOs este periodo, foram adicionados 2 pL de RNAse na concentragdo
de 10 ng/uL e a mistura foi mantida na temperatura ambiente por duas horas.
Apos esse periodo, o DNA foi purificado, adicionando 200 pL de fenol mais 200
pL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), realizando-se agitagdo suave,
durante 5 minutos, e centrifugando a 7.000 rpm, por 5 minutos, em temperatura
ambiente. A fase aquosa (superior) foi transferida para um novo microtubo,
adicionando 400 pL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), seguindo com
agitagcdo, durante 5 minutos, e centrifugacdo, a 7.000 rpm, por 5 minutos em
temperatura ambiente. A fase aquosa (superior) foi transferida para um novo
microtubo, adicionando-se 250 pL de isopropanol e 25 puL de NaCl 5M, os quais
foram misturados por inversdes suaves, por 1 minuto, mantendo-se essa
mistura overnight a -20 °C.

Na sequencia, foi realizada outra centrifugagcdo a 7.000 rpm, por 5
minutos, em temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado com 800 pL de etanol 70% gelado, misturando-se, por
inversdo, durante 1 minuto. ApGs efetuar uma nova centrifugacdo usando 7.000
rpm por 5 minutos em temperatura ambiente, o sobrenadante foi descartado, o
pellet foi seco em temperatura ambiente e ressuspendido em 50 pL de TE. O

DNA foi armazenado em microtubos em temperatura de 4 °C.

Quadro 3 - Constituintes e as concentragdes usadas no preparo do tampéo de
extracdo para extrair o DNA das amostras de Euphorbia heterophylla

Componentes e suas . &
Concentragéo final no

concentragdes nos Volume / 10 mL ~ ~
estoques tampéao de extracao
CTAB 1% ' 0,10¢g 1%

NaCl 5M 1,4 mL 700 mM
TRIS-HCI 1M pH 7,5 1,0 mL 100 mM
EDTA 0,5 M pH 8,0 1,0 mL 50 mM
B-Mercaptoetanol 0,1 mL 140 mM
Agua Destilada 6,5 mL

! Adicionar B-Mercaptoetanol somente no momento de uso.
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O DNA extraido de cada amostra foi quantificado, utilizando o
equipamento Picodrop Spectrophotometer (Pico 100 — Version 4.0/21/03/11).
Apos a quantificacdo, as amostras de DNA foram diluidas na concentracdo de

10 ng/pL a cada 15 dias e também mantidas em geladeira.

3.4. Amplificacdo e analise dos ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)

Para selecionar os primers utilizados no presente estudo, foram
avaliados 30 primers de ISSR, que fazem parte do banco de primers do
Laboratério de Cultura de Tecidos e Eletroforese de Vegetais (DBC/UEM)
(Quadro 4). Para o uso de cada primer, foi testada a concentragéo de DNA (de
10 e 15 ng), a concentragcdo do MgCl, (foram testadas as concentragdes de 2,0
e 2,4 mM), a concentragdo do primer (0,2 e 0,4 pM) e a temperatura de
anelamento foi testada, variando de 49 °C a 51 °C para cada primer. Dos 30
primers testados, foram selecionados nove, 0os quais apresentaram um padrao
de fragmentos amplificados bem definido. Os primers que, apos estes testes,

ndo amplificaram fragmentos especificos ndo foram usados.

Quadro 4 - Sequéncia dos 30 primers ISSR avaliados para amplificar o DNA de
Euphorbia heterophylla

Primer ISSR Sequéncia de bases nitrogenadas
ISSR-1 (AC)sTT
ISSR-2 (AC)sAG
ISSR-3 (AC)sTG
ISSR-4 (GACA)4
ISSR-5 (AC)sAA
ISSR-6 (AG)sTA
ISSR-7 (AG)sGA
ISSR-8 (ACTC)4
ISSR-9 (TG)sGG
ISSR-10 (CTC)s
ISSR-11 (AC)sCA
ISSR-12 (AG)sGCT
ISSR-13 (AC)sCC
ISSR-14 (AC)sCT
ISSR-15 (AC)sGA
ISSR-16 (TG)sAC
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Quadro 4, cont.

ISSR-17 (AG)sCG
ISSR-18 (AG)eTT
ISSR-19 (AG)sTG
ISSR-20 (AG)sCC
ISSR-21 (GA)sT
ISSR-22 (TG)sCC
ISSR-23 (AG)sAT
ISSR-807 (AG)sT
ISSR-811 (GA)sC
ISSR-813 (CT)sT
ISSR-816 (CA)sT
ISSR-822 (TC)g?
ISSR-825 (AC)sT
ISSR-828 (TG)e?

A PCR (Polimerase Chain Reaction; reagédo em cadeia da polimerase)
foi preparada em microtubos de 0,2 mL, sendo utilizado para a rea¢éo 10 ou 15
ng de DNA, tampéao de reacédo 1X (10 mM de Tris-HCI, pH 8,8), 2,0 ou 2,4 mM
de MgClI2, 0,1 mM de cada dNTP, 1 U de Tag-DNA Polimerase Platinum
(Invitrogen), 0,2 ou 0,4 uM de primer e 4gua mili-Q para um volume final de 20
pL de solugédo (Quadro 5). A PCR foi realizada no termociclador (Techne TC-

512), seguindo as temperaturas descritas no Quadro 6.

Quadro 5 - Concentragbes dos reagentes estoques, concentragdo final e
volume utilizado apds a padronizacdo nas rea¢des de amplificacdo em cadeia
da polimerase para as amostras de DNA de Euphorbia heterophylla

Concentragao Concentragéo

Reagentes estoque dos final dos uL/20 “~L de
reagentes reagentes reacao
H-O - - Variavel
Tampao 10 X 1X 2,0
MgCl, 25 mM 2,0-24mM 1,6-1,92
dNTPs 2,5 mM/cada 0,1 mM/cada 0,8
Primer 10 uM 0,2-0,40 uM 0,4-0,8
Taqg-DNA
Polimerase 5 U/ uL 1U 0,2
DNA 10 ng/ yL 10 - 15 ng 1,0-15
Total 20 pyL
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Apos a amplificacdo, para cada amostra foram acrescentados 2 yL de
tampéo loading (azul de bromofenol 0,25% e glicerol 30%) e estas foram
separadas em gel de agarose 1,5 % usando tampao TBE 0,5X (44,5 mM de
Tris, 44,5 mM de &cido bérico e 1 mM de EDTA), tanto para o preparo do gel
como para as cubas de separagdo. Para estimar o tamanho dos fragmentos
amplificados e separados no gel, foi utilizado o marcador de peso molecular 1
Kb DNA Ladder (Invitrogen). Para a eletroforese, os géis foram expostos a um
campo elétrico de 60 Volts por 4 horas e, apds este periodo, estes foram
corados em solugdo de brometo de etidio preparada com 0,5 pg/mL. A imagem
dos fragmentos no gel foi capturada em transiluminador L-PIX HE, Loccus

biotecnologia.

Quadro 6 - Sequéncia das etapas do programa utilizado para a amplificagdo do
DNA de Euphorbia heterophylla com marcador ISSR

Passo Etapa Temperatura Tempo

1 Desnaturacao inicial 94 °C 5 min.

2 Desnaturacao 94 °C 1 min.

3 Anelamento 49°Cabl°C 1 min.

4 Extensédo 72 °C 1min.e30s

Voltar ao passo 2 - 34

5 vezes - -
6 Extensao final 72 °C 7 min.

7 Imerséo 4°C 0

Na analise do produto amplificado para cada primer de ISSR e para
cada amostra analisada, os fragmentos foram lidos como presentes (1) ou
ausentes (0) e uma matriz binaria foi construida. Os niveis de diversidade
genética dentro das populaces, representado pelo indice de polimorfismo (PI,
calculado como porcentagem de locos polimérficos), a diversidade genética de
Nei (He) (Nei, 1973), o indice de diversidade de Shannon (I) (Lewontin, 1972) e
as diferencas genéticas entre as populacdes (Gsr) (Nei, 1972) foram calculados
utiizando o programa POPGENE 1.32 (Yeh et al, 1999), assumindo o
equilibrio de Hardy-Weinberg. Este mesmo programa também foi utilizado para
calcular a distancia e a identidade genética de Nei entre todos os pares de

populagBes e, a partir do coeficiente de similaridade obtido usando o método
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de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using na Arithmetic
Average), foi construido um dendrograma (Figura 8).

Para a analise, foi utilizado também o programa STRUCTURE v 2.3.2.
(Pritchard et al., 2000), que se baseia na determinacdo de grupos heterdéticos a
partir de dados moleculares. O método de Evanno et al. (2005) foi utilizado
para estimar o AK.

A variancia molecular (AMOVA) foi calculada utilizando o programa
GenALEx versdo 6.5 (Peakall e Smouse, 2012). Nesta andlise, foram
estimados os fracionamentos da diversidade genética entre e dentro das

populacdes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Perfil da amplificagdo dos segmentos de DNA entre o0s
microssatélites (ISSR)

A observacdo de bandas nitidas e bem definidas no gel de agarose,
resultado de condi¢cdes adequadas de amplificacdo do DNA das amostras de E.
heterophylla, foi obtida quando a reacdo de amplificacdo foi realizada,
utilizando 10 ng de DNA, 2,4 mM de MgCl; e 0,4 uM de cada primer utilizado,
com temperaturas especificas para cada primer variando de 49 a 51 °C (Figura
4 e Quadro 6). A Figura 4 mostra o resultado da amplificacdo do DNA de trés
amostras distintas, realizada com o primer ISSR-19, usando as temperaturas
de anelamento em 50 e 51 °C. Como a temperatura de 50 °C foi a que
apresentou segmentos de DNA formando bandas nitidas e bem definidas, esta
foi a temperatura utilizada para avaliar o DNA das 132 plantas de E.

heterophylla.

Primer ISSR-19
50°C 51°C

Figura 4 - Resultado da amplificagédo do DNA com o primer ISSR-19, utilizado
para avaliar e selecionar diferentes temperaturas de anelamento; amostras 1, 2
e 3 foram amplificadas com a temperatura de anelamento de 50 °C; amostras
4,5 e 6 sdo os mesmos DNAs amplificados, mas em temperatura de 51 °C.
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A importancia de padronizar as reagdes de amplificagbes, para
identificar marcadores ISSR mostrada na Figura 4, estd de acordo com o0s
relatos e orientacbes de outros investigadores. Segundo Caetano-Anollés
(1993), as concentragBes de primer, cloreto de magnésio e nucleotideos, bem
como os parametros ciclicos de temperatura e outros componentes da reacéo
de amplificacdo, podem alterar o rigor da reacéo e influenciar dramaticamente
tanto no ndmero como na natureza dos produtos de amplificacdo. Caetano-
Anollés (1993) descreveu que o uso de primers arbitrarios para amplificar o
DNA requer uma adequada discriminagdo entre os fragmentos reais e 0s
artefatos. Esta discriminagdo deve ser realizada em funcdo da natureza ndo
estringente do primer no ambiente de reagdo. Na tentativa de manter o fino
equilibrio do processo, este autor sugere que 0s niveis dos componentes
reacionais devam ser cuidadosamente otimizados. Geralmente, a temperatura
é alterada para favorecer a formacdo de produtos de boa qualidade. No
entanto, variagcdo nos intervalos de tempo e temperatura para o anelamento,
extensdo e desnaturacdo, numero de ciclo, ou até mesmo as taxas de
aquecimento e resfriamento podem complicar a uniformidade do resultado da
técnica de amplificacdo. Portanto, varios parametros associados ao primer,
concentragdes de ions, ou com a propria DNA polimerase devem ser
considerados para melhorar o resultado das reacoes.

Apos os investimentos para padronizar as reagfes de amplificacdes,
apenas 9 primers amplificaram o DNA das 132 amostras de E. heterophylla e
apresentaram bandas bem definidas no gel: ISSR-2, ISSR-6, ISSR-7, ISSR-11,
ISSR-12, ISSR-17, ISSR-18, ISSR-19 e ISSR-811 (Quadro 7). Estes primers
foram utilizados para amplificar o DNA das 132 amostras dos 10 pontos de
coletas, gerando um total de 133 segmentos de DNA reproduziveis (bandas).
Destes fragmentos, 45 foram polimérficos para as plantas da amostra 1 da
regido de Pato Branco — Werner (polimorfismo de 33,83%); 117 foram
polimérficos para as plantas do local 2 da regido de Pato Branco — Marafon-PR
(polimorfismo de 87,97%); 84 foram polimoérficos para as plantas da amostra 3
de Cosmorama - SP (polimorfismo de 63,16%); 82 foram polimérficos para as
plantas da amostra 4 de Maringd PR (polimorfismo de 61,65%); 78 foram
polimérficos para a amostra 5 da regido de Pato Branco — Antonieto PR

(polimorfismo de 58,65%); 107 foram polimdérficos para a amostra 6 de Ivaipora
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PR (polimorfismo de 80,45%); 64 foram polimorficos para as plantas da
amostra 7 de Sao Miguel do Iguagu PR (polimorfismo de 48,12%); 74 foram
polimérficos para as plantas do local 8 da regido de Rio dos indios RS
(polimorfismo de 55,64%); 81 foram polimorficos para as plantas do local 9, que
corresponde a regido de Jandaia I-PR (polimorfismo de 60,90%) e 57 foram
polimérficos para as plantas do local 10, regido de Jandaia II-PR (polimorfismo
de 42,86%) (Quadro 8).

M1 2 3 456 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

pb
2072
1500
600

100

Figura 5 - Gel de agarose comum, preparado com a concentragdo de 1,5% e
utilizado para separar os segmentos de DNA amplificados com o primer ISSR-
811 para as amostras coletadas em Sao Miguel do Iguagu-PR (1 e 2), Rio dos
indios-RS (3 a 13) e Jandaia I-PR (14 a 17). M é o marcador de peso molecular
DNA Ladder 100 pb (Invitrogen).

Na avaliacdo dos nove ISSR usados para amplificar o DNA de E.
heterophylla foi possivel observar que o ndmero médio de fragmentos
produzidos por primer foi de 14,66 e o niumero de segmentos de DNA por
primer variou de 9 a 21. O menor numero de segmentos (9) foi produzido pelo
primer ISSR-2 e o maior nimero de segmentos (21) foi produzido pelo primer
ISSR-12 (Quadro 7). Na Figura 5, estdo evidentes os segmentos de DNA
amplificados utilizando o primer ISSR-811.

Em estudos futuros, o primer ISSR-12, por ter amplificado um namero
maior de segmentos de DNA (21), pode ser indicado como o mais adequado
para investigar o polimorfismo em sequéncias interlocos SSR no genoma de
leiteiro que infesta culturas de diferentes regides do continente. Os demais oito
primers também podem ser indicados como adequados para os estudos de

diversidade genética no genoma de leiteiro, em ordem decrescente do namero
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de segmentos que amplificaram (ISSR-17, ISSR-18, ISSR-11, ISSR-7, ISSR-
811, ISSR-19, ISSR-6 e ISSR-2).

Quadro 7 - Primers para ISSR, sequéncias de nucleotideos dos primers ISSR,
ndmero de segmentos amplificados por primer nas 132 amostras de E.
heterophylla com suas respectivas temperaturas de anelamento

Primers Sequéncias Temperatuas Seg mentos
(5> 3) de anelamento (°C) amplificados
ISSR-2 (AC)sAG 51°C 9
ISSR-6 (AG)sTA 51°C 12
ISSR-7 (AG)sGA 51°C 14
ISSR-11 (AC)sCA 51°C 15
ISSR-12 (AG)sGCT 52°C 21
ISSR-17 (AG)sCG 51°C 19
[ISSR-18 (AG)sTT 50°C 16
ISSR-19 (AG)sTG 50°C 13
ISSR-811 (GA)sC 49°C 14
TOTAL 133

A lista de primers ISSR selecionada no presente estudo € importante
porque é inédita para a espécie de leiteiro encontrada em diversos estados da
regido Sul do Brasil, denominada E. heterophylla por pesquisadores (Vidal e
Winkler, 2002). Determinados segmentos de DNA-ISSR poderéo ser
selecionados e adotados para monitorar, em nivel molecular, a estabilidade
genética das plantas de leiteiro nos ciclos de infestacdes e combate destas
invasoras de grandes culturas de importancia econdmica. Podem também
serem considerados como marcadores moleculares, candidatos em potencial
para acompanhar pesquisas sobre variacfes fenotipicas, sistematica e
taxonomia do género Euphorbia. Também poderdo ser Uteis em estudos
envolvendo caracteristicas relacionadas a agressividade e ao potencial
reprodutivo, as quais, de acordo com Brighenti e Oliveira (2011), conferem

maior ou menor dificuldade no controle de plantas invasoras.
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4.2. Estudo da diversidade e diferenciacdo genética de populagdes e sua
estrutura genética

A estimativa de diversidade genética esta apresentada no Quadro 8. A
diversidade genética de Nei (He) e o indice de Shannon (l) médios para as
amostras de E. heterophylla avaliadas neste estudo foram 0,3589 e 0,5345
respectivamente. Em nivel populacional, foi observada uma ampla diversidade
genética. O polimorfismo médio nas sequéncias interlocos SSR (ISSR) foi alto
(98,50 %), sendo maior para as plantas da amostra coletada em Pato Branco I,
no estado do Parané (87,97%). A porcentagem de locos polimorficos variou de
33,83 a 87,97%; as plantas com maior e com menor polimorfismo foram
coletadas em diferentes localidades de Pato Branco (Pato Branco | e Pato
Branco Il, respectivamente). A diversidade genética de Nei (He) e o indice de
Shannon variaram entre as amostras: de 0,1335 a 0,3800 e de 0,1948 a
0,5462, respectivamente (Quadro 8). Esta alta divergéncia genética avaliada
por estes parametros diferentes indica que as amostras de leiteiro analisadas
sdo geneticamente divergentes e isso implica em diferentes capacidades de
invasdo, conforme descrito por Sakai et al. (2001). Estes autores descrevem
que uma reduzida diversidade genética limita a evolucdo de uma populagéo.
Uma espécie invasora pode ser pré-adaptada para alguns aspectos de seu
novo habitat, entretanto, outros aspectos podem ser novos para elas. Estes
autores apontam que, para uma planta invasora se estabelecer, €
imprescindivel que ela apresente algum grau de pré-adaptacdo, além de
apresentar uma boa capacidade de colonizacdo seguida pela colonizagéo
inicial.

O estudo da variacdo genética pode ajudar a prever o potencial que
populagBes de plantas daninhas apresentam para evoluir em resposta as
praticas de controle, isto €, o desenvolvimento da resisténcia a herbicidas ou a
agentes de controle bioldgico (Barrett, 1992; Van Driesche e Bellows 1996). O
estudo da variabilidade genética de populacdes de plantas daninhas é de
grande importancia para o0 manejo, primariamente porque esta variabilidade
pode interferir na eficiéncia de véarios métodos de controle. Os principais
métodos usados para o manejo de plantas daninhas incluem o bioldgico, o

quimico, o cultural e o fisico (Radosevich et al., 1997). O sucesso dos
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programas de manejo de plantas daninhas esta associado a variabilidade

genética.

Quadro 8 - Numero de alelos observados (Na), Numero efetivo de alelos (Ne),
indice de Shannon (I), Diversidade genética de Nei (1973) (He), nimero de
locos polimorficos e porcentagem de locos polimérficos para cada amostra de
Euphorbia heterophylla estudada

N° de locos % de locos

Amostra Na Ne He | S o
polimorficos polimorficos
Pato Branco | 1,3383 11,2381 0,1335 0,1948 45 33,83
Pato Branco Il 1,8797 1,6908 0,3800 0,5462 117 87,97
Cosmorama 1,6316 1,4399 0,2466 0,3599 84 63,16
Maringa 1,6165 1,4502 0,2488 0,3608 82 61,65
Pato Branco Il 1,5865 1,3972 0,2225 0,3269 78 58,65
Ivaiporéd 1,8045 1,5765 0,3213 0,4671 107 80,45
Sao Miguel do Iguacu  1,4812 1,2934 0,1708 0,2545 64 48,12
Rio dos indios 1,5564 1,3917 0,2195 0,3202 74 55,64
Jandaia | 1,6090 1,3713 0,2172 0,3202 81 60,90
Jandaia Il 1,4286 1,2548 0,1487 0,2222 57 42,86
Média/loco 1,9850 1,6130 0,3589 0,5345 78,9 98,50

A diversidade total (Ht) para todas as plantas dos 10 locais de coletas
avaliada foi 0,3611 e o nivel de divergéncia genética estimado para 0s
marcadores de ISSR destas plantas, representado pelo coeficiente de
diferenciagéo génica (Gst) foi alto (0,3607). Os valores altos para diversidade
total e coeficiente de diferenciagéo representam a grande variagcéo para alguns
segmentos de ISSR, indicando que as nove amostras coletadas nas diferentes
regibes do Parana e uma amostra coletada no Rio Grande do Sul (Rio dos
indios) formam amostras geneticamente divergentes. De acordo com Wright
(1978), valores de Gsr maiores do que 0,25 indicam um nivel muito alto de
divergéncia interpopulacional ou nivel muito alto de diferenciacdo genética
entre as populagoes.

Uma grande diferengca para a variagdo genética entre diferentes
populagBes tem sido atribuida a uma limitada dispersdo espacial ou a uma
recente reducéo da variacdo genética causada por agées humanas (Allendorf e
Luikart, 2007). A forma de dispersdo de sementes em E. heterophylla n&o
prevé uma dispersdo espacial limitada porque a disperséo de sementes no
género Euphorbia tem sido descrita como explosiva (Narbona et al., 2005),

contando também com a contribuicdo de diferentes espécies de formigas para
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este processo. Segundo Gomez e Espadaler (1998), a distancia média de
disperséo realizada por estes organismos tem sido positivamente
correlacionada com o tamanho e com a espécie de formiga. A espécie E.
heterophylla se reproduz exclusivamente por sementes e a reproducdo pode
ocorrer tanto por autofecundagédo como fecundacéao cruzada (Cronquist, 1981,
Barroso, 1991). Apds a fecundacdo, desenvolvimento e amadurecimento do
fruto, a cipsula se rompe, explosivamente, langando as sementes para locais
distantes da planta-mae (Suda, 2001). A maturagdo dos frutos numa so6 planta
ndo ocorre simultaneamente, o que possibilita a produgéo de sementes por um
longo periodo (Costa, 1982; Kissmann e Groth, 1997) e cada planta produz
grande quantidade de sementes, comparadas com outras plantas daninhas, e
iSso aumenta seu potencial de dispersao (Suda, 2001).

A estimativa do fluxo génico entre as 10 amostras de leiteiro analisadas
também néo estd de acordo com uma premissa limitada de dispersdo espacial
de alelos. Baseado no valor do Ggr, 0 nimero estimado de migracdo por
geracao (Fluxo génico - Nm) foi moderado (Nm = 0,8864), mas préximo de um
valor considerado alto. De acordo com Govindaraju (1989), valores de Nm
variando entre 0,25 até 0,99 indicam um fluxo génico intermediario; Nm > 1,0
indica fluxo génico alto entre populagdes. Desta forma, o nivel muito alto de
diferenciac@o genética entre as 10 amostras de leiteiro poderia ser resultado da
interferéncia do homem ou, ainda, consequéncia de um efeito fundador aliado
ao potencial de colonizagéo, inerente de plantas invasoras, a exemplo de E.
heterophylla (Vasconcelos et al., 2000; Vidal e Winkler, 2002).

Vasconcelos et al. (2000) consideraram E. heterophylla uma espécie
de planta invasora que pode acarretar perdas de até 33% na cultura da soja e,
de acordo com os registros de Vargas et al. (2001), a forma predominante de
controle desta espécie é a aplicacdo de herbicidas. A espécie E. heterophylla
foi considerada de dificil controle, sendo necessario muitas vezes repetidas
aplicagcbes de herbicidas e também combinagbes de varios deles para
amenizar as perdas de produtividade nas culturas infestadas (Willard e Griffin,
1993). Aplicagbes de tipos e de doses de herbicidas diferentes, bem como a
frequéncia e o ndmero de aplicagbes ao longo do tempo podem selecionar
gendtipos (grupos de alelos) diferentes em E. heterophylla, conduzindo a

diferenciagéo observada.
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A analise do polimorfismo dos marcadores ISSR nas 10 amostras de
leiteiro, utilizando a estatistica bayesiana (Pritchard et al., 2000; Evanno et al.,
2005) ilustra bem uma provével selecdo de grupos de alelos em cada amostra.
O valor 6timo de K determinado pela andlise bayesiana indicou que as plantas
das 10 localidades foram agrupadas em seis grupos ancestrais (K = 6; AK =
31,7853). O gréfico bar plot obtido est4d apresentado na Figura 6 e a
distribuicdo das amostras no bar plot ilustra os grupos distintos (representados
pelas seis cores) e bem definidos de alelos para algumas amostras.

As amostras | e Il da Regido de Pato Branco, por exemplo, apresentam
grupos ancestrais de alelos predominantes e distintos, apesar de terem sido
coletadas na mesma regido. Na amostra I, h&4 o predominio de alelos do grupo
verde, enquanto na amostra Il o predominio é de alelos dos grupos vermelho e
amarelo, com algumas amostras que compartilham alelos de outros grupos e
frequéncias inferiores a 30%. Os alelos do grupo verde predominantes na
amostra | de Pato Branco foram observados com frequéncia muito baixa nas
demais amostras de E. heterophilla (Figura 6).

Nas amostras | e Il de Jandaia, é possivel observar o predominio do
mesmo grupo de alelos (azul claro) com algumas plantas compartilhando alelos
de outros grupos com frequéncia baixa. O predominio do mesmo grupo de
alelos nas duas amostras de Jandaia, assim como o predominio de alelos do
grupo amarelo nas amostras de Maringd e de Cosmorama pode ser resultado
do fluxo génico entre as amostras ou de procedimentos similares de métodos
de controle.

Nas amostras de Ivaipord e de Rio dos indios, é possivel observar
maior numero de plantas que compartilham alelos de 5 ou 6 grupos. O
acentuado predominio de grupos de alelos verificado nas amostras de Pato
Branco | (verde), Pato Branco Il (vermelho), Mandaguacu e Maringé (amarelo),
S&o Miguel do Iguagu (azul escuro) e Jandaia | e Il (azul claro), € menor nas
amostras de Ivaiporad e de Rio dos indios (Figura 6). Esse resultado indica que
a suposta pressdo de selegdo decorrente de aplicagdo de herbicidas né&o
determinou a sele¢éo de um dos grupos de alelos de forma predominante nas
amostras de Ivaipora e Rio dos indios.

Apesar do predominio de grupos de alelos em determinadas amostras

de E. heterophylla [Pato Branco | (verde), Pato Branco Il (vermelho),
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Cosmorarama e Maringd (amarelo), Sdo Miguel do Iguagu (azul escuro), e
Jandaia | e Il (azul claro)], supostamente determinado por presséo de selegéo
artificial, a evidéncia de algumas plantas compartilhando alelos de cinco ou seis
grupos conferiu uma variancia molecular alta dentro das amostras. A analise da
AMOVA indicou que 68% da variacdo genética total esta presente dentro das
amostras (P < 0,001), enquanto a variagcado entre as amostras foi 32% (Figura
07 e Quadro 9).

Variabilidade genética alta também tem sido descrita em amostras de
E. heterophylla, utilizando outros tipos de marcadores moleculares. Winkler et
al. (2003) estudaram 20 plantas de quarenta populacdes, coletadas no Estado
do Rio Grande do Sul e separadas em sete grupos, utilizando trinta marcadores
RAPD, observaram que o coeficiente médio de similaridade foi de apenas 40%.
O mesmo marcador molecular (RAPD) também foi utilizado por Vasconcelos et
al. (2000) para estudar plantas coletadas na regido de Londrina, PR, e para
estas amostras foi descrito um polimorfismo menor (37,25%) do que o
polimorfismo relacionado no Quadro 8 para a maioria das amostras de leiteiro
analisadas no presente estudo.

Um polimorfismo téo alto quanto o observado no presente estudo com
marcadores ISSR (98,5%) foi descrito para 12 amostras de E. heterophylla, em
analise de 6 locos para isozimas a- e B-esterases: 87,5% (Frigo et al., 2009).
Entretanto, ndo é possivel estabelecer uma relagcdo positiva para valores altos
de polimorfismo para isozimas a-/3-esterases e marcadores ISSR em E.
heterophylla, porque nas amostras de S&o Miguel do Iguagu analisadas por
Frigo et al. (2009) o polimorfismo de a-/B-esterases foi maior (75%) do que o

polimorfismo dos marcadores ISSR (48,12%) estimados no presente estudo.

Quadro 9 - Resumo da andlise de variancia molecular (AMOVA) das 10
amostras de Euphorbia heterophylla coletadas em diferentes locais, baseada
em dados de marcadores ISSR. Os valores de P foram calculados por um
procedimento de 1000 permutac¢des

Fonte de d.f Soma dos Componentes Variancia  Valorde P
variagado guadrados de variancia total (%)

Entre as 9 927,748 6,769 32% <0,001
populacbes

Dentro das 122 1725,869 14,146 68% < 0,001
populacbes

Total 131 2653,616 20,915 100%
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Figura 6 - Bar Plot das 132 amostras de Euphorbia heterophylla agrupadas em
6 grupos. Grupo 1 (verde), grupo 2 (vermelho), grupo 3 (amarelo), grupo 4
(lilds), grupo 5 (azul escuro) e grupo 6 (azul claro).

O valor de identidade e similaridade genética estimado pelo método de
agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using na Arithmetic
Average) mostrou que as amostras de Jandaia | e Jandaia Il sdo as mais
similares (I = 0,9416) e que as amostras de Pato Branco | e Pato Branco Il séo
as mais divergentes (I = 0,6915) (Quadro 10). O dendrograma apresentando as
relacdes de identidade entre as amostras dos 10 locais de coleta pode ser visto
na Figura 8. Este dendrograma mostra a formacdo de um grande grupo, nao
fazendo parte deste agrupamento somente as amostras de Pato Branco | e

Pato Branco lll, as quais ficaram fora do grupo com amostras individualizadas.

Porcentagem de Variancia Molecular

Entre Pops

Figura 7 - Porcentagem de variancia molecular (AMOVA) observada dentro e
entre as 10 amostras de Euphorbia heterophylla, obtida com a avaliacdo de
marcadores ISSR.



O intervalo dos valores de identidade genética (I) estimados entre
0,6915 e 0,9416 indica uma ampla base genética para as 10 amostras de E.
heterophylla coletadas. O nivel de divergéncia genética interpopulacional na
espécie E. heterophylla pode ser observado no dendrograma para as 10
amostras. O resultado do agrupamento mostra que a divergéncia genética é
independente da distancia geogréfica. A falta de concordancia entre o padréo
de distribuicdo geogréfica e a identidade genética para plantas dos dez locais
de coleta € um indicativo adicional de que ha uma pressdo de selecdo

diferencial ou da heterogeneidade dos fatores ambientais.

Quadro 10 - Coeficiente de similaridade (diagonal superior) e distancia genética
de Nei (diagonal inferior) avaliados para as sequencias ISSR de plantas de
Euphorbia heterophylla coletadas em 10 localidades

Acessos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 ok 0,780 0,796 0,827 0,692 0,789 0,811 0,811 0,801 0,778
2 0,249  ** 0,876 0,825 0,817 0,872 0,813 0,823 0,820 0,806
3 0,228 0,132  **** 0,882 0,754 0,834 0,825 0,855 0,846 0,837
4 0,192 0,161 0,125 ‘= 0,768 0,883 0,860 0,828 0,853 0,843
5 0,369 0,202 0,282 0,265 **** 0,761 0,721 0,724 0,723 0,712
6 0,237 0,137 0,182 0,124 0,273 **=*= 0,902 0,858 0,886 0,848
7 0,210 0,208 0,193 0,152 0,328 0,103 **** 0,885 0,894 0,870
8 0,209 0,195 0,157 0,189 0,323 0,153 0,122 **** 0,902 0,872
9 0,222 0,199 0,166 0,159 0,324 0,121 0,112 0,103 **=*= 0,942

=
o

0,251 0,216 0,278 0,171 0,340 0,165 0,140 0,137 0,060

*kkk

1 - Pato Branco, 2 - Pato Branco Il, 3 — Cpsmorama, 4 - Maringa, 5 - Pato Branco, 6 -
Ivaipord, 7 - S. Miguel guacu, 8 - Rio dos Indios, 9 Jandaia |, 10 — Jandaia .

Como os registros de aplicagbes de tipos e doses de herbicidas, bem
como a frequéncia e o numero de aplicagbes efetuadas em cada uma das 10
amostras de leiteiro analisadas no presente estudo s&o desconhecidos, o efeito
fundador, aliado a capacidade de colonizacdo de E. heterophylla poderia ser
uma alternativa plausivel para explicar a organizacdo diferenciada em nivel
molecular, formando populagbes altamente estruturadas. Alguns estudos tém
mostrado que as populagbes de espécies que colonizam novos habitats

apresentam diversidade genética elevada (Kolbe et al., 2004; Genton et al.,
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2005). Populagdes fundadoras com diversidade genética alta sdo consideradas
como tendo alto potencial de colonizagdo (Novak e Mack, 2005; Roman, 2007;
Dlugosch e Parker, 2008) e, em algumas circunstancias o evento de
colonizacdo pode ser realizado por poucos individuos, representando somente
uma fracdo da variacdo genotipica da espécie, criando um gargalo
populacional (Puillandre et al., 2008). As espécies colonizadoras experimentam
habitats que, muitas vezes, diferem quanto as condi¢des abibticas ou bidticas
em relagdo ao seu novo habitat, mas é esperado que a diversidade genética
existente nestas populagcdes aumente o sucesso de colonizacdo, permitindo
uma rapida adaptacdo (Sakai et al., 2001; Lee, 2002; Holt et al., 2005). De
acordo com Huston (1997) e Loreau e Hector (2001), altos niveis de
diversidade genética poderiam ajudar uma populacdo a se estabelecer,
aumentando as chances de alguns individuos suportarem as novas condi¢cdes,
ou permitindo uma utilizagcdo mais eficiente ou mais completa dos recursos.
Estudos de espécies em seus habitats nativos e novos habitats estdo de
acordo com esta premissa (Hughes et al., 2008).

Pato Branco I - PR
, Pato Branco II - PR
| i Cosqlorama -SP
l Maringd - PR
Ivaipord - PR
—9 1 Sao Miguel do Iguaci - PR
— Rio dos Indios - RS
3 .
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~J

Figura 8 - Dendrograma da distancia genética entre as amostras de plantas de
Euphorbia heterophylla coletadas em 10 localidades. A estimativa foi realizada
utilizando o método UPGMA empregando o programa POPGENE 1.32 (Yeh, et
al., 1999). ALTERE A LETRA DO QUADRO PARA ARIAL




Crawford e Whitney (2010) introduziram genotipos divergentes de
Arabidopsis thaliana (Brassicaceae) originados de vérias localidades, para
verificar se a diversidade genética pode afetar a capacidade de uma espécie
colonizar um novo ambiente. Esses autores observaram que o aumento da
diversidade genética aumentou o sucesso da coloniza¢cdo, medido em indices
de emergéncia de mudas, produgdo de biomassa, duracédo da floracdo e
reproducéo. Os referidos pesquisadores concluiram também que a contribuic&o
para o sucesso da colonizagao foi determinado pelo gendtipo individual e pelas
interacOes positivas entre 0s genotipos, mas que a densidade de plantas ndo
teve efeito sobre o sucesso da colonizacdo. Por isso, Crawford e Whitney
(2010) alertaram que a diversidade genética associada a capacidade elevada
das populagdes para colonizar novos habitats pode ter implicagbes importantes
para prever e controlar invasfes biolégicas. Desta forma, as amostras de
leiteiro analisadas no presente estudo, apresentando diversidade genética alta
em nivel molecular, podem ser de popula¢des fundadoras decorrentes de um
evento de colonizagdo por poucos individuos, que representam (cada uma
delas) fracbes da variacdo genotipica da espécie, criando um gargalo
populacional em cada novo habitat colonizado, com prevaléncia de genétipos
especificos em cada local, de modo que cada populagdo contém marcadores
ISSR diferenciados e formam populag¢des geneticamente estruturadas.

Para definir se o efeito de gargalo genético, aliado ao potencial
colonizador de E. Heterophylla, ou se aplicagbes diferenciadas de herbicidas
sdo determinantes na formagdo de populagbes geneticamente estruturadas,
serd necessario planejar experimentos, expondo amostras da espécie a tipos
e/ou doses diferentes de herbicidas. Este procedimento permitird avaliar se
ocorre selecdo de marcadores especificos e difenciados de ISSR. Os nove
marcadores ISSR identificados no presente estudo (ISSR-2, ISSR-6, ISSR-7,
ISSR-11, ISSR-12, ISSR-17, ISSR-18, ISSR-19, ISSR-811) poderdo ser
usados para monitorar efeitos de tipos e/ou doses diferentes de herbicidas
sobre o genoma de leiteiro e também podem ser (teis para avaliar fatores
determinantes ou ndo da estrutura de populac¢des de E. heterophylla.

No presente estudo, os marcadores ISSR foram importantes para
indicar uma diversidade genética alta dentro das populacfes de E. heterophylla

analisadas e para mostrar uma alta divergencia genética em nivel molecular
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entre as populacdes de uma mesma regido ou de regides diferentes. Tais
evidéncias séo informacdes adicionais que poderdo ser conjugadas com 0s
demais fatores norteadores usados para 0 manejo e controle de infestac&o
desta espécie. Populacbes geneticamente estruturadas em nivel molecular
podem requerer programas de manejo e controle particulares e diferenciais

para cada local.
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5. CONCLUSOES

Para a obtencédo de melhores resultados utilizando marcadores ISSR
(inter-simple sequence repeats), é importante que se realize investimentos para
padronizar as reagdes de amplificacées. As concentragdes de primer, cloreto
de magnésio e nucleotideos, bem como os paradmetros ciclicos de temperatura
e outros componentes da reacdo de amplificagdo, devem ser padronizados,
pois influenciam drasticamente tanto no ndmero como na nhatureza dos
produtos de amplificagéo.

Euphorbia heterophylla apresenta-se como um exemplo de espécie
cuja diversidade genética em nivel molecular (marcadores ISSR; inter-simple
sequence repeats) é alta, dentro e entre amostras de populacdes da espécie.

Estratégias de controle diferenciadas € um procedimento indicado
dentro de cada éarea e para diferentes areas de infestacdo por Euphorbia
heterophylla, devido a alta diversidade genética verificada em sequencias de
DNA entre locos de sequencias simples repetidas (ISSR) em cada amostra de
populagBes da espécie.

Valores altos para o polimorfismo em nivel molecular em amostras de
Euphorbia heterophylla podem representar um dos fatores que contribuem
diretamente para o potencial invasivo da espécie.

O efeito fundador caracteristico de espécies invasoras ndo reduziu a
diversidade genética em nivel molecular (regides de ISSR) da espécie
Euphorbia heterophylla, como é indicado pelo polimorfismo alto verificado nas

amostras de populac¢des desta espécie.
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