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Resumo 

O arroz é um dos cereais com maior área de cultivo e maior consumo no mundo e em 

Portugal. As infestantes são o principal problema fitossanitário desta cultura, devido à 

dificuldade na gestão de infestações, por aspetos relacionados com a sua biologia e 

com a ocorrência de resistência a herbicidas. 

Leptochloa fusca subsp. fascicularis (erva-fina ou leptocloa) é uma gramínea anual 

semiaquática, norte-americana, considerada uma infestante emergente do arroz em 

Portugal. Cyperus difformis (negrinha) é uma ciperácea anual, causando elevados 

prejuízos na maioria das regiões orizícolas mundiais e em Portugal. Há suspeitas de 

populações resistentes a herbicidas de ambas as espécies em arrozais portugueses. 

Este trabalho teve como primeiro objetivo eleger o tratamento mais eficaz de quebra de 

dormência das sementes de leptocloa, devido à grande dificuldade na obtenção de 

plantas para ensaios de resistência devido a fenómenos de dormência. Realizaram-se 

ensaios de germinação de sementes colhidas na campanha de 2020 e provenientes de 

várias populações de arroz do Baixo Mondego, Ribatejo e Alentejo. Foram testados 24 

tratamentos. Um segundo objetivo focou-se na resistência de uma população de C. 

difformis, proveniente de um arrozal do Alentejo, com o objetivo de validar suspeitas de 

resistência às substâncias ativas bentazona (inibidor da fotossíntese no fotossistema II) 

e ao penoxsulame (inibidor da enzima acetolactato sintase), através de testes rápidos 

de despiste. 

Os ensaios de quebra de dormência em leptocloa evidenciaram que o tratamento misto 

de estratificação húmida a 3 ⁰C, na obscuridade, seguido de punção é o mais eficaz 

para as várias populações. Este resultado indica uma possível dormência combinada, 

fisiológica e física. Os ensaios na população de negrinha evidenciaram resistência às 

substâncias ativas estudadas, mas será aconselhável a validação em vaso com planta 

inteira em condições de campo. Estes trabalhos representam um importante contributo 

para estudos de resistência, necessitando de continuidade para aperfeiçoamento e 

validação.  

 

 

Palavras-chave: leptocloa, negrinha, dormência, resistência, bentazona  
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Abstract 

Rice is amongst the cereals with the largest cultivated area and the highest consumption 

in the world and Portugal. Weeds are the main phytosanitary problem of this crop, given 

the difficulty in weed management due to aspects related to its biology and the 

occurrence of herbicide resistance. 

Leptochloa fusca subsp. fascicularis (bearded sprangletop) is a north American semi-

aquatic annual grass, considered an emerging rice weed in Portugal. Cyperus difformis 

(smallflower umbrella sedge), is an annual cyperaceous plant, that causes major losses 

in most rice regions worldwide, including in Portugal. There are suspicions of herbicide-

resistant populations of both species in Portuguese rice fields.  

This work had a first objective of selecting the more effective method for breaking 

dormancy of bearded sprangletop seeds, given the great difficulty in obtaining plants for 

dose-response bioassays due to the dormancy phenomena. Tests of seeds’ germination 

were done using seeds collected during the 2020 campaign from various populations of 

Baixo Mondego, Ribatejo, and Alentejo. Twenty-four treatments were tested for 

dormancy breaking. A second case study was focused on the resistance of a C. difformis 

population, from a rice field in Alentejo, to validate the suspicions on resistance to the 

active ingredients bentazone (photosystem II inhibitor) and penoxsulam (acetolactate 

synthase inhibitor), through screening tests.  

Dormancy breaking tests on bearded sprangletop showed that the most effective method 

for all populations was the mixed treatment of wet stratification at 3 ⁰C, in the dark, 

followed by puncturing. This result indicates a possible combined dormancy, that is, 

physiological and physical. Tests on the smallflower umbrella sedge population showed 

resistance to the active ingredients studied, but validation in pots with whole plants under 

field conditions is advisable. These studies represent an important contribution to 

herbicide resistance studies, needing to be continued for improvement and validation.  

 

 

Key-words: bearded sprangletop, smallflower umbrella sedge, dormancy, resistance, 

bentazone 
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1. Introdução 

As previsões de crescimento da população mundial referem que se irá atingir ou 

ultrapassar o valor de 9 mil milhões de pessoas em 2050, o que representa um enorme 

esforço global para fornecer energia, água doce e alimentos suficientes para satisfazer 

as necessidades desta população (Westwood et al., 2018). O arroz (Oryza sativa L.), 

conjuntamente com o milho (Zea mays L.) e o trigo (Triticum L. spp.) são os cereais mais 

consumidos a nível mundial. Em particular, estima-se que seja necessário um aumento 

de 26% e 50% na produção global de arroz até 2035 e 2050, respetivamente, e as 

plantas infestantes são consideradas a maior ameaça biótica para alcançar estes 

objetivos (Shekhawat et al., 2020). 

O paradigma dominante na gestão de infestantes dos países desenvolvidos é, 

atualmente, baseado em dois eixos principais: utilização de métodos químicos e 

mecânicos. Ambos têm impactos negativos crescentes, como a resistência aos 

herbicidas ou contaminação dos solos. 

Estratégias sustentáveis na gestão do ecossistema agrícola são fundamentais para 

satisfazer a alimentação mundial, manter as paisagens, conservar o ambiente, os 

ecossistemas e a biodiversidade, dos quais dependemos (MacLaren et al., 2020). 

Atualmente na Europa aposta-se também em medidas indiretas, nomeadamente 

através do Pacto Ecológico Europeu, que preconiza a redução do uso de pesticidas em 

50% até ao ano de 2030. Deste modo importa utilizar este recurso (químico) de forma 

eficaz e as resistências comprometem essa eficácia.  

A utilização de herbicidas sem eficácia corresponde a contaminação ambiental e a 

existência de populações resistentes conduzem a uma escalada da utilização destes 

pesticidas, aumentando o risco de quase todos os herbicidas atualmente existentes 

estarem inutilizáveis até 2050 (Westwood et al., 2018). Deste modo, os herbicidas 

continuarão a ser utilizados, embora talvez de uma forma limitada e, portanto, o seu 

estudo, a prospeção de resistências e a busca de alternativas são uma prioridade 

(Westwood et al., 2018). 

Na cultura do arroz, sendo frequentemente uma cultura alagada, o controlo mecânico 

de infestantes é dificultado e atualmente apresenta, depois do trigo e do milho, o maior 

número de casos registados de infestantes com resistências (Chauhan, 2020; Driver et 

al., 2020a). Nos arrozais portugueses estão identificados 68 táxones de infestantes, dos 

quais os que causam prejuízos significativos pertencem às famílias botânicas Poaceae, 

Alismataceae e Cyperaceae (Vasconcelos et al., 2020).  
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Nos últimos 20 anos a pressão de infestantes como a negrinha (Cyperus difformis L.) 

ou a erva-fina ou leptocloa (Leptochloa spp.) tem aumentado, sobretudo na região do 

vale do Tejo, mas também nos vales do Sado e Mondego (Canha, 2012). Estas espécies 

surgem assim, como uma “novidade”, não em termos de aparecimento, mas importância 

emergente no panorama nacional. 

Neste trabalho é feito um enquadramento sobre a cultura do arroz e a sua importância 

agrícola. Aborda-se a gestão de infestantes desta cultura de uma forma integrada, com 

particular incidência no uso de métodos químicos, prática ainda generalizada nesta 

cultura e da problemática crescente de resistências a diversas substâncias ativas e 

modos de ação, devido a resistências cruzadas. 

Esta dissertação tem como objetivo contribuir para a prospeção de resistência a 

herbicidas em populações de infestantes de arrozais portugueses. Estudaram-se duas 

espécies infestantes: a infestante exótica emergente Leptochloa fusca (L.) Kunth. subsp. 

fascicularis (Lam.) N.Snow (Poaceae) e a infestante nativa Cyperus difformis L. 

(Cyperaceae). 

Um primeiro caso de estudo focou-se na obtenção de plantas de L. fusca subsp. 

fascicularis para investigação de resistências, através de germinação de sementes 

frescas provenientes de várias populações de arroz do Baixo Mondego, Ribatejo e 

Alentejo. Foram testados diferentes métodos para quebra de dormência, uma vez que 

há uma grande dificuldade na obtenção de plantas para ensaios devido a fenómenos de 

dormência. Um segundo caso de estudo dedicou-se ao estudo da resistência de 

populações de C. difformis de arrozais da bacia hidrográfica do Sado à bentazona e ao 

penoxsulame. 
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2. Estado da Arte 

2.1 A cultura do arroz 

O arroz, Oryza sativa L., é uma espécie da família Poaceae com uma antiguidade entre 

15 000 e 8 000 anos e origem no sudeste asiático, sendo descendente do arroz 

selvagem – O. rufipogon Griff (Vianna e Silva, 1969; Arcieri & Ghinassi, 2020). 

Oryza sativa em conjunto com O. glaberrima Steur, são as duas espécies domesticadas 

e comestíveis deste género botânico, a primeira de origem asiática e a segunda de 

origem africana. A espécie asiática é dividida em dois tipos: japonica (carolino) e indica 

(agulha), ambos produzidos na Europa (Sweeney & McCouch, 2007). 

O arroz é um dos cereais com maior área de cultivo e maior consumo no mundo, a par 

do trigo e do milho. Apesar de não ser considerado um alimento fundamental na Europa, 

tem importância sociocultural em diversos países, sobretudo mediterrânicos (Pinto, 

2015)  

Em Portugal, pensa-se que esta cultura tenha sido introduzida durante o domínio 

islâmico no século VIII, no entanto, os primeiros registos conhecidos são do século XIV 

e só no século XIX ganha expressão económica, através da mecanização, sobretudo 

nos campos do vale do Mondego (Teles, 1800; Vasconcellos, 1953; Vianna e Silva, 

1969, Vaquinhas, 1991; Silva & Faísca, 2015). 

Portugal é o quarto maior produtor de arroz europeu, depois de Itália, Espanha e Grécia, 

sendo responsável por 6-7% da sua produção. Apesar de apresentar uma tendência 

decrescente de produção ao longo dos últimos anos (185 000 t em 2015 e 153 000 t em 

2019), apresenta o maior consumo per capita (15-17 kg.ano-1) da Europa (Oliveira et al. 

2019; GPP, 2019). A sua produção está maioritariamente concentrada nos vales do Tejo 

– 50%, Sado – 29% e Mondego – 21% (Lima, 1997; GPP, 2019; INE, 2021).  

Há preferência para o arroz do tipo carolino, ao contrário de Espanha, por exemplo, 

onde a produção é maioritariamente do tipo agulha (GPP, 2019; Caton, 2020). A 

importância da cultura revela-se também no desenvolvimento de atividades anuais de 

melhoramento genético que visam a criação de novas variedades de arroz, no âmbito 

do Programa Nacional de Melhoramento Genético do Arroz, coordenado pelo INIAV e 

desenvolvido em parceria com o Centro de Competências do Arroz – COTARROZ e a 

DRAP Centro (Almeida et al., 2021). 
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2.2 Infestantes do arroz 

As infestantes são o principal problema fitossanitário na cultura do arroz, devido à 

competição por nutrientes, água, luz e espaço. A presença de flora espontânea também 

pode aumentar a incidência de doenças e pragas que, em conjunto, levam a diferentes 

graus de redução da qualidade e de prejuízo na cultura. Estes podem variar entre 10 e 

80% consoante as espécies, diversidade e densidade das infestantes e da ocorrência 

de resistência a herbicidas (Smith, 1988; Wang et al., 2018; Hakim et al., 2021; Jin et 

al., 2021). 

As principais infestantes da cultura do arroz em Portugal, à semelhança de outros 

países, pertencem às seguintes famílias (Kraehmer et al., 2016; Vasconcelos et al., 

2020):  

• Poaceae – Oryza spp., Leersia spp., Echinochloa spp. e Leptochloa spp., com uma 

grande semelhança fisiológica com o arroz (necessidades em nutrientes, períodos 

de crescimento), e por essa razão, muito competitivas;  

• Cyperaceae – Schoenoplectus spp., Cyperus spp. e Scirpus spp., infestantes com 

modos de reprodução vegetativa, de difícil controlo; 

• Outras: Alismataceae – ex. Alisma spp.; Lythraceae – ex. Ammannia coccinea 

Rottb.; Pontederiaceae – ex. Heteranthera spp.; Lemnaceae – ex. Lemna minor L.  

Neste capítulo as espécies Leptochloa fusca subsp. fascicularis e C. difformis são 

referidas com maior pormenor por incidir sobre elas o trabalho experimental. 

2.2.1 Leptochloa fusca subsp. fascicularis 

O género Leptochloa (Poaceae) inclui cerca de 32 espécies anuais e vivazes 

distribuídas por regiões tropicais, sub-tropicais e temperadas, sendo referida como uma 

infestante com importância no arroz desde o início do século XX em todo o Mundo 

(McIntyre et al., 1989; Snow et al., 2018). Recentemente ganhou maior expressão na 

Europa, com a introdução da sementeira direta em seco ou húmida, particularmente 

devido às espécies L. chinensis (L.) Nees e L. fusca subsp. fascicularis (Suveges et al., 

2021). A introdução de espécies exóticas deve-se, com frequência, à contaminação das 

sementes (Macías et al., 2011). 

A espécie L. fusca (L.) Kunth contém quatro sub-espécies, com diferentes origens 

geográficas: L. fusca subsp. muelleri (Benth.) N.Snow (endémica da Austrália), L. fusca 

subsp. fusca (África, Sul da Ásia e Austrália), L. fusca subsp. fascicularis e L. fusca 

subsp. uninervia (J.Presl) P.M.Peterson & N.Snow (América do Norte) (Snow et al., 

2018). 
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Segundo a World Checklist of Vascular Plants (WCVP, 2021) o nome aceite é Diplachne 

fusca (L.) P.Beauv. ex Roem. & Schult. subsp. fascicularis (Lam.) P.M.Peterson & 

N.Snow. No entanto, vulgarizou-se o uso do sinónimo Leptochloa fusca (L.) Kunth 

subsp. fascicularis (Lam.) N. Snow em várias publicações recentes (e.g. Vasconcelos et 

al., 2020) pelo que neste trabalho seguir-se-á esta nomenclatura. O código EPPO desta 

espécie é LEFFA, e o nome vernáculo em português é leptocloa ou erva-fina 

(Vasconcelos et al., 2020; EPPO, 2021). 

Em Espanha foi detetada nos anos 80-90 do século XX e generalizou-se a todas as 

regiões arrozeiras a partir do ano 2000 (Figura 1 A), com maior incidência na 

Extremadura e Valência (Osca, 2013; Recasens et al., 2020). 

Em Portugal, Vasconcelos et al. (1999) e Vasconcelos & Forte (1999) ainda não referem 

a presença nos Vales do Tejo e do Sado e o primeiro exemplar de referência data de 

2004, na zona do Ribatejo (Figura 1 B). A sua importância económica tem aumentado 

de uma “infestação média” no Vale do Tejo (Oliveira, 2016) para “infestação muito 

importante” a nível nacional. A subespécie L. fusca subsp. uninervia, ainda não foi 

referenciada nos arrozais portugueses (Vasconcelos et al., 2020). 

 

Figura 1. Distribuição da espécie Leptochloa fusca subsp. fascicularis na Península Ibérica: A – 
Primeiros registos da espécie L. fusca subsp. fascicularis, por região e ano, em Espanha.1(Llenes 
et al., 2020); 2(Devesa et al., 1991); 3(Márquez, 1999); 4 (Bozal et al., 2011); 5(Monte & Cortéz, 
2000); 6 (Gullón & Rubio-García, 1999); 7 (Osca, 2013). B – Exsicata mais antiga de L. fusca 
subsp. fascicularis do Herbário João de Carvalho e Vasconcellos (LISI), datada de julho de 2004, 
colhida em arrozal de Benavente (original de João Santos). 
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2.2.1.1 Bioecologia  

L. fusca subsp. fascicularis é uma planta anual semi-aquática, halófita de regiões 

temperadas (Suveges et al., 2021). Tem um mecanismo fotossintético C4, prefere 

sistemas de sementeira em seco ou com baixos níveis de água, solos de pH neutro, 

mas consegue suportar solos saturados e germinar em condições de anoxia (Altop et 

al., 2015; Snow et al., 2018, Driver et al., 2020a).  

O fruto é uma cariopse, neste caso oval e glabra, de cor castanha-parda, com 1,5 

– 2,5 mm (Figura 2). As cariopses apresentam estruturas de proteção que a envolvem 

– a pálea, mais interna e a lema, mais externa. Estas estruturas são agudo-acuminadas, 

com uma pequena arista mais destacada em L. fusca subsp. fascicularis do que em L. 

fusca subsp. uninervia (Devesa et al., 1991; Romero et al., 2008; Vasconcelos et al., 

2020). 

 

Figura 2. Cariopses de L. fusca subsp. fascicularis, com pormenor das lemas, tamanho da 
semente e localização do embrião (adaptado de Walters & Southwick, 2018). 

Produz grandes quantidades de sementes (reprodução exclusivamente seminal) de 

forma escalonada – 48 000 sementes.m-2 (0-6 cm de profundidade) em 18 meses 

(McIntyre et al., 1989), formando banco de sementes persistente.  

Leptochloa fusca germina melhor a 31/24 °C (Baskin et al., 1999) e à superfície do solo 

não havendo emergências a profundidades superiores a 10 mm (McIntyre et al.,1989).  

Uma lâmina de água superior a 20 cm controla a sub-espécie L. fusca subsp. fascicularis 

(Driver et al., 2020a), medida cultural que pode evitar os prejuízos provocados por esta 

espécie que podem atingir 30% de perda de produção (Smith, 1983). 
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2.2.2 Cyperus difformis  

A negrinha, Cyperus difformis (Figura 3), é uma monocotiledónea de ciclo anual, da 

família Cyperaceae com origem em regiões tropicais e temperadas.  

É uma planta em C3, particularmente adaptada a ambientes aquáticos e temperaturas 

elevadas, tal como a cultura do arroz nas condições mediterrânicas. Apesar de não ser 

tolerante à seca, à salinidade, à alcalinidade do solo e requerer água para o seu 

desenvolvimento, pode aparecer em campos de sementeira em seco ou sementeira 

direta (Chauhan & Johnson, 2008; Pedroso et al., 2019). Em Portugal é referida a sua 

presença em pântanos e arrozais do Ribatejo no início do século XX por Coutinho 

(1913). 

A germinação dá-se à superfície do solo (profundidades inferiores a 1 cm) e é 

estimulada pela luz e variação de temperaturas elevadas. No estudo realizado por 

Derakhshau & Gherekhloo (2013), a germinação ótima em condições controladas 

ocorreu entre 25-35 ⁰C. A dormência inata das sementes permite-lhe manter níveis de 

viabilidade de 90%, mesmo ao fim de 6 anos. A sua capacidade germinativa é elevada 

(70% ao fim de 18 semanas), podendo produzir até 50 000 sementes por planta 

(Sanders, 1994).  

Consequentemente, forma populações com grande densidade que podem provocar 

elevadas reduções na produtividade do arroz. Swain et al. (1975) reportam reduções 

entre 49 e 81% para densidades de 100 plantas.m-2, uma vez que o ciclo de vida entre 

30 e 60 dias permite mais do que uma geração durante uma campanha (Chauhan & 

Johnson, 2008).  

 

Figura 3. Infestação de Cyperus difformis em campo de arroz (original de Isabel Calha).  
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Um dos métodos eficazes para controlo desta espécie é a presença de uma lâmina de 

água de 4 cm (Chauhan & Johnson, 2008). Este facto é importante porque se trata de 

uma planta menos competitiva que as da família Poaceae, mas que ganhou relevância, 

pelo controlo químico eficaz daquela família de plantas, e ao facto de conseguir escapar 

aos tratamentos herbicidas de pós-emergência, devido aos seus ciclos biológicos muito 

curtos (Vidotto et al., 2011).  

2.3 Gestão de infestantes 

A maioria das infestantes que surgem nos campos agrícolas encontram-se no solo sob 

a forma de propágulos seminais ou propágulos vegetativos, que constituem o banco de 

sementes do solo. O conhecimento deste banco de sementes é de grande interesse na 

previsão de populações infestantes e estratégias para a sua gestão. Vários fatores 

influenciam a diversidade e densidade do banco de sementes, tais como as 

propriedades do solo, características climáticas, predadores e gestão de culturas 

(Nandan et al., 2020, Osca et al., 2021).  

As sementes de algumas espécies permanecem viáveis no solo durante pouco tempo, 

mas algumas podem permanecer dormentes nos solos e germinar após longos períodos 

de tempo. Este processo de dormência das sementes e a sua viabilidade pode ser 

influenciado por fatores genéticos, ambientais e biológicos. Um exemplo claro é a 

manutenção da água no campo, onde flutuações na humidade do solo, nível de água, 

estratégias de rega e duração dos alagamentos afetam a dormência e a viabilidade das 

sementes e, por consequência, a germinação, composição e densidade do banco de 

sementes. Este fenómeno pode ser observado em espécies como em Leptochloa spp. 

ou C. difformis, entre outras, nas quais a lâmina de água tem um efeito positivo sobre a 

germinação e desenvolvimento das sementes (Vidotto, 2017; Osca et al., 2021).  

Em comparação com outros sistemas de cultivo, a gestão de infestantes no arroz 

alagado, principal método de produção deste cereal, é dificultada pela reduzida rotação 

de culturas e por flora especializada. Estas plantas surgem devido à existência de uma 

lâmina de água, própria do sistema de cultivo, que impede o crescimento de espécies 

não aquáticas, mas permite o desenvolvimento de espécies aquáticas ou semi-

aquáticas (Vidotto, 2017). 

Uma estratégia eficaz para a gestão de infestantes nunca poderá ser conseguida com 

uma única abordagem e, portanto, deve-se integrar mais do que um meio, sem 

dispensar o conhecimento da biologia para proteger a cultura da interferência com as 

infestantes. Os meios fundamentais da proteção integrada classificam-se em: 
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• Medidas indiretas culturais (semente certificada, falsa sementeira, cultivares 

competitivas, rotações, datas e densidades de sementeira) e outras que também 

contribuam para a redução do banco de sementes, como: 

a. nivelamento do solo, que evita ter diferentes graus de desenvolvimento das 

espécies infestantes; 

b. limpeza de alfaias, cujo objetivo principal é minimizar a introdução de 

propágulos; 

c. dimensionamento adequado da rede de rega, que permita uma correta e 

atempada manutenção da água dos canteiros – redução do banco de 

sementes (Luzes, 1990; Canha, 2013).  

• Meios diretos: mecânicos, biológicos ou químicos, onde se deve apostar numa 

alternância de modos de ação (Shekhawat et al., 2020). 

Quando a densidade de infestantes está abaixo de um certo nível, não há impacto 

significativo nas culturas, uma vez que as plantas jovens apresentam fraca competição 

com a cultura e podem fornecer uma cobertura viva para as terras agrícolas. Existe, 

porém, o período crítico, que representa o intervalo de tempo após sementeira e antes 

da colheita, em que a cultura deve estar livre de infestantes de forma a não haver 

reduções de produção (Nieto et al., 1968). No caso do arroz, este período 

correspondente às fases iniciais do desenvolvimento e antes da colheita da cultura, 

sendo imperativo o avanço fenológico da cultura em relação às infestantes, de modo a 

manter a produtividade (Pacheco, 2015; Tian et al., 2020). 

2.4 Resistência adquirida aos herbicidas 

O uso generalizado e indiscriminado de herbicidas nas últimas décadas levou ao 

aparecimento de resistências nas infestantes e reduziu a eficácia no controlo das 

mesmas (Tian et al., 2020). 

A resistência aos herbicidas é a capacidade hereditária de uma população para 

sobreviver à aplicação de um herbicida ao qual a população era, originalmente, sensível, 

sendo um processo mediado por inúmeros fatores (Figura 4) (WSSA, 1998). 

 

Figura 4. Fatores que influenciam a evolução da resistência a herbicidas em populações de 
infestantes (adaptado de Powles & Yu, 2010). 
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Há ainda outros conceitos que precisam de ser clarificados, tais como: 

Tolerância: Capacidade hereditária de uma espécie sobreviver e reproduzir-se depois 

de um tratamento herbicida. A espécie tolerante nunca foi controlada por esse herbicida 

(WSSA, 1998). 

Resistência cruzada: População que desenvolveu um único mecanismo de resistência 

a um herbicida, permitindo ser resistente a outros herbicidas com o mesmo modo de 

ação (MOA). 

Resistência múltipla: População que desenvolveu vários mecanismos de resistência a 

vários herbicidas com diferentes modos de ação. 

Mecanismo de resistência: Processo em que a planta consegue anular a atividade 

fitotóxica do herbicida. 

Os diferentes mecanismos de resistência a herbicidas ilustram a resiliência evolutiva 

das populações infestantes a pressões extremas de seleção e podem ser divididos em 

duas categorias (Délye et al., 2015; Gaines et al., 2020; Matzrafi et al., 2021): 

• Resistência no local de ação (TSR – Target-Site Resistance) – Estes mecanismos 

alteram a eficácia do herbicida através de modificações estruturais (substituição de 

aminoácidos) do sítio de ligação ou a sobre-expressão da enzima-alvo. 

• Resistência fora do local de ação (NTSR – Non-Target-Site Resistance) – Estes 

mecanismos incluem todos os processos que reduzam a concentração do herbicida 

disponível para interagir com a proteína no local de ação. Estão associados a vários 

processos anatómicos, celulares e fisiológicos, tais como redução de absorção e/ou 

translocação, distribuição sub-celular modificada e degradação do herbicida para 

compostos menos tóxicos (resistência metabólica). 

A recomendação de se usar a dose indicada no rótulo previne a ocorrência de 

resistências. Doses superiores geralmente originam resistências do tipo TSR e doses 

reduzidas originam resistências do tipo NTSR. 

2.4.1 Situação mundial 

O primeiro caso de resistência a herbicidas, a nível mundial, foi detetado no Canadá em 

cenoura-brava (Daucus carota L.), em 1957 à substância ativa 2,4-D, introduzida em 

1946 (Heap, 1997).  

Em Portugal, segundo Calha et al. (1999), o primeiro caso conhecido foi a infestante do 

arroz, Alisma plantago-aquatica L. (Alismataceae) resistente ao bensulfurão-metilo 

(inibidor da ALS) em 1996.  
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Atualmente, as espécies do género Echinochloa são as mais problemáticas no nosso 

país, havendo populações resistentes às substâncias ativas penoxsulame e profoxidime 

(Oliveira, 2016; Barreda et al., 2021). 

Estão atualmente homologadas em Portugal, para a cultura do arroz, 16 famílias 

químicas de herbicidas, correspondentes a 12 modos de ação (MOA), dos quais se 

destacam os inibidores da enzima acetil-Coenzima A-carboxilase (ACCase), inibidores 

da enzima acetolactato sintase (ALS), inibidores da fotossíntese no fotossistema II (PSII) 

e inibidores da 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase – EPSPs (Dias et al., 2020, 

DGAV, 2022). Também usados noutros países produtores de arroz, estes quatro modos 

de ação constituem a maioria dos casos de resistência a nível mundial (Mascanzoni et 

al., 2018; Barreda et al., 2021; Beckie et al., 2021). 

Os inibidores da ALS afetam a síntese de aminoácidos de cadeia ramificada tais como 

valina, leucina e isoleucina, e incluem diferentes famílias químicas: imidazolinonas, 

sulfonilureias, triazolopirimidinas, pirimidiniltiobenzoatos e sulfonilamino-carbonil-

triazolinonas (Mallory-Smith et al., 1990).  

Os inibidores da ACCase perturbam a síntese de ácidos gordos, que por sua vez 

dificultam a produção de componentes lipídicos no sistema de membranas, causando 

danos na estrutura celular e, por fim, a morte da planta (Heap & Knight, 1982). 

Nas infestantes da cultura do arroz foram identificadas resistências a diferentes 

herbicidas, nomeadamente (Busi et al., 2006; Driver et al. 2020b; Barreda et al., 2021; 

Heap, 2021): 

• Inibidores de AACase (HRAC 1): Echinochloa spp., C. difformis, Alisma plantago-

aquatica, Leptochloa spp. (L. fusca subsp. fascicularis), Schoenoplectus spp., 

Eleusine spp., Ischaemum spp. 

• Inibidores de ALS (HRAC 2): Echinochloa spp., Cyperus spp. (C. difformis), Alisma 

plantago-aquatica, Leptochloa spp., Monochoria spp., Ischaemum spp., Chloris spp. 

• Auxinas sintéticas (HRAC 4): Echinochloa spp., Limnocharis spp., Limnophila spp., 

Sphenoclea spp., Fimbristylis spp., Digitaria spp.; 

• Inibidores da fotossíntese no fotossistema II (HRAC 5): Echinochloa spp.; 

• Inibidores da fotossíntese no fotossistema II (HRAC 6) Saggitaria montevidensis 

Cham. & Schltdl (bentazona), C. difformis (propanil) 

• Inibidores da biossíntese de carotenóides (HRAC 13): Echinochloa spp., L. fusca 

subsp. fascicularis (clomazona). 
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Além destas, verificam-se situações de resistência cruzada entre inibidores de ALS para 

Echinochloa spp. (Osuna et al., 2002; Kaloumenos et al., 2013; Altop et al., 2014) e C. 

difformis (Osuna et al., 2002; Ruiz-Santaella et al., 2004). Também entre inibidores de 

ACCase em Echinochloa spp. (Heap, 2021).  Há ainda casos de resistência múltipla em 

Echinochloa spp. (inibidores de ACCase e ALS) (Peterson et al., 2018). 

2.4.2 Métodos de deteção 

Os testes mais utilizados para o estudo de resistências envolvem o crescimento de 

plantas a partir de amostras de sementes colhidas no campo de interesse (com 

suspeitas de falhas de eficácia) e a análise do seu comportamento após aplicação de 

uma ou mais doses de herbicida.  

Estes estudos, designados de ensaios dose-resposta, baseiam-se na comparação da 

resposta a diferentes doses de herbicida entre a população de interesse e uma ou mais 

populações sensíveis, de referência. A resistência é confirmada se a população em 

estudo não for controlada com doses que controlam as plantas sensíveis. 

Estes ensaios, muitas vezes trabalhosos e morosos, são normalmente conduzidos em 

estufa ou em câmara com ambiente controlado, requerendo grandes quantidades de 

espaço, não sendo práticos quando há necessidade de testar um grande número de 

amostras.  

Em alguns casos, é possível optar por ensaios expeditos de diagnóstico baseados na 

resposta de sementes ou de plântulas, em vez de plantas inteiras. Após uma 

caracterização inicial, fornecem uma indicação do efeito provável da resistência sobre 

a atividade herbicida no campo. São muito úteis para rastreio (screening), como um 

primeiro passo na gestão de resistências, através da monitorização da sua natureza, 

distribuição e abundância numa determinada zona geográfica (Moss, 1995; Beckie et 

al., 2000; RAP network, 2016). 

Características dos ensaios biológicos: 

• Concebidos para revelar diferenças na resposta fenotípica, baseiam-se no princípio 

da comparação por avaliação visual da exposição de organismos de interesse 

(resistentes) com as de uma referência sensível;  

• Mortalidade, sobrevivência e crescimento são parâmetros frequentemente utilizados 

nestes ensaios; 

• Os fatores que determinam a robustez das análises estatísticas são sobretudo o 

tamanho da amostra, repetições e número de doses ou concentrações. 
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Estes testes baseiam-se num conceito de concentração discriminatória (ou dose), 

correspondente à dose mínima de herbicida que evidencia a maior diferença nas curvas 

de dose-resposta entre populações resistentes e sensíveis e que resulta num controlo 

de, pelo menos, 80% das plantas sensíveis. A dose discriminatória é suscetível de variar 

para cada ensaio e só pode ser determinada por experimentação preliminar com 

populações resistentes e sensíveis, já conhecidas (Moss et al., 1998). 

Para o rastreio de populações resistentes, as plântulas podem ser cultivadas em papel 

de filtro ou agar (sem solo ou em placa de Petri). Não são tão precisos como os ensaios 

em vaso e por isso devem ser validados com ensaios de dose-resposta com planta 

inteira (Beckie et al., 2000; RAP network, 2016). 

2.5 Germinação e dormência  

Independentemente de se recorrer a ensaios com planta inteira, a maioria dos estudos 

de despiste e confirmação de resistência começam com uma amostra de sementes 

recolhida num campo onde se suspeita que exista resistência, ou seja, onde se 

repetiram falhas de eficácia de herbicidas. Neste sentido é necessário caracterizar a 

germinação e a quebra de dormência de sementes, quando a obtenção de plântulas 

para os ensaios assim o exige. 

A semente é uma unidade de dispersão representativa da descendência geracional na 

maioria das plantas, ao participar na transferência de informação genética (Bewley, 

1997). É capaz de permanecer longos períodos num estado dormente, retomando a sua 

atividade metabólica mediante determinadas condições endógenas e ambientais, 

normalmente associadas ao local de origem da espécie (Caixinhas, 1988; Matilla, 2008).  

A germinação é o processo que marca o fim do período de dormência e o início do 

crescimento ativo e que pode seguir um modelo trifásico mediado por fatores essenciais: 

água, oxigénio, luz e, sobretudo, temperatura. Nas três fases dão-se os seguintes 

fenómenos, onde a transição da segunda para a terceira fase é irreversível (Caixinhas, 

1988; Bewley, 1997): 

1. Embebição da semente (hidratação dos tecidos + início da atividade metabólica); 

2. Fase de ativação (germinação sensu stricto, sem evolução morfológica ou 

absorção de água); 

3. Início do crescimento da radícula. 

Durante o processo ocorrem variações hormonais (Figura 5). As hormonas 

fundamentais ao processo são o ácido abcísico, como inibidor produzido no embrião da 

semente, o ácido giberélico e o etileno, como promotores de germinação.  
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O ácido giberélico induz a hidrólise das paredes celulares, permitindo a emergência da 

radícula e o etileno diminui a sensibilidade da semente ao ABA endógeno. O nível de 

ABA produzido durante o desenvolvimento da semente é diretamente proporcional à 

quantidade de GA3 necessária à sua germinação (Baskin & Baskin, 2004).  

 

Figura 5. Representação da variação hormonal (ABA – ácido abcísico e GA3 – ácido giberélico) 
e do conteúdo de água na semente, durante as fases do processo de germinação (adaptado de 
Daszkowska-Golec, 2011 e Pastor, 2018).  

A maioria das plantas produzem sementes incapazes de germinar antes (e, em alguns 

casos, depois) da sua dispersão, num fenómeno designado de dormência. 

Sinteticamente pode ser considerado como um estado fisiológico de uma semente ou 

embrião que colocado em condições ambientais favoráveis, é incapaz de germinar 

(Bewley, 1997; Baskin & Baskin, 2004).  

A dormência é assim uma estratégia ecológica que garante a sobrevivência das 

sementes e otimiza a sua germinação ao longo do tempo, sendo regulada por condições 

ambientais favoráveis (Caixinhas, 1988; Bewley, 1997).  

Os principais fatores que influenciam a dormência são (Caixinhas, 1988; Baskin & 

Baskin, 2001): 

Ambientais:  

• Temperatura – sementes maduras de espécies anuais de primavera/verão, que 

completam o seu ciclo biológico antes do período de outono/inverno, estão 

dormentes ou condicionalmente dormentes e só germinam com temperaturas 

elevadas (35/15 ⁰C) (temperatura diurna/ temperatura noturna), ou seja, no outono 

não germinam porque temperatura não é favorável; 
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• Gases – particularmente oxigénio, dióxido de carbono e etileno que se encontram 

no solo e que variam com as suas características ou, no caso do etileno, também 

como resposta fisiológica da planta (ou semente). Estes voláteis podem ter função 

indutora ou inibidora de dormência e/ou germinação. Uma elevada quantidade de 

sementes aquáticas perde dormência de forma mais eficaz, em imersão 

(anaerobiose); 

• Água – consoante a espécie, a hidratação das sementes pode induzir ou inibir a 

dormência e germinação. A impermeabilidade da semente à água está intimamente 

relacionada com a dormência física; 

• Luz – intimamente ligada à profundidade (obscuridade) a que se encontram as 

sementes e o tipo de solo que permite a passagens de determinados comprimentos 

de onda. Sementes com necessidades absolutas de luz para germinar não são 

induzidas em dormência pela obscuridade, mas sim pela temperatura;  

• Ião nitrato – inibe a indução de dormência secundária. Funciona como mecanismo 

de deteção de falta de azoto, ou seja, quando existe uma reduzida competição de 

outras plantas. 

Internos: intimamente relacionados com hormonas, já referidas, ou com o 

desenvolvimento do embrião; 

Temporais: processo de pós-maturação do embrião ou perdas de inibidores naturais.  

Consoante a capacidade germinativa de uma semente estar bloqueada antes ou depois 

da sua dispersão, a dormência pode ser dividida em dois tipos (Harris, 1961): 

• Primária – período em que a semente está madura e não germina, mesmo em 

condições favoráveis. Em laboratório pode ser eliminada através do processo de 

estratificação, que em algumas espécies permite o decréscimo da forma 

fisiologicamente ativa de ácido abcísico (ABA), resultando no aumento da sua 

capacidade germinativa (Matilla, 2008).  

• Secundária – quando sementes fisiologicamente maduras foram mantidas em 

condições desfavoráveis à germinação durante algum tempo e ao ser colocadas de 

novo em condições favoráveis, não germinam. 

Baskin & Baskin (2004) classificam a dormência em cinco classes algumas das quais 

subdivididas em níveis e tipos, que apresentam características distintas, tornando o 

processo de quebra de dormência igualmente específico (Quadro 1).  

A dormência fisiológica é a classe mais comum e pode ser dividida em três níveis: 

profunda, intermédia e não profunda e este último dividido em cinco tipos (1, 2, 3, 4 ou 

5), consoante a resposta fisiológica à temperatura.  
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As sementes da família Poaceae possuem usualmente dormência fisiológica não 

profunda, onde a perda de dormência e o aumento da taxa de germinação é variável 

com o tempo e com as condições ambientais (Adkins et al., 2002; Baskin & Baskin, 

2004). 

Quadro 1. Características das sementes consoante cada classe de dormência  

Classe de dormência Características da semente 

Sem dormência 
Absorve água e germina num curto período de tempo (até 4 

semanas) consoante o ambiente favorável para a espécie 

Fisiológica: 

• Profunda 

• Intermédia 

• Não profunda 

Absorve água e possui embrião com baixo potencial de 

crescimento, às vezes em combinação com limitações 

mecânicas das diferentes camadas da semente 

Morfológica 

Absorve água imediatamente, no entanto, requer tempo para 

crescer antes da germinação, devido ao embrião 

subdesenvolvido, mas diferenciado 

Morfo-fisiológica 
Absorve água imediatamente, com embrião subdesenvolvido 

e/ou indiferenciado e fisiologicamente dormente 

Física Tegumento impermeável 

Combinada Tegumento impermeável e embrião fisiologicamente dormente 

(Adaptado de Baskin & Baskin, 2004; Kildisheva et al., 2020) 

As sementes com dormência fisiológica não profunda atravessam, na sua maioria, 

diversas alterações nas suas respostas fisiológicas a diversos fatores entre a dormência 

e a não dormência, não sendo um acontecimento único, mas um processo oscilante, 

designado de ciclo de dormência (Baskin & Baskin, 1985; Caixinhas, 1988). 

A transição da dormência para não dormência faz com que as sementes ganhem 

capacidade de germinar em condições ambientais muito específicas. No entanto, se as 

condições desfavoráveis (ausência de luz ou temperaturas extremas, por exemplo) 

impedirem a germinação de sementes não dormentes, estas podem entrar em 

dormência secundária, diminuindo assim o leque de condições favoráveis à sua 

germinação até não conseguirem germinar em quaisquer condições. 
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Quebra de dormência 

A quebra de dormência de sementes ocorre naturalmente por ação dos animais, fogo, 

precipitação, temperatura, humidade, entre outras. No entanto existem processos 

artificiais que reproduzem esses efeitos (Quadro 2).  

Quadro 2. Descrição de alguns tratamentos utilizados na quebra de dormência de sementes  

Tratamentos Descrição 

Químicos 

Escarificação química: ácido sulfúrico ou outros ácidos 

Objetivo: romper o tegumento permitindo torná-lo permeável à água e aos 

gases. Utilizado em casos de dormência física 

Estimulantes: nitrato de potássio (KNO3), por exemplo 

Físicos 

Escarificação física: através de areia, lixa, punção ou corte 

Estratificação: 

a. Frio (reproduzindo as condições ambientais que a semente 

passaria no período de inverno antes de germinar na primavera):  

i. Seco: temperaturas baixas (inferiores a 10 ⁰C) 

ii. Húmido: água fria (inferior a 10 ⁰C) 

b. Calor (reproduzindo condições de verão para germinar no outono): 

i. Seco: através de aquecimento por micro-ondas ou outro 

similar 

ii. Húmido: água quente (superior a 20 ⁰C) durante um período 

variável 

Pós-maturação 
Quebra de dormência durante o armazenamento em seco. O processo 

pode ser acelerado (AAR) através calor seco (superior a 50 ⁰C) 

Hormonais 
Substâncias químicas como o ácido giberélico (GA3), por exemplo, através 

da imersão ou incorporadas no substrato de agar 

Mistos 

Os que combinam mais do que uma das técnicas referidas. Estes 

processos estão relacionados com a dormência combinada que algumas 

espécies de Poaceae apresentam 

(Adaptado de Kildisheva et al., 2020; Baskin & Baskin, 2020) 

A dormência fisiológica, em particular, é eliminada por diversos tratamentos tais como 

a estratificação, pós-maturação, escarificação ou adição de giberelinas (Baskin & 

Baskin, 2004), a par de estímulos ambientais como a luz, temperatura e azoto do solo - 

ião nitrato (Bewley, 1997). 

Para L. fusca subsp. fascicularis, Driver et al. (2020b) obtiveram elevadas germinações 

em sementes submetidas ao tratamento de estratificação por frio húmido (wet chilling) 

durante 2 semanas e depois colocadas numa câmara de germinação.  
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3. Materiais e métodos 

3.1  Ensaios de germinação de Leptochloa fusca subsp. fascicularis 

3.1.1 Material vegetal 

As amostras de sementes maduras de leptocloa (L. fusca subsp. fascicularis), foram 

colhidas entre 8 de setembro e 1 de outubro de 2020 em 12 parcelas distribuídas pelas 

principais regiões orizícolas, indicadas por ordem decrescente de incidência (Dias, 

2020): BH Tejo (R), BH Sado (A) e BH Mondego (M) – Figura 6. Foram colhidas 

panículas para sacos de papel e após limpeza e secagem em laboratório, foram 

armazenadas em seco, em frascos de vidro, em câmara frigorífica a 3 ⁰C, na 

obscuridade.  

Em complemento das amostras de campo foram estudadas duas populações obtidas 

de segunda geração em estufa (R06_21 e R08_21) com sementes ‘frescas’, colhidas 

em 2021 e colocadas em câmara de germinação no dia da colheita. 

 

Figura 6. Distribuição das parcelas (campos de arroz) onde se fez a amostragem de plantas e 
recolha de sementes de L. fusca subsp. fascicularis em 2020, nas três principais regiões 
orizícolas portuguesas. 
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3.1.2 Desinfeção das sementes 

As sementes provenientes do campo podem vir contaminadas por fungos, o que requer 

uma desinfeção prévia. Para as sementes de L. fusca subsp. fascicularis seguiu-se o 

protocolo publicado na literatura (Mahajan et al., 2018) e que foi otimizado ao fim de 

alguns ensaios de modo a evitar contaminações de fungos nas placas de germinação.  

Este processo otimizado teve sempre a sequência seguinte: colocação de sementes em 

gobelé com 20 mL de etanol (Sigma) a 70% durante 20 min com agitação (agitador 

magnético); passagem das sementes para um cadinho Gooch perfurado (Staatlich 

Berlin) e enxaguamento por água corrente durante 5 min a fim de retirar o excesso de 

etanol; colocação das sementes num gobelé com 20 mL de hipoclorito de sódio a 4% 

(LabChem) onde se adicionaram 2 gotas de detergente da loiça (diminuir tensão 

superficial da água), durante 20 min, com agitação; passagem das sementes por água 

corrente durante 5 min, a fim de retirar o excesso de hipoclorito de sódio (ver Anexo 2). 

Nas sementes de segunda geração (R06_21 e R08_21) aplicou-se a desinfeção com a 

mesma duração e produtos que as anteriores, mas exclusivamente realizada em tubos 

Eppendorf em que os reagentes e água foram introduzidos com micropipeta, sem 

agitação, como descrito por Lindsey III et al. (2017). 

3.1.3 Tratamentos para quebra de dormência  

Para avaliação dos tratamentos de quebra de dormência selecionou-se a população 

R07_20 pela elevada quantidade de semente disponível, resultante de uma grande 

infestação no campo (Figura 7). Consideraram-se germinadas, todas as sementes com 

radícula superior a 2 mm.  

 

Figura 7. Panorama da infestação no campo R07_20 à data da colheita de sementes de L. fusca 
subsp. fascicularis (original de Isabel Calha). 
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A punção de sementes foi o primeiro tratamento de quebra de dormência selecionado e 

foi realizado para todas as populações, todavia pela dificuldade e morosidade do 

processo, procuraram-se alternativas mais expeditas. Os tratamentos para quebra de 

dormência foram selecionados a partir da classificação de Baskin & Baskin (2004) – 

Quadro 3. Neste quadro referem-se os 23 tratamentos de quebra de dormência 

(numerados de 2 a 24) que foram comparados com uma testemunha (tratamento 1). 

Para comparação de métodos, escolheu-se a população R07_20, pelo elevado número 

de sementes disponíveis e germinação no ensaio (aproximadamente 60%). Entre a data 

das primeiras colheitas no campo (outubro 2020) e o primeiro ensaio, decorreram 13 

dias de armazenamento em seco a 3 ⁰C, na obscuridade.  

Quadro 3. Breve descrição das modalidades de quebra de dormência utilizadas 

Métodos Tratamentos N.º 

Físicos 

Punção 

Imersão em H2O (RT) – 48 e 72 h 

Polietilenoglicol (PEG) 

Estratificação por frio húmido (3 ⁰C) – 15 dias, 5 meses em H2O   

Estratificação por frio seco (-18 ⁰C) – 1 mês  

Estratificação por calor húmido - H2O (80 ⁰C) – 5 min 

Estratificação por calor seco (micro-ondas) – 3, 5 min 

8 

11; 12 

14 

15; 16 

17 

13 

9; 10 

Químicos 
H2SO4 – 30, 60, 120, 180 s 3; 4; 5; 6 

KNO3 7 

Pós-maturação Pós-maturação acelerada – 24 h, 50 ⁰C 18 

Hormonais 
GA3 0,01% em agar 19 

Imersão em GA3, 48 h 20 

Mistos 

Estratificação húmida (5 meses) + punção  2 

AAR + imersão H2O (RT) – 72 h 21 

H2O (RT), 72 h + GA3 0,01% em agar 22 

H2O (RT), 72 h + H2SO4, 30 s 23 

H2SO4, 30 s + H2O (RT), 72 h 24 

RT – temperatura ambiente 

Todos os tratamentos foram, salvo exceções referidas, realizados em placa de Petri de 

PVC (90 mm), com 25 mL de agar (1%) como substrato, seladas com parafilme a fim de 

evitar perdas por evaporação, e colocadas em câmara ARALAB com alternância de 

temperaturas 23/18 ⁰C, 16 h de luz. No entanto, em alguns ensaios iniciais com a 

população R09_20, foi testada a alternância de temperaturas 30/25 ⁰C, 16 h de luz. Em 

cada placa de Petri foram colocadas 50 sementes desinfetadas.  
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A avaliação da germinação (radícula > 2 mm) foi feita de três em três dias, até um 

máximo de 30 dias após sementeira (DAS). Os métodos utilizados para cada tratamento 

basearam-se nos tratamentos de quebra de dormência para outras infestantes referidos 

na literatura e adaptados para a espécie em estudo. 

3.1.3.1 Tratamentos físicos  

Os tratamentos físicos testados foram a escarificação física através de punção, a 

imersão de sementes em água à temperatura ambiente (RT), estratificação a frio e 

quente e ainda a utilização de polietilenoglicol (PEG). 

O tratamento por punção foi realizado do seguinte modo: as sementes foram 

previamente embebidas em água destilada durante 24 h à temperatura ambiente (RT) 

e foram sujeitas a punção do tegumento com um alfinete esterilizado (Figura 8), na parte 

mais afastada possível do embrião, oposta ao hilo (Sung et al., 1987; Gianinetti et al., 

2007).  

 

Figura 8. Pormenor da realização de punção às sementes de L. fusca subsp. fascicularis, à lupa 
binocular (ampliação 20x) (original de João Santos). 

Outro dos tratamentos utilizados baseou-se em embeber sementes em diferentes 

concentrações de polietilenoglicol – Polyethylenglycol 4000 Merck – HO (C2H4O) n H 

(Massa Molar: 3500-4500). Posteriormente (24h) foram semeadas em placas de Petri 

com agar 1%, adaptando os métodos apresentados por Michel & Kaufmann (1973), 

Dorado et al. (2009) e Boddy et al.  (2013). 
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Prepararam-se cinco soluções de PEG de concentrações entre 0,15; 0,20; 0,25; 0,30 e 

0,35 g.L-1 água a partir da diluição da solução-mãe com a concentração mais elevada. À 

temperatura de 25 °C estas concentrações de PEG correspondem, respetivamente aos 

seguintes potenciais de água (ψ): 0; -0,0008; -0,0011; -0,0013; -0.0016 e -0,0019 MPa 

(Michel & Kaufmann, 1973). 

A estratificação por calor seco foi realizada por micro-ondas, tendo as sementes sido 

colocadas em placa de Petri de vidro em micro-ondas (800 W) durante 3 e 5 min e 

posteriormente desinfetadas (Abu-Elsaoud & Qari, 2017). No tratamento de 

estratificação por calor húmido (Figura 9), as sementes foram colocadas em gobelé com 

água destilada a 80 °C. Foram mantidas a essa temperatura em estufa de laboratório 

(Memmert) durante 5 min, posteriormente foram filtradas e colocadas a germinar 

(Mahajan et al., 2018). 

A estratificação por frio seco consistiu em colocar 100 sementes por população em tubos 

Eppendorf identificados, durante um mês à temperatura de -18 °C em câmara frigorífica. 

Após esse período foram desinfetadas e colocadas a germinar. Na estratificação por frio 

húmido, as sementes foram colocadas em copos de precipitação de 100 mL com 50 mL 

água destilada e fechados com parafilme, colocados em câmara a 3 °C, na obscuridade. 

Este processo decorreu entre 2 de novembro de 2020 e 7 de abril de 2021, após o qual 

as sementes foram colocadas a germinar (Boddy et al., 2013). 

Foi ainda realizado o método de imersão de sementes num gobelé com água destilada 

à temperatura ambiente durante 48 e 72 h. Após esse período foram filtradas e 

colocadas a germinar.  

 

Figura 9. Sequência laboratorial do tratamento de estratificação por calor húmido de sementes 
[1 – imersão em água a 80 ⁰C; 2 – gobelés colocados em estufa de incubação durante 5 min a 
80 ⁰C; 3 – desinfeção com agitação; 4 – colocação das sementes em placa de Petri com agar 
(1%); 5 – colocação em câmara de germinação a 23/18 ⁰C, 16 h luz] (originais de João Santos). 
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3.1.3.2 Tratamentos químicos  

Realizaram-se tratamentos com ácido sulfúrico (H2SO4), para escarificação química do 

tegumento das sementes e com nitrato de potássio (KNO3), uma vez, que o ião nitrato 

é um elemento importante no processo de germinação, como referido no Capítulo 2.  

Para avaliar o melhor período de tempo de escarificação sem inviabilizar o embrião, 

realizaram-se vários tratamentos com ácido sulfúrico. Colocaram-se as sementes num 

gobelé durante quatro períodos de 30, 60, 90 e 180 s em contacto com ácido sulfúrico 

(95-97%, Merck). Foram transferidas para cadinho Gooch e passadas por água 

corrente. A desinfeção, nesta modalidade foi feita pós-escarificação (Scarabel et al., 

2003). 

No que refere ao nitrato de potássio, as sementes foram colocadas em placa de Petri 

com uma folha de papel de filtro ADVANTEC 1, previamente embebida com 2 mL de 

uma solução de KNO3 (99,7%, Sigma Aldrich) 0,2% (W/V), foram desinfetadas e 

colocadas a germinar a 23/18 ⁰C e 30/25 ⁰C, 16 h de luz (Bian et al., 2013).  

3.1.3.3 Tratamento pós-maturação 

No processo de pós-maturação acelerada (AAR), as sementes foram colocadas numa 

placa de Petri numa estufa de laboratório a 50 ⁰C durante 24 h, foram seguidamente 

desinfetadas e colocadas a germinar (Taylorson & Brown, 1977). 

3.1.3.4 Tratamento hormonal 

As sementes foram colocadas em contacto com ácido giberélico (Roth) numa 

concentração de 0,01% sob duas formas diferentes:  

• Incorporado no substrato de agar; 

• Imersão em solução durante 48 h. 

Após esse período, colocaram-se a germinar em dois regimes térmicos: 23/18 ⁰C e 

30/25 ⁰C, 16 h de luz (Darrudi et al., 2015). 

3.1.3.5 Tratamentos mistos 

Os tratamentos mistos conjugaram tratamentos dos diferentes tipos de métodos já 

referidos e normalmente estimulam a quebra de dormência combinada das sementes 

(Quadro 3).  
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3.1.4 Curvas de germinação 

Nos estudos populacionais, a germinação é geralmente medida como uma percentagem 

do número total de sementes de uma amostra que iniciam o crescimento da radícula 

dentro de um determinado período de observação. A transposição para um gráfico, da 

germinação acumulada de sementes (percentagem) numa amostra sobre o tempo, 

assume normalmente a forma de uma curva sigmóide. com três parâmetros 

fundamentais: a germinação máxima, a velocidade de germinação e o tempo necessário 

para atingir 50%, 75% ou 100% da germinação máxima acumulada (Inglis & Waycott, 

2001). 

O desenvolvimento das sementes foi representado por curvas de regressão da 

germinação acumulada em função do tempo através da função Weibull (Eq.1) de três 

parâmetros (Weibull & Sweden, 1951). Embora esta função seja expressa 

numericamente, permite interpretar os seus parâmetros biologicamente (Ritz et al., 

2013).  

𝐺(%) = 𝑎(1 − 𝑒𝑥𝑝(−((
𝑥

𝑏
)

𝑐

))), 𝑎 > 0 Eq.1 

O tempo necessário para atingir 50% da germinação (t50) é calculado pelo inverso da 

equação de Weibull (Ávila et al., 2019): 

𝑋 =  {{[𝐿𝑁 ((
𝑌

𝑎
) − 1) (−1)] (−1)}(

1
𝑐

)
} (𝑏) Eq. 2 

Onde: G – percentagem de germinação acumulada; X – número de dias estimado para 

obter 50% de germinação (t50); LN – logaritmo neperiano (base e); a – valor máximo da 

germinação estimada; b – tempo (dias) estimado para obter 63,21% da germinação 

máxima (a); c – velocidade de germinação (%) em função do tempo (b); Y – 

percentagem de germinação acumulada previamente estipulada em 50%; x – duração 

da germinação (dias); exp – base do logaritmo neperiano. 

3.1.5 Análise estatística 

O delineamento experimental dos ensaios de germinação foi casualizado, com duas 

repetições. Os dados recolhidos foram organizados em folha Excel, onde foram 

calculadas a média, desvio padrão e intervalo de confiança a 95% das repetições no fim 

de cada ensaio.  

Testou-se a normalidade dos dados e a homogeneidade de variâncias com recurso ao 

teste de Shapiro-Wilk e teste de Levene, respetivamente.  
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Optou-se pela realização de uma ANOVA usando um fator (tratamento) e do teste ‘post-

hoc’ de Duncan (p<0,05) ou t-Student, consoante o mais adequado. Foi utilizado o 

software estatístico R Versão 4.1.1 (R Core Team, 2021) e o package “easyanova” 

(Arnhold, 2013). 

Para o ensaio misto da estratificação húmida com punção produziram-se curvas de 

germinação acumulada, utilizando-se o modelo Weibull/WB.3 disponível no software 

estatístico R (Ritz et al., 2013).  
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3.2 Ensaios de confirmação de resistência em Cyperus difformis  

3.2.1 Material vegetal 

A amostra colhida em 2020 (A12_20) teve origem num arrozal de Alcácer do Sal, no 

qual se suspeitava de falha de eficácia da substância ativa bentazona (Figura 10).  

As inflorescências foram colhidas para sacos de papel e transportadas para laboratório 

onde foram posteriormente secas e limpas. As sementes recolhidas foram armazenadas 

em câmara frigorífica a 3 ⁰C, na obscuridade.  

Esta amostra com presumível resistência foi comparada com outras três populações 

suscetíveis à bentazona – A07_19, A10_19 e R09_19 (A – Alentejo, R – Ribatejo) – 

colhidas no ano anterior (2019). 

O histórico de aplicações herbicidas no ano de 2020 no campo A12_20 foi uma 

aplicação inicial de “Aura” (profoxidime, 200 g.L-1, EC, BASF) para espécies da família 

Poaceae e uma segunda aplicação com “Permit” (halosulfurão-metilo, 750 g.kg-1, WG, 

Nufarm), “Herbinexa 40 K” (MCPA (sal de potássio), 400 g.L-1; SC, Nufarm) e 

“Basagran” (bentazona, 480 g.L-1, SL, BASF) para Cyperaceae e dicotiledóneas. 

 

Figura 10. Panorama geral (A) e pormenor (B) da infestação de Cyperus difformis no campo de 
arroz de Alcácer do Sal A12_20 (originais de João Santos). 
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3.2.2 Ensaios de sensibilidade a herbicidas  

Para cada população pesaram-se cerca de 500 sementes (PMS= 0,003 g - RGB Kew, 

2021) em cadinho de porcelana. O procedimento de limpeza das sementes, com 

separação das maiores impurezas e cascas das sementes foi efetuada com “post-it” em 

cadinho de porcelana, por se tratar de sementes muito leves e de reduzida dimensão. 

Depois de limpas, foram colocadas em placas de Petri de PE esterilizadas 90 x 15 mm, 

com 25 mL de agar (1%) (Biokar Diagnostics), seladas com Parafilm® e colocadas em 

câmara ARALAB (23/18 ⁰C, 16 h de luz) para induzir a germinação e posterior 

transplantação (BBCH 10), processo comum a todas as amostras (Figura 11). 

 

Figura 11. Sequência laboratorial entre a colheita e a testagem de herbicidas a C. difformis em 
microplacas de cultura celular com agar (originais de João Santos). 

Os herbicidas avaliados nos ensaios foram “Viper” (penoxsulame, 20 g.L-1, OD, 

Lusosem), herbicida de pós-emergência sistémico para controlo de Poaceae, 

Ciperaceae e dicotiledóneas do arroz e “Asteca mays” (bentazona + terbutilazina, 200 

g.L-1 + 200 g.L-1, SC, Sapec), herbicida de pós-emergência com ação de contacto e 

residual para o controlo de infestantes dicotiledóneas e ciperáceas do milho (Quadro 4).  

Quadro 4. Caracterização dos dois herbicidas utilizados nos ensaios 

Família química 
Substância 

ativa 
Modo de ação 

Código 

HRAC 

Produto 

comercial 

Triazolopirimidina penoxsulame Inibidores da acetolactato sintase  2 Viper ® 

Benzotiadiazina 
bentazona + 

terbutilazina 

Inibidores da fotossíntese no 

fotossistema II 
6 

Asteca 

Mays ® 
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Nestes ensaios de concentração-resposta (Quadro 5), o parâmetro avaliado foi a 

fitoxicidade, de acordo com uma escala (0-100% sintomas). Os sintomas mais 

relevantes foram o albinismo ou necrose das folhas em cada repetição (de 10 plântulas), 

entre os 8 e os 16 dias após tratamento. 

Quadro 5. Ensaios de sensibilidade a herbicidas na espécie Cyperus difformis, realizados entre 
2020 e 2021 

Ensaio Populações 
Substância 

ativa 
Concentrações (mg.L-1) Início Fim 

1 A12_20 bentazona 0; 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10 
20 out 

2020 

28 out 

2020 

2 

A07_19 

A10_19 

R09_19 

bentazona 

penoxsulame 

0; 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10 

 

19 nov 

2020 

2 dez 

2020 

3 
A12_20 

A07_19 

bentazona 

penoxsulame 

0; 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10 

 

21 dez 

2020 

6 jan 

2021 

4 
A12_20 

A10_19 

bentazona 

penoxsulame 
0; 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10 

4 mai 

2021 

12 mai 

2021 

5 

A12_20 

A07_19 

A10_19 

R09_19 

bentazona 

penoxsulame 
0; 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10 

24 jun 

2021 

13 jul 

2021 

O delineamento experimental de cada ensaio foi casualizado, onde as modalidades 

correspondem a cinco concentrações, com quatro repetições cada e as populações 

utilizadas variaram de duas a quatro populações por ensaio. A testemunha corresponde 

em todos os ensaios à modalidade que contém apenas agar (1%), sem aplicação de 

herbicida.  

A sequência de ensaios apresentada adveio da experimentação e apuramento das 

condições dos mesmos, nomeadamente as concentrações, tipo de ensaio (com 

sementes ou plântulas) ou tipo de placa a utilizar. 

O ensaio inicial (ensaio 1) foi realizado em placa ELISA (12 x 8 poços), com 6 

modalidades, 12 repetições, com uma plântula por poço. 

No ensaio 4 seguiu-se o método de incubação de sementes em tubos Eppendorf com 

diferentes concentrações dos herbicidas (Burgos et al., 2013). 

Nos ensaios 2, 3 e 5 utilizaram-se os mesmos procedimentos entre si, ao serem 

utilizadas microplacas de cultura celular (6 x 4 poços), havendo, no entanto, um 

apuramento de concentrações, a fim de se encontrar uma concentração discriminatória, 

dos dois primeiros, para o último ensaio (Messelhäuser et al., 2021) – ver Anexo 3.  
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Para o ensaio com as quatro populações (ensaio 5) preparam-se soluções de: 1,0; 5,0; 

10,0; 50,0 e 100 mg.L-1, por diluição de uma solução mãe (100 mg.L-1 s.a.) preparada a 

partir dos produtos comerciais referidos no Quadro 4. 

Em tubos graduados FALCON de 15 mL colocaram-se 9 mL de agar 1% e 1 mL de cada 

solução de modo a diluir e obter as concentrações pretendidas nas microplacas. 

Cada poço da microplaca foi preenchido com 1 mL de solução de agar com herbicida e 

10 plântulas de C. difformis.  

3.2.3 Análise estatística 

Os dados de todos os ensaios foram sujeitos a análise de variância para testar se 

existem ou não diferenças significativas nas médias dos sintomas de fitotoxicidade nas 

concentrações herbicidas. Foi testada, em cada conjunto de dados, a normalidade dos 

dados e a homogeneidade de variância, que foram rejeitadas.  

Optou-se pela realização de um teste não paramétrico de Kruskal-Wallis e o respetivo 

teste ‘post-hoc’ de Dunn (p<0,05) (Dunn,1964) para comparação de médias entre 

modalidades. Foi utilizado o software estatístico R, versão 4.1.1 (R Core Team, 2021) e 

o package “dunn.test”. Os gráficos foram produzidos utilizando o package “drc” do 

software R (Ritz et al., 2015). 
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4. Resultados e discussão 

4.1 Ensaios de germinação de Leptochloa fusca subsp. fascicularis 

4.1.1 Desinfeção das sementes 

O processo de desinfeção foi otimizado com a experiência nos diferentes ensaios. 

Inicialmente o período de 5 min em etanol (70%) não foi eficaz, nem a combinação de 

5 min em etanol (70%) com 5 min em hipoclorito de sódio (4%). 

O processo de imersão durante 20 min em etanol (70%), seguida de lavagem e imersão 

durante 20 min em hipoclorito de sódio 4% revelou-se eficaz no controlo de fungos nas 

sementes em placas de Petri.  

No entanto, ao contrário do referido por Mahajan et al. (2018), em que é demonstrado 

que uma imersão em hipoclorito de sódio durante 30 min aumentou a germinação em 

sementes de Brassica tournefortii Gouan, aparentemente o hipoclorito de sódio (4%) 

não teve ação sobre a germinação das sementes de L. fusca subsp. fascicularis, nas 

condições ensaiadas. 

A realização da desinfeção em tubos Eppendorf - processo utilizado nas populações 

R06_21 e R08_21 revelou-se eficaz, na medida em que não surgiram contaminações 

fúngicas nas sementes, no entanto tem o inconveniente de não poder sofrer agitação 

magnética. A ausência de agitação obriga à remoção das lemas manualmente, tornando 

o processo mais moroso, pelo que, idealmente, será preferível optar pelo processo de 

imersão em etanol e hipoclorito de sódio, com agitação, intercalada com enxaguamento. 

4.1.2 Tratamentos para quebra de dormência 

Como referido no Capítulo 2, o método físico de punção é eficaz na maioria das espécies 

de Poaceae com dormência fisiológica não profunda. Esse primeiro tratamento, por se 

tratar de um método moroso, levou a que se procurassem outros tratamentos. Testaram-

se 24 tratamentos (Quadro 6), cujos resultados se apresentam na Figura 12. 
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Quadro 6. Lista de tratamentos aplicados às de sementes de L. fusca subsp. fascicularis da população R07_20, com respetivos períodos de armazenamento 
em seco (T. A), a 3 °C na obscuridade, antes de cada tratamento 

N.º Tratamento 
 2020 2020 2020 2020 2020 2020 2020 2020 2020 2020 2020 2020 2021 2021 

T. A R01_20 R02_20 R03_20 R04_20 R05_20 R06_20 R07_20 R08_20 R09_20 A10_20 A11_20 M14_20 R06_21 R08_21 

1  Testemunha 13             X   X       X X 

2 Estr. frio húmido (5 meses) + punção  55 X X X X X X X X X X X X   

3 Escarificação química H2SO4 – 30 s 48       X        

4 Escarificação química H2SO4 – 60 s 94       X        

5 Escarificação química H2SO4 – 120 s 94       X        

6 Escarificação química H2SO4 – 180 s 94       X        

7 KNO3 13       X  X      

8 Escarificação física (punção) 90       X        

9 Estr. Calor seco micro-ondas – 3 min 322       X        

10 Estr. Calor seco micro-ondas – 5 min 322       X        

11 Imersão H2O (RT) – 48 h 36       X  X      

12 Imersão H2O (RT) – 72 h 48       X        

13 Estr. Calor húmido H2O (80 ⁰C) – 5 min 294       X      X X 

14 Polietilenoglicol (PEG) 69       X        

15 Estr. frio húmido (3 ⁰C) – 15 dias  21       X  X      

16 Estr.frio húmido (3 ⁰C) – 5 meses 55 X X X X X X X X X X X X   

17 Estr. frio seco (-18 ⁰C) – 1 mês 324       X        

18 AAR – 24 h, 50 ⁰C 94       X        

19 GA3 0,01% em agar 36       X  X      

20 Imersão em GA3, 48 h 36       X  X      

21 AAR + imersão H2O (RT) – 72 h 94       X        

22 Imersão H2O (RT), 72h + GA3 0,01% em agar 48       X        

23 Imersão H2O (RT), 72 h + H2SO4, 30 s 48       X        

24 H2SO4, 30 s + imersão H2O (RT), 72 h 48       X        
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Figura 12. Germinação das sementes de L. fusca subsp. fascicularis da população R07_20 em 
câmara de crescimento (23/18 °C, 16 h luz), para todos os tratamentos realizados (n=100 
sementes/tratamento). Barras de erro representam o erro padrão da média Letras diferentes 
indicam diferenças significativas das médias de germinação entre tratamentos (teste de Duncan, 
p<0,05). 

Neste ensaio em particular houve germinações em apenas dez dos tratamentos, dos 

quais se destaca o tratamento 2, misto de estratificação por frio húmido durante 5 

meses, com punção (Figura 13). 

 

Figura 13. Rompimento do tegumento – A e saída da radícula – B (4 DAS) em sementes de L. 
fusca subsp. fascicularis da população R07_20, sujeitas ao método físico misto de estratificação 
por frio húmido e punção, para quebra de dormência. Observação em lupa binocular (ampliação 
20x) (originais de João Santos). 
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Este tratamento permitiu uma germinação média de 50% e foi realizado com sementes 

nuas (sem lemas nem páleas), o que foi conseguido através da agitação durante a 

desinfeção ou remoção manual. A punção foi realizada no extremo oposto ao hilo, como 

descrito no Capítulo 3. 

Além disso verifica-se que os tratamentos 5 e 6 (escarificação química com ácido 

sulfúrico durante 120 e 180 s, respetivamente), permitiram obter uma taxa de 

germinação de 21% e 16%, respetivamente. Os restantes tratamentos com sementes 

germinadas (1, 3, 4, 11, 14, 15 e 20) apresentaram taxas germinativas inferiores a 5%. 

Estes resultados corroboram os obtidos por Baskin et al. (1999) que, sem especificarem 

a subespécie afirmam que: “as sementes de L. fusca recém-maduras estavam 

dormentes e, após 5 meses de estratificação a frio, 53% germinaram a 30/20 °C”. 

Os resultados da escarificação química dão oportunidade de conjeturar sobre o 

fenómeno de dormência desta subespécie. Isto é possível pela observação de alguma 

escarificação do tegumento (Figura 14), mas que por heterogeneidade de aplicação, 

uma vez que as sementes são minúsculas e o tratamento necessitar de uma superfície 

com orifícios para retirar o excesso de ácido, não foi uniforme. Temos assim sementes 

escarificadas e outras que não (onde foram retiradas as estruturas envolventes a 

posteriori) e ainda algumas que parecem danificadas ao nível do embrião ou inviáveis. 

 

Figura 14. Sementes de L. fusca subsp. fascicularis da população R07_20 após escarificação 
química com H2SO4 durante 120 s. Observação em lupa binocular (ampliação 20x) (original de 
João Santos). 

Este método (escarificação química), se fosse possível otimizar, seria uma alternativa 

mais expedita do que a punção para obter plantas desta espécie. Pelos resultados 

obtidos o ponto de partida serão os 120 s de contacto com ácido sulfúrico e a partir daí 

será necessário perceber que outros tratamentos ou métodos complementares 

poderiam torná-lo mais eficiente. 
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Scarabel et al. (2003) otimizaram o processo de germinação de sementes de Alisma 

plantago-aquatica conjugando escarificação química por ácido sulfúrico com a adição 

de éter ou clorofórmio. Essas substâncias não foram testadas neste trabalho pelo que 

se coloca a hipótese destes resultados serem melhorados com a conjugação da 

escarificação química e aplicação dessas substâncias, em trabalhos futuros. 

As sementes sujeitas aos tratamentos por calor, nomeadamente estratificação por calor 

seco (tratamentos 9 e 10) e húmido (tratamento 13), não germinaram. Como referido 

por Baskin & Baskin (2001), as temperaturas elevadas em espécies de primavera-verão 

induzem a dormência. Os resultados destes tratamentos por calor corroboram essa 

afirmação. 

Os mesmos autores referem que em sementes de Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv. 

a dormência secundária foi induzida por deficiência de oxigénio a 25 °C mas não a 7 °C. 

As sementes foram imersas à temperatura ambiente (anaerobiose) nos tratamentos 11, 

12, 20, 21, 22, 23 e 24. Nestes tratamentos não houve germinação pelo que se pode 

colocar a hipótese de ter sido induzida dormência secundária nas sementes e essa ser 

a causa da não germinação das mesmas. 

Ao contrário do referido por esses autores, apesar de serem espécies distintas, a 

estratificação por frio húmido (tratamentos 15 e 16) não resultou na quebra de 

dormência, não havendo germinação expressiva (germinaram apenas duas sementes 

no tratamento 15). 

Em relação ao fator água, as sementes sujeitas ao tratamento com diferentes 

concentrações de polietilenoglicol (tratamento 14) tiveram uma germinação quase nula. 

Apesar de ter sido utilizado meio de agar em vez de papel de filtro, de modo a manter a 

percentagem de humidade da semente, efetivamente os potenciais hídricos 

conseguidos foram muito reduzidos quando comparados com os referidos na literatura 

(Capítulo 3), não sendo um tratamento eficaz, a par dos tratamentos com humidade já 

referidos. 

Além deste ensaio com a população R07_20, todas as restantes populações foram 

sujeitas a dois tratamentos comuns: a estratificação por frio húmido durante 5 meses e 

o tratamento misto que juntou essa estratificação por frio húmido e punção (Anexo 2).  

Neste último tratamento as populações que melhor germinaram, de cada região, foram 

a R03_20, A11_20 e M14_20 (75%, 60% e 70%, respetivamente). Por sua vez, no 

tratamento 2, para estas populações, a taxa de germinação variou entre 2% (R03_20) 

e 12% (A11_20). 
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A população da bacia do Sado (A11_20), obteve a maior taxa de germinação das três 

regiões no tratamento 16 (12%), no entanto é uma percentagem sujeita a muita 

variabilidade e que não é suficientemente expressiva – Figura 15. 

 

Figura 15. Germinação média das sementes de L. fusca subsp. fascicularis das populações 
M14_20 (BH Mondego) R03_20 (BH Tejo) e A11_20 (BH Sado) para os dois tratamentos comuns 
a todas as populações: estratificação por frio húmido durante 5 meses (16) e estratificação por 
frio húmido durante 5 meses com punção (2) (n=100 sementes/tratamento). Barras de erro 
representam o erro padrão da média. As diferenças entre médias são significativas entre 
tratamentos, nas três populações (t de Student, p<0,05). 

 

Os resultados obtidos podem indicar que a punção permitiu ultrapassar a dormência 

primária em 48-73% de sementes. As sementes que não germinaram apesar da punção 

(25-40%) podem estar na fase de dormência secundária. 

Estes resultados demonstram claramente que existe a necessidade de danificar a 

semente, mais do que simplesmente escarificar superficialmente o tegumento da 

semente (Sung et al., 1987).  

Baskin & Baskin (2001) referem que em sementes perfuradas existe libertação de maior 

quantidade de etileno e que este, por sua vez, promove a germinação do embrião. Esta 

poderá ser uma explicação para o resultado do tratamento misto de estratificação por 

frio húmido com punção, nas populações estudadas. Corroborando ainda a tese de 

Osca (2013), quando afirma que as sementes desta espécie não germinam se estiverem 

sempre com o mesmo nível de água, respondendo a alteração de estímulos. 

Essa escarificação em ambiente orizícola pode dar-se, sobretudo, ao nível do solo, 

nomeadamente no contacto com as partículas do solo, através da fauna e microfauna 

aí existente ou mesmo por fenómenos químicos naturais. Devido às dimensões tão 

pequenas das sementes será difícil colocar a hipótese desse estímulo para danificar as 

plantas advir de práticas agrícolas, como a mecanização. 
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Baskin & Baskin (2004) referem que sementes com dormência fisiológica não profunda 

apresentam uma germinação regular através de punção.  

Os mesmos autores (Baskin & Baskin, 2004) referem que o ácido giberélico (GA3) e a 

escarificação promovem a germinação e, que consoante as espécies, a estratificação a 

quente ou a frio quebra a dormência das sementes e a pós-maturação pode acontecer 

durante o armazenamento a seco.  

Os tratamentos utilizados neste trabalho corroboram em parte a afirmação anterior, no 

sentido que a escarificação (mecânica e química) promoveram a germinação das 

sementes. No entanto, o armazenamento a seco e o GA3 aparentemente não tiveram 

efeito na germinação, pelo que deveriam ser testados intervalos de tempo que 

permitissem corroborar as hipóteses de Baskin & Baskin (2004). O tratamento por 

estratificação a frio não apresentou resultados significativos para corroborar a 

afirmação. 

A população R09_20 foi, a par com a R07_20 inicialmente considerada como 

“população teste” e daí ter sido sujeita a mais alguns testes que a maioria das restantes 

populações. Nesta situação (Figura 16), apresentou uma germinação muito inferior no 

tratamento 2, face à população R07_20, daí a sua exclusão como “população teste”. 

Pode-se ver, no entanto, que a população R07_20 respondeu positivamente ao 

tratamento de pós-maturação acelerada, apesar da germinação ser inferior a 10%. 

Estes resultados corroboram a tese de uma dormência fisiológica já referida em Baskin 

et al. (2014), típica da família Poaceae ou de uma dormência combinada como 

defendido por Driver et al. (2020b). 

 

Figura 16. Germinação das sementes de L. fusca subsp. fascicularis da população R09_20 com 
alternância de temperatura entre 23/18 °C (esq.) e 30/25 °C (dir.), 16 h de luz, para todos os 
tratamentos realizados (n=100 sementes/tratamento). Barras de erro representam o erro padrão 
da média. Letras diferentes indicam diferenças significativas das médias de germinação de 
sementes entre tratamentos (teste de Duncan, p<0,05). 
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No ensaio de sementes “frescas” (sem tempo de armazenamento), ou seja, resultante 

das sementes colhidas no campo e semeadas em vaso, em estufa, só as populações 

R06_20 e R08_20 germinaram e originaram plantas, que produziram uma segunda 

geração de sementes.  

Essas populações (R06_21 e R08_21) que foram colhidas e colocadas em condições 

de germinação no mesmo dia não tiveram uma germinação média expressiva (1% e 

12%, respetivamente) – Figura 17. 

Estes resultados parecem ser indicadores da tendência já demonstrada em ensaios 

anteriores da presença de uma dormência inata das sementes “frescas”, uma vez que 

estas também foram ensaiadas nuas (sem lemas e páleas). 

 

Figura 17. Germinação média das sementes de L. fusca subsp. fascicularis das populações 
R06_21 e R08_21, colhidas e semeadas no próprio dia, sem qualquer tratamento (n=100 
sementes/tratamento). Barras de erro representam o erro padrão da média. As diferenças entre 
médias são significativas entre as populações (t de Student; p<0,05). 

4.1.3 Curvas de germinação 

Os resultados do tratamento misto de estratificação por frio húmido e punção foram os 

que permitiram obter melhores resultados de germinação. Desse modo procurou-se 

conhecer a evolução da germinação ao longo do tempo e obter curvas de germinação 

para as populações estudadas. 

Obtiveram-se assim 11 curvas de germinação, exceto para a população R04_20 que 

não germinou (Figura 18 e Figura 19). 

Destes resultados, o ajustamento ao modelo não linear Weibull nem sempre foi 

adequado, excluindo-se as populações R02_20, R05_20 e R07_20.  

O modelo Weibull permitiu estimar os parâmetros: germinação máxima (a), tempo até 

se atingir 63,21% de germinação (b) e velocidade de germinação (c) nas populações 

R03_20 e M14_20. Nestas populações, que seguem a típica curva de germinação, 

denota-se uma tendência para a germinação máxima ser atingida aproximadamente aos 

15 dias após sementeira. 
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Em todo o caso, para todas as curvas de germinação, pode-se afirmar que o período de 

latência, tempo até à ocorrência das primeiras germinações, estará entre os 3 e os 7 

dias após sementeira. Nas condições ensaiadas não se fizeram observações antes de 

três dias.  

Quanto ao tipo de dormência existente nas sementes da espécie em estudo temos uma 

situação em que as sementes aparentam estar impermeáveis à água, o que, segundo 

Kildisheva et al. (2020) pode indicar a necessidade de monitorizar a germinação após a 

escarificação para classificar as sementes como tendo dormência física ou dormência 

combinada/mista. As sementes fisicamente dormentes germinam rapidamente e em 

quantidade após a escarificação. Se a germinação for baixa mesmo após a 

escarificação, isto implica um fraco potencial de crescimento do embrião induzido pela 

dormência fisiológica; tais sementes têm dormência combinada (física + fisiológica).  

Os mesmos autores (Kildisheva et al., 2020) referem que em sementes capazes de 

absorver água, mas com fraca germinação, há necessidade de avaliar o 

desenvolvimento do embrião, uma vez que se estiver totalmente desenvolvido e/ou 

diferenciado, pode indicar a tal dormência fisiológica, típica desta família botânica.  

Serão necessários mais estudos, nomeadamente no que refere à escarificação química, 

como já mencionado, para compreender e avaliar esta situação. No entanto, os 

resultados não corroboram os estudos de Baskin et al. (1999), quando estes defendem 

que as sementes de L. fusca podem sair de dormência enquanto estão imersas. 

Partindo do princípio que a subespécie L. fusca subsp. fascicularis teria um 

comportamento semelhante à sua espécie. Nas populações cuja análise estatística foi 

significativa (todas, exceto R02_20, R05_20 e R07_20) não houve relação entre a 

velocidade para se atingir 50% de germinação e a população que apresentou a maior 

percentagem de germinação. 
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Figura 18. Curvas de germinação estimadas pelo modelo Weibull com software estatístico R 
para as 11 populações que germinaram no tratamento 2 (R – Ribatejo). 
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Figura 19 (continuação). Curvas de germinação estimadas pelo modelo Weibull com software 
estatístico R para as 11 populações que germinaram no tratamento 2 (R – Ribatejo, A – Alentejo, 
M – Mondego). 
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Os resultados dos ensaios realizados permitiram destacar dois métodos como sendo os 

mais eficazes para quebrar a dormência de sementes de L. fusca subsp. fascicularis: 

estratificação por frio húmido com punção e a escarificação química. No entanto, torna-

se necessário apurar as especificidades destes dois métodos, aumentando o número 

de sementes em análise (50), assim como o número de repetições (2) e proceder a 

maior frequência nas observações.  

É ainda fundamental, proceder ao teste do tetrazólio para confirmar a viabilidade das 

sementes da população R04_20 que não germinou em nenhum dos tratamentos.  

4.2 Ensaios de confirmação de resistência em Cyperus difformis 

São apresentados resultados para as duas substâncias ativas em estudo. Para a 

bentazona são apresentados os resultados dos ensaios 1, 2, 3 e 5 e para o penoxsulame 

são apresentados os resultados dos ensaios 2, 3 e 5. No ensaio 4, as sementes não 

germinaram, pelo que não são apresentados resultados. 

4.2.1 Ensaios de avaliação de resistência à bentazona 

Na Figura 20 observa-se a resposta da população A12_20 a diferentes concentrações 

de bentazona (Ensaio 1). Nesta população as plântulas de C. difformis não foram 

afetadas por nenhuma das concentrações, exceto a de 10 mg.L-1 que provocou 100% 

de mortalidade. 

O ensaio 2 não foi considerado válido para as populações A07_19 e A10_19, por 

apresentarem sintomas nas testemunhas (Anexo 4). No entanto, na Figura 21 observa-

se, no mesmo ensaio, a resposta da população R09_19 a diferentes concentrações de 

bentazona e onde se pode observar uma percentagem próxima da mortalidade total 

para a concentração de 10 mg.L-1, sendo que para 1 mg.L-1 existe uma percentagem 

próxima dos 40% de sintomas de fitotoxicidade. 

No Ensaio 3 procurou-se alargar a gama de respostas aumentando as concentrações 

acima de 0,1 mg.L-1. Na Figura 22 é possível observar a resposta da população A12_20 

ao aumento das concentrações e, à semelhança do ensaio 1, a concentração de 

10 mg.L-1 provoca 100% de mortalidade. As restantes concentrações não provocaram 

sintomas de fitotoxicidade ou afetaram apenas 10% das plantas (0,5 mg.L-1 e 5 mg.L-1).  
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Figura 20. Efeito da bentazona numa população de Cyperus difformis (A12_20) expresso numa 
escala de sintomas de fitotoxicidade (0%, plantas sem sintomas a 100%, plantas mortas) – dir. e 
por observação visual – esq (n=12/concentração). Letras diferentes indicam diferenças 
significativas das médias entre modalidades (teste de Dunn, estatística não paramétrica, p<0,05) 
(original de João Santos). 

 

Figura 21. Efeito da bentazona numa população de Cyperus difformis (R09_19) expresso numa 
escala de sintomas de fitotoxicidade (0%, plantas sem sintomas a 100%, plantas mortas) 
(n= 40/concentração) Letras diferentes indicam diferenças significativas das médias entre 
modalidades (teste de Dunn, estatística não paramétrica, p<0,05). 
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Figura 22. Efeito da bentazona numa população de Cyperus difformis (A12_20) expresso numa 
escala de sintomas de fitotoxicidade (0%, plantas sem sintomas a 100%, plantas mortas) 
(n= 40/concentração). Letras diferentes indicam diferenças significativas das médias entre 
tratamentos (teste de Dunn, estatística não paramétrica, p<0,05). 

No ensaio 5, é possível comparar todas as populações “referência” (A07_19, A10_19 e 

R09_19) com a população de interesse (A12_20). Em todas as populações, a 

concentração de 10 mg.L-1 provoca 100% de mortalidade de plântulas (Figura 23). 

A concentração de 5 mg.L-1, foi a primeira a provocar sintomas em todas as populações 

“referência”, indicando que poderá ser fator discriminante entre elas. A população 

A10_19 ao apresentar sintomatologia na testemunha, torna a comparação presente na 

Figura 24 não interpretável. 

 

Figura 23. Efeito da bentazona em três populações de Cyperus difformis (A12_20 e R09_19 – 
esq., A07_19 e A12_20 – dir.) expresso numa escala de sintomas de fitotoxicidade (0%, plantas 
sem sintomas a 100%, plantas mortas) (n= 40/concentração). Letras diferentes indicam 
diferenças significativas das médias entre tratamentos (teste de Dunn, estatística não 
paramétrica, p<0,05). 
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Figura 24. Efeito da bentazona em duas populações de Cyperus difformis (A10_19 e A12_20) 
expresso numa escala de sintomas de fitotoxicidade (0%, plantas sem sintomas a 100%, plantas 
mortas) (n= 40/concentração). Letras diferentes indicam diferenças significativas das médias 
entre modalidades (teste de Dunn, estatística não paramétrica, p<0,05). 

4.2.2 Ensaios de avaliação de resistência ao penoxsulame 

Na Figura 25 ilustram-se as respostas de diferentes populações ao penoxsulame, 

referentes ao ensaio 2.  

Na população A07_19 as plântulas de C. difformis não foram afetadas por nenhuma das 

concentrações, exceto a de 10 mg.L-1 que provocou 100% de mortalidade. 

Na população A10_19 as concentrações de 0,001 mg.L-1 a 0,01 mg.L-1 não provocaram 

sintomas nas plântulas de C. difformis que se comportaram como a Testemunha. A 

concentração de 1 mg.L-1 provocou 70-90% de mortalidade e a concentração de 

10 mg.L-1 provocou 100% de mortalidade como a população anterior. 

Na população R09_19 o comportamento foi semelhante ao da população A07_19, 

embora tenha havido mais variabilidade nos resultados. No entanto, como a testemunha 

apresentou sintomas, o resultado não foi considerado válido (Anexo 4). 

Neste ensaio pode-se concluir que a concentração de 10 mg.L-1 provoca a mortalidade 

em todas as populações, mas não foi possível obter uma concentração discriminatória 

entre populações. 
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Figura 25. Efeito do penoxsulame em duas populações de Cyperus difformis (A07_19 - esq. e 
A10_19 - dir.) expresso numa escala de sintomas de fitotoxicidade (0%, plantas sem sintomas a 
100%, plantas mortas) (n= 40/concentração). Letras diferentes indicam diferenças significativas 
das médias entre modalidades (teste de Dunn, estatística não paramétrica, p<0,05). 

O ensaio 3 não foi considerado válido, por apresentar sintomas na testemunha e na 

resposta de cada população ao aumento de concentração de penoxsulame (Anexo 4). 

Nas figuras seguintes (Figura 26 e Figura 27) registou-se a resposta das quatro 

populações estudadas ao penoxsulame, referentes ao ensaio 5. 

A concentração de 10 mg.L-1, provocou 95% de mortalidade na população A07_19, 

tendência semelhante às restantes populações. A concentração 5 mg.L-1 originou 

sintomas em 20-30% das plântulas . A concentração de 0,1 mg.L-1, foi responsável por 

sintomas em 10-30% das plântulas, possivelmente  devido a erro de concentração ou 

contaminação. 

Na população A10_19 há uma tendência muito semelhante à anterior, apesar de maior 

percentagem de plântulas com sintomas para a concentração máxima. 

Na população R09_19 registou-se 100% de mortalidade para as concentrações de 5 

mg.L-1 e 10 mg.L-1, o que poderá indicar que existe maior sensibilidade desta população, 

face às outras. 

Na população A12_20 para a concentração de 5 mg.L-1 de penoxsulame, as plântulas 

não apresentaram sintomatologia ao contrário das restantes. 
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Figura 26. Efeito do penoxsulame em duas populações de Cyperus difformis (A07_19 - esq. e 
A10_19 - dir.) expresso numa escala de sintomas de fitotoxicidade (0%, plantas sem sintomas a 
100%, plantas mortas) (n= 40/concentração). Letras diferentes indicam diferenças significativas 
das médias entre tratamentos (teste de Dunn, estatística não paramétrica, p<0,05). 

 

Figura 27. Efeito do penoxsulame em duas populações de Cyperus difformis (R09_19 - esq. e 
A12_20 - dir.) expresso numa escala de sintomas de fitotoxicidade (0%, plantas sem sintomas a 
100%, plantas mortas) (n= 40/concentração). Letras diferentes indicam diferenças significativas 
das médias entre tratamentos (teste de Dunn, estatística não paramétrica, p<0,05). 

A população A10_20 apresentou, em todos os ensaios, sintomas na testemunha, fruto 

de se estar a avaliar uma escala de sintomas e não apenas a morte ou sobrevivência 

das plantas, não sendo provocados pelo herbicida. Esta população, que serviu de 

referência para a sensibilidade aos herbicidas não dá confiança nos resultados 

apresentados, pelo que deve ser descartada em trabalhos futuros. 

As populações A07_19 e A10_19 são resistentes ao penoxsulame e sensíveis à 

bentazona corroborando a informação apresentada na revisão bibliográfica da 

existência de resistência desta espécie aos inibidores da ALS e não havendo referência 

à existência de resistências aos inibidores da fotossíntese no fotossistema II. São 
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salvaguardadas as considerações já realizadas sobre a população A10_19, acima 

referidas. 

A população R09_19 apresentou nos ensaios com resultados válidos uma tendência 

para a sensibilidade às duas substâncias ativas. Eventualmente esta situação pode 

dever-se a uma situação regional, que é distinta no Ribatejo (Tejo) face às amostras 

provenientes de Alcácer do Sal (Sado). 

A população A12_20 aparenta ter resistência cruzada às duas substâncias ativas o que 

explicaria o elevado grau de infestação observado no campo. É por isso a primeira 

população conhecida de C. difformis resistente a herbicidas, em Portugal. Não havendo 

nenhuma referência a resistências cruzadas com a bentazona, é uma situação que 

merece mais investigação, nomeadamente com outro tipo de ensaios, com planta inteira 

em vaso, conduzidos em condições mais aproximadas às de campo de modo a 

confirmar esta suspeita. 

Esta situação, apesar de demonstrar que houve uma rotatividade de modos de ação 

das opções químicas na gestão de infestantes na cultura do arroz, traduz o rápido 

esgotamento das mesmas, pelo uso, muitas vezes desadequado. Deve-se por esse 

motivo, procurar outras opções não-químicas, respeitando os princípios da proteção 

integrada, nomeadamente medidas culturais (rotação de culturas, culturas de cobertura 

ou falsa sementeira) ou biológicas, de modo que, futuramente, não se esgotem 

rapidamente todas as opções mais seletivas e eficazes para esse efeito.
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5. Conclusões 

As sementes de Leptochloa fusca subsp. fascicularis (Poaceae) das 12 populações 

estudadas e com diferentes proveniências (Baixo Mondego, Ribatejo e Alentejo), não 

germinaram sem tratamento de quebra de dormência.  

A desinfeção das sementes de leptocloa foi eficaz conjugando 20 min de hipoclorito de 

sódio (4%) e 20 min de etanol (70%), com agitação. 

O método mais eficiente de quebra de dormência, entre os estudados, foi o tratamento 

misto de estratificação húmida durante cinco meses a 3 ⁰C, na obscuridade, seguida de 

punção. Este resultado é indicativo de possível dormência combinada desta subespécie, 

isto é, além da dormência fisiológica comum das plantas da família Poaceae, também 

apresenta dormência física. 

O período de latência das sementes variou entre 3 e 7 dias em condições de germinação 

de alternância de temperaturas e luz 23/18 ⁰C (16 h de luz). Obteve-se uma 

percentagem de germinação entre 10% e 75%. Tanto a maior como a menor capacidade 

germinativa ocorreram em populações de sementes da bacia hidrográfica do Tejo. Uma 

população desta região não germinou o que poderá ser devido à falta de maturidade 

das sementes na altura da colheita. 

Este trabalho permitiu ultrapassar a dormência de sementes, fator limitante para a 

obtenção de plântulas em quantidade suficiente para ensaios de resistência. Para 

confirmação da avaliação de resistência adquirida é necessário prosseguir os ensaios 

de dose-resposta para confirmar a resistência a herbicidas inibidores de ACCase em L. 

fusca subsp. fascicularis.  

A população de Cyperus difformis proveniente da bacia hidrográfica do Sado, colhida 

em 2020, foi confirmada como resistente à bentazona e apresentou resistência cruzada 

ao penoxsulame, substância ativa com modo de ação diferente da bentazona. A 

concentração discriminatória para a bentazona e penoxsulame, que permitiu distinguir 

populações sensíveis de resistentes, foi de 5 mg.L-1 para ambas as substâncias ativas. 

Foi detetada pela primeira vez em Portugal uma população de C. difformis resistente a 

herbicidas, designadamente bentazona e penoxsulame. É necessário validar os 

resultados obtidos em C. difformis com métodos expeditos, com ensaios com planta 

inteira em vaso, conduzidos em condições mais aproximadas às de campo.  

Trabalhos futuros deverão analisar se a resistência cruzada que se identificou entre a 

bentazona (HRAC 6) e o penoxsulame (HRAC 2) poderá ser atribuída a resistência 

metabólica ou resistência múltipla. 
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Estes resultados devem ser encarados com uma urgência na aplicação dos princípios 

da proteção integrada à gestão de infestantes na cultura do arroz. Não só com a 

alternância de modos de ação das opções químicas, mas também a introdução de 

opções genéticas (melhoramento), mecânicas ou outras que permitam uma agricultura 

sustentável a nível ambiental e a nível técnico.  
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7. Anexos 

Anexo 1. Coordenadas geográficas dos campos de arroz onde foram colhidas as 12 
amostras de populações de Leptochloa fusca subsp. fascicularis em 2020. 

Zona Parcela Data colheita Latitude Longitude 

BH Tejo  

R01_20 08/set/20 38°57'10.7"N 8°40'17.5"W 

R02_20 08/set/20 38°57'49.9"N 8°45'21.1"W 

R03_20 14/set/20 38°59'46.6"N 8°23'56.5"W 

R04_20 14/set/20 38°59'29.5"N 8°23'49.2"W 

R05_20 14/set/20 38°56'43.4"N 8°30'18.8"W 

R06_20 14/set/20 38°56'49.8"N 8°30'40.9"W 

R07_20 14/set/20 38°57'01.0"N 8°39'52.9"W 

R08_20 14/set/20 38°56'21.7"N 8°38'53.6"W 

R09_20 14/set/20 39°02'05.4"N 8°44'44.1"W 

BH Sado 
A10_20 01/out/20 38°23'07.1"N 8°27'23.3"W 

A11_20 01/out/20 38°22'13.3"N 8°28'20.1"W 

BH Mondego M14_20 30/set/20 40°11'12.6"N 8°42'46.3"W 
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Anexo 2. Procedimento laboratoriais otimizado para condução dos ensaios de quebra 
de dormência de L. fusca subsp. fascicularis: 

1. Colheita e armazenamento:  

Colheita de panículas de plantas de interesse para sacos de papel e após limpeza 

e secagem em laboratório, armazenar em seco, em frascos de vidro, em câmara 

frigorífica a 3 ⁰C, na obscuridade. 

2. Desinfeção:  

a. Colocação de sementes em gobelé com 20 mL de etanol (Sigma) a 70% durante 

20 min com agitação (íman);  

b. Passagem das sementes para um cadinho Gooch perfurado (Staatlich Berlin) e 

por água corrente durante 5 min a fim de retirar o excesso de etanol; 

c. Colocação das sementes num gobelé com 20 mL de hipoclorito de sódio a 4% 

(LabChem), adicionar 2 gotas de detergente da loiça, durante 20 min, com 

agitação;  

d. Enxaguamento das sementes por água corrente durante 5 min, a fim de retirar o 

excesso de hipoclorito de sódio. 

3. Procedimento geral: 

a. Estratificação por frio húmido, colocar as sementes em copos de precipitação de 

100 mL com 50 mL água destilada e fechar com parafilme, colocados em câmara 

a 3 ⁰C, na obscuridade, durante 5 meses.  

b. Após esse período, colocar 50 sementes desinfetadas a germinar em placa de 

Petri de PVC 90 mm, com 25 mL de agar (1%) como substrato, seladas com 

parafilme a fim de evitar perdas por evaporação, e colocar em câmara ARALAB 

com alternância de temperaturas 23/18 ⁰C, 16 h de luz. 

c. A avaliação da germinação (radícula > 2 mm) de dois em dois dias.  
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Anexo 3. Procedimento laboratoriais otimizado para condução dos ensaios de 
sensibilidade a herbicidas em Cyperus difformis: 

1. Colheita e armazenamento:  

Colher as inflorescências para sacos de papel e transportar para laboratório onde 

deverão ser sujeitas a limpeza e secagem. As sementes recolhidas deverão ser 

armazenadas em câmara frigorífica a 3 ⁰C, na obscuridade.  

2. Limpeza: 

Para cada população pesar cerca de 500 sementes em cadinho de porcelana. O 

procedimento de limpeza das sementes, com separação das maiores impurezas, lemas 

e páleas é efetuada com “post-it”, por se tratarem de sementes muito leves, de reduzida 

dimensão.  

3. Procedimento geral: 

Depois de limpas, colocar em placas de Petri de PE esterilizadas 90 x 15 mm, com 25 

mL de agar (1%) (Biokar Diagnostics), seladas com parafilme e colocadas em câmara 

ARALAB (23/18 ⁰C, 16 h de luz) para induzir germinação e posterior transplantação 

(BBCH 10); 

Para o ensaio, preparar soluções de: 1,0; 5,0; 10,0; 50,0 e 100 mg.L-1, por diluição de 

uma solução-mãe preparada a partir do produto comercial, em tubos graduados 

FALCON de 15 mL.  

Colocar 9 mL de agar 1% e 1 mL de cada solução de modo a diluir e obter as 

concentrações de 0,1; 0,5; 1,0; 5,0 e 10,0 mg.L-1 e daí transferir 1 mL de solução de 

agar com concentração de herbicida para  cada poço da microplaca de cultura celular 

(6 x 4 poços). Transplantar 10 plântulas de C. difformis para cada poço (BBCH 10), 

havendo quatro repetições por cada concentração, incluindo a Testemunha. 
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Anexo 4. Resultados considerados inválidos dos ensaios de sensibilidade a herbicidas 
em C. difformis. 

 

Figura1. Efeito do penoxsulame no ensaio 2 em duas populações de Cyperus difformis (A07_19 
- esq. e A10_19 - dir.) expresso numa escala de sintomas de fitotoxicidade (0%, plantas sem 
sintomas a 100 %, plantas mortas) (n= 40/concentração).  

 

Figura 2. Efeito da bentazona no ensaio 3 em duas populações de Cyperus difformis (A07_19 - 
esq. e A12_20 - dir.) expresso numa escala de sintomas de fitotoxicidade (0%, plantas sem 
sintomas a 100 %, plantas mortas) (n= 40/concentração). 

 

Figura 3. Efeito da bentazona no ensaio 3 numa população de Cyperus difformis (A07_19) 
expresso numa escala de sintomas de fitotoxicidade (0%, plantas sem sintomas a 100 %, plantas 
mortas) (n= 40/concentração). 


