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ASPECTOS GERMINATIVOS, MORFOLOGICOS E GENETICOS DE Cissus
verticillata (L.) Nicolson & Jarvis E SUA RESPOSTA AO CONTROLE
QuiMmicO

RESUMO - A ocorréncia de Cissus verticillata em pomares de citros tem
gerado preocupacao entre produtores do Noroeste paulista. avaliar
caracteristicas morfolégicas, genéticas e de estabelecimento de acessos de C.
verticillata, bem como identificar estratégias eficazes para seu manejo em citros.
Para isso, foram definidos os seguintes objetivos especificos: a) Comparar
diferencas morfologicas e na superficie foliar entre acessos; b) Avaliar a
similaridade genética dos acessos e inferir relagdes filogenéticas com plantas
previamente sequenciadas e identificadas do género Cissus no GenBank; c)
Quantificar a produgao de cera por plantas dos diferentes acessos; d) Determinar
condigbes ambientais que favorecem a germinacdo e estabelecimento da
espécie, incluindo temperatura, qualidade de luz e profundidade de semeadura;
e) Avaliar a eficacia de herbicidas pds-emergentes registrados na cultura de
citros para o controle em estagios iniciais da planta.Foram estudados quatro
acessos: (1) Olimpia — Fazenda Rio Cortado, (2) Getulina — Fazenda Tangara,
(3) Jaboticabal —- UNESP/FCAV e (4) Olimpia — Fazenda Bela Vista. Realizaram-
se descrigdes morfolégicas e analises da superficie foliar por microscopia
eletrénica de varredura (MEV), considerando densidade estomatica, tricomas e
padrées epidérmicos. O sequenciamento genético foi conduzido com
marcadores cloroplastidiais (rps16, trnL-F) e nuclear (ITS), seguido de analises
filogenéticas Bayesianas e Maxima Verossimilhanga e estimativa de distancias
genéticas par a par. A producdo de cera epicuticular foi quantificada entre os
acessos por meio de extragdo com cloroférmio, expressa em ug cm™ de area
foliar e em gramas por massa fresca das folhas. Ensaios independentes de
germinacao foram realizados em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
avaliando temperaturas constantes e alternadas (T1 - 25, T2 - 30, T3 - 30/35 e
T4- 35 °C), diferentes qualidades de luz (T1-vermelha (590-630nm), T2-azul
(440-450nm), T3-verde (520-530nm), T4-branca (440-495nm) e T5-auséncia de
luz (Onm)) e profundidades de semeadura (T1-1,T2-3,T3-5,T4-7eT5-10
cm), todos com cinco repeticées. Por fim, testou-se o controle quimico da
espécie com herbicidas pds-emergentes registrados para citros, em DIC, com
oito tratamentos e cinco repeti¢cdes: saflufenacil (70 g i.a. ha™), tiafenacil (118,65
gi.a. ha™), carfentrazone (50 g i.a. ha™), glifosato (2160 g i.a. ha™), glufosinato
de aménio (400 g i.a. ha™), diquat (500 g i.a. ha™), chlorimuron (20 gi.a. ha™) e
testemunha sem aplicagao, aplicados em dois estadios fenoldégicos (4—6 folhas
e 26-28 folhas). Dessa forma, os acessos de C. verticillata ndo apresentaram
diferengas significativas em caracteristicas morfolégicas, com variaveis como
altura, didmetro do caule e area foliar variando de 153—220 cm, 0,34-0,48 cm e
13,45-22,00 cm?. As analises em MEV apresentaram cuticula estriada e
estdmatos anomociticos em ambas as faces, caracterizando C. verticillata como
anfiestomatica. O acesso 1 apresentou tricomas tectores nas margens foliares;
0 acesso 3, tricomas glandulares multicelulares na face adaxial e tectores nas



margens; enquanto os acessos 2 e 4 ndo exibiram tricomas. A densidade
estomatica variou de 34,43 a 461,67 estdmatos/mm? com o acesso 3
apresentando o maior valor (face abaxial) e o0 acesso 1 os menores (adaxial e
abaxial). Quanto as analises filogenéticas, os marcadores do cloroplasto
revelaram alta similaridade genética entre os acessos (d = 0,0000), sendo
confirmados como pertencentes ao complexo C. verticillata nos marcadores trnL-
F e rps16. Apenas o acesso 3 mostrou discreta diferenciacdo em relacdo aos
demais, indicando diversidade entre populagdes, enquanto o ITS indicou leve
variagao intraespecifica (d = 0,00678-0,02865). As analises filogenéticas do ITS
posicionaram todos os acessos dentro do complexo C. verticillata, demonstrando
monofilia entre os acessos estudados, mas polifilia dentro do género Cissus. Na
analise de cera foliar, o acesso 3 apresentou a maior concentragédo (235,29
pg/cm? e 7871,84 pg/g de massa fresca), diferindo significativamente dos
demais. Ja os acessos 1, 2 e 4 nao diferiram entre si, com valores médios
variando entre 95 e 128 ug/cm?. A germinagao de C. verticillata foi influenciada
pela qualidade da luz, temperatura e profundidade de semeadura. Aluz vermelha
promoveu maior velocidade de germinagéo, enquanto a luz branca resultou na
maior porcentagem final; a luz azul estimulou o inicio do processo, mas sem
incremento posterior. A germinagdo também ocorreu no escuro, embora em
menor intensidade. Em relagdo a temperatura, condigdes de 30/35 °C e 35 °C
favoreceram maiores taxas e velocidades de germinagédo, enquanto 25 °C
resultou no menor desempenho. Quanto a profundidade, a emergéncia foi
restrita as camadas superficiais, com melhor resposta a 1 cm, reducdoa 3 cm e
auséncia de plantulas em profundidades maiores, indicando limitagdo do
estabelecimento inicial. Por fim, o controle de C. verticillata foi mais eficiente em
plantas jovens (4-6 folhas), com carfentrazone, tiafenacil e diquat alcangando
>80% de eficacia, enquanto glifosato, glufosinato e chlorimuron apresentaram
~50% e saflufenacil <10%. Em plantas mais desenvolvidas (26—-28 folhas),
apenas diquat e tiafenacil mantiveram controle elevado (90% e 80%,
respectivamente), enquanto os demais herbicidas tiveram baixa eficacia,
refletindo-se também nos parametros biométricos avaliados. Conclui-se que nao
foram observadas diferengas nas caracteristicas morfolégicas entre os acessos,
enquanto as analises filogenéticas revelaram divergéncias entre eles. A
germinacao da espécie & favorecida por temperaturas elevadas e camadas
superficiais do solo, e o controle quimico pds-emergéncia foi mais eficaz em
plantas jovens com carfentrazone, tiafenacil e diquat, sendo que em plantas com
26-28 folhas apenas diquat e tiafenacil mantiveram controle elevado.

Palavras-chave: Biologia, Genética, Insulina-Vegetal, Morfologia, Taxonomia



GERMINATION, MORPHOLOGICAL, AND GENETIC ASPECTS OF Cissus
verticillata (L.) Nicolson & Jarvis AND ITS RESPONSE TO CHEMICAL
CONTROL

ABSTRACT - The occurrence of Cissus verticillata in citrus orchards has
raised concerns among producers in the Northwest region of Sdo Paulo. The
study aimed to evaluate the morphological, genetic, and establishment
characteristics of C. verticillata accessions, as well as to identify effective
strategies for their management in citrus. The specific objectives were: a) to
compare morphological differences and leaf surface traits among accessions; b)
to assess the genetic similarity of the accessions and infer phylogenetic
relationships with previously sequenced and identified Cissus species in
GenBank; c) to quantify wax production by plants from different accessions; d) to
determine environmental conditions favoring germination and establishment of
the species, including temperature, light quality, and sowing depth; €) to evaluate
the efficacy of post-emergent herbicides registered for citrus in controlling the
species at early growth stages. Four accessions were studied: (1) Olimpia —
Fazenda Rio Cortado, (2) Getulina — Fazenda Tangara, (3) Jaboticabal —
UNESP/FCAV, and (4) Olimpia — Fazenda Bela Vista. Morphological descriptions
and leaf surface analyses were performed using scanning electron microscopy
(SEM), considering stomatal density, trichomes, and epidermal patterns. Genetic
sequencing was conducted using chloroplast markers (rps16, trnL-F) and the
nuclear marker ITS, followed by Bayesian and Maximum Likelihood phylogenetic
analyses and pairwise genetic distance estimation. Epicuticular wax production
was quantified among accessions via chloroform extraction, expressed as ug
cm™2 of leaf area and as ug per gram of fresh leaf mass. Independent germination
trials were conducted in a completely randomized design (CRD), evaluating
constant and alternating temperatures (T1 - 25, T2 - 30, T3 - 30/35, and T4 - 35
°C), different light qualities (T1 — red (590—-630 nm), T2 — blue (440—450 nm), T3
—green (520-530 nm), T4 — white (440—495 nm), and TS — darkness (0 nm)), and
sowing depths (T1 -1, T2 -3, T3 -5, T4 — 7, and T5 — 10 cm), all with five
repetitions. Finally, chemical control of the species was tested using post-
emergent herbicides registered for citrus in a CRD, with eight treatments and five
repetitions: saflufenacil (70 g a.i. ha™), tiafenacil (118.65 g a.i. ha™),
carfentrazone (50 g a.i. ha™), glyphosate (2160 g a.i. ha™), ammonium
glufosinate (400 g a.i. ha™), diquat (500 g a.i. ha™), chlorimuron (20 g a.i. ha™),
and an untreated control, applied at two phenological stages (4—6 leaves and 26—
28 leaves). The C. verticillata accessions did not show significant differences in
morphological traits, with variables such as height, stem diameter, and leaf area
ranging from 153-220 cm, 0.34-0.48 cm, and 13.45-22.00 cm?, respectively.
SEM analyses revealed striated cuticles and anomocytic stomata on both leaf
surfaces, characterizing C. verticillata as amphistomatic. Accession 1 exhibited
tector trichomes along the leaf margins; accession 3 showed multicellular
glandular trichomes on the adaxial surface and tector trichomes on the margins;
accessions 2 and 4 did not exhibit trichomes. Stomatal density ranged from 34.43
to 461.67 stomata/mm?, with accession 3 presenting the highest value (abaxial
surface) and accession 1 the lowest (both adaxial and abaxial). Phylogenetic
analyses using chloroplast markers revealed high genetic similarity among the



accessions (d = 0.0000), confirming their membership in the C. verticillata
complex based on trnL-F and rps16. Only accession 3 showed slight
differentiation from the others, indicating population diversity, while ITS analysis
indicated minor intraspecific variation (d = 0.00678-0.02865). ITS-based
phylogenetic analyses positioned all accessions within the C. verticillata complex,
demonstrating monophyly among the studied accessions but polyphyly within the
genus Cissus. In the leaf wax analysis, accession 3 showed the highest
concentration (235.29 ug/cm? and 7871.84 ug/g fresh mass), differing
significantly from the others. Accessions 1, 2, and 4 did not differ significantly,
with mean values ranging from 95 to 128 ug/cm?. Germination of C. verticillata
was influenced by light quality, temperature, and sowing depth. Red light
promoted faster germination, while white light resulted in the highest final
percentage; blue light stimulated germination initiation without subsequent
increases. Germination also occurred in darkness, albeit at lower intensity.
Regarding temperature, conditions of 30/35 °C and 35 °C favored higher
germination rates and speed, whereas 25 °C resulted in the lowest performance.
Emergence was limited to shallow soil layers, with optimal response at 1 cm,
reduced emergence at 3 cm, and absence of seedlings at greater depths,
indicating limitations for initial establishment. Chemical control of C. verticillata
was more effective in young plants (4-6 leaves), with carfentrazone, tiafenacil,
and diquat achieving >80% efficacy, whereas glyphosate, glufosinate, and
chlorimuron reached ~50%, and saflufenacil <10%. In more developed plants
(26—-28 leaves), only diquat and tiafenacil maintained high control levels (90%
and 80%, respectively), while the other herbicides were largely ineffective, which
was also reflected in biometric parameters. In conclusion, no significant
differences were observed in morphological traits among accessions, while
phylogenetic analyses revealed slight divergences. Germination is favored by
elevated temperatures and shallow soil layers, and post-emergent chemical
control is most effective in young plants using carfentrazone, tiafenacil, and
diquat, with only diquat and tiafenacil maintaining high efficacy in plants with 26—
28 leaves.

Keywords: Biology, Genetics, Insulin Plant, Morphology, Taxonomy



ASPECTOS GERMINATIVOS, MORFOLOGICOS E GENETICOS DE Cissus
verticillata (L.) Nicolson & Jarvis E SUA RESPOSTA AO CONTROLE
Quimico

1. INTRODUGCAO

Cissus vetticillata (L.) Nicholson & C. E. Jarvis é uma planta da familia
Vitaceae (Rodrigues et al., 2014). As caracteristicas botanicas desta espécie
incluem habito de crescimento lianescente, presenca de gavinhas para
sustentacao, flores inconspicuas, frutos do tipo baga e sementes de coloragéo
escura (Souza e Lorenzi, 2019).

Cissus verticillata apresenta ampla distribuicdo geografica, ocorrendo em
diversas regides da América do Norte, Central e do Sul (Moraes et al., 2020). No
contexto brasileiro, essa espécie € amplamente disseminada, com registros em
todos os dominios ecoldgicos do territério nacional, de Norte a Sul do pais
(Picango e Lombardi, 2020). Esse fato se deve a excelente adaptacédo de C.
verticillata a diferentes regides do Brasil, aliada a facilidade de disseminacao,
através de passaros e propagacgao vegetativa, através de estaquia (Lameira et
al., 2022).

No Brasil, C. verticillata € conhecida popularmente como insulina-vegetal
(Martins et al., 2000), devido a sua comprovada atividade hipoglicemiante
(Souza e Guarim Neto, 2009). Além disso, a espécie € utilizada em outras
praticas medicinais, isoladamente ou em combinag¢do com outras plantas, como
no tratamento de sequelas de acidente vascular cerebral (Barbosa et al., 2002).
Estudos fitoquimicos identificaram diversos compostos bioativos, incluindo
taninos, triterpenos esteroidais, aminoacidos, lipidios e flavonoides (Lizama et
al., 2000). Paralelamente, C. verticillata também apresenta valor ornamental,
sendo empregada em jardinagem e paisagismo (Rojas-Sandoval, 2022).

Embora C. verticillata seja amplamente reconhecida por suas
propriedades medicinais e pelo uso ornamental, relatos recentes indicam seu
comportamento como planta daninha. Nos Estados Unidos, a espécie foi
registrada em pomares de laranja na Flérida desde os anos 2000 (Lombardi,
2000) e, mais recentemente, em pomares de liméo no México (Leopardi-Verde
et al., 2021). No Brasil, produtores de citros das regides norte e nordeste do

estado de Sao Paulo vém reportando a presencga da espécie desde 2023. Devido



ao seu habito trepador, a espécie pode atingir o topo do dossel e cobrir
completamente a planta hospedeira; mesmo quando cortada ao nivel do solo, a
parte aérea remanescente € capaz de desenvolver raizes aéreas direcionadas
ao solo e se restabelecer, inclusive sob condicbes de déficit hidrico (Christoffoleti
et al., 2023).

O manejo de C. verticillata, assim como de qualquer planta daninha,
requer estudos detalhados sobre sua biologia, abrangendo aspectos
morfolégicos, genéticos e germinativos, os quais sdo fundamentais para
compreender sua agressividade em ambientes agricolas (Santos, 2021; Aguiar
et al., 2022). Até o momento, nao foram documentados prejuizos substanciais a
agricultura brasileira atribuiveis a essa espécie, especialmente em citros,
embora sua ocorréncia recente indique expansao territorial em areas agricolas.
Além disso, a inexisténcia de registros de herbicidas disponiveis para o seu
controle nesta cultura (Agrofit, 2025) reforga o desafio do manejo. Por se tratar
de uma eudicotiledénea trepadeira, a principal dificuldade consiste em utilizar um
herbicida seletivo que consiga controlar a planta sem causar danos a cultura do
citros.

Diante desse cenario, o presente trabalho teve como objetivo avaliar
caracteristicas morfolégicas, genéticas e de estabelecimento de acessos de C.
verticillata, bem como identificar estratégias eficazes para seu manejo em citros.
Para isso, foram definidos os seguintes objetivos especificos:

a) Comparar diferengas morfoldgicas e na superficie foliar entre acessos;

b) Avaliar a similaridade genética dos acessos e inferir relacoes
filogenéticas com plantas previamente sequenciadas e identificadas do género
Cissus no GenBank;

c¢) Quantificar a produgao de cera por plantas dos diferentes acessos;

d) Determinar condi¢des ambientais que favorecem a germinagédo e
estabelecimento da espécie, incluindo temperatura, qualidade de luz e
profundidade de semeadura;

e) Avaliar a eficacia de herbicidas pds-emergentes registrados na cultura

de citros para o controle em estagios iniciais da planta.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Aspectos botanicos Cissus verticillata

Cissus verticillata € uma angiosperma eudicotiledénea pertencente a
familia Vitaceae, na qual o género Cissus €& 0 mais representativo,
compreendendo cerca de 350 espécies distribuidas em regides tropicais e
subtropicais (Lombardi, 2015). Na literatura, essa espécie é citada sob diferentes
sinbnimos taxonémicos, entre os quais C. sicyoides L., C. cordifolia L., Viscum
verticillatum L., Vitis sicyoides (L.), C. officinalis Klotzsch, C. canescens Lam., C.
compressicaulis Ruiz & Pav., C. latifolia Descourt., C. puncticulosa Rich. e C.
umbrosa Kunth (Lombardi, 2000). Quatro subespécies sao reconhecidas para
esse taxon, mas apenas C. verticillata subsp. verticillata ocorre no Brasil (Souza
e Lorenzi, 2019).

Do ponto de vista morfolégico, trata-se de uma liana, reconhecida por
apresentar folhas simples, pecioladas, inteiras, membranaceas a oblongas,
medindo de 4 a 7 cm de comprimento e 2,5 a 4,5 cm de largura, com limbo de
formato ovado, margem dentada, apice agudo e base truncada (Silva et al.,
2024). O caule é cilindrico a eliptico, de coloragédo verde, tornando-se verde-
acinzentado nas regides mais velhas, sobretudo na base (Oliveira et al., 2012).
Outra caracteristica das lianas, também presente em C. verticillata, é a presenga
de gavinhas opostas as folhas, geralmente cilindricas, verdes e variando entre
birramificadas ou simples (Silva et al., 2024). O sistema radicular € composto por
raizes primarias, secundarias e terciarias, de formato cilindrico e coloragcéo que
varia do amarelo palido ao marrom (Oliveira et al., 2012).

Os frutos sao carnosos, ovoides ou globosos, medindo cerca de 1 cm de
altura, com epiderme roxa a escura, contendo uma ou duas sementes em seu
interior (Hanan et al., 2009). Além das caracteristicas externas, a anatomia
também oferece parametros importantes para a classificagcdo da espécie.
Oliveira et al. (2012), destacaram a presenca de glandulas multicelulares
denominadas glandulas peroladas, observadas na face abaxial da nervura
central da lamina foliar, sendo estas estruturas, ricas em proteinas, 6leos e

acucares.



2.2. Distribuicao geografica e habitat

Cissus verticillata se destaca como espécie neotropical, ocorrendo na
América Central e do Sul, da Flérida a Argentina e ao Uruguai (Lombardi, 2000;
Rojas-Sandoval, 2022). No Brasil, ocorre em todos os dominios fitogeograficos,
Amazoénia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal, além de suas

diferentes fisionomias vegetais (Picango e Lombardi, 2020) (Figura 1).

-

Figura 1. Distribuicdo de Cissus verticillata no mundo. Fonte: Rojas-Sandoval,
2022.

As informagdes disponiveis sobre a época de producdo de Cissus
verticillata mostram que a espécie floresce e frutifica continuamente (Acevedo-
Rodriguez, 2005). Em alguns relatos na literatura, como na Cidade do México,
foi documentado florescimento de julho a outubro, enquanto a frutificagdo ocorre
de novembro a janeiro (Rojo; Rodriguez, 2002). A espécie apresenta ciclo perene
(Lombardi, 2007), o que contribui para sua persisténcia.

A ocorréncia de C. verticillata abrange muros e habitats ruderais préximos
a assentamentos humanos, além de florestas, cursos d’agua e areas agricolas
(French et al., 2003; Oliveira et al., 2012; Drobnik e De Oliveira, 2015). A
dispersdo ocorre de forma sexual, por sementes provenientes de frutos
carnosos, principalmente dispersos por aves, e de forma vegetativa, pelo

enraizamento de fragmentos de caule ou brotos quebrados (Rojas-Sandoval,



2022). A propagacgao vegetativa é facilitada por estacas de caules primarios e
secundarios, que brotam e enraizam facilmente, garantindo a colonizagao rapida
de novos locais (Oliveira et al., 2012).

A facilidade de adaptagao da espécie a diferentes ambientes permite a
formagdo de distintos ecétipos, que variam em formato de folha, grau de

pubescéncia e cor da flor (Lombardi, 2007).

2.3. Usos de Cissus verticillata

Cissus verticillata é popularmente conhecida como insulina-vegetal, uva-
brava, uva-do-mato ou parreira-brava, sendo amplamente utilizada no
tratamento e prevengdo de diversas doengas devido as suas caracteristicas
etnofarmacologicas (Franco-Mora et al., 2016). O uso medicinal da espécie
remonta ao século XVI, quando suas raizes comecaram a ser importadas para
a FEuropa com essa finalidade, sendo mencionada em registros
etnofarmacolégicos datados de 1582 e 1829 (Drobnik e De Oliveira, 2015).

Destaca-se o uso de Cissus verticillata no controle do diabetes tipo 2, em
razao de sua agao hipoglicemiante, geralmente administrada na forma de chas
obtidos por decocgéao ou infusdo das folhas (Acosta-Recalde et al., 2018; Moraes
et al., 2020). Além disso, a espécie € empregada no tratamento de doencas
cardiacas, taquicardia, hidropsia, tremores, e apresenta efeitos anti-
inflamatadrios, antiepilépticos, anti-hipertensivos, antitérmicos e antirreumaticos
(Lombardi, 2000; Berg, 2010).

Essas atividades farmacoldgicas estao relacionadas a presenca de
compostos secundarios, como alcaloides, flavonoides, esteroides, saponinas,
mucilagens, compostos redutores, taninos, triterpenos, aminoacidos, acidos
graxos, antocianinas e vitamina E (Feitosa et al., 2021; Lameira et al., 2022). Tais
metabdlitos estdo distribuidos por toda a planta, com maior concentragdo na
parte aérea (Oliveira et al., 2024). Idioblastos presentes no corpo vegetativo
secretam compostos fendlicos (especialmente taninos), 6leos essenciais e
polissacarideos, sendo estruturas-chave para as atividades farmacolégicas da
espécie (Oliveira et al., 2012).

Além do uso medicinal, C. verticillata tem se destacado em estudos de

alelopatia devido a alta producdo de metabdlitos secundarios, com potencial



para formulacdo de bioherbicidas (Oliveira et al., 2024). Linh et al. (2024)
demonstraram efeito inibitério dos extratos aquoso e etandlico das folhas sobre
Allium cepa, afetando germinagado, indice de velocidade de germinagdo e
crescimento radicular, especialmente no extrato etandlico. Os autores
constataram através do rastreamento fitoquimico a presenca de flavonoides,
polifendis, taninos e agucares, associados a atividade fitotoxica observada.

Por fim, espécies do género Cissus também possuem importancia
ornamental (Fernandes e Banu, 2012), incluindo a insulina-vegetal, amplamente

cultivada pela sua facilidade em recobrir muros e jardins (Lucena et al., 2024).

2.4. Cissus verticillata como invasora

Cissus verticillata tem sido relatada como espécie invasora em diferentes
ambientes, tanto agricolas quanto naturais, dentro e fora de sua area de
distribuicdo nativa (Rojas-Sandoval, 2022). E uma trepadeira de crescimento
acelerado que se apoia e envolve arbustos e arvores, podendo gerar impactos
negativos ao restringir o desenvolvimento das espécies suportes (French et al.,
2003; Smith, 2010; Salamah et al., 2025). De forma geral, plantas invasoras
podem modificar a composicao do solo, interromper processos ecoldgicos
naturais e degradar habitats, resultando na redugdo da biodiversidade e da
resiliéncia dos ecossistemas (Vila et al., 2011; Bellard et al., 2016).

Nos Estados Unidos, C. verticillata (anteriormente denominada C.
sicyoides) foi registrada em 2003 no Texas, em pomares de citros, onde
ocorreram floragao e frutificacdo (French et al., 2003). Os autores destacaram
que, nessas condi¢des, a semelhanca da folhagem verde-escura da espécie
com o dossel dos citros dificultava significativamente seu manejo. Na Costa Rica,
a espécie também foi reportada como invasora em areas de cultivo de abacaxi
(Brenes-Prendas e Aglero-Alvarado, 2007).

Além dos sistemas agricolas, C. verticillata também apresenta registros
em ecossistemas naturais. No México, por exemplo, é registrada como planta
daninha em parques urbanos (Salamah et al., 2025) e em areas de manguezal,
onde tem provocado alteragbes na estrutura da vegetacao (Valderrama et al.,
2025). Nessas formagbes, a espécie recobre copas e caules quase

integralmente, reduzindo a penetragao de luz solar e comprometendo processos


https://link.springer.com/article/10.1007/s11273-024-10028-x#ref-CR3

vitais como fotossintese, crescimento e sobrevivéncia das plantas utilizadas
como suporte (Valderrama et al., 2025). Como consequéncia, observa-se maior
mortalidade de individuos e dificuldades no estabelecimento de plantulas, além
da intensa competi¢cdo por agua e nutrientes, que limita o desenvolvimento da
vegetacao local, podendo culminar na morte por asfixia (Millan-Aguilar et al.,
2025).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Descrigao geral

Os experimentos foram conduzidos nas instalacbes do Laboratério de
Plantas Daninhas (LAPDA) do Departamento de Biologia da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista — UNESP,
localizada em Jaboticabal (21°14'34.2"S 48°17'35.4"W).

Plantas e frutos maduros de C. verticillata foram coletados em
propriedades produtoras de citros localizadas nas cidades de Jaboticabal,
Olimpia e Getulina, no periodo de fevereiro a abril de 2024, época
correspondente ao pico de frutificagcdo nas areas estudadas. As propriedades
foram selecionadas com base no histérico de infestagcado da espécie, conforme
ilustrado na Figura 2. Todas as coletas foram georreferenciadas (Tabela 1), e o

material-testemunho encontra-se depositado no Herbario JABU da Unesp/FCAV.

Tabela 1. Cidades, propriedades, coordenadas geograficas e codigos do

Herbario JABU das coletas de Cissus verticillata.

Aces Cidade Propriedade Localizagao Cod|99
so Herbario
y Olimpia. SP Fazenda Rio 20°52'10.3"S JABUOOO014

pia, Cortado 48°48'27.7"W 28
5 Getulina. SP Fazenda 21°46'13.3"S JABUOOO014
’ Tangara 50°08'59.7"W 27
Jaboticabal, 21°14'38.8"S JABUOO0O014
3 SP Unesp - FCAV 48°17'06.3"W 29
4 Olimpia. SP Fazendo Bela 20°44'35.5"S JABUOO0013
pia, Vista 48°50'55.0"W 28
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Figura 2. Distancia e localizagao geografica entre os acessos utilizados neste
estudo.

3.2. Material vegetal

Os frutos maduros foram acondicionados em sacos de papel devidamente
identificados, enquanto as estacas provenientes do caule herbaceo (reprodugao
vegetativa) foram transportadas ao LAPDA. No laboratério, os frutos foram
processados para a extracdo das sementes, de forma semelhante ao
procedimento utilizado para uvas. Em seguida, as sementes foram limpas,
separadas e armazenadas em camara fria, a uma temperatura de 10-13 °C, até
o momento de sua utilizagao nos diferentes ensaios.

As estacas coletadas no campo foram colocadas para enraizamento em
bandejas de mudas, cujas células estavam preenchidas com areia, e mantidas
em casa de vegetagao sob irrigagdo. Apds o enraizamento, as estacas foram
transplantadas para vasos com capacidade de 15 L, preenchidos com solo. As
plantas foram mantidas em uma area externa anexa ao LAPDA, expostas as

condigdes ambientais, obtendo-se, em média, 20 vasos com estacas por acesso.

Leaflet | © OpenStreetMap, ODD’:



3.3. Caracterizacao morfolégica e da superficie foliar
3.4. Analises morfoldgicas

Apos 120 dias do transplante das estacas para os vasos, conforme
descrito no item 3.2. foram avaliadas as seguintes caracteristicas biométricas
morfolégicas de cada: altura da planta (cm), didmetro do caule principal (cm) e
numero de folhas. Registros fotograficos foram realizados para auxiliar na

caracterizagao e diferenciacdo dos acessos.

3.5. Anadlises da superficie foliar — Microscopia eletronica de

varredura

As analises de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foram
realizadas no Laboratorio de Microscopia Eletrdbnica da UNESP — FCAV,
Jaboticabal. Para tanto, em 29/11/2024, foram selecionadas folhas
completamente expandidas, correspondentes ao terceiro par a partir do apice,
expostas a luz solar. As amostras foram coletadas de plantas adultas em estagio
vegetativo (média de 20-25 folhas por acesso), conforme descrito no item 3.2,
considerando todos os acessos estudados, com duas repeticdes.

Apos a coleta, fragmentos foliares de aproximadamente 1 cm? foram
retirados da regido central, adjacente a nervura principal, e da margem das
folhas de cada acesso. O material coletado foi imediatamente fixado em uma
solugao de glutaraldeido a 3%, preparada em tampéao fosfato 0,1 M (pH 7,2), e
mantido a 4 °C por 72 horas.

Posteriormente, o material foi lavado em solugao tampéao por trés vezes
para a completa remocéao do glutaraldeido. Em seguida, foi adicionado tetroxido
de 6smio a 1% por aproximadamente 16 horas. Apds esse periodo, a solugao foi
removida, e o material foi desidratado em série alcodlica progressiva nas
concentracbes de 30%, 50% e 70%, com cerca de 15 minutos em cada
concentragéo. O procedimento foi repetido com as concentragdes de 80%, 90%
e 100%, sendo esta ultima realizada trés vezes.

Na etapa seguinte, o material foi submetido a secagem por ponto critico.
As amostras foram entdo metalizadas com ouro em uma espessura de 30 nm

(Dentor Vacuum - DESK Il). Apds a preparacao dos stubs, foram capturadas
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imagens da superficie adaxial, abaxial e da margem das folhas dos acessos,
com o objetivo de visualizar a topografia da lamina foliar, estbmatos (densidade
estomatica), bordas e tricomas. As analises foram realizadas em um microscopio
eletrénico de varredura EVO MA 10 (Zeiss), operando a 15 kV, e as imagens
foram registradas com aumentos de 200x, 400x, 700x e 3000x.

As imagens foram posteriormente analisadas com o auxilio do software
ImageJ, por meio do qual se realizou a quantificacdo da densidade estomatica
em ambas as superficies foliares (1 mm?). Os resultados foram expressos em

valores médios, representados em numero/mm?2.

3.6. Analise genética
3.7. Extracao de DNA, PCR e sequenciamento

Foram coletadas cinco folhas jovens de C. verticillata de cada acesso das
plantas descritas no item 3.2, priorizando-se, em geral, a quarta folha
completamente expandida. O DNA foi extraido com o kit Qiagen DNeasy Plant
Mini, conforme instru¢des do fabricante. A integridade do DNA foi verificada por
eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v) em tampéao TBE 1X, corado com
agente ndo mutagénico a 90 V por 90 min.

As regides rps16 (intron), trnL-F (espacador intergénico) e regido ITS
foram amplificadas com os seguintes primers: rpsF e rpsR2 (Oxelman et al.,
1997), c e f (Taberlet et al., 1991) e CY1 e CY3 (WRIGHT et al., 2006),
respectivamente. As reac¢des de PCR foram preparadas com 25 uL de Ultramix
PCR Bio, 10 pmol de cada primer, 50 ng de DNA e agua até 50 pL.

O programa no termociclador GeneAmp PCR System 9600 (Thermo
Fisher Scientific) foi: desnaturagao inicial a 94°C por 5 min; 35 ciclos de 94 °C
por 1 min; 54°C por 1 min; 72 °C por 2 min; e extensao final de 72°C por 10 min.
Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit DNA Clean &
Concentrator™ (Zymo Research).

O sequenciamento foi realizado na plataforma ABI 3130xI, seguindo o

protocolo do kit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing.
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3.8. Analises filogenéticas
Sequéncias adicionais foram obtidas no NCBI (National Center for
Biotechnology Information) e organizadas em uma matriz filogenética. Espécies
do género Leea foram utilizadas como grupo externo. As sequéncias dos

acessos avaliados foram depositadas no GenBank (Tabela 2).

Tabela 2. Acessos obtidos do GenBank e acessos avaliados neste estudo para

os genes ITS, rps16 e trnL-F. O travessao (-) indica auséncia de sequéncia.

Espécie ITS rps16 trnL-F
Acesso 1 PV828335 PV848043 PV848047
Acesso 2 PV828336 PV848044 PV848048
Acesso 3 PV828337 PV848045 PVv848048
Acesso 4 PV828338 PVv848046 PV848050

Cissus adnata KT344592.1 JQ182640.1 KF591420.1
Cissus albiporcata — JQ182597.1 JF437304 .1
Cissus amazbnica KT344593.1 JX476549.1 JX476859.1
Cissus anisophylla — JX476550.1 AB235010.1

Cissus antarctica - JX4765511 EF179079.1
Cissus apendiculata JX313377.1 JX313407.1 JX313413.1
Cissus aphyllantha — JX476553.1 JX476862.1
Cissus araguainensis  JX313351.1 JX313383.1 JX313415.1
Cissus aralioides - JQ182610.1 JQ182554.1
Cissus assamica KF544863.1 JX476558.1 KF591418.1
Cissus auricoma - JX476561.1 JX476866.1
Cissus bahiensis JX313352.1 JX313384.1 JX313416.1
Cissus barbeyana - - KX131178.1
Cissus biformifolia — JX476562.1 -
Cissus blanchetiana JX313353.1 JX313385.1 JX313417.1

Cissus bosseri — KX131172.1 KX131174 .1
Cissus cactiformis — JX476563.1 JX476868.1
Cissus campestris JX313354.1 JX313386.1 JX313418.1
Cissus cardiophylla AY037902.1 JX476564.1 EF179080.1

Cissus cornifolia KT344595.1 JX476566.1 JF437308.1

Cissus decidua JX313357.1 JX313389.1 JX313419.1
Cissus descoingsii JX313356.1 JX313388.1 JX313420.1

Cissus diffusa - JX476569.1 JX476871.1
Cissus diffusiflora KT344596.1 JX476570.1 JX476872.1

Cissus discolor MW583104.1 JX476572.1 AB235011.1
Cissus duarteana JX313358.1 JX313390.1 JX313421.1

Cissus elongata KF544860.1 JX476573.1 KF591415.1
Cissus erosa JX313355.1 JX313387.1 JF437310.1



Cissus faucicola
Cissus floribunda
Cissus gongylodes
Cissus granulosa
Cissus hastata
Cissus heyneana
Cissus hypoglauca
Cissus incisa
Cissus integrifolia
Cissus javana
Cissus lanea
Cissus leucophlea
Cissus madecassa
Cissus microcarpa
Cissus microdonta
Cissus modeccoides
Cissus neei
Cissus nodosa
Cissus novemfolia
Cissus obliqua
Cissus oblonga
Cissus obovata
Cissus oliveri
Cissus paraensis
Cissus paullinifolia
Cissus penninervis
Cissus pentaclada
Cissus petiolata

Cissus phymatocarpa

Cissus pileata
Cissus pinnatifolia
Cissus polita
Cissus polyantha
Cissus producta
Cissus
pseudoguerkeana
Cissus
pseudoverticillata
Cissus pulcherrima

Cissus quadrangularis

Cissus quarrei
Cissus reniformis
Cissus repanda
Cissus repens

JX313359.1

AY037903.1

KX951348.1
KT344600.1

MW583103.1
JX313360.1
KF544882.1
JX313382.1
AY037904.1
MN511174.1
JX313361.1
JX313362.1
AF365982.1
AY037914.1

JX313379.1

KT344601.1

JX313363.1

JX313364.1
MW583102.1

AY037923.1
KF544867.1
KF544865.1

JX476576.1
JX476577.1
JX313391.1
JQ182590.1
AB234955.1
HQ214212.1
JX476583.1
AB234956.1
JQ182600.1
JQ182641.1
JX476586.1
JX476587.1
JX476588.1
JX476590.1
JX476591.1
JX313392.1
HQ214205.1
JX313412.1

JX476594.1
JX313393.1
JX313394.1

JQ182607.1
JQ182613.1
JX313409.1
JX476598.1

JQ182602.1
JX476601.1

JX313395.1

JX313396.1
JX313408.1

HQ214198.1
HM585806.1

JX476874.1
JX476875.1
JX476877.1
JX476878.1
AB235012.1
KF591419.1
JX476881.1
AB235014.1
JQ182551.1
JQ182580.1
JX476884.1
JX476885.1
JX476886.1
JX476887.1
JX476889.1
OR142765.1
JX313424.1
HQ214226.1
JX476890.1
EF179083.1
JX476891.1
JX313427.1
JX313426.1
EF179084.1
KX131175.1
JF437311.1
JQ182557.1
JX313433.1
JX476895.1
KX131176.1
JF437312.1

JX476896.1

JX476897.1

JX313429.1
KF591423.1
JX476899.1
EF179086.1
AB235015.1
EF179087.1
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Cissus rhodotricha
Cissus rhombifolia
Cissus rondoensis
Cissus rostrata
Cissus rotundifolia
Cissus rubiginosa
Cissus sagittifera
Cissus sciaphila
Cissus serroniana
Cissus simsiana
Cissus smithiana
Cissus spinosa
Cissus sterculiifolia
Cissus stipulata
Cissus striata
Cissus subtetragona
Cissus sulcicaulis
Cissus surinamensis
Cissus sylvicola
Cissus tiliacea
Cissus tiliifolia
Cissus tinctoria
Cissus trianae
Cissus trifoliata
Cissus trothae
Cissus tuberosa
Cissus tweediana
Cissus ulmifolia
Cissus verticillata 1
Cissus verticillata 2
Cissus verticillata 3
Cissus vetrticillata 4
Cissus vetrticillata 5
Cissus vetrticillata 6
Cissus vetrticillata 7
Cissus vetrticillata 8
Cissus verticillata 9
Cissus verticillata 10
Cissus verticillata 11
Cissus vinosa
Cissus welwitschii

Cissus wenshanensis

Cissus woodrowii
Leea indica

KF544869.1
JX313365.1

JX313367.1
AF365983.1
JX313368.1
OR199565.1
JX313370.1
JX313371.1

JX313381.1
JX313372.1
JX313373.1
MW583101.1
MW583100.1
AY998779.1
JX313374.1
KT344608.1
JX313375.1

AY037905.1

F544876.1

JX476609.1
JX476613.1
KX131170.1
AB234957 .1
JX476614.1
JX476616.1
JX476617.1
JX476619.1
JX313397.1
JX313398.1
JX313399.1

JQ182582.1
HM585807.1
JX313401.1
JX313402.1
JX476636.1
JX313411.1
KX131171.1
JX313403.1
JX476637.1
JX476638.1
JX476640.1
JX476641.1
JX313404.1
JX4766501
JQ1825891
JX4766491
JX4766481
JX4766441
JX3134051
JX4766471
JX4766461
JX4766451
JX4766431
HM5858081
JX476651.1
HM585809.1

JF437334.1

JX476903.1
JX476905.1
AB235016.1
KF591422.1
JX476907.1
JX476908.1
JF437316.1
JX313430.1
JX476910.1
KX131177 1
JX313435.1
EF179088.1
JX313436.1
JF437319.1
HM585947 .1
JX313438.1
JX313439.1
JX476924.1
JX313440.1
KX131173.1
JX313414.1
JX476925.1
JX476926.1
JF437318.1
JX476927.1
EF179089.1
JX476928.1
JQ182542.1
JX476933.1
JX476932.1
HM585948.1
JF437317 1
JX476931.1
JX476930.1
JX313443.1

EF179090.1
JX476934.1
HM585949.1
KF591425.1
HM585813.1

13
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Leea aculeata JN160911.1 AB235087.1 AB234978.1
Leea guineensis MW583087.1 JQ182549.1 JX476657.1

Alinhamentos de cada gene foram feitos no MAFFT v.7.53 (Katoh e
Standley, 2013) com parametros padrao. As regides cloroplastidias de rps16 e
trnL-F foram concatenadas no software MEGA4 (Tamura et al., 2007) e
analisadas em conjunto. O gene ITS foi analisado separadamente por ser
nuclear.

As anadlises filogenéticas foram conduzidas utilizando os métodos de
Maxima Verossimilhanga (ML) e Inferéncia Bayesiana (Bl). Para ML, foi utilizado
o IQ-Tree 2 (Trifinopoulos et al., 2016) com Ultrafast bootstrapping (1.000
pseudoréplicas) (Hoang et al., 2018). A BI foi realizada no MrBayes v.3.2.6
(Ronquist et al., 2012) utilizando MCMCMC: arvores iniciais aleatodrias, ~5%10°
geragdes, amostragem a cada 100 arvores, duas execug¢des com quatro cadeias
cada. As arvores foram consideradas apenas com stationary (<0,01),
descartando 25% das arvores iniciais (burn-in). O modelo GTR + G + | foi
selecionado pelo Critério de Informacao de Akaike (AlIC) (mrmodeltest; Nylander,
2004). As arvores foram editadas no iTOL v.4.0 (Letunic e Bork, 2019).

3.9. Distancia genética par a par

A matriz de distancia genética foi construida no PAUP* (Phylogenetic
Analysis Using Parsimony) a partir das sequéncias cloroplastidias (rps76 e trnL-
F) e nucleares (ITS) dos acessos de C. verticillata e espécies relacionadas. Os
alinhamentos de cada gene foram feitos no MAFFT v.7.53 (KATOH; STANDLEY,
2013) e convertidos para o formato NEXUS no ALTER (Alignment Transformation
Environment) (Glez-Pena et al., 2010).

A matriz utilizou o modelo de dois parametros de Kimura (K2P), sendo os
valores analisados para estimar a proximidade genética entre os acessos,

modelo o qual mais se ajustou aos dados.

3.10. Quantificagao de cera

A quantificagcao da cera foi realizada em oito folhas por acesso, coletadas
de plantas descritas no item 3.2, sendo a extragdo conduzida na folha inteira. A
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area foliar de cada folha foi determinada previamente a extracdo da cera,
utilizando o medidor de area foliar LI-COR, modelo LI-3100, e a massa fresca
destas foi obtida em balanga analitica com até quatro casas decimais. As
analises foram iniciadas 30 minutos apds a coleta das folhas.

A extracdo da cera epicuticular seguiu a metodologia descrita por
Hamilton (1995), com adaptagdes propostas por Wertz (1996). As folhas foram
destacadas das plantas e imersas por 30 segundos em 100 mL de cloroférmio,
em béqueres, com agitacdo suave para evitar danos as células foliares. Em
seguida, a solugao contendo cloroférmio e ceras foi transferida para frascos de
80 mL de massa previamente conhecida e deixada em temperatura ambiente até
completa evaporacao do solvente.

Os frascos foram entdo pesados em balanca analitica com precisao de
0,0001 g, e a quantidade de cera foi expressa em microgramas por centimetro

quadrado de area foliar (ug/cm?) e em ug/massa fresca (g) das folhas.

3.11. Aspectos germinativos de Cissus verticillata

Considerando a infestagdo e disponibilidade de material vegetal para
coleta, foi padronizado um Unico acesso para 0s ensaios subsequentes de
germinagao e controle. Para isso, optou-se pelo acesso 4, proveniente da
Fazenda Bela Vista, localizado no municipio de Olimpia (SP).

Previamente aos testes de germinagdo, foram realizadas analises
biométricas das sementes de C. verticillata coletadas, como a medicdo do
diametro com o auxilio de um paquimetro (mm), utilizando uma amostra de 50
sementes. As sementes foram separadas aleatoriamente a partir de uma
amostra composta e utilizadas para a determinacdo da massa de mil sementes
(MMS), com base em dez subamostras de 100 sementes. A partir dessas,
aliquotas de 50 sementes foram utilizadas por repeticao dos testes, conforme os
procedimentos descritos por Brasil (2009). A média do MMS obtida foi de 28,4 g.

Por fim, foram registradas todas as fases do processo germinativo com o
auxilio de uma lupa, desde a ruptura do tegumento até a formagédo dos dois

primeiros cotilédones.
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3.12. Influéncia da temperatura na germinacao

O ensaio seguiu um delineamento inteiramente casualizado com quatro
tratamentos (T1-25°C, T2- 30 °C, T3- 35 °C diurno/30 °C noturno e T4- 35°C) e
cinco repeticdes. As unidades experimentais consistiram em uma caixa plastica
gerbox (11x11x3,5 cm), sendo que em cada gerbox foi semeada 25 sementes.
As sementes foram colocadas sobre uma camada areia umedecida com agua
destilada e comprimidas contra a superficie da mesma. O experimento foi
conduzido em incubadoras do tipo CDG (Camara de Germinagao) reguladas
para fotoperiodo de 16/8 h de luz/escuro, respectivamente, com irradiancia de *
52 uMol m2 s, seguindo procedimento descrito para uva (também Vitaceae) por
Val et al. (2010) e para C. verticillata (Silva et al., 2007), uma vez que nao existe
protocolo padrao descrito nas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009)
para esta espécie.

O numero de sementes germinadas foi registrado diariamente, sendo
encerrado o experimento apos o estabelecimento de uma semana sem nenhuma
semente germinada. As sementes foram consideradas germinadas quando
apresentaram a emiss&o de no minimo 2 mm de radicula (Lima et al., 1993). As
sementes que ndao germinaram foram submetidas ao teste de tetrazdlio (Brasil,
2009).

Foram avaliados o percentual de germinagao (%G) e indice de velocidade
de germinagéao (IVG) (BrasiL, 2009). Para o calculo do indice de velocidade de
germinacao foi utilizado a metodologia de Maguire (1962), Equacéo (I):

() IVG=N_1/D_1+N_2/D 2 +---+N_n/D_n
Onde: IVG = indice de velocidade de emergéncia;
N = numeros de plantulas verificadas no dia da contagem;

D = numeros de dias apds a semeadura em que sera realizada a contagem.

3.13. Influéncia da qualidade da luz incidente na germinagao

Para este ensaio, foi padronizada a temperatura 6tima para germinacgao
mais rapida, obtida no ensaio anterior através do maior IVG e %G, equivalente
a 35°C. Dessa forma, o ensaio seguiu um DIC composto por cinco tratamentos
(T1-vermelha (590-630nm), T2-azul (440-450nm), T3-verde (520-530nm), T4-



17

branca (440-495nm) e T5-auséncia de luz (Onm)) e cinco repetigdes. As unidades
experimentais consistiram em uma caixa plastica gerbox (11x11x3,5 cm), sendo
que em cada gerbox foi semeada 25 sementes.

Os filtros foram preparados com papel celofane de diferentes cores,
correspondentes aos tratamentos, sendo utilizado papel celofane transparente
(luz branca) como testemunha. Cada filtro foi fixado hermeticamente sobre
caixas plasticas do tipo gerbox, assegurando isolamento 6ptico das sementes
em germinagao. A caracterizagao espectral da luz transmitida por cada filtro foi
realizada com auxilio de um espectrorradibmetro SpectraPen (modelo SP),
obtendo-se os valores de densidade de fluxo de fétons, irradiancia e iluminancia

por faixa de comprimento de onda (Tabela 3).

Tabela 3. Parametros espectrais registrados pelo espectrorradidmetro para os

diferentes tratamentos, com base nos comprimentos de onda adotados.

. Fluxo de in s . s
Faixa L Irradiancia lluminancia
Tratamento fotons (umol -

(m) T (Wm) (lux)
Vermelho 590-630 42 0,80 184,6
Azul 440-450 2,1 0,49 143,9
Verde 520-530 2,8 0,63 262.,4
Branca 440-595 12,7 2,69 924 4
Escura — — — —

As sementes foram dispostas sobre areia umedecida com agua destilada
2,5 vezes a massa das sementes. O experimento foi realizado em uma
incubadora do tipo CDG.

Os registros de germinacéo foram realizados diariamente, contando-se o
numero de sementes germinadas, com o propdsito de determinar a taxa de
germinagao ao longo da duragdo do experimento. As sementes que nao

germinaram foram submetidas ao teste de tetrazdlio (BrasiL, 2009).
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3.14. Influéncia da profundidade de semeadura na germinacao e

emergéncia

O ensaio seguiu um delineamento inteiramente casualizado (DIC)
composto por cinco tratamentos correspondendo a profundidades de deposi¢ao
das sementes de C. verticillata (T1-1; T2-3; T3-5; T4-7; T5-10 cm) e cinco
repeticdes. As unidades experimentais foram compostas por vasos de 3 litros
que foram preenchidos com solo peneirado e retirado da camada aravel (0-20
cm) de um Latossolo Vermelho Escuro em mistura com areia na proporgao de
2:1 (v:v) (Tabela 4).

Tabela 4. Analise quimica de uma amostra do solo utilizado no experimento.

Soma
H+AI
pH MO. P S Ca Mg K Al Bases CTC V% m%
SMP S.B.
CaClz gdm?® -—-mgdm3-- cccecceeen mmolc dm3--meameme---
6,0 12 21 13 21 10 23 0 18 328 51 64 O

Os vasos foram mantidos em casa-de-vegetagcdo, com irrigagéo
controlada para manter a umidade do solo e assegurar o0 processo de
germinagao das sementes. Apos a semeadura nas diferentes profundidades, foi
realizada a irrigagdo para que a superficie do solo fosse homogeneizada e
pressionada, visando melhorar o contato das sementes com o solo.

A emergéncia da planta daninha foi avaliada diariamente até o 95° dia
apos o plantio (DAP). Foram avaliados o percentual de emergéncia (%E) e indice
de velocidade de emergéncia (IVE) (Brasil, 2009). O calculo para IVE é
semelhante ao demonstrado no item 2.5.1. (Equacgédo 1). Nessa ocasiao,
procurou-se recuperar as sementes nao germinadas, que foram submetidas ao
teste de tetrazolio (Brasil, 2009).

3.15. Controle em pés-emergéncia

Para este experimento, foram utilizadas exclusivamente sementes do
acesso 4 (Olimpia, Sao Paulo), devido a [disponibilidade de material vegetal para

coleta.
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Dessa forma, o experimento de controle quimico foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com oito tratamentos e cinco
repeticdes, sendo aplicados em dois estadios fenoldgicos, conforme descrito na
Tabela 5.

Tabela 5. Descrigao dos tratamentos com herbicidas pos-emergentes.

Tratamentos Ingrediente Ativo (i.a.) c Nome. Dose (1g*|.a. har

omercial )

T1 Saflufenacil Heat 70

T2 Tiafenacil ConfianteBR 118,65

T3 Carfentrazone Aurora 50

T4 Glifosato Zapp QI 620 2160

T5 Glufosinato de amoénio Finale 400

T6 Diquat Reglone 500

T7 Chlorimuron Classic 20

T8 Testemunha - -

*Adicao de 0,5% de 6leo Assist na calda de pulverizagéo, conforme necessidade. Todas as doses
utilizadas foram baseadas na recomendacdo do controle de plantas daninhas eudicotiledéneas

na cultura dos citros, conforme recomendacgéao do fabricante (Agrofit, 2025).

As unidades experimentais foram constituidas de vasos de polietileno com
capacidade para 3 L que foram preenchidos com substrato comercial da marca
Bioplant ® (composto por turfa de Sphagnhum, fibra de coco, casca de arroz,
casca de Pinus, vermiculita, gesso agricola, carbonato de calcio, magnésio,
termofosfato magnesiano (Yoorin) e aditivos (fertilizantes)). As sementes foram
semeadas a uma profundidade de 3 cm e quando atingiram uma média de 4-6
folhas/planta e 26-28 folhas/planta foram realizadas as aplicacbes dos
tratamentos descritos na Tabela 5. Em seguida, os vasos foram mantidos na area
anexa do laboratoério, exposto as condi¢cdes climaticas ambientais, sendo os
dados meteoroldgicos extraidos do acervo da area de Agrometeorologia do
Departamento de Ciéncias Exatas da UNESP/FCAV (Figura 3).
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Figura 3. Médias semanais de temperatura e precipitagcdo para o ensaio de
controle em pds-emergéncia no periodo de 18 de novembro de 2024 a 29 de
janeiro de 2025. Fonte: Estacdo Agroclimatologica da FCAV (2025).

Os tratamentos foram aplicados com um pulverizador costal pressurizado
com COg2, provido de barra de pulverizagdo contendo dois bicos tipo leque Teejet
110.02 e com volume de aplicagdo de 200 L ha'. As condigbes ambientais
durante a aplicacao, temperatura, umidade relativa do ar e velocidade do vento
foram registradas com auxilio de um termo-higroanemoémetro, sendo: 26,6 °C,
55% UR e 0 ms™, respectivamente.

Foram realizadas avaliacbes aos 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 e 56 dias apos
a aplicacao (DAA) da porcentagem de controle por meio de notas visuais,
baseadas nos critérios da ALAM (1974), que utiliza uma escala percentual em
que 0 corresponde a auséncia de controle e 100% a morte das plantas. Aos 56
dias, as plantas remanescentes foram avaliadas quanto a altura (cm) e ao
numero de folhas. Em seguida, foram cortadas rente ao solo e levadas a uma
estufa com circulagdo de ar forgcado a 65°C por 96 horas, para obtencao da

massa seca da parte aérea.

3.16. Analises estatisticas

Todos os dados obtidos nos experimentos de morfologia, germinagao e
controle foram inicialmente submetidos a verificagdo da normalidade pelo teste
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de Shapiro-Wilk (p > 0,05) e da homogeneidade das variancias pelo teste de
Bartlett (p > 0,05). Apds a confirmagao desses pressupostos, os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F, utilizando o software R
(R Core Team, 2021).

Os dados de morfologia, incluindo altura das plantas (cm), didametro do
caule principal (cm), area foliar (cm?) e densidade estomatica obtida por
microscopia eletrénica de varredura (nimero de estdmatos/mm?), foram
comparados pelo teste de tukey ao nivel de 5% de significancia.

Os dados do indice de velocidade de germinacéo (IVG), nos ensaios de
temperatura e qualidade de luz, e do indice de velocidade de emergéncia (IVE),
nos ensaios de profundidade, foram submetidos a analise de variancia (ANOVA).
Quando constatado efeito significativo, ajustaram-se curvas de regresséo ao
modelo logistico n&o linear proposto por Streibig (1988), conforme a Equacao ll,

utilizando o software SigmaPlot:

1

a:y =

1+exp(—x;cb) '

Em que y é a variavel resposta, x € o numero de dias acumulados, a
representa a amplitude entre os valores maximo e minimo da variavel, b € o
ponto de inflexdo da curva correspondente ao numero de dias necessarios para
atingir 50% da resposta, e c é a declividade da curva ao redor de b.

A porcentagem de germinagao (%G) foi analisada por comparagéo de
médias pelo teste de tukey a 5% de probabilidade, quando os tratamentos foram
qualitativos (temperatura e qualidade de luz), e por regressdo quando
quantitativos (profundidade de semeadura).

Para o experimento de controle, a porcentagem (%) de controle foi
analisada pelo modelo fatorial dias x tratamento, enquanto os parametros
biométricos (altura da planta (cm), numero de folhas e massa seca da parte
aérea (g)) foram comparados apenas entre os tratamentos. Quando apropriado,

as médias foram comparadas pelo teste de tukey ao nivel de 5% de significancia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Analises morfolégicas

A caracterizagdo morfolégica dos acessos de Cissus verticillata nao
apresentou diferengas significativas entre os caracteres analisados, abrangendo
aspectos macroscopicos, como tipo de folha, flores, frutos e estruturas de
fixagcdo, como gavinhas (Figuras 4, 5, 6 e 7), conforme descrito previamente na
literatura (Lombardi, 2000; Rzedowski, 2001; Rzedowski, 2005; Oliveira et al.,
2012; Souza e Lorenzi, 2019).

Todos os espécimes analisados apresentaram habito lianescente (Figuras
4a, 5a, 6a e 7a), com gavinhas de coloragao verde, dispostas em posi¢cao oposta
as folhas e atuando como estruturas de fixacdo (Figuras 4a, 5c, 6¢ e 7c). As
folhas sédo simples, pecioladas, de limbo cordiforme, com apice acuminado e
base cordada, margens dentadas e lamina inteira, localizadas alternas (Figuras
4b, 5b, 6b e 7c). Em alguns acessos (2 e 3), observou-se a emissao de raizes
aéreas (Figuras 5d e 6d), caracteristica que, em condigdes de campo, confere
agressividade a espécie em funcédo da dificuldade na retirada manual das
plantas.

A inflorescéncia é classificada como corimbiforme, composta por flores
pequenas, pouco vistosas e de coloragdo brancas a amarelas, encontrando-se
localizadas opostas as folhas (Figuras 4c, 5e, 6f e 7d). Os frutos sdo do tipo
baga, inicialmente verdes e medindo em média 4 mm (Figuras 3d, 4f e Se).
Quando maduros, tornam-se carnosos, com cerca de 5 mm de diametro,
coloragao roxo-enegrecida e apresentam uma unica semente no interior (Figuras
4d e 7e).
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90 cm

Figura 4. Registros fotograficos do acesso 1 de Cissus verticillata — localizagdo: Fazenda Rio Cortado. a) planta inteira; b) detalhes

da folha e suas margens dentadas; c) inflorescéncia; d) frutos imaturos e em inicio de maturagéo. Fonte: autoria propria.
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Figura 5. Registros fotograficos do acesso 2 de Cissus verticillata — localizagdo: Getulina. a) planta inteira; b) detalhe da folha e

suas margens dentadas; c) presenga de gavinhas; d) raizes aéreas; e) inflorescéncia; f) frutos imaturos. Fonte: autoria propria.
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Figura 6. Registros fotograficos do acesso 3 de Cissus verticillata — localizagao: Jaboticabal, UNESP. a) planta inteira; b) detalhe da
folha e suas margens denteadas; c) presenca de gavinhas; d) raizes aéreas; e) frutos imaturos; f) inflorescéncia. Fonte: autoria

prépria.
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Figura 7. Registros fotograficos do acesso 4 de Cissus verticillata— localizagéo: Olimpia, Fazenda Bela Vista. a) planta inteira; b)
detalhes da folha e suas margens dentadas; c) presenga das gavinhas; c) inflorescéncia; d) inflorescéncia; e) frutos maduros. Fonte:
autoria propria.
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Apos 120 do transplantio das estacas, caracteristicas biométricas dos
acessos, como altura da planta, didmetro do caule e area foliar, também nao
apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os acessos
(Figuras 8a, 8b e 8c). Os valores observados variaram de 153 a 220 cm para
altura, de 0,34 a 0,48 cm para diametro do caule e de 13,45 a 22,00 cm? para

area foliar, indicando uniformidade entre os individuos analisados.
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Figura 8. Caracteristicas biométricas dos acessos de Cissus verticillata aos 90 dias apos o transplantio: a) altura (cm); b) didmetro
do caule (cm); c) area foliar (cm?). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, segundo o teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.



29

Portanto, ndo foram observadas diferengas morfologicas entre os acessos
de C. verticillata avaliados neste estudo, indicando alta similaridade fenotipica.
Entre as caracteristicas analisadas, destacam-se atributos intrinsecos que
contribuem para seu potencial invasivo, especialmente em pomares de citros,
como o habito trepador e a presenga de gavinhas, que permitem escalar plantas
e estruturas proximas (Acevedo-Rodriguez e Strong, 2012). Destaca-se que
essa especie, dependendo das condigdes, pode atingir até 10 metros de
comprimento (Acevedo-Rodriguez, 2005).

Outro aspecto de importancia refere-se a formacgao de raizes adventicias,
pois lianas cortadas no dossel podem emitir raizes em diregdo ao solo, capazes
de se restabelecer (Pettit, 2016), como ja reportado para essa espécie aqui no
Brasil (Christoffoleti et al., 2023). Em pomares de citros, o rapido crescimento e
a alta densidade do dossel promovem sombreamento intenso, prejudicando
outras espécies e, em casos extremos, podendo levar a morte das plantas por
competigado por luz, em fungcao da area fotossintética da cultura e, também, por
recursos do meio, como agua, nutrientes e espaco (Drobnik e De Oliveira, 2015).
Situagbes semelhantes foram registradas em pomares da Flérida e em
ecossistemas riparios, onde C. verticillata sufocou espécies como Quercus
virginiana (carvalho-vivo), Salix nigra (salgueiro-negro) e Carica papaya
(mamao) (French et al., 2003).

4.2. Microscopia Eletrénica de Varredura

As analises em microscopia eletronica de varredura demonstraram que a
epiderme dos quatro acessos de C. verticillata € recoberta por uma cuticula
ornamentada com estriagcdes, apresentando estbmatos em ambas as faces
foliares, caracterizando a espécie como anfiestomatica, com estdbmatos do tipo
anomocitico (Figuras 9, 10, 11 e 12).

No acesso 1, tricomas tectores foram observados proximo das margens
foliares (Figura 8G), além de estdmatos proximos a essas regides e a nervura
mediana, bem como deposi¢cao de cera epicuticular (Figura 9B, 9C, 9E e 9F). No
acesso 2, nao foram registrados tricomas na superficie foliar, sendo observados
apenas estdmatos distribuidos em ambas as faces (Figura 10). No acesso 3,

tricomas glandulares multicelulares foram identificados na face adaxial,
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associados a regidao estomatica, além da presenca de tricomas tectores
préximos as margens das folhas (Figuras 11A e 11G). Ja no acesso 4, nao foram
observados tricomas, destacando-se a ocorréncia de estdmatos distribuidos em
toda a superficie foliar (Figuras 12B e 12E).

Quanto a analise da densidade estomatica, verificou-se variagdo entre os
acessos de C. verticillata. Na face adaxial, o acesso 4 apresentou a maior
densidade (140 estdmatos/mm?), estatisticamente igual aos acessos 2 (94,60
estdbmatos/mm?) e 3 (61,66 estbmatos/mm?), enquanto o acesso 1 apresentou o
menor valor (Figura 13a). Na face abaxial, o acesso 1 manteve a menor
densidade (34,43 estdbmatos/mm?), diferenciando-se dos demais. O acesso 3
destacou-se com o maior numero de estdmatos (461,67 estdmatos/mm?),
enquanto os acessos 2 e 4 apresentaram-se estatisticamente iguais (142,75 e
140,01 estdbmatos/mm?, respectivamente) (Figura 13b).

As caracteristicas morfoanatdomicas da superficie foliar de C. verticillata ja
foram reportadas em estudos etnofarmacoldgicos, nos quais suas folhas foram
descritas como anfiestomaticas, apresentando estdmatos anomociticos e
cuticula estriada recobrindo as células estomaticas (Oliveira et al., 2012; Gondim
et al.,, 2019). Essas caracteristicas conferem particularidades funcionais
relacionadas ao controle da transpiracao e a protecao da superficie foliar (Taiz e
Zeiger, 2021).

Além disso, a presenga de tricomas tectores ja foi descrita tanto em
espécies do género Cissus (Navarro, 2009) quanto especificamente em C.
verticillata (Oliveira et al., 2012). Tais estruturas desempenham papel importante
na protegcdo contra fatores externos adversos, incluindo herbivoria, patégenos,
excesso de radiagdo solar, altas temperaturas e perda excessiva de agua,
atuando como um mecanismo adaptativo (Callow et al., 2000). A presenca de
tricomas glandulares, conforme observado para o acesso 3 (Figura 11A), esta
relacionada a uma defesa quimica através da liberagao de substancias lipofilicas
(Valkama et al., 2003).

A adaptacao de C. verticillata em regides de clima quente, como a regido
Noroeste do estado de Sao Paulo, pode estar diretamente associada aos
atributos morfolégicos previamente descritos, em combinagao com as condigbes
ambientais locais, caracterizadas por temperaturas maximas médias diarias

acima de 30 °C, sendo outubro o més mais quente, e precipitagdo anual média
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em torno de 1.200 mm (Estagdo Meteorologica/Fcav, 2025). Em particular, o
carater anfiestomatico das folhas, com maior densidade estomatica na epiderme
abaxial, constitui uma estratégia adaptativa de plantas expostas a plena radiagao

solar (Wall et al., 2022), permitindo otimizag&o da fotossintese por meio de maior

eficiéncia na troca gasosa e contribuindo simultaneamente para a regulagao da
perda hidrica (Pan et al., 2022).

Figura 9. Caracterizagao foliar de Cissus verticillata — acesso 1, localizacao:
Olimpia, SP, Fazenda Rio Cortado. (A—C) Face adaxial; (D—F) Face abaxial; (G—
[) Margem foliar. Legenda: Es — Estdomato; COE — Cuticula ornamentada
estriada; TT — Tricomas tectores multicelulares; CE — Cera epicuticular; MD —

Margem dentada; NM — Nervura mediana.
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Figura 10. Caracterizacao foliar de Cissus verticillata — acesso 2, localizagao:
Getulina, SP, Fazenda Tangara. (A—C) Face adaxial; (D—F) Face abaxial; (G-I)
Margem foliar. Legenda: Es — Estomato; COE — Cuticula ornamentada estriada;

MD — Margem dentada; NM — Nervura mediana.
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Figura 11. Caracterizacao foliar de Cissus verticillata — acesso 3, localizacao:
Jaboticabal, SP, UNESP. (A—C) Face adaxial; (D—F) Face abaxial; (G—I) Margem
foliar. Legenda: Es — Estdmato; COE — Cuticula ornamentada estriada; TT —
Tricomas tectores multicelulares; TG — Tricoma glandular; MD — Margem

dentada; NM — Nervura mediana.
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Figura 12. Caracterizacao foliar de Cissus verticillata — acesso 4, localizagao:
Olimpia, SP - Fazenda Bela Vista. (A—C) Face adaxial; (D—F) Face abaxial; (G—
[) Margem foliar. Legenda: Es — Estdomato; COE — Cuticula ornamentada

estriada; MD — Margem dentada; NM — Nervura mediana.
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Figura 13. Densidade estomatica da superficie adaxial (a) e abaxial (b) para cada acesso de Cissus verticillata.
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4.3. Analises filogenéticas e distancia par a par

As analises filogenéticas baseadas nos marcadores cloroplastidiais (rps716
e trnL-F concatenados) confirmaram que os acessos estudados pertencem ao
complexo C. verticillata, mas ndo formaram um grupo monofilético (Figura 14). A
inferéncia bayesiana e a maxima verossimilhanca resultaram em uma arvore
bem suportada, com elevados valores de probabilidade posterior (PP = 100) e
bootstrap ultrarrapido (UF = 99) nos grupos internos. Entre si, os acessos
apresentaram um arranjo parafilético. No entanto, ao serem comparados com as
sequéncias de C. verticillata depositadas no NCBI (C. verticillata 7, 8, 9 e 10), o
conjunto passou a configurar uma disposicao polifilética (PP=66; UF=57) (Figura
14), sugerindo diversidade genética entre populacdes de diferentes localidades.

A distancia genética na andlise do marcador frnL-F reforcou essa
homogeneidade entre os acessos, uma vez que todos compartilharam
sequéncias idénticas (d = 0,00000) (Figura 16a; ver Apéndice | para a matriz
completa). Apesar da separagao geografica e da presenca do Rio Tieté na regido
(Figura 2), o marcador rps16 indicou alta similaridade genética entre os acessos
1, 2 e 4, com distancia nula (d = 0,00000). J&a o acesso 3 apresentou uma
pequena diferenciacao em relagao aos demais, com distancias variando entre d
=0,00230 e d = 0,00244 (Figura 16b; ver Apéndice Il para a matriz completa).

A analise do marcador nuclear ITS também indicou relacédo préxima entre
os acessos estudados e sequéncias de C. verticillata do GenBank. A arvore
filogenética mostrou que os acessos formam entre si um clado monofilético
exclusivo (PP = 90; UF = 70), inserido em um agrupamento mais amplo
polifilético para o taxon C. verticillata, que inclui C. verticillata 1 e 2 e outras
espécies, como C. pseudoveticillata, C. assamica e C. amazonica (PP = 67; UF
= 54) (Figura 15).

A matriz de distancia genética para o marcador ITS reforca essa
proximidade, com baixa diferenciagao entre os acessos (d = 0,00678-0,02865)
(Figura 16¢; ver Apéndice lll para a matriz completa). A menor distancia genética
foi entre os acessos 3 e 4 (0,00678), enquanto a maior ocorreu entre 0s acessos
1 e 4 (0,02865).

Embora os individuos apresentem elevada similaridade fenotipica, as

analises genéticas revelaram variagdes sutis, observadas pelos agrupamentos
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nos cladogramas e pelas disténcias par a par. Tais diferencas podem estar
relacionadas a mutagdes e processos de diferenciagado genética, refletindo as
suas formas de reproducdo. Nas areas de citros avaliadas, os individuos se
originaram majoritariamente por reproducdo sexuada, em um cenario de
ornitocoria favorecida pelos frutos carnosos e atrativos as aves (Smith, 2010).
Esse mecanismo nao apenas assegura o fluxo génico, como também sustenta
a hipétese de polifilia e a ocorréncia de multiplos ecétipos adaptados a diferentes
condigbes ambientais (Rodrigues et al., 2014; Liu et al., 2013).

Na filogenia, o género Cissus n&o é monofilético. Estudos anteriores
mostraram polifilia em varias espécies, incluindo C. antarctica, C. hypoglauca e
C. oblonga (Rossetto et al., 2002; Soejima e Wen, 2006; Wen et al., 2007; Liu et
al., 2013; Rodrigues et al., 2014), possivelmente relacionada a diversidade
morfolégica e a ampla distribuicdo geografica (~350 espécies distribuidas na
Africa, Américas, sul da Asia, Australia e Nova Guiné) (Lombardi, 2000; Wen et
al., 2018). Nesse contexto, C. verticillata se insere no clado central do género,
corroborando a congruéncia entre dados moleculares e delimitagdes cladicas
propostas anteriormente (Liu et al., 2013).

Dentro de analises filogenéticas, marcadores cloroplastidiais, como rps16
e 0 espacador intergénico trnL-F, sdo considerados mais conservados e,
portanto, adequados para comparagcdes em niveis taxondmicos mais amplos
(Senapati et al., 2023). Em contraste, o marcador nuclear ITS apresenta maior
variabilidade e tem sido amplamente empregado em discriminagdes
intraespecificas e estudos populacionais (Yang et al., 2023). Essa discrepancia
reflete a baixa variagdo intraespecifica caracteristica dos genomas
cloroplastidiais (Islam et al., 2022), em oposi¢do a maior taxa de mutagao de
regides nucleares, o que ressalta a necessidade de utilizar multiplos marcadores
para uma avaliacdo taxondmica mais detalhada.

No presente estudo, os marcadores cloroplastidiais demonstraram
elevada similaridade entre os acessos, inclusive com sequéncias idénticas para
trnL-F, evidenciando seu carater conservado e baixa capacidade de
discriminagdo em nivel intraespecifico. Por outro lado, o ITS revelou maior
variagcao genética entre os acessos de C. verticillata, com distancias genéticas
variando entre d = 0,00678 e d = 0,02865 (Figura 16c; Apéndice Ill), o que

permitiu identificar padrdes de diferenciacdo populacional ndo observados pelos
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marcadores cloroplastidiais. Além disso, a arvore Bayesiana baseada em ITS
evidenciou a formacédo de um clado monofilético exclusivo para os acessos
analisados (Figura 15), ainda que com padrao polifilético em relagdo a outros
representantes do complexo C. verticillata. Este fato pode estar associado a
formagao de agrupamentos em fungcédo da origem geografica ou de populag¢des
especificas da espécie, refletindo a diversidade genética intraespecifica (Alvarez
e Wendel, 2003).
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Figura 16. Mapas de calor gerados a partir das matrizes de distdncia par a par, apresentando apenas as espécies e acessos de
Cissus verticillata mais proximos com base nas arvores filogenéticas. Foram utilizados os genes cloroplastidiais trnL-F e rps16, e o
gene nuclear ITS. A matriz completa encontra-se disponivel nos Apéndices |, Il e lIl.
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4.4. Quantificagcao de cera nas folhas

Quanto a analise de cera nas folhas, observou-se que o acesso 3,
proveniente de Jaboticabal (SP), apresentou a maior concentragdo, com
aproximadamente 235,29 ug/cm? e 7871,84 ug/g de massa fresca da folha,
diferindo dos demais acessos. Os acessos 1, 2 e 4 ndo diferiram estatisticamente
entre si, mantendo-se em valores médios entre 95 e 128 ug/cm? (Figura 17a e
17b).

A determinacdo dos teores de cera em folhas de plantas daninhas auxilia
na compreensao da absorcdo de herbicidas, pois em aplicagdes de pos-
emergéncia as folhas sao a principal via de entrada, enquanto a cuticula atua
como barreira ao movimento dos compostos hidrofilicos (Viana et al., 2010).
Essas ceras, compostas predominantemente por substancias hidrofobicas,
atuam como barreiras a absor¢do, sendo sua composi¢cdao e quantidade
influenciadas pela espécie, pelas condigdes ambientais e pelo estadio de
desenvolvimento das folhas (Chachalis et al., 2001).

Estudos anteriores indicam que a maioria das espécies apresenta
concentragbes de cera entre 10 e 200 ug/cm? (Trezzi et al., 2020), faixa que
correspondeu aos acessos 1, 2 e 4 no presente estudo. No entanto, o acesso 3
apresentou valores superiores, proximos aos ja descritos em espécies como
Sorghum halepense, que pode ultrapassar 300 ug/cm? (Mcwhorter, 1993).

Além disso, destaca-se a importancia do manejo de plantas daninhas em
estadios iniciais de desenvolvimento, devido a menor deposi¢cao de cera
epicuticular, o que favorece maior absorgcdo do produto e eficiéncia do controle
(Files et al., 2024). Resultados semelhantes foram observados para Euphorbia
heterophylla (leiteiro), em que o controle eficaz com glifosato foi obtido com a
dose de 698 g e.a. ha™ aplicada nos estadios iniciais, enquanto em fases mais
avangadas, como o florescimento, houve redugéao significativa da eficacia (Lati
et al.,, 2019).
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Figura 17. Quantidade de cera em ug/cm? (a) e cera ug/massa fresca (g) das folhas (b) nos diferentes acessos de Cissus verticillata

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade.
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4.5. Aspectos germinativos

As sementes de C. verticillata apresentam formato ovoidal e dimensoes
reduzidas, com diametro médio de 3,54 mm (x 0,372 mm; n = 50). Em cada fruto

extraido foi observada apenas uma semente (Figura 18).

Figura 18. Sementes de Cissus verticillata, acesso 4, localizagao: Olimpia, SP -

Fazenda Bela Vista, dispostas sobre papel milimetrado.

Nos registros de germinacgao, verificou-se que o tegumento das sementes
apresentou tegumento mais rigido, o que retardou o inicio do processo. A
germinagcao ocorreu de forma epigea, padrao caracteristico de espécies
eudicotiledéneas (Figuras 19a, 19b e 19c). Nas raizes jovens, observou-se a
presencga de pelos absorventes e de uma raiz principal axial (Figura 19e). Apos
a emergéncia, as folhas cotiledonares exibiram limbo palmatilobado (Figuras 19f
e 20), caracteristica que pode auxiliar na identificagéo precoce das plantulas em

campo.
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Figura 19. Estagios da germinagao de Cissus verticillata — acesso numero 4 -: (a) semente com protuberancia inicial; (b) inicio da
ruptura do tegumento; (c) emissao da radicula; (d) detalhe da radicula em desenvolvimento; (e) emergéncia dos cotilédones; (f)
cotilédones expandidos, com margens recortadas. Fonte: Propria autora.



Figura 20. Detalhes das folhas cotiledonares de Cissus verticillata. Fonte: Propria autora.
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Para os ensaios conduzidos sob diferentes condi¢cdes de temperatura, a
germinacgao das sementes de C. verticillata foi monitorada ao longo de 56 dias.
Apos esse periodo, ndo foram registradas novas plantulas por mais de sete dias
consecutivos, indicando a estabilizagdo do processo germinativo. Os resultados
apresentaram elevado coeficiente de determinacédo (R* = 0,99) (Figura 21a).
Para a porcentagem de germinacao, observaram-se diferengas significativas
entre os tratamentos (Figura 21b).

Na condigdo de temperatura constante de 25 °C, registrou-se o menor
indice de velocidade de germinagédo (IVG = 1,67), associado a uma baixa
resposta germinativa (2,88%). O aumento da temperatura para 30 °C promoveu
incremento no desempenho, resultando em 25% de germinagéo,
estatisticamente semelhante igual a condigdo de 25 °C, com IVG de 5,67. Sob
oscilagédo térmica de 30/35 °C, observou-se taxa germinativa de 42,18%, que
diferiu significativamente as condigdes anteriores, associada a IVG de 21,60. Ja
a temperatura constante de 35 °C resultou no maior IVG (23,86) e na maior
porcentagem de germinagao (45,31%), estatisticamente igual a obtida sob 30/35
°C (Figura 21).
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Figura 21. indice de velocidade de germinacdo (IVG) (a) e porcentagem de germinacéo (b) de Cissus verticillata sob diferentes
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Na avaliagdo do fator qualidade da luz incidente, a germinagdo das
sementes de C. verticillata ocorreu até 64 dias apés a instalagéo do teste (Figura
22a). O experimento foi conduzido por mais sete dias, periodo em que nao foram
registradas novas plantulas, caracterizando a estabilizacdo da germinagéo. Em
todos os tratamentos houve elevado ajuste do modelo de regresséo (R? = 0,99)
(Figura 22a), ndo sendo constatadas diferengcas significativas entre as
porcentagens finais de germinacéao (Figura 22b).

Entre os tratamentos, a luz vermelha apresentou os maiores valores de
indice de velocidade de germinacgao (IVG = 25,18) e porcentagem de germinagao
(%G = 26,67), indicando forte estimulo nesse espectro. Sob luz branca, a
germinacgao inicial foi mais lenta (IVG = 22,90), mas ao longo do tempo resultou
na mesma porcentagem final de germinagéo observada sob luz vermelha (%G =
26,67). A luz verde apresentou desempenho intermediario (IVG = 22,21; %G =
20,00) (Figura 22).

Na auséncia de luz, verificou-se germinacao de C. verticillata, embora em
menor intensidade (IVG = 9,28; %G = 14,16), confirmando a capacidade da
espécie em germinar no escuro, caracteristica que pode representar vantagem
adaptativa em ambientes sombreados. Ja a luz azul promoveu estimulo inicial
expressivo, com germinagao mais rapida em comparagao as demais condigdes,
mas esse efeito ndo se manteve ao longo do tempo, resultando em um IVG
reduzido (6,05) e porcentagem final de germinagao inferior as luzes branca e
vermelha (%G = 25,00) (Figura 22).
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Com relacdo a profundidade de semeadura, a emergéncia de C.
verticillata foi restrita as camadas mais superficiais do solo (Figuras 23a e 23b).
A 1 cm de profundidade, verificou-se o maior indice de velocidade de emergéncia
(IVE = 11,65 — Figura 22a) e a maior porcentagem de emergéncia (%E = 40 —
Figura 23b), indicando condi¢gbes mais favoraveis para o estabelecimento inicial
da espécie. Com 3 cm, a emergéncia foi reduzida, com valores inferiores de IVE
(7,87) e %E (36), sendo que ambos os ajustes tenham apresentado elevado
coeficiente de determinagdo (R? = 0,99). Por outro lado, em profundidades de 5,
7 e 10 cm, nado foi constatada a emergéncia de plantulas até os 90 dias de

avaliagao.
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Ressalta-se que, ao final de todos os testes de germinagao, as sementes
ndo germinadas foram submetidas ao teste de tetrazdlio, o qual indicou 100% de
viabilidade. Esse resultado demonstra que a limitagdo observada na germinagao
nao esta relacionada a perda de viabilidade, mas possivelmente a outros fatores,
como dorméncia, que impede a germinagdo mesmo em condi¢cdes favoraveis,
restricdes ambientais durante os ensaios, como temperatura, disponibilidade de
oxigénio e umidade, ou ainda dificuldade de embebicao, que pode retardar ou
até inibir o processo germinativo (Braskin e Braskin, 2014).

De modo geral, a germinacéo de C. verticillata foi fortemente influenciada
pelas condicbes ambientais de temperatura, profundidade de semeadura e
qualidade de luz. Temperaturas elevadas, especialmente na oscilacao de 30/35
°C e na condi¢ao constante de 35 °C, favoreceram a emergéncia inicial das
sementes, sugerindo adaptacdo da espécie a ambientes quentes. Esse
comportamento contrasta com o descrito para outras espécies da familia
Vitaceae, como Parthenocissus quinquefolia, cuja germinagao foi mais eficiente
em temperaturas amenas, proximas a 25 °C (Kovalenco e Kalista, 2019).

A profundidade de semeadura também exerceu influéncia, visto que n&o
houve emergéncia de plantulas em profundidades superiores a 3 cm,
caracteristica de muitas espécies de plantas daninhas com sementes pequenas,
relacionada a limitada reserva energética das sementes e dependem do estimulo
luminoso para germinar (Taiz e Zeiger, 2021), que é rapidamente atenuado a
medida que a profundidade aumenta.

Apesar disso, C. verticillata apresentou capacidade de germinar mesmo
sob condicdes de baixa ou nenhuma luminosidade, ainda que em proporcdes
reduzidas. Essa resposta esta relacionada a atuagao do fitocromo, pigmento
fotorreceptor que alterna entre as formas Pr (inativa, ~660 nm) e Pfr (ativa, ~730
nm), regulando o inicio da germinagao em fungéo da qualidade da luz (Ferreira
e Borghetti, 2004; Nogueira et al., 2014). Os resultados obtidos no presente
trabalho caracterizam a espécie como fotoblastica positiva preferencial (Santos
e Cury, 2011), pois germina preferencialmente sob luz (vermelha: 590-630 nm;
verde: 520-530 nm; branca: 440-595 nm), mas mantém certa plasticidade para
germinar mesmo na auséncia de luminosidade.

Considerando o manejo de C. verticillata no campo, praticas de controle

mecanico, como a gradagem, podem influenciar a germinacéo. O solo atua néo
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apenas como barreira a penetragao da luz, mas também exerce um efeito fisico
sobre o crescimento da plantula, retardando sua emergéncia até que esta atinja
a superficie e deixe de depender das reservas dos cotilédones, especialmente
quando a semente esta em profundidade maior no perfil do solo (Tao et al.,
2022).

Além disso, praticas culturais voltadas a reducao da infestagdo, como o
uso de cobertura morta na entrelinha, podem interferir no processo germinativo.
A cobertura morta exerce efeitos fisicos, atenuando a luz e aumentando a
umidade do solo (Martinelli et al., 2017), o que pode reduzir a germinagao de
sementes fotoblasticas positivas, de sementes que necessitam de grande
amplitude térmica para iniciar a germinagao ou de sementes com baixo conteudo

de reservas nos diasporos (Monquero et al., 2012).

4.6. Controle em pds-emergéncia inicial

Na analise da porcentagem de controle de C. verticillata para plantas com
4 a 6 folhas ndo foram observadas diferengas significativas para a interagéo
entre Tratamentos e Periodos de Avaliagdo (p = 0.999872), indicando que o
efeito dos tratamentos nao variou ao longo dos periodos. No entanto, os fatores
tratamento (p < 0.001) e periodos de avaliagdo (p < 0.001) foram significativos
individualmente. Portanto, os tratamentos foram comparados separadamente
para cada periodo de avaliagdo (Figura 24).

Com 56 Dias Apos a aplicagdo, constatou-se que os tratamentos
carfentrazone, tiafenacil e diquat apresentaram controle superior a 80% das
plantas, quando aplicados com 4-6 folhas (estagios mais iniciais da planta). Os
tratamentos glifosato, glufosinato e chlorimuron diferiram estatisticamente dos
herbicidas supracitados e apresentaram controle visual préximo a 50%,
enquanto o tratamento com saflufenacil ndo diferiu estatisticamente da
testemunha e apresentou controle inferior a 10% (Figuras 24 e 28).

Para os parametros biométricos altura, numero de folhas e massa seca
da parte aérea, constatou-se o que ja foi observado anteriormente para controle
da espécie. Observou-se que, na variavel altura, a testemunha apresentou a
maior média, diferindo estatisticamente de todos os tratamentos, que nao

diferiram entre si (Figura 25). Em relagdo ao numero de folhas por planta, a
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testemunha também apresentou o maior valor, seguida pelo tratamento com
saflufenacil, que se diferenciou estatisticamente da testemunha, enquanto os
tratamentos com carfentrazone, (glifosato, glufosinato e chlorimuron
apresentaram meédias estatisticamente iguais entre si. Os menores valores foram
observados nos tratamentos com tiafenacil e diquat (Figura 26). Para a massa
seca da parte aérea, o padrao foi semelhante, com a testemunha apresentando
a maior massa, seguida pelo tratamento com saflufenacil, ambos diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos, que apresentaram as menores médias
(Figura 27).
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Figura 24. Controle (%) de Cissus verticillata com 4-6 folhas aos 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 e 56 DAA. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *A linha tracejada em vermelho representa o

nivel de 80% de controle.
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Figura 25. Altura de Cissus verticillata, aos 56 DAA dos herbicidas em plantas com 6-8 folhas. Médias seguidas pela mesma letra

nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 26. Numero de folhas (b) e massa seca da parte aérea de Cissus verticillata (c) aos 56 DAA dos herbicidas em plantas com

6-8 folhas. Médias seguidas pela mesma letra n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 27. Massa seca da parte aérea de Cissus verticillata (c) aos 56 DAA dos herbicidas em plantas com 6-8 folhas. Médias

seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 28. Controle pés-emergéncia de Cissus verticillata com 4 a 6 folhas. Testemunha — T7 (chlorimurom) — T6 (diquat) — T5
(glufosinato de amdnio) — T4 (glifosato) — T3 (carfentrazone) — T2 (tiafenacil) — T1 (saflufenacil) aos 56 DAA.
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Na analise da porcentagem de controle em plantas com 26—-28 folhas, ndo
foram observadas diferencas significativas para a interagcédo entre tratamentos e
dias ap6s a aplicagao (DAA) (p = 1,000), indicando que o efeito dos tratamentos
se manteve estavel ao longo dos periodos avaliados. Da mesma forma, o fator
DAA isolado (p = 0,973) nédo apresentou efeito significativo. Apenas o fator
tratamento foi significativo (p < 0,001), sendo seus resultados detalhados em
cada época de avaliagao (Figura 29).

Houve uma pequena evolugéo nas porcentagens de controle ao longo dos
periodos de avaliagdo. Diferentemente do observado em estadios iniciais, o
desempenho dos herbicidas com plantas de 26-28 folhas foi limitado. O
tratamento com diquat destacou-se como o mais eficaz, atingindo mais de 90%
de controle aos 56 DAA e diferindo estatisticamente do segundo melhor
tratamento, tiafenacil, que apresentou cerca de 80% de eficacia. Os demais
herbicidas ndo superaram 40% de controle, independentemente do periodo
avaliado. No caso do chlorimuron, o controle foi estatisticamente igual a
testemunha na ultima avaliacao (Figura 29 e Figura 33).

Quanto aos parametros biométricos avaliados aos 56 DAA, os resultados
confirmaram o observado no controle visual. As plantas de maior porte foram
verificadas nos tratamentos testemunha, glufosinato de aménio e chlorimuron,
que nao diferiram estatisticamente entre si; contudo, exceto para o chlorimuron,
esses tratamentos diferiram dos demais herbicidas (Figura 30). Para o numero
de folhas e a massa seca da parte aérea, destacaram-se os tratamentos com
tiafenacil e diquat, que promoveram as maiores redugdes nesses parametros
(Figuras 31 e 32).
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Figura 29. Controle (%) de Cissus verticillata com 26-28 folhas aos 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 e 56 DAA. Médias seguidas pela mesma

letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *A linha tracejada em vermelho representa o

nivel de 80% de controle.
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Figura 30. Altura de Cissus verticillata aos 56 DAA dos herbicidas em plantas com 26-28 folhas. Médias seguidas pela mesma letra

nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 31. Numero de folhas de Cissus verticillata aos 56 DAA dos herbicidas em plantas com 26-28 folhas. Médias seguidas pela

mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 32. Massa seca da parte aérea de Cissus verticillata (c) aos 56 DAA dos herbicidas em plantas com 26-28 folhas. Médias

seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 33. Controle pés-emergéncia de Cissus verticillata com 26-28 folhas. Testemunha — T7 (chlorimuron) — T6 (diquat) — T5

(glufosinato de aménio) — T4 (glifosato) — T3 (carfentrazone) — T2 (tiafenacil) — T1 (saflufenacil) aos 56 DAA.
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Dessa forma, a proposta de manejo avaliada neste estudo concentra-se
no controle de C. verticillata em estadios iniciais, até aproximadamente 28 folhas,
evitando que as plantas atinjam comprimentos superiores ou ocupem o dossel
da cultura. Nessas condi¢cdes mais extremas, o controle tende a se tornar mais
dificil devido a auséncia de seletividade desses herbicidas para a cultura dos
citros (Agrofit, 2025).

De modo geral, a eficacia dos herbicidas variou conforme o estadio de
desenvolvimento, com destaque para diquat, carfentrazone e tiafenacil em
estadios iniciais. Em plantas mais desenvolvidas, apenas diquat e tiafenacil
mantiveram niveis satisfatorios de controle ao longo das avaliagées.

A baixa eficacia de chlorimuron e saflufenacil foi observada em ambos os
estadios de desenvolvimento avaliados. O chlorimuron, inibidor da enzima
acetolactato sintase (ALS), embora indicado para o manejo de plantas daninhas
eudicotiledbneas em diversas culturas, costuma ser aplicado em associagdes
com outros herbicidas, como diquat ou glufosinato de amdnio, para aumentar a
eficiéncia de controle (Schneider et al., 2022).

O saflufenacil, inibidor da protoporfirinogénio oxidase (PROTOX),
promove o acumulo de protoporfirinogénio IX, que, ao ser convertido em
protoporfirina IX no citoplasma, forma espécies reativas de oxigénio na presenca
de luz, resultando em peroxidacao lipidica, inibicdo da sintese de clorofila e
morte celular (Dayan, 2019). Sua aplicagéo isolada, contudo, é reconhecida
como mais limitada, sendo indicada principalmente em associagao com glifosato
na cultura de citros (Mendes et al., 2022). Agostineto et al. (2016) observaram,
por exemplo, que a associagao glifosato + saflufenacil proporcionou controle
superior de Ipomoea hederifolia em comparagcdo a aplicacdo isolada dos
herbicidas.

Entre os tratamentos testados, destacam-se tiafenacil e diquat, que
apresentaram controle superior a 80% independentemente do estadio
fenoldgico, com reflexos também na redugéo da area fotossintética e do porte
das plantas. O tiafenacil, recentemente langado no Brasil, atua igualmente como
inibidor da PROTOX e apresenta baixa mobilidade na planta (Silva, 2025). Ja o
diquat, recomendado para aplicagéao em jato dirigido nas entrelinhas de citros,

atua na inibigao do fotossistema | (FI), promovendo rapida formacgao de radicais
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livres e necrose dos tecidos (Dayan, 2019), o que justifica sua maior eficacia em
estadios avancados.

Diante dos resultados obtidos, as associagdes de herbicidas no campo se
configuram como uma estratégia eficiente de manejo, pois ampliam o espectro
de controle e reduzem a competicdo inicial entre planta daninha e cultura
(Zobiole et al., 2018), constituindo também uma oportunidade para estudos
futuros no controle de C. verticillata. Outra estratégia recomendada € o uso de
produtos pré-emergentes com acéo residual, que atuam especialmente nos
estadios em que as plantas daninhas sao mais suscetiveis, isto é, germinagéo e
emergéncia, permitindo o controle de diferentes fluxos de emergéncia presentes
no banco de sementes e evitando a competicao inicial com a cultura (Rizzardi et
al., 2020).

Considerando a biologia de C. verticillata apresentada nos capitulos
anteriores, o controle quimico ndo deve ser aplicado isoladamente, devendo ser
complementado por outras praticas de manejo, especialmente -culturais.
Martinelli (2021) constatou que o manejo mais eficiente de plantas daninhas em
citros envolve o uso de plantas de cobertura, associado a rogagem ecoldgica e
a aplicacao de herbicidas residuais e pos-emergentes. O autor relatou que essa
estratégia proporcionou ndo apenas o melhor retorno econédmico, mesmo com
maior investimento, mas também os melhores indicadores de controle: baixas
densidades populacionais e maior deple¢ao do banco de sementes.

Por fim, todos os herbicidas testados, exceto chlorimuron, estao listados
na Protecitrus (antiga lista PIC — Producéao Integrada de Citros), que prioriza o
uso de agrotoxicos aceitos internacionalmente e recomendados para areas
destinadas a exportagéo (Protecitrus, 2023), representando, quando viaveis para

o controle da flora infestante, uma alternativa segura e estratégica.

5. CONCLUSOES

Os acessos de Cissus verticillata apresentaram relativa uniformidade em
suas caracteristicas botanicas e biométricas, destacando-se a presenca de
cuticula foliar estriada e estbmatos em ambas as superficies foliares. Exceg¢ao

foi observada no acesso 3, que apresentou pequena variagao intraespecifica na
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presenca de tricomas, maior densidade estomatica na face abaxial e maior
producgao de cera.

As analises filogenéticas, com base em marcadores cloroplastidiais (trnL-
F, rps16) e nucleares (ITS), indicaram um padr&o de polifilia no género Cissus,
com pequenas distancias genéticas entre os acessos estudados.

No que se refere a germinacéao, a espécie € favorecida pela exposi¢ao a
luz vermelha (660 nm) e branca (440-595 nm), por temperaturas elevadas (30—
35 °C) e por semeadura superficial (1-3 cm). Quanto ao controle quimico, a
eficacia foi maior em plantas jovens (4—6 folhas), especialmente com
carfentrazone, tiafenacil e diquat, enquanto em estadios mais avangados (26—28

folhas) apenas tiafenacil e diquat mantiveram alto desempenho.
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Apéndice lll. Matriz de distancia genética da regido ITS nuclear.
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