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Resumo

CARATTI, Fernanda Cassiane. Capim-annoni: germinacdo, caracterizacao
morfoanatdmica, genética e absorcdo de herbicidas. Orientadora: Fabiane Pinto
Lamego. 2019. 125 f. Tese (Doutorado) - Programa de Pds-graduacdo em
Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

O capim-annoni (Eragrostis plana Ness) é a principal planta daninha em campos de
pastagem nativa no Estado do Rio Grande do Sul (RS), trazendo prejuizos a pecuéria
desenvolvida nos Campos Sulinos que compdem o Bioma Pampa. A caréncia de
informacdes sobre a espécie, dificulta a adocdo de estratégias de manejo. Diante
disso, os objetivos do presente estudo foram: elucidar aspectos que envolvem a
germinacao de sementes de capim-annoni em diferentes condicdes de temperatura,
luminosidade, estresse hidrico, bem como comparar acessos e estabelecer a
temperatura Otima para a germinacdo (Capitulo 1); comparar caracteristicas
morfoanatdmicas e genéticas entre acessos de capim-annoni, determinar o nivel de
ploidia e estimar o tamanho do genoma (Capitulo Il); caracterizar o banco de sementes
do capim-annoni em campo hativo com adocdo do MIRAPASTO, com e sem o controle
das plantas de capim-annoni e em sistema de integracao lavoura pecuaria, avaliando
a distribuicao vertical das sementes no perfil do solo (Capitulo 1) e, avaliar o efeito da
associacao glifosato + fluazifop, glifosato + flumioxazina e glifosato isolado no
controle, absorcdo e translocacdo de '“C-glifosato em plantas de capim-annoni
(Capitulo 1V). Os resultados obtidos demonstram que a temperatura Otima de
germinacao para acessos de E. plana oriundos de diferentes regides do RS fica entre
39 e 40°C; os acessos germinam preferencialmente na presenca de luz, com
tolerancia intermediaria ao estresse hidrico. Uma Unica planta de capim-annoni produz
de 37.000 a 111.000 sementes planta™. A variabilidade genética identificada através
do marcador ribossomal ITS4-ITS5 foi superior em relagdo ao marcador plastidial
rpsl6x2F2-trnK, no entanto, o0s acessos apresentaram baixas diversidades
haplotipica e nucleotidica, inferindo que as popula¢cfes do RS analisadas séo oriundas
de um evento fundador composto por uma ou poucas populacdes. E. plana € uma
espécie diploide e possui tamanho do genoma de 424 Mpb. Em area de pastagem
natural em recuperagdo onde o capim-annoni é controlado, o banco de sementes da
espécie concentra-se na camada mais superficial de 0-5cm e tende a ser exaurido em
sistema ILP com o passar dos anos. O herbicida glifosato controla plantas de capim-
annoni em estadio de 2-3 afilhos e, quando associado a fluazifop, aumenta a
translocacgédo de “C-glifosato para o sistema radicular do capim-annoni.

Palavras-Chave: Eragrostis plana, biologia, campo nativo, manejo, semente.



Abstract

CARATTI, Fernanda Cassiane. Lovegrass: germination, morphoanatomic
characterization, genetics and herbicide absorption. Advisor: Fabiane Pinto
Lamego. 2019. 125 f. Doctoral Dissertation in Crop Protection - Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, Brasil.

Tough lovegrass (Eragrostis plana Ness) is the main weed in native pasture fields in
the state of Rio Grande do Sul (RS), causing damage to livestock developed in the
Campos Sulinos that make up the Pampa biome. The lack of information about the
species makes it difficult to adopt management strategies. Therefore, the objectives of
the present study were: to elucidate aspects that involve the germination of tough
lovegrass seeds under different conditions of temperature, luminosity, water stress, as
well as to compare accessions and to establish the optimal temperature for
germination (Chapter 1); to compare morphoanatomic and genetic characteristics
among accessions of tough lovegrass, to determine ploidy level and to estimate
genome size (Chapter Il); to characterize the tough lovegrass seed bank in a rangeland
with the adoption of MIRAPASTO, with and without the control of tough lovegrass
plants and in a livestock crop integration system, evaluating the vertical distribution of
seeds in the soil profile (Chapter Ill) and to evaluate the effect of glyphosate + fluazifop,
glyphosate + flumioxazina and glyphosate alone in the control, absorption and
translocation of “C-glyphosate in tough lovegrass plants (Chapter 1V). The results
show that the optimum germination temperature for E. plana accessions from different
regions of RS is between 39 and 40°C; the accessions germinate preferentially in the
presence of light, with intermediate tolerance to water stress. A single tough lovegrass
plant produces from 37,000 to 111,000 seeds plant. The genetic variability identified
by the ribosomal marker ITS4-ITS5 was higher than the plastidial marker rps16x2F2-
trnK, however, the accessions presented low haplotypic and nucleotide diversity,
inferring that the populations of RS analyzed come from a founding event composed
by a or few populations. E. plana is a diploid species and has genome size of 424Mpb.
In an area of recovering natural pasture where tough lovegrass is controlled, the
species seed bank is concentrated in the 0-5cm surface layer and tends to be depleted
in the ILP system over the years. Glyphosate herbicide controls tough lovegrass plants
at 2-3 tillers and, when associated with fluazifop, increases the translocation of 4C-
glyphosate to the tough lovegrass root system.

Keywords: Eragrostis plana, biology, management, rangeland, seed.
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1 Introducéo

O capim-annoni (Eragrostis plana Ness) foi introduzido no Rio Grande do Sul
(RS) em 1957, como contaminante em sementes de espécies forrageiras de Chloris
gayana Kunth e Eragrostis curvula Schrader, importadas da Africa do Sul (REIS;
COELHO, 2000; FERREIRA; MEDEIROS; SOARES, 2008). Posteriormente, foi
erroneamente disseminado por acreditar-se que possuia potencial como planta
forrageira e foi propagado para varias regides do RS, incluindo outros estados do Brasil
(Parana, Mato Grosso e Santa Catarina, principalmente) (MEDEIROS; SAIBROS;
FOCHT, 2009). Ocorre também em campos na Argentina e Uruguai (BOGGIANO et al.,
2004), héa evidencias de ocorréncia em regides da Asia e india (BOECHAT; LONGHI-
WAGNER, 2000). Ha relatos de E. plana nos Estados Unidos; incialmente foi reportada
sua introducdo na Carolina do Sul (GOULD; LONARD,1970), sendo mais tarde
encontrada e identificada em uma pradaria costeira no sudeste do Texas (REID et al.,
2015).

Comparada as espécies nativas e abundantes que ocorrem nos campos no sul
do Brasil chamados de Campos Sulinos e que compdem o Bioma Pampa, E. plana
possui baixa qualidade forrageira (MEDEIROS; SAIBROS; FOCHT, 2009). Ela
apresenta caracteristicas que lhes conferem vantagens competitivas em relacédo as
espécies nativas, 0 que aliado a sua capacidade de produzir substancias alelopaticas,
favorece sua ocupacdo preferencialmente do nicho (REIS; COELHO, 2000;
FAVARETTO et al., 2019). Além disso, a possivel producdo de compostos alelopéticos
pelo capim-annoni indica autotoxicidade como mecanismo que pode estar envolvido no
controle da germinacéo e crescimento da propria espécie, podendo explicar a distancia
entre suas touceiras comumente ocorrente nos campos onde infesta (FAVARETTO;
SCHEFFER-BASSO; PEREZ, 2017).
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Em estudo avaliando o ganho médio diario de peso (GMD) de bovinos em &rea
infestada com capim-annoni e em area com controle desta planta daninha pela
aplicacao seletiva de glifosato por meio da tecnologia Campo Limpo, o GMD durante
um ano equivaleu a 242g na pastagem infestada, enquanto que se obteve 76% a mais
na pastagem em que o capim-annoni foi controlado (SOUZA et al.,, 2014). Alta
populacdo desta espécie nos campos, reduz a proporcao da pastagem nativa e, neste
caso, 0 gado acaba vindo a se alimentar do capim-annoni, que apresenta baixa
gualidade nutricional, resultando em baixo desempenho animal.

Como planta daninha, o capim-annoni apresenta elevada producédo de
sementes, as quais sdo pequenas (0,14 X 0,06 X 0,04cm) e apresentam alta
capacidade germinativa e habilidade para enterrar-se, evitando a germinagao precoce
(KISSMANN, 1991; MEDEIROS et al., 2007). A rusticidade do capim-annoni associada
a grande producdo de sementes, a longevidade e a facilidade de dispersdo das
sementes, constituem caracteristicas que permitem a espécie invadir novas areas e se
estabelecer facilmente.

A invasdo de espécies exodticas € um dos fatores que mais ameaca a
manutencao da biodiversidade dos campos, pois afeta negativamente a estrutura da
comunidade nativa (PIVELLO et al., 1999; YOSHIOKA et al., 2010). A introdugéo do
capim-annoni principalmente na areas de campo nativo, além de comprometer a
diversidade de espécies presentes nesse ambiente, tem causado impactos negativos
na pecuaria extensiva, principal atividade econdmica destas areas.

Para o desenvolvimento de partes do presente estudo, coletas de sementes de
capim-annoni foram realizadas em dez regides do Rio Grande do Sul (RS), sendo
possivel encontrd-lo em todos os locais visitados, permitindo inferir que sua
disseminacdo foi eficiente no estado. No entanto, sua incidéncia € maior em
determinadas regibes, principalmente aquelas que compdem o Bioma Pampa.
Considerando que sua introducdo ocorreu na década de 1950, ndo ha informacéo
comparativa quanto a diversidade e estrutura genética da espécie presente em
diferentes regibes do RS até entdo; € provavel que as condigbes climaticas e
ambientais tenham resultado em alteracbes para proporcionar a adaptacdo aos
diferentes ambientes e, ainda, € possivel que tenha ocorrido hibridizacdo entre
espécies do género Eragrostis, resultando em diversidade genética da espécie.

VariagGes genéticas herdaveis encontradas entre e dentro de espécies, populacdes de
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uma espécie, ou individuos de uma populacdo sao determinadas como diversidade
genética (HUGHES et al., 2008).

Além da facilidade de dispersdo e ocorréncia do capim-annoni no RS, este
apresenta caracteristicas que permitem se manter no ambiente, através da formacéao
do banco de sementes. Compreende-se que ampla variedade de sementes respondem
a condi¢cBes ambientais variaveis, o que as permitem entrar em um estado reversivel
de atividade metabdlica reduzida, fenbmeno conhecido como dorméncia (LENNON;
JONES, 2011). Espécies cuja sementes possuem capacidade de entrar em dorméncia,
essa permite com que se acumulam em muitos sistemas, resultando na formacéo de
um banco de sementes, formando reservatorio de diversidade genética e fenotipica
(JONES; LENNON, 2010; LOCEY; FISK; LENNON, 2017). Este reservatério de
diversidade abaixo do solo, interage com a vegetacdo, compondo uma comunidade;
desse modo, analisar simultaneamente a diversidade acima e abaixo do solo permite
melhor compreenséao ecolbégica em resposta a variagdo ambiental (PLUE et al., 2017).
O banco de sementes do solo é constituido por sementes dormentes e ndo dormentes.
No entanto, a persisténcia destas € variavel de acordo com a profundidade em que se
encontram no perfil do solo (DAVIS et al., 2008).

Diversos fatores interagem na regulacdo da composicéo e dinamica do banco
de sementes no solo. A luz e a temperatura desempenham a funcéo de sensores
guanto ao posicionamento da semente; assim, sementes fotoblasticas positivas
localizadas em maiores profundidades no solo, ndo recebem luz adequada e também
ndo respondem as alteracdes diarias de temperatura (VIDAL et al., 2007). Ainda, em
alguns casos, a luz pode induzir ou eliminar mecanismos de dorméncia, tornando-se
essencial para o processo da germinacdo (GUIMARAES; SOUZA; PINHO, 2000). A
temperatura desempenha papel importante na velocidade de absor¢gédo de dgua e em
todas as reacdes bioquimicas que desencadeiam a germinacdo, refletindo, no
percentual e na velocidade de germinacdo (MARCOS FILHO, 2015).

O conhecimento das exigéncias requeridas pelas sementes de capim-annoni
para o inicio do processo de germinacdo, viabilidade do banco de sementes,
variabilidade genética e manejo quimico sdo ferramentas importantes para auxiliar o
manejo integrado da espécie.

O capim-annoni é atualmente um dos problemas mais importantes em areas de
campo nativo, devido a sua baixa qualidade forrageira e alta capacidade de suprimir

espécies nativas. Deste modo, estudos como este se justificam visando avaliar o
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comportamento no processo de germinacgdo, caracteristicas morfoanatdmicas e
genéticas entre acessos encontrados nas regides do estado do RS; respostas no
controle com associacfes de herbicidas e dinamica do banco de sementes sob
diferentes manejos. Estas informacfes se fazem necessarias, de modo a tracar
estratégias de manejo que possam auxiliar na contencdo desta importante planta
daninha.

As hipoteses testadas no presente estudo foram: () sementes de capim-annoni
séo fotoblasticas positivas, com temperatura ideal para germinacdo proxima a 25°C,
podendo haver variagcbes de maior amplitude entre acessos oriundos de diferentes
regides do estado do Rio Grande do Sul, além de respostas diferenciadas a condi¢des
de estresse hidrico; (II) ha variabilidade morfologica, anatbmica e genética entre
acessos de Eragrostis plana oriundos de diferentes regides do RS devido a adaptacées
da espécie; (Ill) banco de sementes do solo em campo nativo sob recuperacao pelo
Método Integrado de Recuperacdo de Pastagens (MIRAPASTO), caracteriza-se por
concentrar sementes da planta daninha em camadas mais superficiais e, juntamente a
integracdo lavoura pecuaria (ILP), impede o estabelecimento de plantas de capim-
annoni na area, ndo permitindo reabastecimento do banco de sementes do solo; (1V)
associacao do herbicida glifosato com o herbicida inibidor da enzima ACCase (acetyl
coenzima A carboxilase) fluazifop, melhora a absorcéo, translocacao e a eficiéncia de
controle do capim-annoni.

Os objetivos do trabalho foram: elucidar aspectos que envolvem a germinacéo
de sementes de capim-annoni em diferentes condigbes de temperatura, luminosidade,
estresse hidrico, bem como comparar acessos e estabelecer a temperatura 6tima para
a germinacdo e avaliar a emergéncia em diferentes profundidades no perfil do solo;
(Capitulo I); comparar caracteristicas morfoanatémicas de folhas e raizes entre acessos
de capim-annoni, bem como analisar a estrutura genética dos diferentes acessos,
determinar o tamanho do genoma e estimar o nivel de ploidia do capim-annoni,
(Capitulo I1); caracterizar o banco de sementes do capim-annoni em campo nativo com
adocao do MIRAPASTO, com e sem o controle das plantas adultas de capim-annoni e
em sistema de integracdo lavoura pecuaria, avaliando a distribuicdo vertical das
sementes no perfil do solo (Capitulo 1l1); avaliar o efeito das associacdes de glifosato
com fluazifop, com flumioxazina e isolado no controle, absor¢éo e translocacéo de 4C-

glifosato em plantas de capim-annoni (Capitulo 1V).



2 CAPITULO | — Germinac&o de acessos de Eragrostis plana com base em faixa

de temperatura, luz, potencial hidrico e profundidade do solo

2.1 Introducéao

Eragrostis plana Ness, conhecido popularmente como capim-annoni no Brasil, &
uma planta daninha nativa da Africa do Sul, introduzida no Rio Grande do Sul (RS) em
1957 por meio da contaminacdo de sementes de espécies forrageiras (Chloris gayana
Kunth e Eragrostis curvula Schrader) importadas da Africa do Sul (FERREIRA;
MEDEIROS; SOARES, 2008; KISSMANN, 1991; MEDEIROS; PILLAR; REIS, 2004,
REIS; COELHO, 2000). Encontra-se amplamente disseminado nos Campos Sulinos
gue englobam o Bioma Pampa no RS.

Embora sua permanéncia e expansdo possam estar relacionadas a atividade
pecuaria que favorece sua disseminacdo, questiona-se se nestes 60 anos de
ocorréncia no Sul do Brasil o capim-annoni teria alguma “adapta¢ao” e/ou “adaptagdes”
gue favorecga sua persisténcia em maior concentragdo em determinadas regides do
estado. Dentre essas possiveis adaptacdes, a temperatura, a luz e a toleréncia a
variacdes de potencial hidrico/osmotico podem afetar diretamente a capacidade de
germinacao das sementes. A semente € a principal forma de dispersdo da planta
daninha e, também, com a presenca dos animais na pastagem infestada, a disperséo
€ ampliada ao ingerirem as inflorescéncias, geralmente atrativas se comparadas as
folhas muito lignificadas (LISBOA et al., 2009).

A germinacdo de sementes consiste numa sequéncia de eventos fisiologicos,
influenciada por fatores externos e internos. Entre os fatores externos que mais afetam
estdo a temperatura, luz, umidade e oxigénio (BORGES; RENA 1993); entre os

endogenos, estéo fitohormoénios e substancias inibidoras néo fitohormonais, incluindo
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a dorméncia tegumentar. A temperatura desempenha papel importante na velocidade
de absorcdo de agua e em todas as reacgbes bioguimicas que desencadeiam a
germinacao, refletindo, no percentual e na velocidade de germinacdo (MARCOS
FILHO, 2015). A germinacédo também pode variar entre regides, devido a adaptactes
locais de clima (YANG et al., 1999), auxiliando no entendimento da expansao da
espécie.

A luz é um dos fatores mais importantes na regulacdo da germinacdo de
sementes para muitas espécies de plantas, como por exemplo, desde a Arabidopsis
(AUGE et al., 2018), a diversas plantas daninhas como o arroz daninho (LEE et al.,
2010), Eleusine indica (CHAUHAN; JOHNSON, 2008), Emex spinosa e Emex australis
(JAVAID; TANVEER, 2014), entre outras. Isto porque o fitocromo desempenha papel
significativo na dorméncia das sementes, a luz atua na conversao para sua forma ativa
Fve (fitocromo vermelho extremo) desencadeando a sintese de giberelinas (GA) que
atuam no processo de germinacéo (FOOTITT et al., 2013; TOYOMASU et al., 1998). A
percepcao, interpretacdo e transducdo dos sinais luminosos sao captados por
fotorreceptores, os fitocromos. Esse processo ocorre basicamente sob duas formas
interconversiveis: a forma Fv (fitocromo vermelho), considerada fisiologicamente
inativa, com pico de absor¢éo na regido do comprimento de onda vermelho (660 a 700
nm), e a forma Fve, cujo pico de absor¢do se encontra na faixa do vermelho extremo
(em torno de 730 nm), sendo esta considerada a forma ativa do fitocromo (BATLLA;
BENECH-ARNOLD, 2014). Quando se apresenta na forma ativa, atinge concentracées
suficientes para iniciar o processo de germinagao, por meio da sintese de horménios e
o reinicio da transcricdo de mensagens (BATLLA; BENECH-ARNOLD, 2014).

A taxa e a duracdo de embebicdo da semente podem ser governadas pelo
potencial de agua no solo e pela resisténcia do movimento de dgua no sistema solo-
semente, ocorrendo de um potencial mais alto para um mais baixo (ROMAN; MURPHY;
SWANTON, 2000), de modo que, a taxa de germinacgao cresce linearmente a medida
gue o potencial hidrico da semente se eleva acima do potencial hidrico base, até a taxa
de germinacdo méaxima (¥ = 0 MPa) (BIDGOLY et al., 2018). E importante a presenca
de um nivel apropriado de hidratacdo que possibilite a reativacdo dos processos
metabdlicos, culminando no crescimento do embrido (MARCOS FILHO, 2015).

A rusticidade do capim-annoni associada, a facilidade de dispersdo de suas
sementes, constituem caracteristicas que permitem a espécie invadir novas areas e se

estabelecer facilmente. De maneira geral, para sementes ndo dormentes a germinacao
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ocorre em uma faixa de temperatura mais ampla, sendo que a temperatura afeta nesta
situagcéo apenas a velocidade de germinacdo (BEWLEY et al., 2013). Esta faixa térmica
pode ser caracterizada por trés temperaturas cardeais: temperatura base (Tb),
temperatura otima (To) e a temperatura maxima para germinagdo de sementes (Tm).
To é a temperatura na qual a germinagdo é mais rapida, enquanto To € Tm Sdo as
temperaturas abaixo e acima das quais a germinacao da semente néo ocorre (BEWLEY
et al., 2013)

Estudos avaliando a germinacao de algumas poaceas, verificaram que a To para
0 capim-arroz € 25°C (GUILLEMIN et al., 2013), no caso do capim-massambara
(Sorghum halepense) uma espécie perene a To estd entre 25 e 30°C (YAZLIK;
UREMIS, 2015). A determinagéo da To para sementes de capim-annoni oriundas de
Santa Catarina foi equivalente a 36,6°C, sendo que a temperatura de 35°C foi aquela
gue resultou na maior taxa de germinacado (BITTENCOURT et al., 2017). Ainda, os
autores verificaram que a luz afeta a germinacdo, havendo aumento percentual de
plantulas anormais quando essas emergiram de sementes em condi¢cdo de auséncia
de luz. Estudos comparando a germinacao entre acessos de capim-annoni originarios
do Rio Grande do Sul, estado com maior incidéncia da espécie e onde ela causa maior
dano a pecuaria conduzida em campo nativo, sdo carentes na literatura até entéo.
Todavia, conhecer a faixa de temperatura € importante para o entendimento dos
padrées de emergéncia da planta daninha potencialmente a partir do banco de
sementes do solo, e assim permitir sincronizar estratégias de manejo em épocas de
maior presenca de plantulas emergidas na érea.

A hipétese deste capitulo é que sementes de capim-annoni sao fotoblasticas
positivas, com temperatura ideal para germinacdo préoxima a 25°C, podendo haver
variagbes de maior amplitude entre acessos oriundos de diferentes regides do estado
do Rio Grande do Sul, além de respostas diferenciadas a condi¢cdes de estresse hidrico.
Deste modo, o objetivo deste trabalho foi elucidar aspectos que envolvem a germinacao
de sementes de capim-annoni em diferentes condigbes de temperatura, luminosidade,
estresse hidrico, bem como comparar acessos e estabelecer a temperatura 6tima para

a germinacao e avaliar a emergéncia em diferentes profundidades no perfil do solo.



2.2 Material e Métodos

Sementes de capim-annoni foram coletadas em dez regides do Estado do Rio
Grande do Sul (Fevereiro de 2016), conforme ilustrado na Figura 1: Palmitinho (PAL),
Passo Fundo (PF), Vacaria (VAC), Itaqui (ITA), Santa Maria (SM), Cacapava (CAC),
Vera Cruz (VC), Bagé (BAG), Pelotas (PEL) e Santa Vitéria do Palmar (SVP).

L]
Palmitinho
157mm
21.5°C
27°1911" S
53°36'4" w .

Passo Fundo °
159.66mm Vacaria
18.69°C 146.01mm
28°1344" S 16.08 °C
. 52°28'59" W 027'24"
Bltaqui 282724" S
116.42mm 50°5918"W
19.96 °C
29°10'54" S Santa Maria e VeraCruz
56°28'39" W 14182 @ 110.25mm
20.3°C 19.7°C
29°49'51" S 29°43'46" S

53°46'33" W 52°28'25" w
Cacapava
128.17mm
17.5°C
30°32'4" S

Bagé 53°26'16" W
e 128.01mm
18.66 °C Pelotas
31°1125" S 115.79mm

4019'33" W 18.83°C ®
3104250"S %y
5202529 W gl

Santa Vitéria do Palmar
102.58mm
17.68°C
33°35'56" S
53°2225" W

Figura 1 - Pontos de coleta de sementes de capim-annoni (Eragrostis plana) no estado do Rio Grande
do Sul. Precipitagdo (mm) e temperatura (°C) média mensal dos ultimos 30 anos (1988 & 2018)
com base no Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), latitude Sul (S) e longitude oeste (w).
UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2019.

As sementes das diferentes regides foram coletadas em pastagem natural, a
excecao dos acessos PAL e PF; nesses, as sementes foram colhidas de plantas em
beira de estrada, sendo que, para o acesso PF, havia muitas arvores do género
Eucalyptus ao redor das plantas de capim-annoni com semente. Ainda, para o0 acesso
VAC, as sementes foram colhidas de plantas crescidas em corredores de pomares de
macieira.

As sementes coletadas foram secas em temperatura ambiente e posteriormente

mantidas sob refrigeragdo (8°C), até o inicio dos estudos. Em setembro de 2016, os
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acessos foram semeados em vasos plasticos de capacidade de 8L e 23cm de diametro,
preenchidos com solo (Argissolo Vermelho-Amarelo, de textura franco-arenosa). O
objetivo foi obter sementes dos diferentes acessos de plantas crescidas na mesma
condicdo ambiental, sendo as plantas de cada acesso mantidas isoladas em casas de
vegetacao na Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Capéo do Leéo - RS.

A sementes da primeira geracgao das progenitoras foram colhidas em fevereiro
de 2017 e mantidas sob refrigeracdo durante quatro meses até o inicio dos

experimentos no Centro de Estudos de Herbologia (Ceherb) da UFPel.

2.2.1 Temperatura

O efeito da temperatura em sementes de acessos de capim-annoni foi estudado
com oito temperaturas constantes (15; 20; 25; 30; 35; 40; 43 e 45 °C), na condicéo de
12:12 horas luz/escuro de acordo com Bittencourt (2017), em 2017. Cada acesso
consistiu de 40 sementes alocadas em uma dupla camada de papel germinador em
placas de Petri de plastico transparentes (9cm de diametro), sendo umedecidas com
base na relacdo do volume obtido pelo peso do papel multiplicado por 2,5 (BRASIL,
2009), com trés repeticdes. O experimento foi repetido duas vezes no tempo. Sementes
germinadas foram contadas e removidas a cada 12 horas, por periodo de 21 dias. As
sementes foram consideradas como germinadas quando excediam 2mm de raiz

principal.

2.2.2 Luz

As sementes dos acessos foram germinadas em cameras de crescimento a 40
°C (devido a maior percentagem de germinacdo das sementes dos acessos ter sido
obtida em 40°C no experimento de temperatura), cujos tratamentos foram 12:12 horas
luz/escuro e 0 h luz (escuro). Semelhante ao descrito para 0 experimento de
temperatura, cada acesso por tratamento consistiu de 40 sementes por repeticdo, com
trés repeticbes. O experimento foi repetido trés vezes no tempo. As placas de Petri
foram embrulhadas em dupla camada de papel aluminio para evitar exposi¢ao a luz. A
contagem de sementes germinadas e remocao ocorreu a cada 24 horas, sendo

realizada em sala escura com utilizacdo de lampada com luz verde inativa por periodo
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de 14 dias. As sementes foram classificadas como germinadas conforme descrito no
estudo de temperatura.

2.2.3 Potencial hidrico (osmatico)

A partir de ensaio preliminar analisando treze potenciais hidricos (0; -0,02; -0,04;
-0,06; -0,08; -0,1; -0,15; -0,2; -0,25; -0,5; -0,75; -1; -1.5 MPa) e quatro temperaturas (25,
30, 35 e 40 °C) (dados nédo apresentados), na UFPel, determinou-se os potenciais
osmoticos associados a duas temperaturas a serem investigados, conforme descrito na
sequéncia. Sementes dos acessos de E. plana foram acondicionadas para germinarem
em cameras de crescimento em temperaturas de 35 e 40 °C, em 2017, com 12:12 horas
luz/escuro de acordo com Bittencourt (2017). Polietileno glicol (PEG 6000) foi usado
para preparar as solu¢cdes com potencial osmaético de 0 (dgua destilada pura), -0,08; -
0,2; -0,25; -0,5; -0,75; -1 e —1.5 MPa. As sete solu¢cbes com PEG foram preparadas de
acordo com Michel; Kaufmann (1983). Cada acesso por tratamento consistiu de 40
sementes em placas de Petri como ja descrito anteriormente, com quatro repeticdes,
sendo umedecidas com solu¢cdo PEG com base na relacdo do volume obtido pelo peso
do papel multiplicado por 2,5 (BRASIL, 2009). As sementes foram classificadas como

germinadas conforme descrito no estudo de temperatura.

2.2.4 Profundidade das sementes no solo

Vinte e cinco sementes de E. plana do acesso PEL foram semeadas em vasos
(500ml) preenchidos com solo (silte argiloso) coletado em area de pesquisa da
Universidade de Arkansas, Fayetteville-AR, Estados Unidos da América (EUA), em
2018. As profundidades de semeadura foram: 0 (mantidas na superficie do solo sem
nenhuma cobertura); 0,5; 1; 2; 3; 4; 6; 8 e 10cm de profundidade no perfil do solo, com
cinco repeticdes para cada tratamento, sendo conduzido duas vezes no tempo. Os
vasos foram acomodados em bandejas com lamina de 4gua, mantendo a umidade em
capacidade de campo por capilaridade, e acondicionados em casa de vegetacdo com
temperatura oscilando entre 25 e 35°C e fotoperiodo de 14/10 horas luz/escuro. As
plantulas emergidas, visiveis acima da superficie do solo, foram contabilizadas
diariamente até 15 dias apds a semeadura (DAS), quando a emergéncia foi
estabilizada.
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2.2.5 Andlise estatistica

O modelo log-logistico de trés parametros time-to-event (Equacéo 1) ajustou-se

a germinacao cumulativa das sementes (RITZ et al., 2013):

d d
B = 1+ exp[b[log(t)-log(Tso)]] 1+ (ﬁ)b

[1]

Por defini¢cdo, F é 0 no tempo 0, e assume que F (t) pode se aproximar de fracao
ou proporc¢do, que esta entre 0 e 1, a medida que passa o tempo (t — =) (RITZ et al.,
2013). Portanto F € a germinacao cumulativa de sementes no tempo t (igual ao tempo
térmico (graus-dia, horas ou dias), d € o limite superior representando a germinacéo
méxima (%) do numero total de sementes, Tso (ou WPs0) € o tempo térmico (Ch),
potencial hidrico (-MPa) ou germinagdo com ou sem luz, dependendo do experimento
especifico, no qual 50% da méaxima germinacdo de sementes (d) é alcancada; e b € a
inclinagdo em torno do Tso (WPso), denotando a taxa de germinacdo (Adaptado de
SCHERNER et al., 2017).

As temperaturas base e maxima foram estimadas pela interceptacdo de cada
linha de regressdo com a abscissa, onde a taxa de germinacdo (1/Tso) foi regredida
versus as temperaturas, e a temperatura otima (To) foi calculada a partir da
interceptacdo de duas linhas de regressdo (DUMUR; PILBEAM; CRAIGON, 1990),
usando-se 0s interceptos e a inclinacdo dessas duas equacdes de regressao: To = (a2
-al)/ (bl - b2).

O potencial hidrico base (Wb) foi estimado usando o mesmo procedimento, mas
regredindo a taxa de germinacao (1/Tso) versus o potencial hidrico. A interceptacdo da
abscissa no eixo X foi assumida como estimativa da temperatura base e potencial
hidrico base para germinac&o (To ou Wb) (PATANE; TRINGALI, 2011; PATANE et al.,
2009). Intervalos estatisticos de confianca (95%) foram estimados pelo método
bootstrap (EFROM; TIBSHIRANI, 1993). A distribuicdo de bootstrap das estimativas de
base (Tb ou Wp), To e Tm foi utilizada para determinar o intervalo de confianca de 95%.
As analises estatisticas foram realizadas usando o software estatistico R com o pacote
add-on "drc" (RITZ; STREIBIG, 2005).

Para a investigacdo da germinacdo em diferentes profundidades no perfil do
solo, os resultados obtidos nos dois estudos foram comparados pelo teste "t" para

verificacdo de diferenca estatistica entre eles. Nao havendo, ao invés de dois estudos
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com cinco repeti¢des cada, os dados foram combinados, analisando-se 10 repeti¢des.
Posteriormente, os dados foram verificados quanto a normalidade, utilizando-se o teste
de Shapiro-Wilk, e em seguida submetidos a andlise de variancia; apresentando
significancia pelo teste F (p<0,05), as médias foram submetidas a comparacgao pelo
teste de Tukey (p<0,05).

2.3 Resultados e discussoes

2.3.1 Temperatura

Os dados dos padrbes cumulativos de germinacédo dos acessos de E. plana,
foram agrupados em cinco temperaturas constantes e mostrados como funcédo do
tempo térmico (horas), conforme Figura 2, com o0s seguintes parametros estimados do
modelo time-to-event: taxa de germinacéo (Tso), germinagdo maxima (d) e a inclinagcédo
em torno de Tso (b), sumarizados na Tabela 1. Nao foi possivel plotar a curva de
germinacao para as temperaturas 15, 20 e 45°C devido ao baixo nimero de sementes
germinadas ou inexisténcia dessas. A exce¢ao ocorreu para o acesso CAC, que em
temperatura de 20°C apresentou 57% de germinacdo (dados ndo mostrados).
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Germinagao cumulativa (%) de acessos de capim-annoni (Eragrostis plana): Bagé (BAG),
Palmitinho (PAL), Pelotas (PEL), Santa Maria (SM), Vera Cruz (VC), Vacaria (VAC), Itaqui
(ITA), Passo Fundo (PF), Cacapava (CAC), Santa Vitéria do Palmar (SVP) em relagdo ao
tempo (horas) para cinco temperaturas (25, 30, 35, 40 e 43°C). Curvas foram ajustadas para
valores observados usando a Equacao 1, com valores dos pardmetros mostrados na Tabelal.
UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2017.
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Tabela 1 - Temperatura base estimada (Tbh), temperatura 6tima (To), temperatura maxima (Tm) e valores
dos parédmetros: inclinagdo em torno do Tso (b), taxa de germinagéo (Tso), germinagéo maxima
(d), com intervalos de confianca (95%) para acessos de capim-annoni (Eragrostis plana),
UFPel, Capéao do Ledo/RS, 2017

Acessos Parametros estimados
T b Tso d
°C (%Germinacéo h') horas (%)
BAG Ty 14,8 (12,61;15,75)" 25 -12,12(-19,62;-4,61) 79,05 (70,90; 87,18) 8 (3; 13)
To 38,9 (38,36; 40,37) 30 -9,13 (-11,05;-7,18) 67,90 (64,65; 71,15) 59 (50; 68)
Tm45,4 (43,40; 47,52) 35 -4,98 (-5,8;-4,15) 66,68 (62,11; 71,25) 87 (82; 93)
40 -4,37(-5,07;-3,68) 63,77 (59,06; 68,54) 99 (97; 100)
43 -7,88 (-9,91;-5,85) 80,73 (75,38; 86,08) 42 (33; 50)
PAL Tb 15,6 (13,72; 15,98) 25 -8,56 (-12,39; -4,73) 74,21 (66,35; 82,70) 13 (8; 20)
To 40,0 (37,49; 41,00) 30 -5,84 (-7,07; -4,61) 70,54 (68,43; 74,65) 56 (47; 65)
Tm45,8 (44,42; 46,43) 35 -5,23 (-6,07; -4,39) 67,85 (63,63; 70,08) 97 (95; 100)
40 -3,95 (-4,61; -3,28) 49,53 (45,44; 53,61) 98 (98; 100)
43 -7,73 (-9,72; -5,74) 83,00 (77,32; 88,68) 40 (31; 49)
PEL Tb 15,3 (12,25; 16,64) 25 -7,87 (-11,43; -4,31) 84,24 (73,60; 94,88) 12 (6; 17)
To 40,0 (39,05; 40,54) 30 -6,27 (-7,75; -4,78) 79,56 (73,50; 85,61) 45 (36; 54)
Tm45,5 (44,42; 46,43) 35 -5,26 (-6,22; -4,31) 70,32 (65,40; 75,25) 76 (68; 83)
40 -5,32 (-6,23; -4,40) 52,41 (49,10; 55,73) 96 (92; 99)
43 -7,96 (-9,73; -6,19) 83,26 (78,59; 87,94) 55 (47; 65)
SM  Tp12,3(11,71;12,73) 25 -6,44 (-9,80; -3,07) 100,50 (82,51; 118,2) 8 (3; 13)
To 40,0 (37,97; 40,6) 30 -7,18 (-8,99; -5,36) 78,78 (74,04, 83,14) 40 (32; 49)
Tm 45,6 (44,36; 46,63) 35 -6,11 (-7,19; -5,02) 68,60 (63,05; 73,62) 81 (75; 88)
40 -5,07 (-5,90; -4,16) 53,62 (50,05; 57,18) 93 (88; 97)
43 -9,19 (-11,93; -6,44) 83,87 (78,53; 89,20) 33 (24; 41)
VC Tb 15,6 (13,57; 16,37) 25 -7,40 (-9,34; -5,47) 73,64 (68,36; 78,92) 37 (28; 45)
To 39,9 (38,56; 40,05) 30 -7,04 (-8,24; -5,84) 65,33 (62,16; 68,51) 89 (84; 95)
Tm45,2 (44,70; 45,69) 35 -5,44 (-6,34; -4,53) 60,85 (61,33; 70,36) 95 (91; 99)
40 -4,42 (-5,17; -3,67) 51,47 (47,33; 55,23) 99 (98; 100)
43 -8,17 (-10,04; -6,29) 85,03 (80,24; 89,82) 53 (43; 61)
VAC Ty, 15,4 (13,72; 15,98) 25  -11,18 (-18,43;-3,92) 72,18 (64,17; 80,19) 7 (3;12)
To 39,9 (38,58; 40,20) 30 -8,08 (-9,82; -6,34) 73,05 (68,16; 75,79) 58 (48; 66)
Tm 46,0 (45,14; 46,39) 35 -4,48 (-5,24; -3,72) 71,98 (65,50; 78,60) 87 (81; 93)
40 -5,31 (-6,22; -4,40) 54,68 (51,23; 58,13) 96 (92; 99)
43 -8,25 (-10,39; -6,10) 83,96 (78,62; 89,29) 43 (34; 53)
ITA  Tb»14,5(13,20; 14,99) 25 -14,74 (-24,3; 5,12) 68,48 (62,51; 74,45) 7(2; 11)
To 39,5 (38,74; 39,78) 30 -7,38 (-9,03; -5,74) 69,55 (65,26; 73,84) 52 (43; 60)
Tm45,1 (44,43; 46,00) 35 -5,33 (-6,40; -4,26) 60,41 (55,85; 64,96) 65 (56; 73)
40 -4,17 (-4,89; -3,45) 54,19 (49,87; 58,50) 93 (88; 97)
43 -8,17 (-10,19; -6,17) 82,02 (77,03; 87,00) 46 (36; 55)
PF Tb 15,6 (14,17; 15,70) 25 -10,35 (-17,9; -2,76) 91, 31 (77,18; 105;3) 5(1; 8)
To 39,5 (38,06; 40,07) 30 -11,81(-18,81;4,81) 65,30 (58,59; 72,01) 8 (4; 14)
Tm45,6 (44,84; 46,15) 35 -5,15 (-12,37; -3,93) 64,60 (57,16; 74,28) 42 (34; 51)
40 -3,99 (-4,70; -3,28) 57,94 (52,88; 63,04) 83 (76; 90)
43 -7,96 (-9,67; -6,26) 76,39 (72,19; 80,60) 60 (51; 68)
CAC T»12,8(11,27;13,29) 25 -4,41 (-5,19; -3,63) 109,22 (99,75;118,2) 73 (64; 80)
To 40,0 (38,18; 40,20) 30 -4,47 (-5,20; -3,75) 74,69 (69,20; 80,19) 93 (89; 98)
Tm45,4 (44,31; 46,55) 35 -4,57(-5,31; -3,82) 56,85 (52,66; 61,04) 94 (93; 98)
40 -3,40 (-3,96; -2,84) 47,41 (42,86; 51,96) 97 (95;100)
43 -7,05 (-8,67; -5,42) 77,57 (72,50; 82,63) 52 (43; 60)
SVP Ty 15,4 (14,16; 15,90) 25 -5,77 (-7,70; -3,83) 84,09 (44,98; 59,66) 20 (12; 27)
T040,0 (37,81; 40,12) 30 -7,32 (-8,75; -5,89) 67,97 (44,60; 50,96) 69 (60; 77)
Tm45,5 (44,25; 46,74) 35 -5,76 (-6,76; -4,77) 63,74 (46,39; 58,82) 85 (78; 91)
40 -3,85 (-4,53; -3,16) 42,45 (38,63; 46,26) 90 (85; 96)
43 -8,84 (-10,97; -6,71) 79,60 (51,55; 60,18) 48 (39; 57)

* Temperaturas
*Numeros entre parénteses representam os intervalos de confianga.
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Os acessos de E. plana de diferentes regides do RS apresentaram respostas
diferenciadas quando expostos a uma ampla faixa de temperaturas para germinacao
(Figura 2). Na média, para todos os acessos, a maior germinacao foi obtida na
temperatura de 40°C, sendo superior a 90%, com excec¢ao do acesso PF (83%). Todos
apresentaram reduzida germinacao na temperatura mais baixa avaliada de 25°C, nao
superando 40% de germinacdo maxima de acordo com o parametro d (Tabela 1). A
excecao foi o acesso CAC novamente que, assim como a 20°C destoou dos demais
apresentando 57% de germinacgdo; na temperatura de 25°C apresentou germinacao
maxima de 73%. Na temperatura de 43°C, todos 0s acessos reduziram a germinacao
méxima quando comparados a temperatura imediatamente inferior avaliada de 40°C
(Figura 2).

Para os parametros Tso e b a 40°C, os acessos nao diferem entre si (Figura 2,
Tabela 1). A temperatura 6tima estimada néo diferiu entre acessos, estando entre 39 e
40°C, e a temperatura maxima estimada ficou entre 45 e 46°C, também nao diferindo
estatisticamente. No entanto, para a temperatura base, os valores calculados variaram
de 12,3°C (SM) a 15,6°C (PF, VC e PAL). Os acessos SM e CAC (Tv 12,8°C) néo
diferiram entre si mas de boa parte dos acessos; SM néo diferiu de PEL (T» 15,3°C) e
CAC néo diferiu de BAG (T 14,8°C) e PEL (Tabela 1).

2.3.2 Luz

A comparacao entre os parametros estimados Tso e b, nha Figura 3 e sumarizados
na Tabela 2, mostra que ndo houve diferenca para os referidos entre 0s acessos,
guando as sementes foram submetidas a germinagéo na presenca de luz (12/12h).
Também n&o houve diferenca para estes parametros quando comparados acesso a
acesso nas condicdes de presenca e auséncia de luz, com excecédo ao acesso SVP;
nesse caso, de acordo com 0 Tso, SA0 necessarias 19 horas a mais para 50% das
sementes germinarem quando da auséncia de luz, comparada a condi¢ao de presenca
de luz. Para a germinacdo maxima obtida (d), todos os acessos diferiram quanto a
condicao de presenca e auséncia de luz, com germinacdo superior quando expostos a
luz.

Na condi¢cédo de 12:12 h de luz:escuro, apenas o0 acesso PF teve germinacéo
maxima inferior aos demais, mas ainda superior a 80% (Tabela 2). No entanto, quando
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a germinacao ocorreu no escuro, mesmo na temperatura de 40°C considerada To, a
germinacdo maxima entre os acessos variou de 33 e 34%, respectivamente para PEL
e PF, até 75, 75 e 76%, respectivamente para PAL, CAC e VC (Tabela 2). Portanto,
existe variabilidade entre os acessos de capim-annoni no RS quanto ao fotoblastismo

para a germinacgdo das sementes.
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Figura 3 - Germinagdo cumulativa (%) de acessos de capim-annoni (Eragrostis plana): Bagé (BAG),
Palmitinho (PAL), Pelotas (PEL), Santa Maria (SM), Vera Cruz (VC), Vacaria (VAC), ltaqui
(ITA), Passo Fundo (PF), Cacapava (CAC), Santa Vitoria do Palmar (SVP), em relagédo ao
tempo (horas), com ou sem a presenca de luz. Curvas foram ajustadas para valores
observados, usando a Equacdo 1, com valores dos parametros mostrados na Tabela 2.
UFPel, Capédo do Ledo/RS, 2017.



37

Tabela 2 - Germinacdo de acessos de capim-annoni (Eragrostis plana) na condicdo sem e com a
presenca de luz. Valores dos parametros: inclinacdo em torno do Tso (b), taxa de germinacédo
(Ts0), germinacéo maxima (d), com intervalos de confianga (95%). UFPel, Capédo do Ledo/RS,

2017
Parametros estimados
Acessos Condicdes b Tso d
% germinacdo h? horas %
BAG Luz -2,93  (-3,41; -2,44)* 49,10 (43,70; 54,50) 99 (97; 100)
Escuro -2,95 (-3,55; -2,34) 45,25 (39,16; 51,32) 65 (57;74)
PAL Luz -3,88 (-4,52; -3,23) 51,58 (47,28; 55,89) 99 (97; 100)
Escuro -3,3  (-3,94; -2,65) 45,86 (40,70;51,03) 75 (67;82)
PEL Luz -4,95 (-5,80; -4,09) 51,74 (48,26; 55,21) 95 (92;99)
Escuro -4,15  (-5,35; -2,95) 51,71 (48,78; 58,63) 33 (24;41)
SM Luz -5,02  (-5,89; -4,15) 54,48 (50,83; 58,13) 93 (88;97)
Escuro -3,01  (-3,64; -2,38) 51,61 (44,70;58,51) 62 (53;71)
VvC Luz -4,43  (-5,18; -3,68) 51,47 (47,70; 55,76) 99 (97; 100)
Escuro -3,73  (-4,45; -3,01) 50,74 (45,75; 55,73) 76 (68; 83)
VAC Luz -5,30 (-6,21; -4,39) 55,10 (51,63; 58,58) 96 (92;99)
Escuro -3,19 (-3,93; -2,45) 48,06 (41,53; 54,57) 54 (45; 63)
ITA Luz -3,98 (-4,66; -3,29) 54,94 (50,37; 59,51) 92 (88;97)
Escuro -3,03  (-3,72;-2,33) 48,55 (41,38;55,7) 52 (43;61)
PF Luz -3,99 (-4,71; -3,29) 57,94 (52,89; 63,00) 83 (77;90)
Escuro -3,45  (-4,43;-2,48) 59,98 (50,66; 69,30) 34 (25;43)
CAC Luz -3,33  (-3,87;-2,78) 47,38 (42,75;52,02) 98 (95; 100)
Escuro -3,43  (-4,08; -2,78) 54,09 (48,33; 59,85) 75 (67;83)
SVP Luz -3,86 (-4,54; -3,18) 42,44 (38,63; 46,25) 91 (86;97)
Escuro -3,31  (-4,16; -2,45) 60,96 (51,22;70,01) 41 (32;49)

* NUmeros entre parénteses representam intervalos de confianca.

2.3.3 Potencial hidrico (osmético)

Padrdes de germinacdo cumulativa de acessos de E. plana ao longo do tempo
em funcédo de seis potenciais hidricos (0; -0,08; -0,2; -0,25; -0,5; -0,75 MPa) em
temperatura de 35°C, sdo mostrados na Figura 4, com parametros estimados
mostrados na Tabela 3. Nenhum dos acessos estudados apresentou germinacdo na
condicao de potencial osmotico abaixo de -1 MPa, ou seja, nestas situa¢des a equacao

nao se ajustou aos dados, nas duas temperaturas avaliadas (35 e 40°C).
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Figura 4 - Germinacdo cumulativa (%) de acessos de capim-annoni (Eragrostis plana): Bagé (BAG),

Palmitinho (PAL), Pelotas (PEL), Santa Maria (SM), Vera Cruz (VC), Vacaria (VAC), Itaqui
(ITA), Passo Fundo (PF), Cacapava (CAC), Santa Vitdria do Palmar (SVP), em relacdo ao
tempo (horas), para seis potenciais hidricos(-MPa) a 35°C de temperatura. Curvas foram
ajustadas para valores observados, usando a Equacdo 1, com valores dos parametros
mostrados na Tabela 3. UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2017.



39

Tabela 3 - Potencial hidrico base estimado (W) e valores dos parametros: inclinagdo em torno do Tso (b),
taxa de germinagéo (Tso), germinacdo méxima (d), em temperatura de 35°C com intervalos

de confianca (95%), UFPel, Capédo do Ledo/RS, 2017

Parametros estimados

Potencial
Acessos Yy hidrico Tso d
Mpa -MPa % germinacéo ht horas %
BAG -0,89 0 -4,75 (-5,58; -3,91) 35,65 (33,14;38,17) 89 (83;94)
(-1,06; -0,63)* -0,08 -6,48 (-7,65; -5,32) 40,11 (37,94;42,29) 85 (78;91)
-0,2 -5,44 (-6,50; -4,39) 33,12 (30,84;35,40) 75 (68;83)
-0,25 -5,80 (-7,16; -4,45) 30,80 (28,32;33,28) 52 (43;61)
-0,5 -4,50 (-5,85; -3,16) 46,49 (40,35;52,64) 28 (20; 36)
-0,75 -4,70 (-6,55; -2,85) 53,55 (44,55;65,66) 15 (9;22)
PAL -1,07 0 -4,97 (-7,77; -5,60) 37,32 (34,88; 39,75) 98 (96; 100)
(-1,12; -1,00) -0,08 -7,35 (-8,63;-6,07) 41,10 (39,20; 43,00) 93 (88;97)
-0,2 -5,16 (-6,04; -4,28) 35,15 (32,77;37,52) 90 (84;95)
-0,25 -6,12 (-7,24; -4,99) 35,13 (33,03; 37,24) 83 (76;90)
-0,5 -4,94 (-5,97; -3,92) 42,27 (38,69; 45,85) 59 (50; 67)
-0,75 -4,49 (-5,70; -3,29) 57,68 (50,60; 64,76) 36 (27;44)
PEL -0,85 0 -4,75 (-5,60; -3,88) 39,50 (36,61;42,40) 83 (76;89)
(-0,94; -0,75) -0,08 -4,38 (-5,21; -3,56) 39,09 (35,68;42,50) 71 (63;79)
-0,2 -5,12 (-6,16; -4,09) 35,43 (32,57;38,28) 65 (56;73)
-0,25 -5,17 (-6,23; -4,10) 34,77 (31,98;37,55) 63 (54;71)
-0,5 -12,34 (-20,56; -4,12) 47,12 (42,50; 51,80) 8 (3;13)
-0,75 -9,63 (-11,54;-1,04) 43,72 (36,62;50,82) 4 (2;7)
SM -0,95 0 -7,51 (-8,90; -6,12) 40,49 (38,54;42,44) 84 (77;90)
(-1,02; -0,87) -0,08 -9,25 (-10,91;-7,59) 43,01 (41,29;44,74) 87 (81;93)
-0,2 -4,77 (-5,63;-3,91) 43,07 (39,80; 46,35) 77 (69; 84)
-0,25 -6,04 (-7,28; -4,80) 41,03 (38,21;43,85) 65 (56;73)
-0,5 -7,58 (-9,58; -5,57) 49,63 (46,16;53,10) 36 (28;45)
-0,75 -5,16 (-7,20; -3,13) 52,45 (44,02;60,87) 15 (9;22)
VvC -1,01 0 -8,32 (-9,75; -6,90) 41,85 (40,14;43,56) 97 (94; 100)
(-1,09; -0,94) -0,08 -8,86 (-10,42;-7,30) 44,69 (42,87;46,49) 90 (85;95)
-0,2 -5,18 (-6,10; -4,25) 42,33 (39,35;45,30) 80 (72;87)
-0,25 -5,87 (-7,02; -4,71) 41,76 (38,98;44,54) 69 (60;77)
-0,5 -6,03 (-7,29; -4,77) 50,05 (46,51;53,60) 53 (44;61)
-0,75 -4,34 (-5,61; -2,98) 52,46 (44,72;60,24) 25 (17;32)
VAC -0,97 0 -7,18 (-8,44, -5,85) 39,86 (37,89;41,83) 87 (81;93)
(-1,04;-0,89) -0,08 -10,0 (-11,87;-8,11) 45,60 (43,87;47,32) 84 (77;90)
-0,2 -5,43 (-6,66; -4,30) 38,43 (35,37;41,48) 57 (48;66)
-0,25 -5,97 (-7,23; -4,66) 39,76 (36,86;42,66) 57 (48;66)
-0,5 -5,22 (-6,58; -3,86) 52,78 (47,35;58,21) 35 (27;44)
-0,75 -5,96 (-8,03; -3,84) 43,48 (38,47;48,49) 21 (14;29)
ITA -0,95 0 -5,16 (-6,06; -4,27) 42,80 (39,96; 45,73) 85 (79;92)
(-1,02; -0,88) -0,08 -7,10 (-8,49; -5,71) 44,31 (41,83;46,80) 69 (60;77)
-0,2 -5,31 (-6,32; -4,29) 39,45 (36,61;42,28) 72 (64;78)
-0,25 -5,31 (-6,33; -4,28) 39,30 (36,43;42,16) 70 (62;78)
-0,5 6,60 (-8,73;-4,47) 52,06 (47,03;57,07) 25 (17;32)
-0,75 -5,67 (-7,76; -3,58) 62,97 (54,72;71,20) 18 (11;25)
PF -0,88 0 -7,97 (-9,91; -6,02) 46,71 (43,82;49,59) 45 (36;54)
(-0,96; -0,79) -0,08 -6,21 (-7,83; -4,58) 50,68 (46,45;54,92) 37 (28;46)
-0,2 -9,23 (-12,21;-6,26) 45,64 (42,46;48,81) 28 (20; 36)
-0,25 -6,65 (-8,99; -4,31) 43,04 (38,31;47,77) 20 (13;28)
-0,5 -8,73 (-13,08; -4,38) 47,29 (42,54;53,26) 11 (5;16)
-0,75 -7,24 (-12,47;-2,01) 47,22 (37,54; 56,89) 5 (1,8)
CAC -0,95 0 -6,30 (-7,41; -5,20) 42,03 (39,74;44,32) 91 (85;95)
(-1,04;-0,85) -0,08 -5,60 (-6,55; -4,65) 40,01 (37,58;42,44) 92 (87;97)
-0,2 -6,53 (-7,78; -5,27) 46,82 (43,95;49,69) 68 (60;76)
-0,25 -8,05 (-9,75; -6,34) 4454 (42,15;46,92) 61 (53;70)
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-0,5 -5,72 (-7,08;-4,35) 49,00 (44,85;53,14) 40 (32; 49)

-0,75 -9,04 (-12,56;-5,52) 50,42 (46,05;54,80) 25 (15;34)

SVP -0,88 0 9,37 (-11,13;-7,61) 45,16 (43,32;47,00) 81 (74;88)
(-1,03;-0,73) -0,08 -8,89 (-10,61;-7,18) 50,34 (48,25;52,42) 77 (70;84)

-0,2 -6,84 (-8,06;-5,61) 50,01 (47,34;52,66) 80 (73;87)

-0,25 -9,13 (-11,22;-7,05) 51,87 (49,28;54,45) 53 (44; 62)

-0,5 5,14 (-7,09;-3,19) 60,55 (51,29;69,82) 16 (9;23)

-0,75 -6,18 (-9,55:-2,81) 63,21 (51,80;70,63) 8 (3;13)

* NUmeros entre parénteses representam intervalos de confianca.

A germinagdo méxima de acordo com o parametro d, variou entre 0s acessos
em funcdo do potencial hidrico. Para BAG, SM e SVP, a germinagcdo reduziu
estatisticamente a partir de -0,25 MPa comparada a 0 MPa (sem limitacdo hidrica)
(Tabela 3). Para os acessos de PAL, VC, VAC, PF e CAC a germinacdao foi reduzida a
partir de -0,2 MPa, portanto demonstrando uma menor tolerancia ao déficit que BAG,
SM e SVP. Porém, a sensibilidade a restricdo foi maior ainda para PEL e ITA, onde a
germinacéo foi afetada desde -0,08 MPa. Isto indica que na temperatura de 35°C, a
sensibilidade ao potencial osmotico difere entre os acessos de E. plana, agrupando
acessos com menor sensibilidade (ao redor de -0,25 a -0,20 MPa) e acessos de maior
sensibilidade (a partir de -0,08 MPa) (Figura 4, Tabela 3). O acesso PF néo apresentou
germinacao superior a 50% mesmo na condicdo de 0 MPa a 35°C de temperatura,
corroborando com os resultados obtidos no estudo de temperaturas discutido acima,
em que a germinacédo a 35°C foi de 42% para PF (Tabela 1), o qual possui alta exigéncia
de temperatura para germinar, elevando o percentual de germinacdo apenas em
temperatura 6tima ou muito proximo dessa.

Os padroes de germinacdo cumulativa para os acessos em funcdo dos
potenciais hidricos na temperatura de 40°C, sdo mostrados na Figura 5, e 0s
parametros estimados sdo mostrados na Tabela 4. A germinacdo maxima conforme
mostrado pelo parametro d, foi variavel entre acessos. Sementes dos acessos de BAG,
semelhantemente a 35°C, e PAL reduziram a germinacao a partir do -0,25 MPa. Para
os demais acessos a germinacgéo foi reduzida a partir de -0,2 MPa comparada ao
controle (0 MPa), com excecdo de SVP em que houve reducdo no potencial hidrico ja
a -0,08 MPa (Tabela 4).
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Figura 5 - Germinagdo cumulativa (%) de acessos de capim-annoni (Eragrostis plana): Bagé (BAG),
Palmitinho (PAL), Pelotas (PEL), Santa Maria (SM), Vera Cruz (VC), Vacaria (VAC), Itaqui
(ITA), Passo Fundo (PF), Cacapava (CAC), Santa Vitéria do Palmar (SVP), em relacdo ao
tempo (horas), para seis potenciais hidricos (-MPa) a 40°C. Curvas foram ajustadas para
valores observados, usando a Equacéo 1, com valores dos pardmetros mostrados na Tabela
4. UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2017.
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Tabela 4 - Potencial hidrico base estimado (W) e valores dos pardmetros: inclinacdo em torno do Tso (b),
taxa de germinacéo (Tso), germinagdo méxima (d), em temperatura de 40°C com intervalos
de confianca (95%), UFPel, Capédo do Ledo/RS, 2017

Parametros estimados

Potencial
Acessos Wy Hidrico b Tso d
Mpa -MPa % Germinacédo h! horas %
BAG -0,75 0 -3,88 (-4,57;-3,18) 21,17 (19,25; 23,08) 94 (90; 98)
(-0,93; -0,61)* -0,08 -4,37 (-5,15; -3,58) 21,40 (19,69; 23,11) 98 (96;100)
-0,2 -5,34 (-6,28; -4,39) 30,29 (28,27; 32,31) 90 (85; 96)
-0,25 -5,37 (-6,44; -4,29) 38,51 (35,61;41,41) 65 (57;74)
-0,5 -3,44 (-4,47;-2,41) 37,77 (31,27; 44,28) 30 (21; 38)
-0,75 NA** NA NA
PAL -0,95 0 -3,64 (-4,29; -3,00) 19,60 (17,75; 21,45) 98 (96; 100)
(-1,04; -0,84) -0,08 -5,4 (-6,46; -4,34) 23,16 (21,65; 24,66) 96 (93;99)
-0,2 -5,68 (-6,79; -4,56) 24,38 (22,89; 25,88) 95 (92;99)
-0,25 -7,22 (-8,75; -5,70) 35,75 (33,76; 37,75) 70 (61; 78)
-0,5 -4,69 (-5,91; -3,46) 28,52 (25,38; 31,66) 41 (32; 50)
-0,75 -5,562 (-7,58; -3,45) 30,69 (26,51; 34,87) 20 (12; 27)
PEL -0,69 0 -4,5 (-5,32;-3,68) 25,12 (23,18; 27,05) 92 (87;97)
(-0,79; -0,60) -0,08 -4,89 (-5,82;-3,96) 25,13 (23,23; 27,02) 85 (78;91)
-0,2 -5,19 (-6,22; -4,16) 28,32 (26,18; 30,47) 74 (66; 82)
-0,25 -5,77 (-7,02; -4,51) 36,46 (33,75; 39,17) 59 (50; 67)
-0,5 -3,77 (-5,71;-1,83) 32,87 (28,77; 41,98) 10 (4; 15)
-0,75 NA NA NA
SM -0,83 0 -3,99 (-4,71; -3,27) 21,77 (19,84; 23,70) 93 (87;97)
(-0,92; -0,73) -0,08 -4,93 (-5,83; -4,02) 25,75 (23,50; 27,60) 92 (86; 96)
-0,2 -5,42 (-6,58; -4,25) 25,08 (23,20; 26,95) 73 (64; 80)
-0,25 -5,03 (-6,23; -3,84) 25,63 (23,31; 27,96) 56 (46; 64)
-0,5 -5,56 (-9,93; -1,18) 23,45 (17,29; 29,60) 6 (2;10)
-0,75 -21,1 (-122,3;-80,11) 25,28 (18,51; 32,04) 3 (1;6)
VC -0,91 0 -3,63 (-4,16; -2,91) 17,86 (16,11; 19,60) 99 (97; 100)
(-1,03;-0,82) -0,08 -5,15 (-6,15; -4,16) 23,08 (21,49; 24,66) 95 (91; 98)
-0,2 -4,37 (-5,20; -3,54) 22,69 (20,77; 24,60) 88 (83;94)
-0,25 -4,02 (-4,86; -3,19) 32,46 (29,24; 35,68) 65 (56; 73)
-0,5 -4,16 (-5,35; -2,98) 28,04 (24,22; 31,86) 37 (28; 46)
-0,75 -3,72 (-5,44;-2,01) 34,90 (25,93; 43,88) 11 (5;17)
VAC -0,89 0 -4,22 (-4,98; -3,47) 22,44 (20,56; 24,31) 94 (89; 98)
(-1,02; -0,77) -0,08 -3,94 (-4,64; -3,23) 25,77 (23,44, 28,10) 88 (82;94)
-0,2 -5,27 (-6,29; -4,25) 27,30 (25,38; 29,23) 81 (74, 88)
-0,25 -4,17 (-4,97; -3,37) 32,05 (29,08; 35,02) 72 (64; 80)
-0,5 -4,06 (-5,29;-2,82) 34,33 (29,28; 39,38) 29 (21;37)
-0,75 -4,05 (-6,97;-1,12) 32,20 (25,41; 43,98) 5 (1,;8)
ITA -0,85 0 -3,64 (-4,28; -2,99) 22,90 (20,71; 25,09) 92 (87;97)
(-0,95;-0,73) -0,08 -4,50 (-5,36; -3,64) 23,54 (21,59; 25,49) 84 (77;90)
-0,2 -4,81 (-5,84;-3,79) 32,41 (29,50; 35,32) 59 (50; 68)
-0,25 -4,86 (-5,98; -3,74) 35,47 (32,12; 38,83) 50 (41;59)
-0,5 -4,19 (-5,83;-2,56) 33,91 (27,59; 40,23) 17 (10; 24)
-0,75 -7,37 (-13,60;-1,15) 35,68 (27,50; 43,86) 4 (1;7)
PF -0,67 0 -3,93 (-4,64; -3,22) 25,66 (23,30; 28,01) 86 (79;92)
(-0,72;-0,60) -0,08 -4,46 (-5,29; -3,62) 24,71 (22,71; 26,72) 86 (80;92)
-0,2 -4,92 (-6,03; -3,80) 25,31 (23,07; 27,56) 60 (52;69)
-0,25 -491 (-6,06; -3,76) 29,68 (26,84; 32,52) 50 (41;59)
-0,5 -6,22 (-10,08;-2,37) 30,69 (24,46; 36,92) 7 (2;12)
-0,75 NA NA NA
CAC -0,68 0 -4,02 (-4,74; -3,30) 21,99 (20,07; 23,91) 94 (89; 98)
(-0,76; -0,59) -0,08 -4,13 (-4,90; -3,37) 24,31 (22,19; 26,43) 87 (80; 92)
-0,2 -6,09 (-7,50; -4,69) 28,78 (26,59; 30,97) 56 (46; 64)
-0,25 -5,54 (-6,85; -4,24) 31,06 (28,40; 33,72) 44 (35;51)
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05 -429 (-6,10;-2,47) 35,85 (28,86; 42,83) 15 (8; 21)
-0,75 NA NA NA

SVP -0,68 0 -500 (-594;-4,06) 23,64 (21,95; 25,32) 93 (88;97)

(-0,80;-0,52) -0,08  -501 (-6,01;-4,01) 27,16 (25,04; 29,29) 74 (66; 82)

02  -520 (-6,39;-4,01) 2593 (23,70; 28,15) 59 (50; 67)

025  -5,13 (-6,37;-3,90) 27,82 (25,23; 30,41) 50 (41;59)

05 -4,41 (-6,56;-2,26) 36,02 (27,86; 44,16) 11 (5;16)

-0,75 NA NA NA

*NUmero entre parénteses representam intervalo de confianca

**N&o se aplica.

2.3.4 Profundidade das sementes no solo

Em relacdo a emergéncia de sementes de capim-annoni em diferentes

profundidades no perfil do solo, avaliada até 15 dias apds a semeadura, observou-se

maior percentual de emergéncia de plantulas a partir de sementes que estavam na

superficie do solo (Figura 6); nesse caso, o percentual equivaleu a 90% de emergéncia,

diferindo daquelas em profundidades de 0,5; 1 e 2cm, as quais néo diferiram entre si

com 70, 69 e 63% de emergéncia, respectivamente. Nao houve emergéncia nas demais

profundidades estudadas (4, 6, 8 e 10cm).

8 3 8

Emergéncia das plantulas (%)

8

Profundidade das sementes (cm)

0.5 1

2

Figura 6 - Efeito da profundidade do solo na emergéncia de plantulas de capim-annoni (Eragrostis plana),
15 dias apos a semeadura. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo Teste de
Tukey, ao nivel de 5%. As barras representam intervalos de confianca para 95%. UARK,
Fayetteville/AR, EUA, 2018.
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Todas as sementes utilizadas nos estudos conduzidos (temperatura, luz e
potencial osmético) para comparacao entre acessos de capim-annoni ou mesmo no
estudo de profundidade no solo, foram mantidas logo apds a colheita armazenadas a
8°C. Segundo Medeiros et al. (2014), a superacdo para possivel dorméncia de
sementes de E. plana pode ser obtida utilizando-se o teste de frio (5°C) por sete dias
(BRASIL, 2009). Deste modo, as sementes utilizadas no presente estudo
possivelmente ndo estariam dormentes devido ao tempo de exposicdo a baixa
temperatura. Além disso, as respostas na germinacdo entre os acessos de capim-
annoni poderiam nao diferir porque se desenvolveram e maturaram nas mesmas
condicBes ambientais. No entanto, observou-se diferentes respostas entre 0s mesmos,
principalmente na germinagdo em temperaturas mais distantes da To, inferindo a
variabilidade inerente entre esses.

A germinacdo assemelha-se entre os acessos quando as sementes foram
colocadas para germinar em 35 e 40°C, proximo a temperatura 6tima (To) calculada,
equivalente a 39/40°C. Porém, em temperatura mais distante dessa, observou-se maior
variacdo entre os acessos (Figura 2, Tabela 1). De maneira geral, a percentagem de
germinacao aumentou com aumento da diferenca de temperatura entre Tv € To, sendo
gue quanto mais proximo da To maior o percentual de germinacdo para todos os
acessos estudados.

O conhecimento da temperatura base (Tv) pode servir de auxilio ao manejo,
especialmente em areas onde as temperaturas de inverno permanecem baixas e o
aguecimento da temperatura na primavera poderia ser usado para prever 0 momento
da germinacdo (GUILLEMIN et al., 2013). No entanto, diferencas na temperatura base
podem ocorrer devido as diferentes origens geograficas das sementes (GUILLEMIN et
al., 2013). As médias de Ty estimadas no presente estudo (12,3 a 15,6°C) ficaram acima
da observada em estudo com sementes de E. plana colhidas em Abelardo Luz - SC,
equivalendo a 10,7°C (BITTENCOURT et al., 2017).

Dois acessos se destacaram dos demais com Ty inferiores, SM (12,3°C) e CAC
(12,8°C), sendo este ultimo oriundo de uma regido de temperaturas medias anuais frias
(Figura 1). No entanto, VAC pertence a regidao com invernos mais frios do Estado,
apresentou Tp dentro da média dos demais acessos (15,4°C). O acesso CAC de
maneira geral, além de apresentar T mais baixa, mostrou tendéncias de adaptabilidade

para germinacdo em temperaturas menores, na média; foi 0 Unico com germinacédo em
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valores acima de 55% a 20°C e acima de 70% a 25°C. Comparando-se 0 acesso VAC,
oriundo da regido mais fria do estado (com temperatura média anual de 16,08°C), com
0 acesso SM ( T 12,3°C) oriundo de uma regido mais quente (com temperatura média
anual de 20,3°C), estes resultados corroboram com o estudo realizado com a planta
daninha Echinochloa crus-galli, em que a Tp calculada aumentou entre sementes
colhidas em regibes mais frias para sementes de regibes mais quentes, sendo
equivalente a 6,2°C para aquelas oriundas de populacédo coletada no nordeste da
Franca (GUILLEMIN et al., 2013), 10°C em populacdes da Itdlia (SARTORATO;
PIGNATA, 2008) e 13°C para sementes originarias da Califérnia, EUA (STEINMAUS
et al., 2000). Portanto, sementes de mesma espécie coletadas a partir de diferentes
origens geograficas, podem apresentar diferentes T em funcdo de terem ocorrido
possiveis adaptacdes da espécie as condigcdes ambientais. E essas diferencas podem
resultar em adaptacdes que permitem as espécies ajustarem seus ciclos de vida, e
germinarem apenas nas condi¢cdes ambientais 6timas (FORCELLA et al., 2000).

A temperatura é fator chave que afeta tanto a capacidade de germinacdo como
a dorméncia de uma semente. Quando a temperatura esta dentro da faixa térmica
permissivel a germinacdo, atua regulando a velocidade dessa; quando as sementes
apresentam dorméncia, a temperatura também pode afetar o nivel da dorméncia,
superando ou induzindo-a (BATLLA; BENECH-ARNOLD, 2015). Portanto, a
temperatura determina a velocidade de germinacdo em sementes ndo dormentes e
também regula alteracdes na dorméncia.

E possivel que em sementes dos acessos de E. plana expostas a temperaturas
mais baixas (15 e 20°C), tenha ocorrido inducéo a dorméncia. O conceito de graus de
dorméncia relativa, surgiu a partir da observacao de que, em caso de haver dorméncia
esta € superada, na situacdo em que a faixa de temperatura permissiva para a
germinacao aumenta gradualmente até atingir o maximo de germinagao, enquanto que,
a dorméncia € induzida, em situacbes em que as temperaturas sob as quais a
germinacdo ocorre vao diminuindo, até que esta ndo seja mais possivel e dorméncia
total é atingida (VEGIS,1964).

Trabalhos tém se dedicado a quantificacao da relacao entre temperatura e perda
de dorméncia, porém pouco se sabe sobre o efeito da temperatura na inducédo de
dorméncia (BATLLA; BENECH-ARNOLD, 2015). Os resultados observados para PF
por exemplo, podem ser entendidos pelo possivel fato de estas sementes terem entrado

em alto nivel de dorméncia secundaria e por iSso sua germinagao ocorre somente em
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temperatura proxima a To. Supondo que PF possui caracteristicas ecotipicas, diferindo
dos demais acessos estudados, uma vez que as sementes colhidas de todos os
acessos nas respectivas regifes foram postas para germinar e crescidas em mesma
condicdo e posteriormente, mantidas em refrigeracdo por quatro meses, 0 que
supostamente resultaria em mesmo nivel de dorméncia. Esta relagéo entre o nivel de
dorméncia das sementes e o arranjo das condigbes ambientais que permitem a
germinacao destas foi primeiramente proposto por Vegis (1964). Dependendo do nivel
de dorméncia da populacdo de sementes, esta pode ser expressa sob certas
temperaturas de incubacéo (HILHORST, 2007).

Considerando o historico da area em que as progenitoras do acesso PF
encontravam-se, ou seja, em ambiente com presenca de sombreamento em relacéo
aos demais acesso investigados, pode-se justificar as diferencas observadas
principalmente nas temperaturas de 25 e 30°C. Ha relatos de observacdes de campo
de areas de integracdo lavoura-pecuaria-floresta (ILPF) em que o capim-annoni tem
dificuldades de crescimento pelo sombreamento imposto neste sistema. Estudos com
niveis de sombreamento verificaram reducédo de 75% no namero de inflorescéncia do
capim-annoni quando a area era mantida com 50% de sombreamento, comparada a
area mantida em pleno sol (PEREZ, 2015). Os resultados obtidos no estudo sugerem
gue, sementes produzidas por plantas adaptadas a condicbes de sombreamento,
possuem maior exigéncia de temperatura para iniciar o processo de germinacao. Ainda,
baseando-se na informacdo de que o sombreamento suprime o desenvolvimento do
capim-annoni, permite inferir com o presente estudo que estando em ambiente mais
sombreado como o caso do acesso PF, opta por germinar em periodo do ano que
ocorra maior incidéncia luminosa, consequentemente maior temperatura no solo e
maior probabilidade das sementes germinarem e se estabelecerem nesse ambiente
com sucesso.

De maneira geral, os acessos estudados de E. plana germinam
preferencialmente na presencga de luz, corroborando em partes com os resultados
observados por Bittencourt et al. (2017) e Maldaner et al. (2019). Alguns acessos
apresentaram maior exigéncia quanto a luminosidade para desencadear o processo de
germinacao, reduzindo de forma acentuada o percentual no escuro, conforme
observado para PEL (33%) e PF (34%). J& para PAL, VC e CAC, por exemplo, a
germinacao foi superior a 70% mesmo em auséncia total de luz (Figura 3), se

compararmos aos percentuais de germinacao obtidos na presenca de luz.
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A preferéncia pela luz no processo de germinacdo também foi observada em
Eragrostis tenuifolia, com 77 e 33% de germinacdo nas condi¢cdes de luz/escuro
(12h/12h) e escuro continuo, respectivamente (BITTENCOURT et al., 2016). O fato das
sementes serem pequenas, ndo possuindo reservas abundantes para sustentar o
crescimento das plantulas em longos periodos no escuro, justifica a maior taxa de
germinacgdo do capim-annoni em presenca de luz. Todavia, a germina¢ao no escuro €
uma caracteristica importante para E. plana, porque aumenta seu potencial de
invasividade (BITTENCOURT et al., 2017).

Estudo avaliando a germinacdo de sementes recém colhidas de Eragrostis tef,
observaram que quando acondicionadas para germinar em condicdo de 24h de
exposicdo a luz, essas apresentaram 72,5% de germinacdo; entretanto quando
expostas para germinar no escuro, obtiveram germinacdo de 56,5% (TIRYAKI;
KAPLAN, 2019). Estudos genéticos e bioquimicos revelaram que o metabolismo da
giberelina nas sementes € controlado pela resposta a luz (VARBANOVA et al., 2007,
FOOTITT et al., 2017). Sabe-se da importancia da giberelina no processo de inducdo
da sintese de enzimas hidrolases como a-amilase, proteases e 3-glucanase, que atuam
no enfraquecimento do endosperma e na expansédo de érgaos durante a germinagao
de sementes (NONOGAKY; BASSEL; BEWLEY, 2010; VOEGELE et al., 2011), bem
como no balanceamento dos niveis de &cido abscisico e superacdo de dorméncia.
Dessa forma, sabendo que a luz interfere no metabolismo da giberelina, horménio
importante para 0 processo de germinacao, supdem-se que as sementes dos acessos
de capim-annoni colocadas para germinar no presente estudo na condicdo de 24h de
escuro, tiveram reducdo deste hormdnio, e com isso sementes de acessos que
apresentavam possivel nivel de dorméncia foram mais prejudicadas, e apresentaram
menor percentagem de germinagédo como o acaso de PF e PEL.

A germinacdo pode ser desencadeada pela luz, dependendo da composicéo
espectral e da irradiancia, além da fisiologia da semente e também de outros fatores
ambientais associados como temperatura (BATLLA; BENECH-ARNOLD, 2014). Com
base nos resultados observados, pode-se afirmar que acessos de E. plana localizados
em diferentes regides do RS, possuem variabilidade de germinacdo em funcéo da
temperatura, especialmente quando esta se afasta da To ao redor de 40°C, bem como
tém preferéncia pela luz para desencadear o processo. Ambos aspectos, temperatura
e luz, mostram-se importantes na germinacdo de sementes de capim-annoni, mas a

temperatura possui maior relevancia. Outros estudos apontam maior taxa de
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germinacao do capim-annoni em temperatura de 35°C (BITTENCOURT et al., 2017;
MALDANER et al., 2019).

Nos potenciais hidricos mais baixos (-0,5 e -0,75 MPa), o decréscimo na
absorcdo de agua pelas sementes reduziu acentuadamente a germinacdo das
sementes de capim-annoni, quando comparados a testemunha (potencial hidrico 0) em
35°C, com variacdo nas respostas entre acessos. Nos mesmos potenciais hidricos na
condicao de 40°C, houve comportamento similar, porém, a resposta a sensibilidade foi
maior para o potencial de -0,75 MPa, o que evidencia o efeito prejudicial do déficit
hidrico sobre o desempenho germinativo das sementes dessa espécie. A limitacao
hidrica afeta a embebicao, a velocidade e a porcentagem de germinagdo das sementes,
assim o primeiro efeito mensuravel da baixa disponibilidade de agua € a reducédo no
crescimento, causada pela diminuicdo da expanséo celular (KRAMER, 1974). A sintese
da parede celular e o processo de alongamento celular sdo extremamente sensiveis ao
déficit hidrico; com base nisso, a reducdo do crescimento como consequéncia da
diminuicdo do alongamento celular seria causada por decréscimo na turgescéncia das
células (HSIAO, 1973).

De acordo com os resultados obtidos, nota-se que a germinagcéo das sementes
em temperatura de 40°C é superior a 35°C para alguns acessos (Tabela 1), no entanto
a sensibilidade ao estresse hidrico também aumenta em temperatura de 40°C (Tabela
3 e 4). Para o potencial hidrico -0,75 MPa, em temperatura de 40°C, a germina¢ao nao
ocorreu ou foi muito baixa ndo se ajustando ao modelo testado para 50% dos acessos
estudados (BAB, PEL, PF, CAC e SVP); ja, quando este mesmo potencial hidrico (-
0,75 MPa) foi avaliado a 35°C, todos 0s acessos germinaram, embora tenha ocorrido
acentuada reducédo em relacdo aos potenciais maiores.

Em estudo com corda-de-viola (Ipomoea triloba) em niveis mais baixos de
potencial hidrico (-0,6 e -0,9 MPa), o decréscimo na absorcéo de agua pelas sementes
reduziu intensamente a germinacdo das plantulas de corda-de-viola, quando
comparados com os da testemunha (potencial hidrico 0), mostrando efeito prejudicial
do déficit hidrico sobre desempenho germinativo e crescimento das plantulas dessa
espécie (RIZZARDI et al., 2009). Para os potenciais hidricos -0,6 e -0,9 MPa, a
germinacao ocorreu apenas nas temperaturas de 27,5 e 22,5°C, sendo que a To
definida no estudo para |I. triloba foi 27,1°C. No entanto, para potencial hidrico de -0,4
MPa foi possivel observar a germinacdo nas temperaturas de 32,5; 37,5; 42,5°C
(RIZZARDI et al., 2009).
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As espécies de inverno Poa annua L., Vulpia myuros (L.) K. C. e Apera spica-
venti L., foram capazes de germinar sob baixo potencial hidrico (-1,0 MPa), porém a
germinacgao reduziu a partir do potencial —0,25 MPa, sendo que as sementes foram
acondicionadas para germinar a 15°C (SCHERNER et al., 2017). Em estudos com Piper
aduncum, verificou-se que sementes da espécie apresentam tolerancia intermediaria,
nao germinando em temperaturas acima de 35°C ou em potenciais menores que -0,6
MPa (WEN et al., 2015). Estes resultados corroboram com os observados no presente
estudo, onde a sensibilidade ao estresse hidrico aumenta com o0 acréscimo da
temperatura.

De maneira geral todos os acessos tiveram aumento no potencial hidrico base
guando em condicdo de 40°C comparado aos resultados obtidos em 35°C (Tabela 3,
Tabela 4). Estudo avaliando o potencial hidrico para germinacdo de sementes de
Carthamus tinctorius L., nas temperaturas de 20, 25, 30, 35 e 40°C também verificou
gue o aumento da temperatura resultou em aumento do potencial hidrico base; com
potencial hidrico base equivalente a 0,06 MPa para temperatura de 40°C e —-1,68 MPa
para 20°C (BIDGOLY et al., 2018).

Sementes pequenas como no caso do capim-annoni, possuem pequena
guantidade de reservas, permitindo que ocorra o processo de germinacao e emergéncia
apenas em camadas mais superficiais do solo. No presente estudo, ndo foi observada
emergéncia quando as sementes foram alocadas em profundidade superior a 2cm.
Estes resultados corroboram com o que mostrou Bittencourt et al., (2017), onde maior
germinacdo do capim-annoni também ocorreu para sementes que estavam nha
superficie e a maxima profundidade em que as sementes emergiram foi 3cm.

Em sintese, sob temperatura proxima a To e luz, todos os acessos de E. plana
apresentam elevado percentual de germinagédo. Além disso, apresentam moderada
resisténcia ao estresse hidrico sendo capazes de germinar em potenciais de -0,75 MPa
e a germinacéo ocorre de 30 a 75%, mesmo na auséncia de luz. Estas informacdes sao
importantes ferramentas para o manejo da espécie, isto porque as praticas de controle
e monitoramento devem ser implementadas a partir do inicio na primavera, quando
ocorre aumento da temperatura, tornando o ambiente favoravel a germinagéo.

O manejo de capim-annoni em campo nativo é problematico e dificultado;
geralmente o capim-annoni tem prevalecido e ocupado o nicho (ABICHEQUER et al.,
2009; BASTIANI, 2019), além de sobrar naturalmente pela rejeicdo do gado,

favorecendo sua infestacdo na area. A preferéncia pela luz para germinagéao a taxas
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mais elevadas informa que a manuten¢do de uma cobertura minima, mantida por um
ajuste de carga animal, pode reduzir o sucesso da germinacdo de novas sementes;
ainda, a auséncia de revolvimento do solo, permite que sementes enterradas
permanecam, sem possibilidade de germinacdo. Associado a isto, a presenca de
cobertura por espécies do campo nativo tende a manter a temperatura do solo amena
(abaixo da To de 39/40°C).

A hipGtese que sementes de capim-annoni sdo fotoblasticas positivas foi
parcialmente confirmada demonstrando preferéncia pela luz para germinar, mas ainda
com elevada taxa de germinagcdo no escuro. A temperatura 6tima de germinacéo
sugerida ao redor de 25°C foi rejeitada, uma vez que as sementes dos dez acessos
avaliados apresentaram To entre 39 e 40°C. Deste modo, 0s acessos de capim-annoni
coletados em regifes do RS se diferenciaram em relagdo a T, onde aqueles oriundos
de Santa Maria (regido Central do RS) e Cacapava do Sul (Serra do Sudeste)
demonstraram maior tolerancia ao frio.

As variacOes observadas entre os acessos de E. plana de diferentes origens do
RS em relacdo a germinacdo de sementes, ndo explicam a persisténcia da espécie
daninha preponderantemente em determinadas regifes; é possivel que estejam
ocorrendo outras formas de disseminacdo, como aquelas relacionadas a disperséo
endozoocérica. Bovinos sdo capazes de eliminar sementes de capim-annoni viaveis via
fezes em placas de esterco até 8 dias apés ingerirem sementes (LISBOA et al., 2009).
A auséncia de quarentena nas propriedades rurais quando da aquisi¢cdo de animais,
bem como o tréfico de veiculos disseminando sementes em corredores de estradas
rurais, deve estar contribuindo possivelmente em grande escala com a perpetuacao e
disperséo da espécie daninha. Ainda, o amplo intervalo entre a temperatura base e a
temperatura maxima de germinacao dos dez acessos avaliados pode ser considerado
como um importante fator na determinacdo do habitat da espécie, em que, o nicho de
germinacado observado para E. plana atua como uma caracteristica, sugerindo que esta
ndo possui dificuldade para expandir sua area de distribuicdo e coloniza¢do de novos
habitats (DONOHUE et al., 2010).

2.4 Conclusao

Acessos de Eragrostis plana coletados em diferentes regides do RS néo diferem

guanto a temperatura o6tima (To) para germinacao, ficando essa entre 39 e 40°C;
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possuem tolerancia intermedidria ao estresse hidrico germinando mesmo em condic¢ao
de -0,75Mpa a 35°C.

A germinacdo de sementes de acessos de capim-annoni ocorre
preferencialmente na presenca de luz, com taxa de germinacao superior comparada a
condicao de escuro.

Sementes de capim-annoni ndo germinam em profundidades a partir de 4cm ou

acima dessa no perfil do solo.



3 Capitulo Il - Caracterizacdo morfoanatémica e estrutura genética de acessos

de capim-annoni do Rio Grande do Sul

3.1 Introducéao

O género Eragrostis € um dos mais diversos, com aproximadamente 400
espécies descritas na subfamilia Chloridoideae da familia Poaceae (CLAYTON et al.,
2006). Entre as espécies do género, destaca-se principalmente na regiao Sul do Brasil
Eragrostis plana Nees, conhecido popularmente como capim-annoni. A espécie foi
introduzida na década de 50, como contaminante em sementes de Chloris gayana
Kunth, sendo posteriormente disseminada como espécie forrageira no Rio Grande do
Sul (RS) (REIS, 1993). Somente a partir de 1979, surgiram as primeiras medidas para
possivel controle do capim-annoni através da Portaria do Ministério da Agricultura
Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), proibindo a comercializacdo e transporte de
sementes e mudas com base em estudos que relataram a baixa qualidade nutricional
da espécie. Deste modo, essa poaceae que até entdo era considerada como potencial
forrageira, passou a ser considerada como planta daninha (REIS, 1993).

Favorecido pela dispersdo zoocdrica (via animais), o capim-annoni tornou-se
planta daninha problematica principalmente nas regides do Bioma Pampa, onde a
pecuaria extensiva € praticada (BARBOSA, 2016), invadindo areas e competindo com
espécies nativas do bioma. O manejo dessa planta daninha é extremamente
complicado apés sua dispersdo em areas de pastagem nativa, por apresentar
similaridade botanica com muitas poaceas e, também, pela diversidade de espécies
nativas presentes no Bioma Pampa, dificultando o controle seletivo nestas areas
(GOULART et al., 2012). Além disso, a ocorréncia do capim-annoni tem contribuido
para a reducdo na abundancia das espécies nativas, qualidade das pastagens e
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consequentemente, para perdas na produtividade animal (MEDEIROS; SAIBROS;
FOCHT, 2009).

As plantas de capim-annoni apresentam arquitetura basal, com renovacao
constante de brotos basais, folhas densas e compactas na base de perfilhos, alta taxa
de perfilhamento e alocagdo de matéria seca radicular (SCHEFFER-BASSO et al.,
2012). Possui sistema radicular bem ramificado, grosso, profundo e bem desenvolvido
(ABICHEQUER et al., 2009), chegando a superar em 40% a massa de raizes da
pastagem nativa na camada de 0-10 cm do solo. Uma descricdo anatémica do capim-
annoni cujas sementes foram coletadas no municipio de Passo Fundo-RS, revelam que
as folhas sdo anfiestométicas com estdmatos paraciticos, epiderme com células
lignificadas, estrutura Kranz, feixes vasculares colaterais de dois tamanhos, tricomas
unicelulares e cristalinos, raizes poliarcas com lacunas de ar no parénquima cortical,
paredes celulares endodérmicas e medula parenquimatica com células de
armazenamento de amido (FAVARETTO et al., 2015).

A variacdo genética entre individuos da espécie ou entre espécies pode ser
analisada em estudos desenvolvidos por meio de andlises filogeograficas, as quais
permitem explorar a histéria da migracdo de uma espécie e compreender a estrutura
genética de plantas invasoras (SCHAAL; GASKIN; CAICEDO, 2003). Uma analise
filogeografica pode fornecer informacdes sobre a populacdo de origem de espécies
invasoras, bem como elucidar padrbes de propagacdo (NOVAK; MACK, 1993;
ROSENTHAL; RAMAKRISHNAN; CRUZAN, 2008; ZHANG et al., 2010). A analise
genética de populagfes de plantas invasoras tem muitas aplicagdes, incluindo previsao
da resposta da populacdo a medidas de controle biolégico ou quimico, baseadas em
niveis de diversidade, identificacdo da origem de populagfes, rastreamento de rotas de
introducdo e elucidacdo de mecanismos de disseminacdo e adaptacdo (WARD;
GASKIN; WILSON, 2008).

De maneira geral, caracteristicas adaptativas entre populacdes do capim-annoni
ndo sao conhecidas; no entanto, sabe-se que esta planta daninha encontra-se
amplamente disseminada em todas as regibes do RS. Um trabalho conduzido por
Schumacher et al., (2017) apontou variabilidade genética intrapopulacional de capim-
annoni. Assim, a constatacdo de diferenciacdo genética entre populacées pode ser
indicativo da adaptagéo diferencial, o que se caracteriza como fator de aumento futuro
da infestacdo e dos prejuizos causados.
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Com base na caracterizagdo anatdbmica do capim-annoni, sugere-se que a
espécie tenha se adaptado para sobreviver sob condigdes de estresse abidtico, o que
aumenta seu desempenho em relacao as plantas nativas (FAVARETTO, 2015).

A técnica de citometria de fluxo permite a estimativa em termos de ploidia e
tamanho do genoma de plantas, por meio do registro de intensidades da fluorescéncia
relativa do conteudo celular e a interpretacdo destes resultados com base em padréao
de referéncia (amostra com nivel de ploidia conhecida e/ou conteudo de DNA nuclear
conhecido) (DOLEZEL; GREILHUBER; SUDA, 2007). A falta de correlacdo entre
complexidade biolégica e tamanho do genoma, conhecida como paradoxo do valor C,
€ atribuido as flutuagdes na quantidade de elementos genéticos repetitivos (KUMAR,;
BENNETZEN, 1999), uma vez que, 0 aumento no tamanho do genoma néo é
acompanhado pelo aumento no numero de genes (BENNETZEN et al., 2005). Embora
o significado biolégico da variagdo no tamanho do genoma das plantas permaneca
obscuro, véarias observac¢des correlacionam o tamanho do genoma com a duracao do
ciclo celular, tamanho da célula, e caracteres como ciclo de vida, exigéncias ecoldgicas,
fenologia entre outros (BENNETT, 1972; GREGORY et al., 2001; LEITCH; BENNETT,
2007). A disponibilidade de dados sobre o tamanho do genoma é fundamental para
muitos campos de pesquisa, incluindo taxonomia e mudancas evolutivas (KRON;
SUDA; HUSBAND, 2007).

A hipotese do presente estudo é de que ha variabilidade morfolégica, anatdmica
e genética entre acessos de E. plana oriundos de diferentes regiées do Rio Grande do
Sul possivelmente devido a adaptacdes da espécie. Diante disso, 0 objetivo do estudo
foi comparar caracteristicas morfoanatdbmicas de folhas e raizes entre acessos de
capim-annoni, bem como analisar a estrutura genética dos diferentes acessos,

determinar o tamanho do genoma e estimar o nivel de ploidia do capim-annoni.

3.2 Material e métodos

Sementes de capim-annoni foram coletadas em dez regides do Estado do RS,
em fevereiro de 2016, conforme ilustrado na Figura 7: Palmitinho (PAL), Passo Fundo
(PF), Vacaria (VAC), Itaqui (ITA), Santa Maria (SM), Cacapava (CAC), Vera Cruz (VC),
Bagé (BAG), Pelotas (PEL) e Santa Vitéria do Palmar (SVP).
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Figura 7 - Pontos de coletas de sementes de capim-annoni (Eragrostis plana) no estado do Rio Grande
do Sul. Precipitacdo (mm) e temperatura (°C) média mensal dos ultimos 30 anos (1988 at
2018 - Fonte: INMET), latitude sul (S) e longitude oeste (W). UFPel, Capdo do Ledo/RS,
20109.

As sementes das diferentes regides foram coletadas de plantas individuais em
area de pastagem natural, com exce¢do de Palmitinho e Passo Fundo, onde as
sementes foram colhidas em beira de estrada, sendo que, na primeira condicdo, as
plantas encontravam-se sem sombreamento, mas em Passo Fundo haviam muitos
Eucalyptus sp. ao redor e, ainda, em Vacaria, onde as sementes foram colhidas em
corredores de pomar de macieira, porém em condicao de pleno sol. Apés coletadas, as
sementes foram deixadas secar a temperatura ambiente e em seguida mantidas em

geladeira (7°C), até serem utilizadas.

3.2.1 Caracterizacdo morfologica

Um experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com quatro repeticdes, em casa de vegetacdo, no Departamento de Fitossanidade da
UFPel, Capdo do Ledo/RS, conduzido duas vezes no tempo. Os tratamentos
consistiram de 10 acessos de capim-annoni do RS (Figura 7), cujas sementes foram

coletadas em 2016 nas referidas cidades.
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As unidades experimentais foram compostas por vasos com capacidade
volumétrica de 8L preenchidos com solo oriundo de lavoura, classificado como
Argissolo Vermelho-Amarelo, de textura franco-arenosa, pertencente a unidade de
mapeamento Pelotas (EMBRAPA, 1999), nos quais foram semeadas cinco sementes
de cada acesso de capim-annoni; apds a emergéncia, foi feito desbaste, permanecendo
uma planta por vaso. Quando as plantas atingiram estadio de antese (floragdo) foram
entdo avaliadas quanto a suas caracteristicas morfolégicas: estatura (cm),
comprimento da maior lamina foliar (cm), comprimento da bainha (cm), comprimento
da folha bandeira (cm), comprimento da bainha da folha bandeira (cm), largura da maior
lamina (mm), comprimento da inflorescéncia (cm), comprimento do pedunculo (cm),
volume da raiz (cm?3), largura da folha bandeira (mm), massa da matéria seca da parte
radicular (g), massa da matéria seca da parte aérea (g) e area foliar (cm?).

No segundo ano de conducéo do estudo, quatro repeticdes por acesso foram
adicionadas e mantidas durante periodo de 12 meses em casa de vegetacdo, para
contabilizacdo do numero de inflorescéncias e numero de afilhos/planta, permitindo
obter as variaveis inflorescéncia/ano e numero de afilhos/ano. Trés paniculas de cada
repeticdo dentro de cada acesso foram isoladas apos a fecundagédo com pacotes de
papel, a fim de evitar a perda de sementes. Apds, foram colhidas e contabilizadas,
determinando-se o numero de sementes/panicula e estimando-se o numero de
sementes/ano produzidas por planta.

Os resultados obtidos repetidos no tempo foram comparados pelo teste "t" e, ndo
havendo diferenca significativa entres esses, foram juntadas as repeticdes para analise.
Posteriormente, os dados foram verificados quanto a normalidade, utilizando-se o teste
de Shapiro-Wilk, e em seguida, submetidos a analise de variancia, sendo que ao
apresentar significancia pelo teste F (p<0,05), as médias dos acessos foram

submetidas a comparacgao pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.2.2 Caracterizacdo anatdmica

Para as analises anatomicas, foi realizado experimento em DIC, com quatro
repeticdes, utilizando os acessos: PAL, PEL, SM, ITA e VAC. Optou-se por avaliar
inicialmente apenas cinco acessos mais equidistantes possiveis. As unidades
experimentais foram compostas por vasos com capacidade volumétrica de 3L

preenchidos com solo oriundo de lavoura, classificado como Argissolo Vermelho-
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Amarelo, de textura franco-arenosa, pertencente a unidade de mapeamento Pelotas
(EMBRAPA, 1999), nos quais foram semeadas cinco sementes oriundas da primeira
geracdo dos progenitores de cada acesso, e apds a emergéncia, foi feito desbaste,
permanecendo uma planta por vaso.

Amostras da quarta folha totalmente expandida da planta méae de cada planta e
de raizes de cada acesso, foram coletadas a partir de plantas em estadio de trés a
guatro afilhos. Apos a coleta, o material foi fixado em solucdo de Karnovsky modificada,
com a utilizacdo de tampéao fosfato pH 7,2, desidratadas em série etilica ascendente e
infiltradas em resina plastica (Leica Historesin®), segundo as instru¢des do fabricante.
As amostras foram seccionadas em micrétomo rotativo manual (ANCAP) com navalha
descartavel (Feather®). As secgdes com 5 um de espessura foram coradas com azul
de Toluidina 0,05% (SAKAI, 1973), e montadas em resina sintética “Entellan” (Merck®).
A documentacdo dos resultados da analise histoldgica foi feita através da captura de
imagens, a partir das laminas, em lupa Zeiss Discovery V.20 com o sistema de
montagem de fotos Axiohome, no qual permitiu a realizacdo das medidas. Foram
realizadas analises qualitativas das imagens obtidas, com posterior comparacao entre

0S acessos.

3.2.3 Caracterizacao genética

Para a caracterizacao genética dos acessos, sementes coletadas de dez plantas
individuais de cada acesso foram semeadas em casa de vegetacdo para coleta de
tecidos e posterior extracdo de DNA. O estudo foi realizado no Laboratério de Biologia
Molecular do Departamento de Plantas de Lavoura da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS), consistindo na analise de sequéncias do DNA do cloroplasto
e do ribossomo dos acessos de E. plana.

Cento e cinquenta miligramas de tecido foliar foram coletados individualmente
de dez plantas de cada acesso e acondicionados em microtubos de 2mL. Apds, as
amostras foram liofilizadas em liofilizador (Liotop L108) durante 48h, a -27°C e
250mmHg. Posteriormente, foram armazenadas em freezer a -20°C até o momento da
extracdo de DNA. Momentos antes da extragcdo, as amostras foram maceradas com
auxilio do macerador de tecidos TissueLyser Il (QIAGEN), sendo adicionados em cada
microtubo contendo o material vegetal liofilizado, duas esferas metalicas de 5mm de
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didmetro. As amostras permaneceram no aparelho sob agitacdo durante 45 segundos,
na frequéncia de 30 vezes por segundo, até a maceracgao total dos tecidos.

As extracdes de DNA foram realizadas pelo protocolo CTAB (brometo de
cetiltrimetilamdnio) com adaptacfes (DOYLE; DOYLE, 1987). Apés a maceracao, as
esferas metalicas foram retiradas dos microtubos e posteriormente adicionados 650p.L
de tampado CTAB e 13uL de B-mercaptoetanol 2%, previamente aquecido. Na
sequéncia, as amostras foram agitadas com vortex por cinco segundos e incubados em
banho-maria a 65°C por 60 minutos, com agitacao dos tubos a cada 15 minutos. Apés
o resfriamento das amostras, foram adicionados 650uL de cloroférmio-isoamil (24:1) e
realizada a inversdo manual dos microtubos durante oito minutos. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas por seis minutos a 12000rpm a temperatura ambiente
(Centrifuga 5804R — Eppendorf). Aproximadamente 500mL de sobrenadante foram
recuperados na etapa seguinte, acondicionados em microtubos de 1,5mL e adicionado
igual volume de isopropanol gelado (armazenado em freezer a temperatura de -20°C).
Os microtubos eram invertidos manualmente por cinco vezes e levados ao freezer a
temperatura de -20°C, onde permaneciam por pelo menos duas horas.

Na etapa seguinte as amostras foram centrifugadas por seis minutos a 12000
rom a temperatura de 10°C. O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 500
pL de etanol 75% para a lavagem do pellet de DNA. As amostras permaneceram a
temperatura ambiente por 20 minutos e, em seguida, foram centrifugadas novamente
por 6 minutos a 12000 rpm na temperatura de 10°C. Na sequéncia, o etanol foi
descartado e adicionados 100uL de TE (Tampéao TRIS-EDTA) para ressuspencao do
pellet, 50uL de acetato de amodnia 7,5M e 375uL de etanol absoluto para precipitar o
DNA novamente. Apos esta etapa, as amostras foram centrifugadas por dez minutos a
12000rpm na temperatura de 10°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o
pellet foi seco em incubadora com circulagéo de ar (TE-4200 - Tecnal) a 37°C por 25
minutos. O DNA foi ressuspenso em TE 1X + 20 ug mL* de RNAse e incubado em
termobloco (Accublock Digital Dry Bath — LABNET) a 37°C por 30 minutos. As amostras
permaneceram em refrigerador a 5°C para quantificacao e verificacdo da qualidade.

As analises da qualidade e quantidade de DNA foram realizadas por meio de
espectrofotometro (Genesys 2tm, Thermo Spectronic). As amostras de DNA também
foram analisadas em gel de agarose (1%), corados com brometo de etidio na proporgéo
de 0,02uL mL%, por 90 minutos a 110 V em tampéo TBE 0,5X (40 mM Tris, 1ImM EDTA,
pH=8,0). Apés, cada gel foi fotografado com programa L-PIX IMAGE Release 2.6
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(Loccus Biotecnologia). Na sequéncia, as amostras foram armazenadas a -20°C na
concentragéo original.

Um experimento preévio foi realizado com o objetivo de determinar os marcadores
moleculares adequados para analise de diversidade genética entre acessos de capim-
annoni. Com base nos resultados obtidos, levando em consideragédo o tamanho do
fragmento e a quantidade de variagcbes SNPs entre as populac¢des, foram selecionados
dois pares de primers para serem utilizados no experimento de analise filogenética
(Tabela 5).

Tabela 5 - Sequéncia nucleotidica e caracteristicas dos marcadores utilizados na amplificacdo de DNA
do cloroplasto e nuclear. UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2019.

) Fragmento ] o
Marcador Sequéncia (ob) Regido Referéncia
p
FIOR et al.,
rps16x2F2 AAAGTGGGTTTTTATGATCC 3'rpsl6 - 2013
686 57trnK
SHAW et al.,
trnKUULY) TTAAAAGCCGAGTACTCTACC (cpDNA) 2007
WHITE et al.,
ITS-4 CCCGCCTGACCTGGGGTCGC
650 ITS (nrDNA) 1990
ITS-5 TAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAA KITA; ITO, 2000

Os marcadores universais selecionados sdo baseados em regides nao
codificadas do DNA do cloroplasto e do ribossomo. O marcador 3'rpsl6 - 5trnK
(cpDNA) corresponde a amplificagdo do intron trn pertencente ao DNA do cloroplasto
(SHAW et al., 2007). O marcador ITS-Y4 e ITS-Y5 corresponde a amplificacdo de
regidoes do DNA nuclear ribossomal (nrDNA) (WHITE et al., 1990; KITA; ITO, 2000).

As reacoes em cadeia de polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction) foram
conduzidas no laboratério de Biologia Molecular do Departamento de Plantas de
Lavoura da UFRGS, utilizando termocicladores (Thermal Cycler C1000 Touch, BIO-
RAD). As reacOes foram adaptadas de Yamaguchi (2005) e seguiram 0 seguinte
protocolo: 50ng de DNA; 0,2uM de cada primer (forward e reverse), 0,2mM de
dideoxinucleotideos trifosfatos (dNTPs), 0,5U de Tag DNA Polimerase Platinum
(INVITROGEN), 2mM de cloreto de magnésio (MgCI2), 1X PCR buffer e agua MiliQ
para completar volume total de 22uL. O protocolo da reacdo de PCR foi composto por
3 minutos de desnaturacdo das cadeias de DNA a 94°C, 35 ciclos de 60 segundos a

94°C, 60 segundos a 63°C para ocorrer o pareamento, 60 segundos a 72°C, para
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ocorrer a extensdo da fita complementar do DNA e por fim 5 minutos a 72°C para
amplificar fragmentos mais longos. Os produtos de amplificacdo (amplicons) foram
analisados em gel de agarose (2%) corados com brometo de etidio na proporcéo de
0,02uL mL%, por 120 minutos a 110V em tamp&do TBE 0,5X (40 mM Tris, 1ImM EDTA,
pH=8,0). Os tamanhos dos fragmentos foram determinados por comparagéo visual
utilizando marcadores (Ladder) de 100pb (INVITROGEN). Apés, cada gel foi
fotografado com programa L-PIX IMAGE Release 2.6 (Loccus Biotecnologia).

Apoés a confirmacdo da amplificacdo dos fragmentos em gel de agarose, foi
realizada a purificacdo com as enzimas Exonuclease | e Shrimp Alkaline Phosphatase
(ExoSap). Para isso, foram utilizados 5uL do DNA amplificado por PCR e 1uL de cada
enzima. As amostras foram incubadas a 37°C por 40 minutos, seguidos de 80°C por 15
minutos para a inativacdo das enzimas em termociclador (Mastercycler, Eppendorf). Na
sequéncia, as amostras foram quantificadas por meio de espectrofotometro (Genesys
2tm, Thermo Spectronic). O preparo das amostras para sequenciamento utilizou 50ng
de DNA amplificado para cada 100 pares de base do fragmento, acrescidos de 1 yL de
primer (10uM) (rps16x2F2 para o primer de DNA ribossomal e ITS-Y5 para o primer de
DNA plastidial) e 4gua miliQ para completar o volume de 7,5uL. As reacdes de PCR,
purificagdo e o envio das amostras foram realizadas em microplacas de PCR de 96
pocos (Greiner bio-one). As amostras foram sequenciadas por eletroforese capilar em
aparelho ABI3730 (Applied Biosystems), utilizando-se polimero POP7 e BigDye v3.1 no
laboratério da empresa Myleus Facility (Belo Horizonte — MG).

As sequéncias obtidas foram editadas e alinhadas pelo programa MEGA verséo
5.1, URL (TAMURA et al., 2013) para cada marcador separadamente. Os haplétipos
foram identificados usando DNAsp (LIBRADO; ROZAS, 2009). A estimativa dos indices
de diversidade genética dentro das populacbes (diversidades de haplétipos e
nucleotideos) e a diferenciacdo entre os dez acessos amostrados foi realizada através
da analise de variancia molecular (AMOVA) utilizado o programa ARLEQUIN, verséo
3.5 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010). A andlise bayesiana de estrutura genética de
populacdes foi realizada com o programa BAPS verséao 6.0.

As analises para montagem da arvore filogenética foram realizadas usando os
programas Beauti e Beast versfes 1.10.4 (DRUMMOND et al., 2012) para cada
marcador individualmente. Para estas analises, foram utilizados como antecedentes um
modelo de reldgio molecular restrito (FERREIRA; SUCHARD, 2008) e o modelo de

substituicdo de nucleotideos HKY, conforme estimado no programa JModelTest
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(DARRIBA et al., 2012), assim como o0 modelo de &rvore de especiacao: nascimento-
morte (GERNHARD, 2008). Cadeias de Markov Monte Carlo foram analisadas para
10.000.000 de passos para o marcador nuclear ribossomal e para o marcador plastidial,
amostrando a cada 1.000 passos. O programa Tracer versdo 1.7 (RAMBAUT et al.,
2018) foi utilizado para inspecionar a convergéncia e a significancia dos parametros
apos as analises do Beast.

3.2.4 Tamanho do genoma e estimativa do nivel de ploidia

Sementes dos acessos PEL e BAG foram semeadas e crescidas em casa de
vegetacdo pertencentes ao Crop, Soil and Environmental Sciences Department da
University of Arkansas (CSES/UARK), em Fayetteville, Estados Unidos. Amostras de
tecido fresco de dois acessos de capim-annoni (BAG e PEL) foram coletadas de plantas
em estadio vegetativo, e encaminhadas para o laboratorio, juntamente com amostras
das espécies utilizadas como padrdo com valor C (constante do conteudo de DNA)
conhecido, sendo estas: arroz (Oryza sativa), sorgo (Sorghum bicolor) e ervilha (Pisum
sativum), mantidas refrigeradas em caixa de isopor com gelo.

As analises foram realizadas pelo Flow Cytometry Facility Laboratory da lowa
State University. As folhas das plantas de capim-annoni e das espécies padrédo foram
manualmente cortadas juntas, em tampao (GALBRAITH et al., 1983), pH 7,2, para
liberacdo dos nucleos (JOHNSTON et al., 1999). Os cubos das folhas foram filtrados
por uma malha de nylon de 53mm e iodeto de propidio foi adicionado a uma
concentragédo final de 50ppm. A fluorescéncia média dos nucleos foi quantificada
usando um citdmetro de fluxo Coulter Epics Elite (Coulter Eletronica, Hialeah, FL),
equipado com um laser. O conteudo de DNA foi determinado e calculado, comparando-
se a fluorescéncia nuclear média do capim-annoni com a fluorescéncia média dos
nucleos das espécies padrao. Nao foi possivel fazer a leitura do valor C das amostras
de ervilha, assim apenas as amostras de arroz e sorgo foram usadas como padréo para
a determinacao do valor C e estimativa do nivel de ploidia do capim-annoni, com base
nas equacdes 1 e 2 (DOLEZEL; GREILHUBER; SUDA, 2007).

Posicdo média do pico do E.plana C

Valor C E. plana = Valor C do padrio * Equacéao [1]

Posi¢cdo média do pico do padrio C
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Nivel de ploidia E.plana = 2C E. plana * nivel de ploidia do padrao de referéncia Equacéo [2]

3.3 Resultados e discusséao

3.3.1 Morfologia

Em funcéo da auséncia de diferenca significativa entre os estudos conduzidos
duas vezes no tempo, as repeticdes dos mesmos foram agrupadas para analise como
um unico estudo. E. plana é uma planta perene, cespitosa que produz elevado niamero
de afilhos de maneira aglomerada, formando uma touceira; ela é capaz de emitir afilhos
aéreos e em condicbes de alta populacdo, foi observada a presenca de raizes
adventicias. Foram observados colmos longos, eretos e fortemente achatados na base,
com nos glabros; laminas planas ou dobradas e glabras, bainha das folhas basais
glabras e fortemente achatadas; apresenta paniculas laxas, com ramos ascendendo ou
se espalhando.

Analisando a estatura dos acessos em pleno florescimento, observou-se
variacao entre estes sendo o maior valor observado para SVP (148,25cm) e 0 menor
para BAG (123,23cm) (Tabela 6). Embora tenham sido observadas diferencas entre os
acessos, todos apresentaram estatura média acima de 120cm; em relacdo ao
comprimento da maior lamina foliar, obteve-se diferenca entre acessos com maior valor
observado para PAL (80,05cm) e o menor para VC (58,10cm). Compreende-se que a
estatura da planta e o comprimento das laminas foliares juntamente com a area foliar,
estdo entre as caracteristicas morfoldégicas mais importantes na competicdo por luz.
Desse modo, espécies que possuem, por exemplo, maior estatura tende a ser mais
eficientes na interceptacdo de radiacdo solar e com isso, aumentam a taxa
fotossintética (BALLARE; CASAL, 2000), sendo essa uma das caracteristicas que
possivelmente permite ao capim-annoni se sobrepor as espécies nativas nos campos,
especialmente aquelas mais prostradas. Nao houve diferenga entre 0s acessos para o

comprimento da folha bandeira (p=0,05) (Tabela 6).



63

Tabela 6 — Caracteristicas morfoldgicas de acessos de capim-annoni (Eragrostis plana) oriundos de

sementes coletadas em regifes do estado do Rio Grande do Sul na antese: Estatura/planta
(E), Comprimento da maior lamina foliar/planta (Comp>LF), Comprimento da bainha da
maior l&amina foliar/planta (compB>LF), comprimento da folha bandeira/planta (CompFB),
comprimento da bainha da folha bandeira/planta (ComBFB), largura da maior lamina
foliar/planta (Larg>LF), largura da folha bandeira/planta (LargFB), na antese (150 dias ap6s
a emergéncia). UFPel, Capao do Ledo/RS, 2016/2017/2018

Acessos E Comp CompB CompFB CompBFB Larg>LF LargFB
(cm) >LF(cm) >LF(cm) (cm) (cm) (mm) (mm)
BAG 123,23 b* 64,90 ab 15,42 a 17,20d 38,30 ab 5,80 ab 28lc
PAL 129,08 ab 80,05 a 13,80a 41,30a 36,40 ab 5,27 ab 4,28 a
PEL 130,87 ab 74,35 ab 16,27 a 24,77 bed 39,97 ab 5,88 ab 3,82 abc
SM 145,30 ab 75,47 ab 16,57 a 23,15 bcd 40,35 a 5,53 ab 3,40 abc
VvC 130,90 ab 58,10 b 13,75 a 22,15 bcd 34,65 ab 4,70 b 3,04 bc
VAC 124,13 b 70,73 ab 18,25 a 27,90 bc 40,33 a 5,14 ab 3,80 abc
ITA 141,95 ab 58,20 b 14,73 a 23,23 bed 33,77 ab 6,23ab 3,51 abc
PF 138,70 ab 60,70 b 13,83 a 20,55 cd 34,50 ab 492 b 2,84 c
CAC 125,03 ab 71,80 ab 16,13a 32,03 ab 32,27b 6,88 a 4,15 ab
SVP 148,25 a 67,23 ab 14,10a 26,80 bcd 40,47 a 5,8lab 3,74 abc
CV.(%)" 7,25 10,61 21,64 17,07 8,76 12,93 13,62

*Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5%.
**Coeficiente de variacéo.

Para as variaveis CPed e MMSPA nédo houve diferenca estatistica entre os

acessos (p=0,05); para o Cpan o maior valor foi observado para SVP (45,55cm),

diferindo significativamente do acesso VC com o menor valor entre todos 0s acessos,

sendo 20% inferior a SVP (Tabela 7). Maior producdo de VR foi obtida pelos acessos

PEL e CAC, sendo a maior MMSPA obtida para o acesso CAC. Para AF, 0s acessos

CAC e PEL também foram superiores diferindo dos demais, com excecéo para BAG e
PAL (Tabela 7).
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Tabela 7 — Caracteristicas morfoldgicas de acessos de capim-annoni (Eragrostis plana) oriundas de

sementes coletadas em regides do estado do Rio Grande do Sul, na antese: Comprimento
do pedunculo/planta (CPed), comprimento da panicula/planta (Cpan), volume da raiz/planta
(VR), massa da matéria seca da parte radicular/planta (MMSPR), massa da matéria seca
da parte aéreal/planta (MMSPA), area foliar/planta (AF), na antese (150 dias apés a
emergéncia). UFPel, Capao do Ledo/RS, 2016/2017/2018

CPed CPan VR MMSPR MMSPA AF

Acessos  (cm) (cm) (cm?) (9) (9) (cm?)
BAG 43,57 ns 34,80 abc 107,00 b 29,88 b 52,23ns 569,17 ab
PAL 40,63 36,85 abc 83,50 bcd 23,15b 46,90 559,24 ab
PEL 42,83 35,27 abc 148,00 a 24,64 b 50,36 648,12 a
SM 49,20 39,12 ab 73,75 cde 25,58 b 49,96 474,62 b
vC 45,27 32,25¢ 89,25 bc 25,15b 41,02 483,95 b
VAC 47,25 36,07 abc 63,25 de 2527 b 48,63 454.61b
ITA 34,97 34,05 bc 101,25 b 37,46 ab 46,32 487,98 b
PF 49,20 32,35¢ 85,12 bcd 24,15b 44,04 468,26 b
CAC 37,07 36,20 abc 134,25 a 51,40 a 46,79 525,74 ab
SVP 47,80 40,55 a 49,26 e 25,23 b 49,25 474,62 b
C.V.**(%) 15,45 7,02 11,15 29,19 11,19 11,62

*Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5%.

**Coeficiente de variacéo.

ns Nao significativo.

Em relacdo ao numero de afilhos produzidos no periodo da conduc¢éo do estudo

de 12 meses (segundo ano), ndo foram observadas diferengas entre os acessos. Os

resultados também nao diferiram para o nimero de sementes produzidas por panicula

(Tabela 8). O maior nimero de paniculas produzidas no periodo de um ano foi

observado para o acesso CAC (68), o qual também obteve um dos maiores nimeros

de sementes produzidas por planta; o maior n°® sementes foi obtido com o acesso de

Itaqui (ITA), equivalente a 111.095 sementes por planta e a menor produgéao foi para o
acesso PAL, 37.151 (Tabela 8).
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Tabela 8 - Numero de afilhos produzidos em um ano por planta (N° afilhos/ano/pl), nimero de paniculas
produzido em um ano por planta (N° paniculas/ano/pl), nimero de sementes produzido por
panicula (N° sementes/panicula) e nimero de sementes produzidas por ano por planta (N°
sementes/ano/planta) de acessos de capim-annoni (Eragrostis plana) de regides do estado
do Rio Grande do Sul. UFPel, Capao do Le&do/RS, 2017/2018

Total de N° sementes/ N° sementes/

Acessos N° afilhos/ano/pl Paniculas/ano/planta panicula ano/planta
BAG 69 a* 56 a 1.310,50 a 70.564 bc
PAL 73 a 30b 1.246,50 a 37.151c
PEL 75 a 47 ab 1.774,00 a 83.648 ab
SM 70 a 54 a 1.521,30 a 80.302 ab
VvC 90 a 49 ab 1.773,80 a 86.125 ab
VAC 64 a 52 ab 1.461,50 a 73.694 abc
ITA 68 a 58 a 1.957,80 a 111.095 a
PF 76 a 49 ab 1.959,50 a 95.877 ab
CAC 65 a 68 a 1.623,50 a 108.067 ab
SVP 8la 53 a 1.410,30 a 74.625 abc
C.V.** (%) 17,62 18,01 21,1 19,13

*Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5%.

**Coeficiente de variacéo

No presente estudo, os resultados apontaram variacdes entre 0s acessos de
capim-annoni do RS, os quais podem ser resultado da influéncia do ambiente. O acesso
PEL seria o mais “adaptado” ao local de conducéo do estudo e nem por isso, foi superior
aos demais, a ndo ser para a variavel AF (Tabela 6). J4, o acesso ITA pertencente a
Fronteira Oeste do RS, mesmo ndo estando na sua regido de origem, apresentou a
mais elevada producdo de sementes por planta, sugerindo excelente adaptacdo ao
meio.

Como ja relatado, 0 menor numero de sementes/ano/planta foi observado para
0 acesso PAL, o que corrobora também com a baixa incidéncia da espécie na regiao
de origem deste acesso, observado durante a coleta. No entanto, mesmo que 0 n°
sementes/ano/planta para PAL ter sido inferior aos demais acessos, a produgao de
37.151 sementes é um valor elevado e com grande potencial de infestacdo e
reinfestacdo de areas, alimentando o banco de sementes do solo. Em condi¢des de
campo, a producdo de sementes por planta no periodo de um ano pode ser superior ou
inferir aos resultados observados no presente trabalho, visto que sera influenciada pelo
espaco e recursos disponiveis. A producdo de sementes obtida pelos acessos de
capim-annoni neste estudo se deu em uma condicao de casa de vegetagdo em espago
limitado de vaso com capacidade de 8L; é possivel que a planta possa produzir ainda

mais paniculas € consequentemente sementes em campo.
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Caracteristicas morfoldégicas como capacidade de afilhamento, estatura de
planta, area foliar, distribuicdo das folhas, angulo foliar e producdo de massa aérea,
influenciam na interceptacao de luminosidade pelo dossel foliar (RUCHEL et al., 2015).
Plantas com rapido incremento em estatura geralmente levam vantagem competitiva,
e a rapidez de tomada do espaco aéreo constitui-se em importante caracteristica para
0 sucesso competitivo (OGG; SEEFELDT,1999; BLACKSHAW, 1994). Ainda, a
capacidade de sobrevivéncia e reproducdo de uma populacdo determina a sua
adaptabilidade ecoldgica, a qual depende de caracteristicas biolégicas, como taxas de
germinacao, crescimento e producdo de sementes (CHRISTOFFOLETI, 2001). As
diferencas morfolégicas observadas entre os acessos de capim-annoni podem ser
atribuidas a adaptacoes as diferentes condicfes geograficas e climaticas em que se
encontram originalmente, inferindo que a espécie possui potencial de adaptacdo e
infestacdo em todo o Estado do RS. Sendo assim, a baixa incidéncia ou inexisténcia do
capim-annoni em algumas regiées do RS se devem as praticas de manejo e controle
praticadas ou ainda por esse nao ter sido introduzido.

A caracterizacdo morfoldgica consiste em fornecer identidade para cada material
por meio do conhecimento de uma série de dados que permitam estudar a variabilidade
genética de cada amostra (RAMOS; QUEIROZ, 1999). Sdo adotados descritores
botanicos herdaveis, facilmente visiveis e mensuraveis, que, a principio, Sdo expressos
em todos os ambientes. Embora a analise seja simples, podem haver limitacdes
relacionadas aos caracteres avaliados que apresentam heranca aditiva, 0s quais sao
altamente influenciados pelo ambiente (OLIVEIRA et al., 2000). Visando auxiliar no
entendimento da variabilidade entre acessos de capim-annoni no RS, os demais

estudos anatébmicos e genéticos foram conduzidos.

3.3.2 Anatomia

As analises anatdmicas das folhas do capim-annoni dos acessos investigados
(PAL, PEL, SM, ITA e VAC) mostraram que todos os cinco, de maneira geral, possuem
cuticula espessa, com algumas variagdes, sendo 0os maiores valores de espessura da
cuticula observados para PEL (Tabela 9, Figura 8). Favaretto et al. (2015) verificaram
gue a lamina da folha do E. plana possui cuticula lisa e epiderme unisseriada, cujas
células tém paredes grossas, lignificadas e periclinais. Este espessamento e

lignificacédo da parede celular, sdo os principais fatores que limitam a digestdo do capim-
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annoni, resultando em baixa qualidade nutricional e rejeicdo pelos animais, 0 que
contribui para a sua persisténcia e expanséao nas areas de pastagens (ZENNI; ZILLER,
2011). As células epidérmicas lignificadas, duras e impermeaveis, conferem as folhas
da espécie do género Eragrostis de maneira geral, elevada resisténcia a tragdo e maior

tolerancia a seca e a danos mecéanicos (BALSAMO et al., 2006).

Tabela 9 - Espessura da cuticula (EC), area de extensdo das células parenquiméticas (AEP),
comprimento dos tricomas (CT), area das células buliformes (ACB) das folhas e area de
extensdo do aerénquima (AEA) das raizes de acessos de capim-annoni (Eragrostis plana) de
regides do Rio Grande do Sul. UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2017/2018

Acessos EC AEP CT ACB AEA
...................................................... V]33 OSSR
PAL 41 bc 2143956 a 158 ab 48285 a 1043 ab
PEL 67 a 184398 b 154 ab 38443 ab 1739 a
SM 36¢C 132067 b 128 b 29471 b 903 b
VAC 50 b 34938 b 176 a 27209 b 1228 a
ITA 46 bc 1730476 a 149 ab 34956 b 870 c
C.V.**(%) 10,63 31,75 11,47 14,98 8,48

*Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5%.

**Coeficiente de variacéo.
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Figura 8 - Corte transversal na regido da nervura central das folhas de acessos de capim-annoni
(Eragrostis plana): Palmitinho (PA), Pelotas (PEL), Santa Maria (SM), Vacaria (VAC), Itaqui (ITA). Ep.
Abaxial (epiderme abaxial); Ep. Adaxial (epiderme adaxial); F (floema); X (xilema); Ee (extenséo
esclerenquimatica); Kr (anatomia Kranz); Ep (extensao parenquimatica); T (tricomas), na objetiva de 20X.
UFPel, Capéao do Ledo/RS, 2017/2018.
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A principal diferenca observada entre 0os acessos foi para a extenséo das células
parenquimaticas, onde h& acentuada diferenca para PAL e ITA, 0s quais possuem
maior AEP comparados aos demais (Tabela 9, Figura 8). Analises morfolégicas de
diferentes acessos de Paspalum stellatum também verificaram variacdes na extensao
do parénquima entre acessos, sendo observado que, aqueles oriundos de ambientes
Umidos mostraram maior espessura em comparagdo aos de ambiente seco (VIEIRA,
2014). Ainda, variacdes na espessura do parénquima de Theobroma speciosum foram
observadas em plantas expostas a diferentes niveis de luminosidade, sendo maior a
espessura do parénquima para plantas que estavam em ambiente ensolarado
comparado a plantas que estavam em condi¢cao de sombreamento (DARDENGO et al.,
2017).

Compreende-se que variaveis anatbmicas como a extensdo do parénquima,
podem ser influenciadas pela adaptacao as diferentes condicdes ambientais, podendo
justificar a diferenca observada para 0s acessos de capim-annoni no presente estudo.
Sabendo-se que, o tecido parenquimatico € desejavel em termos de degrada¢édo, como
no caso da Brachiaria humidicola em que a associacao de células buliformes e tecido
parenquimatico constituem a percentagem de tecidos altamente digeriveis (ALVES DE
BRITO; RODELLA; DESCHAMPS, 2004), € possivel que os acessos PAL e ITA
possuam maior digestibilidade em funcdo de apresentarem maior area de tecido
parenquimatico. Desse modo, analises bromatolégicas dos acessos se fazem
necessario para confirmar esta hipotese.

Os cortes anatdmicos realizados no sistema radicular verificaram diferencas
entre 0s acessos quanto a extensdo da area do aerénquima, com maior area observada
para o acesso PEL e menor para ITA (Tabela 9, Figura 9), 0 que pode sugerir uma
maior adaptacdo para PEL em ambientes alagados. A presenca de aerénquima
confirma o que ja foi observado por Favaretto et al. (2015), que as raizes do capim-
annoni apresentam parénquima cortical com grandes areas de armazenamento de ar,
gue formam aerénquimas. Ainda, segundo os mesmos autores, o sistema radicular do
capim-annoni apresenta projecoes do protoxilema alto (raiz poliarca), epiderme
unisseriada, exoderme lignificada e endoderme engrossada, tendo a medula

parenquimatica células com plastidios, os quais armazenam amido.
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PEL

Figura 9 - Secdo transversal das raizes de acessos de capim-annoni (Eragrostis plana): Palmitinho (PA),
Pelotas (PEL), Santa Maria (SM), Vacaria (VAC), Itaqui (ITA). Ae (aerénquima); Mp (medula
parenquimatica); F (floema); X (xilema), na objetiva de 20X. UFPel, Capédo do Ledo/RS,
2017/2018.

A tolerancia do capim-amargoso ao glifosato tem sido correlacionada a presenca
de reserva de amido em seus rizomas, dificultando a translocacao e permitindo rapido
rebrote da parte aérea apos ser tratada com o herbicida (MACHADO et al., 2008).
Desse modo, é possivel que as reservas de amido presentes no sistema radicular do
capim-annoni seja um dos fatores que permite o rebrote de plantas perenizadas apos

aplicacao de glifosato, fato este comumente observado em campo.

3.3.3 Andlise de diversidade genética e variancia molecular

O numero de haplétipos (NH) refere-se ao nimero de individuos com sequéncia
de DNA diferentes entre eles, seja devido a uma ou mais substituicdes nucleotidicas.
Nas populacbes estudadas, o NH variou de 4 a 10 quando analisado o marcador
ribossomal ITS4-ITS5, sendo os acessos SVP e PEL os que apresentaram maior
nuamero (10) (Tabela 10). Quando analisado o marcador plastidial rps16x2F2-trnK, o
NH foi menor em relagéo ao marcador descrito anteriormente, variando de 1 a 4, sendo

0 maior NH observado para o acesso PEL (4) (Tabela 11).
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Tabela 10 - indice de diversidade genética: n (nimero de individuos); NH (nimero de haplotipos); DN
(Diversidade nucleotidica); DH (Diversidade de hapl6tipos); e testes de neutralidade: Fs
(Estatistica Fs de Fu); D (D de Tajima), dos acessos de capim-annoni (Eragrostis plana)

para o marcador ribossomal ITS4-ITS5. UFRGS, Porto Alegre/RS, 2018/2019

Acessos n NH DN DH FS D

BAG 10 7 0,101 (0,054) 0,099 (0,106) 5,82(0,98) -2,12 (0,00)
PAL 10 4 0,002 (0,002) 0,002 (0,025) -0,74(0,17) 0,02 (0,61)
SM 10 4 0,003 (0,002) 0,003 (0,028) -0,25(0,36) -0,84 (0,28)
VC 10 5 0,078 (0,044) 0,076 (0,129) 5,18(0,98) -1,69 (0,00)
VAC 10 5 0,003 (0,002) 0,003 (0,033) -1,18(0,11) 0,83 (0,83)
ITA 10 4 0,030 (0,017) 0,029 (0,088) 5,03(0,97) -1,69 (0,00)
PF 10 4 0,031 (0,019) 0,030 (0,117) 2,55(0,81) -0,57 (0,43)
CAC 10 6 0,033 (0,018) 0,032 (0,080) 3,19(0,92) -1,96 (0,00)
SVP 10 10 0,015 (0,008) 0,014 (0,073) -3,91(0,02) -0,66 (0,29)
PEL 10 10 0,330 (0,174) 0,327 (0,253) 1,34(0,49) 1,92 (0,98)

Tabela 11 - indice de diversidade genética: n (nimero de individuos); NH (nimero de haplétipos); DN
(Diversidade nucleotidica); DH (Diversidade de haplétipos); e testes de neutralidade: Fs
(Estatistica Fs de Fu); D (D de Tajima), dos acessos de capim-annoni (Eragrostis plana)
para o marcador plastidial rps16x2F2-trnK. UFRGS, Porto Alegre/RS, 2018/2019

Acessos n NH DN DH FS D
BAG 10 3 0,007 (0,036) 0,007 (0,004) 3,87 (0,97) -2,03 (0,01)
PAL 10 2 0,001 (0,014) 0,001 (0,001) -0,01 (0,30) -0,93 (0,25)
SM 10 2 0,001 (0,008) 0,001 (0,001) -0,34 (0,16) -1,11 (0,19)
VC 10 3 0,001 (0,014) 0,001 (0,002) -0,46 (0,17) -1,40 (0,09)
VAC 10 3 0,001 (0,018) 0,002 (0,001) -0,53 (0,13) -0,58 (0,27)
ITA 10 2 0,002 (0,020) 0,002 (0,002) 1,51 (0,73) -1,35 (0,07)
PE 10 2 0,001 (0,037) 0,007 (0,004) 5,73 (0,99) -1,92 (0,01)
CAC 10 1 0,000 (0,000) 0,000 (0,000) 0,00 (N,A) 0,00 (0,00)
SVP 10 2 0,001 (0,008) 0,001 (0,001) -0,34 (0,15) -1,11 (0,18)
PEL 10 4 0,003 (0,041) 0,003 (0,002) 0,04 (0,46) 0,99 (0,83)
A diversidade haplotipica (DH) indica a probabilidade de retirando

aleatoriamente dois haplotipos de uma amostra, estes serem diferentes (NEI, 1987).

Enquanto que, a diversidade nucleotidica (DN) tem seu célculo baseado na quantidade

média de divergéncia nucleotidica entre sequéncias ao acaso de uma amostra (NEI,
TAJIMA, 1981). As DH e DN oriundas da analise do marcador ribossomal (Tabela 10)

foram superiores as observadas com o marcador plastidial (Tabela 11), ou seja, o

marcador ribossomal caracteriza melhor a diversidade genética das populacdes. Os

acessos de capim-annoni avaliados apresentaram baixas DH e DN principalmente para

o marcador plastidial, inferindo efeito fundador para uma ou poucas linhagens de DNA

(GRANT; BOWEN, 1998). No entanto, para o marcador ribossomal, observou-se maior
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variagdo entre 0s acessos, sendo observada maior diversidade nucleotidica para o
acesso PEL (0,330) e o menor DN para PAL (0,002). O mesmo comportamento se
observa para diversidade de haplotipos com valor equivalente a 0,327 para PEL e 0,002
para PAL (Tabela 10), permitindo inferir por meio deste marcador uma divergéncia entre
populacdes geograficamente subdivididas (GRAND; BOWEN, 1998). De maneira geral,
a baixa variacdo na estrutura genética observada, sugere a ocorréncia de um evento
fundador, que se refere a possivel introducao de uma ou poucas populacdes da espécie
a partir do seu centro de origem.

O teste de Tajima (TAJIMA, 1989) e de Fu (FU, 1997) sao utilizados para
detectar os desvios em relacdo a neutralidade. Estes testes sdo capazes de constatar
se os dados observados sdo significativamente diferentes daqueles esperados,
assumindo modelo de Wright-Fisher, onde as mutac¢des sao neutras (FISHER, 1930;
WRIGHT, 1931). Assim, assume-se uma hipétese nula de neutralidade que, se
refutada, pode indicar a interferéncia de processos evolutivos nas populagbes em
guestdo. Os desvios em relacdo a neutralidade sdo tradicionalmente interpretados
como resultado de diversos tipos de selecdo, como selecdo balanceadora e efeito
carona (genetic hitchhiking), etc. ou de mudancas na estrutura populacional associados
a colonizacéao, expansoes, retracdes, ou gargalos evolutivos (bottleneck).

O indice D de Tajima tem seu célculo baseado na distribuicdo de sitios
segregantes e na diversidade nucleotidica. Para ambos os marcadores estudados, os
acessos em sua maioria, apresentaram valores do indice D inferiores a O (Tabela 10 e
11). Valores inferiores a zero sugerem expansao populacional ou selecao purificadora,
enquanto valores superiores a zero sugerem que a populacéo tenha sido submetida a
selecdo balanceadora ou um recente fundador populacional. Nas areas onde a
infestacdo foi originada por uma Unica introducao, a diversidade das plantas pode estar
associada ao fendmeno fundador populacional.

O indice Fs de Fu é calculado a partir da distribuicdo haplotipica, estando entre
0s testes mais apropriados para identificar crescimento populacional (RAMOS-
ONSINS; ROZAS 2002). Valores positivos de Fs resultam de poucos alelos, e sugerem
retracdo populacional, como em casos de efeito fundador, gargalos evolutivos ou
selecdo por sobredominancia. Valores negativos de Fs sdo evidéncias de um excesso
de alelos, como se espera em casos de expansdo populacional recente ou efeito

carona.
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A AMOVA dos sequenciamentos baseados no marcador ribossémico indicou
gue a variancia dentro das populacdes é de 81,05% e entre populacdes é de 18,95%
(Tabela 12). Para o marcador plastidial a variancia dentro das populacdes é de 99,42%
e entre populacbes é de 0,58 (Tabela 13), embora ndo tenha sido significativo. Os
diferentes valores de diversidade genética dentro das populagdes entre estes estudos
caracterizam as diferencas na variabilidade natural e os diferentes niveis de eventos
migratorios relacionados principalmente ao movimento de sementes. A maior
diversidade genética observada dentro das populacfes do que entre as populacdes
para ambos 0os marcadores usados no presente estudo, corrobora com os resultados
observados usando técnica ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), que também
evidenciaram maior diversidade genética dentro das populacdes (95-99%) de E. plana
do que entre populagcdes (1-5%), inferindo que a variabilidade genética
intrapopulacional é alta (SCHUMACHER et al., 2017).

Tabela 12 - Andlise de variancia molecular (AMOVA) de acessos de capim-annoni (Eragrostis plana)
para o marcador ribossomal ITS4-ITS5. UFRGS, Porto Alegre/RS, 2018/2019

Fonte de variacédo Graus de Soma de Componentes Porcentagem  P-valor
Liberdade  Quadrados de variacéo de variacdo
Entre Populagdes 9 519.107 4.457 18.95 <0,05
Dentro das populac¢des 77 1467.537 19.059 81.05 <0,05
Total 86 1986.644 23.516

As probabilidades foram calculadas por 10100 permutag8es ao acaso. Fsr: 0,18955.

Tabela 13 - Andlise de variancia molecular (AMOVA) de acessos de capim annoni (Eragrostis plana)
para o marcador plastidial rps16x2F2-trnK. UFRGS, Porto Alegre/RS, 2018/2019

Fonte de variacédo Graus de Soma de Componentes Porcentagem  P-valor
Liberdade = Quadrados de variacdo de variacdo
Entre Populagdes 9 5.737 0.0035 0.58 >0.05
Dentro das populacdes 80 48.452 0.6056 99.42 >0.05
Total 89 54.189 0.6092

As probabilidades foram calculadas por 10100 permutacdes ao acaso. Fst: 0.00581.

Estudo analisando a variancia molecular para a espécie Paspalum rawitscheri
também apresentou variacdo maior dentro das populagdes do que entre as populacdes
(FREITAS, 2019). Resultado semelhante foi apresentado para Piperia yadonii Rand,
onde avaliagdo da estrutura populacional por AMOVA mostrou que a variagao entre
populacdes foi menor que a variacao entre individuos dentro das populacdes (GEORGE
et al.,, 2009). Ainda, a distincdo entre populacdes ndo se da apenas por fatores
genéticos, mas também esta relacionada com diferencas climaticas, fatores ecoldgicos,
e diferenciacao de solo e de clima (REISCH et al., 2003; VALLE et al., 2013).
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3.3.4 Estrutura populacional

Os resultados da analise da estrutura populacional indicaram resultados
contrastantes para os marcadores das duas regides estudadas. Para o marcador
ribossomal, o conjunto de dados foi estruturado de maneira 6tima com K=4, ou seja, as
populacdes amostradas podem representar quatro possiveis fundos genéticos (Figura
10). Para o marcador plastidial, o conjunto de dados foi estruturado de maneira 6tima
com K=3, ou seja, as populacbes amostradas podem representar trés possiveis grupos
genéticos (Figura 11). A andlise de estrutura populacional referente ao marcador
ribossomal apresentou maior variabilidade comparado ao marcador plastidial. Embora
a maioria das plantas pertencem ao mesmo grupo (K = vermelho) quando utilizado o
marcador ribossomal, um segundo fundo genético foi observado para algumas plantas
de BAG (k = amarelo), e os acessos VC, ITA e CAC também apresentaram plantas
associadas a um terceiro grupo (K = verde). Além disto, algumas plantas de PEL
apresentaram caracteristicas particulares representadas pela variabilidade de um
quarto grupo de individuos (K = azul). No entanto, a grande maioria dos individuos foi
caracterizado pelo grupo predominante (K= vermelho) certamente associado com as
caracteristicas originais das plantas primeiramente introduzidas.

A estrutura populacional indicada pelo marcador plastidial apresentou menor
variabilidade entre as populacdes estudadas. Apenas os acessos BAG (K = azul) e PF
(K = verde) apresentaram individuos com composicdo genotipica diferentes dos
demais. Estes resultados estdo em consonancia com os valores dos indices de

diversidade genética DH, ND, Fs e D (Tabela 11), discutidos anteriormente.
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Figura 10 - Grafico em barras gerado pela analise implementada no programa BAPS (Bayesian Analysis
of Population Structure) a qual estima a probabilidade posterior da formagéo de grupos que
sdo representados pelas cores para o marcador ribossomal ITS4- ITS5. Cada individuo é
representado por uma Unica barra vertical atribuida aos quatro grupos K (vermelho, amarelo,
verde e azul). UFRGS, Porto Alegre/RS, 2018/2019.
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Figura 11 - Grafico em barras gerado pela analise implementada no programa BAPS (Bayesian Analysis
of Population Structure) a qual estima a probabilidade posterior da formacdo de grupos que
séo representados pelas cores para o marcador marcador plastidial rps16x2F2-trnK. Cada
individuo é representado por uma Unica barra vertical atribuida aos trés grupos K (vermelho,
azul e verde). UFRGS, Porto Alegre/RS, 2018/2019.

A variabilidade genética identificada através do marcador ribossomal ITS4-ITS5
foi superior em relagdo ao marcador plastidial rps16x2F2-trnK. A maioria dos acessos
avaliados apresentaram baixas diversidades haplotipicas e nucleotidicas para ambos

marcadores, 0 que permite inferir que as populacbes de capim-annoni do RS séo
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oriundas de um evento fundador composto por uma ou poucas populacdes; ou seja, a
infestacdo ocorreu possivelmente a partir de poucos individuos como contaminantes de
sementes de forrageiras. Isto confirma a histdria conhecida de que a espécie tenha
vindo contaminando lotes de sementes de capim-de-rodhes e a partir disto, optou-se
por dissemina-la como planta forrageira no estado para competir com espécies nao
consumidas pelo gado como o capim barba-de-bode (Aristida longiseta Steudel)
(KISSMANN, 1991). Assim, a estrutura genética da populacéo pode ser utilizada para
inferir a frequéncia histérica de sua introducdo (LOCKWOOD; CASSEY; BLACKBURN,
2005; WARD; GASKIN; WILSON, 2008).

Diversas invasdes de espécies tém comprometido a biodiversidade de sistemas
mundialmente; nos Estados Unidos (EUA), por exemplo, a invasdo de Imperata
cylindrica (L.) Raeusche, tornou-se uma ameaca ao sistemas nativos do pais
(MACDONALD, 2004). No entanto, diferente do capim-annoni que possivelmente tenha
sido introduzido por uma uUnica entrada no RS. I. cylindrica possui relatos de multiplas
introducBes nos EUA, como por exemplo, propagulos oriundos do Japao, das Filipinas,
entre outros locais (BRYSON et al., 1993). A rapida expansao e persisténcia no caso
da I|. cylindrica durante o ultimo século pode estar atribuida a combinacdo de
diversidades introduzidas, bem como, a pressdo dos propagulos e flexibilidade
reprodutiva em resposta a diferentes condicbes ambientais (COULATTI;
GRIGOROVICH; MACISAAC, 2006; CATFORD; JANSSON; NILSSON, 2009;
LUCARDI; WALLACE; ERVIN, 2014). E sabido que, eventos como multiplas
introducdes e também o fluxo génico, podem aumentar a diversidade genética nas
populacdes fundadoras, muitas vezes levando a um maior sucesso no processo de
invasdo, como observado para I. cylindrica (LUCARDI; WALLACE; ERVIN, 2014).

Considerando-se que o capim-annoni tenha surgido no RS por meio de uma
Unica introducéo, ele tem passado por adaptacdes nas diferentes regides em que se
encontra disseminado, permitindo que se desenvolva nos diferentes ambientes de
forma eficiente. Condicbes ambientais podem resultar em alteragdes nas plantas para
adaptacdo destas, como por exemplo, o caso do género Paspalum composto por
importantes gramineas com valor forrageiro, que possui caracteristicas morfologicas
gue sao influenciadas por fatores ambientais (ALISCIONI, 2000; CIDADE et al., 2013).

Embora a invasao pelo capim-annoni pareca ter efeitos diferenciados, sendo

mais problematica obviamente em areas de pecuaria extensiva em campo nativo, como
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acontece nos campos gue englobam o bioma Pampa, a espécie encontra-se em todas

as regides do estado do RS, diferindo entre essas quanto a abundancia e dominancia.

3.3.5 Tamanho do genoma e ploidia

Com base nos resultados obtidos pela andlise de citometria de fluxo, o tamanho
do genoma do capim-annoni é relativamente pequeno, correspondendo a 0,867pg, ou
424Mb, similar ao tamanho do genoma do arroz (370Mb) (KAWAHARA et al., 2013),
préximo ao estimado para Setaria viridis (510 Mb) (BRUTNELL et al., 2010), e inferior
ao de Eragrostis tef 672 Mb (CANNAROZZI et al., 2014). No entanto, o tamanho do
genoma do capim-annoni e espécies citadas acima sdo muito inferiores por exemplo,
ao genoma do milho (2300Mb) (SCHNABLE et al., 2009).

De acordo com a estimativa para o nivel de ploidia realizada no presente estudo
0 capim-annoni € uma espécie diploide, corroborando com Pastori et al. (2009), os
guais obtiveram mesmo resultado em analise de citogenética do capim-annoni por meio
da contagem do namero de cromossomos em metafases mitéticas, obtendo nimero
somatico 2n=20. O nivel de ploidia pode influenciar na diversidade da espécie, uma
vez que, acessos diploides Paspalum simplex, possuem maior diversidade morfologica
guando comparado com tetraploides (BRUGNOLI et al., 2013).

A hipotese apresentada neste capitulo de que existe variabilidade morfoldgica,
anatdmica e genética entre acessos de E. plana oriundos de diferentes regides do Rio
Grande do Sul foi parcialmente confirmada, uma vez que se observaram algumas
diferencas morfolégicas e anatbmicas entre os acessos, possivelmente em funcao de
adaptacdes as diferentes condigbes ambientais e estresses ocorridos ao longo dos
anos apos sua introducgédo; ainda, o estudo genético indicou maior variabilidade dentro
das populacdes de capim-annoni do que entre 0s acessos analisados, e isto,
possivelmente ocorre pela caracteristica de fecundacdo cruzada preferencial que a
espécie possui. Portanto, os acessos de capim-annoni possivelmente estejam ainda se
adaptando ao longo do tempo as condi¢cBes regionais em que prevalecem, nao
podendo-se descartar a possibilidade das diferencas observadas serem resultado de
possiveis hibridizagdes com outras espécies do género, especialmente para 0 acesso

de PEL que apresentou diversidade nucleotidica mais elevada.


https://bmcgenomics.biomedcentral.com/articles/10.1186/1471-2164-15-581#auth-1

78

3.4 Concluséao

Existem variacdes morfoanatémicas entre acessos de capim-annoni no RS,
possivelmente em resposta a adaptacdes ao ambiente das regides investigadas.

Uma planta de capim-annoni produz de 37.000 a 111.000 sementes em um ano,
variando conforme o local de origem. Possuem alta proporcao de lignina nas folhas e
presenca de aerénquimas no sistema radicular; além de variacdo na proporcédo de
tecido parenquimatico entre acessos.

A maior parte dos acessos de capim-annoni do RS apresentam baixa
diversidade haplotipica e nucleotidica com base em marcadores ribossomal e plastidial.

O capim-annoni € uma espécie diploide, que possui tamanho de genoma de
424Mb.



4 CAPITULO Ill — Caracterizacdo do banco de sementes do solo de Eragrostis
plana em trés sistemas: campo nativo melhorado, infestado e

integracdo lavoura-pecuaria

4.1 Introducao

O banco de sementes é composto por aquelas dormentes e ndo dormentes,
formando um reservatério de diversidade de espécies abaixo do solo, muitas vezes com
mais variacbes do que as comunidades vegetais existentes (PLUE et al., 2013;
VANDVIK et al.,, 2016). A dindmica do banco de sementes ocorre em funcdo de
entradas e saidas, sendo que, as retiradas se devem a germinagcdo, morte, emigracao
e/ou degradacgéo por microrganismos e invertebrados (FENNER; THOMPSON, 2005;
CHEE-SANFORD et al., 2006). Ja, a producdo de sementes pelas plantas presentes
no ambiente e os processos de imigracdo sao fatores responsaveis pela entrada de
sementes no banco.

Eragrostis plana Ness, conhecido popularmente como capim-annoni no Brasil,
é uma poaceae perene originaria da Africa do Sul, considerada como principal planta
daninha em areas de pastagem nativa da Regido Sul do pais, comprometendo a
diversidade floristica e a rentabilidade da atividade pecuaria na regido dos Campos Sul-
brasileiros do Bioma Pampa (KISSMANN, 1991; MEDEIROS; PILLAR; REIS, 2004;
PEREZ et al., 2011). A introdugcéo de plantas invasoras pode afetar diretamente a
dindmica do banco de sementes, através da producdo de sementes viaveis e
indiretamente, por meio de mudancas na vegetacdo acima do solo, afetando a
producdo de sementes das espécies nativas presentes, bem como as taxas de
germinagdo e mortalidade (GIORIA; PYSEK; MORAVCOVA, 2012); assim, entende-se
gue a presenca do capim-annoni tende a causar alteracdes na biodiversidade dos
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campos, tornando-se espécie dominante, como ja ocorre em diferentes regides do Rio
Grande do Sul (RS).

Comparada as espécies nativas e abundantes que ocorrem nos Campos Sulinos
do Bioma Pampa, o capim-annoni possui baixa qualidade nutricional, com elevados
teores de fibra em detergente neutro (FDN) (85,3-90,4%), fibra em detergente acido
(39,4-42,8%), e baixo teor de proteina bruta (PB) (3,9-9,9%) (SCHEFFER-BASSO et
al., 2016). Estes valores sdo muito inferiores em qualidade quando comparados aos do
azevém, por exemplo, amplamente utilizado como espécie forrageira, cuja FDN
corresponde a 58,06% e tem em torno de 19,7% de PB (SOARES et al., 2013); e
também ao Paspalum notatum, graminea nativa do Bioma Pampa, com 67,20% de FDN
e 9,06% de PB (SANTOS et al., 2006). Além disso, o elevado teor de fibra nas folhas
do capim-annoni é responsavel também por causar grande desgaste na denticdo dos
animais (MEDEIROS; SAIBROS; FOCHT, 2009). Desse modo, a presenca do capim-
annoni tem causado prejuizos a pecuaria, atividade importante para o estado do RS e
para o agronegocio brasileiro.

O controle quimico do capim-annoni é limitado nas condi¢cdes de campo nativo,
isto, porque o uso de herbicidas sistémicos de acgéo total como o glifosato tende a ser
eficiente, porém este ndo é seletivo e acaba também controlando a vegetacédo (nativa)
desejada (GONZAGA; GONCALVES, 1999). Nesse sentido, a Embrapa em parceria
com empresa do setor privado desenvolveu o aplicador seletivo Campo Limpo, que
aplica o herbicida diretamente na planta daninha por um sistema de cordas
umedecidas, sem tocar a pastagem nativa ou cultivada; por diferenca de altura entre o
pasto e a daninha alvo, diferente de uma pulverizacdo h& apenas o molhamento da
planta daninha e, com isso, preserva-se as espécies forrageiras de interesse (PEREZ,
2010). Este mesmo principio pode ser usado em areas menores através da enxada
quimica (PEREZ, 2008).

Dadas as dificuldades de controle em campo nativo e visando agregar
ferramentas para adocdo de um manejo integrado do capim-annoni, desenvolveu-se o
Método Integrado de Recuperacdo de Pastagens (MIRAPASTO), baseado em quatro
pilares: controle das plantas indesejaveis adultas; correcdo e manutencéao da fertilidade
do solo; introducéo de espécies forrageiras e ajuste da oferta de pasto (PEREZ, 2015).
O método tem foco na recuperacdo de areas infestadas com capim-annoni, mas
possivelmente sirva para manejo de qualquer planta-problema em pastagens nativas.

Depois de oito anos de conducdo do método em area da Embrapa em Bagé, RS, a
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infestacdo de capim-annoni no MIRAPASTO est4, na média, em 10% enquanto que na
area testemunha, a média é de 84% (informac&o verbal)®.

Outra alternativa que vem ganhando espaco em areas infestadas com capim-
annoni € a adoc¢ao da Integracdo Lavoura-Pecuéria (ILP). Além dos ganhos obtidos
tanto em rentabilidade como em melhorias de fertilidade do solo quando o pastejo é
feito de forma adequada (CARVALHO et al., 2011), a ILP permite por meio do cultivo
da lavoura no verdo e da pastagem no inverno, alterar a dinamica do banco de
sementes do solo, suprimindo plantulas de capim-annoni por meio de cobertura de solo
e também, por possibilitar que o controle quimico usado na lavoura, contenha a planta
daninha.

Sistemas de ILP de longa duracdo permitem a reducéo no banco de sementes
de plantas daninhas, quando comparados a outros sistemas de manejos de lavouras
(IKEDA et al., 2007). Ainda, muitas espécies de plantas daninhas sao adaptadas a
sequéncias de culturas e niveis de perturbacédo especificos, de modo que alteracdes
no ecossistema, incluindo rotacées de culturas, perturbacdo do solo e niveis de
fertilizacdo, alterem as popula¢des do banco de semente (HOSSEINI et al., 2014).

A adogéao de um conjunto de medidas por meio do MIRAPASTO e/ou da adogao
do ILP, permite o controle do capim-annoni, evitando a producdo de novas sementes
e, consequentemente evitando entradas no banco de sementes, resultando na reducéo
significativa da populacéo desta planta daninha ao longo do tempo.

A hipotese do presente estudo é de que o banco de sementes do solo em campo
nativo sob recuperacdo pelo Método Integrado de Recuperacdo de Pastagens
(MIRAPASTO), caracteriza-se por concentrar sementes da planta daninha em camadas
mais superficiais e, juntamente a integracdo lavoura pecudria (ILP), impede o
estabelecimento de plantas de capim-annoni na area, nao permitindo reabastecimento
do banco de sementes do solo. Os objetivos do trabalho foram caracterizar o banco de
sementes do capim-annoni em campo nativo com ado¢ao do MIRAPASTO, com e sem
0 controle das plantas adultas de capim-annoni e em sistema de integragao lavoura

pecuaria, avaliando a distribuicdo vertical das sementes no perfil do solo.

Informacéo fornecida pela Dr. Fabiane Pinto Lamego, pesquisadora Embrapa Pecuaria Sul, 2019.
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4.2 Material e métodos

Um estudo foi conduzido por meio de coletas de amostras de solo em area
experimental pertencente a Embrapa Pecuaria Sul (31°19°23.23” S -53°59’07.07” O),
localizada no municipio de Bagé/RS, em dois periodos durante o ano de 2017.
Amostras para andlise do banco de sementes de capim-annoni e principais espécies
ocorrentes foram coletadas em trés areas: MIRAPASTO, Infestado e ILP. O
MIRAPASTO é composto pelo campo nativo em recuperacgéo (7,7ha) com controle do
capim-annoni por aplicacdo seletiva de glifosato desde 2011; o Infestado é o campo
nativo em recuperacdo, mas sem controle de plantas de capim-annoni (6ha), desde
2011 e o ILP caracterizou-se por ser uma area (13 ha) com azevém de ressemeadura
natural no inverno para pastejo e soja geneticamente modificada com resisténcia ao
herbicida glifosato no verao, desde 2011.

As é&reas estudadas caracterizavam-se como campo nativo amplamente
infestado com capim-annoni (>85% da area), quando foram adotados os sistemas de
manejo. Tanto para o0 MIRAPASTO, Infestado e para o ILP foi feita inicialmente a
correcao do pH do solo através da adi¢do de 4 t de calcario e aplicacdo de adubo (NPK),
conforme analise previamente realizada, sendo o fésforo o macronutriente mais
limitante.

Na area do MIRAPASTO, no outono, foi realizado o controle das plantas de
capim-annoni com o aplicador seletivo Campo Limpo, na dose de 1440 g e.a. ha' de
glifosato em 25L de volume de calda. Na sequéncia, foi realizada sobressemeadura de
azevém (densidade de 25 kg ha). A partir de 2013, com a corregéo da fertilidade de
solo do MIRAPASTO e do Infestado, foi sobressemeado junto ao azevém, trevo-branco
(densidade de semeadura de 4 kg hat).

Na primavera, nova aplicagdo da maquina Campo Limpo foi realizada e fez-se a
semeadura direta de sorgo forrageiro (densidade de 15 kg ha* de sementes). O sorgo
além de ser pasto para 0s animais no verao enquanto 0 campo nativo se recuperava,
sombreou o capim-annoni, auxiliando no seu controle. Portanto, ao longo dos anos, o
azevém era sobressemeado no outono logo apods a aplicacdo da Campo Limpo e nova
aplicacdo com a maquina era feita na primavera, para implantacdo do sorgo no veréo.
Este procedimento foi realizado de 2011 até 2015, quando o pasto nativo demonstrou
recuperagdo. O azevém passou a se estabelecer naturalmente por ressemeadura

natural e por ja haver a presenca de espécies nativas em boa proporcdo nas areas, a
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semeadura do sorgo ficou dificultada e deste modo, optou-se por n&o introduzir
nenhuma espécie no verao.

Bovinos de corte (novilhas) eram mantidos, em média, por até 2 anos, com
ajuste da carga animal sempre para 12% de oferta de pasto, através de gaiolas para
monitoramento do crescimento da pastagem. O diferimento das &reas, ou seja, a
retirada dos animais era realizada em alguns momentos, visando a producéo de
sementes tanto pelo azevém como pelas espécies nativas para reabastecimento do
banco de sementes do solo. O peso dos animais era determinado mensalmente através
de pesagem, visando obter dados do ganho de peso anual dos animais. Todos o0s
procedimentos foram realizados de forma semelhante na area do Infestado, a excecao
do controle seletivo do capim-annoni com a maquina Campo Limpo.

Na area de ILP, no verao, era semeada soja em semeadura direta, seguindo as
recomendacdes de adubacdo e no inverno, a area era mantida com pastagem de
azevém de ressemeadura natural, tendo sido semeado somente em 2011 quando do
inicio do sistema. Apos a colheita da soja, aguardava-se o estabelecimento do azevém,
e quando possivel, os animais entravam na area permanecendo até meados de
outubro, quando eram retirados novamente para permitir a producdo de sementes pelo
azevém e a dessecacdo da area para a semeadura da soja.

As amostras de solo para o estudo do banco de sementes foram coletadas em
duas épocas: maio e setembro de 2017, nos sistemas de manejo MIRAPASTO,
Infestado e ILP. Foram coletadas subamostras em 50 pontos georreferenciados, em
trés profundidades (0-5, 5-10 e 10-20cm) para as trés areas, sendo cada amostra
composta pela homogeneizacao de 5 subamostras, totalizando 10 repeticbes por area,
para cada época de coleta, em cada profundidade. As subamostras foram coletadas
com trado tipo caneca adaptado, com 5 cm de diametro. Andlises de densidade do solo
foram realizadas nos dois periodos de coleta, para estimar os resultados de plantas
emergidas por m?, com base no peso das amostras. O estudo foi conduzido em blocos
casualizados, arranjados em esquema fatorial (3 x 3), com os trés sistemas de manejo
dentro das trés profundidades.

As amostras colhidas no campo foram postas em bandejas plasticas de 42cm
de comprimento, 27cm de largura e 8cm de altura, as quais foram divididas em trés
sessdes, com 14cm de comprimento e 27cm de largura; apdés homogeneizagédo das
amostras oriundas de cinco subamostras em cada profundidade, conforme o esquema

(Figura 12), foram mantidas em casa de vegetacao da Universidade Federal de Pelotas,
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FAEM/UFPel. As bandejas foram furadas e acondicionadas em bancadas em sistema

de floating, a fim de manter a umidade constante.

0-5cm 5-10 cm 10-20cm

Figura 12 - Esquema de distribuicdo das amostras de solo (trés profundidades de coleta) em bandeja,
utilizando divisérias, mantidas em bancadas em casa de vegetacdo. UFPel, Capdo do
Ledo/RS, 2017/2018.

Uma pequena porcao de cada amostra foi utilizada para determinar a umidade
do solo, sendo estas pesadas logo ap0s as coletas e, posteriormente, postas para secar
em estufa de ventilacéo forcada, a 60°C por 48 horas e entdo pesadas novamente. As
amostras para determinar os fluxos de emergéncia também foram pesadas antes de
serem acomodadas nas bandejas. A estimativa do banco de sementes determinado
posteriormente, foi expresso em numero de plantas emergidas de capim-annoni e
outras espécies por m? para cada camada de solo avaliada, utilizando os dados
referentes ao peso das amostras, umidade e densidade obtidos. A emergéncia do
capim-annoni e demais espécies foi contada mensalmente, quando entdo eram
contabilizadas e removidas; posteriormente, o solo era revolvido, a fim de estimular a
germinacdo. As amostras de cada época de coleta, foram mantidas em casa de
vegetacdo por um periodo de 150 dias.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia, sendo que ao
apresentar significancia pelo teste F (p<0,05), as médias dos tratamentos foram
submetidas a comparacéao pelo teste de médias de Tukey (p<0,05) para as condigdes

diferentes manejos e diferentes camadas do perfil do solo.

4.3 Resultados e discussodes

A analise dos dados para emergéncia de sementes do capim-annoni demonstrou
interacao (p<0,05) entre os fatores manejo e camadas do solo, para as duas épocas de
avaliacdo € mostrada na Figura 13. A maior incidéncia de plantulas emergidas de
capim-annoni ocorreu como esperado, no tratamento Infestado, nha camada de 0-5cm,
para ambas as épocas de coleta (maio e setembro). Para o MIRAPASTO, o maior fluxo
de emergéncia da espécie também foi na camada de 0-5cm (Figura 13A). Em ambas
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areas de pastagem nativa (MIRAPASTO e Infestado), ndo h& revolvimento do solo a
anos, favorecendo assim maior deposicéo e concentracdo de sementes nas primeiras
camadas do solo. Este resultado € corroborado por Hosseini et al. (2014) onde
avaliando banco de sementes em areas de pomares e pastagem, também observaram
maior densidade e diversidade de espécies na camada de 0-5cm do solo.

Sementes de plantas daninhas n&o sdo movimentadas unicamente por sistemas
de cultivo mais intensivos que revolvem o solo, mas também podem ser transportadas
no perfil desse pela agua ou por animais invertebrados através de fissuras criadas no
solo por raizes ou minhocas (SMITH; GROSS; JANUCHOWSKI, 2005; ERIKSEN-
HAMEL et al., 2009), formigueiros, buracos feitos por tatus, ou ainda pelo proprio
pisoteio dos animais. No entanto, estes processos ocorrem de forma mais lenta, o que
permite maior densidade do banco de sementes na camada superficial do solo,

principalmente em areas em que néo ha revolvimento mecéanico do solo.
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Figura 13 - Valores médios de plantulas emergidas m2 de capim-annoni (Eragrostis plana) em trés
camadas de solo: 0 - 5,5 - 10 e 10 - 20 cm, oriundas dos sistemas de manejo: Integracéo
Lavoura-Pecuéria (ILP), Infestado e Método Integrado de Recuperacdo de Pastagens
(MIRAPASTO), em duas épocas de coletas: maio/2017 (A) e setembro/2017 (B). Médias
seguidas por letras distintas mailusculas diferem entre manejos dentro de cada profundidade,
e seguidas por letras distintas mindsculas diferem entre profundidades do solo para cada
manejo, pelo teste da Tukey ao nivel de 5% de probabilidade do erro. Barras em cada coluna
séo erro padrao das médias. Embrapa, Bagé/RS, 2017/2018.

Para a coleta realizada em maio, ndo houve emergéncia de capim-annoni no

sistema ILP, nas trés profundidades de solo avaliadas (Figura 13A). A maior ocorréncia

do capim-annoni para as amostras coletadas em maio foi no tratamento Infestado,



87

diferindo dos demais manejos e, também apresentou reducao significativa dentro das
profundidades avaliadas. Para o MIRAPASTO, houve diferenca significativa entre as
camadas do perfil do solo, com maior emergéncia na camada de 0-5cm, sendo 74, 59
e 35% inferior ao Infestado nessa e nas demais 5-10 e 10-20cm, respectivamente. O
controle quimico seletivo do capim-annoni realizado no MIRAPASTO associado ao
ajuste de carga animal na area e o diferimento (intervalo sem a presenca dos animais
no periodo entre o final do verdo e inicio do outono para reestabelecimento das
plantas), sao fatores que contribuem para o desenvolvimento do campo nativo dando a
esse condigbes de se desenvolver e capacidade para suprimir plantulas de capim-
annoni e, consequentemente reduzir o banco de sementes da invasora. A taxa de
pastejo também pode afetar a densidade e a composicao das plantulas emergentes do
banco de sementes e, consequentemente, afetar a densidade desse banco (HU et al.,
2019; TESSEMA et al., 2012; VAN LANGEVELDE et al., 2016).

Para a coleta realizada em setembro no ILP observaram-se emergéncia de
plantas de capim-annoni na camada de 0-5cm, diferindo das demais profundidades, as
guais ndo houve emergéncia (Figura 13B). No infestado, similar ao observado na
primeira época de coleta, a maior incidéncia ocorreu na primeira camada (0-5cm),
diminuindo significativamente para as demais profundidades estudadas com reducéo
de 65% para camada 5-10cm e 74% para camada de 10-20cm. No MIRAPASTO, o
fluxo de emergéncia diferiu significativamente entre as camadas de solo, ndo sendo
observadas plantulas de capim-annoni na camada de 10-20cm, e houve reducéo de
79% na segunda camada (5-10cm) em relacéo a primeira (0-5cm).

Para os manejos avaliados, a maior incidéncia de capim-annoni foi novamente
para o Infestado comparado aos demais, em todas as profundidades, sendo que na
primeira camada (0-5cm), a redugcédo na emergéncia de capim-annoni comparando o
Infestado com os demais tratamentos foi de 62 e 94% para MIRAPASTO e ILP,
respectivamente. Em relacdo a segunda profundidade estudada (5-10cm), o tratamento
MIRAPASTO apresentou reducao no numero de plantulas de capim-annoni equivalente
a 77% comparado ao Infestado. Diante dos resultados, € evidente o efeito na reducéo
de entradas no banco de sementes de capim-annoni proporcionado pelo sistema
MIRAPASTO, além de permitir a recuperacao da pastagem nativa.

E sabido que a introdugdo do sistema ILP em areas de campo nativo vem
ganhando espaco, tanto como estratégia de manejo do capim-annoni como

rentabilidade econémica proporcionada pelo cultivo da soja nestes ambientes. No
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presente estudo, verificou-se que a ILP possui potencial para exaurir o banco de
sementes, uma vez que, na primeira época (maio) de coleta do solo estabelecida, logo
apos a producdo de sementes, nao foi constatada a ocorréncia de capim-annoni em
todo o perfil do solo estudado (0-20cm). Na segunda época de coleta, realizada no més
de setembro, época favoravel para a germinacdo da planta daninha, observou-se
emergéncia em alguns dos pontos amostrados na camada mais superficial (0-5cm)
neste sistema; algumas possibilidades devem ser consideradas: i) 0os animais em
pastejo no periodo do azevém, passam por quarentena, visando nao trazer sementes
para a area; contudo, pode ter havido algum escape visto que ha capim-annoni em
outras areas da unidade experimental da Embrapa Pecuéria Sul, lembrando que
sementes de capim-annoni permanecem viaveis apos passarem pelo trato digestivo de
bovinos (LISBOA et al., 2009); ii) outros animais comuns da fauna local como tatus ou
mesmo passaros poderiam trazer sementes da area infestada, por exemplo, que fica
ndo tdo distante da area ILP (aproximadamente 200 m); iii) ou ainda, a presenca de
sementes de capim-annoni enterradas em profundidades superiores as avaliadas, dado
o longo periodo de auséncia de revolvimento do solo na &rea, mas que numa condicéo
de buraco feito por algum animal ou mesmo um formigueiro, possa ter sido trazida a
superficie. Enfim, um estudo mais detalhado seria necessario para confirmar estas
possibilidades.

A semente nédo dispde de estruturas que a propague pelo vento, portanto, sao
apontadas suposicfes para sua ocorréncia como estas descritas acima. Estudo
avaliando a disseminacdo de sementes por fezes de herbivoros verificou que existem
espécies mais importantes que outras para o processo de disseminacao, sendo o
coelho o que apresentou maior importancia, embora outros animais avaliados (veado,
corco e lebre) também tenham demonstrado a presenca de sementes nas fezes com
viabilidade (HITTORF; CORTEZ, 2013).

A reducéo do banco de sementes ao longo do tempo é facilitada quando as
espécies possuem sementes com baixa viabilidade; estudos avaliando sucessdes de
aveia-preta/milho e trigo/soja, em dois anos, demonstram que este sistema reduziu
significativamente o banco de sementes de azevém no solo; e isto, porque, de maneira
geral, a espécie possui baixa viabilidade, ndo sendo encontradas sementes viaveis e
integras num periodo superior a dois anos no solo (MAIA et al., 2009, GALVAN et al.,
2015). Assim, sementes cuja viabilidade no solo € baixa tendem a ter seu manejo

facilitado e permitirem a extingcdo do banco de sementes em menor periodo. No entanto,
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estudos estimando a longevidade de sementes de capim-annoni em solo, indicaram
gue elas podem manter-se viaveis por até trés anos em profundidades superficiais (2,5
a 5¢cm) e por 20 anos pelo menos, em maiores profundidades (20cm) no perfil do solo
(MEDEIROS et al., 2014). Resultado similar foi observado, onde o aumento da
profundidade de enterrio para Conyza canadenses também apontou interacéo positiva
entre profundidade da semente e sua sobrevivéncia (WU et al., 2007).

A condicdo de enterrio faz com que a semente entre em dorméncia como
estratégia para aumentar sua longevidade (DAVIS et al., 2008). Nessas condicdes, as
sementes desenvolvem caracteristicas de protecdo quimicas e fisicas (DAVIS et al.,
2008), como a concentracdo de metabdlitos secundarios, tais como fendis e alcaloides
(VELDMAN et al., 2007) e tegumento seminal mais forte (RODGERSON, 1998),
fazendo com que fiquem mais protegidas. Deste modo, elas ficam menos suscetiveis
ao atague de patdgenos e mais resistentes as condicbes do ambiente. Diante do
exposto, mesmo com o sistema ILP estabelecido, € necessério monitoramento para
evitar a reinfestacdo do capim-anonni por meio de sementes remanescentes em
maiores profundidades do perfil do solo, se houver revolvimento do mesmo.

A distribuicdo vertical com base na emergéncia total para as demais espécies
predominantes nas amostras de solo, para estimativa de banco de sementes é
mostrada na Figura 14. As areas apresentaram diversidade de sementes de espécies
em seus bancos, avaliadas através da germinacdo e emergéncia nas condi¢cdes do
estudo. Houve predominéncia da espécie Piptochaethium montevidense (Spreng.)
Parodi ou cabelo-de-porco, estando presente em todos os manejos avaliados e em
todas as camadas do solo, em elevada proporcéo, variando de 5000 a préximo de
17.000 plantulas m2 (Figura 14). Para a ILP, foi observada a presenca de espécies do
género Amaranthus sp. e Echinochloa sp; essas espécies podem estar no banco de
sementes do solo a muito tempo e encontram na soja a oportunidade de emergirem,
sendo até o momento controladas com o uso de glifosato; ou ainda podem ter
ingressado na area por diversas formas de disseminacdo, como por exemplo, a
endozoocoria. Em relagdo a area do Infestado, observa-se uma diversidade de
espécies, embora visualmente em campo € visto o capim-annoni predominantemente,
inferindo que, mesmo estando dominando o espaco, existe riqueza de espécies no
banco de sementes capaz de retornar se a planta daninha for controlada (Figura 14).
Isto corrobora a informacdo de Sanderson et al. (2014) de que h& baixa similaridade

entre o banco de sementes do solo e a vegetacao existente acima dele.
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Figura 14 — Andlise de banco de sementes do solo a partir de plantulas emergidas m-2 das espécies de

plantas daninhas mais frequentes em trés profundidades do solo: 0 - 5, 5- 10 e 10 - 20cm,
em trés sistemas: Integracdo Lavoura-Pecuaria (soja/azevém) ILP (A), Infestado (B) e
Método Integrado de Recuperacao de Pastagens - MIRAPASTO (C), em duas épocas - maio
(1) e setembro (2). Barras em cada coluna séo erros padrdo das médias. Embrapa, Bagé/RS,
2017/2018.

Compreende-se que o0 banco de sementes tem consideraveis implicacdes para

uma série de processos e padrées ecoldgicos, e que talvez sua maior importancia
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esteja na manutencéo da biodiversidade (SHOEMAKER; LENNON, 2018). No entanto,
€ importante considerar que a dominancia de espécies exoticas modifica a composi¢cédo
de espécies tanto da vegetacdo quanto do banco de sementes, principalmente pelo
esgotamento do banco de sementes de espécies nativas, dificultando a restauracéo da
vegetacdo nativa (VOJTKO et al., 2017). Diante disso, compreende-se a importancia
de adotar medidas de controle do capim-annoni em &areas de campos naturais, para
gue a biodiversidade dos Campus do Bioma Pampa seja mantida.

O manejo integrado de E. plana, por meio da constru¢do e da manutencéo da
fertilidade do solo, da pastagem, do controle da taxa de pastejo, do uso de espécies
forrageiras, do controle das plantas daninhas evitando a realimentacdo do banco de
sementes e abertura de espaco para desenvolvimento das espécies nativas, séo
ferramentas que associadas permitem reducdo da infestacdo pelo capim-annoni e,
consequentemente, agregam sustentabilidade a pastagem e rentabilidade a atividade
pecuaria.

Estudo mostra que o pastejo continuo, por exemplo, associado ao baixo residuo
de pastejo deixado no solo pelo excesso de carga animal e distarbios, favorecem a
introducdo e estabelecimento do capim-annoni em areas de campo nativo (FOCHT,;
MEDEIRQOS, 2012); por outro lado, a manutencao da pastagem a uma altura préximo a
10cm, por meio do pastejo rotativo e ajuste de carga animal sdo medidas que podem
evitar a invasdo ou suprimir a expansao do capim-annoni. Sabe-se que, o pastoreio
preferencial de algumas espécies pode influenciar na riqgueza de espécies de plantulas
do banco de sementes do solo (EDWARDS et al., 2007; BALDI et al., 2013). Desse
modo, o préprio pastejo seletivo realizado pelo gado, optando pelas espécies nativas
por possuirem menor teor de fibra e melhor digestibilidade, € um dos fatores que
contribuem para a dominancia do capim-annoni nas areas de campo-nativo. Assim, a
heterogeneidade no banco de sementes do solo também é influenciada pelo pastoreio
seletivo e mudangas ambientais relacionadas a perturbagdes (KASSAHUN; SNYMAN;
SMIT, 2009; SOLOMON et al., 2006).

A intensidade da taxa de pastejo em area de ILP também possui papel
importante na dindmica do banco de sementes. Estudo avaliando a manutengéo de
diferentes alturas da pastagem a 10, 20, 30 e 40cm em area de ILP, mostrou que
conforme foi reduzida a intensidade de pastejo, também foi reduzido o nimero de
espécies de plantas daninhas, bem como, a densidade de plantulas emergidas e o

banco de sementes dessas no solo (SCHUSTER et al., 2016). Portanto, estratégias de
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manejo integrado de plantas daninhas em sistemas pastoris devem considerar a
minimizacéo das intensidades de pastejo, independente do sistema adotado.

Outro ponto importante no manejo do capim-annoni, € a rotacdo de piquetes ou
a entrada de animais que estejam em area infestada para areas livres desta planta
daninha. Estudo avaliando a viabilidade das sementes de capim-annoni apés passarem
pelo trato digestivo de bovinos verificou que das sementes recuperadas nos trés
primeiros dias, em média, 3,1% apresentaram viabilidade, tendo sido recuperadas até
o oitavo dia apds a introduc&o no trato digestivo dos animais (LISBOA et al., 2009). E
portanto, recomendado um periodo minimo de oito dias de quarentena para evitar
possivel propagacao por endozoocoria do capim-annoni (LISBOA et al., 2009).

De maneira geral, reduzir as populacdes de plantas daninhas é um processo
lento, especialmente quando o gerenciamento eficaz requer a reducao do tamanho do
banco de sementes. Contudo, a ILP reduz de forma significativa o banco de sementes
de capim-annoni, quando a introducao de cultura no veréo torna-se opgéao econdmica.

Para um cenario, onde o intuito € preservar e recuperar 0 campo nativo e a
atividade pecuaria, o método MIRAPASTO, permite excelentes resultados, reduzindo o
avanco da invasora e recuperando as espécies nativas essenciais do Bioma Pampa.
Dados demonstram que apdés quatro anos de ado¢édo do MIRAPASTO, ja é possivel ver
reducdo nos niveis de infestacdo do capim-annoni para valores abaixo de 30%, sabido
gue acima disso, 0 animal tem sua seletividade para pastejo comprometida (BREMM,
2010). Ainda, é observado que bovinos de corte sob MIRAPASTO apresentam, na
média, ganho anual de peso de 467 kg ha! ano! a um custo médio de 298 kg ha* ano
1, portanto com saldo positivo de 169 kg ha%, diferentemente do Infestado onde o ganho
é de 226 kg ha! ano! mas o custo é 229 kg ha! ano, portanto o saldo é -3 kg ha
(PEREZ, 2015). O ganho de peso no Infestado é superior a média do Estado do RS de
78 kg ha'! ano?* em campo nativo (CARVALHO; MARASCHIN; NABINGER, 1998),
porém, além da questéo financeira, a reintroducéo de sementes no banco de sementes
do solo é elevada, favorecendo a perda cada vez maior da rica diversidade de espécies
do Bioma Pampa (BOLDRINI, 2009).

Diante dos resultados obtidos, a hipétese de que o banco de sementes do solo
do campo nativo em recuperacédo (MIRAPASTO) e do ILP caracteriza-se por concentrar
sementes de capim-annoni em camadas mais superficiais € confirmada, havendo maior
namero de plantulas emergidas a partir da profundidade de 0-5cm. No caso do ILP,

apenas em uma das épocas amostradas observou-se plantulas de capim-annoni
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emergidas e isto foi na camada de 0-5cm com auséncia nas demais camadas
avaliadas, podendo-se inferir que o sistema consolidado contribui de maneira eficaz na
reducdo da entrada de novas sementes na area, assim como o MIRAPASTO pelo

controle realizado das plantas adultas.

4.4 Conclusao

Area de campo nativo infestado por capim-annoni em recuperacio
(MIRAPASTO), concentra a maior parte das sementes da planta daninha na camada
superficial (0O-5cm) do solo, o que deve favorecer sua perda de viabilidade ou predacéo,
ou ainda favorecer o esgotamento deste banco via germinagdo destas sementes e
controle das plantulas, diferentemente se estas sementes fossem enterradas em
profundidades maiores.

O sistema de integracao lavoura pecuaria, baseado no azevém para pastejo no
inverno e a soja como lavoura no verdo, mediante quarentena de animais, tende a
exaurir o banco de sementes de capim-annoni ao longo dos anos com base na camada
mais profunda avaliada de até 20cm.

Estratégias de controle gue comp&em o manejo integrado de capim-annoni como
introducdo de espécies forrageiras, adubacdo e controle da carga animal ndo séo
efetivos na reducéo da densidade do banco de sementes de capim-annoni, caso nao
ocorra simultaneamente o controle da espécie por meio da aplicacdo seletiva de

glifosato, conforme observado para o Infestado.



5 CAPITULO IV - Eficacia, absorcdo e translocacdo de glifosato isolado e

associado a outros herbicidas no controle do capim-annoni

5.1 Introducéao

A estrutura e a riqueza floristica dos Campos Sulinos e de algumas partes do
Planalto Sul Brasileiro do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana, sdo Unicos,
sendo esta diversidade resultado da amplitude de fatores como clima, solo e manejo
da vegetacdo (BOLDRINI, 2009). Mais de 450 espécies da familia Poaceae e mais de
200 espécies da familia Fabaceae sdo encontradas nestas regifes, as quais tém
relevancia econdomica em fungao da qualidade forrageira que apresentam (BOLDRINI,
2009). Apesar da importancia e beneficios dos campos do Bioma Pampa, estes vém
sendo degradados por diversos fatores, dentre os quais destacam-se o pastejo intenso,
0 uso do fogo, praticas mecanizadas de cultivo e plantio em areas sem aptidao agricola
(MEDEIROS; FOCHT, 2007). Outro fator determinante no comprometimento da
biodiversidade de determinadas regides € a invasao biolégica de espécies exobticas
(PIVELLO et al., 1999).

A introducdo de plantas exoticas apresenta aspectos negativos em relagédo a
biodiversidade local, uma vez que pode afetar negativamente a estrutura da
comunidade, propriedades e processos do ecossistema, além de causar impactos
negativos na atividade econdmica (YOSHIOKA et al., 2010). A invasao dos campos
nativos pelo capim-annoni (Eragrostis plana Nees) tem contribuido de forma
significativa para a reducéo na abundéancia das espécies nativas e, consequentemente,
para perdas na qualidade das pastagens e na produtividade animal (MEDEIROS;
SAIBROS; FOCHT, 2009). Diante isso, ela tem sido considerada a principal invasora
de pastagens da Regido Sul do pais, comprometendo a diversidade floristica e a
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rentabilidade da atividade pecuéria na regido dos Campos Sul-brasileiros (PEREZ et
al., 2011).

O uso de herbicidas é uma das principais ferramentas utilizadas no manejo de
plantas daninhas. No entanto, a inexisténcia de herbicidas seletivos a ampla
diversidade de espécies forrageiras nativas do Bioma Pampa, dificulta a ado¢éo do
controle quimico no manejo do capim-annoni nessas areas. A aplicacdo seletiva através
do aplicador Campo Limpo, desenvolvido pela Embrapa em parceria com empresa
privada, utilizando glifosato, vem sendo a alternativa de uso de herbicidas dentro de
uma proposta de manejo integrado. Porém, caracteristicas do capim-annoni como alta
proporcéo de fibra e lignina nas folhas podem ser fatores que dificultem a translocagéo
de herbicidas sistémicos, principalmente em plantas adultas, gerando controle
insatisfatorio nas aplicacfes dirigidas. Além disso, estudos sugerem que a espécie
possui mecanismo de interdependéncia entre os afilhos muito precoce, no qual o
glifosato ndo translocaria para todos os afilhos, especialmente aqueles considerados
mais velhos, resultando em niveis de tolerancia ao herbicida (BASTIANI et al., 2018;
CORREA et al., 2014).

A associacao do glifosato e graminicidas pode ser ferramenta a ser utilizada nas
aplicagbes seletivas, com intuito de favorecer o controle do capim-annoni, por ocorrer
possivel efeito sinérgico entre herbicidas, aumentando a eficiéncia na absorcédo e
translocacdo. Dentre as alternativas de manejo de plantas daninhas o uso de
associacdo de herbicidas, regulamentada no Brasil recentemente, consiste na
utilizagdo de diferentes produtos, de maneira simultdnea durante uma aplicagdo. As
associacOes de herbicidas realizadas para o controle de plantas daninhas, combinam
diferentes mecanismos de acdo, aumentando o espectro de acdo dos mesmos
(NORRIS et al., 2001).

A mistura de herbicidas € considerada sinérgica quando o efeito adicionado é
maior do que a resposta prevista pelo efeito das aplicacdes isoladas de cada herbicida;
é aditiva, quando o efeito das aplicacdes isoladas é semelhante ao efeito da mistura; e
antagonica quando o efeito da mistura € menor do que o efeito de aplicagfes individuais
(STAKER; OLIVER, 1998). Estudo avaliando o uso de glifosato em mistura com
graminicidas revelou efeito sinérgico para o controle de plantas de capim-amargoso
(Digitaria insularis) em estagio vegetativo (BARROSO et al., 2014). Ha estudos em que
poucos herbicidas tém mostrado eficacia no controle do capim-annoni, mesmo quando

feito aplicacdes com herbicidas graminicidas, como os inibidores da enzima acetil-CoA
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carboxilase (ACCase) (GONZAGA; GONCALVES, 1999; GOULART et al.,, 2012;
GOULART et al., 2009).

De modo geral, sdo poucas informacdes sobre o efeito de herbicidas em areas
de campo nativo infestado pelo capim-annoni, bem como sobre a associacdo de
herbicidas no controle da espécie. O presente estudo tem como hipotese que a
associagao do herbicida glifosato com o herbicida inibidor da enzima ACCase (acetyl
coenzima A carboxilase) fluazifop, melhora a absorc¢éo, translocacao e a eficiéncia de
controle do capim-annoni. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito das
associagcOes de glifosato com fluazifop, com flumioxazina e isolado no controle,

absorcao e translocacéo de 4C-glifosato em plantas de capim-annoni.

5.2 Material e métodos

Os estudos foram conduzidos entre dezembro de 2018 e janeiro de 2019, em
casa de vegetacdo e no Laboratério de radioisétopo pertencentes ao Crop, Soil and
Environmental Sciences Department da University of Arkansas (CSES/UARK),
Fayetteville - AR, EUA, durante a etapa Doutorado Sanduiche. As sementes de E. plana
utilizadas eram originarias de uma area de pastagem nativa da Universidade Federal
de Pelotas, Capao do Leéo, RS, Brasil.

5.2.1 Eficécia

Para o estudo de eficicia de herbicidas as plantas foram crescidas em casa de
vegetacdo, em vasos com capacidade volumétrica de 500ml, preenchidos com solo de
area experimental pertencente ao CSES/UARK. Os herbicidas avaliados foram:
glifosato (700g e.a. ha), fluazifop (47gi.a. ha''), flumioxazina (100g i.a. ha'), glifosato+
fluazifop (700g e.a. ha' + 47g i.a hal), glifosato + flumioxazina (700g e.a. ha! +100g
i.a. hal) e a testemunha (sem aplicacdo de herbicida). Os herbicidas foram aplicados
guando as plantas estavam no estadio vegetativo de 2 a 3 afilhos, 35 dias apos
emergéncia (DAE). As aplicagbes foram realizadas em camera de aplicagdo, com
pressao constante de CO2 (40 psi), equipada com barra de 1m e dois bicos de jato plano
(UNIJET TPU-800067SS) espacados a 0,5m, com volume de calda de 187L ha™.
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O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
com quatro repeti¢des, sendo realizado simultaneamente em duas casas de vegetacao.
As variaveis avaliadas foram: fitotoxicidade aos 7, 14, e 28 dias ap0s a aplicacédo (DAA);
aos 28 DAA também foi realizada coleta da parte aérea para determinacdo da massa
da matéria seca da parte aérea (MMSPA). Para a avaliacao da fitotoxicidade, utilizou-
se escala percentual de 0 a 100%, onde zero (0%) n&o representa fitotoxicidade e
100%, fitotoxicidade total ou morte das plantas (SBCPD, 1995).

5.2.2 Absorgéo e translocacao

Para o estudo de absorcao e translocacado em plantas de E. plana, as sementes
foram semeadas e cultivadas conforme descrito acima. As plantas foram colhidas 24 e
72 horas apoés aplicagdo dos herbicidas (HAA). Os tratamentos corresponderam a
glifosato (700g e.a. hal), glifosato+ fluazifop (700g e.a. ha + 47g i.a. ha') e glifosato
+ flumioxazina (700g e.a. ha! +100g i.a. hal), aplicados nas plantas conforme descrito
no estudo de eficacia. Imediatamente apds a aplicacdo, as plantas foram movidas para
o laborat6rio de radioisétopo, onde aplicaram-se 0s respectivos tratamentos acrescido
de “C-glifosato radioativo. Quatro gotas de 1uL cada foram aplicadas na parte adaxial
da terceira folha expandida da planta mae, com uma microseringa, sendo aplicado um
total de 150.000,00 dpm por planta. Ap6s as gotas secarem, as plantas foram
transferidas para a casa de vegetacao, onde permaneceram até os periodos de coletas
determinados (24 e 72 HAA).

As folhas tratadas foram colhidas e realizou-se a triplice lavagem, usando trés
vials com 10mL de agua destilada e metanol, na concentracdo de 9:1. A folha tratada
com “C-glifosato radioativo foi seccionada e inserida dentro do primeiro vial e agitada
cuidadosamente por 10 segundos, sendo repetido o procedimento para os outros dois
vials. Parte da solucdo de lavagem 6mL (2mL de cada vial) foi adicionada com 10mL
de coquetel de cintilacdo (Ultima GoldTM; PerkinElmer Inc., Waltham, MA, United
States) e a radioatividade quantificada usando espectrobmetro de cintilacdo liquida
(LSS) (Packard Tri-Carb 2100TR liquid scintillation spectrometer; Packard Instrument
Corp., Downers Grove, IL, United States).

Absorc¢édo do “C-glifosato foi calculada subtraindo o montante de radioatividade
obtido na solugdo de lavagem pelo total aplicado. Para cada periodo de coleta, as

plantas foram fracionadas em folha tratada (FT), acima da FT, abaixo da FT, afilhos e
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raizes. Apos as coletas, as sessfes foram postas para secar a 60°C por 48 h e entdo
oxidadas (OX500TM; R. J. Harvey Instrument Corp., Tappan, NY, United States). O
14CO:2 liberado durante a combustéo do tecido foi preso em um frasco contendo 10mL
de coquetel de cintilacdo (Carbon-14 Cocktail; R. J. Harvey Instrument Corp.) e
guantificado usando LSS, conforme mencionado acima.

Em cada periodo de coleta e para cada tratamento, uma planta foi utilizada para
visualizar a translocacdo do herbicida usando autorradiografia. As plantas foram
coletadas e imediatamente prensadas em papel absorvente. As folhas foram
espalhadas cuidadosamente para evitar que a folha tratada tivesse contato com outras
partes da planta ndo tratadas. As plantas foram acondicionadas em estufa para
secagem, posteriormente foram expostas a uma tela fosforescente por 48 horas e entéo
escaneadas usando Storm 820 PhosphorimagerTM (Molecular Dynamics Inc.,
Sunnyvale, CA, United States).

Os resultados obtidos nos dois estudos conduzidos para eficacia e nos dois
estudos conduzidos para absorc¢éo e translocacdo foram comparados pelo teste "t", e
nao havendo significancia trabalhou-se com as oito repeticbes para cada estudo.
Posteriormente, analisou-se a normalidade dos dados, utilizando-se o teste de Shapiro-
Wilk, e em seguida foram submetidos a analise de variancia, sendo que ao apresentar
significancia pelo teste F (p<0,05), as médias dos tratamentos foram submetidas a

comparacgao pelo teste de Tukey (p<0,05).

5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Eficéacia

Quando avaliada a eficacia do glifosato em capim-annoni aos 7 DAA, o controle
foi equivalente a 95%, e a partir dos 14 DAA, obteve-se morte total das plantas (Tabela
14). Os tratamentos com associacdo de glifosato+fluazifop e glifosato+fluamioxazin,
também apresentaram elevado controle a partir de 7 DAA, nao diferindo do controle
com glifosato aplicado isolado em todas as avalia¢des realizadas. No entanto, fluazifop
e flumioxazina quando aplicados isolados tiveram baixo controle aos 7 DAA, ndo
diferindo entre si, mas a partir da segunda avaliacdo, o controle para fluazifop foi

superior ao flumioxizina. Todavia, 0 maximo controle obtido com fluazifop foi de 88%
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aos 28 DAA (Tabela 14). J4, flumioxazina isolado apresentou em meédia, 39% de
controle, aos 28 DAA (Tabela 14).

Tabela 14 — Controle visual aos 7, 14, 21 e 28 dias apos tratamento (DAA) de glifosato e reducéo da
massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) aos 28 DAA no capim-annoni (Eragrostis
plana), fluazifop, flumioxazina, glifosato associado com fluazifop (Gli+Fluazifop), e com
flumioxazina (Gli+Flumioxazina). CSES/UARK, Fayettevile/AR, EUA, 2018/19

Controle (%)

Tratamentos 7 DAA 14 DAA 21 DAA 28DAA

Glifosato 94,75 a* 100,00 a 100,00 a 100,00 a

Fluazifop 32,50 b 5250b 75,69 b 88,12 b

Flumioxazina 30,00 b 30,50 c 32,50c 39,37 ¢

Gli + Fluazifop 87,50 a 96,87a 100,00 a 100,00 a

Gli + Flumioxazina 86,25 a 93,15a 95,63 a 98,12 a

Testemunha 0,00 c 0,00d 0,00d 0,00d

C.V. (%)** 9,61 3,57 3,08 2,20
Reduc¢éo (%) da MMSPA em rela¢éo ao controle

Glifosato 95,48 a

Fluazifop 93,16 a

Flumioxazina 55,22 b

Gli + Fluazifop 96,51 a

Gli + Flumioxazina 96,38 a

C.V. (%)** 15,09

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0.05)
**Coeficiente de variacéo.

O glifosato foi eficiente no controle de plantas jovens de capim-annoni (2 a 3
afilhos); no entanto, compreende-se que o problema observado no controle quimico da
espécie é quando esta encontra-se em estagio adulto, com expressivo numero de
afilhos, formando touceiras no campo, normalmente ja perenizadas. Plantas jovens séo
de mais facil controle em comparagcdo com plantas em estagios avancados, porque
seus tecidos sdo menos desenvolvidos e permitem maior absor¢cao dos herbicidas
(DEGREEFF et al., 2018). Além disso, durante o ciclo de vida da planta, a quantidade
de acucar translocado também muda e as plantas em estagios avancados podem ser
menos sensiveis a herbicidas, incluindo o glifosato (FADIN et al., 2018).

Em estagios iniciais de desenvolvimento (2-4 folhas) de Spermacoce verticillata,
o controle apenas com glifosato, ndo diferiu das misturas de glifosato com: 2,4-D;
clorimuron; metolachlor e cloransulam, resultando em controle satisfatério para todos
0os tratamentos; no entanto, quando as plantas estavam em estagios mais
desenvolvidos (4-6 folhas), a mistura glifosato+cloransulam apresentou acréscimo de
40% no controle de S. verticillata comparado ao glifosato isolado (FADIN et., 2018).

Estudo avaliando o controle de capim-amargoso em estagios iniciais de crescimento (4
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folhas), demonstrou que glifosato proporcionou controle satisfatorio equivalente a 98%,
nao diferindo do controle observado para as misturas com quizalofop e clethodim, cujos
controles foram de 100% (BARROSO et al., 2014). Ainda no mesmo estudo, quando
as plantas de capim-amargoso estavam com 3-4 afilhos, o controle para glifosato
isolado foi de 48%, e quando em associagao com 0S mesmos graminicidas quizalofop
e clethodim, obteve-se controle de 79 e 81%, respectivamente (BARROSO et al., 2014).

A associacao de glifosato com flumioxazina foi adicionada neste estudo devido
a relatos de produtores rurais de que esta mistura estaria sendo utilizada e melhorando
0 controle do capim-annoni. Por ser herbicida cuja maior agdo € basicamente por
contato, com baixa translocacdo na planta, o herbicida inibidor da enzima
protoporfirinogénio oxidade (PROTOX) flumioxazina poderia estar na verdade limitando
a translocacdo do glifosato. Porém, a associacdo foi efetiva, corroborando aos
resultados obtidos por pecuaristas. No entanto, o controle pode ter sido basicamente
pela acdo do glifosato, visto que flumioxazina isolado apresentou controle baixo e
reduziu apenas em 55% a MMSPA comparado a testemunha. Ja, para os demais
tratamentos a reducdo da MMSPA foi superior a 90% (Tabela 14). Como o flumioxazina
possui efeito residual no solo (OLIVEIRA et al., 1998, CARVALHO, 2017), sua
associagcao com o glifosato poderia se justificar pelo fato de impedir o estabelecimento
de novas plantas de capim-annoni. Mas isto ainda requer avaliagao.

5.3.2 Absorcéo e translocacao

O total de glifosato absorvido 24 horas apés aplicacdo (HAA) foi 25% do total
aplicado do herbicida, 41% para glifosato+fluazifop e 28% para glifosato+flumioxazina
(Figura 15 A), sendo a mistura do glifosato com o graminicida superior aos demais
tratamentos avaliados. No entanto, 72 HAA maior absor¢cdo ocorreu para
glifosato+flumioxazina, sendo absorvido 52% do total aplicado, porém 60% do herbicida
absorvido permaneceu na folha tratada (FT) (Figura 1 B). O fato de flumioxazina ser
herbicida de maior agdo por contato explica a alta porcentagem do glifosato na FT as
72 HAA, diferindo da proporcéo de glifosato na FT para demais tratamentos. E possivel
gue possa ter havido dano nas células da FT, dificultando a translocacéo do herbicida

sistémico, no caso, glifosato.
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Figura 15 - Médias de absorcao e translocacdo *C-glifosato 24 (A) e 72 (B) horas ap6s aplicacdo (HAA),
expressas em porcentagem: total (absorcdo e translocacdo), folha tratada (FT), acima da
folha tratada (acima FT), abaixo FT (abaixo da folha tratada), raiz e afilhos em plantas de
capim-annoni (Eragrostis plana). Letras similares indicam que ndo ha diferencas entre as
médias pelo teste de Tukey (p < 0.05). As barras representam o erro padrdo. CSES/UARK,
Fayettevile/AR, EUA, 2018/19.
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A translocacdo abaixo da folha tratada foi superior a 24 e 72 HAA para
associacao glifosato+fluazifop, porém néo diferiu do glifosato sozinho (Figura 15). Para
ambas épocas de avaliacdo, a mistura de glifosato+fluazifop aumentou a translocacéo
para o sistema radicular em relacdo aos demais tratamentos, conforme pode ser
observado também nas autorradiografias (Figura 15, Figura 16). Embora no estudo de
eficacia dos tratamentos néo tenha sido observada diferenca de controle entre glifosato
e glifosato+fluazifop, a translocacéo do glifosato é aumentada para o sistema radicular
guando associado ao fluazifop as 72 HAA; desse modo, € possivel inferir que
graminicidas favorecem a translocacao do glifosato na planta, o que pode melhorar o
controle quando a aplicacdo é realizada em plantas adultas. Diante dos resultados
expostos, compreende-se que estudos como este se fazem necessarios em estagios

de desenvolvimento mais avancados do capim-annoni.
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Figura 16 - Autoradiografia de capim-annoni (Eragrotis plana) com: glifosato, glifosato + fluazifop e
glifosato + flumioxazina com adicdo de 14C-glifosato 24 e 72 HAT. (A) planta prensada, (B)
autoradiografia da translocacdo. CSES/UARK, Fayettevile/AR, EUA, 2018/19.

A movimentacdo do glifosato na planta ocorre em ambas as dire¢cdes, sistema
radicular e parte aérea, acompanhando o fluxo de carboidratos de fontes para drenos
e tendendo a se acumular nos meristemas apicais das folhas e raizes (CHEN et al.,
2009; REIS et al.,, 2015). Algumas caracteristicas do capim-annoni como alta
concentracao de lignina nas folhas (FAVARETTO et al., 2015) e também pelo fato da
possibilidade de que a espécie possui mecanismo de interdependéncia entre os afilhos
muito precoce (BASTIANI et al., 2018; CORREA et al., 2014), tendem a dificultar a
movimentagcao do glifosato, o que resulta em um controle ineficiente principalmente
guando as plantas encontram-se perenizadas e entouceiradas. O uso de glifosato
associado a outros herbicidas que possam melhorar a translocacdo do glifosato,
principalmente para o sistema radicular, torna-se uma op¢ao no manejo de plantas
perenizadas de capim-annoni.

Aplicacbes seletivas de herbicida no manejo do capim-annoni sdo usuais a
campo, em areas de campo nativo. No entanto, muitas vezes o controle ndo é
satisfatorio, devido ao fato de haver plantas em densas touceiras, impedindo
translocacdo do glifosato por todo a planta, resultando no rebrote do capim-anonni.
Diante desse cenario, a associacdo do glifosato com o fluazifop torna-se uma
ferramenta para o controle seletivo do capim-annoni, uma vez que, quando aplicado em
mistura com o graminicida, tende a ocorre aumento da translocacdo do glifosato para
o sistema radicular conforme observado na Figura 15, o que possivelmente resulta em
aumento no controle.

Em estudo prévio, a associacdo dos herbicidas fluazifop e glifosato aplicado
guando as plantas de capim-annoni estavam com oito a dez afilhos proporcionou 99%
de controle aos 35 DAA, porém para aplicacédo isolada de glifosato o controle foi de
73% (CARATTI et al.,, 2018). Resultado similar foi observado para associagdo de
glifosato+fluazifop para controle de plantas de capim-amargoso com sete a oito afilhos,
obtendo 100% de controle para a mistura, enquanto que para o glifosato isolado o
controle foi de 77% (CORREIA, et al., 2010). Ainda, experimento com diferentes
populacdes de D. insularis verificaram controle superior para a mistura de glifosato com
0 graminicida quizalofop, comparada ao controle obtido apenas com o uso de glifosato
para a maioria das populacdes estudas (CORREIA; CRA; BALIEIRO, 2015).
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O rebrote observado em campo quando da aplicagcédo isolada do glifosato em
plantas adultas e entouceiradas de capim-annoni, ocorre possivelmente em funcao do
glifosato ndo translocar de forma eficiente em todo o sistema radicular que possui
presenca de medula parenquimatica com células de armazenamento de amido
(FAVARETTO et al., 2015); estas reservas permitem o rebrote das plantas. Estudos
com capim-amargoso também sugerem que a reserva de amido acumulada nos
rizomas pode ser responsavel pela tolerancia ao glifosato, dificultando a translocacao
e permitindo rapido rebrote da parte aérea apds ser tratada com o herbicida
(MACHADO et al., 2008).

O manejo do capim-annoni por meio da aplicacdo seletiva com glifosato em
areas de campo nativo é dificultado pelo estadio em que as plantas se encontram, uma
vez que, quanto mais desenvolvidas as plantas estiverem, maior quantidade de
reservas de amido estarao presentes no sistema radicular e, consequentemente, maior
interdependéncia dos afilhos (FAVARETTO et al.,, 2015; BASTIANI et al., 2018;
CORREA et al., 2014).

A hipotese do presente estudo de que a associacdo do glifosato com fluazifop
melhora a eficiéncia, a absorcéo e a translocagao de glifosato aumentando o controle
do capim-annoni é parcialmente aceita, uma vez que o controle foi satisfatério tanto
para o glifosato isolado como em mistura com os demais herbicidas. E possivel que
esta hipétese seja totalmente aceita em condi¢cédo de aplicacdo destes tratamentos em
plantas em estadio mais avancado de desenvolvimento, sendo portanto, necessarios
mais estudos avaliando o controle em diferentes estadios de desenvolvimento. Em
relacdo a absorcdo e translocacdo do '“C-glifosato quando em associacdo com o
fluazifop, hd aumento da translocagéo para o sistema radicular, podendo ser uma opcéo
mais eficiente no controle seletivo do capim-annoni em area de campo nativo com
plantas perenizadas. Todavia, ainda sdo necessarios estudos avaliando a translocacao
do 1!%C-glifosato em associacdo com fluazifop em diferentes estagios de

desenvolvimento do capim-annoni.

5.4 Concluséao

O herbicida glifosato controla eficientemente plantas de capim-annoni em
estagio de 2-3 afilhos.
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A associagao de glifosato com fluazifop e/ou com flumioxazina n&do supera o
controle observado para glifosato aplicado isolado em plantas de capim-annoni com 2-
3 afilhos. Porém, a associacdo com fluazifop aumenta a translocagdo de 4C-glifosato
para o sistema radicular do capim-annoni, comparativamente aos herbicidas aplicados

de forma isolada.
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6 Conclusdes gerais

Sementes de capim-annoni oriundas de diferentes regides do RS, apresentam
To entre 39 e 40°C e T» entre 12,3 e 15,6°C para germinagdo. Germinam
preferencialmente na presenca de luz; possuem certa tolerancia ao estresse hidrico;
nao emergindo em profundidades superiores a 4cm no perfil do solo. Diferencas na
germinacao entre acessos de E. plana ocorrem principalmente quando as condicdes
para germinar sdo menos favoraveis, como por exemplo, temperatura de incubacéo
(25°C) distantes da To (39/40°C).

Acessos de capim-annoni originarios de diferentes regides do RS apresentam
variagbes morfolégicas e anatdbmica, podendo estar relacionada a plasticidade
fenotipica. Ainda, a baixa variabilidade genética entre os acessos remete a uma origem
comum (efeito do fundador).

O banco de sementes de capim-annoni em campo nativo sob recuperacéo
(MIRAPASTO) e areas com sistema ILP tende a concentrar sementes em camadas
mais superficiais (0-5cm). Além disso, o MIRAPASTO reduz a densidade do banco de
sementes de capim-annoni significativamente e o sistema ILP consolidado tende a
exaurir o banco de sementes da espécie ao longo dos anos. A semeadura de espécies
forrageiras, adubacgao, controle do pastejo ndo sdo efetivos na reducao da densidade
do banco de sementes de capim-annoni caso nao corra simultaneamente o controle da
espécie por meio da aplicacao seletiva de glifosato.

Plantas de capim-annoni com 2-3 afilhos s&o controladas eficientemente por
glifosato isolado, sendo sua associacao com fluazifop interessante por aumentar a
translocacao até as raizes, o que pode favorecer o controle em caso de plantas adultas

perenizadas.
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