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Caracterizacdo molecular, citogenética e sensibilidade a herbicidas em trés
populacdes de Rottboellia cochinchinensis em cana-de-aglicar no Estado de
Séo Paulo

RESUMO - A elevada producdo de cana-de-aglUcar no Brasil € resultado do
adequado manejo usado no campo com a cultura, e quando ndo adequado causa
perdas significativas em produtividade. Dentre os tratos culturais, estd o0 manejo das
plantas daninhas, as quais sdo plantas indesejaveis as culturas. Entre as plantas
daninhas, o capim-camalote (Rottboellia cochinchinensis) destaca-se como planta de
dificil controle. Esse dificil controle esta associado ao reduzido numero de herbicidas
registrados e seletivos a cultura da cana-de-acucar, a variabilidade genética
presente nas plantas daninhas, caracteristica intrinseca a elas, e também a
dorméncia das sementes e o vigor das plantas. Mediante a dificuldade do controle
guimico observada pelos produtores elaborou-se a hipotese de que isso pode ser
devido a existéncia de biétipos entre e dentro das diferentes populacdes infestantes
de canaviais que respondem de forma diferente aos tratamentos com herbicidas.
Para verificar esta hipotese o presente trabalho teve como objetivo estudar a
variabilidade genética em plantas de Rottboellia cochinchinensis em trés populagcdes
(municipios de Igarapava, Mococa e Piracicaba) do Estado de Sao Paulo, utilizando-
se da técnica AFLP. Foram também avaliadas a aplicacdo de herbicidas em poés-
emergéncia das plantas e a analise citogenética. Nos trés locais foram realizadas
coletas de folhas no terco superior da plantas e sementes, em areas de producéo
comercial de cana-de-agucar. Para a caracterizagdo molecular seis iniciadores foram
utilizados com o marcador AFLP, em 10 individuos por populacéo (30 individuos no
total), com base na presenca (1) e auséncia (0) de bandas, no ano de 2012. Para a
sensibilidade a herbicidas o experimento foi instalado em vasos com capacidade
para 20 L, em delineamento inteiramente casualizado. Os tratamentos quimicos
foram constituidos pelos herbicidas T1- ametryn (3000 g ha™); T2- isoxaflutole (135 g
ha'); T3- ametryn (300 g ha™)+isoxaflutole (135 g ha); T4- isoxaflutole (135 g ha’
Y+clomazone (1200 g ha'); T5- amicarbazone (1400 g ha™); T6- ametryn (3000 g
ha*)+trifloxysulfuron-sodium (22,5 g ha); T7- glyphosate (2160 g ha); T8- MSMA



(2880 g ha™) e T9- ametryn (1500 g ha*)+clomazone (1000 g ha), no ano de 2014.
Observou-se baixa variabilidade genética (22%) pela andlise de dados dos
marcadores AFLP nas populacBes de capim-camalote estudadas. Foram também
contados 0s numeros de cromossomos em amostras das populacdes de Igarapava e

Mococa, observando 2n = 60 cromossomos.

Palavras-chave: AFLP, planta daninha, Saccharum ssp., variabilidade genética



Molecular and cytogenetic characterization and response to herbicide of three

itchgrass populations in sugarcane fields of S&do Paulo State, Brazil

ABSTRACT - The Brazilian high sugarcane production comes from adequate
management techniques, which when non-properly used may cause significant yield
losses. The weed control is one of these crop practices; such technique consists of
eliminating unwelcome plants from farming areas. Among weed species, itchgrass
(Rottboellia cochinchinensis) can be highlighted as one of the plants difficult to be
controlled. This fact may be associated to a reduced number of selective herbicides
registered for sugarcane crop, weed genetic variability, seed dormancy and plant
vigor. By means of the difficult chemical control faced by farmers, we have drawn up
a hypothesis that such fact might be related to the existence of varied biotypes
between and within the different weed populations in sugarcane fields, responding
distinctly to herbicide applications. To check this hypothesis, we aimed to study the
genetic variability of Rottboellia cochinchinensis (itchgrass) from three different
populations (in the cities of Igarapava, Mococa and Piracicaba) in Sdo Paulo State,
Brazil, and using AFLP technique. Moreover, post-emergence application and
cytogenetics were tested. Upper third leaf and seed samples were collected from the
three locations, in areas of sugarcane commercial production. For molecular
characterization, six primers were used with the AFLP marker, using 10 plants per
population (30 in total), based on band presence (1) and absence (0) in the year of
2012. A completely randomized experiment was set to evaluate herbicide responses,
using 20-L pots. Chemical treatments were performed by the herbicides: ametryn
(3,000 g ha) - T1; isoxaflutole (135 g ha) - T2; ametryn (300 g ha™)+isoxaflutole
(135 g ha™) T3; isoxaflutole (135 g ha™®)+clomazone (1200 g ha™) T4; amicarbazone
(1400 g hal) - T5; ametryn (3,000 g ha™)+trifloxysulfuron-sodium (22.5 g ha) - T6;
glyphosate (2,160 g ha™) - T7; MSMA (2,880 g ha™) - T8 and ametryn (1,500 g ha’
Y+clomazone (1,000 g ha™) T9, in 2014. The AFLP marker data analysis showed a
low genetic variability (22%) for the studied itchgrass population. Chromosome
number was accounted for samples from Igarapava and Mococa populations, and

observing 2n = 60 chromosome.



Key words: AFLP, weed, Saccharum ssp., genetic variability
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Introducao

Segundo LORENZI (2000) planta daninha € qualquer vegetal que cresce
onde ndo é desejado e compete com as culturas, interferindo em seu
desenvolvimento até a producédo final. Um dos problemas enfrentados pelos
produtores de cana-de-agcucar é 0 capim-camalote (Rottboellia
cochinchinensis), pois a mesma compete com a cultura por agua e nutrientes, e
apresenta dificil controle.

No Brasil, poucos sédo os estudos envolvendo essa planta daninha,
embora apresente crescente importancia, ainda persiste uma caréncia de
informacdes sobre diversos aspectos. Esta notando-se aparente variabilidade
entre as plantas daninhas de uma regido para outra, o0 que reflete a
necessidade desse conhecimento, para fazer uso adequado dos herbicidas.

Devido a diversidade de patdégenos, pragas e plantas daninhas que, se
nao manejadas de forma adequada, reduzem a producéao de colmos. Dentre
as espécies de plantas daninhas, o capim-camalote destaca-se como planta de
dificil controle (SILVA et al. 2009), por se proliferar por qualquer parte da planta
(sementes, estoldes e partes vegetativas). Suas sementes apresentam
dorméncia, o que confere diferentes fluxos de emergéncia durante 0 mesmo
ciclo da cultura. Além das sementes, as plantas adultas possuem gemas nos
colmos, que quando em contato com o solo, devido ao acamamento, entram
em processo de brotacdo (SHARMA e ZELAYA, 1986).

A contencao das populacdes de R. cochinchinensis na cana-de-agucar €
agravada pela escassez de herbicidas seletivos a cultura e eficazes no controle
desta planta (MAPA, 2015), particularmente em pré-emergéncia. Eventuais
falhas no controle podem comprometer a producao da cana-de-agUcar, além de
proporcionar aumento nos custos de producéo (VIDAL et al., 2005) e diminuir a
longevidade do canavial. As plantas nédo controladas pelos herbicidas em pré-
emergéncia precisam ser contidas no manejo em pés-emergéncia. Com isso,
herbicidas ndo seletivos como MSMA, glyphosate e paraquat precisam ser

utilizados.



A disponibilidade de um método diagndstico rapido, eficaz e preciso para
detectar se um biétipo apresenta seletividade a herbicidas, permite a tomada
de decisdo correta e em tempo habil para o manejo de plantas daninhas na
area. Contudo, a biotecnologia apresenta-se promissora para o futuro na
deteccao destes biotipos, evitando o incremento do banco de sementes do solo
e, consequentemente, reduzindo os custos e o impacto do manejo destes.

No Estado de Séo Paulo, a espécie € encontrada localizada em poucos
municipios (lgarapava, Mococa, Piracicaba, Dumont, Porto Ferreira). Mas,
devido a dificuldade de controle associada a alta agressividade esta espécie
apresenta elevado potencial de disseminacdo para outros municipios em
poucos anos. Produtores tém relatado controles satisfatorios da espécie em
algumas localidades e insatisfatoérios em outras. Os resultados distintos podem
ser atrelados a variabilidade genética entre as popula¢cfes, promovendo a
existéncia de bidtipos. Para identificar possiveis bidtipos conta-se com a

técnica de marcadores moleculares, uma ferramenta da biologia molecular.

Objetivo

A tese teve como objetivo geral a caracterizacdo molecular, citogenética
e avaliacdo de diferentes herbicidas para controle quimico da espécie R.

cochinchinensis.

Os objetivos especificos foram:

Descrever a espécie R. cochinchinensis com informacfes sobre a interferéncia
na cana-de-agucar, a variabilidade genética com auxilio de marcadores, a

sensibilidade a herbicidas e a analise citogenética.

Estudo da variabilidade genética entre populacdes de capim-camalote distantes
geograficamente, presentes no Estado de S&o Paulo, utilizando-se como

ferramenta a técnica de AFLP.



Andlise do comportamento das populacdes com relacéo a herbicidas.

Andlise do niumero cromossémico de duas populagbes de capim-camalote, no

Estado de Sao Paulo.
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Capitulo 1 — Consideracdes gerais sobre Rottboellia cochinchinensis

Descricdo da espécie Rottboellia cochinchinensis (capim-camalote)

O género Rottboellia pertence a familia Poaceae (anteriormente
Gramineae), conhecida na lingua inglesa por itchgrass e no Brasil por capim-
camalote. Existe uma confusdo em relacdo a identificacdo e Rottboellia
cochinchinensis foi reclassificada como Ophiuros exaltatus (L.) Kuntze, a qual
ndo ocorre em regides tropicais. Rottboellia exaltata L.f. é de ocorréncia
pantropical. Pelo problema de homonomia foi proposto entdo o nome de
Rottboellia cochinchinensis (Lour.) Clayton (KISSMANN, 1997).

Essa espécie é a representante mais importante do género (KISSMANN,
1997) e pode ser tanto uma planta anual como perene, dependendo das
condicBes climaticas onde é encontrada. Geralmente, em clima tropical
comportam-se como perenes e em clima temperado como anuais, e se
reproduzem por sementes (KISSMANN, 1997).

Uma unica planta pode chegar a produzir até 16 mil sementes, com
parte dos propagulos prontamente germinaveis ao entrarem em contato com o
solo. A outra parte € dormente, sendo o periodo de dorméncia de diversos
meses (KISSMANN, 1997).

HESLOP-HARRISON (1959) e LORENZI (2000) observaram que o
periodo de dorméncia pode ser de até 4 anos. Esse irregular periodo de
dorméncia das sementes no solo faz com que haja diversos fluxos de
germinacao durante o ciclo das culturas (ROJAS et al.,, 1994); SHARMA e
ZELAYA (1986) e LORENZI (2000)). A temperatura 6tima para a germinacao
da semente é de 25°C (CONABIO, 2013).

A espécie ainda pode ser multiplicada por pedacos de caules, os quais
apresentam gemas nos nos (KISSMANN, 1997). A maioria dos nds apresentam
1 ou 2 ramos ascendentes que se desenvolvem sob as bainhas (KISSMANN,
1997).

A planta forma touceiras constituidas de até 50 colmos, que podem atingir até

2,5 m de altura com até 1 cm de espessura na base (LORENZI, 2000). Os



colmos séo cilindricos, preenchidos de tecido esponjoso, estriados, lisos com
alguns pélos esparsos e suas raizes sédo fibrosas, emergentes acima dos nés
da superficie (KISSMANN, 1997). Ainda segundo o autor, devido a sua elevada
adaptabilidade ecologica, apresenta ocorréncia nos mais diversos ambientes
produtivos e também €& conhecida por “caminhadera”. Planta de crescimento
rapido, que prefere ambientes quentes e Umidos, os quais favorecem seu
desenvolvimento. Muito comum encontrar essa planta daninha a beira de
rodovias. Desenvolvem-se sob plena insolagéo ou com certo sombreamento. O
florescimento esta relacionado com o fotoperiodismo, ocorrendo quando o
namero de horas diarias de luz € menor que 13 horas. No Estado de Sé&o
Paulo, o florescimento ocorre nos meses do verédo (KISSMANN, 1997).

Ha relatos de que a espécie tenha entrado no Brasil no final da década
de 1950, infestando sementes de arroz, provavelmente provenientes da
Coléombia (DEUBER, 1992). Hoje, encontra-se com maior frequéncia na Regido
Norte e Centro-Oeste, mas, ja existem focos de ocorréncia no Estado de Sao

Paulo (CARVALHO et al., 2005).
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Figura 1. Imagens de Rottboellia cochinchinensis — planta, sementes e
jocal.

Figura 2. Plantas de Rottboellia cochinchinensis em talhdo de cana-de-
acucar. lgarapava, 2012.



Manejo de Rottboellia cochinchinensis em cana-de-acucar

No Brasil, as perdas ocasionadas as culturas agricolas pela interferéncia
das plantas daninhas sdo de aproximadamente 20-30% (VIEIRA et al., 2007,
KUVA, et al. 2000) podendo chegar até 86% (LORENZI, 1983) na auséncia de
controle.

Na cana-de-agicar R. cochinchinensis proporciona perdas de
rendimento de até 100% em cana-planta e até 80% em cana-soca (AREVALO
e BERTONCINI, 1994). Em outras culturas, como no milho, também ha relatos
de até 80% de perdas de produtividade (ANZALONE et al., 2006).

Para GAMEZ et al. (2013) o capim-camalote é uma espécie agressiva,
com ampla distribuicdo e de dificil controle. Assim, para minimizar seus
prejuizos é preciso integrar métodos de controle preventivo, cultural, mecéanico
e quimico (SANTOS e ABREU, 2014). O capim-camalote, assim como outras
plantas daninhas agressivas, acarreta reducdo significativa na producao de
colmos, decréscimo da longevidade do canavial, reducdo da qualidade
industrial da matéria-prima e dificuldade nas operac¢des de colheita e transporte
(FERREIRA et al., 2010).

CORREIA et al. (2013) estudaram a emergéncia de R. cochinchinensis
influenciada pela profundidade da sementeira pela quantidade de palha de
cana na superficie do solo e pelo uso de herbicida residual, observaram maior
eficacia no controle da espécie quando se fez uso de clomazone (1,20 kg ha™)
e imazapyr (0,20 kg ha™) em pré-emergéncia da espécie, independentemente
do nivel de palha (5, 10, e 15 t ha™) sobre a superficie do solo.

Dentre os métodos de controle, o mais praticado pelos produtores é o
quimico (FREITAS et al., 2004). A adocdo dos produtos quimicos aumenta a
eficiéncia de controle em programas de manejo de plantas daninhas, tornando
o controle mais rapido e econémico, e permitindo que o produtor empregue a
mao-de-obra disponivel na propriedade em outras atividades (FREITAS et al.,
2004).

LORENZI (1988) observou que o capim-camalote pode causar perdas

no peso dos colmos da cultura cana-de-acucar de até 85% acarretando na



diminuicAio no numero de cortes. Essa planta daninha também €& muito
competitiva com a cultura do milho agravando o controle devido, a maioria dos
herbicidas recomendados para essa cultura ser tolerante a espécie (CHIKOYE
et al., 2000).

No Brasil, encontra-se pouca literatura sobre manejo quimico de R.
cochinchinensis em canaviais, especialmente para herbicidas aplicados em
pré-plantio-incorporado (ppi). No entanto, nos Estados Unidos encontra-se
mais pesquisas com a espécie, devido essa ser uma das principais plantas
daninhas na cultura da cana-de-aglucar e soja (HARGER et al. (1982);
MILLHOLLON, 1965)).

HARGER et al. (1982) relataram que os herbicidas do grupo das
dinitroanilinas proporcionam bom controle de capim-camalote.

Quando a trifluralina foi aplicada na pré-emergéncia (2,2 L ha®) com
posterior aplicacdo de asulam (3,7 kg ha™) observou-se um controle de 94%
desta espécie (MILLHOLLON, 1986). STRAHAN et al. (2000) observaram uma
reducao no rendimento da cultura do milho, de aproximadamente 30%, quando
infestada por capim-camalote.

Na cultura da cana-de-acucar, pendimethalin, prodiamina, fomesafen e
clomazone apresentaram melhor controle do que a trifluralina no solo (LENCSE
et al., 1992). Aplicagdo de tebuthiuron apresentou controle até aos 90 DAA,
com eficacia acima de 90% (ESQUIVEL, 2005). O autor também observou que
misturas de tebuthiuron+diuron-hexazinona (1,000+816+102,2 g ha™) e
tebuthiuron+diuron (1,000+1,200 g ha™) foram as melhores opcées de controle
guando as plantas ja se encontravam na fase de pos-emergéncia.

Para se obter um controle eficaz os produtores ndo devem negligenciar
pulverizagbes locais ou remocdo manual das plantas. E sim realizar a
combinacdo dos manejos preventivos, cultural, mecanico e quimico; para
impedir a producdo de sementes reduzindo-se assim, o banco de sementes
sobre o solo cultivado (GRIFFIN, et al. 2010).

Na Louisiana, alguns produtores adotaram esse manejo e tém

observado bons resultados na eliminacdo dessa planta daninha, a qual vem



causando problemas na reducdo da produtividade da cultura de cana-de-
acucar (GRIFFIN et al., 2010).

A producdo de sementes comeca a partir da 72 semana depois da
emergéncia das plantas, sendo esta producéao continua durante todo o periodo
de crescimento da planta (MILLHOLLON, 1965). Assim, ocorrem fluxos de
emergéncia da espécie em diferentes épocas devido a dorméncia apresentada
pelas sementes, de acordo com (HOLM et al., 1977).

FREITAS et al. (2004) observaram que a combinacéao de trifloxysulfuron-
sodium+ametryn (0,037+1,465 kg ha™, respectivamente); MSMA+diuron (2,88+
1,12 kg ha™) e diuron+paraquat (0,30+0,60 kg ha™) foram eficazes no controle
R. cochinchinensis, quando pulverizado em plantas com seis a oito folhas.
HOOK e KITCHEN (1984) estudaram o controle de capim camalote com
asulam, seguido por dalapon ou misturas em tanque de asulam+dalapon, e
relataram que a eficacia das misturas foi maior em pds-emergéncia, quando
comparado com os resultados de cada herbicida isolado.

ALVES et al. (2003) ao identificar e caracterizar diferentes acessos de
capim-camalote nos municipios do Estado de S&o Paulo (Aramina, Campinas,
Dumont, Igarapava, Jaboticabal e Ribeirdo Preto) encontraram variabilidade
entre as populacdes com marcador RAPD e analises citogenéticas.

Assim, as ferramentas da biotecnologia, a exemplo dos marcadores
moleculares, apresentam-se como promissoras para a identificacéo de biétipos
de plantas daninhas, os quais, posteriormente, poderdo ser avaliados quanto a
seletividade a herbicidas.

Portanto, o eficiente controle das plantas daninhas requer um estudo
prévio da época de interferéncia com a cultura e do nivel de variabilidade
genética das espécies daninhas em questdo. Um método diagndstico rapido,
eficaz e preciso para detectar se uma determinada espécie apresenta biotipos
de dificil controle quimico pode ser obtido com o uso dos marcadores
moleculares, permitindo a tomada de decisdo correta e em tempo habil para o

seu manejo.
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Estudo de variabilidade genética com auxilio de marcadores

No melhoramento genético, estudos sobre variabilidade sdo importantes
para acrescentar informacdes que podem auxiliar no manejo das culturas
(AGOSTINETTO et al.,, 2010). A variabilidade genética em populacbes de
plantas pode ser estudada pelas caracteristicas morfoldgicas, agronémicas, por
isoenzimas e através dos marcadores moleculares (VIDAL et al., 2005).

Os marcadores moleculares identificam todo e qualquer fendtipo
molecular proveniente de um gene expresso, como no caso de isoenzimas, ou
de um segmento especifico de DNA (correspondendo a regifes expressas ou
nao do genoma) FERREIRA e GRATTAPAGLIA, (1998).

Os marcadores moleculares permitem acessar a variabilidade genética
ao nivel de DNA das plantas (VIDAL et al., 2005). Essa técnica € rapida e
eficaz para estudos genbmicos, uma vez que detectam polimorfismo
diretamente ao nivel do DNA, diferenciando dois ou mais individuos, sem sofrer
influéncia ambiental, superando as dificuldades encontradas nas
caracterizagbes morfolégicas e fenotipicas (SOUZA, 2001). Estes sé&o
aplicados na identificacdo e verificagdo de variabilidade genética entre
acessos, analise de pureza genética, andlise de diversidade genética,
construcdo de colecdes de base e sele¢do de genes de interesse agronémico
(KONSTANTINOV et al., 2005). Além disso, os marcadores moleculares podem
ser usados para avaliagdo da estrutura e funcdo do genoma em processos
evolucionarios nas plantas cultivadas.

Pesquisas na area da ciéncia das plantas daninhas tém crescido com o
uso dos marcadores, pois possibilita examinar a estrutura genética em
populacdes, quantificar a diversidade genética e caracterizar a sua distribuicado.
Além disso, possibilita a dispersdo padrdo, o fluxo génico, e respostas a
herbicida (ZANATTA e ZANATTA, 2012).

As espécies de plantas daninhas apresentam elevada variabilidade
genética entre plantas de uma populacao ou entre popula¢gdes, com amplitude
para adaptacdo ao manejo (HOLT e HOCHBERG, 1997). Vérios estudos nesse

sentido tém sido realizados, através dos marcadores para a identificacdo de
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bidtipos (ZANATTA e ZANATTA, 2012) e para, posteriormente, auxiliar no
manejo empregado para as mesmas.

Os diferentes tipos de marcadores em uso nesses estudos diferenciam-
se pela tecnologia utilizada quanto a habilidade de detectar diferencas entre
individuos, ao custo, a facilidade de uso, a consisténcia e a repetibilidade dos
resultados (MILACH, 1998).

Dentre os marcadores moleculares utilizados nas pesquisas agricolas,
pode-se destacar o de polimorfismo de comprimento de fragmentos de
restricio (RFLP-PCR), polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD),
polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados (AFLP) e
microssatélites (SSR) (KARP et al. 1996; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998;
MELO et al., 2001).

Estudos para avaliar diversidade genética em culturas de interesse
agrondmico, fazendo uso das técnicas de marcadores, tém-se os realizados
com milho pipoca (VILELA et al., 2008), maracujazeiro (VIANA et al., 2005),
soja (VIEIRA et al., 2009; PRIOLLI et al., 2002).

Dentre os estudos sobre variabilidade genética em plantas daninhas
encontram-se as pesquisas de VIDAL et al. (2005) com Bidens spp., PEREIRA
et al. (2008) com capim-elefante; VIEIRA et al. (2007) Commelina benghalensis
e AMBIEL et al. (2008) com Brachiaria spp., entre outras.

Um marcador que tem sido muito utilizado nas pesquisas de deteccao
de variabilidade entre populacdes de plantas daninhas € o AFLP (Amplified
Fragment Lenght Polymorphism), pois sua metodologia baseia-se na
amplificacdo do DNA por PCR (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Trata-se
de um meétodo rapido e eficaz para detectar possiveis diferencas em uma
amostra de material selecionada e digerida com enzimas de restricéo,
conforme descrito por VOS et al. (1995). Além disso, ndo h& necessidade de se

ter o conhecimento prévio do genoma da espécie a ser estudada.
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AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism)

AFLP é uma técnica desenvolvida por ZABEAU (1993) e é intermediaria
entre as técnicas de RFLP e PCR (VOS et al., 1995). E um método que associa
a técnica de PCR com a confiabilidade da técnica de RFLP, indicada para
mapeamento e caracterizacdo. Com o desenvolvimento desta técnica, sua
utilizacao tem sido crescente para o estabelecimento de fingerprinting (VOS et
al. 1995).

A técnica AFLP consiste em quatro etapas. A primeira etapa é onde o
DNA gendmico total do individuo é clivado por duas enzimas de restricdo, uma
de corte raro (6 a 8 pares de base) e a outra de corte frequente (4 pares de
base), sequencialmente. ApGs a digestao, na segunda etapa, ocorre a ligacdo
dos adaptadores, os quais permitem que os fragmentos de DNA cortados se
liguem a pequenos oligonucleotideos de DNA de sequéncia conhecida. Na
terceira etapa, uma fracdo dos fragmentos gerados é amplificada seletivamente
via PCR, utilizando os primers para reconhecer as sequéncias nos
adaptadores, com a presenca de 1 a 3 bases adicionais na extremidade 3’ e
marcados por fluorescéncia. Na ultima etapa, a sub-populacdo de fragmentos
amplificados é separada em gel de alta resolugdo, sendo visualizados o0s
fragmentos de clivagem combinada (rara/frequente) de tamanho intermedidrio
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Esta técnica detecta um grande numero de locos, a partir da quantidade
em nanogramas de DNA, possibilitando assim, uma boa cobertura do genoma.
A andlise dos dados é realizada com base na presenca ou auséncia de sitios
de enzimas de restricdo e as sequéncias polimorficas adjacentes a esses
sitios, e sdo normalmente marcadores dominantes (MAJER, 1996).

Apresentam as caracteristicas de alta especificidade, boa
reprodutibilidade e alto poder discriminatério (VOS et al., 1995). Os padrdes de
bandeamento gerados pelo AFLP séo altamente reprodutiveis, devido ao
pareamento especifico dos primers aos nucleotideos - adaptadores

complementares (VOS et al., 1995).
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Entre as vantagens dos marcadores AFLP estdo: grande numero de
fragmentos gerados e resolvidos em um Unico gel, sendo muito eficiente na
amostragem ampla e simultdnea de um genoma; grande poder de deteccao de
variabilidade genética, explorando simultaneamente o polimorfismo de
presenca e auséncia de sitios de restricdo (como o RFLP) e a ocorréncia ou
ndo de amplificacdo a partir de sequéncias arbitrarias (como o RAPD); maior
robustez do AFLP em relacdo ao RAPD, devido a utilizacdo de primes mais
longos, aumentando a especificidade da amplificacédo, a repetibilidade, o alto
grau de polimorfismo e o mais alto numero de marcadores obtidos por gel
analisado (VOS et al., 1995).

A principal limitacdo dos marcadores AFLP é o baixo conteudo de
informacdo genética por loco, ou seja, a informacdo se refere apenas ao
fragmento amplificado onde, apenas um alelo é detectado. As demais
variacdes alélicas sao classificadas como um alelo nulo. O AFLP é classificado
como marcadores “dominantes”, e os dados tém natureza binaria (FERREIRA
e GRATTAPAGLIA, 1998; LIU, 1998 e RAMALHO et al., 2000).

Devido a grande capacidade de deteccdo de variabilidade genética em
plantas com essa técnica, estudos tém sido realizados com sucesso em
diversas culturas (HONGTRAKUL et al., 1997). Como exemplos, podemos citar
trabalhos sobre diversidade em soja (MAJER, 1996) e milho (LABORDA, 2005;
GUIMARAES et al., 2007). Essa técnica foi utilizada nos estudos de DNA
fingerprinting (POWELL et al., 1996); diversidade genética (HOFFMAN e
DAHLEEN, 2002; AITKEN et al., 2006); mapeamento genético (KIDO, 2003;
MENZ et al., 2002).

Citogenética

A citogenética € um estudo basico e classico em ciéncias biologicas,
pois é o estudo sobre os cromossomos. E a ciéncia que estuda a constituicdo
genética da célula por meio dos cromossomos (GUERRA, 2002); fundamental

para a caracterizagdo de materiais utilizados em programas de melhoramento.
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SINGH (1993) analisou a citogenética como a ciéncia que combina a
andlise dos cromossomos (técnicas de coloracdo), funcdo e movimento
(divisdo celular, meiose e mitose), numero e estrutura (analise do cariétipo),
assim como, as modificacbes da estrutura e comportamento e, como estao
relacionadas a recombinacao, transmissao e expressao dos genes.

Esse estudo analisa e explica como a estrutura e 0 comportamento dos
cromossomos garante a funcdo de conservar a informacdo genética que é
transmitida de pais para filhos, ou seja, as caracteristicas do DNA
(LACADENA, 1996).

Apesar da importancia que o género Rottboellia esta apresentando na
producdo da cana-de-agucar, 0s estudos citogenéticos sao escassos. Entre as
gramineas pode existir variabilidade genética e em funcao de sua importancia
econdmica na agroindustria, o estudo do numero de cromossomos e o nivel de
ploidia na familia Poaceae tém despertado interesse.

KISSMANN (1997) realizou a contagem do niamero de cromossomos em
Rottboellia, e observou que esta pode ser considerada diploide, tetrapldide e
hexaploide, com respectivamente 20, 40, 60 cromossomos, além de existir
plantas com namero irregular, 36 cromossomos.

Outros estudos citogenéticos foram realizados em Paspalum
(POZZOBON e VALLS, 2003) e Axonopus (VALLS, 2000), sendo realizado
também em germoplasma de Brachiaria (MENDES-BONATO et al., 2002),
Pennisetum (TECHIO et al., 2002).

Para SYBENGA (1998) os estudos citogenéticos desempenham a
funcdo de gerar informacgBes e fornecer métodos para manipulacdo genética.
Assim, diferentes técnicas citogenéticas podem ser usadas para fornecer
dados para contribuir nas decisdes dos melhoristas e pesquisadores durante o
programa de melhoramento.

As metodologias classicas, como a coloragcdo convencional e o
bandeamento nao fluorescente, continuam sendo metodologias importantes
para as pesquisas em algumas especies (EDER-SILVA et al., 2007) pois,
dependendo do objetivo do estudo, os cromossomos podem ser avaliados em

células que estejam em divisdo meiotica ou mitética (ABREU et al., 2006).
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CASTRO (2008) observou que o numero de cromossomos e a descricao
do cariétipo com o uso de técnicas simples sdo caracteristicas citogenéticas
Uteis, pois complementam o uso da similaridade morfoldégica ou fisiologica
na taxonomia botanica.

Entretanto, a partir de 1980, com o progresso da biologia molecular,
esse estudo passou a empregar uso de técnicas mais sofisticadas, pois, muitas
vezes, os padrées cromossémicos revelados pela coloracdo convencional ndo
sdo suficientes para andlise detalhada de um cari6tipo. Assim, técnicas que
marcam regides especificas do genoma como os bandeamentos FISH
(Hibridacdo Fluorescente in situ) e GISH (Hibridagdo Gendmica in situ)
passaram a ser utilizadas no estudo de identificacdo cromossdmica e
comparacao cromossémica inter e intra-especifica (MORAES, 2007).

Esses estudos sdo de grande importancia para estratégias de
conservacao de germoplasma de espécies e em trabalhos de melhoramento de
plantas (AULER et al., 2006; BATTISTIN et al., 2006).
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Capitulo 2 - Diversidade genética em populacées de Rottboellia

cochinchinensis presentes na cultura da cana-de-agucar

RESUMO - Considerando a hipotese de que a dificuldade de controle
observada pelos produtores com a espécie do género Rottboellia pode ser
dada pela existéncia de bibtipos nas populacdes. Para verificar a hipotese,
objetivou-se estudar a variabilidade genética entre trés populacbes de R.
cochinchinensis em regides de cana-de-aclucar do Estado de S&o Paulo,
utilizando-se da técnica AFLP. Para a caracterizagcdo molecular seis iniciadores
foram utilizados para obtencédo dos dados. Os géis de AFLP foram analisados
com base na presenca (1) e na auséncia (0) de marcas. Utilizando-se o
software NTSYs, foi calculada a similaridade genética pelo coeficiente de
Jaccard e, a partir dele, construido o dendrograma pelo método UPGMA, além
da determinacdo das marcas isopolimorficas. As semelhancas genéticas
médias observadas nas regides foram 0,742 para lgarapava, 0,793 para
Mococa, 0,808 para Piracicaba, e entre as regides foram 0,730 para Igarapava
X Mococa, 0,735 para Mococa x Piracicaba, e 0,694 para lgarapava X
Piracicaba. Em consonancia com o dendrograma, podemos observar a
formacdo de trés grupos, um formado por quatro individuos, sendo dois do
local de Igarapava e de Mococa e outro pelo local Piracicaba e os demais
individuos, com excec¢ao do individuo um de Piracicaba. Podemos concluir que
a similaridade genética entre as populacdes de capim-camalote coletadas no
Estado de S&o Paulo foi elevada (78%), o que evidéncia que 0 manejo
realizado entre as populacdes estudadas devem ser similar. No entanto, ndo se
podem descartar a presenca de biotipos nas populacfes, como é sugerido pela
presenca de marcas polimorficas, detectadas pelo marcador AFLP, gerando
22% de variabilidade genética média.

Palavras chave: AFLP, capim-camalote, manejo, Saccharum spp.,

variabilidade
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Chapter 2 — Genetic diversity of itchgrass populations in sugarcane fields

in Sao Paulo State, Brazil

ABSTRACT — Considering the idea that itchgrass are difficult to be controlled
due to the existence of various biotypes. To check this hypothesis, we aimed to
study the genetic variability of three itchgrass populations (Rottboellia
cochinchinensis) in sugarcane fields of S&o Paulo State, using AFLP marker
technique. Six primers were used to obtain molecular characterization data.
AFLP gels were analyzed based on marker presence (1) and absence (0).
Using NTSYs software, the genetic similarity was calculated by Jaccard
coefficient and, from it, a dendrogram was built through UPGMA method,
besides determining the isopolymorphic marks. Genetic similarity of the
locations was on average 0.742 for Igarapava, 0.793 for Mococa, 0.808 for
Piracicaba, and between regions it was 0.730 (lgarapava x Mococa), 0.735
(Mococa x Piracicaba), and 0.694 (lgarapava x Piracicaba). In line with the
dendrogram, it is possible to detect the formation of three groups, one with for
plants, two from Igarapava and Mococa and the other from Piracicaba, and the
other plants, except for plant one from Piracicaba. It can be concluded that the
genetic similarity among itchgrass populations from Sao Paulo State was high
(78%), which denotes management similarities among the population. However,
biotype existence cannot be discarded, because of the polymorphic marks

generating 22% average genetic variability.

Key words: AFLP, itchgrass, management, Saccharum spp., variability
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Introducao

O Brasil € o maior produtor de cana-de-acicar e o melhoramento
genético tem sido um dos grandes responsaveis pelos avangos com o
desenvolvimento de cultivares superiores, quer pela maior produtividade, quer
pela adaptacdo as mudancas climéticas (LANDELL e BRESSIANI, 2010).

No entanto, um dos entraves para obtencdo de maiores produtividades
dos canaviais é o controle das plantas daninhas, que deve ser realizado de
maneira correta com a integracdo de diversas técnicas incluindo o uso de
herbicidas.

Rottboellia cochinchinensis, conhecida como capim-camalote € uma
espécie vigorosa e prolifica, pois, uma Unica planta é capaz de emitir até 100
perfilhos e produzir mais de 16.000 sementes (SMITH et al., 2001). Trata-se de
uma espécie agressiva, com ampla distribuicdo e de dificil controle,
principalmente devido a escassez de herbicidas seletivos a cultura e eficazes
ao controle (MAPA, 2015).

A variabilidade genética € uma caracteristica inerente as populacées de
plantas daninhas (VIDAL et al., 2006), o que de maneira geral, pode favorecer
0 aparecimento de novos bidtipos nas populacdes. Esta variabilidade pode
contribuir para ocorréncia de respostas diferentes de populacdes de plantas
daninhas a aplicacao de herbicidas (CIRCUNVIS et al. 2014).

As técnicas moleculares tém facilitado e potencializado a analise
genética de plantas, auxiliando os estudos sobre variabilidade genética em
varias espécies. A técnica de AFLP (Amplified Fragment Lenght Polimorfism)
se baseia na amplificacdo seletiva, via PCR, de fragmentos de DNA gendmico
total gerados pela clivagem com enzimas de restricdo (VOS et al. 1995), e
apresenta ampla rastreabilidade na deteccdo da amplificacdo de marcas no
DNA de diferentes tamanhos pela reacdo de polimerase em cadeia (PCR) na
presenca da enzima termoestavel "Tag DNA polimerase’ (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998).

Como vantagens essa técnica apresenta o alto grau de polimorfismo e

alto nimero de marcadores obtidos por gel analisado, baixo custo (VOS et al.
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1995) e ha ndo necessidade do conhecimento prévio do genoma da espécie a
ser estudada. Entretanto, a principal limitacdo dos marcadores AFLP é o baixo
conteudo de informacdo genética por loco, pois, esses sdo de natureza
dominante e os dados tém natureza binaria (FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1998).

Assim, pode-se fazer uso das técnicas da biotecnologia para o estudo de
variabilidade genética dos bibtipos de plantas daninhas, visando aprimorar as
técnicas de manejo. A técnica de AFLP tem sido empregada para avaliar a
diversidade genética de muitas espécies de plantas, dentre elas, podem ser

citadas Amaranthus palmeri (CHANDI et al., 2013) e Veronica hederifolia (WU

et al., 2010). ROCHA et al., (2009) estudaram a variabilidade genética de
quatro espécies de Commelina com RAPD e ALVES et al. (2003) utilizando do
marcador RAPD identificaram e caracterizaram diferentes populacbes de
Rottboellia cochinchinensis.

Assim, os relatos de produtores quanto as infestacdes de capim-
camalote nos canaviais e a agressividade no desenvolvimento das plantas,
elaborou-se a hipotese de que a dificuldade de controle observada pelos
produtores com a espécie do género Rottboellia pode ser dada pela existéncia
de bidtipos nas populacdes. Para verificar a hipotese, objetivou-se estudar a
variabilidade genética entre trés populacdes de R. cochinchinensis em regides

de cana-de-acucar do Estado de Séo Paulo, utilizando-se da técnica AFLP.

Material e métodos

As coletas das folhas de capim-camalote foram realizadas em areas de
producdo comercial de cana-de-acUcar, entre 0os meses de margo a
agosto/2012. Os locais foram o0s municipios de Igarapava, Mococa e
Piracicaba, localizados no Estado de Sao Paulo, como observado na Figura 1.

As folhas jovens de capim-camalote foram coletadas no ter¢co superior
das plantas em diferentes pontos amostrais distanciados entre si, em média, de

10 metros. Cada local correspondeu a coleta de 10 plantas (individuos).
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Figura 1. Localizacdo das areas no coleta municipio de
Igarapava, Mococa e Piracicaba/SP.

As folhas de cada individuo foram acondicionadas em sacos plasticos,
identificadas, colocadas na caixa de isopor com gelo no campo e, mantidas em
ultrafreezer (-80 °C) até a coleta de todas as populacfes para se realizar a
extracdo do DNA em laboratério.

O DNA foi extraido do tecido foliar de folhas jovens de cada individuo,
por meio da metodologia CTAB, descrito segundo AL-JANABI et al. (1999). O
DNA de cada individuo foi quantificado na presenca de um padrdo de DNA do
fago A de quantidades conhecidas em gel de agarose 0.8% (p/v) corado com
brometo de etidio.

As reacbes de AFLP foram conduzidas de acordo com o protocolo
descrito por VOS et al. (1995). De forma sumarizada, 200ng de DNA gendémico
foram digeridos com as enzimas EcoRI e Mspl (2.5 unidades cada) em tampé&o
OPA —One Phor All (10mM Tris.HAc pH 7.5, 10mM MgAc, 50mM KAc, 5 mM
DTT), por trés horas a temperatura de 37°C e, posteriormente a 65°C por 5
minutos para inativacao da enzima. Apoés a digestéo, foi realizada a ligagéo dos
adaptadores e o produto da digestado/ligacado foi diluido 6 vezes em agua
ultrapura para a realizacdo da reacdo de pré-amplificacdo. A reacdo de pré-
amplificacéo foi realizada em um volume final de 15 yL contendo 1X Buffer;
3,33 uM EcoRI+0; 3,33 pyM Mspl+0; 0,17 mM dNTPs; 2 mM MgCl, e 0,2
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unidades de Taq DNA polimerase e 2,5 uL da reacdo de digestao/ligacéo
diluida 6X. A programacdo do termociclador consistiu em 29 ciclos a 94°C
durante 30 segundos, 56°C por 1 minuto e 72°C durante 1 minuto.

Os produtos da reacéo de pré-amplificacao foram diluidos 10X com agua
ultrapura e utilizados como molde para as reacdes seletivas, na qual foram
utilizados iniciadores com trés nucleotideos seletivos adicionados a
extremidade 3’ dos iniciadores. A reacao seletiva foi conduzida em um volume
final de 10 pL contendo Tampéo 1X; 0,11 uM EcoRI Dye 800; 0,25 uM Mspl;
0,27 mM dNTPs; 2 mM MgCl,; 2 unidades de Tag DNA polimerase e 2,5 yL do
produto da reacdo de pré-amplificagdo diluido 10X. A programacdo do
termociclador consistiu em um ciclo a 94°C por 30 segundos, 65°C por 30
segundos, 72°C por 1 minuto; 12 ciclos (94°C por 30 segundos, 65°C por 30
segundos (menos 0,7°C por ciclo), 72°C por 1 minuto) seguido de 23 ciclos
(94°C por 30 segundos, 56°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto).

As seis combinacfes de primers utilizadas foram: ECORIACC/MspIGAG,
EcoRIACA/MspIACT, EcoRIACA/MspIGAG, EcoRIACC/MspIACT,
ECORIAGA/MspITTG, EcoRIAGA/MspITCG. O produto da reagédo seletiva foi
aplicado em gel de poliacrilamida a 6%. As amostras foram desnaturadas a
95°C por 5 minutos e imediatamente transferidas para o gel. Como padréo de
peso molecular, foi utilizado o ladder de 50 - 350 pares de base (pb). Os
fragmentos foram separados em sequenciador automatico (4300 DNA Analyzer
- Licor). As imagens obtidas foram arquivadas para posterior genotipagem com
o0 auxilio do software Align IR.

A analise de similaridade genética foi realizada utilizando o coeficiente
de Jaccard, o qual pode ser representado pelo modelo matematico
Sir Jaccard = a/(a + b + ¢), em que a € o numero de concordancias do tipo 1 1;
b é o nimero de discordancias do tipo 1 0; e ¢ € o numero de discordancias do
tipo 01. Foi utilizado esse coeficiente devido as suas caracteristicas
matematicas que desconsideram a auséncia de marcas como sinbnimo de
similaridade genética e atribuem diferentes pesos a presenca conjunta de
marcas (CRUZ e CARNEIRO, 2003).
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As relacdes de similaridade genética foram visualizadas pela construcéo
do dendrograma pelo método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean), utilizando-se do programa NTSYs
(ROHLF, 1992), visando identificar se ha variabilidade entre os individuos das
populacdes coletadas.

Foram também determinadas para cada combinacdo de primers
seletivos, o niumero de marcas apresentando o mesmo padrédo de polimorfismo
entre os individuos avaliados (marcas isopolimorficas), porém em locos

diferentes.

Resultados e Discussao

Produtos da amplificacéo

A utilizacdo das seis combinacdes de primers seletivos na avaliacdo da
variabilidade genética de capim-camalote (Rottboellia cochinchinensis)
coletados em trés populacfes (municipios) do Estado de S&o Paulo gerou um
total de 399 marcas com uma meédia de 66,5 marcas por combinacdo (Tabela
1).

Todas as combinagbes de primers utilizadas apresentaram maior
porcentagem de marcas monomorficas, exceto a combinacao
EcORIACC/MsplACT que apresentou a maior porcentagem de marcas
polimorficas (Tabela 1). O numero de marcas polimorficas variou de 12 a 19,
sendo a combinacdo mais polimorfica ECORIACC/MspIACT (58,06%) com total
de 31 marcas. A combinacdo menos polimérfica foi a ECORIACA/MspIACT
(16,81%) com total de 113 marcas.

VIEIRA et al. (2007) em populacbes de Commelina benghalensis
identificaram 84 marcas, dessas oito apresentaram perfil monomorfico, pela
técnica de RAPD. HALDIMANN et al. (2003) identificaram 328 marcas com uso
do marcador AFLP na espécie Senecio vulgaris, utilizando quatro combinacdes

de pares de primers, dos quais 111 foram polimérficos. Utilizando seis



combinacbes de primers em populacbes de R.

identificadas 399 marcas, 101 polimérficas e 298 monomorficas.

Tabela 1. Numero de marcas por
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cochinchinensis foram

combinacbes de primers seletivo,

discriminando o total de marcas monomorficas e polimorficas,
obtidas com marcador AFLP, 2015.

Combinacgdes " marc§ % mar-ca Total de marcas
monomoarficas polimorficas

EcoRIACC/MspIGAG 63,27 (31) 36,73 (18) 49
ECORIACA/MspIACT 83,19 (94) 16,81 (19) 113
EcoRIAGA/MspITCG 78,67 (59) 21,33 (16) 75
ECORIACA/MspIGAG 72,73 (48) 27,27 (18) 66
EcoRIACC/MspIACT 41,94 (13) 58,06 (18) 31
EcoRIAGA/MspITTG 81,54 (53) 18,46 (12) 65

Total 298 101 399

A espécie Rottboellia cochinchinensis foi classificada como autdégama
possuindo duas flores, uma hermafrodita e a outra do sexo masculino ou estéril
(MILLHOLLON e BURNER, 1993). Assim, o elevado numero de marcas
monomorficas (298 marcas) observadas com a espécie Rottboellia pode ser
atribuido ao modo de reproducédo por autofecundacdo ou apomixia, conferindo
a mesma constituicdo genética da planta-méde (DALL'’AGNOL e SCHIFINO-
WITTMANN, 2005).

Anélise da similaridade genética entre os individuos
A similaridade genética média dentro de cada local ou populacdo pode

ser observada na Tabela 2. A menor similaridade genética média dentro de

local foi obtida na populacéo de lgarapava, proximo de 74%. Os outros dois
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locais apresentaram similaridade genética média de 79,3 e 80,8%,
respectivamente para Mococa e Piracicaba. Entre locais, a similaridade
genética média foi de 73% para lgarapava x Mococa; 69,4% para Igarapava X

Piracicaba e 73,5% para Mococa x Piracicaba (Tabela 2).

Tabela 2. Similaridade genética média (SGm) observada dentro e entre das

populagdes de coleta de Rottboellia cochinchinensis, 2015.

SGm dentro de populacdes

lgarapava Mococa Piracicaba

SGm entre populacdes

lgarapava Mococa Piracicaba
lgarapava
Mococa 0,730 0,735
Piracicaba 0,694 0,735

A similaridade genética média entre as populagbes foi de
aproximadamente 78%, considerada alta, o que se pode inferir que a
variabilidade genética entre as populacdes foi baixa. Essa similaridade entre as
populacdes, independentemente da localizacdo geografica pode ter acontecido
devido aos fatores homogeneizadores da populacdo, como autofecundacéo,
apomixia e reproducao vegetativa (VIDAL et al., 2006).

As plantas daninhas colonizam ambientes com diferentes caracteristicas
ambientais e assim, devido sua capacidade de sobrevivéncia proporcionada
pela variabilidade genética nas populacées (WINKLER et al., 2003), sugere-se
gue essa espécie estudada tenha base genética estreita, devido a uniformidade
das bandas entre as populacgdes.

Assim, a presenca de marcas monomorficas pode ser usada como

marcadores da estabilidade genética das plantas, ou seja, isso pode ser devido
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ao efeito fundador da espécie, ou seja, essas populacbes podem ter se
desenvolvido a partir de poucos materiais genéticos introduzidos. Segundo
DEUBER (1992), essa espécie foi introduzida no Brasil por sementes de arroz
e, devido a semelhanca das sementes, essas eram cultivadas juntas.

A espécie Eichornia crassipes também apresentou elevada similaridade
genética e, segundo CARDOSO et al. (2002) isso pode ser explicado, pela
reproducéo vegetativa modo de reproducdo desta espécie. Plantas autégamas,
devido ao seu modo de reproducédo, apresentam menor ocorréncia de fluxo
génico, levando a espécie a homozigose. WINKLER et al. (2003) estudando
biétipos de Euphorbia heterophylla, utilizando a técnica de RAPD, encontraram
40% de similaridade genética média, valor considerado baixo pelo autor.

Com as marcas isopolimérficas (Tabela 3) nota-se que as 101 marcas
polimorficas podem ser representadas por 52 marcas isopolimorficas isoladas
ou em grupos isopolimorficos (Apéndice 1, Tabela 3a). As melhores
combinacbes  de primers  seletivos  foram EcoRIACC/MspIGAG,
EcCORIAGA/MspITCG e EcoRIAGA/MspITTG e as demais combinacdes néo
apresentaram resultados bons com nesse estudo, devido ter sido determinadas
muitas marcas isopolimérficas. A combinacdo ECoORIAGA/MspITTG foi a mais
eficiente no estudo com a espécie R. cochinchinensis devido ao baixo nimero
de marcas isopolimoérficas (2 marcas isopolimérficas/12 marcas polimorfica) e a
combinacdo EcoRIACC/MsplIACT a menos eficiente com o estudo da espécie,
devido terem sido determinadas 26 marcas isopolimérficas (101marcas
polimorficas - 18 marcas polimorficas dentro da combinagéo), Tabela 3.
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Tabela 3. Marcas e combinacdes de primers seletivos no conjunto dos 30
individuos de Rottboellia cochinchinensis, 2015.

Marcas isopolimérficas

Marcas Combinacgdes primers

polimérficas seletivos dentro com outras
combinagbes combinacdes

X1-X18 EcoRIACC/MspIGAG 6/18 20/(101-18)
X19-X37 EcoRIACA/MspIACT 17/19 20/(101-19)
X38- X53 EcoRIAGA/MspITCG 5/16 15/(101-16)
X54-X71 EcoRIACA/MspIGAG 12/18 19/(101-18)
X72-X89 EcoRIACC/MspIACT 11/18 26/(101-18)
X90-X101 EcCoRIAGA/MspITTG 2/12 14/(101-12)

Os menores valores de similaridade genética dentro de cada populagéo
(Tabela 4) foram observados entre os individuos 25 e 30 (38,7%) de lgarapava;
entre os individuos 15 e 30 (46,2%) de Mococa e entre os individuos 1 e 7
(46,4%) de Piracicaba. Esses valores apontam os individuos mais dissimilares
para cada populagcdo. Assim, ndo podemos afirmar que essa seja uma espécie
totalmente autégama, podendo ocorrer fecundacéo cruzada na mesma.

Os maiores valores de similaridade genética foram encontrados entre 0s
individuos 7 e 20 (90,9%) na populacéo de Igarapava; entre os individuos 1 e 5
(91,7); 7 e 25 (90,9%) e 20 e 23 (90,4%) da populagdo de Mococa e entre 0s
individuos 5 e 15 (92,2%); 5 e 17 (97,7%); 5 e 20 (97,5%) e 17 e 20 (97,4%)
dentro da populacdo que abrange os individuos de Piracicaba (Tabela 4).
Esses valores apontam os individuos mais similares dentro de cada populacao,
ou seja, uma populacdo deve apresentar a mesma resposta a fatores do meio
gue as demais populacbes estudadas, uma vez que caracteristicas de

ambiente (solo, precipitacdes, temperatura) sejam similares.
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Entre as populacdes (Tabela 4) os individuos mais similares foram: 5 e
10 (93,5%); 5 e 23 (90,6%); 7 e 1 (97,0%); 7 e 30 (96,7%); 10 e 1 (91,4%); 10 e
7 (90,9%); 10 e 25 (95,0%); 10 e 30 (94,4%); 15 e 7 (93,6%); 20 e 1 (93,1%);
20 e 5 (97,0%); 20 e 17 (94,1%) para Igarapava x Mococa, entre os individuos
10 e 5 (92,7%); 10 e 20 (94,1%); 15 e 25 (90,2%) entre lgarapava x Piracicaba
e entre Mococa x Piracicaba os individuos mais similares foram 7 e 5 (93,6%);
7 e 17 (90,7%); 7 e 20 (90,0%); 25 e 5 (95,3%); 25 e 17 (95,0%); 25 e 20
(97,3%); 30 e 5 (90,0%); 30 e 15 (90,5%); 30 e 17 (94,4%); 30 e 20 (94,3%); 30
e 30 (97,1%) (Tabela 4).

De acordo, com VIDAL et al. (2006) populacdes de plantas daninhas
com elevada similaridade genética entre os individuos, independentemente da
localizacdo geogréfica, leva ao indicativo de ocorréncia de fatores
homogenizadores da populacdo, como autofecundacgéo, apomixia e reproducao
vegetativa (clones). A espécie R. cochinchinensis apresenta estrutura floral
gue favorece autofecundacéo (MILLHOLLON e BURNER, 1993).
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ALVES et al. (2003) caracterizaram seis populacdes de capim-camalote, no
Estado de S&o Paulo, encontrando diferengas morfolégicas e moleculares (técnica
de RAPD). Associaram as diferencas ao numero dos cromossomos e
respectiva ploidia. Neste trabalho, a variabilidade foi considerada baixa e
0 numero de cromossomos constante (2n = 60), sugerindo que esse tipo deve
ser o mais comum nos canaviais avaliados.

Pela analise de agrupamento UPGMA obteve-se o dendrograma, onde
ocorreu a formacédo de dois grupos bem distintos e um individuo (Piracicaba 1)
formando um grupo a parte dos demais (Figura 1), com similaridade genética média
de 78%, entre os individuos. O grupo 1 pode ser subdividido em 2 subgrupos,
formado por individuos provenientes de Igarapava e Mococa (individuos: IGA 1 - 5,
MOC 20 - 23, IGA 23 - 30) (Figura 1). O grupo 2 conteve os demais individuos
provenientes dos trés locais (Piracicaba, Mococa e Igarapava) analisados. A
formacdo desses grupos pode ter sido devido a disseminacdo das sementes pela
agua da chuva, passaros, homem, devido essas sementes serem leves e terem
germinado proximo a planta-mae sugerindo assim que essas popula¢cdes analisadas
sejam geneticamente préoximas (CIRCUNVIS et al, 2014), evidenciando um ancestral
em comum.

O individuo 1 do local Piracicaba mais distante dos demais na matriz, pode-se
devido a ocorréncia de biétipos dentro das populacbes coletadas, exemplificado
pelas 101 marcas polimorficas observadas nos géis, com o marcador AFLP.

VIVIAN et al., (2008) sugerem que individuos podem receber estimulos do
ambiente durante ou apo6s a sua formacédo, permitindo alterar seu comportamento a
partir da liberacdo da planta-mae .Assim, para realizar 0 manejo de Rottboellia, é
importante conhecer a diversidade genética de suas populagcdes, pois, um dos
fatores que podem contribuir nas diferentes respostas de plantas daninhas a
aplicagdo de herbicidas € a variabilidade genética presente nas mesmas
(CHRISTOFFOLETI e LOPEZ-OVEJERO, 2003).
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Com a ocorréncia da espécie R. cochinchinensis em varios paises (HOLM
etal., 1977) € observado que essa € uma espécie com alta adaptabilidade,
caracteristica esta que depende diretamente da diversidade genética da espécie.
Desse modo, esperava-se encontrar maior porcentagem de variabilidade genética
entre as populacdes da espécie coletadas para o estudo do que a observada no
presente trabalho. Isso talvez possa ser explicado pelo efeito fundador. Na literatura,
tem sido discutida a possibilidade da acédo do efeito fundador e similaridade genética
entre populacdes de plantas daninhas. O efeito fundador é definido como o
estabelecimento de uma nova populacado por poucos individuos, ou seja, ocorreu
formacdo da populacdo a partir de uma Unica mée, carregando consigo somente
uma pequena fracdo da variagcdo genética total da populacdo parental (RIDLEY,
2003).

Assim, pelas analises genéticas, podemos concluir, que a similaridade
genética entre as populacdes de capim-camalote coletadas nos municipios de
Igarapava, Mococa e Piracicaba, Estado de S&o Paulo, foi elevada (78%), o que
evidéncia que o manejo realizado entre as populacdes estudadas devem ser similar.
No entanto, ndo se podem descartar a presenca de bi6tipos nas populacdes, devido
a presenca de marcas polimorficas, pelo marcador AFLP, gerando cerca de 22% de

variabilidade genética média.
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Tabela 3a. Marcas isopolimorficas no conjunto dos 30 individuos de Rottboellia
cochinchinensis. Ribeirdo Preto - SP, 2015.

X1
X2 = X26 = X27
X3 = X4
X4 =X6 =X9 = X13 = X16 = X17 = X28 = X29 = X100 = X101
X5
X7 = X52 = X72 = X76 = X83
X8
X10 = X23 = X65 = X66 = X85

X11

X12 = X50

X14 = X39 = X40 = X49 = X61 = X86 = X94

X15
X16

X19 = X92
X20

X21 = X42

X22 = X12 = X53 = X85
X23 = X54 = X61 = X78 = X85 = X86 = X97
X24 = X38
X25 = X37 = X41 = X49 = X53 = X54 = X78 = X87 = X99
X27 = X47 = X84 = X92
X28 = X43 = X68 = X100 = X101

X30 = X32

X31 = X79
X33
X34

X35 = X30 = X68

X44

X45 = X95
X46

X48 = X70
X51
X55
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Continuagao....
Tabela 3a. Marcas isopolimérficas no conjunto dos 30 individuos de
Rottboellia cochinchinensis. Ribeirdo Preto - SP, 2015.

X56
X57 = X62 = X77
X58 = X74
X59
X60
X62 = X90 = X93
X63
X64
X69
X71
X73 = X85
X75 = X76
X177
X80 = X100
X81
X82 = X83
X88
X89 = X6
X91 = X95
X73 = X85
X75 = X76
X717
X80 = X100
X81
X82 = X83
X88
X89 = X6
X91 = X95

X — marca polimoérfica
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Capitulo 3 - Sensibilidade de diferentes populacbes de Rottboellia

cochinchinensis a herbicidas

RESUMO - A pouca eficacia dos herbicidas sobre Rottboellia cochinchinensis
possivelmente seja devida a existéncia de bidtipos entre e dentro das diferentes
populacdes infestantes de canaviais. Para verificar a hipotese objetivou-se estudar a
sensibilidade de diferentes populacdes de R. cochinchinensis a herbicidas. Para
isso, coletou-se sementes da espécie em trés locais no Estado de S&o Paulo
(lgarapava, Mococa e Piracicaba). Cada populagdo originou um experimento
instalado em vasos (20 L) alocados em ambiente aberto, dispostos em delineamento
inteiramente casualizado com 9 tratamentos e quatro repeticbes, com testemunha
adicional. As sementes foram semeadas na superficie (3 cm) de cada vaso
preenchido com solo argiloso. Quando as plantas atingiram, aproximadamente, 2 cm
de altura, foram aplicados os tratamentos T1- ametryn (3000 g ha™); T2- isoxaflutole
(135 g ha™); T3- ametryn (300 g ha™)+isoxaflutole (135 g ha™); T4- isoxaflutole (135
g ha)+clomazone (1200 g ha™); T5- amicarbazone (1400 g ha™); T6- ametryn (3000
g ha™)+trifloxysulfuron-sodium (22,5 g ha™); T7- glyphosate (2160 g ha*); T8- MSMA
(2880 g ha™) e T9- ametryn (1500 g ha™)+clomazone (1000 g ha™). Foram avaliados
aos 14, 30 e 60 dias apos aplicacdo (DAA) a porcentagem de controle e aos 60 DAA
a altura, nimero e massa seca das plantas. Concluiu-se que as populacbes
proporcionaram semelhante sensibilidade aos herbicidas, apresentando controle
satisfatério até aos 30 DAA, apds o que ocorreu novo fluxo de emergéncia e
recuperacdo das plantas com necessidade de nova aplicacdo. Os tratamentos
proporcionaram numero de plantas similar a testemunha, porém com altura e

acumulo de massa seca das plantas, menores.

Palavras-chave: herbicidas, plantas daninhas, Saccharum spp., seletividade
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Chapter 3 — Itchgrass response to different herbicides

ABSTRACT - Herbicide ineffectiveness on Rottboellia cochinchinensis might be due
to biotypes within and among different populations infesting sugarcane fields. To
verify the hypothesis, we aimed to study the responses of different itchgrass
populations (R. cochinchinensis) to various herbicides. Therefore, we sampled seed
from three locations within Sdo Paulo State (Igarapava, Mococa and Piracicaba).
Each populations performed an experiment, which was set in 20-L pots and placed in
an open environment. The experiment was performed in a completely randomized
design with nine treatments and four replications, plus one control. Seeds were sown
on the surface of each clayey soil (3 cm). When plants reached around 2 cm in
height, the following treatments were applied ametryn (3,000 g ha™) — T1; isoxaflutole
(135 g ha') — T2; ametryn (300 g ha*)+isoxaflutole (135 g ha') — T3; isoxaflutole
(135 g ha')+clomazone (1,200 g ha®) — T4; amicarbazone (1,400 g hal) — T5;
ametryn (3,000 g ha™)+trifloxysulfuron-sodium (22.5 g ha™) — T6; glyphosate (2,160 g
ha') — T7; MSMA (2,880 g ha') — T8 and ametryn (1,500 g ha™)+clomazone (1,000
g ha') T9. At 14, 30 and 60 days after application (DAA), control percentage was
assessed and at 60 DAA, it was measured plant height, number and dry matter. It
was concluded that populations have similar sensitiveness to the herbicides, under
suitable control up to 30 DAA, when a new emergence flow had just started and plant
recovery, being required another application. Treatments had plant number similar to

control; however, height and dry matter accumulation were lower.

Key words: herbicides, weed, Saccharum spp., selectivity
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Introducao

A espécie Rottboellia cochinchinensis € uma poaceae anual, nociva a
diferentes culturas em regides tropicais e subtropicais do mundo (ALLOUB, et al.
2005). Originaria da india foi introduzida no Brasil, onde é mais frequente na regio
norte e menos presente no sudeste (KISSMANN, 1997).

Por estar distribuida mundialmente, a exposicdo as diferentes condicfes
edafo-climaticas propiciam alteragces em suas caracteristicas anato-morfologicas e
fisiolégicas, resultando em novos biétipos (ZIMDAHL, 1993). Na Louisiania foram
identificados dois biétipos (MILLHOLON, 1982), na Maléasia trés biotipos (ALLOUB,
et al. 2005) com diferencas no florescimento e perfilhamento, nas Filipinas cinco
bi6tipos diferenciados pela morfologia de sementes, dorméncia, florescimento,
perfilhamento (adubacdo) e competicdo com a cultura do milho (PAMPLONA e
MERCADO 1981a, 1981b) e no Brasil quatro bidtipos com diferencas morfologia de
de sementes, cascas, estOmatos e numero de cromossomos com comprimento
menor (ALVES et al. 2003).

As alteragbes nas caracteristicas anato-morfolégicas ou fisiolégicas nas
plantas daninhas podem interferir na absorcdo do herbicida entre os biotipos, o que
dificulta o controle quimico. Nesse sentido, diferentes pesquisas sobre variabilidade
genética em plantas daninhas tém sido realizadas, a exemplo de Digitaria nuda
(VIEIRA et al., 2010), Bidens pilosa (VIDAL et al., 2005) e Euphorbia heterophylla
(WINKLER et al., 2003).

Entretanto, independente do bidtipo, o prejuizo as culturas é certo. A
interferéncia de R. cochinchinensis em cana-de-acglcar, segundo AREVALO e
BERTONCINI (1994), prejudicou a produtividade das soqueiras (80%) e da cana-
planta (100%) no Brasil, LENCSE e GRIFFIN (1991) observaram prejuizos de 43%
em cana-de-agucar na Louisiania.

Seja pela pouca disponibilidade de herbicidas registrados (MAPA, 2015) ou
pela presenca de biétipos, ha relatos de que produtores brasileiros vem encontrando
dificuldade em controlar R. cochinchinensis em cana-de-acucar.

Controles satisfatorios em pré-emergéncia foram obtidos com as associagdes

de clomazone + imazapyr, clomazone + isoxaflutole e sulfometuron + diuron +
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hexazinone (CORREIA e GOMES, 2014) e clomazone + imazapyr (CORREIA et al.
2013) em cana-de-acucar. Em outros paises controle inferior a 80% foram
observados com a aplicagcdo de pedimethalin (LABRADA, 1994), inferiores a 65%
com diuront+hexazinone e inferiores a 50% com ametryn+atrazina (ESQUEDA,
1999).

Na pés-emergéncia, trifloxysulfuron-sodium + ametryn, sodium hydrogen
methyl arsonate (MSMA) + diuron e diuron + paraquat proporcionaram controles
satisfatorios quando aplicados sobre plantas com até seis a oito folhas (FREITAS et
al., 2004). O uso de clomazone+ametryn controlou 87,5% populacdo até aos 15
DAA, atingindo controle de 95% aos 90 DAA (ESQUEDA, 1999).

Calcado na premissa de que a espécie possui bidtipos com respostas
diferentes a um mesmo herbicida, sustentou-se a hipétese de que a dificuldade do
controle quimico observada pelos produtores é devida a existéncia de bidtipos entre
e dentro das diferentes populacdes infestantes de canaviais. Para verificar a
hipotese objetivou-se estudar a sensibilidade de plantas de R. cochinchinensis de

diferentes popula¢fes a herbicidas aplicados em pds-emergéncia das plantas.

Material e métodos

Previamente a instalagdo dos experimentos, coletou-se as sementes de R.
cochinchinensis em areas de producdo comercial de cana-de-agucar com histérico
de presenca da espécie e com baixa eficacia de controle quimico, entre os meses de
fevereiro a abril/2014. Os locais foram nos municipios de lgarapava, Mococa e
Piracicaba, localizados no Estado de Sao Paulo, como observado na Figura 1.

Dentro de cada talhdo de cana-de-aclUcar, tomou-se pontos amostrais
distanciados com aproximadamente 10 metros entre si. Nas populacbes em que
foram observadas mais sementes sobre a superficie do solo, coletou-se dez pontos
amostrais (lgarapava e Piracicaba) e nas populagcdes com menor numero de
sementes sobre o solo, coletou-se em quinze pontos (Mococa). As sementes foram
sempre coletadas no chéao.

Em cada ponto, varreu-se a superficie do solo e o material coletado foi

colocado em embalagens de papel. As amostras foram levadas ao laboratério,
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peneiradas para retirar material estranho e as sementes homogeneizadas em um

Unico lote.

Figura 1. Localizacao das areas no coleta municipio de Igarapava,
Mococa e Piracicaba/SP.

Na sequéncia elaborou-se trés experimentos, o primeiro experimento foi
constituido por plantas oriundas de sementes coletadas no municipio de Igarapava,
o segundo de Mococa e o terceiro de Piracicaba, SP. O periodo experimental
ocorreu entre maio a set/2014 no municipio de Ribeirdo Preto, SP, a 621 m de altura
do nivel do mar e 21°12'28.29” de latitude Sul e 47°52’23.30” de longitude Oeste. O
clima é caracteristico de verbes quentes e Umidos e invernos secos e frios,
considerado como tropical de altitude (Cwa), segundo a classificacdo de Kdppen.

Os tratamentos herbicidas utilizados foram constituidos por diferentes
produtos comerciais isolados ou por misturas e misturas prontas. Esses herbicidas
constituiram os tratamentos que foram oriundos de suas associa¢des diretos no
equipamento costal pressurizado, as quais tiveram sua tolerancia estudada para as
plantas de R. cochinchinensis. As principais caracteristicas dos herbicidas estudados
foram obtidas nos registros de cada produto junto ao Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2015).
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Cada experimento foi constituido em delineamento inteiramente casualizado
com 9 tratamentos (Tabela 1) em quatro repeticdes. As parcelas foram constituidas
por vasos de plasticos (20 L) alocados em ambiente aberto e mantidos com irrigacao
o suficiente para manter o desenvolvimento das plantas. Quando necessario 0s
vasos foram irrigados com 10 milimetros (mm) de agua, de modo que a dinamica
herbicida x solo ndo fosse prejudicada (Tabela 5).

Os vasos foram preenchidos com solo da camada aravel de um Latossolo
Vermelho de classe textural argilosa, cujas caracteristicas quimicas e fisicas podem
ser observadas na Tabela 2. Apds preenchimento, os vasos foram adubados com o
correspondente a 500 kg ha™ de fertilizante da féormula 04-14-08 para atender as
necessidades nutricionais da cana-de-acucar (SPIRONELLO et al., 1997).

Nas parcelas, a semeadura (21/05/2014) foi feita distribuindo-se 10 g de
sementes (~1232 sementes/vaso) entre 2 a 5 cm de profundidade. A quantidade das
sementes foi o suficiente para suprir a dorméncia e se obter plantas em numero
suficiente a aplicacao dos tratamentos.

Apos a emergéncia das plantas fez-se desbaste nos vasos deixando namero
variavel de plantas, porém, sem o efeito da competicdo. Fez-se também adubacao
complementar com sulfato de amoénio para estimular o crescimento das plantas com

o correspondente a 40 kg ha™.
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Tabela 2. Resultado da andlise quimica do solo da area

experimental, na profundidade de 0 a 20 cm,

2015.
Caracteristicas analisadas Valores
M.O. (g.dm°) 12
pH (CaCly) 6,0
P resina (mg.dm?®) 2
K (mmol.dm®) 0,26
Ca (mmole.dm®) 3,14
Mg (mmol..dm?®) 1,16
H+Al (mmolc.dm®) 12
Al (mmol..dm?®) 0,41
SB (mmol..dm?®) 4,56
CTC (mmole.dm®) 16,56
V (%) 27,54
argila (g.kg") 588
areia (g.kg") 115
silte (g.kg") 297

Andlise realizada pelo laboratério DMLab
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A aplicacdo dos herbicidas foi feita em condi¢cdo de pos-emergéncia inicial

das plantas (30/07/2014), quando apresentavam altura média de aproximadamente

2,25; 1,88 e 1,87 cm, respectivamente para as populagdes de Igarapava, Mococa e

Piracicaba. O equipamento de pulverizagao utilizado foi um costal pressurizado

(CO,), equipado de barra com quatro bicos modelo TT 110.02 VS, espacados de
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0,50 m, que quando regulado a 30 psi de pressao, proporcionou volume de calda de
250 L ha™. A aplicac&o iniciou-se as 14:26h com término as 14:49h, durante a
aplicacao registrou-se temperatura do ar de 27,7°C, rajadas de vento entre 0,2 a 2,0
km h™ e 30% de nebulosidade.

Avaliou-se porcentagem de controle (%) aos 7, 14, 21, 30 e 60 dias ap0s
aplicacdo (DAA), atribuindo-se visualmente notas percentuais de eficacia a partir de
uma escala percentual, de 0 a 100, sendo que 0% representa auséncia de controle e
100% controle total pelos herbicidas. Para um efeito pratico, utilizou-se ainda a
escala proposta por ROLIM (1989), conforme Tabela 3.

Tabela 3. Escala de notas para avaliacdo da porcentagem

de controle de plantas daninhas.

% controle Avaliacéao

99,1 - 100,0 Excelente (E)
96,6 — 99,0 Muito bom (MB)
92,6 — 96,5 Bom (B)
85,1-925 Suficiente (S)
75,1 -85,0 Duvidoso (D)
60,1 - 75,0 Insuficiente (1)
40,1 -60,0 Mau (M)

15,1 -40,0 Péssimo (P)
0,00 — 15,0 Sem efeito (SE)

Fonte: Rolim, 1989
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Ao final, avaliou-se também a altura (cm) das plantas (60 DAA), medindo-se a
distancia do solo até a ligula da primeira folha completamente aberta de dez plantas
escolhidas ao acaso. Também obteve-se 0 nimero de plantas e a massa seca da
parte aérea das plantas, ap0s o corte das plantas rente ao solo com posterior
secagem em estufa de circulacéo forcada de ar a temperatura de 70°C até massa
constante.

Os dados avaliados foram analisados por analise conjunta (Tabela 4), por ser
preconizada para experimentos em grupos ou experimentos pequenos. Para
comparacao das meédias utilizou-se o teste t a 5% de probabilidade, utilizando-se do
software Statistical Analysis System — SAS, (2011).

Tabela 4. Esquema para andlise de variancia das variaveis avaliadas apos

aplicacdo dos herbicidas em condicdo de pdés-emergéncia inicial,

2015.
Causas de variagéo g.l.
Tratamentos quimicos (herbicidas) 9-1
Planta daninha (populacéo) 3-1
Planta daninha*Herbicidas (3-1)*(9-1)
Residuo 81
Total n-1 = 107 (9*3*4)

De modo geral, observou-se temperaturas médias do ar préxima a média
histérica, porém, a quantidade de chuva foi inferior (Tabela 5). O periodo
experimental foi atipico, de modo que as precipitacdes foram distribuidas de forma

irregular (Tabela 5).
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Tabela 5. Dados de temperatura (°C) e precipitacdo (mm) no periodo experimental

e a média historica, 2015.

Més Chuvas (mm) Temperatura média (°C)
o Periodo Irrigacdo  Total o Periodo
Experimental (mm) (mm) Experimental

Mai 58,5 0,8 111,0 111,8 25,9 20,4
Jun 28,2 1,8 161,8 163,6 24,2 20,7

Jul 18,4 29,7 189,7 219,4 24,9 19,4
Ago 17,1 0,3 230,3 230,6 26,8 21,2

Set 66,2 70,6 390,0 460,6 23,1 24,3
Total 188,4 103,2 1082,8 1186 124,9 106

Fonte: IAC/CIIAGRO

Resultados e Discussao

As avaliacbes de eficacia dos herbicidas iniciaram-se 60 dias apds a
semeadura (DAS) da espécie, onde as parcelas testemunhas apresentavam-se com
no minimo 60% da area coberta pela massa verde da planta daninha (Tabela 6 e
Figura 2). Os percentuais de controle foram obtidos visualmente, observando-se a
massa vegetal que a espécie ocupava na area Util de cada parcela (vasos), de

acordo com a escala proposta por ROLIM (1989).
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Tabela 6. Caracterizacao inicial e final do ensaio, no tratamento testemunha, 2015.

% cobertura nimero de plantas (m'2) massa seca (g)
Populacéo
0 DAA 30 DAA 60 DAA 60 DAA
IGARAPAVA (populacéo 1) 60 ~100 a7 22,16
MOCOCA (populacéo 2) 60 ~100 42 11,35
PIRACICABA (populacao 3) 60 ~100 51 8,74

DAA - dias ap0s aplicacdo

testemunha— 0 DAA

‘testemunha 60 DAA

DAA - dias apés a aplicacao dos herbicidas.

Figura 2. Vasos testemunhas no dia da aplicacdo dos tratamentos —
Ribeirdo Preto, 2015.

Assim, a eficacia no controle de R. cochinchinensis comecou a ser visualizada
aos 14 DAA quando os tratamentos apresentavam médias de porcentagem de
controle superiores a 80% nas diferentes populacdes (Tabela 7). Pode-se observar
nessa avaliacdo, que os herbicidas isoxaflutole (750 g ha™) e MSMA (790 g hal)
foram o0s que apresentaram as menores médias de controle, 5 e 65%,

respectivamente, (Tabela 7).
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Tabela 7. Sensibilidade das popula¢cdes de Rottboellia cochinchinensis aos diferentes

herbicidas, aplicados em pés-emergéncia, 2015.

% controle

Tratamentos
14 DAA 21 DAA 30 DAA 60 DAA
ametryn (300 g ha™) 82,92 def 88,75 def 93,75 a 64,17 defghi
isoxaflutole (750 g ha™) 5,00 52,50 k 25,00 e 35,92 Im
ametryn+isoxaflutole (500 g ha™)+(750 g ha™) 95,00 ab 100,00 a 98,75 a 75,00 abcdef
© ’5: isoxaflutole+clomazone (750 g ha™)+(360 g ha™) 92,50 abc 98,25 abc 91,25 a 91,25 ab
% g}“ amicarbazone (750 g ha™) 93,75 ab 97,50 abc 96,25 a 92,50 a
g §- ametryn+trifloxyulfuron-sodium (500 g ha™)+(750 g ha™) 97,50 a 98,75 ab 93,75 a 75,00 abcdef
< glyphosate (720 g ha™) 81,25 ef 85,00 fg 60,00 c 40,84 jklm
MSMA (790 g ha™) 65,00 h 62,50 j 27,50 e 65,00 defgh
ametryn+clomazone (300 g ha™)+(200 g ha™) 97,50 a 99,58 ab 95,00 a 82,51 abcd
ametryn (300 g ha™) 88,75 bcde 91,25 bedef 95,00 a 69,17 cdefg
isoxaflutole (750 g ha™) 500i 63,75] 30,00 e 51,67 ghijkl
ametryn+isoxaflutole (500 g ha™)+(750 g ha™) 95,00 ab 95,00 abcde 97,50 a 40,00 kim
s @; isoxaflutole+clomazone (750 g ha™)+(360 g ha™) 80,00 fg 93,33 abcdef 95,00 a 82,50 abcd
8 li:}" amicarbazone (750 g ha™) 85,00 cdef 96,25 abcd 98,75 a 85,00 abc
§ §- ametryn-+trifloxyulfuron-sodium (500 g ha™)+(750 g ha™) 96,25 ab 98,75 ab 100,00 a 57,50 fghijk
< glyphosate (720 g ha™) 95,83 ab 87,50 ef 72,50 b 45,00 ijklm
MSMA (790 g ha™) 72,50 gh 73,33 hi 71,25b 46,67 hijkim
ametryn+clomazone (300 g ha™)+(200 g ha™) 92,50 abc 92,50 abcdef 92,50 a 63,34 defghi
ametryn (300 g ha™) 90,00 abcd 93,75 abcde 91,25a 62,50 efghi
isoxaflutole (750 g ha™) 500i 50,00 k 40,00d 48,34 hijkim
ametryn+isoxaflutole (500 g ha™)+(750 g ha™) 95, 00 ab 98,75 ab 100,00 a 30,00 m
© g isoxaflutole+clomazone (750 g ha™)+(360 g ha™) 70,00 h 90,00 cdef 100,00 a 60,00 fghij
§ g* amicarbazone (750 g ha™) 91,25 abc 95,83 abcde 100,00 a 81,67 abcde
E § ametryn+rifloxyulfuron-sodium (500 g ha™)+(750 g ha™) 93,75 ab 97,92 abc 98,75 a 64,17 defghi
< glyphosate (720 g ha™) 85,00 cdef 77,50 gh 70,00 b 38,34 kim
MSMA (790 g ha™) 65,00 h 67,50 ij 77,50 b 49,17 hijkim
ametryn+clomazone (300 g ha™)+(200 g ha™) 90,83 abcd 93,75 abcde 100,00 a 72,50 bedef
F (populagao) 2,83"™ 2,23"™ 23,67 ** 8,42 **
F (trat) 308,39 ** 75,80 ** 146,41 ** 15,73 **
F (populag&o*trat) 3,59 ** 1,85* 6,63 ** 2,20 *
Dms 2,66 2,84 321 6,39
Ccv 7,27 6,99 8,36 22,04

* Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si. DAA (dias ap6s aplicagédo); * (significativo a 5% de probabilidade pelo teste F); **
(significativo a 1% de probabilidade pelo teste F); ns (ndo significativo); dms (diferenca minima significativa); CV (coeficiente de variagéo); dados
médios de 4 repeti¢des.
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CORREIA et al. (2013) observaram aos 14 DAA que no solo sem palha
ocorreu menor densidade de plantas de capim-camalote com aplicacdo de
flumioxazina e clomazona quando comparado com outros herbicidas, sendo um

deles isoxaflutole, corroborando com os resultados deste trabalho.

Aos 14 DAA foi observado controle satisfatério com entre os tratamentos
utilizados, destacando-se os tratamentos ametryn+isoxaflutole (500 g ha™)+(750 g
ha), ametryn-+trifloxyulfuron-sodium (500 g ha™)+(750 g ha™) e clomazone+ametryn
(300 g ha™)+(200 g ha™), com médias de 95,00; 97,50 e 97,50% de porcentagem de
controle da espécie respectivamente, para Igarapava. Para a populacdo Mococa as
melhores médias de porcentagem de controle foram observadas com os tratamentos
composto pelos herbicidas ametryn+isoxaflutole (500 g ha®)+(750 g hal),
ametryn+trifloxyulfuron-sodium (500 g ha™®)+(750 g ha™), glyphosate (720 g ha) e
clomazone+ametryn (300 g ha™)+(200 g ha), com 95,00; 96,25; 95,83 e 92,50%,
respectivamente. Em Piracicaba a combinacdo de ametrina+isoxaflutole (500 g ha’
1+(750 g ha™) foi a que proporcionou melhor média de controle para a espécie, com
95,00%, igual ao observado com lgarapava. Nessa populacédo foi observado controle
similar com o ametryn+trifloxyulfuron-sodium (500 g ha™)+(750 g hat) 93,75%
(Tabela 7).

Pela escala de porcentagem de controle (Tabela 3) observou-se que as
médias de controle aos 14 DAA nas diferentes populacées foram de controle muito
bom (MB) com essas combinagfes de herbicidas. Também foi observado injdrias
com sintomas de clorose e necrose na extremidade das folhas. Segundo,
RODRIGUES e ALMEIDA (2011) esses herbicidas podem causar esses sintomas
nas folhas de plantas daninhas e culturas.

FREITAS et al. (2004) ao estudarem o controle de R. cochinchinensis
observaram resultados de controle acima de 90% aos 22 e aos 88 DAA, com
trifloxysulfuron-sodium+ametryn (37+1,465 g ha™), MSMA+diuron (2,88+1,12 kg ha’
!y e diuron+paraquat (300+600 g ha™), respectivamente. Os autores ainda relataram
gue os resultados alcancados com trifloxysulfuron-sodium+ametryn (37+ 1,465 g ha’
!y assemelham-se aos encontrados por MORENO (1996) que observou excelente
controle de R. cochinchinensis ao se utilizar de herbicidas do grupo quimico das

sulfoniluréias.
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Pode-se observar que o controle pelos herbicidas estudados com as
diferentes populacdes da espécie foi crescente em relagdo a porcentagem de
cobertura aos 14 DAA; pois, com a avaliagcdo de 21 DAA, observou-se que as
médias para o controle foram estatisticamente superiores, ou semelhantes as de 14
DAA (Tabela 7). No entanto, os sintomas de fitointoxicagdo observado nas plantas
foram de necrose e pontos cloréticos nas folhas. Mesmo com as plantas
apresentando sintomas de fitointoxicagéo, ndo foi possivel obter controle satisfatorio
para a espécie, pela escala proposta por ROLIM (1989), com ametryn (300 g ha) e
glyphosate (720 g ha™®) com as populacdes de Igarapava e Mococa; e somente
glyphosate (720 g ha™) para populacao de Piracicaba aos 21 DAA (Tabela 7).

Aos 30 DAA observou-se que o0 tratamento composto por
ametryn+isoxaflutole (500 g ha’)+(750 g ha') nas populaces de Igarapava e
Mococa apresentaram porcentagem de controle excelente (E) e muito bom (MB),
respectivamente, de acordo com a escala proposta por ROLIM (1989). Enquanto a
populacdo dos municipios de Mococa e Piracicaba as melhores médias de controle,
foram observadas com o uso de ametryn+trifloxyulfuron-sodium (500 g ha™*)+(750 g
ha'), Figura 3.

Pela Tabela 7, ainda observa-se aos 30 DAA que a aplicacédo dos herbicidas
ametryn+isoxaflutole (500 g ha™)+(750 g ha™); isoxaflutole+clomazone (750 g ha’
1+(360 g ha™); amicarbazone (750 g ha™*) e clomazone+ametryn (300 g ha*)+(200 g
ha') resultou em 100% de controle na populacdo de Piracicaba. Os herbicidas
glyphosate (720 g ha™) e MSMA (790 g ha™) promoveram controle intermediario
para as populacées de Mococa e Piracicaba, com médias de (72,50 e 71,25%) e
(70,00 e 77,50%), respectivamente, (Figura 3).

Mesmo com a espécie apresentando diferentes fluxos de emergéncia e
sementes dormentes, respostas proximas a 100% de controle sdo significativas.
Apés esse periodo, os produtores devem realizar o planejamento de manejo nas
areas.

Ha relatos que a palha da colheita da cana-de-acucar influencia a germinacao
das sementes de capim-camalote. CORREIA et al. (2013) ao estudar a germinagao
da espécie influenciada pela profundidade da sementeira, quantidade de palha e uso

de herbicidas residual observaram que 5, 10 e 15 t ha™ de palha combinado com o
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herbicida clomazone apresentou resultados mais eficaz no controle do que com o
uso de isoxaflutole combinado com 10 t ha™ de palha.

Nesse trabalho observou-se que com aplicacdo de isoxaflutole (750 g ha™)
nao obteve-se resposta eficaz, no entanto, quando em mistura com outros
herbicidas, esse apresentou um bom controle.

STRAHAN et al. (2000) ao estudar a identificagdo e o controle de R.
cochinchinensis, cultura do milho, observaram que os herbicidas com base nas
triazinas (atrazinas e metribuzinas) nao apresentaram respostas eficazes de
controle. FREITAS et al. (2004) observou controle eficiente da espécie com
aplicacdo de herbicidas do grupo das sulfoniluréias, quando comparado com a
capina manual. Assim, é valido observar que a eficacia promovida pelos herbicidas é
variavel e dependente das condi¢cdes ambientais (aplicacdo), da época de aplicacao
(pré ou pdés-emergéncia) e da espécie a ser controlada (MEROTTO Jr. e VIDAL,
2001).



30DAL ~Testermunha, G=Geral,
I=Igarapava, M=Iococa, P=Piracicaba

30DAL - T2:isoxaflutole ; G=Geral,
I=Igarapava, IvI=Ivlococa, P=Piracicaba

30DA A —T3:ametym+isoxafhatole, G=Geral,
I=Izarapava, M=Moococa, P=Piacicaba

30DA A TS5 isoxaflatole+elomazone;,
G=Geral, I=Igarapava, M=Moooca,
VN

D=Danans

30DAL - Téamicathazone; G=Geral,
I=Igarapava, IM=Ivlococa, P=Piracicaba

30D A4 ~ T7 -ametrymetrifloscysulfiron-sodim;
G=Crml, I=Izampara, M=NMococa, P=Pincicaba

30D&A - T8:glyphosate, G=Geral,
I=Igarapava, M=Ivlococa, P=Piracicaba

30DAA ~T9: MSMA; G=Ceral,
I=Igarapava, M=IMococa, P=Piracicaba

Figura 3. Vasos testemunha e tratamentos aos 30 dias ap0s aplicacao (DAA)

dos herbicidas - Ribeirdo Preto, 2015.

30DA A ~T10ametrymtclomazone ; G=Geral,
I=lgarapava, M=Moooca, P=Piracicaba
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Aos 60 DAA foram observados 92,50 e 91,25% de controle com a aplicacao
de isoxaflutole+clomazone (750 g ha™)+(360 g ha) e amicarbazone (750 g ha™),
populacdo de Igarapava. Nas populagbes de Mococa e Piracicaba, as médias de
controle foram inferiores, ndo promovendo controle suficiente (S), de acordo com
ROLIM (1989), Tabela 3 e Figura 4.

Segundo MILLHOLLON e BURNER (1993), o modo de reproducdo da
espécie (preferencialmente autbgama) pode ter reduzido o fluxo génico entre as
populacdes de capim-camalote. Assim, em areas onde ha a ocorréncia dessa planta
daninha é necessario a realizacdo do manejo planejado, baseando-se nos
conhecimentos da biologia da planta. Assim, se o produtor obtiver controle igual ou
superior a 90% em sua lavoura, ele tera aumento de produtividade.

Essa porcentagem de variabilidade é considerada baixa. Devido a
variabilidade genética baixa, sugere-se que ocorra fluxo génico na mesma
populacdo. Assim, devera ocorrer sensibilidade similar ao uso desses herbicidas

entre as populagées.
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60 DAA - testemunha

G - Geral, | - Igarapava, M - Mococa, P — Piracicaba

Figura 4. Vasos testemunha e tratamentos aos 60 dias ap0s a aplicacdo (DAA) dos
herbicidas — Ribeirdo Preto, 2015.
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Na Tabela 8, estdo apresentados o numero de plantas, a altura e a massa
seca das plantas aos 60 dias ap0s a aplicacdo dos herbicidas (DAA). A fonte de
variagdo da interacdo populagcdo x herbicida nas parcelas ndo foi significativa,
podendo ser explicado pelo comportamento da espécie, pois ocorreu um novo fluxo
de germinacdo, o qual foi constante, nas trés populacdes, apés os 30 DAA (dias
apos a aplicacdo) dos herbicidas (Tabela 8).

Houve interacdo entre herbicidas e espécie das diferentes popula¢gbes de R.
cochinchinensis aos 60 DAA, para as variaveis altura e massa seca da plantas
(Tabela 8).

Analisando dentro de cada populacdo (lgarapava, Mococa e Piracicaba)
observou-se que o herbicida isoxaflutole (750 g ha™) foi o menos prejudicial para
populacdo de Igarapava, pois foi 0 que apresentou o maior numero de plantas
(Tabela 8). Enquanto que com a populacdo de Mococa e Piracicaba, isso foi
observado com a aplicacdo de glyphosate (720 g ha™). A populacdo de Mococa
ainda nado sofreu influéncia com a aplicacdo do herbicida MSMA. Isso pode ser
justificado devido ao novo fluxo de emergéncia da espécie, pois as sementes de
capim-camalote podem apresentar periodo de dorméncia de até quatro anos
HESLOP-HARRISON (1959). Isso também pode ser consequéncia da variabilidade
genética encontrada na espécie (22%) com o uso do marcador AFLP, ou seja, ha
biotipos dessa espécie nas populagdes estudadas.

Entretanto, com o uso do amicarbazone, pode-se observar o menor numero
de plantas de capim-camalote nas trés populacdes. Isso era esperado devido, esse
herbicida ter apresentado um bom controle para a espécie em todas as datas de
avaliacdo (Tabela 8). A mistura de isoxaflutole+clomazone (750 g ha™')+(360 g ha™)
também apresentou baixa média para numero de plantas, devido essa combinacgao
de produtos também ter apresentado bom controle, com menor intensidade para a
populacao de Piracicaba.

Ao se aferir a altura das 10 plantas mais desenvolvidas (60 DAA), pode-se
observar estatisticamente (Tabela 8) que o melhor desenvolvimento das plantas foi
com as testemunhas de cada populagdo, sem aplicacéo dos herbicidas.

Observou-se também que com o tratamento amicarbazone (750 g ha™)

ocorreram as menores médias de altura nas populacdes estudadas (Tabela 8).
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Com os valores meédios de massa seca da parte aérea (MSPA) (Tabela 7)
observou-se, que apenas as testemunhas de cada populacdo diferiram-se
estatisticamente. No entanto, com a populacdo de Mococa, observou-se 0s maiores
valores médios para MSPA e as menores alturas, o que pode ser explicado pela
germinacdo esporadica das sementes. De acordo com BRIDGEMOHAN e
BRATHWAITE (1991) as sementes de capim camalote podem permanecer viaveis
no solo a 45 centimetros (cm) de profundidade.

Assim como para altura, com a aplicacdo de amicarbazone (750 g ha™) foi
observada as menores médias para MSPA da espécie nas trés populacbes
(lgarapava, Mococa e Piracicaba). Na Louisiania, os herbicidas registrados para
controle dessa espécie sao tryifluralin incorporado no solo, em pré-emergéncia da
cana-de-acucar, e 0 asulam em pdés-emergéncia para reduzir a concorréncia da
planta daninha com a cultura e incentivar perfilhamento da cana-de-aglicar LENCSE
e GRIFFIN, (1991).

LENCSE e GRIFFIN (1992) ao estudar a interferéncia de R. cochinchinensis
em Maringouin e Thibodaux — Lousiania, observaram que a espécie ndo reduziu a
altura da cultura da cana-de-agucar, com uso de asulam e nicosulfuron.

Essa espécie é classificada como planta daninha problema nas culturas de
soja, milho, algodao, amendoim, arroz, dentre outras, em regides tropicais do mundo
(HOLM et al., 1977). No Brasil é considerada uma das 12 piores espécies para o
controle na cana-de-acucar (ALVES et al., 2003).

Devido sua prolificidade e o dificil controle, essa também é considerada uma
planta daninha importante na Venezuela e em diversos paises, na cultura do milho,
com reducéo de até 80% na produtividade (ANZALONE et al., 2006).

Na Louisiana, a presenca dessa espécie ocasiona grandes perdas em

produtividade nas culturas da cana-de-agucar, soja, milho (MILLHOLLON, 1965).
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Tabela 8. Altura, nimero de plantas e massa seca e Rottboellia cochinchinensis por
diferentes herbicidas utilizados, aplicado em pés-emergéncia, 2015.

Altura Namero d_e: Massa
Tratamentos plantas (m™) seca (g)
60 DAA 60 DAA 60 DAA
ametryn (300 g ha™) 3,61def 26,00 defghi 1,91 cd
isoxaflutole (750 g ha™) 3,21 defg 70,00 abc 2,13 cd
ametryn+isoxaflutole (500 g ha™)+(750 g ha™) 1,54 efghij 16,00 fghi 0,14 d
a isoxaflutole+clomazone (750 g ha™)+(360 g ha™) 0,98 hij 7,75 hi 0,04 d
% = amicarbazone (750 g ha™) 0,74 450 0,04d
g g ametryn+trifloxyulfuron-sodium (500 g ha™)+(750 g ha) 3,06 defghi 17,00 fghi 0,31d
< 2 glyphosate (720 g ha™) 445d 52,00 bcd 4,69 c
MSMA (790 g ha™) 2,49 defghij 25,50 defghi 0,88 d
ametryn+clomazone (300 g ha™)+(200 g ha™) 2,27 defgij 19,25 efghi 0,44 d
Testemunha 21,15a 47,25 bedef 22,16 a
ametryn (300 g ha™) 1,56 efghij 20,50 defghi 1,07 cd
isoxaflutole (750 g ha™) 3,09 defgh 33,00 defghi 1,92 cd
ametryn+isoxaflutole (500 g ha™)+(750 g ha™) 1,93 efghij 43,00 bedefg 0,53 d
8 isoxaflutole+clomazone (750 g ha™)+(360 g ha™) 1,03 ghij 18,75 efghi 0,11d
§ ,§ amicarbazone (750 g ha™) 0,89 hij 20,50 defghi 0,04d
é (—é_ ametryn+trifloxyulfuron-sodium (500 g ha™)+(750 g ha) 1,69 efghij 50,00 bede 1,66 cd
é glyphosate (720 g ha™) 3,00 defghi 74,00 ab 2,72 cd
MSMA (790 g ha™) 2,90 defghij 84,50 a 3,50 cd
ametryn+clomazone (300 g ha™)+(200 g ha™) 2,04 efghij 41,50 cdefg 1,04 cd
Testemunha 10,85 b 42,75 bedefg 11,35 b
ametryn(300g hal) e 168efgh|j 3950 cdely Tided
isoxaflutole (750 g ha™) 3,71 de 39,25 cdefgh 3,20 cd
ametryn+isoxaflutole (500 g ha™)+(750 g ha™) 1,54 efghij 25,75 defghi 0,23 d
=) isoxaflutole+clomazone (750 g ha™)+(360 g ha™) 1,33 ghij 31,75 defghi 0,32d
‘c'; ,§ amicarbazone (750 g ha™) 0,89 jj 13,00 hii 0,03 d
g %_ ametryn-+trifloxyulfuron-sodium (500 g ha™)+(750 g ha™) 1,47 fghij 35,50 defghi 0,63 d
. \% glyphosate (720 g ha™) 2,48 defghi 68,00 abc 2,12 cd
MSMA (790 g ha™) 3,61 def 38,75 cdefgh 2,79 cd
ametryn+clomazone (300 g ha™)+(200 g ha™) 2,08 efghij 22,75 defghi 0,53 d
testemunha 7,95c¢ 51,50 bed 8,74 b
F (populagéo) 13,50 ** 4,10 * 2,47"™
F (trat) 63,43 ** 6,00 ** 29,66 **
F (populagao*trat) 7,86 ** 1,67™ 3,20 **
dms 0,70 9,97 1,19
Ccv 47,41 62,37 104,81

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si. DAA (dias ap6s aplicacéo); * (significativo a 5% de probabilidade pelo teste F); ** (significativo a 1% de
probabilidade pelo teste F); ns (ndo significativo); dms (diferenga minima significativa); CV (coeficiente de variagcdo); dados médios de 4 repeticdes.
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Conclusao

Concluiu-se que as populacdes proporcionaram semelhante sensibilidade aos
herbicidas, apresentando controle satisfatério até aos 30 DAA, ap0s ocorreu novo
fluxo de emergéncia e recuperacao das plantas com necessidade de nova aplicacao.
Os tratamentos proporcionaram no final nimero de plantas similar a testemunha,

porém, com altura e acumulo de massa seca das plantas, menores.

Agradecimentos

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ),
pela concessédo da bolsa de estudo; ao Pélo Regional Nordeste Paulista — Mococa e
ao Polo Regional Centro Sul - Piracicaba, pela concessdo do material para a

realizacdo desse trabalho.

Referéncias bibliograficas

ALLOUB, H.; JURAIMI, A. S.; RAJAN, A.; KADIR, J.; SAAD, M. S,
SASTROUTOMO, S. Growth behavior of itchgrass (Rottboellia cochinchinensis) in
peninsular Malaysia. Weed Biology and Management, v. 5, p. 8-13, 2005.

ALVES, P. L. C. A.; BACHEGA, M. F.; MORO, J. R.; LEMOS, M. V. F.; ALVES, E. C.
C.; SILVA, M. A. S.; MORO, F. V. Identification and characterization of different
accessions of itchgrass (Rottboellia cochinchinensis). Weed Science, v. 51, n. 2, p.
177-180, 2003.

ANZALONE, A.; GAMEZ, A. E MELENDEZ, L. Evaluacion de la interferencia
de Rottboellia cochinchinensis sobre el maiz (Zea mays L.) através de un método
aditivo. Revista de la Facultad de Agronomia, v. 23, p. 373-383, 2006.



71

AREVALO, R. A.; BERTONCINI, E. I. Biologia e manejo de Rottboellia exaltata na
cultura da cana-de-aclcar Saccharum spp.: andlise do problema. Piracicaba:
Estacdo Experimental de cana-de-acucar- IAC, p. 24, 1994.

BRIDGEMOHAN, P.; BRATHWAITE, R. A. I.; MCDAVID, C. R. Seed survival and
patterns of seedling emergence studies of Rottboellia cochinchinensis (Lour.) W.D.
Clayton in cultivated soils. Weed Research, v. 31, n. 5, p. 265-272, 1991.

CORREIA, N. M.; GOMES, L. J. P. Seed bank and control of Rottboellia exaltata
using clomazone alone and in combination with other herbicides. Revista Brasileira
de Ciéncias Agrarias, v. 9, n. 4, p. 538-544, 2014.

CORREIA, N. M.; GOMES, L. P.; PERUSSI, F. J. Emergence of Rottboellia exaltata
influenced by sowing depth, amount of sugar cane straw on the soil surface, and

residual herbicide use. Acta Scientiarum Agronomy, v. 35, n. 2, p. 145-152, 2013.

ESQUEDA, A. Control de malezas en cafia de azucar con clomazone y ametrina.

Agronomia mesoamericana, v. 10, n. 2, p. 23-30, 1999.

FREITAS, S. P.; OLIVEIRA, A. R.; FREITAS, S. J.; SOARES, L. M. S. Controle
quimico de Rottboellia exaltata em cana-de-aglcar. Planta Daninha, v. 22, n. 3, p.
461-466, 2004.

HESLOP-HARRISON, J. Photoperiod and Fertility in Rottboellia exaltata L.f. Annal
of Botany, v. 23, p. 345-349, 1959.

HOLM, L. G.; PLUCKNETT, D. L.; PANCHO, J. V.; HERBERGER, J. P. The Worlds
Worst Weeds, Distribution and Biology. Honolulu, p. 609, 1977.

IAC CIIAGRO: Centro Integrado de Informac¢fes Agrometeorolégicas. Quadro de

temperatura mensal. Disponivel em: <http:



72

www.ciiagro.sp.gov.br/ciiagroonline/Quadros/qTmedPeriodo.asp.com.br>. Acesso
em: 10 jan. 2015b.

IAC CIIAGRO: Centro Integrado de Informacfes Agrometeoroldgicas: Quadro de
chuva mensal. Disponivel em: <http:
www.ciiagro.sp.gov.br/ciiagroonline/Quadros/QChuvaPeriodo.asp.com.br>.  Acesso
em: 10 jan. 2015a.

KISSMANN, K. G. Plantas infestantes e nocivas, 2. ed, 1997.

LABRADA, R. Rottboellia cochinchinensis (Lour.) Clayton. En: Labrada, R., Caseley,
C. e Parker, C. eds. Weed management for developing countries. FAO Plant
Production and Protection Paper, p. 74-77, 1994.

LENCSE, R. J.;GRIFFIN, J. L.;RICHARD, E. P., Jr. ltchgrass (Rottboellia
cochinchinensis) control in sugarcane with post emergence herbicides. Journal

American Society of Sugar Cane Technologists, v. 12, p. 9-15, 1992.

LENCSE, R. J.; GRIFFIN, J. L. Itchgrass (Rottboellia cochinchinensis) Interference in
Sugarcane (Saccharum spp.). Weed Technology, v. 5, n. 2, p. 396-399, 1991.

MAPA: Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Sistema de agrotoxicos
fitossanitérios. Disponivel em: <http://www.
extranet.agricultura.gov.br/agrofit_cons/principal_agrofit_const.com.br>. Acesso em:
15 jan. 2015.

MEROTTO Jr, A.; VIDAL, R. A. Herbicidas inibidores de PROTOX. Herbicidologia,
p. 69-86, 2001.

MILLHOLLON, R. W.; BURNER, D. M. ltchgrass (Rottboellia cochinchinensis)
Biotypes in World Populations. Weed Science, v. 41, n. 3, p. 379-387, 1993.



73

MILLHOLON, R. W. Reproduction variability in biotypes of Johnsongrass (Sorghum
halpenese) and itchgrass (Rottboellia exaltata). Weed Science, v. 22, p. 74, 1982.

MILLHOLLON, R. W. Growth characteristics and control of Rottboellia exaltata L.f., a

new weed in sugarcane. Sugar Bull, p. 82-88, 1965.

MORENO, B. Efecto de varios herbicidas sobre el control de malezas em maiz (Zea
mays L.) y su persisténcia en el suelo. 1996. 152 f. Dissertacdo (Mestrado em

Agronomia) — Universidad Central de Venezuela, 1996.

PAMPLONA, P. P.; MERCADO, B. L. Ecotypes of Rottboellia exaltata in the
Philippines 1l. Response to day length and nitrogen application. Phil Agriculture, v.
64, p. 371-378, 1981b.

PAMPLONA, P. P.; MERCADO, B. L. Ecotypes of Rottboellia exaltata in the
Philippines I. Characteristics and dormancy of seeds. Phil Agriculture, v. 64, p. 59-
66, 1981a.

RODRIGUES, B. N.; ALMEIDA, F. S. Guia de herbicidas. 6 ed. Londrina: p. 697,
2011.

ROLIM, J. C. Proposta de utilizagdo da escala EWRC modificada em ensaios de
campo com herbicidas. IAA/PLANALSUCAR. Coordenadoria Regional Sul, p. 3,
1989. (Nao Publicado).

SAS - Institute Inc. SAS/STAT 9.3. User’s Guide. Cary, NC: SAS Institute Inc., 2011.

SPIRONELLO, A.; RAIJ, B. van; PENATTI, C. P.; CANTARELLA, H.; MORELLI, J.
L.; ORLANDO FILHO, J.; LANDELL, M. G. A,; ROSSETO, R. Outras culturas
industriais. In: RAIJ, B. van.; CANTARELLA, H.; QUAGGIO, J. A.; FURLANI, A.

M.C., coords. Recomendacfes de adubac&o e calagem para o Estado de Sao



74

Paulo. 2.ed. Campinas, Instituto Agronémico de Campinas, (Boletim Técnico, 100),
p. 237-239, 1997.

STRAHAN, R. E.; GRIFFIN, J. L.; JORDAN, D. L.; MILLER, D. K. Influence of
Adjuvants on Itchgrass (Rottboellia cochinchinensis) Control in Corn (Zea mays) with

Nicosulfuron and Primisulfuron. Weed Technology, v. 14, p. 66-71, 2000.

VIDAL, R. A.; LAMEGO, F. P.; RESENDE, L. V.; SILVA, P. R.; DELATORRE, C. A
TREZZI, M. M. Similaridade genética entre acessos de Bidens pilosa resistentes aos
herbicidas inibidores da ALS. Planta Daninha, v. 23, n. 3, p. 551-556, 2005.

VIEIRA, V. C.; ALVES, P. L. C. A;; PICCHI, S. C.; LEMOS, M. V. F.; SENA, J. A. D.
Molecular characterization of accessions of crab grass (Digitaria nuda) and response
to ametryn. Acta Scientiarum Agronomy, v. 32, n. 2, p. 255-261, 2010.

WINKLER, L. M.; VIDAL, R. A.; BARBOSA NETO, J. F. Caracterizacdo genética de
Euphorbia heterophylla resistente a herbicidas inibidores da aceto lactato sintase.
Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 38, n. 9, p. 1067-1072, 2003.

ZIMDAHL, R. L. Fundamentals of Weed Science. Academic Press, Weed Ecology,
p. 91-108, 1993.



75

Capitulo 4: Caracterizacdo citogenética de Rottboellia cochinchinensis em

duas regides do Estado de Sao Paulo

RESUMO - Considerando as dificuldades de manejo encontradas no controle da
espécie Rottboellia cochinchinensis que podem estar associada ao polimorfismo
presente na espécie, elaborou-se a hipotese de que a dificuldade do controle
guimico observada pelos produtores pode ser devida a existéncia de bidtipos entre e
dentro das diferentes populacdes infestantes de canaviais. Para verificar a hipotese
objetivou-se estudar o numero cromoss6mico de duas populagbes de capim-
camalote, presentes na cultura da cana-de-agucar, no Estado de Sdo Paulo. Para
determinacdo do numero de cromossomos, as sementes foram colocadas para
germinar em caixas gerbox com papel filtro e sempre que necessario houve
aplicacdo de nistatina para controle de microrganismos. As radiculas com 3 cm de
comprimento foram coletadas e submetidas ao pré-tratamento de 8-hidroxiquinoleina
0,004M por 4 horas. Os materiais foram fixados em solucdo Carnoy e seguidamente
foram preparados laminas mitGticas da espécie. As metafases foram classificadas
em boas, médias e ruins de acordo com o grau de espalhamento e a condensacéo
cromossomica. Concluiu-se que o numero cromossdmico das duas populacdes da
espécie Rottboellia cochinchinensis foi de 2n = 6x = 60 cromossomos. Assim, pode-
se esperar respostas similares no manejo dessas populagdes, sugerindo que esse

tipo deve ser o mais comum nos canaviais avaliados.

Palavras-chave: capim-camalote, cromossomos, manejo
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Chapter 4. Cytogenetic characterization of Rottboellia cochinchinensis in two

different locations of Sdo Paulo State, Brazil

ABSTRACT - Taking into account the difficulties of Rottboellia cochinchinensis
management that may be related to the species polymorphism, we arouse the
hypothesis of biotypes presence within and among different populations in sugarcane
crops. Chromosomal number of two plant populations were used to verify that
hypothesis, in sugarcane fields of S&do Paulo State. For such determination, seeds
were sown on filter paper placed into gerboxes, with nystatin applications to control
microorganisms. The rootlets of 3 cm in length were collected and subjected to the
pretreatment of 8-hydroxyquinoline 0.004M for 4 hours. Rootlets of 3 cm in length
were collected and subjected to a pretreatment of 0.004M 8-hydroxyquinoline for 4
hours. The materials were fixed in Carnoy’s fluid and, subsequently, mitotic slides
were prepared for the species. Metaphases were classified as good, medium and
bad according to the degree of chromosome scattering and condensation. It was
concluded that both population chromosome number were 2n = 2x = 60
chromosomes. Thus, similar responses can be seen for their management,

suggesting that this type should be the most common in the evaluated sugarcane.

Key words: itchgrass, chromosomes, management
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Introducao

A espécie Rottboellia cochinchinensis, pertencente a familia Gramineae,
conhecida vulgarmente no Brasil por capim-camalote, recebe a denominacao de
"caminhadora” em muitos paises tropicais da América (ALLOUB et al., 2005), devido
ao seu poder de dispersdo. A espécie ja é de ocorréncia no Brasil, principalmente
em alguns municipios do Estado de S&o Paulo produtores de cana-de-acgucar, como
Igarapava, Mococa, Piracicaba, Dumont, Porto Ferreira.

De acordo com SILVA et al. (2009), a espécie vem apresentado dificuldade de
controle e isso, associada a sua agressividade, confere elevado potencial de
disseminacédo para outros municipios em poucos anos.

Assim, qualquer conhecimento sobre a biologia dessa espécie proporcionara
maiores subsidios para o seu manejo. De acordo com AREVALO e BERTONCINI
(1994), essa espécie pode ocasionar perdas de rendimento de até 100% em cana-
planta e até 80% em cana-soca.

H& uma diversidade de plantas daninhas, principalmente, gramineas, nos
canaviais paulistas. No entanto, informacdes sobre variabilidade genética (ZANATTA
e ZANATTA, 2012) e estudos relacionados a contagem do numero cromossdémico
destas espécies sao escassos na literatura.

KISSMANN (1997) observou que a espécie R. cochinchinensis pode ser
diploide, tetrapléide ou hexapléide com, respectivamente, 2n = 20, 40, 60
cromossomos, além de existir plantas com numero irregular 2n = 36 cromossomos,
corroborando a pesquisa de FISHER et al. (1987).

Estudos envolvendo a determinagdo do niumero de cromossomos em plantas
daninhas foram desenvolvidos por GUARESCHI et al. (2012) com Conyza
bonariensis, TECHIO et al. (2002) com Pennisetum spp, AARESTRUP et al. (2008)
com Euphorbia heterophilla (MENDES-BONATO et al.,, 2002), para Brachiaria
brizantha (POZZOBON e VALLS, 2003) estudando Paspalum e VALLS (2000) com
estudos sobre Axonopus.

Considerando as dificuldades de manejo encontradas no controle da espécie
Rottboellia cochinchinensis que podem estar associada ao polimorfismo presente na

espécie, elaborou-se a hipotese de que a dificuldade do controle quimico observada
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pelos produtores é devida a existéncia de bibtipos entre e dentro das diferentes
populacdes infestantes de canaviais. Para verificar a hipotese objetivou-se estudar o
namero cromossémico de duas populacdes de capim-camalote, presentes na cultura

da cana-de-acucar, no Estado de Séo Paulo.

Material e métodos

Para o estudo, coletou-se as sementes de R. cochinchinensis em areas de
producdo comercial de cana-de-aglcar com historico de presenca da espécie e com
pouca eficacia de controle quimico, entre os meses de fevereiro a abril/2014. Os
locais foram nos municipios de Igarapava e Mococa, localizados no Estado de Séo
Paulo, como observado na Figura 1.

Dentro de cada talh&o (populagédo), tomou-se pontos amostrais distanciados
com aproximadamente 10 metros entre si. Na populacdo em que observou-se mais
sementes sobre a superficie do solo, coletou-se dez pontos amostrais (lgarapava) e
na populagdo com menor sementes sobre o solo, coletou-se em quinze pontos

(Mococa).

Figura 1. Localizacdo das é&reas no coleta municipio de Igarapava e
Mococa/SP.
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Em cada ponto, varreu-se a superficie do solo e o material coletado foi
colocado em embalagens de papel. As amostras foram levadas ao laboratério,
peneiradas para retirar material estranho e as sementes homogeneizadas em um
unico lote.

O experimento ocorreu no municipio de Ribeirdo Preto, SP, a 621 m de altura
do nivel do mar e 21°12'28.29” de latitude Sul e 47°52'23.30” de longitude Oeste. O
clima é caracteristico de verdes quentes e umidos e invernos secos e frios,
considerado como tropical de altitude (Cwa), segundo a classificacdo de Kdppen.

As sementes foram colocadas para germinar em caixas gerbox com papel de
germinacdo umedecidos com agua, e levadas a camara de germinacédo (B.O.D.)
com temperatura constante de 32°C (+1-1) dia e 27°C (+1-1) noite e fotoperiodo de
14 horas/dia, até a obtencao de raizes com cerca de 3 centimetros. As sementes
foram regadas periodicamente, com solucdo de nistatina 1%, com o objetivo de
eliminar microrganismos.

As raizes foram coletadas e imediatamente imersas em antimitético (8-
hidroxiquinolina na concentracdo de 0,04%), por 4 horas, a temperatura ambiente.

Posteriormente, as raizes foram lavadas e fixadas em solugcdo Carnoy (3
etanol: 1 &acido acético glacial) e acondicionadas em geladeira. As preparacdes
citogenéticas foram realizadas de acordo com GUERRA e SOUZA (2002).

As metafases obtidas no experimento foram classificadas como: boas,
guando apresentavam um alto grau de espalhamento cromossémico e boa
condensacdo cromossbmica; médias, quando apresentavam boa condensacao,
porém com cromossomos sobrepostos; e ruins, quando apresentavam baixo grau de
espalhamento cromossémico e baixa condensacdo cromossdmica.

As metéafases foram observadas em microscopio optico no aumento de 1000x
e a contagem cromossOmica auxiliada pelo programa IKAROS (Metasystems). As
imagens das metafases foram obtidas por meio da camera AxioCam ERc 5s (Carl

Zeiss) e do programa AxioVision 4.8 (Carl Zeiss Vision).
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Resultados e Discusséo

A analise de citogenética na espécie Rottboellia cochinchinensis para as
populacdes dos locais Igarapava e Mococa permitiram identificar o namero
cromossomico dos individuos das duas populagcbes analisadas de 2n = 60
cromossomos (Figura 1).

No género Rottboellia as espécies séo polipléides com n = 10 cromossomaos,
podendo ser encontradas espécies diploides, tetrapléides ou hexaploides, com 2n =
20, 40 e 60 cromossomos, respectivamente, ou ainda apresentar numero irregular
de cromossomos 2n = 36 (KISSMANN, 1997). Relatos mais antigos para essa a
espécie R. cochinchinensis apresentam niveis de ploidia com dois provaveis
nameros basicos n =9 e n =10 (FISHER et al. 1987).

CRISTOPHER et al. (1989) estudando a morfologia da espécie Rottboellia
cochinchinensis na india, encontraram a espécie "robusta” e "curto”, com nimeros
de cromossomos diferentes, 2n = 40 e 20, respectivamente. Nos locais coletados
ndo foram observadas diferencas morfolégicas na espécie (andlises visuais),
provavelmente devido as popula¢des serem de municipios relativamente pertos (245
km), apresentando o mesmo ambiente para o desenvolvimento da espécie. De
acordo com a classificacdo de Koeppen, os municipios apresentam clima tipo Aw
tropical chuvoso com inverno seco e més mais frio com temperatura média superior
a 18°C (CEPAGRI, 2015).

O estudo do numero de cromossomos das plantas no Brasil ainda é
concentrado em grandes culturas, como por exemplo, cana-de-agucar, café, milho.
No entanto, esses trabalhos podem fornecer respostas para ajudar no manejo de

plantas daninhas.



20000\ d eAedeleb)| ap
oede|ndod — SOWOSSOWOII 09 = X9 = UZ :%10‘0 B euljouinbixoiply -8 Wa SISUaUIYIUIYI09 Bl||20gnoy a19adsa ep Seonolw sasejels|N T einbi4

22020\ eAedeleh)

18



82

ALVES et al. (2003) analisaram seis populacdes com a espécie R.
cochinchinensis e encontraram 2n = 20 para Ribeirdo Preto e 2n = 60 para
Ilgarapava, enquanto que nas demais populacées o nimero de cromossomos variou
de 30 a 60. MILLHOLLON e BURNER (1993) obtiveram como numeros
cromossbmicos para a maioria dos biétipos 2n = 20. No entanto, os biotipos
brasileiros e colombianos foram hexaploides 2n = 60. Esses resultados corroboram
os encontrados nesse estudo.

Estudos citogenéticos com outras espécies de plantas daninhas como Bidens
pilosa (BARROSO et al., 1991) encontraram nuamero cromossémico de n = 12.
MARIANO e MARIN-MORALES (1998) analisando populagbes de Bidens pilosa
encontraram numero cromossomico de 2n = 48 e 2n = 72 cromossomos. Na
espécie Conyza 0 numero cromossbmico encontrado foi de 2n = 6x = 54
BERNARDELLO (1986) e HUNZIKER et al. (1990). Em estudos recentes do numero
cromossdmico em C. bonariensis GUARESCHI et al. (2012) encontraram variacao
no numero cromossOmico tetraploide para pentaploides da espécie com 2n = 4x =
36 e planta com 2n = 5x = 45 cromossomos.

Populacdes de Mikania glomerata apresentaram variagdes no numero de
cromossomos com 2n = 36 e 2n = 4 cromossomos, populacdes dipldides e 2n = 72
para as populacdes tetraploides MAFFEI et al. (1999).

Ha a necessidade de estudos para explorar os efeitos dos herbicidas
envolvendo o numero cromossdmico das espécies de plantas daninhas, pois a falta
de controle encontrada no género Rottboellia, além de poder estar associada a
poliploidia também pode estar associada a alteragcbes que os mesmos podem
provocar junto as raizes, sendo determinante para eficacia e/ou seletividade de
herbicidas (ARALDI et al., 2011).

O numero cromossoémico relatado nesse trabalho para as duas populacdes
estudadas do género Rottboellia demonstraram ndo haver variabilidade citogenética
nas populacdes estudadas. Assim, os dados apresentados servem como registro
provisorio do mesmo, sendo necessarios estudos em outros municipios e Estados
onde se encontra a espécie, além de estudos dentro da espécie, pois com o estudo
com o marcador AFLP foi observado nivel similar de variabilidade dentro e entre a

espécie nas diferentes populacoes.
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Conclusao

Concluiu-se que o numero cromossémico das duas populacbes da espécie
Rottboellia cochinchinensis foi de 2n = 6x = 60 cromossomos. Assim, pode-se
esperar respostas semelhantes no manejo dessa espeécie, sugerindo que esse tipo

deve ser o0 mais comum nos canaviais avaliados.
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Consideracdes finais

- Pelas analises genéticas, conclui-se que a similaridade genética foi elevada (78%)
entre as populacdes de capim-camalote coletadas nos municipios de Igarapava,

Mococa e Piracicaba, Estado de Sao Paulo.

- A sensibilidade aos herbicidas foi semelhante com os tratamentos utilizados,
apresentando controle satisfatorio até aos 30 DAA. Apos isso, devido a dorméncia
gue as sementes apresentam, ocorreu novo fluxo de emergéncia e recuperagao das
plantas, com necessidade de nova aplicacdo de herbicida para que o controle se

torne efetivo.

- O numero cromossémico das duas populacdes estudadas da espécie Rottboellia
cochinchinensis foi de 2n = 6x = 60 cromossomos, sugerindo que esse deve ser o

tipo mais comum nos canaviais avaliados.

- Pela similaridade genética, igualdade no niumero de cromossomos e semelhante
sensibilidade aos herbicidas espera-se obter respostas de manejo semelhantes

entre as populacdes estudadas.



