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Speaking words of wisdom

Let it be
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Caracterizacao de acessos e o0 controle de Paspalum virgatum L.
Resumo

O capim-navalha (Paspalum virgatum L.) € um importante planta daninha em areas
agropecuéarias no Brasil e no mundo. Por pertencer a familia Poaceae, apresenta
similariedade botanica com espécies utilizadas para alimentacao animal, sendo este fato
um desafio no manejo da espécie. Durante a década de 80, houve um volume significativo
de trabalhos de pesquisa com a espécie, mas depois poucos trabalhos foram realizados.
Porém, nos ultimos anos, devido ao prejuizo econémico causado pela presenca da planta
na area destinada ao pasto, tornou-se evidente a necessidade de mais conhecimento sobre
a espécie, principalmente para elaboracdo de estrategias de manejo eficientes. Diante
disso, este trabalho teve como objetivo a caracterizagdo de quatro acessos desta espécie
a nivel morfolégico, anatdémico e genético e relacionando-os com o controle quimico. Para
tanto, o trabalho foi dividido em trés capitulos, o primeiro destinado ao estudo de nivel de
ploidia e controle quimico de duas popula¢cées de Paspalum urvillei Steud, considerado por
alguns taxonomistas sinonimia do P. virgatum. O segundo capitulo, o estudo de
caracterizacdo morfolégica, anatbmica e genética das quatros populacdes de P. virgatum.
E o terceiro capitulo, o estudo sobre a eficacia da aplicacdo sequéncial de herbicidas no
manejo dos acessos. Com os resultados obtidos neste trabalho foi possivel compreender
as diferencas entre os acessos, como, por exemplo tamanho da lamina foliar e quantidade

de DNA satélite, e a interferéncia na resposta da planta a aplicacdo de herbicida.

Palavras-chave: Capim-navalha, citometria de fluxo, DNA repetitivo, glyphosate,

imazetapir, pastagem.



Characterization of accessions and control of Paspalum virgatum L.
Abstract

Talquezal (Paspalum virgatum L.) is an important weed in agricultural areas in Brazil and
worldwide. Because it belongs to the Poaceae family, it has botanical similarity with species
used for animal feed, which is a challenge in the management of the species. During the
1980s, there was a significant volume of research work with the species, but afterward few
studies were carried out. However, in recent years, due to the economic damage caused by
the presence of the plant in the area destined to pasture, the need for more knowledge about
the species has become evident, mainly for the elaboration of efficient management
strategies. Therefore, this work aimed to characterize four accessions of this species at the
morphological, anatomical, and genetic level and relating them to chemical control. For this
purpose, the work was divided into three chapters, the first dedicated to the study of ploidy
level and chemical control of two populations of Paspalum urvillei Steud, considered by
some taxonomists to be synonymous with P. virgatum. The second chapter, the study of
morphological, anatomical and genetic characterization of the four populations of P.
virgatum. And the third chapter, the study on the effectiveness of the sequential application
of herbicides in the management of accessions. With the results obtained in these studies,
it was possible to understand the differences between accessions, for example leaf blade
size and amount of satellite DNA, and interference in plant response to herbicide application.

Keyword: Talquezal, flow cytometry, repetitive DNA, glyphosate, imazetapyr, pasture.
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Capitulo 1- Consideracdes gerais

1. Introducéao

As areas de pastagem apresentam grande importancia na producao pecuaria em
todo mundo, pois é o alimento principal para o rebanho bovino. No entanto, uma
grande parte desse pasto encontra-se em algum estagio de degradacéo, sendo um
dos fatores a presenca de plantas daninhas. As plantas daninhas séo espécies que
ocupam éareas de interesse agropecuarios, causando prejuizos econémicos e
podendo ser hospedeiras de pragas e doencas (Costa et al., 2008; Tuffi Santos et al.,
2004, Pitelli, 1987). Em estudos fitossocioldgicos realizados em areas de pastagem,
as familias mais frequentes séo as Fabaceae, Malvaceae e as Poaceae (Inoue et al.,
2012; Tuffi-Santos et al., 2004).

Dentro da familia Poaceae, o género que apresenta maior numero de espécies é
o Paspalum, sendo um dos géneros mais dificeis para as areas de pastagem no Brasil
e no Mundo (Maciel et al., 2009). Galvao et al. (2011) relataram a presenca de
Paspalum fasciculatum Willd. ex Flugge em pastagens de varzea no municipio de
Autazes, estado do Amazonas. Andrade et al. (2012) relataram a dificuldade de
controle do capim-navalha (Paspalum virgatum L.) em pastagem no estado do Acre,
mas essa espécie ocorre em todo territorio nacional.

O capim-navalha é uma planta daninha importante para o setor pecuario e, como
alternativa no manejo dessa espécie, tem sido utilizada a aplicacdo de herbicidas.
Porém, devido a similaridade botanica com as espécies forrageiras, a escolha do
herbicida para o controle torna-se dificil. Além disso, a eficiéncia no controle quimico
das plantas daninhas depende de outros fatores, como o indice de infestacdo e o
estagio de desenvolvimento das plantas, visto que plantas entouceiradas podem
apresentar menor porcentagem de controle (Goulart et al., 2012).

A escolha adequada do herbicida também € importante para o controle eficente.
Marchioretto e Dal Magro (2017) verificaram que a aplicacdo de cletodim e
imazethapyr controlou Digitaria spp., sendo essa da mesma familia de P. virgatum.
Braz et al. (2016) recomendaram a aplicacédo de imazethapyr em pos emergéncia para
0 manejo das plantas daninhas. Alids, esses herbicidas sdo recomendados para o
controle de diversas espécies de plantas monocotileddneas.

A dificuldade de controle do P. Virgatum, pode estar relacionado também com os

fatores intrinsecos da planta, como a anatomia e a morfologia, e por fatores genéticos.
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Devido a aplicagcdo de herbicidas, as plantas com maior capacidade de tolerancia séo
selecionadas. Por isso, € importante para a elaboracdo de estratégias de manejo o
conhecimento sobre as caracteristicas intrinsecas das plantas alvo. Alves et al. (2003)
avaliaram acessos da espécie capim-camalote (Rottboellia cochinchinensis L.) de
vérias localidades e constataram diferencas anatémicas e genéticas entre eles, como,
por exemplo, a poliploidia, que poderiam justificar a diferenca na eficacia de controle
guimico desses acessos. Além disso, essas diferencas podem corroborar na selecao
de bidtipos resistentes, visto que a natureza da poliploidia pode ser um processo na
evolugcdo da planta, acarretando o surgimento de possiveis mecanismos para a
resisténcia aos herbicidas. Portanto, essa ferramenta pode auxiliar na identificacéo
dos acessos e, direcionar para estrategias de controle eficazes.

A caracterizacdo morfoanatdmica de diversos acessos de P. virgatum podera
descrever particularidades de interesse, como o numero de folhas, area e angulo
foliar, espessura da cuticula, nimeros de tricomas, dentre outros, que estado
diretamente relacionados a eficacia de herbicidas aplicados em pés-emergéncia. A
partir das caracteristicas da planta e com o uso de metodologias estatisticas é possivel
analisar a diversidade genética dos diferentes acessos e avaliar seu potencial de uso
e perpetuacdo em uma area (Marin et al., 2009). Dessa forma, tem-se como hipotese
gue acessos de P. virgatum oriundos de diferentes localidades do Brasil possuem
caracteristicas morfolégicas, anatdmicas e geneéticas distintas que poderdo estar

correlacionadas com a eficacia de seu controle quimico.

1.10Dbjetivo geral

Identificar e caracterizar os acessos de capim-navalha (Paspalum virgatum L.)
oriundos de diferentes localidades, e relacionar as caracteristicas morfoldgicas,
anatbmicas e genéticas destes acessos com a eficacia de herbicidas para o controle

em pos-emergéncia.

1.20bjetivos especificos
e Estudar o nivel de ploidia e o controle quimico de duas populacbes de
Paspalum urvillei Steud exposto a pratica de manejo diferente, na Florida,

Estados Unidos da América.
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e Identificar e caracterizar a morfologia, anatomia e genética dos quatro acessos
de Paspalum virgatum L. oriundos de diferentes localidades do Brasil.
e Avaliar a eficacia da aplicacdo sequencial de herbicidas com mecanismo de

acdo ALS, ACCase e EPSPS nos quatro acessos de P. virgatum.

2 Revisao de literatura

2.1 Pastagem e as Plantas daninhas

A pastagem, para setor pecuario, € de extrema importancia, uma vez que é
responsavel por fornecer alimento para os animais. Estima-se que 95% da carne
bovina no mundo seja oriunda de producfes a pasto e, além disso, exerce um papel
social, pois ao prover alimento para os animais, consequentemente promove alimento
para sociedade, renda, emprego e dentre outros beneficios (Thorntona e Herrero,
2010; Pastagem.org, 2020; Parente et al., 2019).

No Brasil, estima-se que haja 182 milhdes de hectares destinados a pastagem
(Pastagem.org, 2020), sendo que 15,5 milhGes de hectares encontram-se em algum
estagio de degradacgéo (ABIEC, 2020). Porém, incluindo a pecuéria leiteira, estima-se
gue sejam 99 milhdes de hectares com indicios de degradacéao, ou seja, 11,68% das
pastagens no Brasil (Pastagem.org, 2020).

A degradacao de pastagens é resultado de varios fatores entre eles, o preparo
incorreto do solo, na escolha inadequada da forrageira para a regido, superpastejo, a
nao reposicdo de nutrientes e a presenca de plantas daninhas, dentre outros
(Carvalho et al., 2017; Dias-filho, 2006; Volpe et al., 2008; Tuffi-Santos, 2004).

As plantas daninhas sdo plantas indesejaveis a atividade humana, ou seja,
causam prejuizos econdmicos. Podem ser plantas que ocorrem fora da area de
distribuicdo geografica ou com populacdo acima do esperado, e outros termos podem
ser usados para designar estas plantas, como plantas invasoras ou infestantes (Pitelli,
2015).

Essas plantas podem causar efeito adversos nas plantas forrageiras,
interferindo na producdo de biomassa, crescimento e desenvolvimento, causando
enormes prejuizos a capacidade de suporte das forrageiras, dada a competicdo por
luz, nutrientes e agua, que quase sempre € vantajosa para as plantas daninhas,
devido sua agressividade e adaptabilidade a ambientes poucos favoraveis (Hijano et
al., 2021; Al-Tawaha et al., 2008).
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Embora seja amplamente difundido o conhecimento sobre os danos que as
plantas daninhas podem ocasionar no pasto, ainda é pouco realizado o manejo
adequado das espécies. Para o manejo de plantas daninhas existem diversos
métodos que podem ser utilizados, como o cultural, biolégico, mecénico e quimico,
sendo que a integracdo dos métodos é o recomendada. O manejo integrado das
plantas daninhas consiste na unido de métodos de controle de modo a promover para
a cultura uma vantagem sobre as plantas daninhas. Porém, em alguns lugares, o
pasto encontra-se em areas com declive acentuado ou mesmo devido ao tamanho da
area, opta-se em utilizar um Unico método de controle, geralmente, o controle quimico
(Pitelli, 1987; Al-Tawaha et al., 2008; Costa et al., 2018; Harker e O’Donovan, 2013).

Estima-se que em 2019 que o gasto médio com agrotoxicos, fertilizantes e
sementes foi entorno de R$ 12.335,5 milhdes, sendo a menor fracdo destinada a
compra de agrotéxicos (ABIEC, 2020). Porém, € importante ressaltar que o uso de
agrotoxicos, especialmente, herbicidas, precisam ser realizados corretamente, para
gue seja possivel a continuacdo da eficiéncia do controle quimico. Portanto, ainda se
faz necessarias mais pesquisas sobre o controle de plantas daninhas em areas
destinadas a pastagem, tanto no que envolve a biologia das plantas como o0s custos

econdmicos na adocao de cada método.

2.2 Espécie Paspalum virgatum L.

A familia Poaceae, conhecida também como Gramineae, possue cerca de 720
géneros, distribuidos em cinco subfamilias: Pooideae, Bambusoideae, Arundinoideae,
Chloridoideae e Panicoideae. Conta com aproximadamente 11.500 espécies, sendo
essa familia de extrema importancia ecoldgica e agronémica; além disso, é também
uma das familias com maior expressividade evolutiva (Watson, Clifford e Dallwitz,
1985; Hodkinson, 2018).

Dentro da familia, o género Paspalum se destaca com aproximadamente 400
espécies distribuidas em todas as regides tropical e subtropical do mundo (Oliveira e
Valls, 2002; Maciel, Oliveira e Alves, 2009). E um dos principais géneros de gramineas
nativas presente em pastagens naturais, pois, reiine o maior numero de espécies que
apresentam um bom valor forrageiro (Baréa, Scheffer-Basso e Favero, 2006). Uma
das mais importantes espécies com valor econdémico pertencentes ao género, é 0
Paspalum notatum Flugge, que conhecida popularmente como grama-batatais ou

grama-bahia. E uma espécie bastante utilizada na pecuaria para formacéo de pasto,
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e, por isso, apresenta mais pesquisas visando o melhoramento genético da espécie
(Hirata, Kunieda e Tobisa, 2017).

Apesar da representatividade do género para a producdo forrageira, outras
espécies ndo apresentam cunho comercial, sendo consideradas em diversas
situacbes plantas daninhas, por exemplo, Paspalum conjugatum P.J. Bergius,
Paspalum plicatulum Michx., Paspalum urvillei Steud., Paspalum virgatum L e
Paspalum fasciculatum Willd. ex. Fluegge (Brosnan et al., 2009; Headford, 1966; Ferri,
Eltz e Lopes, 2001, Jeffries, Gannon e Yelverton, 2017; Ramirez, Munoz e Edouarzin,
1990; Camacho, Argel e Doll, 1974; Fernandez e Ortiz, 1995).

Atualmente, a espécie Paspalum virgatum L. tornou-se um importante para o
setor pecuario, ndo pelo seu viés forrageiro, mas por causar do enorme prejuizo
econdbmico ao setor ao redor do mundo. Paspalum virgatum € conhecido
popularmente no Brasil como capim-navalha, em Cuba como Caguate, nos Estados
Unidos da América como Talquezal, na Costa Rica como Zacaton, nas Antilhas como
Razorgrass, dentre outros. A planta apresenta distribuicdo na América do Central,
Norte e Sul, sendo nativa em alguns paises, como é o caso do Brasil, mas introduzidas
em outros paises como € o caso da Australia (Figura 1) (Rojas-Sandoval, 2018;
Chase, 1929; Baez, Zamora-Crescencio e Villegas, 2016).

A espécie é uma graminea perene considerada planta daninha de dificil
controle, podendo chegar até 2 metros de altura; apresenta folhas largas e com
estruturas cortantes ao redor do limbo foliar; € uma graminea cespitosa e rizomatosa,
podendo se reproduzir por sementes ou rizomas, sendo que a dispersao geralmente
por zoocoria. A inflorescéncia é formada por uma panicula de coloracdo castanhada
com até 12 cm de comprimento e com a producao de 1500 sementes (Chase 1929;
Rojas-Sandoval, 2018; Dias-Filho, 1990; Sistachs e Ledn, 1987). Para alguns
taxonomistas P. virgartum L. € sinonimia de Paspalum urvillei Steud., ou seja, para
alguns pesquisadores Paspalum virgatum var. parviflorum Doll € o Paspalum urvillei
Steud. (Jeffries, Gannon e Yelverton, 2017; Lorenzi, 2008).

Paspalum virgatum L. possui alta agressividade mesmo em condicbes nao
favoraveis, como facil adaptacdo a solos com baixa fertilidade; além disso, possui
atividade alelopatica, que auxilia a planta no processo competitivo (Silva et al., 2020;
Marques et al., 2019).
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e,

Fra tam

Figura 1. Distribuicdo geogréfica da espécie Paspalum virgatum L. ao redor do
mundo. Fonte: https://www.cabi.org/isc/datasheet/109622.

Apesar das diferencas na nomenclatura da espécie, de modo geral, a
comunidade cientifica aceita que sao espécies diferentes. Um importante fator € que
a planta apresenta distribuicdo em quase todos os continentes e, portanto, tornou-se
um problema global para setor pecuario. A dificuldade de controle se deve a alta
adaptabilidade da espécie, alta producao de sementes por planta e, 0 mais importante,
a semelhanca botanica com as espécies forrageiras, semelhancas botanicas,
fisioldgicas e bioquimicas. As pesquisas com espécie foram frequentes na década de
80 e 90, principalmente no intuito de utiliza-la em cruzamentos para melhoramento
genético das forrageiras. Depois, as pesquisas envolvendo essa espécie foram sendo
reduzidas gradativamente, especialmente na area de planta daninha, mas nos ultimos
anos a pesquisa voltou a estuda-la, devido ao aumento da sua abundancia em areas
de pastagens (Burson e Quarin, 1982; Sistachs, Fernandez e Léon, 1982; Sistachs e
Leodn, 1987; Andrade et al., 2012; Marchi et al., 2020; Silva et al., 2020; Takeshida et
al., 2018).

2.3 A importancia de caracterizagdo morfoanatémica e estudo genético das
plantas daninhas


https://www.cabi.org/isc/datasheet/109622
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A morfologia e anatomia vegetal sdo ciéncias especializadas no estudo das
estruturas, sendo consideradas estruturas, as raizes, folhas, caule, flores e frutos. Na
anatomia ocorre o estudo das células e dos tecidos, ou seja, sdo ciéncias
complementares e, devido a isso, essas duas ciéncias sao tao importantes na
identificacdo de espécies e averiguacdo das diferencas dentro da propria espécie
(Appezzato-da-Gldoria e Carmello-Guerreiro, 2006; Taiz e Zeiger, 2012).

Assim, a caracterizacdo morfologica e anatdbmica fornece informacdes
importantes sobre uma planta para qualquer finalidade de estudo, seja para
identificacdo de espécies, melhoramento genético, propagacdo e manejo. Essa
ferramenta auxilia na correta identificacdo da espécie, determinacdo de estagio
fenoldgico, entre outros. Para Grisi et al. (2011) os caracteres morfoanatdmicos séo
bastante Uteis para descricdo da espécie, especialmente para avaliar o grau de
adaptacdo de uma planta a determinados ambientes, sendo possivel avaliar a
plasticidade anatémica por meio da interferéncia ambiental.

Para a ciéncia das plantas daninhas, a caracterizacdo morfolégica e anatbmica
€ importante para elaboragao correta do manejo. Essa € uma importante ferramenta,
especialmente em casos de plantas que apresentam resisténcias aos herbicidas.
Machado et al. (2008) relataram que o estudo da folha, colmo e rizoma da espécie
Digitaria insularis L. permitiu relacionar com a tolerancia da planta ao herbicida
glyphosate.

Portanto, o estudo morfologico é imprescindivel para estudo de gramineas
tropicais e subtropicais, principalmente para gramineas que sao nativas, e, por isso,
muitas vezes sdo pouco estudadas. O conhecimento sobre as caracteristicas da
planta, como fenologia, tamanho do limbo foliar, persisténcia da planta em uma area
dentre outros, pode permitir que técnicas de manejo sejam adotadas (Costa e
Scheffer- Basso, 2003).

Outra ferramenta utilizada para caracterizagcdo das espécies é o0 estudo
genético das plantas, sendo importante para o melhoramento genético. Porém, nos
ultimos anos, tem sido um instrumento de extrema relevancia para a ciéncia das
plantas daninhas, principalmente em estudos relacionados a resisténcia de plantas
aos herbicidas, como por exemplo em estudos de resisténcia de azevém (Lolium
multiflorum Lam.) ao glyphosate, na qual o uso continuo acarretou na selecdo de
bidtipos resistentes, em que a suscetibilidade ou ndo se deve as caracteristicas

morfologicas, anatdmicas e genéticas das plantas (Ruchel et al., 2015).
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Maroli et al. (2018) relataram o avanco no conhecimento da ciéncia das plantas
daninhas apés a adocdo das técnicas gendémicas, especialmente por compreender a
hibridizagcdo e agressividade das espécies. Aléem disso, os autores enfatizam a
necessidade dos profissionais da 4rea em adotar as técnicas denominadas de
“‘Gmicas”, ou seja, incluir nas pesquisas analises metaboldmicas, protedmicas e
gendmicas, uma vez que o uso das técnicas pode ajudar os cientistas a reduzirem as
lacunas no conhecimento e compreensdo sobre as caracteristicas das plantas
daninhas. Alves et al. (2003) também destacaram a importancia da caracterizacéo das
plantas ndo apenas pela andlise morfoldgicas, mas pela analise genética, ou seja, a
determinacao do nivel de ploidia pode fornecer diferencas importantes para a resposta
da planta a aplicacao de herbicidas.

O sequenciamento de DNA (acido desoxirribonucleico) contribui para o avanco
no estudo evolutivo e adaptativo das gramineas, fornecendo conhecimento para
compreensao da fisiologia e ecologia das espécies. A identificacdo de alelos/genes
gue conferem resisténcia das plantas aos herbicidas, ou mesmo, a expresséo
fenotipica das plantas esta relacionada com o nivel de ploidia da espécie (Hodkinson,
2018; Franco et al., 2017; Rojano-Delgado et al., 2019; Gaines et al., 2020). A alta
variabilidade genética e/ou diferentes posi¢cdes de aminoacidos encontradas dentro
de uma espécie permitem relacionar a diversos acontecimentos durante o processo
evolutivo que acarretaram a adaptabilidade em uma determinada espécie a ambientes
hostis (Torra et al., 2020). Vieira et al. (2007) estudaram acessos de trapoeraba
(Commelina benghalensis L.) e relataram uma enorme variabilidade genética
determinadas por marcadores moleculares, e as diferencas observadas ndo estavam
relacionadas a distribuicdo geografica dos acessos.

As gramineas apresentam uma grande variabilidade genética, sendo evidente
no nivel de ploidida das espécies, sendo este fato bastante explorado no
melhoramento genético. Porém, é conhecido que o nivel de ploidia também pode
interferir no manejo das plantas daninhas. Para a espécie Lolium multifiorum Lam. foi
relatado que plantas tetraploides foram mais competitivas que as plantas dipléides
(Schmitz et al., 2019). Burson e Quarin (1982) determinaram que P. virgatum
apresenta 2n = 4x = 40 cromossSomos, ou seja, € uma espécie tetrapldide, podendo
esse ser um fator que contribui para maior competitividade da espécie.

Ha alguns anos atras, o estudo do nivel de ploidia de uma espécie demandava

bastante tempo dos pesquisadores, principalmente quando trabalhava com uma



22

diversidade enorme de espécies, 0 que ocasionava a pouca utilizagdo da técnica na
ciéncia das plantas daninhas. No entanto, atualmente, a técnica de determinacéo por
citometria de fluxo possibilitou maior uso pelos cientistas. A determinacao do valor 2C
de DNA permite substituir a contagem de cromossomos, especialmente em espécies
gue apresentam grande nimero, como € o caso do P. virgatum. Apesar da facilidade,
rapidez e praticidade da técnica, a mesma apresenta uma desvantagem, o custo da
analise por amostra (Schifino-Wittmann, 2001). Porém, é entendivel que o manejo das
plantas daninhas assertivo esteja diretamente relacionado com a caracterizagao dos
acessos da espécie, especialmente o conhecimento acerca da variabilidade genética

dentro da espécie.

2.4  Controle quimico como estratégia de manejo

O controle quimico das plantas daninhas € o método mais utilizado,
principalmente em grandes éareas. Esse método consiste no uso de produtos
quimicos, denominados herbicidas. Os herbicidas causam modificagbes no
metabolismo, que ocasionam danos no desenvolvimento e crescimento das plantas,
podendo resultar na morte delas. Além do mais, € um método que permite rapidos
resultados, ou seja, as plantas podem ser controladas antes ou depois da emergéncia.

Embora o uso constante de herbicidas possa causar uma pressao de selecao
na comunidade de plantas, podendo resultar na resisténcia, € importante ressaltar que
0 surgimento dessas plantas resistentes esta relacionado ao uso inadequado dos
herbicidas, geralmente, em altas doses e/ou falta de rotacdo de herbicidas com
mecanismos de acado diferentes. Por isso, o desafio do uso do controle quimico € a
determinacao de qual molécula utilizar para o controle das plantas presentes na area,
qual a dosagem que ira resultar em controle satisfatério, principalmente em pastos
(Passini e Kranz,1997).

Na literatura encontra-se diversos artigos cientificos que estudam o controle
guimico das plantas daninhas em pastagens, porém, quase todos direcionados ao
controle quimico em plantas dicotiledéneas Os principais herbicidas utilizados nas
pesquisas sao o 2,4-D, picloram, triclopir, ou seja, mimetizadores de auxina que
controlam as plantas denominadas “folhas largas”; ou quando deseja realizar a
aplicacdo localizada ou renovacdo do pasto utiliza-se o glifosato. Entretanto, a

diversidade biolégica encontrada em pastagens €é enorme, em estudos
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7

fitossociol6gicos € possivel encontrar plantas de quase todas as familias,
Amaranthaceae, Asteraceae, Commelinaceae, Convolvulaceae, Fabaceae, Poaceae
entre outras. O desafio do controle quimico de plantas daninhas em pastagem é
principalmente a escolha do herbicida que controla espécies da familia Poaceae, e
seja seletivo a forrageira (Gonzalez-lbafiez 1984; Santos et al., 2006; Tuffi-Santos et
al., 2004; Inoue et al., 2012; Galvéao et al., 2011; Ferreira et al., 2014).

O melhoramento genético de forrageiras e leguminosas para pasto esta nos
ultimos anos pesquisando e desenvolvendo plantas tolerantes ao herbicida. Bunnell
et al. (2003) avaliaram que as cultivares de Paspalum notatum Flugge, pensacola,
argentine, paraguaio e tifton-9 foram tolerante a aplicacdo do herbicida metsulfuron,
permitindo serem utilizadas em pastagem. Outra linha de pesquisa esta sendo a
determinacao de doses de herbicidas que controle a planta daninha sem causar danos
permanentes nas forrageiras. Takeshita et al. (2018) estudaram o uso do herbicida
atrazine para controle de P. virgatum em pastagens formadas por Urochloa brizantha
(Hochst. ex A. Rich.) e observaram que a dose de 500g ha de ingrediente ativo
resultou no controle satisfatério da planta daninha, mas com o aumento da dose a
forrageira apresentou danos significativos.

Portanto, para a determinacdo do herbicida e da dose incialmente deve ser
realizado um estudo fitossocioldgicos na area, para averiguar a diversidade da flora
existente. Além disso, € importante acompanhar as condi¢des climaticas e averiguar
0 equipamento adequado para aplicacao dos produtos, pois em areas com declive
acentuado a pulverizagdo com autopropelido ndo € recomendada, tornando-se a
aplicacdo aérea uma alternativa viavel (Pitelli, 1987; Carvalho et al., 2008; Carbonari
et al.,, 2011). Alids, é importante ressaltar que a unido multidisciplinar (agronémos,
bidlogos, ecologistas etc.) auxiliarda na melhor compreensdo sobre as plantas
daninhas e assim na elaboracdo de estratégias de manejo mais eficientes e menos

impactantes ao meio (Busi et al., 2013).
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Chapter 2 - Ploidy determination and herbicide effectiveness in Paspalum urvillei
Steud

Abstract

Paspalum urvillei Steud (Vaseygrass) is a plant with potential to be used as forage in
Brazil, particularly in the State of Rio Grande do Sul. However, in the United States,
Vaseygrass is considered to be a weed specie difficult to control. Therefore, the
objective was to evaluate the ploidy levelof two populations of Vaseygrass exposed to
different weed management practices in Florida. The evaluate their ploidy level using
flow cytometry and the efficiency in chemical control for these two populations, was
use five treatments: T1-Control, T2- Imazapic, T3- Nicosulfuron, T4- Glyphosate and
T5- Nicosulfuron + glyphosate, were evaluation: visual injury, plant height, stem
diameter, number of leaves, SPAD and number of tillers were measured. The results
from the ploidy analysis revealed that both populations had similar DNA content and
were classified as tetraploids. The average DNA content in accessions of Vaseygrass
was 2.31 pg for Fence and 2.25 pg for Pasture. For visual intoxication, the use of
glyphosate and nicosulfuron + glyphosate caused strong herbicide injury at 7 days.
Glyphosate (1,16 L ha) or imazapic (0,29 L ha) resulted in total destruction of the
plant, regardless of the history of weed management in both populations.

Keywords: Flow cytometry; Pasture; Vaseygrass; Weeds.
1 Introduction

Pasture areas are of great importance in livestock production because they
provide feed to the livestock at lower costs compared other feed sources. However,
the carrying capacity of forage plants may decrease due to the presence of weeds,
and the Poaceae family has the most representative and frequent weeds in pasture
areas (Costa et al., 2008; Tuffi Santos et al, 2004).

In the Poaceae family, Paspalum L. stands out as being one of the largest genus
with approximately 400 species. Most Paspalum species are native to Tropical and
Subtropical America, with some species native to the old world (Maciel et al., 2009).
Given the range of occurrence and the difficulty in their control, species such as

Paspalum fasciculatum Willd. ex Fligge and Paspalum virgatum L. (Talquezal) have
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become the most problematic weeds in pasture areas of several regions in Brazil
(Galvao et al.,2011; Andrade et al., 2012). There are also recent reports about the
presence of plants of this genus infesting important annual crops, such as corn (Zea
mays L.), soybeans (Glycine max L.) and sugarcane (Saccharum L.) (James and
Rahman, 1997; Takin and Amodu, 2013; Silva et al., 2018).

In recent years, talquezal has become an important weed for pasture areas and
its management is considered difficult. Just as talquezal is considered a weed problem
in Brazil, vaseygrass is also a weed problem in the United States of America and
around the world, as reported in New Zealand, Australia, Porto Rico, and Argentina
(Gonzalez-lbafiez, 1987; Percival, 1977). Vaseygrass is native to South America, is a
C4 perennial plant, which became a common weed in pastures, highways, and in other
locations, due to its aggressiveness and easy propagation, it has become an important
weed for growers (USDA, 2020; Lorenzi, 2008). Vaseygrass was introduced in the
southeastern United States and became a weed common in pastures (Newman and
Sollenberger, 2005). According to North American taxonomists, vaseygrass is
considered a synonym for talquezal (Jeffries et al., 2017)

In order to deal with the aggressiveness of this plant, the use of herbicides has
become an important and most used strategy for control. However, due to the botanical
closeness to forage species, the chemical control became difficult (Goulart et al.,
2012). Application of cletodim with grass cut improved the control percentage, but the
same results were not found for the application of imazapic, metsulfuron + nicosulfuron
(Jeffries et al., 2017).

Due to the difficulty in obtaining acceptable weed control for vaseygrass, it is
guestioned which factors might be related to the efficacy of control. Previous reports
show that intrinsic factors such as the plants’ genetic composition and the genetic
diversity found in the species might be influencing its response to herbicide tolerance.
It has been showing that approximately 75% of the 350 known species of Paspalum
(Poaceae) are polyploid, and the majority of polyploids are apomitic (Galdeano et al.,
2016). In diploid cytotypes of Paspalum stellatum Humb & Bonpl. Ex Fligge, Paspalum
malmeanum Ekman and Paspalum schesslii Bonasora & Rua, the generation of
interspecific hybrids is occurring, which gives rise to allopolyploid complexes
(Bonasora et al., 2018), but vaseygrass has been reported as tetraploid (Vaio et al.,
2007).
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Among the various techniques available for the study of polyploidy, flow
cytometry is a technique that has been used to characterize ploidy level in several
paspalum populations (Schifino-Wittman, 2001; Ortiz et al., 2013; Sartor et al., 2011;
Siena et al., 2008). The determination of the amount of nuclear DNA in a group of
organisms can be extremely relevant, since this information is essential to the
knowledge about the species being studied (Schifino-Wittman, 2001). The author
reports that the quantification of chromosomes by the flow cytometry method is
advantageous, since the process of sample preparation is associated with the large
number of nuclei that can be analyzed. Also, by using small amounts of tissue, it is
possible to obtain results quickly. Therefore, the plant for being from the same family
as forage plants can make it difficult to choose herbicides that perform effective control,
in addition to the genetic variation directly influencing the plant's response to the
herbicide. However, this study aimed to analyze the ploidy level of two populations of

Vaseygrass and the effectiveness of weed control options.

2 Material and Methods

The seeds were collected in 2019 from two locations at the Agronomy Forage
Research Unit, Hague, Florida. The populations selected for seed collection have
undergone a different history for weed control: i) The population 1: a population of
plants growing in proximity to a fence and exposed to only chemical control, with
herbicides glyphosate and 2,4-D (29.80 Latitude and -82.42 Longitude) and ii)
Population 2: it went through constant mechanical control management in a pasture
area (29.63 Latitude and -82.35 Longitude). Mature seeds of the two populations were
harvested individually, transported to the Forage Breeding and Genetics laboratory in
Gainesville, FL, and they were individually threshed and cleaned.

After cleaning, the seeds were sown in plastic trays with 72 cells and placed in
the greenhouse for 25 days. For transplanting, the seedlings were planted in
commercial substrate (composed of Canadian Sphagnum peat moss (85%), Perlite,
Vermiculite, Dolomitic and calcitic limestone and wetting agent) in plastic 1.2 liters
volume pots and were irrigated daily. During the whole experiment, the plants were
kept in the greenhouse where each pot received 30 ml of liquid fertilizer in commercial
formulation (Nitrogen 24%, Phosphate 8%, Potash 16%, Boron 0.02%, Copper 0.07%,
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Iron 0.15%, Manganese 0.05%, Molybdenum 0.0005% and Zinc 0.06% commercial

Market Miracle-Gro®) every 3 days.

2.1 Ploidy level

For flow cytometry, approximately 100 mg of Vaseygrass leaves in vegetative
stage were used, sectioned in 1.0 mm and placed in Petri dishes in 500 pL of
commercial extraction solution (Rios et al., 2015). The leaf tissue was cut and
incubated in solution for 30 seconds. The samples were filtered through Partec 50 um
CellTrics (Sysmex®) and 2 mL of staining solution containing propidium iodide and
RNase (CyStain PI, P absolute, Sysmex®) was added to stain the extracted cores. The
samples were kept refrigerated in a polystyrene box with ice for 5 min and analyzed
immediately at the BD Accuri C6 Flow scintimeter using the FL2 channel (Accuri
Cytometers, Ann Arbor, Michigan, United State of America).

For each sample, at least 5000 nuclei were counted and analyzed using the BD
Accuri CFlow software. Samples with histograms showing peaks with coefficients of
variation less than 10% were considered for analysis. For control, diploid and tetraploid
Paspalum notatum Fligge. Parodi, cultivars, Pensacola (2n=2x=20) and Argentine
(2n=4x=40) were used as controls, and “B73” maize (Zea mays) was used to estimate
genome size in vaseygrass. To evaluate the level of ploidy and estimate the size of the
genome, the solution containing propidium iodide binds to DNA and fluoresces when
excited by an energy source. The amount of propidium iodide that binds to DNA is
proportional to the amount of DNA present in the sample and, therefore, the
fluorescence intensity recorded by the flow cytometer is an accurate estimator of the
DNA content per cell. Thus, the flow cytometer recorded the fluorescence intensity of
the propidium iodide bound to the DNA of the cells in periods G1 and G2 present in
the leaf samples. Therefore, the amount of DNA contained in the diploid nuclei (2C
DNA content) was calculated based on the fluorescence intensity recorded for the G1
peak (Rios et al., 2015).

2.2 Effectiveness of chemical control

The experiment was carried out in a greenhouse at the Forage Breeding and
Genetics Lab, Gainesville, FL between (The experiment starts in 2019 and finish in

2020). The 500ml volume pots were filled with commercial substrates composed of
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Canadian Sphagnum peat moss (85%), Perlite, Vermiculite, Dolomitic and calcitic
limestone and wetting agent. Seedlings were transplanted after 25 days into 300ml
pots. 35 days after transplanting, the plants were replicated and planted in 500ml pots.
When the plants reached full vegetative state after 20 days of replication, the seedlings
were subjected to the treatments.

The experimental design was a randomized complete block in a 2 x 5 factorial
treatment arrangement with four replicates. The experiment was performed twice to
validate the data, thus is possible to better understand the biological response of plants
to the treatments used. Factor A consisted in the two populations of Vaseygrass.
Factor B consisted in the treatments: T1-Control, T2- Imazapic, T3- Nicosulfuron, T4-
Glyphosate and T5- Nicosulfuron + glyphosate and in all treatments a non-ionic
adjuvant (composition was alkyl aryl polyoxyl kane ethers and free fatty acids) was
added. The dosage used was based on the recommendation provided in the product
labels for grass control (Table 1). For the treatment application, we used a spray
chamber with constant pressure (COz2), equipped with the bar automatically activated
in the control panel, containing a Teejet tip of the plan jet model TT 11005 and adjusted
to distribute 187 L ha of spray solution, with 2.8 bar pressure. At 7, 14 and 21 days
after the treatments (DAT) were applied, visual injury evaluation of the plants were
performed (Table 2) (EWRC, 1964). Concomitant to these assessments, photographic
records of the symptoms of plant injury were collected. Plant height (cm), stem
diameter (cm), number of leaves and number of tillers were measured. At day 21,
shoots were cut and placed in an oven with air circulation at a temperature of 45 °C for
96 hours, to determine dry matter production in a precision scale.

Table 1- Commercial products, active ingredients, formulation and rates tested this
study.

Commercial o : Formulation Rate of Quantity of
Active ingredient o 1
name type pulverization  product per ha-
Accent® Nicosulfuron WG 18.2 170. 24*
Cadre® Imazapic SL 4 0.2924**
Sunphosate® Glyphosate SL 16 1.1696**
Induce® Non-ionic SL 0.25 0.5%*

adjuvant

WG-= Dispersible granules. SL = Concentrate soluble. *g ha-*. ** L ha-'.
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The data obtained were subjected to normality analysis of the residuals by the
Shapiro-Wilk test at 5% probability and the Bartlett test at 5% probability in order to
verify the homogeneity of the variance. The variables plant stem diameter and number
of plant leaves considered non-normal were transformed using the Box-Cox method.
For the visual intoxication variable, the transformation of the data into square root x +
0.5 was used. The model used consists of y = populations *herbicide + control * trials.
The population factor composed of plants originated from seeds collected in the area
of fence and pasture. The herbicide factor was composed of treatments with isolated
herbicide, mixture, and control treatment. Trials factor was composed of the repetition
experiment for validation and understanding of the data. Then, the analysis of variance
was performed using the F test, with significance being compared by Tukey test (p>
0.05), using the R Core Team software (R core team, 2019).

Table 2- Adopted scale used for the visual evaluation of phytotoxicity caused by the
four commercial products herbicides pulverization in plants of the Paspalum urvillei
Steud (Vaseygrass), adapted from European Weed Research Council (1964).

Note Phytotoxicity

Null
Very light
Light
Regular
Average
Almost strong
Strong

Very strong

© 00 N oo o B~ wWw N PP

Extremely strong

[EEN
o

Total destruction

3 Results
3.1 Ploidy level

The results from the ploidy analysis revealed that both populations had similar
DNA content, and both were classified as tetraploid (2n=4x=40) based on the
comparison with their G1 peaks and the G1 peak in the tetraploid bahiagrass cultivar
Argentine (2n=4x=40). There was consistency between the results obtained by
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evaluating ploidy level two times in both populations. The average DNA content in
accessions of Vaseygrass was 2.31 pg for population 1 and 2.25 pg for population 2
(Figure 1).

E12 VaseyL A FO1 Vasey Ar B i
, C
Gate: [No Gating] o _Gate: [No Gating] - gg?fﬁﬂ’fg:tmm

500

Figure 1- Histograms of the fluorescence intensity to DNA in cell nuclei extracted from
leaves of (A) Population of vaseygrass from fence area, (B) Population of vaseygrass
from pasture area and (C) Population of Paspalum notatum Flugge. Parodi cv.
Argentine.

3. 2 Effectiveness of chemical control

The test for chemical control allowed us to observe the response of the two
populations to different chemical treatments. Significant (P<0.05) two-way interactions
were observed for plant height between population and treatments (7 DAT and 14
DAT). At 7 DAT treatments were observed the fence was affected with used herbicides
Nicosulfuron and Glyphosate. 21 DAT treatment had a significant (P<0.001) effect in
plant height and all treatments showed smaller plants compared to the control (Table
3).

Number of leaves interactions were observed (P<0.05) between treatment and
trial (7 DAT), treatment and trial, treatment and population (14 DAT), treatment and
population (21 DAT) (Table 3). The number of leaves was lower after the treatment
with glyphosate, when compared with the treatments nicosulfuron and imazapic at 7
DAT, also, at 7 and 14 DAT were had significant for trial because the plants had
differences between first and second trial, consequently, were observed differences
response for treatments. At 14 and 21 DAT were observed difference population fence
and pasture, because plants from fence area were a lower number of leaves in

treatment control (Table 3).
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Table 3- Average values of plant height (cm) (PH) and Number of plant leaves (NPL)
measured at 7, 14 and 21 days after application of treatments on Paspalum urvillei
Steud (Vaseygrass).

Treatments Population PH 7 PH 14 PH21 NPL 7 NPL 14 NPL21

Fence 13.40aA 17.2aA 20.19aA 8.00aAB 13.00bA 17.0bA
Control
Pasture 12.20aAB 15.6aA 16.98aA 8.00aAB 19.00aA 23.5aA

Fence 9.82aA 8.25aB 4.05aB 8.25aA 7.25aB 1.5aC
Imazapic
Pasture 10.5aAB 8.48aA 3.59aB 8.25aA 7.75aB 1.0aBC

Fence 7.91bA 7.90aB 5.55aB 9.00aA 9.50aB 6.50aB
Nicosulfuron
Pasture 15.7aA 12.6aA 4.8laB 9.00aA 10.0aB 4.75aB

Fence 9.42aA 8.70bAB 4.83aB 5.00aB 7.5aB 0.0aC
Glyphosate
Pasture 7.78aB 7.69bA 6.02aB 5.00aB 7.5aB 2.0aBC

Nicosulfuron + Fence 8.21aA 6.18aB 3.85aB 6.66aAB 9.00aB 0aC

Glyphosate
Pasture 10.3aAB 10.6aA 3.88aB 6.66aAB 8.33aB 0aC

The same lowercase letters in the column means that the population does not differ
from each other by the Tukey test (p> 0.05). Capital letters in the column mean that
the treatments do not differ by Tukey's test (p> 0.05).

For number of plants tillers significant (P<0.05) two-way interactions were
observed for populations, between treatment and trial (7 DAT, 14 DAT and 21 DAT)
and population and treatments (14 DAT) (Table 4). But, at 7 DAT the population
significance (P<0.05) was observed, at the glyphosate and nicosulfuron + glyphosate
treatment the plants from the fence were a lower number of tillers. At 14 DAT the
differences were observed because all tillers died, that is, pulverization of herbicide
resulted in a decrease in the number of tillers (Table 4). Finally, at 21 DAT were
observed that plants from the fence area had a lower number of tillers in the control
treatment, with all treatments that used herbicides were different from control
treatments.

Plant stem diameter were observed significant (P<0.05) two-way interactions
between treatment and trial (7 DAT), also, were observed difference for treatments,
trial and interaction between treatment and trial (21 DAT) (Table 4). The stem diameter
decreased after the pulverization of herbicides, as a result of physiological responses,
for exemplo, photosynthesis reduction. The same pattern was observed for the other

variables evaluated previously. At 7 DAT in treatment control, the plant’s fence had a



38

lower diameter compared to other treatments and the plant’s pasture (Table 4). 21
DAT, all treatments were different from control, no have difference between herbicides.

The SPAD was observed significant (P<0.05) interactions between treatment
and trial (7 DAT, 14 DAT and 21 DAT). In this work, the SPAD index (Table 5),
combined with other variables previously showed, allows to understand the plants’
response to the herbicides applied. Regarding the response of plants to the herbicides,
it is possible to observe that at 7 DAT there was no difference between the control and
the treatments, except for the herbicide nicosulfuron. 14 DAT, the differences in the
treatments glyphosate, nicosulfuron + glyphosate and imazapic in population pasture
were perceived (Table 5). At 21 DAT, there was a difference between the populations
treated and the control, since these plants had all the symptoms of visual injury, such
as loss of photosynthetically active tissue (Table 5). The highest SPAD values indicate
that the plants have good the level of chlorophyll and thus, indicates that the plants are
healthy, according to the values 34.70 and 31.90 observed in the control for
populations fence and pasture, respectively. Similarly, for the previous variables for
factor trial and interaction with the trial was significant (P<0.05) for the same reason

previously described.

Table 4- Average values of Number of Plant Tillers (NPT) and Plant stem diameter
(PSD) (mm) at 7, 14 and 21 days after application of treatments on Paspalum urvillei
Steud (Vaseygrass).

Treatments Population NPT 7 NPT 14 NPT21 PSD 7 PSD 14 PSD21

Fence 1.33aA 4.00aA 6.00aA 3.36bA 4.77aA 6.12aA
Control
Pasture 2.00aA  3.33aA 5.00bA 5.32aA 5.93aA 4.60aA

Fence 1.0aA 0.5aBC 0.00aB 3.87aA 2.40aBC 1.57aBC
Imazapic
Pasture 1.5aA 1.0aBC 0.25aB 3.55aA 2.05aB 0.85aB

Fence 1.50aA 1.25aB 0.75aB 3.63aA 4.60aAB 2.5aB
Nicosulfuron
Pasture 1.75aA 1.75aB 0.50aB 4.50aA 3.45aAB 2.6aB

Fence 0.33bA  0.00bC 0.00aB 3.77aA 2.10aABC 1.6aBC
Glyphosate
Pasture 2.00aA 1.5aB 0.00aB 4.07aA 2.82aB 1.7aB

Nicosulfuron Fence 0.5bA 0.25aBC 0.00aB 3.05aA 2.02aC 0.52aC
+

Glyphosate  pasture 1.5aA 0.00aC 0.00aB 3.13aA 2.38aB 1.17aB
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The same lowercase letters in the column means that the population does not differ
from each other by the Tukey test (p> 0.05). Capital letters in the column mean that
the treatments do not differ by Tukey's test (p> 0.05).

Visual injury observed were significant (P<0.05) for treatment and interactions
between treatment and trial (7 DAT, 14 DAT and 21 DAT) (Table 5). The scores for
visual injury of the plants showed that glyphosate and the mixture of nicosulfuron +
glyphosate caused strong symptoms of intoxication by the herbicides at 7 DAT at 14
DAT (Table 5). Nevertheless, after the application of nicosulfuron, plants did not show
strong visual injury as the other herbicides (Table 5). At 21 days, all treatments were
different from the control. However, the treatments glyphosate and imazapic resulted
in the total destruction of the plant. Although the herbicide nicosulfuron resulted in the
efficient control of the plants, the effect was lower when compared with the other
herbicides (Table 5). The interactions treatment and trial showed that the first trial had
more scores of visual intoxications compared the second trial. Despite the difference,
the treatments in both trials showed the same behavior for Tukey results, with the
exception of the nicosulfuron treatment, which showed a statistical difference between
the trials with better control scores in the second trial. For dry matter, significant
(P<0.05) were observed difference only for treatments (Figure 2), in which, were
observed difference between treatment control and treatments with herbicides. Figure
2 shows that the use of herbicides reduced plants’ dry biomass, causing a reduction of

approximately 74% compared to the control.

Table 5- Average values of SPAD and Visual intoxication (VI) at 7, 14 and 21 days
after application of treatments on Paspalum urvillei Steud (Vaseygrass).

Treatments Population SPAD 7 SPAD 14 SPAD21 VI 7 VI 14 VI21
Fence 43.55aA 35.70aA 34.70aA 1.00aD 1.00aE 1.00aC
Control
Pasture 36.17aA 32.45aA 31.90aA 1.00aD 1.00aE 1.00aC
Fence 34.40aAB 24.92aAB 1.00aB 4.25aBC 7.00aC 9.75aA
Imazapic
Pasture 28.70bA 16.50aBC 3.72aB 4.25aB 7.00aC 9.75aA
Fence 23.72aB 30.80aA 8.95aB 3.75aC 6.00aD 8.50aB
Nicosulfuron
Pasture  40.55aA 29.10aAB 6.35aB 3.33aB 6.00aD 8.75aB
Fence 34.07aAB 9.90aB 1.00aB 5.5aAB 8.00aB 10.0aA
Glyphosate
Pasture 27.30aA 13.35aBC 1.00aB 5.5aA 8.00aB 10.0aA
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Fence 27.45aAB 10.67aB 1.00aB  6.5aA 9.00aA 10.0aA
Nicosulfuron + Glyphosate
Pasture 26.35aA 7.75aC 1.00aB 6.5aA 9.00aA 10.0aA

The same lowercase letters in the column means that the population does not differ
from each other by the Tukey test (p> 0.05). Capital letters in the column mean that
the treatments do not differ by Tukey's test (p> 0.05).

4 Discussion

4.1 Ploidy level

The ploidy level found in this study showed both populations were tetraploid. This
information is important for the P. urvillei control plants, since it makes it possible to
confirm, quickly and accurately, the species and ploidy level of genotypes collected on
pastures. In species studied in the genus Paspalum from South America, the authors
reported 2C values between 2.29 pg and 2.43 pg for Paspalum urvillei and 2.40 pg for
species in Brazil (Vaio et al.,, 2007). Burson (1979) studying crosses of Paspalum
urvilleiX P. intermedium founded that plants tetraploid as same as found in this study.
In studied about crosses of several species in the genus Paspalum and found that P.
urvillei has 2n = 40 (Burson, 1979), corroborating the level of ploidy found in the
populations in this study.

The knowledge about the ploidy level in Paspalum species is important to
elaborate an efficient weed control management of the plants in a given area, for
example, in plants with different levels of ploidy, usually have leaves of different sizes,
because of this, the drop size needs to be adjusted at the time of application so that
the product is absorbed. In addition to that, genetic differences between populations
may justify hindrances in control, for example, resistant plants appearance, an also
enhance the understanding of evolutionary processes, which might result in resistant
plants to a certain herbicide. In a study with camalote grass (Rottboellia
cochinchinensis) accessions from several locations, founded all accessions were
polyploid, which could explain the difference in the effectiveness of chemical control
(Alves et al., 2003).
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Figure 2- Average values of dry matter (g) at 21 days after application of treatments
on vaseygrass. The residual standard deviation was 0.1473. The same lowercase
letters mean that the population did not differ from each other by the Tukey test (p>
0.05). Capital letters mean that the treatments did not differ by Tukey's test (p> 0.05).
Colors black for plants from fence area and grating for plants from pasture area.

In studied Lolium perenne L. Dors et al. (2010) it was founded those diploid
genotypes showed differential susceptibility to glyphosate, while tetraploid genotypes
showed more tolerant to this herbicide. Therefore, plants characterized as diploids
presented greater susceptibility to glyphosate when compared with tetraploids.

4. 2 Effectiveness of chemical control

For plant height, the decrease is recurrent to the extreme damage caused by
the herbicide. Glyphosate is an EPSPS enzyme inhibitor (5-enolpyruvoylshiquime 3-
phosphate synthase), a broad-spectrum and post emergence herbicide This herbicide
is widely used in leaf desiccation and pasture renovation. In general, symptoms start
in the first week after pulverization, followed by leaf necrosis in the following days
(Duke and Powles, 2008). These symptoms were observed during the experiment,
showing the susceptibility of both populations evaluated.

In management, all Poaceae weed species are not difficult to control in the
pasture, because the number of tillers is important for perpetuation of the species. The
herbicides that affect the tillers can cause a decrease in regrowth of the plants,
especially for weeds that have bunch-type growth habit. All treatments were statistically

different from the control and presented less tillers, which means that after the
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herbicides caused a decreased in the reserves directed to the tiller formation
(Harmoney, Stahlman, Hickman, 2004). The use of herbicides in this study caused a
decrease in the perpetuation of the plants. For weeds, it is interesting to reduce the
number of tillers as it compromises plants’ persistence in the infested area, different
from what is desired for forage plants (Santos et al., 2009).

In general, stem diameter decreased after the pulverization of herbicides. The
herbicides imazapic and nicosulfuron presents the same mode of action - acetolactate
synthase (ALS) inhibitors - but different chemical groups. The effects of those
herbicides consist in reducing stem thickness and internode length, causing the death
of grasses between 10 and 60 days after application. Thus, the results obtained from
stem diameter were similar to the results reported in the literature (Zhou et al., 2007;
Orcaray et al., 2009).

The SPAD index is an equipment developed for the instant diagnosis of
chlorophyll content in leaves without causing damage to the plant. The SPAD index
has the ability to detect genetic variability between accessions, along with other
analyzes such as plant height (Oliveira et al., 2020). In studies were observed SPAD
index values for healthy P. notatum plants between 37.67 to 39.80, while for species
P. regnellii, P. conspersum, P. malacophyllum and found SPAD values of 34.16, 34.48
and 33.5, respectively (Pereira et al., 2017; Beloni et al., 2017). In a variety of Oryza
sativa was found that SPAD values are different for each variety, but in this study, no
differences were observed between populations (Rahman et al.,, 2017). However,
although the SPAD index is important, further information is needed, such as
morphological characteristics and climatic conditions at the time of the readings,
especially when performed in field conditions (Simili et al., 2019).

For chemical control, several works have highlighted the level of visual injury
considered satisfactory. In a study with Ventenata dubia was found that the use of
imazapic to control exotic species reduced coverage and plant density in the area, with
levels of control between 82% to 94%, which was considered satisfactory by the author
(Davies and Hamerlynck, 2019) For plants in the vegetative stage used in this work,
the imazapic control percentage was 97%. In a study carried out with glyphosate for
the control of Nassella trichotoma, the authors did not achieve acceptable control of
plants (above 90%) (Campbell and Gilmour, 1979), unlike this study, in which the
percentage of control was 100%. Low doses of glyphosate (133.60 and 365.63 g ha')
were able control of Urochloa brizantha achieving 90% by sequential pulverization in



43

a pasture area with Tifton 85 (Cynodon spp.), without compromising the forage yield
(Santos et al., 2007). Thom, Wildermoth and Taylor (1993) found that the use of
glyphosate in low doses controlled an infestation of P. dilatatum in a pasture of Lolium
perenne L. Also, the presence of P. dilatatum increased the accumulation of forage in
later years due to higher competition with the weeds. Therefore, the use of herbicides
can support the competitiveness of forages in an area, by enlarging the dossal of
cultivated plants and consequently, shading the weeds.

According to the variables presented and the conditions of the experiment
carried out, glyphosate can be recommended to suppress Vaseygrass in Florida
pastures, since there was no difference between its effects when applied isolated or in
the mixture. Despite the efficient control of nicosulfuron and imazapic, they have
residual effect, which may affect the production of dry matter in forages. In addition,
the sandy soils in Florida, and shallow water tables can cause environmental impacts
for ALS herbicides due to the leaching process of chemical products in sandy soils
(Gonzalez and Ukrainczyk, 1996; Jhala and Singh, 2012). In studied the degradation
of imazapic in rice production system Pinto et al. (2011) founded that herbicide leave
residues in the soil enough to interfere negatively in plant growth and productivity. But
for beans, cucumbers and sunflowers were found can only be sown in areas that
nicosulfuron was pulverization after 30 days (Carvalho, Moretti, Souza, 2010).

The use of glyphosate should also be carried out with caution, in terms of its
broad-spectrum control There is practically no selectivity for pasture and the symptoms
of visual injury of the plant appears 15 days after spraying the herbicide. Regarding
the use of glyphosate in established pastures, it can cause severe damage to forage
species, so the adoption of specific application technology for localized control is
preferred. However, glyphosate can be used in total area application when the goal is
to restore the pasture (Mello, Souza, Tironi, 2017).

In the current perspective it is important to understand that the use of one of
theall herbicides used in these studies should be carried out with caution. Since, there
are several reported cases of resistance from ALS and EPSPS (Gaeddert, Peterson,
Horak, 1997). Furthermore, the plants’ response to glyphosate may diversify due to
several biochemical and physiological factors, including changes in CO2 concentration
(Fernando et al., 2016). According to Fernando et al. (2016) weeds with C3 metabolism

respond to carbon concentration and can be more susceptible to the appearance of
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resistant plant cases. As P. urvillei plants has C4 metabolism and the population of this

assay are tetraploid, it might have resulted in efficient control of both populations.

5 Conclusions

Flow cytometry allowed the rapid determination of the ploidy level of Paspalum
urvillei plants. The two populations of vaseygrass were classified as tetraploid, with 2C
values 2.31 pg and 2.25 pg for population 1 and 2, respectively. The application of
glyphosate (1.1696 L ha') controlled 100% of the plants of Paspalum urvillei under the
conditions of this study. The destruction of the plants happened at 21 days after the

pulverization of the herbicide.
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Capitulo 3 - Caracterizacdo morfoanatémica e genética de acessos de Paspalum

virgatum L.
Resumo

O capim-navalha (Paspalum virgatum L.) € uma planta daninha importante em areas
de pastagem, causando prejuizos significativos aos pecuaristas, sendo considerada
uma espeécie de dificil controle. A caracterizacdo dos acessos podera descrever
particularidades de interesse que estdo diretamente relacionados a eficacia de
herbicidas. Assim, objetivou-se identificar e caracterizar a morfoanatomia e a genética
dos acessos de capim-navalha oriundos de diferentes localidades do Brasil. Foram
coletados quatro acessos da espécie (PAVML, PAVRL, PAVME e PAVRE),
submetidos a: ensaios biométricos e germinativos das sementes; caracterizagcao
anatémica, com cortes histoldgicos transversais; imagens topograficas das superficies
adaxial e abaxial; caracterizacdo morfologicas das plantas nos estagios vegetativos e
reprodutivos; determinacao do teor de clorofila e quantificagéo da cera epicuticular dos
acessos; determinacdo do nivel de ploidia; e a estimativa do tamanho do genoma,
pelo método da citometria de fluxo. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia e as médias ao teste de Tukey (p>0,05). Os resultados demostram que
existem diferencas morfoldgicas, anatdmicas e genéticas entre os acessos. Os
acessos PAVRL e PAVML ndo apresentaram diferengas estatisticas entre si, mas
foram diferentes dos acessos PAVME e PAVRE em diversas variaveis estudadas,
como peso de mil sementes, comprimento da semente e coloracdo das sementes,
comprimento da folha, &ngulo de inser¢édo das folhas, comprimento do parénquima,
comprimento da nervura central, teor de clorofila e entre outras. Além disso, os
acessos apresentam o valor 2C de 2,85pg. Contudo, acessos sao identificados
botanicamente como sendo exemplares de Paspalum virgatum L. O PAVRE e PAVME

tém menor comprimento de lamina foliar e todos 0s acessos sao plantas tetraploides.
Palavras-chave: Biometria, capim-navalha, citometria de fluxo, cera epicuticular.
Abstract

Taquelzal (Paspalum virgatum L.) is an important weed in pasture areas, causing
significant damage to ranchers, is considered difficult to control. The characterization

of the accessions may describe particularities of interest that are directly related to the
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effectiveness of herbicides. Thus, the objective was to identify and characterize
morphoanatomical and genetic accessions of taquelzal (Paspalum virgatum L.) from
different locations in Brazil. Four accessions of the species were collected (PAVML,
PAVRL, PAVME, and PAVRE), and subjected toiometric and germinative tests of the
seeds;anatomical characterization, with transversal histological sections; topographic
images of the adaxial and abaxial surfaces; morphological characterization of the
plants in the vegetative and reproductive stages; determination of the chlorophyll
content; quantification of the epicuticular wax of the accessions; the determination of
the level of ploidy; and the estimation of the size of the genome, by the method of flow
cytometry. The data obtained were submitted to analysis of variance and the averages
analyzed by the Tukey's test (p> 0.05). The results showed that there were differences
among the accesses. PAVRL and PAVML access did not present statistical differences
between them, however, they were different from the PAVME and PAVRE access, in
several studied variables, such as weight of a thousand seeds, length of the seed and
color of the seeds, leaf length, leaf insertion angle, parenchyma length, central vein
length, chlorophyll content, and others. In addition, the accesses have a 2C value of
2.85pg. Nevertheless, accessions were identified botanically as being examples of
Paspalum virgatum L. The PAVRE and PAVME accesses had shorter leaf blade

length, and all accessions are tetraploid plants.
Keywords: Biometrics, Taquelzal, flow cytometry, epicuticular wax.

1 Introducéo

O género Paspalum pertencente a familia Poaceae, € um importante género
por incluir diversas espécies de importancia econdémica, sejam plantas destinadas a
formacao de pasto, sejam gramados esportivos ou como ornamentais. As espécies do
género Paspalum sao naturalmente distribuidas nas regides tropical e subtropical
(Cidade et al., 2013; Sartor, Quarin e Espinoza, 2009). No entanto, esse género
também inclui importantes plantas daninhas, como, por exemplo, Paspalum
fasciculatum Willd. ex. Fluegge (capim-Mori) e o Paspalum virgatum L. (capim-
navalha) (Galvéo et al., 2011; Andrade et al., 2012; Silva et al., 2020).

O capim-navalha € uma planta daninha perene, ereta, com até 150 cm de
altura, fibrosa e néao palatavel aos animais; a reproducao é por sementes e rizomas, e
geralmente o florescimento ocorre no verdo. E uma infestante importante em areas de

pastagem, causando prejuizos significativos aos pecuaristas, sendo consideradas
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plantas de dificil controle. E uma planta daninha que apresentam agressividade, com
elevada capacidade de multiplicacdo por sementes, facil adaptacdo a solos de baixa
fertilidade, com atividade alelopatica, mas o maior desafio para seu controle é relativo
as semelhancas fisiolégicas e morfolégicas com as gramineas usadas como plantas
forrageiras (Silva et al., 2020; Marques et al., 2019; Lozenzi, 2008).

Entretanto, € uma espécie pouco estudada no meio cientifico, mas devido a sua
importancia como planta daninha e a dificuldade em realizar o seu manejo adequado,
se faz necessaria a caracterizacdo de exemplares da espécie. A dificuldade de
controle do P. virgatum pode estar relacionado também com os fatores intrinsecos da
planta, como a anatomia e a morfologia e por fatores genéticos. Hani, Lebzada e Feni
(2017) estudando plantas da familia Poaceae, relataram que informacdes sobre as
sementes podem auxiliar na identificacao da espécie. Marques et al. (2012) estudaram
espécies do género Urochloa e observaram que as plantas em estagio reprodutivo
apresentaram alta porcentagem de parénquima, 60,34%, fazendo com que a
absorcédo de herbicidas seja mais dificil. Alves et al. (2003) estudaram acessos da
espécie capim-camalote (Rottboellia cochinchinensis Lour.) e constataram diferencas
anatdbmicas e genéticas entre eles, como, por exemplo, o comprimento total dos
cromossomos, poliploidia e a andlise de DNA repetitivo que poderiam justificar a
diferenca na eficicia de controle quimico desses acessos. Uma forma rapida e precisa
para determinac&o do nivel de ploidia é a determinacéo pelo método de citometria de
fluxo. Para Galdeano et al. (2016), o uso dessa ferramenta para estimar o DNA nos
nucleos das plantas facilitou a determinacéo e a velocidade de processamento de uma
maior quantidade de material.

O DNA satélite ou repetitivo € importante para o estudo das plantas, uma vez
que, devido a acumulacédo nas variacdes na sequéncia e no numero de cépias durante
a evolucéo, essa informacgao pode auxiliar na compreensao da organizacao, evolugéo
e comportamento dos genomas, e com a ado¢cdo do sequenciamento da proxima
geracao (Next-Generation Sequencing — NGS) permite analisar genomas complexos
e decifrar o potencial dos DNA satélites (Garrido-Ramos, 2015; Mehrotra e Goyal,
2014; Gonzalez, Chiapella e Urdampilleta, 2018). Diante disso, a caracterizacédo de
diversos acessos de P. virgatum podera descrever caracteristicas de interesse, como
angulo foliar, espessura da epiderme, comprimento da folha, dentre outros, que estao
diretamente relacionados a eficacia de herbicidas aplicados em pdOs-emergéncia.

Dessa forma, objetiva-se identificar e caracterizar morfoanatomica e genéticamente
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0s acessos de capim-navalha (Paspalum virgatum L.) oriundos de diferentes

localidades do Brasil.

2 Material e métodos

As sementes de P. virgatum foram coletadas de plantas em dois estados do
Pais, Mato Grosso e Para, nos quais foram relatadas a infestacao da espécie em area
de pastagem, sendo que as plantas apresentavam diferencas visuais, ou seja,
morfologicas, entre elas e eram consideradas de dificil controle pelos profissionais da
area. No total, foram coletados quatro acessos, dois de cada estado, sendo um
caracterizado com o limbo foliar mais estreito e outro mais largo, Dessa forma,
denominou-se 0s acessos como: PAVML (Plantas coletadas no estado de Mato
Grosso com limbo foliar mais largo), PAVME (Plantas coletadas no estado de Mato
Grosso com limbo foliar estreito), PAVRL (Plantas coletadas no estado do Para com
limbo foliar mais largo, 8° 6'9.56”S Latitude 50° 20°'48.74”0O Longitude) e PAVRE
(Plantas coletadas no estado do Para com limbo foliar estreito, 8° 815.97”S Latitude
50° 24°27.2170 Longitude), na qual, havia sido relatado que as plantas com limbo foliar
estreito eram que apresentavam menor taxa de controle.

As sementes de P. virgatum coletadas foram armazenadas em sacos de papel
e transportadas ao laboratério. Foi realizada a limpeza e separacdo, em seguida,
realizado o ensaio de teste de germinacdo das sementes e analise biométrica.
Incialmente, foram realizadas andlises biométricas com 50 sementes de P. virgatum
L. de cada acesso, separadas aleatoriamente de uma amostra composta e
determinado o peso de mil sementes (PMS) obtido a partir dez subamostras de 100
sementes (BRASIL, 2009). Para a analise da germinacdo, foi utilizado o delineamento
experimental inteiramente ao acaso em tratamento fatorial 4x3, constituido de quatro
acessos e trés tratamentos (T1- testemunha (Agua em temperatura ambiente); T2-
nitrato de potassio a 0,2%; T3- agua a 60°C por cinco minutos), com quatro repeticdes
de 100 sementes cada, totalizando 400 sementes por tratamento. O experimento foi
conduzido em camara de germinagao do tipo B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand)
ajustada para temperatura constante de 30 °C, com fotoperiodo de 12 horas de luz/
12 horas de escuro.

Foram avaliados o percentual de germinacdo (%G), indice de velocidade de

germinacao (IVG), porcentagem de plantulas normais (%PN), comprimento da parte
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aérea (CPA) e da raiz das plantulas (CRP) (BRASIL, 2009). Para o calculo do indice
de velocidade de germinacao foi utilizado a metodologia de Maguire (1962).

Para o teste germinativo, as sementes foram semeadas em bandejas de isopor
contendo substrato comercial da marca Bioplant ® (composto por turfa de Sphagnum,
fibra de coco, casca de arroz, casca de Pinus, vermiculita, gesso agricola, carbonato
de célcio, magnésio, termofosfato magnesiano (Yoorin) e aditivos (fertilizantes)).
Foram depositadas 10 sementes por ceélula, devido a baixa porcentagem de
germinacao. Apos 30 dias da semeadura, devido ao lento crescimento das plantulas,
mantidas em casa de vegetacao, estas foram transplantadas para copos plasticos com
capacidade para 0,5 L contendo o mesmo substrato comercial.

Aos 15 dias ap6s o transplantio (DAT), as mudas foram plantadas em vasos de
cinco litros contendo uma mistura de terra e areia, na proporgao de 2:1 v/v. Realizou-
se a coleta de amostra da mistura de terra e areia para analise quimica (Tabela 1).
Assim, uma parte das mudas foi mantida nos copos plasticos de 0,5 L visando o uso
em analises laboratoriais e a outra parte em vasos de 5,0 L para os experimentos de
controle quimico. Além disso, todos 0os meses foram semeadas sementes dos quatro
acessos em bandejas plasticas contendo areia, de modo que fosse possivel obter
plantas em diversos estadios de desenvolvimento. As plantas foram irrigadas
diariamente e receberam complementacéo nutricional por meio da adicdo da solucao
de Hoagland e Arnon (1950) na concentracdo de 50%. As plantas que estavam em
vasos foram adubados com base na recomendacdo para adubacdo de pastagens

formada por Urocloa brizantha.

Tabela 1. Andlise quimica da amostra coletada do substrato (terra e areia) utilizada

durante a condugéo dos experimentos.

H+Al  S.B. Sat.  Sat.
pH MO. P S Ca Mg Na K Al CTC

SMP  S.B. Bases Al
CaCl, gdm® mgdm?®  —-eemoeeeeee mmol. dm™3 V%  m%

55 12 12 6 18 9 NS 69 O 19 345 535 64 1

SMP: valor do pH equilibrio obtido na suspenséo do solo com a solucédo tampéo. SB: Soma de
Bases. NS: N&o solicitado.

2.1 Caracterizacdo morfoldgica e anatdmica dos quatro acessos
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Aos 60 dias apoés o transplante (DAT), as plantas que se encontravam em pleno
estagio vegetativo foram separadas em dez plantas de cada acesso e mensurado o
teor relativo de clorofila total (ClorofiLog, Falker) na terceira folha totalmente
expandida. Em seguida, os exemplares dos quatro acessos foram separados e
preparadas as exsicatas do material vegetal para envio e identificacdo botéanica oficial
do Instituto de Botanica de S&o Paulo.

Para o estudo anatémico, foram coletadas folhas totalmente expandidas dos
quatros acessos, quando as plantas estavam em pleno estégio vegetativo. Para tanto,
foram feitos cortes de 1 cm? na terceira folha totalmente expandida e preparadas, para
posterior mensuracdo e analises anatbmicas. O material de estudo anatdémico
consistiu em trés repeticdes por acesso, sendo cada repeticdo constituida de trés sub-
repeticbes e cada lamina continha quatro recortes. Foram fixados em solucdo de FAA
50 (Alcool etilico + Acido acético glacial + Formaldeido+ Agua destilada) por 48 horas
e armazenados em solucao de etanol a 70% e preparadas as laminas, de acordo com
a metodologia descrita por Johansen (1940). Os cortes histolégicos foram realizados
usando um microtomo rotativo (10 micrometros), utilizando a albumina de Mayer como
adesivo (uma parte composta por clara de ovo, 1,0 mL de glicerina e 0,5g de salicilato
de sdodio). Posteriormente, foram feitas a coloracdo de azul de toluidina e a
desparafinacédo, seguindo a metodologia descrita por Sakai (1973). As estruturas
anatdmicas foram observadas em microscopio optico (Bel Photonics, Monza, Italia),
com aumento de 10x e 40x, as imagens foram fotografadas por meio da camera
acoplada no equipamento. Além disso, foram feitas imagens fotograficas utilizando
contraste de modulacdo Hoffman (microscopia HMC).

Na visualizacdo das folhas dos quatros acessos foram utilizadas folhas
totalmente expandidas das plantas adultas em pleno estagio vegetativo. Sendo assim,
apos a coleta, o material foi fixado em glutaraldeido na concentracdo de 3% em
tampéo fosfato a 0,1 M com pH 7,2 por 72 horas na temperatura de 4 °C. Apds esse
periodo, o material foi lavado para retirada completa do glutaraldeido em solugéo
tampéo por trés vezes. Em seguida, foi acrescentado o tetroxido de Osmio na
concentracdo de 1% por aproximadamente 16 horas, retirou-se a solugcédo e
desidratou-se o material em soluc&o alcodlica nas concentra¢des de 30, 50, 70, 90 e
100%, de modo crescente, sendo que o tempo em cada concentracao foi entorno de
20 minutos. Em seguida, o material foi colocado em stanbes para serem levados para

secagem em ponto critico. Posteriormente, as amostras foram metalizadas em ouro.
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Apobs o preparo dos stanbes foram feitas as fotografias da superficie adaxial e abaxial
dos acessos, de modo a visualizar a topografia da lamina foliar, estbmatos, bordas,
tricomas e pelos.

O estudo morfolégico consistiu na mensuracdo de caracteristicas essenciais
para diferenciacéo dos acessos e, para tanto, foram separadas quinze plantas de cada
acesso, em dois estagios de desenvolvimento, vegetative (90 dias apds o transplantio)
e reprodutivo (515 dias apds o transplantio). Em cada planta foram mensurados o
comprimento e a largura da terceira folha totalmente expandida com auxilio de uma
régua graduada em centimetros, determinado o angulo de inser¢céo da folha com um
transferidor de grau. Apenas nas plantas em estagio reprodutivo foram mensurados o

comprimento e largura das espiguetas, e comprimento e largura das inflorescéncias.

2.2 Quantificacado da cera epicuticular dos acessos

Para a quantificacdo da cera epicuticular dos acessos, foram utilizadas plantas
adultas em pleno estagio vegetativo. A metodologia utilizada foi descrita por Ebercon,
Blum e Jordan (1976). Inicialmente, foram coletadas folhas dos quatros acessos e
levadas ao laboratoério, onde o material foi cortado e pesado, de modo que houvesse
0 equivalente a 0,5, 0,7, 0,8, 1,00 e 1,20 gramas de folhas fresca. Portanto, os
tratamentos foram constituidos de quatros acessos de P. virgatum e o PEG
(Polyethylene glycol, Dinamica®) como tratamento padrdo, em trés repeticdes. Assim,
foi realizada a diluicho do dicromato de potadssio em &gua deionizada e,
posteriormente, adicionada ao acido sulfarico PA e aquecido em banho-maria. As
folhas foram submersas em cloroformio por 15 segundos e o extrato obtido foi filtrado
e evaporado em banho maria. Em seguida, adicionou-se 5,0 mL da solugcéo de
dicromato de potassio + acido sulfarico e aquecido em banho maria por 30 minutos;
apos o resfriamento, foram adicionados 5,0 mL de agua deionizada. Para a estimativa
do teor, foi realizada a extrapolacdo em regressao da curva padrédo, sendo a leitura

realizada em espectrofotometro a 590 nm.
2.3 Determinacédo do nivel de ploidia e anédlise de DNA satélite dos acessos

O nivel de ploidia dos acessos foi determinado utilizando a técnica de citometria
de fluxo. Foram coletadas folhas de plantas jovens, saudaveis e sem injurias de 40

individuos de P. virgatum, ou seja, foram dez individuos por acesso, para a
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determinacéo do nivel de ploidia de DNA e a mensuracao do valor 2C nuclear. Como
planta padrao foi utilizado Solanum lycopersicum L., 1753, 'Stupické' (2C = 2,00 pg,
Praca-Fontes et al., 2011). Um fragmento foliar de ~2 cm? de cada individuo dos quatro
acessos e do padrao interno foram simultaneamente retalhados (Galbraith et al., 1983)
por cerca de 30s em placa de Petri contendo 0,5 mL do tampé&o OTTO-I (Otto, 1990)
suplementado com 50 pg mL* RNAse e 2 mM ditiotreitol (Praca-Fontes et al., 2011 ),
e incubados por 3 min 0,5 mL do mesmo tampao foi adicionado e a suspenséo foi
filtrada em filtro de nylon (Partec®) de 30 um de didmetro num microtubo de 2,0 mL.

Apos centrifugagcdo a 100 xg por 5 min, o sobrenadante foi descartado e 100
ML do mesmo tampao foram adicionados ao precipitado; o material foi homogeneizado
em vortex e incubado durante 10 min. Posteriormente, 0,5 mL do tampéao de coloracdo
OTTO-II (Otto, 1990; Praca-Fontes et al., 2011) modificado (400 mM Naz2HPO4.H:0,
2 mM ditiotreitol, 50 pg mL* RNAse, e 75 ug mL? iodeto de propideo —IP —
comprimentos de onda de excitagcao/emisséao: 480-575/550-740 nm) foi adicionado
as suspensodes. As suspensodes foram filtradas em malha de nylon (Partec®) de 20 um
para os tubos de leitura (Partec®) e mantidas por 30 min no escuro para coloracédo dos
nucleos.

Em seguida, as suspensdes foram analisadas em citdbmetro de fluxo (BD Accuri
C6 flow cytometer, Accuri cytometers, Belgium) equipado com laser 488 nm para
promover excitacdo do IP e emissao deste para os filtros FL2 (615 — 670 nm) e FL3
(> 670 nm). Os picos de fluorescéncia dos nucleos GO/G1 de cada individuo de
Paspalum virgatum e do padréo interno foram analisados a partir de histogramas
utilizando o software BD Accuri™ CB6.

Os picos GO/G1 com coeficiente de variacdo (CV) menor do que 5% foram
considerados para a determinacéo do nivel de ploidia de DNA e o mensuramento do
conteudo de DNA nuclear. Para o célculo do conteiudo de DNA nuclear de cada

individuo de Paspalum virgatum em picogramas (pg) foi utilizada a seguinte formula:

[(mean position % Paspalum virgatum) * 2CDNA espécie padréo]
2C DNA =

(mean position % S.lycopersicum)

Onde,

2C DNA € o conteldo de DNA de cada individuo de Paspalum virgatum em picogramas (pg),
na qual, um picograma equivale a 978 megabases (Mb).
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Mean position é o canal médio do pico GO/G1 de cada individuo de Paspalum virgatum ou da
espécie padrao.

2C DNA espécie padrao € o valor do conteudo de DNA da espécie padrao utilizada, ou seja,
o valor ja conhecido.

Para a extracdo de DNA, foram coletadas folhas saudaveis de trés individuos
de cada um dos quatro acessos de P. virgatum. As folhas foram cortadas e maceradas
no cadinho submersos em nitrogénio liquido até obter um pé fino. limediatamente, as
amostras foram transferidas para o tubo do tipo Eppendorf, mantidas refrigeradas em
nitrogénio liquido, de modo que as amostras ndo descongelassem. Para tanto, foram

utilizados dois protocolos para o isolamento do DNA: O Dneasy Plant mini kit

(Qiagen®) e a extragao por tampao CTAB.

O Dneasy Plant mini kit - nas amostras armazenadas em nitrogénio liquido
foram adicionados 400 pyL do tampao APl e a solugdo estoque de Rnase A (100
mg/mL) em 20 mg de tecido vegetal seco e misturada imediatamente no vortex.
Depois, as amostras foram incubadas a 65°C por 10 minutos e invertendo os tubos,
para que assim ocorresse a quebra das células. Para precipitar as proteinas e 0s
polissacarideos adicionou-se 13000uL do tampdo A2 e incubado em gelo por 5
minutos, apdés os quais o lizado foi colocado nas colunas de “QlAshredder spin”
colocada sobre um tubo de coleta de 2ml e centrifugado por 2 minutos; ao liquido
filtrado foi adicionado 1,5 volumes do tamp&o AP3/E e misturado, centrifugado por 1
minuto a 8000 rpm e descartado o sobrenadante. Posteriormente, foram adicionados
500uL do tampao AW e centrifugado por 8000 rpm; ao final, adicionou-se 100 pL do
tampdo AE pré-aquecido a 65°C e centrifugado por 1 minuto a 8000 rpm.
Posteriormente, as amostras foram armazenadas a -20°C.

A extracao por tampao CTAB - extenuou maior tempo em relagdo ao protocolo
anterior, pois primeiro o tamp&o CTAB teve que ser preparado com Tris HCI, NaCl,
CTAB, EDTA e PVP. As amostras mantidas em nitrogénio liquido foram adicionadas
1% (v/v) de mercaptoenol e, em seguida, adicionada a solugao do tampéao CTAB pré-
aguecido a 65°C, as amostras com a solugdo foram agitadas por 30 minutos.
Posteriormente, foram adicionados 10 mL de cloroférmio-etanol (proporgéo 24:1) e
homogeneizadas rapidamente no vortex, e centrifugada a 9500rpm, por 10 minutos a

20°C. A fase aquosa foi transferida para tubos novos e adicionados 2/3 do volume de
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isopropanol e, apdés 30 minutos, foram centrifugadas a 9500rpm na temperatura
constante de 20°C por 15 minutos.

Os sobrenadantes foram descartados e a cada pellet foi adicionada a solugao
de lavagem, composta por etanol e acetato de amoénia; novamente descartou-se o
sobrenadante e os pellets foram colocados em superficie lisa e esterilizadas para
secagem. Depois, adicionou-se 1 mL de TE, etanol e acetato de aménia por 30
minutos, apos a centrifugagdo a 9500rpm, por 4 minutos a 20°C, descarta-se
novamente o sobrenadante, ressuspendeu o pellet gelatinoso em 200 uL de TE. As
amostras foram deixadas em temperatura ambiente “overnight” e armazenadas sob
refrigeragao a -20°C.

Em ambos os protocolos, as amostras foram quantificadas e analisadas quanto
a pureza, com auxilio do equipamento NanoDropTM 2000c (Thermo Scientific™).
Posteriormente, foram armazenadas em caixas de isopor contendo gelo seco para
envio para empresa responsavel pelo sequenciamento.

Portanto, os genomas de triplicata dos quatro acessos de P. virgatum foram
sequenciados utilizando a plataforma Illumina NovaSeq 6000 (2x150 pb). Os reads
obtidos desses sequenciamentos foram utilizados para a andlise comparativa de
familias de DNA Satélites presentes nessa espécie. Todos esses reads foram
processados, filtrados e entrelacados por meio da utilizacdo das ferramentas
disponiveis na plataforma Galaxy/RepeatExplorer (Novak et al. 2013). Para otimizar o
processamento dessas analises, criou-se trés grupos diferentes desses
sequenciamentos que contém o genoma de todos os acessos: a) PAVME 1,
PAVRE_1, PAVML_1 e PAVRL_1; b) PAVME_2, PAVRE_2, PAVML_2 e PAVRL_2;
e c) PAVME_3, PAVRE_5, PAVML_3 e PAVRL_3.

Em cada grupo foram realizados os seguintes procedimentos dentro da
plataforma: a) as opg¢des padrdes presentes na ferramenta “Preprocessing of FASTQ
paired-end-reads” com uma amostragem de 500.000 reads para cada triplicata; b) a
ferramenta “Concatenate Datasets tail-to-head” para concatenar os sequenciamentos
de cada grupo; e c) a ferramenta “RepeatExplorer2 clustering” utilizando a opgao
avancada Perform Comparative Analysis para gerar a cluterizagcdo baseda em
gréficos.

Como resultado final foram apresentadas todas as possiveis familias de DNA
satélites presentes nos 4 acessos e a comparacao da estimativa da abundéancia de

cada uma dessas familias. No primeiro momento, o resultado foi obtido
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separadamente em cada um dos trés grupos citados acima, depois foi feita a média
aritmética da abundancia dos mesmos DNAs satélites presentes nesses grupos. Para
este estudo, foram selecionadas as sete familias mais abundantes de DNAs satélites
com o objetivo de fazer uma primeira analise exploratoria sobre as sequéncias
repetitivas entre os diferentes acessos e suas caracteristicas fenotipicas.

Para comprovar que as sete familias de DNAs satélite selecionadas sao
diferentes, foi construido um gréafico DotPlot por meio do software jdotter (Brodie,
Roper e Upton, 2004) cruzando os motivos consensos das familias gerado pelo
Galaxy/RepeatExplorer (Novak et al. 2013) contra si mesmas.

2.4  Andlise estatistica

Os dados obtidos do ensaio de germinacao foram submetidos a andlise de
normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk a 5% de probabilidade e ao teste
de Bartlett a 5% de probabilidade no intuito de verificar a homogeneidade da variancia.
Em seguida, foram realizadas a andlise de variancia pelo teste F, havendo
significancia, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p>0,05).

Para os dados das avaliac6es anatdmicas e morfologicas foram feitas a anélise
de normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk a 5% de probabilidade e ao
teste de Bartlett a 5% de probabilidade no intuito de verificar a homogeneidade da
variancia. As variaveis comprimento e largura do parénquima, espessura abaxial e
adaxial, angulo de insercdo no estagio reprodutivo e largura das espiguetas
consideradas ndo normais foram transformadas pelo método Box-Cox estimada e
aplicada como proposto por Hawkins e Weisberg (2017). Em seguida foram realizadas
a analise de variancia pelo teste F, havendo significancia as médias foram
comparadas ao teste de Tukey (p>0,05).

Os dados de quantificacdo da cera epicuticular foram submetidos a analise de
regressdo para realizacdo da curva padrdo e em seguida as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p>0,05), utilizando o software Agroestat (Barbosa e
Maldonado Janior, 2015).

3 Resultados
De modo geral, os acessos PAVML, PAVME, PAVRL e PAVRE apresentaram
diferencas significativas entre si em varios aspectos importantes para caracterizacao

morfoanatdmica, como, porcentagem de germinacdo, indice de velocidade de
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germinacao, porcentagem de plantulas normais, teor relativo de clorofila, comprimento
da nervura central, comprimento das folhas, angulo de insercdo das folhas,
guantificacao da cera epicuticular das folhas.

Na andlise de sementes pode-se observar diferencas significativas para as
varidveis estudadas. O comprimento da semente apresentou diferencas entre os
acessos (p>0,0001). Os acessos PAVRL e PAVML néao foram diferentes entre si, mas
foram diferentes dos acessos PAVME e PAVRE; no entanto, os acessos PAVRE e
PAVME foram diferentes entre si, com o menor comprimento de semente sendo
observado para o acesso PAVRE (Tabela 2). Para a largura da semente, o fator
acesso apresentou diferencas significativas (p>0,0001); sendo assim, todo 0s acessos
foram diferentes entre si, com o menor valor para o acesso PAVRE, seguido dos
acessos PAVME, PAVML e PAVRL (Tabela 2).

Para o peso de mil sementes, observou-se que O acesso, apresentou
significancia (p>0,0001). Os acesos PAVRE e PAVME nao resultaram em diferencas
estatisticas entre si, mas foram diferentes do PAVML e PAVRL, sendo estes diferentes
entre si, sendo o maior valor de peso de mil sementes observado para o acesso
PAVRL com 0,227g (Tabela 2).

Tabela 2—-Valores médios de comprimento das sementes (CS), largura das sementes

(LS) e peso de mil sementes (PMS) dos quatros acessos de Paspalum virgatum L.

Acesso CS (mm) LS (mm) PMS (g)
PAVRL 2,53+0,17a 1,71+ 0,09a 0,227+ 0,029 a
PAVRE 1,50 +0,20c 1,04+ 0,08d 0,0895+0,030 ¢
PAVML 2,39 +0,24a 1,56+ 0,07b 0,1686+0,026 b
PAVME 2,07 £ 0,16b 1,40+ 0,06¢ 0,0974+0,027 c
CV (%) 19,34 14,33 2,85

Cav P valor P valor P valor
Acesso 0,0001** 0,0001** 0,0001**

Cav= causas da variacdo. CV= coeficiente da variacdo em porcentagem. pelo teste F. **
significativo a 1% de probabilidade. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p>0,05).
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Visualmente, é possivel observar diferengas na coloracdo das sementes e 0s
tamanhos diferentes (Figura 1). Os acessos PAVRL e PAVML apresentam sementes

maiores com coloracdo marrom, mas os acessos PAVME e PAVRE apresentam

coloracdo marrom-claro, e também menor tamanho.

Figura 1- As sementes dos quatro acessos da espécie Paspalum virgatum L. (A) exemplar do
acesso PAVML. (B) exemplar do acesso PAVME. (C) exemplar do acesso PAVRL. (D)
exemplar do acesso PAVRE.

No estudo germinativo das sementes, houve diferengas significativas
(p>0,0001) para o fator acesso, e para o fator tratamentos na variavel porcentagem
de germinacdo. Em geral, a maior valor de porcentagem de germinacéo obtida foi de
aproximadamente 23%. Os acessos PAVRL e PAVML apresentaram maior

porcentagem de germinacao.
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Figura 2 — Percentagem de germinacéo dos acessos em fungéo dos tratamentos das
sementes. Letras minusculas estdo comparando os acessos pelo teste de Tukey
(p>0,05) dentro de cada tratamento. Letras mailsculas comparam os tratamentos

dentro de cada acesso. Coeficiente de variacao (%) 17,83.

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) é importante por permitir
compreender o estabelecimento das plantulas em uma determinada area. Sendo
assim, para os acessos estudados foram observadas diferencas estatisticas entre os
acessos. Assim, comparando os acessos, o PAVRL e PAVML apresentaram maior
IVG (Figura 3 A). Assim como a maior porcentagem de germinacdo foi para os
acessos PAVML e PAVRL, o maior numero de plantas normais foi para esses
acessos, com aproximadamente com cinco plantulas normais por repeticéo (Figura 3
B).
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Figura 3- Indice de velocidade de germinacao (A) e Plantulas normais (B) dos acessos
em fungdo dos tratamentos de sementes. Letras minUsculas estdo comparando os
acessos pelo teste de Tukey (p>0,05) dentro cada tratamento. Letras mailsculas

comparam os tratamentos dentro cada acesso. Coeficiente de variacéao (%) 48,91.

Para o comprimento da parte area e da raiz nao foi observada significancia para
0S acessos, apenas para os tratamentos (p>0,001). O acesso PAVME apresentou
resposta diferente aos tratamentos pré-germinativos utilizados no estudo, sendo que
0 uso do nitrato de potassio a 2% resultou em plantulas maiores que os demais
tratamentos utilizados, com aproximadamente 59 mm de comprimento (Figura 4 A).
Como citado acima, o comprimento da raiz ndo resultou em diferencas estatisticas
(Figura 4 B).
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Figura 4- Ccomprimento da parte aérea (A) e da raiz (B) dos acessos em funcéo do
tratamento das sementes. Letras mindsculas estdo comparando os acessos pelo teste

de Tukey (p>0,05) dentro de cada tratamento. Letras mailsculas comparam o0s
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tratamentos dentro de cada acesso. Coeficiente de variagdo para comprimento da

parte aérea e raiz: 39,09 e 46,60%, respectivamente.

3.1 Caracterizagdo morfolégica e anatdbmica dos quatro acessos

A identificacéo botanica das exsicatas dos acessos foi feita no Instituto Botanico
de Sado Paulo. Foram identificados os quatro acessos enviados como pertencentes a
familia Poaceae, subfamilia Panicoideae A. Braun, tribo Paspaleae J. Presl, género

Paspalum, espécie Paspalum virgatum L (Anexo 1).

Em relacdo ao teor relativo de clorofila total, houve diferengas significativas
(p>0,001) para os acessos. Assim, o acesso PAVRE diferiu do acesso PAVRL, sendo
gue o PAVRE apresentou maior teor de clorofila; para os demais acessos nao houve

diferencas significativas (Figura 5).
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Figura 5- Teor relativo de clorofila total em folhas de acessos de Paspalum virgatum

L. Coeficiente de variagdo = 13,23%.

As imagens topogréficas das superficies adaxial e abaxial da lamina foliar dos
guatro acessos permitem observar a disposicdo de estruturas importantes, como
tricomas, estdmatos entre outros. Na Figura 6 nota-se o detalhe da estrutura da borda
da lamina foliar comparando os quatros acessos. A borda das folhas dos acessos
apresenta uma estrutura pontiagudas em forma de serrra, com trés fileiras, com as
pontas postas no mesmo sentido (Figura 6). Essas estruturas sdo responsaveis pelo

nome popular atribuido a espécie (capim-navalha); além disso, sdo responsaveis por
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causar ferimentos ao couro dos animais e em humanos, além de causar danos em
alguns casos irreversiveis ao aparelho digestivo dos animais que pastejam na area
com a presenca desta planta. Assim, em todos os acessos € possivel observar a
presenca de poucos pelos curtos em ambas as superficies, as células dispostas
perpendicular as nervuras central e secundéria da folha (Figura 7, 8, 9 e 10). Em
ambas as superficies e em todos 0s acessos observar-se a presenca de estdmatos
abertos e fechados, com células subsidiarias turgidas ao redor dos estébmatos, e
também a visualizacdo da disposicdo da cera epicuticular na superficie adaxial e
abaxial da folha.

zEss  —f

C

Figura 6 - Detalhe da borda serreada da lamina foliar dos acessos de Paspalum
virgatum L. A- PAVME. B- PAVML. C-PAVRE. D- PAVRL.
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Figura 7- Visdo da superficie adaxial e abaxial de Paspalum virgatum L., acesso
PAVME. A, B e C superficie adaxial do acesso PAVME. D, E e F superficie abaxial do
acesso PAVME.

Figura 8- Visédo da superficie adaxial e abaxial de Paspalum virgatum L., acesso
PAVML. A, B e C superficie adaxial do acesso PAVML. D, E e F superficie abaxial do
acesso PAVML.
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Figura 9- Visdo da superficie adaxial e abaxial de Paspalum virgatum L., acesso
PAVRE. A, B e C superficie adaxial do acesso PAVRE. D, E e F superficie abaxial do
acesso PAVRE.

Figura 10- Visdo da superficie adaxial e abaxial de Paspalum virgatum L., acesso
PAVRL. A, B e C superficie adaxial do acesso PAVRL. D, E e F superficie abaxial do
acesso PAVRL.

Na Figura 11 o corte histoldgico transversal das folhas dos acessos evidencia
a diferenca entre as laminas foliares. O PAVME e PAVRE apresentam a estrutura

foliar mais estreita e arqueada, ou seja, com a curvatura maior quando comparada
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com a estrutura foliar dos acessos PAVML e PAVRL. Essa caracteristica € importante
por apresentar a diferenca visual observada em campo e também podendo relacionar

com outras variaveis mensurados neste estudo.

C D

Figura 11- Cortes transversais da folha dos acessos de Paspalum virgatum L. (A)
Acesso PAVME. (B) Acesso PAVML. (C) Acesso PAVRE. (D) Acesso PAVRL.

No corte histolégico transversal dos quatro acessos permite comparar
visualmente a quantidade de células parenquimaticas, evidenciando as diferencas
existentes entre os acessos. O acesso PAVRL (Figura 12 D) apresentou menor
comprimento do centro da lamina foliar. Na Figura 13, com a imagem ampliada, é
possivel observar a disposicao dos feixes vasculares (floema e xilema), a estrutura de
sustentacao e as células ao redor da bainha do feixe vascular mostrando a estrutura
do limbo foliar de uma caracteristica planta com mecanismo de fotossintese C4. Ja a
Figura 14 mostra a extensdo da folha, com a disposicdo dos feixes vasculares
primarios e secundarios, a presenca de células buliformes que sdo células motoras
grandes proximo da epiderme das folhas, caracteristicas de folhas monocotiledoéneas,
como da familia Poaceae. Além disso, nota-se a espessura da epiderme, diferente

entre 0s acessos, e as faces adaxial e abaxial.
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Figura 12- Cortes transversais da folha dos acessos de Paspalum virgatum L. (A)
Acesso PAVME: I- Comprimento do centro da lamina foliar. 1l- Tecido de sustentagao.
Ill- Feixes vasculares secundarios. (B) Acesso PAVML: I- Comprimento do centro da
lamina foliar. II- Feixe vasculares. (C) Acesso PAVRE: |- Comprimento do centro da
lamina foliar. 1l e lllI- Feixes vasculares secundarios. (D) Acesso PAVRL: I-
Comprimento do centro da lamina foliar. 1l- Feixe vasculares secundarios.

Figura 13- Cortes transversais da folha dos acessos de Paspalum virgatum L. (A)
Acesso PAVME: I- Feixes vasculares. |l- Tecido de sustentacéo. llI- células da bainha
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do feixe vascular. IV- Feixe vasculares secundarios. (B) Acesso PAVML: |- Feixes
vasculares. lI- Feixe vasculares secundarios. (C) Acesso PAVRE: |- Epiderme abaxial.
II- Feixes vasculares. lll- células da bainha do feixe vascular. (D) Acesso PAVRL: I-
Feixes vasculares. II- Feixe vasculares secundarios.

Scale:50.00um
L |

Scale:50.00um
—_—

Figura 14- Cortes transversais da folha dos acessos de Paspalum virgatum L. (A)
Acesso PAVME: |- Epiderme abaxial. II- Células buliformes. IlI- Epiderme adaxial. IV-
Feixe vasculares secundarios. V- Feixe vasculares. (B) Acesso PAVML: |- Células
buliformes. II- Feixe vasculares. IlI- Epiderme abaxial. IV- Epiderme adaxial. V- Feixes

vasculares secundarios. (C) Acesso PAVRE: |- Epiderme abaxial. 1lI- Células
buliformes. Ill- Epiderme adaxial. IV- Feixes vasculares. V- Feixes vasculares
secundarios. (D) Acesso PAVRL: | e II- Feixes vasculares. IlI- Epiderme adaxial. IV-

Epiderme abaxial. V- Células buliformes.

A mensuracdo das caracteristicas anatbmicas evidencia as diferencas ja
observadas anteriormente. Assim, o comprimento da nervura central, do limbo menor
e do limbo maior foram significativas a (p>0,001) para os acessos, mas nao houve
significaAncia para a variavel largura da nervura central (p>0,1137). Para o
comprimento da nervura central, os acessos PAVML E PAVRL néo se diferenciaram
estatisticamente entre si, mas foram diferentes do acesso PAVRE (Tabela 3). O

comprimento do limbo menor, os acessos PAVML e PAVRL foram diferentes
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estatisticamente dos acessos PAVRE e PAVME, desta forma, os acessos foram
agrupados em dois grupos (Tabela 3). E para o comprimento do limbo maior observou-
se que os acessos foram diferentes entre si, na qual, o acesso PAVRL apresentou

menor comprimento, corroborando o observado visualmente na Figura 12.

Tabela 3- Valores médios e desvio padrdo das caracteristicas anatdbmicas
mensuradas no estagio vegetativo dos quatro acessos de Paspalum virgatum L.

Acessos CNC (um) LNC (um) CLME (um) CLMA (um)

PAVME 533,85 + 18,31ab 547,14+ 14,25 a 120,00 £1,10a  150,00+5,09a
PAVRL 509,29 + 18,99b 601,79 £17,39 a 100,00 £0,75b  137,14+6,08b
PAVRE 580,36 = 24,01a 587,5+16,45a 121,79 +0,93a  159,29+4,50a
PAVML 491,79 + 23,83 b 545,71 + 16,60 a 98,80+ 0,95b  151,15+5,14a

CV(%) 21,75 26,94 6,72 8,84
Cav P valor P valor P valor P valor
Acessos 0,009** 0,1137 ns 0,001** 0,001**

CNC=comprimento da nervura central. LNC= largura da nervura central. CLME= comprimento
do limbo menor. CLMA= comprimento do limbo maior. Cav= causas da variacdo. CV=
coeficiente da variagdo em porcentagem. NS= nao significativo pelo teste F. ** significativo a
1% de probabilidade. ** significativo a 5% de probabilidade. Letras iguais ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p>0,05).

Ademais, as variaveis comprimento do parénquima, espessura da epiderme
adaxial e abaxial apresentaram significancia para os acessos, com excec¢ao da largura
do parénguima (p>0,059) (Tabela 4). O comprimento do paréngquima foi maior para o
acesso PAVRE, se diferenciando dos demais acessos, a espessura da epiderme
adaxial resultou em diferencas entre os acessos, na qual o acesso PAVRE e PAVML
foram diferentes entre si. O acesso PAVML foi diferente estatisticamente também do
acesso PAVME, a espessura da epiderme adaxial foi maior para o acesso PAVRE.
Para a variavel espessura da epiderme abaxial houve diferenca apenas do acesso

PAVML para os demais acessos, com menor espessura (Tabela 4).

Tabela 4- Valores médios e desvio padrdo das caracteristicas anatdbmicas

mensurados no estagio vegetativo dos quatro acessos de Paspalum virgatum L.

Acessos CP (um) LP (um) EEAD (um) EEAB (um)

PAVME 297,85 +114,45b 394,28 +91,14ab 2,14+ 0,57ab 2,32+0,44 a
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PAVRL 315,71 £113,02b 376,07 +88,87ab 1,96 + 0,62bc 2,27+0,48 a
PAVRE 398,21 £+102,48a 412,14+68,81a 2,36+0,39a 2,36 +0,39%a
PAVML 296,07 £82,61b 353,21 +£83,75b 1,60+0,57c 1,74 +0,62b
CV (%) 31,78 21,77 27,26 22,71
Cav P valor P valor P valor P valor
Acessos 0,0008** 0,059 ns 0,0001** 0,0002**

CP= comprimento do parénquima. LP= largura do parénquima. EEAD= espessura da
epiderme adaxial. EEAB= espessura da epiderme abaxial. Cav= causas da variacdo. CV=
coeficiente da variagdo em porcentagem. NS= néo significativo pelo teste F. ** significativo a
1% de probabilidade. ** significativo a 5% de probabilidade. Letras iguais ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p>0,05).

Os resultados obtidos da mensuracdo das caracteristicas morfolégicas
corroboram os resultados obtidos da andlise anatémica. Assim, comprimento das
folhas, largura e angulo de insercédo das folhas no estagio vegetativo apresentaram
significancia (p<0,0001) para os acessos e significancia para os blocos (Tabela 5). O
comprimento das folhas no estagio vegetativo, os acessos PAVML e PAVRL néo
apresentaram diferencas estatisticas entre si, porém, foram diferentes dos acessos
PAVME e PAVRE, sendo estes também diferentes entre si, o acesso PAVRE
apresentou menor comprimento foliar (Tabela 5).

Para a variavel largura das folhas no estagio vegetativo, os acessos PAVML e
PAVRL nao apresentaram diferencas significativas entre si. O mesmo ocorreu para 0s
acessos PAVRE e PAVME, ocorrendo a mesma formacdo de dois grupos como
observado anteriormente para variavel comprimento da nervura central (Tabela 3 e 5).
O angulo de insercao das folhas apresentou diferencas entre os acessos, sendo que
0 acesso PAVML apresentou maior angulo quando comparado com os demais
acessos (Tabela 5).

Tabela 5- Valores médios e desvio padrdo das caracteristicas morfologicas

mensuradas no estagio vegetativo dos quatro acessos de Paspalum virgatum L.

Acessos CFEV (cm) LFEV (cm) AIFEV (°)

PAVME 20,27+3,33b 0,75+0,18 b 0,64 +0,01b
PAVML 24,35+ 297a 1,26 +0,16 a 0,80 +0,01a
PAVRL 24,35 £3,38 a 1,34+ 0,21 a 0,64 £0,01b
PAVRE 16,12+294 c 0,78 £0,21b 0,69 +0,02b
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CV (%) 16,98 7,18 11,05
Causas de variacéo P valor P valor P valor
Acessos <0,0001 ** <0,0001** <0,0001 **
Blocos 0,0133* 0,0463 * 0,0206 *

CFEV= comprimento das folhas no estgio vegetativo. LFEV= largura das folhas no estagio
vegetativo. AIFEV= angulo de insercdo das folhas no estagio vegetativo. CV= coeficiente da
variagdo em porcentagem. NS= ndo significativo pelo teste F. ** significativo a 1% de
probabilidade. ** significativo a 5% de probabilidade. Letras iguais nédo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p>0,05).

Para as caracteristicas morfoldgicas, os resultados obtidos permitem observar
as diferencas entre os acessos. Para as variaveis comprimento, largura e angulo das
folhas no estagio reprodutivo foram significativos para o fator acesso (p>0,0001), mas
nao significativo para bloco (Tabela 6). Assim, para o comprimento das folhas neste
estagio observa-se que o acesso PAVME foi diferente estatisticamente apenas dos
acessos PAVML e PAVRL, com menor comprimento. Para a largura das folhas no
estagio reprodutivo, houve a formacéo de dois grupos, PAVML e PAVRL, PAVME e
PAVRE, a largura da folha deste dultimo grupo apresentou menores valores,
corroborando com o observado no corte histoldgico transversal (Figura 11). O mesmo

comportamento foi observado para o angulo de insercéo das folhas (Tabela 6).

Tabela 6- Valores médios e desvio padrdo das caracteristicas morfolégicas

mensurados no estagio reprodutivo dos quatro acessos de Paspalum virgatum L.

Acessos CFER (cm) LFER (cm) AIER (°)
PAVME 30,79+0,56 b 0,82+ 0,33b 9,85+0,37 b
PAVML 37,13 £ 0,48a 1,74+0,17a 19,85+0,37 a
PAVRL 44,07+0,55 a 1,76 £ 0,29a 19,85+ 0,37 a
PAVRE 36,85+ 0,42 ab 0,72+0,29b 9,98 +0,03 b
CV (%) 8,87 26,5 2,2

Causas de variagéo P valor P valor P valor

Acessos 0,0001** <0,0001** <0,0001 **

Blocos 0,6691 ns 0,8677 ns 0,5154 ns

CFER= comprimento das folhas no estagio reprodutivo. LFER= largura das folhas no estagio
reprodutivo. AIFER= angulo de insercao das folhas no estagio reprodutivo. CV= coeficiente
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da variacdo em porcentagem. NS= ndo significativo pelo teste F. ** significativo a 1% de
probabilidade. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Para as varidveis mensuradas das estruturas reprodutivas, largura das
espiguetas, comprimento e largura das inflorescéncias ndo apresentaram diferengas
significativas (p> 0,465, p> 0,4477, p> 0,79, respectivamente) para 0s acessos e para
os blocos, no entanto, houve significancia estatistica para a variavel comprimento das
espiguetas (p> 0,004) (Tabela 7). Portanto, o acesso PAVRL foi diferente
estatisticamente do acesso PAVML, mas o PAVML nao apresentou diferenca dos
acessos PAVRE e PAVME, de tal modo, o maior comprimento de espigueta observado
era do acesso PAVRL (Tabela 7).

Tabela 7- Valores médios e desvio padrdo das caracteristicas morfoldgicas
mensurados no estagio reprodutivo dos quatro acessos de Paspalum virgatum L.

Acessos CE (cm) LE (cm) Cl (cm) LI (cm)
PAVME 4,85 + 0,98ab 0,24 £0,11a 11,37+ 0,42a 493+0,23a
PAVML 4,75+ 1,88 b 0,28+0,10a 11,33+0,46a 10,65%+0,38a
PAVRL 6,78 +1,28a 0,30+0,14a 12,06+0,41a 9,98 + 0,35a
PAVRE 4,52+ 0,99ab 0,24+0,05a 10,16 +0,40a 7,06 + 0,27a
CV (%) 25,57 27,7 14,91 21,39
Causas de variacao P valor P valor P valor P valor
Acessos 0,004 ** 0,465 ns 0,4477 ns 0,79 ns
Blocos 0,3128 ns 0,2356 ns 0,5897 ns 0,5761 ns

CE= comprimento das espiguetas. LE= largura das espiguetas. Cl= comprimento das
inflorescéncias. CV= coeficiente da variacdo em porcentagem. NS= nao significativo pelo teste
F. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). ** significativo a 1% de
probabilidade. ** significativo a 5% de probabilidade.

3.2 Quantificacédo da cera epicuticular dos acessos

A anadlise colorimétrica cera epicuticular dos acessos permite quantificar a
guantidade de cera presente em uma superficie foliar, podendo ser utilizada para
caracterizar plantas diferentes da mesma espécie, seja em diferentes estagios de
desenvolvimento ou mesmo condi¢cbes abidticas diferentes. As plantas utilizadas

apresentavam as mesmas condi¢cfes abidticas e de estagio de desenvolvimento.
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Figura 15- Curva padréo da quantificacdo da cera epicuticular para as folhas dos
guatros acessos de Paspalum virgatum L e para testemunha (Polietileno glicol, marca

Dinamica®).

As curvas padrdo dos acessos apresentaram diferencas da testemunha, ou
seja, a densidade otica foi menor (Figura 15). Contudo, 0os acessos e a testemunha
apresentaram o mesmo comportamento linear. Além disso, observa-se que com o
aumento da massa foliar ha um consequentemente aumento a quantidade de cera
epicuticular. Na Figura 15 é possivel observar a ascensdo dos acessos PAVRE e
PAVME em relacdo aos demais acessos, sendo o maior ponto observado para o
acesso PAVRE (R?70,71) com 1,2 g de folha fresca.

Na andlise de regressao, a regressao linear foi a que melhor se adequou ao
comportamento dos dados (p>0,001), com valores de R?de 0,71 a 0,98 (Tabela 8). As
meédias obtidas de todas as leituras ndo resultaram em diferencas entre os acessos,

mas houve diferenca entre a testemunha, corroborando o observado na Figura 15.

Tabela 8- Valores médios e a andlise de regressdo da quantificacdo de cera

epicuticular dos quatros acessos de Paspalum virgatum L.

Acessos Equacéo R? Média das leituras (nm)

Testemunha 0,6230x+0,1947 0,9458 0,7210a
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PAVRE 0,4999x - 0,2484 0,7188 0,1751 b
PAVME 0,3969x - 0,1379 0,9182 0,1973b
PAVML 0,1396x+0,0001 0,9849 0,1180b
PAVRL 0,0495x+ 0,0502 0,9609 0,0921b
CV (%) 28,32

Pvalor 0,0001**

Testemunha= Polietileno glicol, marca Dinadmica®. CV= coeficiente da variacdo em
porcentagem. ** significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. Letras iguais ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

3.3 Determinacdo do nivel de ploidia e analise de DNA satélite dos acessos

Os individuos analisados apresentaram o0 mesmo valor de contetudo de DNA, o
valor 2C de 2,8514pg (desvio padrdo= 0,0026). O conteido de DNA nuclear foi
mensurado a partir de plantas de Solanum lycupersicum, como planta padréo; essa
planta apresentou o contetdo 2C DNA de 2,00 pg. Portanto, € possivel concluir que
todos os acessos de Paspalum virgatum L. estudados neste trabalho sado classificados
como tetraploides (Figura 17).

Durante a observacéao do fluxo génico dos individuos, verificou-se que 0 acesso
PAVME apresentou dois individuos com discrepancia entre os demais exemplares do
mesmo acesso e também em comparacdo com exemplares dos demais acessos. As
amostras identificadas como 26 e 28 apresentaram valores 2C DNA de 3,3853 e
3,3342 pg, respectivamente, ou seja, apresentaram aproximadamente 17% a mais de
DNA nuclear.

Os resultados da analise de sequenciamento para identificacdo dos DNA
satélites dos acessos possibilitaram a identificacdo de sete sitios de DNA satélite em
todos os acessos, sendo que as sequéncias repetitivas foram denominadas na escala
de maior para menor ocorréncia. Portanto, a sequéncia de maior repeticdo foi
chamada de PAV_sat 1 e a de menor ocorréncia PAV_sat 7 (Figura 18). A descricdo
da constituicdo da sequéncia de base nitrogenadas demonstra as diferencas entre 0os

tamanhos e a organizagdo dos DNA satélites.
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Figura 17- Histogramas representativos da analise de citometria de fluxo de plantas de
Paspalum virgatum L. (A) Acesso PAVME, (B) Acesso PAVML, (C) Acesso PAVRE e (D)
Acesso PAVRL.

A visualizacdo da linha na direcdo diagonal formada no gréfico permite
perceber que as similaridades observadas estdao nos quadrantes correspondentes a
cada DNA satélite identificado, ou seja, o quadrante do PAV_sat 1 com PAV_sat 1
formaram uma linha demostrando que séo iguais, mas a formacao da linha n&o foi
observada para os quadrantes PAV_sat 1 com PAV_sat 4, por exemplo, demostrando
gue sdao diferentes (Figura 19). Assim, os DNA satélites identificados nas amostras
sdo diferentes entre si; apenas nos quadrantes PAV_sat 3 e PAV_sat 5 apresentaram
similaridades entre si, mas a semelhanca nas bases nitrogenadas que compdem as

sequéncias é relativamente pequena (Figura 19).
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DNA satélite

Constituigao

PAV_sat1

GCGAAAAAAGAAGAAATGGTTCCGGTGGCACAAACTCATGCCTTGTATACACCCCGATGCCCGTTTTCCAAATGGGTCACGTGCGGCAACG
AAATGGCGCGAAACCACCCCAAACATGAGTTTTGGACCTAAAGTAGTGGATTGGGCATGTTCGTT

PAV_sat2

AACACAAGCTTGCCGAACTTCGGGGCCCGAGAACTCGGCTTTCCCGGCCGATTTTCGCAAAAGTAGATTCGCCGCACCCGGCAAAGCGGG
GGAGAACCGGATGCGAAATTTTCTGCCGATTTCCGGAATGTATTTATGTGCCCAATTCCGAGTCCGGATGCAGCGTTTGGAGCCCCGGTAC
CGTCGTCCAAAGCCTCAGCCCGAAATGTGGCCAAGTTTCGTAATTTTACAATCCGCCACATCCCTCACGGCCATAAGGAGCTACCCTATGAT
CTCACCACTCCCCGGGCTGGGAGGTCAGAGGAAGACTGAGTGACCAGCACGTTGCCCGAGGAGCAAATACGGTGACCGCACGCACGTCTA

PAV_sat3

GAAAACTCATGAAAGTCAAGTTCGCTCGGTAAACCGGCCATAACTTCTTCAAGGCCTACTGTCTGAGTGCCAACGTCCTCAAAAGTGAATATT
TCCCCACGCCGCCAAGTTCCTAGCACTCATAAGGAGCATACCGATGATCTAGCATCATGTGACGCTGAGAAATGGACGGATGACCCCC

PAV_sat4

AAAAATAAAAACAAAAAATTGACGACACCCGAAGTAGTCTTCCCGCTCGTGCCTCACATATACCCACCGTCGGGAACCGTGTCGCGTCTGGC
GTTCGTACCCTGTGAGGAACCGTGCCGCTAACCCATCCACCGTGCCTCTAATGACCGTATGTCCCTCCTAAGACGCGCCGCCAATTTTGGG
GGTTAGCGGGAGTGGCACGGGTTCCCATTGCCAAGACGCAAGGTGCCCCGTATATTGGCCATAACTATCGCTATAAGACTCAGAATTGCGC
GGGCTCGGTCTTGTTGGAAAGATAACTGCAAATCCCACACCACAGGAACGAAAAACGGAAGTTTTGGTCATACTAAGTATTTCTAA

PAV_sat5

CTAACGAGCAGGAGCACCCCATGGGAACGCGAAATCAAGGTTTTGACCGCTAGAGAGATTTTTGTGCCAATCTATAAGGCCAACACCTCGCA
CACAAGGTCAGGCGTTTCTAACATTGGCACGGACCGAAACGTGGGTACCATGGCTTACTGTCCGAGATCTTGTTCCTCCAAAATTGATTATTT
TTCCTCTCTGTAAACTTCCTATCCCTCGCAAGGAGCATACCTATGATCCCAACTGAAGAGACATGAATCCGACCGCAAACGACCCCTGAAAA
CTCATGAAAGTGAGGTCTGCTTAGTATAACGGCCATAACTTCTGCCAGGGGACTCAGAATCTTGGGCTGTCGGGCTCGATGGAAAG

PAV_sat6

TTTTTGAACGGCCCTTTTCTCTAAATTCGCCTTGCATGGTGTGCTCCACGTGATTATGCAACCGGGAAAAAAAACTAGACCCAAAACGGGATA
CGGATGAGGAAGTTATGGCCCTTTCGATGGGTTCGCGGTGCCTTAAACGGCATCGTACTGTCGCTCCGGGGCCTATCAGCACCGTAGTCGA
CCAGAACACGGCATAAGAGAGGTCTATCCTGAAGAAGGCCTTGTCTCGTAGAATTCTAGGTGGTTGGAGGTCCTGAATCGTGCAACGACGG
TGCCGATGCGGCCAGCACGATTAAAACGTCGCAGGGAGGGCGTTGAAATGGCCCTGACCTGTTATTTATGTCATATTTATTTITTTTTATT

PAV_sat7

CGGAGTGACTTCTGACGGAAAATTCCATGGTAAATACTTCCAATGCTCAA TCCGGTGCCCGTGTTTTTTCGGATGCGTACACGGGTCCT

TGTGAAGCCCGTGTTTTACGGCTCAAGATTTTCTTGGAGGAAGGTCGAATAACACAAAAGATTCCCTTGAATTATGCTCC

Figura 18- Representacdo da sequéncia de bases nitrogenadas identificadas que

compdem o DNA satélites dos acessos de Paspalum virgatum L.

PAV_sat1 PAV_sat2 PAV_sat3 PAV_sats PAV_sat5 PAV_sat6 PAV_sat?

150 300 450 500 750 900 1050 1300 1350 1500 1650 1500 1950

PAV_sat1

PAV_sat2

450

00

PAV_sat3

750

400

PAV_sat4
1050

1200

PAV_sat5

1350

1500

PAV_sat6
1800 1650

PAV_sat?

10
I

W1

-2

V-3

o4

V-5

W-B

VT

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-& H-T

Figura 19- Grafico da analise DotPlot entre as sequéncias de bases nitrogenadas

identificadas que compdem o DNA satélites dos acessos de Paspalum virgatum L.
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A proporcéo de DNA satélite identificada foi diferente entre os acessos PAVRL,
PAVML, PAVRE e PAVME, resultando na formacédo de grupos; PAVML e PAVRL
apresentaram maior proporcao de PAV_satl em comparag¢do com os acessos PAVRE
e PAVME (Tabela 9) e vice-versa para os demais DNA satélites, havendo diferengas
de o dobro do valor para cada familia de DNA satélite observado. Mesmo a familia
PAV _sat 7 ter sido identificada, os estudos de comparacao nao foram realizados para
a proporcionalidade entre 0os acessos por apresentar valores proximos de zero em
todos os acessos.

Tabela 9- Porcentagem de cada DNA satélite identificado para cada acesso de
Paspalum virgatum L.

Acesso PAV _satl |PAV_sat2 |PAV _sat3 |PAV _sat4 |PAV_sat5 |PAV_sat6
PAVRL
PAVML

PAVME

PAVRE

Devido a dois individuos dentro do acesso PAVME apresentarem resultados do
tamanho do genoma com valores acima do encontrado para os demais, realizou-se a
observacéo especifica desse acesso (Tabela 10). Entre as repeticdes do acesso foi
possivel observar a variagcao na proporc¢ao dentro das repeticbes somente nas familias
de DNA satélite PAV_sat 1 e PAV_sat 2, sendo que dentro do PAV_sat 1 o0 acesso
PAVME_3 apresentou maior porcentagem em comparacao com as demais repeticoes,
e a PAVME_2 apresentou um valor intermediario, para o PAV_sat 2 as repeticdes 1 e
2 foram semelhantes, mas novamente a repeticdo 3 apresentou maior proporcao. A
familia PAV_sat 3 e 4 ndo foram utilizadas para efeito da comparacdo, pois

apresentaram valores muito pequenos, proximo de zero.

Tabela 10- Porcentagem de DNA satélite identificado para as repeticbes do acesso
PAVME da espécie Paspalum virgatum L.

Acesso PAV_satl PAV_sat2 PAV_satb PAV_sat6 PAV_sat7
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PAVME_1 1,82% 0,44% 0,08% 0,07% 0,06%

PAVME_2 2,12% 0,48% 0,09% 0,07% 0,06%

PAVME_3 2,24% 0,72% 0,08% 0,07% 0,05%
4 Discussao

De modo geral, os acessos de Paspalum virgatum L. apresentaram diferencas
entre si em diversas caracteristicas importantes, como, por exemplo, comprimento e
largura da lamina foliar, apesar de serem identificadas como sendo plantas da mesma
espécie. Esses fatores sdo de extrema relevancia para entender a plasticidade da
espécie e também para elaboracéo de estratégias eficientes de manejo. Funk (2008)
conclui que as espécies consideradas plantas daninhas apresentam alta plasticidade
de importantes estruturas, como, por exemplo, a lamina foliar, independente se a
espécie esta situada em uma area com alto ou baixo disponibilidade de recursos, e
assim, a alta plasticidade da planta influenciara na aptiddo da planta em uma
determinada area. Portanto, as caracteristicas observadas da espécie de Paspalum
virgatum L possibilitam o melhor entendimento sobre a evolucdo da adaptabilidade da
espécie.

Na caracterizacdo de uma espécie é importante observar as diferencas nas
sementes, pois as medidas biométricas sdo importantes para o entendimento da
variabilidade existente, especialmente em espécies nativas que nao sofreram o
processo de melhoramento genético (Vieira e Gusmao, 2008). Assim, 0S acessos
estudados neste trabalho apresentaram diferencas estatisticas e visuais, como no
tamanho e na coloracdo das sementes, que possivelmente interferird na emergéncia
das plantulas, uma vez que, sementes pequenas apresentam menor porcentagem de
reserva nutricional (Figura 1).

O acesso PAVRL apresentou um comprimento de semente de
aproximadamente 59% maior que o acesso PAVRE, assim como para a largura (60%)
e peso de mil sementes (39%). Assim, 0 acesso PAVRL apresenta maior reserva de
nutrientes no endosperma e isso poderia permitir que as plantas desse acesso
possam sobreviver por mais tempo em condicdes desfavoraveis. Isto esta,
obviamente, relacionado com o estabelecimento da planta em uma determinada area,

ou seja, com a viabilidade e vigor (Padua et al., 2010).
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Portanto, no aspecto germinativo é perceptivel a resposta de cada acesso aos
tratamentos pré germinativos utilizados neste estudo. Os acessos PAVRL e PAVML
apresentaram maior porcentagem de germinacéo, plantulas normais e indice de
velocidade de germinacgdo, varidveis importantes para o estabelecimento das plantas
em campo. Dessa forma, esses acessos, por apresentarem maior reserva de
nutrientes no endosperma, resultardo em maior quantidade de plantulas em campo,
OuU seja, em uma area esses acessos rapidamente se estabelecerdo e terdo maior
dominancia relativa em comparacdo aos acessos PAVRE e PAVME. No entanto, o
PAVML apresentou menor porcentagem de germinacéo e IVG que o PAVRL podendo
indicar uma dorméncia das sementes.

Diferente do observado nesse trabalho, Silva et al. (2017) observaram que o
uso de métodos de superacdo de dorméncia das sementes de Paspalum virgatum L.
foram eficientes em aumentar a porcentagem de germinagdo, com taxas proximas de
70%, enquanto neste estudo a porcentagem maxima foi de 23%. Os autores relatam
gue em areas de pastagem ocorre a naturalmente a escarificacdo quimica, uma vez
gue os animais se alimentam das folhas junto com as sementes. Sendo assim, por
passarem pelo trato digestivo dos animais em contato com o acido estomacal, e
posteriormente defecam e disseminam as plantas pela area, sofrerdo um tratamento
de superacdo de dorméncia das sementes (Silva et al., 2017). Porém, devido as
estruturas pontiagudas na borda da lamina foliar, a graminea torna-se intragaveis para
o animal, principalmente na fase reprodutiva da planta (Gonzalez-lbafiez, 1984);
nesse caso, 0 animal somente se alimentara da espécie quando houver escassez de
alimento disponivel.

Em relacdo ao comprimento da parte area e da raiz das plantulas, o acesso
PAVME apresentou resposta diferente aos tratamentos utilizados, na qual o nitrato de
potéssio resultou em maior comprimento de raiz e da parte area. Essa substancia é
comumente utilizada nos ensaios germinativos de sementes de gramineas, como por
exemplo, Urochloa ruziziensis R.Germ.& Evrard e Panicum maximum Jacqg. (Toledo,
Novembre e Chamma, 1994; Noia et al., 2014), por estimular o processo germinativo
das sementes. Devido a esse fato, utilizou-se esse tratamento pré-germinativo, mas o
seu uso ndo aumentou a taxa de germinagcdo da semente. Marques et al. (2019)
relataram que a maior porcentagem, uniformidade e velocidade de emergéncia das
plantulas de Paspalum virgatum L. foram observadas em sementes proximas da

superficie do solo. Com o revolvimento do solo, que ocorre no processo de renovagao
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do pasto, as sementes que estavam em profundidades maiores sdo levadas para a
superficie, causando o aumento da frequéncia da planta na area.

Aléem das diferencas entres 0s acessos nha germinacdo e biometria das
sementes, 0s acessos também apresentaram diferencas no teor relativo de clorofila
total. O teor de clorofila é utilizado para predizer a condicdo nutricional das plantas,
podendo ser determinado por dois processos distintos: destrutivo e ndo destrutivo.
Neste trabalho optou-se pelo uso do método ndo destrutivo e existem diversos
trabalhos que afirmam a precisao da mensuragéo com o uso do clorofildmetro (Godoy
et al., 2007; Hurtado et al., 2011; Coelho et al., 2018; Caudle et al., 2014). Argenta et
al. (2001), relataram que a leitura realizada estimou com boa precisao, rapidez e
menor custo o teor relativo. Em relacdo ao teor de clorofila, o acesso PAVRE
apresentou maior teor e se diferenciou do acesso PAVRL, evidenciando que existem
diferencas entre os acessos, uma vez que, todas as plantas utilizadas na mensuracao
estavam nas mesmas condicdes de luz, radiacdo, agua e nutrientes; logo, essa
diferenca refere-se ao acesso.

No que se refere a topografica da lamina foliar dos acessos nao se observou
diferencas, pois ambas as superficies, adaxial e abaxial, apresentavam estématos,
células da epiderme dispostas perpendiculares a nervura e pelos curtos. Esse fato
pode influenciar nos depdsitos dos herbicidas e consequentemente no controle da
espécie; assim, a presenca de poucos pelos ndo interferira na deposicdo e no
espalhamento da gota (Santos et al., 2016). Hess e Falk (1990) relatam que as
caracteristicas topogréficas de uma superficie, como por exemplo, a presenca e
distribuicdo de pelos influenciam na distribuicdo do herbicida pulverizado nas folhas,
e em algumas condicOes s&do responsaveis pelo o controle ndo satisfatério das
plantas. Apesar de ndo observar diferencas topogréaficas entre os acessos, houve
diferencas quando realizado o corte histologico transversal. Visualmente os acessos
PAVME e PAVRE apresentam folhas com maior curvatura, o que permite presumir
gue esses acessos apresentam maior tolerancia a pulverizacao de herbicidas, pois as
gotas escorrem pela lamina foliar antes de ocorrer o processo de penetracédo e
absorcao do produto aplicado (Procopio et al., 2003; Smith et al., 2000; Hatterman-
Valenti, Pitty e Owen, 2011).

Apesar de as médias das leituras de quantificagcdo de cera epicuticular ndo
apresentarem diferencas estatisticas, na Figura 15 observa-se o comportamento da

curva padrdo para cada acesso, demonstrando que existem diferencas do acesso
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PAVRE para os demais acessos. A quantificagdo é importante, pois esta diretamente
relacionada com os fatores que afetam o controle quimico de uma planta, ou seja, a
eficacia do herbicida pulverizado. Para Neinhuis e Barthlott (1997), a molhabilidade
das superficies € reduzida pelas ceras epicuticulares, e quanto maior a quantidade de
cera depositada menor sera a molhabilidade da superficie, acrescentando a
classificacéo de hidrofdbicas.

Apesar das diferencas existentes entre os acessos observadas anteriormente,
geneticamente ndo houve diferencas no nivel de ploidia e no tamanho do genoma dos
acessos. Desta maneira, os acessos PAVML, PAVRL, PAVRE e PAVME séao
tetraploides, com valor 2C de 2,8514 pg, corroborando o relatado por Burson e Quarin
(1982) para espécie, com 2n=4x=40 cromossomos. Os autores também relataram que
€ uma espécie que se reproduzem sexualmente e € meioticamente estavel.

Galdeano et al. (2016) e Hojsgaard et al. (2009) também relataram que a
espécie é tetraploide, em acessos obtidos na Bolivia e no Brasil, no estado de Mato
Grosso, sendo este estado o0 mesmo na qual foi obtidas exemplares dos acessos
PAVML e PAVME. Normalmente, 75% das espécies conhecidas do género Paspalum
séo poliploides, com genoma considerado basico e tetraploides apomiticos (Galdeano
et al., 2016), como exemplo, a espécie Paspalum plicatulum Michx., que é tetraploide
e apomitica (Sartor, Quarin e Espinoza, 2009), diferente da espécie Paspalum
virgatum L. Ademais, os dois individuos do acesso PAVME que apresentaram 17% a
mais no tamanho de genoma assim, necessita de uma analise detalhada do genoma,
a nivel molecular.

Contudo, a combinacdo de todas as caracteristicas estudas, biométricas,
morfologicas, anatbmicas e genéticas induz ao entendimento da formacéao de dois
grupos distintos com caracteristicas fenotipicas impares. O primeiro grupo formado
pelos acessos PAVML e PAVRL e o outro grupo formado pelos acessos PAVME e
PAVRE, demostrando a capacidade da espécie em se adaptar, ou seja, a plasticidade,
podendo ser essas caracteristicas utilizadas para identificar o processo de selecéo,
seja natural ou antropica que a espécie sofreu, uma vez que as sementes foram
coletadas em areas de pastagem que apresentaram continuo manejo com método
guimico de plantas daninhas.

De modo geral, as caracteristicas morfoanatdbmica e genética permitiram
constatar as diferencas existentes entre os acessos, apesar de os resultados da

citometria de fluxo ndo apresentarem diferencas entre o tamanho do genoma dos
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acessos. Contudo, o sequenciamento do DNA possibilitou a observacdo das
diferencas na proporcionalidade de cada DNA satélite encontrado, ou seja, existe
diferencas morfoanatdmica e genética entre 0os acessos. As sequéncias de DNA sédo
importantes por poderem representar até 50% do genoma de uma planta, Ingle,
Pearson e Sinclair (1973) relataram que a maior quantidade de DNA satélite foi
observada na familia cucurbitaceae com 44% do DNA nuclear. Cada familia de DNA
repetitivo ou DNA satélite apresenta diferencas no grau de homologia, organizacao
gendmica e fisica (Rubis et al., 1998; CiZzkova et al., 2013). Assim, as diferencas na
constituicdo encontradas em cada DNA satélite identificado nos acessos ratificam que
sdo pertencentes a diferentes familias, portanto, no estudo exploratério dos dados
obteve sete familias, sendo a familia 1 a de maior repetitividade.

A distintas proporcionalidades das familias do DNA repetitivo no acesso
PAVME demostra que esse acesso possui individuos com caracteristicas especificas,
pois apresentam valores de tamanho de genoma e de proporcionalidade diferentes
dentro do acesso, evidenciando a necessidade de mais estudos sobre os acessos de
Paspalum virgatum L., especificamente sobre essas diferencas encontradas nesses
individuos desse acesso.

As sequéncias de DNA repetitivo haviam sido, por décadas, uma parte oculta
do genoma, sendo consideradas em muitos momentos DNA lixo. Porém, nos dltimos
anos, tem sido estudada para entender a sua funcéo. Segundo Garrido-Ramos (2015),
o DNA repetitivo é necessario para emparelhamento e segregacdo, além da
organizagcdo dos cromossomos e modulagdo da expressao génica, sendo também
sequéncias de evolucao rapida que podem causar barreiras reprodutivas e promover
a especiacao. Logo, os resultados obtidos sobre o DNA satélite e a proporcionalidade
em cada acesso nos induz a crer que as diferencas relatadas anteriormente nesse
estudo podem estar relacionadas com a proporcionalidade de cada familia de DNA
satélite em cada acesso. Mehrotra e Goyal (2014) enfatizam que essa analise é
importante para estudos taxonémicos e filogenéticos, uma vez que sdo considerados

chave de regulagem do processo evolutivo.

5 Conclusdes
Os acessos apresentam diferencas morfologicas e anatbmicas. As sementes
dos acessos PAVRL e PAVML possuem coloragdo marrom escura e sdo sementes

com maior comprimento e peso de mil sementes. A lamina foliar € menor para os
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acessos PAVRE e PAVME, sendo esta caracteristica a mais evidente para
diferenciacéo visual dos acessos. Os exemplares dos acessos foram identificados
botanicamente como sendo da mesma espécie e apresentaram o mesmo tamanho do
genoma, 2,85 pg, sendo plantas tetraploides, mas apresentam diferentes
proporcionalidade em DNA satélite.
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Capitulo 4- Aplicacdo sequencial de herbicidas em acessos de Paspalum

virgatum L

Resumo: O capim-navalha (Paspalum virgatum L.) é uma graminea perene
encontrada em quase todos os paises, sendo comum em areas destinadas a pecuaria
e, devido a similaridade botanica com as espécies forrageiras, seu controle é
dificultado. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia da aplicacdo sequencial de
herbicidas com mecanismo de acdo ALS, ACCase e EPSPS em quatro acessos de
Paspalum virgatum L. O experimento foi realizado em condi¢cdes semi-controladas,
utilizando plantas em pleno estadio vegetativo e reprodutivo dos quatros acessos
(PAVME, PAVRE, PAVML e PAVRL). Os tratamentos utilizados foram o herbicida
imazetapir nas doses de 424, 636, 848, 1060, 1272 e 1696 g ha* de ingrediente ativo,
e também os herbicidas cletodim (240 g ha! de ingrediente ativo) e glifosato (540 g
ha! de equivalente acido); aos 30 dias apds a aplicacéo realizou a segunda aplicacéo
dos tratamentos. Foram realizadas avaliacGes visuais de intoxicacdo e analises de
caracteristica das caldas fitossanitarias aplicadas (tensé&o superficial e angulo de
contato). O herbicida imazetapir resultou em porcentagem de controle de
aproximadamente 95% dos acessos PAVML e PAVRL, e de aproximadamente 75%
para os acessos PAVRE e PAVME. O uso dos herbicidas glifosato e cletodim néo
resultaram em controle excelente para os acessos PAVRE e PAVME. O angulo de
contato da gota de agua € maior para os acessos PAVME e PAVRE. No entanto, a
aplicacao sequencial do herbicida imazetapir foi eficiente para o controle das plantas

dos acessos de Paspalum virgatum L. a partir da dose de 8 Lha? p.c.:

Palavras-chaves: Capim-navalha, controle quimico, clethodim, glyphosate,

imazethapyr, angulo de contato,

Abstract: Talquezal (Paspalum virgatum L.) is a perennial grass found in almost all
countries, being common in areas destined for livestock and, due to its botanical
similarity with forage species, its control is difficult. The objective of this work was to
evaluate the effectiveness of the sequential application of herbicides with the
mechanism of action ALS, ACCase, and EPSPS in four accessions of Paspalum
virgatum L. The experiment was carried out in semi-controlled conditions, using plants
in vegetative stage and reproductive system of the four accessions (PAVME, PAVRE,
PAVML and PAVRL). The treatments used were the herbicide imazethapyr in doses
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of 424, 636, 848, 1060, 1272 and 1696 g ha' of the active ingredient, and also the
herbicides clethodim (240 g ha! of the active ingredient) and glyphosate (540 g ha !
acid equivalent); at 30 days after application, the second application of treatments were
performed. Visual intoxication assessments and characteristic analysis of the applied
phytosanitary solutions (surface tension and contact angle) were carried out. The
herbicide imazethapyr resulted in a control percentage of approximately 95% of the
PAVML and PAVRL accessions, and of approximately 75% for the PAVRE and
PAVME accessions. The use of the herbicides glyphosate and clethodim did not result
in excellent control for the PAVRE and PAVME accessions. The contact angle of the
water drop is greater for the PAVME and PAVRE accesses. Therefore, the sequential
application of the herbicide imazethapyr was efficient for the control of the plants of the

accessions of Paspalum virgatum L. from the dose of 8Lha™* c.p.

Keywords: Talquezal, chemical control, clethodim, glyphosate, imazethapyr, contact

angle

1. Introducéo

O género Paspalum possui aproximadamente 400 espécies distribuidas em
todas as regides tropical e subtropical do mundo. No Brasil, esse género € definido
como grupo de plantas perenes, cespitosas e com colmos delgados (Oliveira e Valls,
2002; Maciel, Oliveira e Alves, 2009), com espécies que possuem valor econémico
para o setor agropecuario, como por exemplo, formacdo de pasto para os animais e
gramados esportivos (Marcon et al., 2019; Reyes-Cabrera et al., 2019; Maciel, Hama
e Souza, 2010). Porém, apresenta também espécies consideradas importantes
plantas daninhas, que causam enormes prejuizos econémicos, dentre elas, o capim-
navalha (Paspalum virgatum L.) (Takeshita et al., 2018).

O capim-navalha é uma graminea perene em encontrada em toda a América
Sul; no Brasil, é encontrada em varios estados, Para, Roraima, Mato Grosso,
Maranhdo, Pernambuco, Sao Paulo, entre outros. A presenca dessa espécie € comum
em areas destinadas a pecuaria onde, além de competir com as plantas forrageiras,
causa enormes danos aos animais, devido a presenca de estruturas cortantes na
borda das folhas. E uma planta daninha extremamente agressiva no agroecossistema
e de dificil controle (Silva et al., 2020).

Os desafios para elaboracdo de estratégias de manejo dessa espécie sdo

enormes, pois apresentam similariedade botanica com as espécies forrageiras, € uma
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planta perene, ndo palatavel aos animais, com alta producdo de sementes, com
plasticidade e alta adaptabilidade ao ambiente. Além disso, as areas na qual sao
infestantes muitas vezes apresentam alto declive, sendo que as opera¢gdes mecanicas
se tornam inviaveis (Goulart et al., 2012; Silva et al., 2020). Diante dos desafios, a
estratégia mais utilizada é o controle quimico, mas existe pouco conhecimento sobre
gual herbicida utilizar e qual a dose que resulte no controle satisfatério da planta
daninha sem causar danos as plantas forrageiras (Passini e Kranz,1997).

Em pesquisas desenvolvidas na area de planta daninha € comum ensaios que
mensurem e comparem as repostas das plantas as moléculas de herbicidas. Uma
dessas ferramentas, € 0 ensaio dose-resposta, no qual é possivel determinar qual a
dose requerida para o controle das espécies de plantas daninhas, a chamada dose
efetiva (ED), sendo ela ED50 ou ED90, que informa que na dose x, 90% das plantas
irdo ter controle (Knezevic, Streibig e Ritz, 2007; Seefeldt, Jensen e Fuerst, 1995).

Na literatura € possivel encontrar alguns trabalhos relacionados ao controle
guimico da espécie, com algumas moléculas, como trifluralin, atrazine, glyphosate
(Sistachs, Fernandez e Léon, 1982; Takeshita et al., 2018; Gonzalez- Ibafiez, 1984).
Takeshita et al. (2018) mostraram em estudo de dose-resposta do herbicida atrazine,
gue a dose de 500g ha i.a. foi eficiente para o controle do capim-navalha, mas com
o aumento da dose os danos as plantas forrageiras foram significativos. Para
Gonzalez-Ibanez (1984), a aplicacéo direcionada de glyphosate, ou seja, a aplicacéo
com rolo, ndo resultou em danos para as forrageiras. Todavia, nesse caso é possivel
compreender que a tolerancia do uso do glyphosate esta relacionada a tecnologia de
aplicacéo utilizada, uma vez que se as forrageiras esivessem no mesmo porte da
planta daninha, a aplicacdo de rolo ndo seria seletiva, podendo causar danos a
forrageira.

Apesar dos estudos citados anteriormente, ainda néo existe estudos sobre o
uso das moléculas imazetapir e cletodim para o controle desta espécie. O imazetapir
€ um herbicida que pertence ao grupo dos inibidores da enzima acetolactato sintase
(ALS), grupo quimico das imidazolinonas, inibindo a sintese de aminoacidos, com
residual no solo (Stougaard, Shea e Martin, 1990; Loux, Liebl e Slife, 1989; Pertile et
al.,, 2020). O cletodim pertence aos inibidores da enzima acetil A carboxilase
(ACCase), sendo comumente conhecidos como graminicidas sistémicos (Yu et al.,

2007; Jordan et al., 1996). Marchioretto e Dal Magro (2017) verificaram que a
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aplicacao de cletodim e imazethapyr controlou Digitaria spp., sendo essa da mesma
familia de Paspalum virgatum L.

Contudo, estudos sobre a técnica de aplicacdo sequencial de herbicidas, sejam
isolados ou em mistura se fazem necessérios. Correia, Durigan e Leite (2008),
estudaram a aplicacdo sequencial de glyphosate para o controle de Commelina
benghalensis Hort., e verificaram que a aplicacdo sequencial nédo foi eficaz para o
controle da espécie. Porém, Correia et al. (2010) estudaram o controle de Digitaria
insularis L. e verificaram que a aplicacdo sequencial foi eficaz no controle de
populacées mais tolerantes da espécie. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a eficacia da aplicacao sequencial de herbicidas com mecanismo de acdo ALS,

ACCase e EPSPS em quatro acessos de Paspalum virgatum L.

2. Material e métodos

As sementes de Paspalum virgatum L. (capim-navalha) foram coletadas nos
estados de Mato Grosso e Para, onde havia relato de infestagdo da espécie em area
de pastagem. Foram coletados quatro acessos, dois de cada estado, sendo um
caracterizado com o limbo foliar mais estreito e outro mais largo, Dessa forma,
denominou-se o0os acessos como: PAVML (Plantas coletadas no estado de Mato
Grosso com limbo foliar mais largo), PAVME (Plantas coletadas no estado de Mato
Grosso com limbo foliar estreito), PAVRL (Plantas coletadas no estado do Para com
limbo foliar mais largo, 8° 6'9.56”S Latitude 50° 20°48.74’0 Longitude) e PAVRE
(Plantas coletadas no estado do Para com limbo foliar estreito, 8° 815.97”S Latitude
50° 24°27.21”0 Longitude).

As sementes de Paspalum virgatum L. coletadas foram armazenadas em sacos
de papel e transportadas ao laboratorio onde foi realizada a limpeza e separacao.
Apoés o ensaio de germinacédo, as sementes foram semeadas em bandejas de isopor
contendo substrato comercial da marca Bioplant ® (composto por turfa de Sphagnum,
fibra de coco, casca de arroz, casca de Pinus, Vermiculita, gesso agricola, carbonato
de célcio, magnésio, termofosfato magnesiano (Yoorin) e aditivos (fertilizantes)).
Foram depositadas 10 sementes por célula, devido a baixa porcentagem de
germinacao. Apos 45 dias ocorreu o transplantio, quando as mudas foram plantadas
em vasos de cinco litros contendo uma mistura de terra e areia, na proporcéo de 2:1

v/v. Realizou-se a amostragem da mistura de terra e areia para andlise quimica
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(Tabela 1). As plantas foram irrigadas diariamente e foram adubados com base na
recomendacdo para adubacédo de pastagens formada por Urochloa brizantha. Durante
todo o experimento foram coletados mensalmente os dados de precipitacdo
pluviométrica, temperatura maxima e minima e umidade relativa do ar na estagao
pertencente a universidade (Latitude: 21°14' 05" S - Longitude: 48°17' 09" W - Altitude:
615,01 m).

Tabela 1. Andlise quimica da amostra coletada do substrato (terra e areia) utilizada

durante a condugéo dos experimentos.

H+Al S.B. Sat. Sat.
pH MO. P S Ca Mg Na K Al CTC

SMP  S.B. Bases Al
CaCl, gdm® mgdm?®  —ceemomeee mmol. dm™3 V%  m%

5,5 12 12 6 18 9 NS 69 O 19 34,5 535 64 1

SMP: valor do pH equilibrio obtido na suspenséo do solo com a solu¢do tampé&o. SB: Soma de
Bases. NS: N&o solicitado.

O experimento foi realizado em condi¢cdes semi-controladas em uma area
externa ao laboratério. Quando as plantas dos quatros acessos estavam em plena
fase vegetativa e reprodutiva, os tratamentos foram aplicados (Tabela 2). Apos trinta
dias da aplicacéo, as plantas foram submetidas novamente a aplicagdo dos mesmos
tratamentos. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com quatro
repeticbes. Para a aplicacdo foi utilizado um pulverizador costal, com a pressao
constante (mantida por CO2 comprimido) de 2,8 bar, munido de barra com duas pontas
de pulverizagdo XR 11002, espacadas de 0,5 m, com consumo de calda equivalente
a 200 L hal. A média da temperatura na sala de pulverizacdo durante a aplicagcdo dos
tratamentos foi de 31,2°C e 33,2°C, umidade relativa do ar 48% e 61%, para primeira

e segunda aplicacao dos tratamentos, respectivamente.
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Figura 2- Condi¢cdes meteoroldgicas correspondente ao periodo que as plantas estavam
sendo cultivadas e realizacdo dos experimentos. Jaboticabal, Sdo Paulo.

Foram feitas avaliagGes visuais de intoxicacdo das plantas aos 7, 14, 28, 35,
42, 49 e 56 dias apds a aplicacdo dos tratamentos para as plantas no estagio
reprodutivo e 7, 14, 28, 35, 42 dias para as plantas o estagio vegetativo, conforme a
escala de notas ALAM (1974), juntamente com registros fotograficos dos principais

sintomas de intoxicacao.

Tabela 2. Descri¢éo dos tratamentos e nome dos produtos comerciais utilizadas no
experimento.

Tratamentos Ingrediente ativo Nome comercial Tipo de formulagéo Dose*(g ha?)

1 Imazethapyr Pistol® CS 424

2 Imazethapyr Pistol® CS 636

3 Imazethapyr Pistol® CS 848

4 Imazethapyr Pistol® CS 1060
5 Imazethapyr Pistol® CS 1272
6 Imazethapyr Pistol® CE 1696
7 Cletodim Select® CS 240

8 Glyphosate Crucial® CS 540

9 Agua - - -

*Ingrediente ativo e equivalente acido. CS= concentrado solUvel e CE= concentrado emulsionavel. O
adjuvante 6leo mineral foi adicionado na proporcéo de 5% v/v nos tratamentos 1 a 8.
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Além disso, determiniu-se o angulo de contato e tensdo superficial dos
tratamentos herbicidas utilizados. Para a determinacdo da tensao superficial e angulo
de contato, foi utilizado o tensibmetro Contact Angle System OCA 15-Plus
(Dataphysics®), munido de camera digital de alta resolugao temporal e definicdo com
o software SCA20® para automatizacdo e processamento das imagens obtidas. A
tensdo superficial foi determinada pelo método da gota pendente, no qual a imagem
da gota formada na ponta de uma seringa € capturada por uma camera CCD de alta
resolucdo temporal (30 frames por segundo); o célculo da tensao superficial é
realizado com base na equacdo de Yang-Laplace, em funcéo da deformag&o das
gotas emitidas em cada amostragem (FERREIRA et al., 2013).

Para o angulo de contato das gotas foram feitas as avaliagbes nos quatros
acessos do Paspalum virgatum L., na superficie adaxial das folhas, sendo as folhas
coletadas de plantas adultas em pleno estagio de desenvolvimento, sempre na
terceira folha totalmente expandida, e como superficie padréo foi utilizado o Parafilm®.
Tanto a tensdo estatica como o angulo de contato foram mensurados durante 60
segundos e, para fins de comparacgdao, utilizou-se a leitura aos 15 segundos. Para a
tensdo superficial e angulo de contato da gota na superficie do Parafilm® utilizou-se o
delineamento experimental inteiramente casualizado com quatro repeti¢cdes, para o
angulo de contato da superficie dos acessos de P. virgatum foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 4x9, na qual o fator A
correspondeu a superficie foliar dos quatros acessos e o fator B correspondeu os
tratamentos, com quatro repeticdes.

Os dados de nota visual foram submetidos a andlise da variancia e, quando
significativos, foram submetidas ao modelo log-logistico (Seefeldt, Jensen e Fuerst
1995), polinomial e linear com auxilio do programa OriginPro 8.0°. Os dados de tenséo
e angulo de contato foram submetidos a analise de normalidade dos residuos pelo
teste de Shapiro-Wilk a 5% de probabilidade e ao teste de Bartlett a 5% de
probabilidade no intuito de verificar a homogeneidade da variancia. Em seguida, foram
realizadas a analise de variancia pelo teste F e, havendo significancia, as médias
foram comparadas ao teste de Tukey (p>0,05), utilizando o software R Core Team
(2019).

3. Resultados
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Em geral, a aplicacdo dos tratamentos proporcionou grau de controle
classificado pela escala ALAM (1974) como muito bom e excelente para os quatros
acessos de P. virgatum no estagio vegetativo. Porém, a utilizacdo dos tratamentos no
estagio reprodutivo ndo resultou no mesmo nivel de controle, evidenciando as
repostas diferentes que cada acesso apresentou aos herbicidas.

A porcentagem de controle com o herbicida cletodim apresentou
comportamento linear nos dias de avaliacdo, em ambos 0s acessos e estagios de
desenvolvimento (Tabela 3). O uso do cletodim no estagio vegetativo resultou em
91,25%, 85%, 85% e 92% para os acessos PAVRE, PAVME, PAVRL e PAVML,
respectivamente, aos 42 dias apoés aplicacéo (Figura 2 A). Aos 30 dias ap0s a primeira
aplicacao, o controle das plantas estava em grau regular (40 a 60% de controle), mas
depois da segunda aplicacéo o grau de controle evoluiu para muito bom; em todos os
acessos era perceptivel os sintomas de intoxicacdo causados pelo herbicida.

No estagio reprodutivo, 0s acessos apresentaram diferencas na resposta ao
herbicida, sendo que visualmente os sintomas de intoxicacdo foi maior para 0s
acessos PAVML (83%) e PAVRL (91%), que foram classificados com muito bom, mas
para os acessos PAVRE (67%) e PAVME (66%) a classificag&o foi de suficiente aos
56 dias apo6s aplicacao (Figura 2 B). Diante disso, a aplicacdo sequencial do herbicida
cletodim foi essencial para aumentar o nivel de controle dos acessos PAVRE e
PAVME.
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Figura 2- Porcentagem de controle dos acessos de Paspalum virgatum L. nos dois estagios
de desenvolvimento (A- vegetativa e B- reprodutiva), apés a aplicacdo do herbicida cletodim
(240 g hati.a.).
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A eficacia do herbicida glifosato apresentou comportamento linear durante os
dias de avaliacdo (Tabela 3). No estagio vegetativo, o grau de controle dos acessos
foi classificado como muito bom e excelente, de 85%, 90%, 82,5% e 95% para 0s
acessos PAVRE, PAVME, PAVRL e PAVML, respectivamente (Figura 3 A).
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Figura 3- Porcentagem de controle dos acessos de Paspalum virgatum L. nos dois
estagios de desenvolvimento (A- vegetativa e B- reprodutiva), apos a aplicacdo do
herbicida glifosato (540 g hati.a.).

O nivel de controle aos 30 dias apds a primeira aplicacao era entorno de 40%.
Assim, a aplicacdo sequencial do herbicida glifosato interferiu positivamente no
aumento do nivel de controle em todos 0s acessos. No entanto, 0 mesmo
comportamento relatado para o cletodim foi observado para o herbicida glifosato,
sendo que a aplicacdo do herbicida no estagio reprodutivo resultou em diferentes
respostas dos acessos.

No estagio reprodutivo, os acessos PAVRE e PAVME apresentaram controle
de aproximadamente 63% e 68%, respetivamente, aos 56 dias apés a aplicacao.
Mesmo com aplicacdo sequencial ocorrida aos 30 dias apds a aplicacdo, a taxa de
controle ao final do experimento foi classificada como suficiente (Figura 3 B), diferente
do observado para os acessos PAVRL e PAVML, que apresentaram controle de 83%

e 97%, respectivamente.

Tabela 3- Parametros do modelo de regresséo linear (y= a + b*x) para porcentagem
de controle ap6s a aplicacédo dos herbicidas cletodim (240 g hati.a.). e glifosato (540



98

g hal ia.). em acessos de Paspalum virgatum L. nos estagios vegetativo e
reprodutivo.

Vegetativo Reprodutivo
Acessos a b R? a b R?
Cletodim
PAVRE -7,57 2,18 0,96 -1,94 1,33 0,92
PAVME -7,76 191 0,83 -2,93 1,33 0,94
PAVML -4,82 2,03 0,96 0,72 1,84 0,83
PAVRL -4,53 2,20 0,96 4,14 1,69 0,84
Glifosato
PAVRE -3,01 2,03 0,94 -1,85 1,24 0,96
PAVME 5,78 1,82 0,76 -6,67 1,36 0,97
PAVML -10,77 2,15 0,93 -5,57 1,58 0,94
PAVRL -7,98 2,49 0,97 4,99 1,92 0,86

Para o herbicida imazetapir, a porcentagem de controle apresentou
comportamento polinomial, em todos os acessos e doses utilizadas (Tabela 4). No
estagio vegetativo, as doses de 424 g ha' e 636 g ha?' proporcionaram nivel de
controle, aos 42 dias apos aplicacdo, de aproximadamente 72%, 70%, 90% e 82%,
para os acessos PAVRE, PAVME, PAVRL e PAVML, respectivamente (Figura 4 A).

Na dose de 424 g ha' aos 30 dias apés a aplicacdo, o nivel de controle foi
préximo de 20%, ou seja, ndo havia controle da espécie, mas apos a aplicacao
sequencial, houve o aumento no nivel de controle. Para a dose de 636 g ha?, os
acessos apresentaram diferencas aos 30 dias apds aplicacdo, quando os acessos
PAVRL e PAVML apresentavam porcentagem de controle proximo de 50% e os
acessos PAVRE e PAVME apresentavam aproximadamente 30% (Figura 4 B). Assim,
o uso das doses de 424 g ha' e 636 g ha evidenciam as diferencas na resposta dos

acessos ao herbicida.
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Figura 4- Porcentagem de controle dos acessos de Paspalum virgatum L. no estagio
vegetativo apds a aplicacdo do herbicida Imazetapir. A- 424 g ha' i.a. B- 636 g ha'
i.a. C- 848 g hali.a. D- 1060 g ha'i.a. E- 1272 g ha'i.a. F- 1696 g ha'i.a.

As doses de 848, 1060, 1272 e 1696 g ha' proporcionaram grau de controle
classificado com excelente e muito bom para todos os acessos. A porcentagem de
100% de controle foi observada para os acessos PAVRL e PAVML com as doses de
848 e 1696 g hal, respectivamente (Figura 4 C e F). Os acessos PAVRE e PAVME
resultaram em porcentagem de controle de 80 e 90% na dose de 848 g ha', mesmo
grau de controle foi observado para as doses de 1060, 1272 e 1696 g ha! (Figura 4
D, E e F). Portanto, o uso da dose de 848g ha! é adequada para controle dos acessos
no estagio vegetativo. Essa informacdo € importante para que possa ser utilizada
guantidades menores de herbicidas e com o mesmo nivel de controle, visando diminuir
0s custos financeiros e, principalmente, o impacto ambiental.

Para o estagio reprodutivo, 0s acessos apresentaram mesmo comportamento
gue foi observado para o estagio vegetativo, ou seja, aos 30 dias a porcentagem de
controle foi inferior a 60% independentemente da dose (Figura 5 A, B, C, D, E e F).
Apés a segunda aplicacao do herbicida imazetapir nas respectivas doses foi possivel

observar maior nivel de intoxicacéo das plantas, logo, maior porcentagem de controle.
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Figura 5- Porcentagem de controle dos acessos de Paspalum virgatum L. no estagio
reprodutivo apés a aplicacdo do herbicida Imazetapir. A- 424 g ha' i.a. B- 636 g ha!
i.a. C- 848 g ha'i.a. D- 1060 g ha'i.a. E- 1272 g ha'i.a. F- 1696 g ha'i.a.

Aos 56 dias ap6s a aplicacdo, os acessos PAVML e PAVRL apresentaram
porcentagem de controle de aproximadamente 93% e 95%, respectivamente,
enguanto os acessos PAVRE e PAVME obtiveram a porcentagem de controle de 76%
e 70%, respectivamente (Figura 5 E e F). Assim, os acessos PAVRE e PAVME
apresentaram maior tolerancia ao herbicida mesmo em altas doses. Desse modo, o
uso do herbicida imazetapir resultou em maior porcentagem de controle para as
plantas no estagio reprodutivo comparado aos herbicidas glifosato e cletodim, mas é
importante ressaltar que o nivel de controle obtido neste trabalho deve-se a aplicacéo

sequencial.

Tabela 4- Parametros do modelo de polinomial (y=intercept + B1*x™1 + B2 *Xx"2) para
porcentagem de controle apds a aplicacdo do herbicida Imazetapir em acessos de
Paspalum virgatum L.

Acessos Parametros 424gha'* 636gha!l 848gha® 1060gha® 1272gha! 1696gha

Vegetativo

Intercept 3,758 -1,227 -4,933 -1,938 0,361 -4,486
PAVRE Bl 0,95 0,422 1,614 0,607 2,606 2,309
B2 0,059 0,029 0,007 0,028 -0,015 -0,005
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R? 0,969 0,945 0,926 0,872 0,93 0,934
Intercept 6,258 2,067 1,964 -0,193 -0,301 -8,301
Bl -1,458 0,142 0,665 0,255 1,498 2,948
PAVME
B2 0,067 0,03 0,029 0,047 0,016 -0,011
R? 0,898 0,834 0,918 0,982 0,941 0,978
Intercept -1,482 -9,465 -11,347 -5,341 -6,911 -7,731
Bl 0,411 4,029 4,507 2,082 2,096 3,395
PAVRL
B2 0,039 -0,042 -0,046  7,55E-04 1,18E-04 -0,026
R? 0,951 0,891 0,903 0,957 0,934 0,953
Intercept -2,724 -3,073 -0,744 -1,85 2,308 -4,917
Bl 0,81 2,558 1,536 1,615 1,851 3,901
PAVML
B2 0,025 -0,015 0,017 0,013 0,005 -0,037
R? 0,906 0,885 0,956 0,95 0,913 0,941
Reprodutivo
Intercept -6,909 -5,599 -6,81 -9,791 -8,192 -8,004
Bl 1,275 0,842 1,285 1,799 1,586 1,959
PAVRE
B2 0,004 0,012 0,002 -0,004 3,00E-04 -0,007
R? 0,956 0,958 0,954 0,929 0,943 0,964
Intercept -6,197 -7,265 -6,714 -11,115 -7,018 -10,746
Bl 0,968 1,201 1,094 2,053 1,703 2,184
PAVME
B2 0,007 0,005 0,007 -0,005 -0,002 -0,009
R? 0,938 0,95 0,952 0,922 0,957 0,945
Intercept  -12,045 -11,087 -13,667 -14,038 -15,457 -11,126
Bl 2,659 2,807 3,471 3,6 3,700 3,598
PAVRL
B2 -0,012 -0,015 -0,026 -0,028 -0,029 -0,029
R? 0,926 0,963 0,93 0,932 0,933 0,96
Intercept -11,95 -11,998 -9,341 -10,761  -12,782  -12,969
B1 2,558 2,429 1,963 2,466 3,030 3,213
PAVML
B2 -0,014 -0,008 -0,002 -0,009 -0,019 -0,023
R? 0,936 0,931 0,956 0,952 0,940 0,921

* g hal ingrediente ativo.
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Dose do herbicida imazetapir em reposta dos acessos evidencia as diferencas
entre si, especialmente na fase reprodutiva das plantas. Na Figura 6A observa-se que
para os acessos PAVRL e PAVML o grau de controle foi alto comparado aos acessos
PAVRE e PAVME; o acesso PAVML apresentou estabilizacdo na eficacia de controle
com 424 g ha! do herbicida, diferentemente dos demais acessos, nos quais ocorreu
a estabilizacédo da dose a 1060 g ha! do herbicida.

A Figura 6B apresenta o comportamento das plantas na fase reprodutiva em
relacdo as doses utilizadas, corroborando o relatado anteriormente, quando o0s
acessos PAVRE e PAVME nao responderam ao aumento da dose. Possivelmente, as
plantas apresentaram maior tolerancia ao herbicida mesmo utilizando a aplicacéo
sequencial. Esse fato pode estar relacionado ao fato das folhas serem visualmente
menores que as dos acessos PAVRL e PAVML. O acesso PAVRE e PAVME requerem
maior dosagem para causar danos em 50% das plantas (E50), independe do estagio

de desenvolvimento, em comparacado aos acessos PAVML e PAVRL (Tabela 5).
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Figura 6- Porcentagem de controle dos acessos de Paspalum virgatum L. em resposta
as dosagens utilizadas do herbicida Imazetapir nos dois estagios de desenvolvimento
A- vegetativa e B- reprodutiva.

Para averiguar o quanto os tratamentos utilizados interferiram no controle
guimico dos acessos, realizou-se a andlise de tensdo superficial e dngulo de contato
das superficies. De modo geral, os tratamentos foram significativos (p>0,0001) para
tensdo superficial e angulo de contato da superficie artificial utilizada. Na tenséo

superficial, todos tratamentos foram diferentes da testemunha (59,57 mNm?), as
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caldas fitossanitarias contendo os herbicidas glifosato e cletodim apresentaram
valores altos de tensdo superficial, apesar da adicdo do adjuvante, 37,07 mNm>* e
38,32 mNm- (Tabela 6). Dentre as caldas contendo o herbicida imazetapir, observou-
se que com o aumento da dose houve a diminui¢cdo da tensao superficial.

Tabela 5- Parametros do modelo de log-logistica (y= A2 + (JA1-A2] / [1 + (x/X0)] P) para

porcentagem de controle apds a aplicacdo do herbicida Imazetapir em acessos de
Paspalum virgatum L.

Acessos Parametros Vegetativo Reprodutivo
Al 1 1
A2 183,13 134,51
PAVRE ES0 238,49 806,0
p 0,27 0,03
R? 0,97** 0,98**
Al 1,06 0,99
A2 104,82 76,88
PAVME E50 215,8 287,4
p 141 2,52
R? 0,95** 0,99**
Al 1 0,99
A2 100,26 96,42
PAVRL ES0 72,15 136,01
p 1,31 1,91
R? 0,96** 0,99**
Al 1 0,99
A2 159,71 92,79
PAVML ES0 115,44 261,97
p 0,002 4,32
R? 0,93** 0,99**

Al é o maior limite da curva (média da resposta do controle das plantas), A2 é o menor limite
da curva (média da resposta da alta dosagem do herbicida), p € a inclinacdo da curva ao redor
E50. E50 é a dose requerida do herbicida imazetapir para causar 50% de danos nas plantas.
**Significativo a p<0,001. Vegetativo aos 42 dias apds a primeira aplicacdo e reprodutivo aos
56 dias apds a primeira aplicagao.
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Para o angulo de contato na superficie abaxial (Tabela 6), os herbicidas
glifosato e cletodim resultaram em maiores valores entre os tratamentos com 70,98 °
e 67,53° respectivamente. Entre as caldas fitossanitarias contendo o herbicida
imazetapir, ndo foram observadas diferencas significativas entre si. Todos o0s
tratamentos apresentaram menor angulo de contato com a superficie em comparacao

com a testemunha, com excec¢ao do herbicida cletodim.

Tabela 6- Valores da analise de variancia da tenséo superficial e &ngulo de contato das caldas

fitossanitarias nas superficies abaxiais de Paspalum virgatum L.

Angulo de contato

Tratamentos Tensdao superficial (MNm?) Parafilme®(®)
Imazethapyr (424 g ha'’) 33,92 +0,004 cd 55,43+0,04 bc
Imazethapyr (636 g ha'") 34,59 +0,003 ¢ 50,34+0,15 ¢
Imazethapyr (848 g ha’) 33,22 +0,008 d 55,15+0,09 bc
Imazethapyr (1060 g ha™) 33,10 +0,004 d 55,68+0,05 bc
Imazethapyr (1272 g ha''") 32,84 +0,002 de 68,43+0,32 b
Imazethapyr (1696 g ha™) 31,84+0,003e 42,48+0,18 c

Cletodim (240 g ha*) 37,07£0,004 b 70,98+0,04 ab
Glyphosate (540 g ha'™) 38,32 +0,004 b 67,53+0,07 b
Controle 59,570,004 a 89,06+0,17 a
Coeficiente de variacao (%) 0,55 2,46
Causas de variagao F P valor F P valor
Tratamentos 305,98** <0,0001 16,489** <0,0001

Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). * g ha! ingrediente ativo. **
g ha! equivalente acido.

Para o angulo de contato na superficie adaxial dos acessos, foram significativos
os fatores superficie (p>0,01), tratamentos (p<0,0001) e para interacdo superficie e
tratamentos (p<0,0001). Dentro de cada tratamento observou-se a diferenca do
comportamento da gota nas superficies, os acessos PAVME, PAVRL e PAVML nao
foram diferentes estatisticamente entre si no tratamento 424 g hal, mas o acesso

PAVRE apresentou menor angulo de contato (41,74°) (Tabela 7).
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Na dose 636 g hal, os acessos PAVME e PAVRL néo foram diferentes entre
si, e 0 acesso PAVRE e PAVME também néo foram estatisticamente diferentes entre
si. Neste caso, possivelmente, se deve ao fato de a gota ter entrado em contato com
alguma estrutura foliar, por exemplo os tricomas, que facilitou o seu espalhamento.
Com a dose de 848 g hal, observou-se 0 mesmo comportamento da dose de 424 g
ha', sendo que os acessos PAVME, PAVML e PAVRL ndo foram diferentes
estatisticamente. Com as doses de 1060 e 1272 g ha?, o acesso PAVRL apresentou
menor angulo de contato, e com a dose de 1696 g ha' ndo foram observadas
diferencas entre as respostas das superficies.

Para o herbicida cletodim, os acessos PAVME e PAVRE néo resultaram em
diferencas significativas entre si, com valores altos de angulo de contato (105,14 ° e
113,53 ©, respectivamente) em comparacéo aos acessos PAVML e PAVRL (59,22 ° e
67,48 °, respectivamente). O mesmo comportamento foi observado para o herbicida
glifosato, sendo os menores valores observados para os acessos PAVML e PAVRL.
Em relacdo ao comportamento da gota de agua (testemunha) nas superficies, os
acessos PAVME e PAVRE apresentaram maior angulo de contato (136,45 ° e 122,32
°, respectivamente), corroborando o observado para a porcentagem de controle das
plantas, uma vez que esses valores indicam que a superficie foliar € extremante
hidrofébica.

Dentro dos acessos PAVME e PAVRE, os herbicidas cletodim e glifosato
resultaram em maior angulo de contato em comparag¢ao com os tratamentos contendo
o herbicida imazetapir, indicando que, possivelmente, o controle ndo eficiente desses
herbicidas para os acessos esta relacionado ao menor espalhamento da gota, que
consequentemente interferiu na penetracéo e absorcdo do produto. Esse fato nao foi
observado para os acessos PAVRL e PAVML, pois ndo houve diferencas entre os

tratamentos contendo o herbicida imazetapir.

Tabela 7- Valores da analise de variancia do angulo de contato (°) das caldas fitossanitarias

nas superficies adaxiais dos acessos de Paspalum virgatum L.

Tratamentos PAVME PAVML PAVRL PAVRE
Imazethapyr (424 g ha'') 58,99 aC 53,81 abBC 56,50 aAB 41,74 bCD
Imazethapyr (636 g ha') 54,75 aCD 27,25 bE 60,87 aAB 22,03 bE

Imazethapyr (848 g ha') 32,91 bE 33,53 bDE 32,16 bC 48,40 aCD
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Imazethapyr (1060 g ha'") 44,99 abcCDE 39,81 bcCDE 33,50cC 51,33 abCD
Imazethapyr (1272 ha'*") 39,55 bcCDE 47,60 bcBCD 38,68 cC 57,26abC

Imazethapyr (1696 g ha'") 41,43 aDE 38,38 aCDE 33,38 aC 39,56 aD
Cletodim (240 g ha') 105,14 aB 59,22 bB 67,48 bA 113,33 aAB
Glyphosate (540 g ha'™) 104,64 aB 58,09 bcB 45,19 cBC 97,47 aB
Controle 136,45 aA 92,76 cA 74,18 dA 122,32 bA
Coeficiente de variacao (%) 9,98
Causas de variagéo F P valor
Superficies 3,2759* 0,0135
Tratamentos 149,81** <0,0001
Superficies vs. Tratamentos 13,391** <0,0001

Letras minasculas iguais nas linhas para superficie dentro de cada tratamento nédo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). Letras mailsculas iguais nas colunas dentro de cada
superficie nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). * g ha! ingrediente ativo.** g ha-

! equivalente Acido.

4. Discusséo

Neste estudo, a resposta dos acessos de Paspalum virgatum L. foi
notadamente diferente, independente dos herbicidas utilizados. No estagio vegetativo
da planta ocorreu maior porcentagem de controle, uma vez que as plantas estavam
em pleno vigor e com metabolismo acelerado. Presumivelmente, as plantas jovens
apresentam menor deposicdo da cera epicuticular e cuticulas mais finas (King e
Radosevich, 1979), podendo ter colaborado para maior absorgdo dos herbicidas
cletodim e glifosato nesse estagio.

A utilizacdo do herbicida cletodim, inibidor da acetil-coenzima A carboxilase
(ACCase), ndo causou danos suficientes que resultassem em um controle eficiente
dos acessos PAVME e PAVRE no estagio reprodutivo. Yu et al. (2007) relataram que
na Australia, devido o uso continuo do herbicida, houve a selecdo de populacfes
resistentes ao herbicida em plantas de Lolium rigidum Gaud. Esse acontecimento
corrobora a necessidade de maiores estudos sobre a espécie, especialmente esses
dois acessos, pois, no futuro préximo, podera ocorrer a selecao de plantas resistentes

a varios mecanismos de acdao.
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Apesar do glifosato pertencer a outro mecanismo de agao, o inibidor da enzima
enol-piruvilshiquimatofosfato sintase (EPSPS), ele resultou no mesmo padrdo de
comportamento de resposta da planta que o herbicida cletodim. O herbicida glifosato
€ absorvido de forma gradual pela cuticula das folhas e, por isso, necessita de 6 horas
(dependendo da formulagdo do herbicida) sem a ocorréncia de chuva para haver o
controle adequado (Kruse, Trezzi e Vidal, 2000) As plantas de Paspalum virgatum L.
somente foram expostas a chuva 24 horas apo0s a aplicacdo, ou seja, hdo houve
interferéncia de fatores externos na eficacia de controle; além disso, no momento da
aplicacao, as plantas estavam turgidas. Santos et al. (2016) estudaram a resposta das
plantas de Synedrellopsis grisebachii Hieron. & Kuntze observaram que na fase
reprodutiva as plantas foram mais tolerantes ao herbicida glifosato, devido a menor
absorcao do herbicida nos 6rgéos reprodutivos. Portanto, 0 mesmo pode ter ocorrido
nas plantas de Paspalum virgatum L., em que na fase reprodutiva a porcentagem de
controle foi inferior a 67% para os acessos PAVRE e PAVME.

Villarreal e Vargas (1989) avaliaram o uso do glifosato e fluazifop-butil para o
controle de Paspalum virgatum L. em pastagens e relataram que a aplicacdo do
herbicida glifosato em plantas jovens resultou em controle de aproximadamente 86%
e plantas mais velhas (fase reprodutiva) o controle foi de 68%, semelhante ao
observado neste trabalho para os acessos PAVRE e PAVME. Mello, Souza e Tironi
(2016), estudaram o controle quimico de Paspalum maritimum Trin. e observaram que
o controle quimico pelo uso do herbicida glifosato foi satisfatério apés os 28 dias da
aplicacéo, diferente do resultado obtido neste trabalho, uma vez que a dose utilizada
neste trabalho foi menor. Mesmo os acessos PAVML e PAVRL que apresentam maior
nivel de controle, aos 28 dias a porcentagem de controle era inferior a 50%. Assim, 0
controle de Paspalum virgatum L. foi mais tolerante aos herbicidas nas doses
utilizadas.

Vale ressaltar que os valores de porcentagem de controle obtidos neste
trabalho se devem a aplicacdo sequencial dos tratamentos que ocorreu aos 30 dias.
Resultado semelhante foi observado para Urochloa brizantha Hochst. ex A. Rich. por
Santos et al. (2007), que estudaram o controle quimico da espécie em pastagens
formadas por Tifton 85 e observaram que a dosagem 365,63 g e.a. ha' resultou em
90% de controle apds a aplicacdo sequencial do herbicida. Em estudo realizado com
Digitaria insularis L. os melhores resultados de controle foram obtidos com a aplicacao

sequencial dos herbicidas cletodim e glifosato em mistura (Mendes et al., 2020),
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reforcando que o uso da técnica de aplicagcdo sequencial € uma importante ferramenta
na elaboracéo de estratégias de manejo.

No entanto, a adocéo da aplicagcdo sequencial deve ser bem avaliada, pois
havendo escapes, ou seja, baixo nivel de controle como foi para os acessos PAVME
e PAVRE, pode contribuir para a selecédo de biétipos resistentes. Ao redor do mundo
e no Brasil foram relatados diversos casos da existéncia de biotipos resistentes ao
herbicida glifosato, como por exemplo, plantas de azevém (Lolium multifiorum Lam. e
Lolium rigidum (Gaud.)), cochia (Kochia scoparia L.) e buva (Conyza canadenses L.
Crong.) (Ruchel et al., 2015; Lorraine-Colwill et al., 2002; Kumar, Jha e Reichard,
2014; Muller et al., 2003; Zelaya, Owen e VanGessel, 2004; Duke 2010).

Os resultados obtidos apés a aplicacdo do herbicida imazetapir enfatizam a
necessidade de maiores estudos sobre a resposta fisioldgica e metabdlica das plantas
ao herbicida. As doses utilizadas foram de 4x até 16x maiores que a recomendada
pelo fabricante e apesar de haver o controle satisfatério para os acessos PAVML,
PAVRL, PAVME e PAVRE na dose de 848 g ha! em ambos os estagios de
desenvolvimento, evidencia a preocupacdo desses acessos apresentarem alta
tolerancia ao herbicida. Em campo, a aplicacdo de altas doses pode dificultar o manejo
do pasto, causar enorme impacto ambiental, uma vez que esse herbicida é fortemente
adsorvido pelo solo, mesmo sendo pouco mével, mas sendo mais fitotoxico para
culturas subsequentes (Stougaard, Shea e Martin, 1990). Loux, Liebl e Slife (1989)
relataram que o herbicida causou danos para as culturas subsequentes depois de
cinco meses apds a aplicacdo. Areas de Latossolo vermelho distofico com textura
argilosa tedem a apresentar maior retencao do herbicida (Oliveira et al., 2004), ainda
gue Pertile et al. (2020) relataram que o efeito do herbicida na biomassa microbiana
do solo seja de curto prazo.

A dose resposta do herbicida imazetapir demostra que mesmo em altas doses
a porcentagem de controle foi estavel, ou seja, a dose que pode ser utilizada e obtém
para todos os acessos um bom nivel de controle foi de 848 g ha-1, que corresponde a
8x a dosagem recomendada pelo fabricante. A adocdo de doses mais altas mantem
0 mesmo nivel de controle, mas com maior custo financeiro. Villarreal e Vargas (1989)
relataram que o custo foi maior para o controle das plantas na fase reprodutiva que
para plantas jovens, podendo ter o dobro do custo. Assim como para os herbicidas
cletodim e glifosato, as plantas apresentaram menor porcentagem de controle aos 30

dias apos a aplicacdo do herbicida imazetapir, necessitando de aplicacdo sequencial



109

para elevar o nivel de controle em ambos os acessos. Villarreal e Vargas (1989)
também relataram que para o controle de P. virgartum recomenda-se a reaplicacéo
dos herbicidas entre 45 e 60 dias depois da primeira aplicacéo. Esse fato, aumenta o
custo operacional do controle quimico, ressaltando que o uso adequado da dose do
herbicida pode contribuir para diminuicdo do custo operacional.

A E50 dos acessos PAVRE e PAVME foram maiores que dos acessos PAVRL
e PAVML, sendo que pode ser um indicativo para resisténcia desses acessos ao
herbicida. Neve e Powles (2005) estudaram biétipos de Lolium rigidum (Gaud.) in vitro
e observaram que os biétipos apresentaram inibicdo do acido diclofop confirmando a
resisténcia. Os estudos mostraram a resisténcia aos herbicidas fluazifop-P-butil,
haloxifop-R-metil e o imazetapir, ratificando com relatado anteriormente. O estudo
sobre 0 mecanismo de resisténcia ao imazetapir da espécie Echinochloa crus-galli L.,
observaram que as plantas possuem mecanismos que inibiram a degradagdo do
herbicida (Dalazen et al., 2018). Dalazen et al. (2020) relacionaram também que o0s
bidtipos resistentes foram ainda mais insensiveis ao herbicida imazetapir (848 g ha)
com o aumento da concentracdo de CO2. Considerando as mudancas climaticas e o
aumento de COg2, os acessos de P. virgatum podem adaptar-se as condi¢des
ambientais e tornar-se ainda mais arduo o controle dos acessos, principalmente pela
espécie apresentar um metabolismo C4 (Fernando et al., 2016; Refatti et al., 2019).

Os acessos de P. virgatum apresentam grandes diferencas anatbmicas e
morfologicas, como folhas menores em comprimento e largura (PAVME e PAVRE).
Além dessas caracteristicas, a superficie foliar pode ter influenciado na porcentagem
de controle, pois as plantas do PAVRE e PAVME obtiveram maior angulo de contato
gue os acessos PAVML e PAVRL, ou seja, foram classificadas com hidrofobicas
(Tang, Dong e Li, 2008), a pouca afinidade das solu¢cées com a superficie pode ter
interferido na absorcao e penetracao do produto apesar do uso do adjuvante.

Em geral, a adi¢cdo de produtos fitossanitarios na dgua pode reduzir a tensao
superficial e, consequentemente, o angulo de contato, pois as formulacbes dos
herbicidas também s&o compostas por inertes, e muitas vezes esses inertes podem
conter adjuvantes (Cunha, Alves e Marques, 2017). A diferenca na formulagdo dos
inertes pode ter influenciado na tensao superficial ser maior nas caldas fitossanitarias
que havia glifosato e cletodim, apesar da adicdo do adjuvante ndo i6nico. Os
resultados obtidos para angulo de contato e tenséo superficial ratificam os resultados

obtidos no controle quimico dos acessos apos a aplicacdo dos trés herbicidas.
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As diferencas de controle observada neste trabalho para os acessos
evidenciam a necessidade de mais pesquisas sobre a planta, ou seja, de mais
informacdes sobre a espécie, adotando todos os cuidados na estratégia de controle
para nao favorecer o surgimento de resisténcia. Especialmente, os acessos PAVME
e PAVRE, que apresentam diferencas morfologicas, anatémica e maior tolerancia aos

herbicidas em comparacéo ao acesso PAVRL e PAVML.
5. Conclusbes

O herbicida imazetapir resultou em porcentagem de controle de
aproximadamente 95% dos acessos PAVML e PAVRL, e de aproximadamente 75%
para os acessos PAVRE e PAVME. O uso dos herbicidas glifosato e cletodim nao
resultaram em controle excelente para os acessos PAVRE e PAVME. O angulo de
contato da gota de agua foi maior para os acessos PAVME e PAVRE. Portanto, a
aplicacao sequencial do herbicida imazetapir foi eficiente para o controle das plantas

dos acessos de Paspalum virgatum L.a partir da dose de 848 g hai.a.
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Capitulo 5- Consideragdes finais

Correlacionando todas as varidveis estudadas, este estudo demostra as
diferencas entre 0s acessos, ou seja, mesmo sendo pertencente a espécie Paspalum
virgatum L. sdo plantas com caracteristicas impares. As caracteristicas visuais
observadas induzem a crer em diferentes processos adaptativos que ocasionaram
diferencas fenotipicas.

Essas caracteristicas fenotipicas interferem na resposta das plantas a
aplicacdo dos herbicidas imazetapir, cletodim e glifosato. O manejo quimico dessa
espécie é diferenciado das demais plantas daninhas, uma vez que, é clara a
necessidade da realizacdo de aplicacdo sequéncial para que se atinja um nivel
satisfatorio de controle, principalmente para as populacées PAVRE e PAVME, que
séo populagdes com menor tamanho de lamina foliar e angulo de insercéo da folha.

O estudo genético permitiu entender melhor as plantas de cada acesso, mesmo
gue o nivel de ploidia tenha sido 0 mesmo para 0s acessos, a propor¢cdo de cada
familia de DNA repetitivo para cada acesso pode fornecer mais informacdes sobre as
diferencas fenotipicas, vale ressaltar a necessidade de mais estudos sobre a planta,
especialmente a nivel genético, metabolémico e proteébmico. Infelizmente, nesse
estudo nédo foi possivel concluir se as diferencas observadas foram processos
evolutivos derivados da distribuicdo geogréafica por exemplo, visto que, a planta tem
distribuicido em quase todos os continentes, mostrando a capacidade adaptativa das
espécies, pois as plantas apresentam uma plasticidade capaz de suportar uma grande
variacdo ambiental.

Ademais, as informacdes obtidas sobre a planta sdo importantes para melhor
compreensao sobre o comportamento e a resposta da planta a diferentes herbicidas,
sendo essas informacdes ferramenta Uteis para elaboracao de estratégia de manejo

eficientes da espécie, principalmente para as condi¢des climaticas do Brasil.
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