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ASPECTOS ECOFISIOLOGICOS E GENETICO ENTRE DOIS BIOTIPOS DE
Digitaria insularis RESISTENTE E SUSCETIVEL AO GLYPHOSATE

RESUMO - O conhecimento da biologia aliado as estudos genéticos sao
ferramentas importantes para o manejo eficaz de plantas daninhas resistentes.
Contudo os objetivos do trabalho foram: a) Comprovar existéncia de bi6tipo de
Digitaria insularis resistente a glyphosate por meio de curva dose-resposta obtidas
guando as plantas apresentaram de 2 a 4 folhas totalmente expandidas; b) Avaliar
efeito da temperatura na presenca e na auséncia de luz; Avaliar o efeito da duracao
da luz (fotoperiodo) e disponibilidade hidrica na germinacdo das sementes de R e S;
c) Verificar o efeito da profundidade de semeadura na emergéncia das plantulas de
R e S; d) Estudar e comparar a fenologia e desenvolvimento de R e S; e) Detectar a
taxa de polimorfismo entre os biotipos. Pra isso, foram utilizadas sementes de
Digitaria insularis R e S e submetidas as temperaturas constantes: 5, 10, 15, 20, 25,
30, 35 e 40°C; Alternadas: 10-20, 15-25, 20-30, 25-35 e 15-35°C; fotoperiodo: 0, 6,
8, 10, 12, 14, 16 e 18 horas; potenciais osmdticos: 0,0, -0,2, -0,4, -0,6, -0,8 e 1,0
MPa; profundidades de semeadura: O, 1, 2, 3, 4, 5, 7, 10 e 15 cm; além da
caracterizacdo dos estadios fenologicos e desenvolvimento, e taxa de polimorfismo.
Verificou-se que o fator de resisténcia (FR) foi de 5,3 para nota de controle, sendo o
ECso para a porcentagem de controle, de 416,6 g e.a.ha™ parao R e 78,5 g e.a.ha*
para o S. A temperatura fixa 6tima para a germinacdo de ambos os biotipos foi de
30°C e alternadas de 20-30°C, tanto na presenca quanto na auséncia de luz, ainda a
faixa fotoperiddica 6tima foi de 10 a 12 horas de luz. O bidtipo R germinou até
potencial osmético de -0,8 MPa enquanto o S até -0,4 MPa. Quando submetidos a
diferentes profundidades de semeadura, ambos os bi6tipos apresentaram alta taxa
de emergéncia até 4 cm. Em todas as varidveis propostas para a germinacao e
emergéncia, o biétipo R apresentou melhor desempenho que o S. Além disso, o
biétipo R apresentou desenvolvimento mais rapido e vigoroso em relacdo ao S,
atingindo primeiro o estadio reprodutivo. A taxa de polimorfismo verificada entre eles
foi de 56,6%.

Palavras-chave: taxa de crescimento, germinagéo, planta daninha, polimorfismo,
ISSR.



ECOPHYSIOLOGICAL AND GENETIC APSPECTS BETWEEN TWO BIOTYPES
OF THE Digitaria insularis RESISTANT AND SUSCETIBLE TO GLYPHOSATE

ABSTRACT The knowledge of the biology ally will genetic studies are important tools
for the effective management of resistant weeds. However, the objectives this work
were: a) proves the existence of Digitaria insularis biotypes resistant to glyphosate
through dose-response curve obtained when the plants had 2-4 fully expanded
leaves b) Evaluate the effect of temperature in the presence and absence of light;
evaluate the effect of light duration (photoperiod) and water availability on
germination of the R and S c) to investigate the effect of sowing depth on seedling
emergence of the R and S d) to study and compare the phenology and growth the R
and S, e) Detecting the polymorphism among biotypes. For this, was used seeds of
Digitaria insularis R and S which were submitted ace constant temperatures: 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35 and 40 ° C; Alternate: 10-20, 15-25, 20 - 30, 25-35 and 15-35 ° C,
photoperiod: 0, 6, 8, 10, 12, 14, 16 and 18 hours; osmotic potential: 0.0, -0.2, -0.4, -0
, 6, 1.0 and -0.8 MPa; sowing depth: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 7, 10 and 15 cm, besides
characterization of the growth stages and development, and rate of polymorphism. It
was found that the resistance factor (RF) was 5.3 to note control, and the ECsg for
the percentage of control, 416.6 g e.a.ha™ to R and 78.5 g e.a.ha™ to S. The optimal
temperature stationary was 30°C and alternate was 20-30°C both in the presence
and absence of light, although the photoperiodic optimum range was 10 to 12 hours
of light. The R biotype germinated until the osmotic potential of -0.8 MPa, while the S
to -0.4 MPa. When subjected to different sowing depths, both biotypes showed high
germination rate up to 4 cm. In all the proposed variables for germination and
emergence, the R biotype showed better performance than the S. Furthermore, the R
biotype development was faster and strong relative to S, the first reaching the
reproductive stage. The rate of polymorphism observed between them was 56.6%.

Keywords: Growth rate, germination, weed, polymorphism and ISS.



1. INTRODUCAO

As plantas daninhas apresentam tanto importancia econémica quanto social,
pois afetam atividades de producédo, causando perdas econb6micas com reflexos
sociais (CARVALHO, 2013). O conjunto de acfes negativas causadas pela presenca
de plantas daninhas, denominado de interferéncia, € um dos fatores mais
importantes na limitacdo da produtividade e da qualidade do produto das culturas
agricolas (PITELLI, 1985).

O grau de competicado sofrido pela cultura depende de fatores relacionados
com a planta daninha (espécie, densidade, agressividade, distribuicdo e periodo de
convivéncia) e da cultura (variedade, densidade e espagamento (BLEASDALE,
1960). Antes que as plantas daninhas causem efeitos deletérios na producéo, deve-
se fazer uso, de forma integrada, dos diversos métodos de controle de plantas
daninhas: fisicos, cultural, mecanico, biolégico e quimico. O controle quimico é o
método mais utilizado, porém o seu uso de forma irracional esta trazendo novos
problemas para a agricultura.

Com destaque no cenario agricola, o género Digitaria compreende cerca de
300 espécies de plantas distribuidas em diferentes regiées do mundo, tanto tropicais
quanto subtropicais (CANTO-DOROW, 2001). O Brasil € o pais das Américas com
maior diversidade de espécies desse género, tendo sido constatada a presenca de
26 espécies nativas e de 12 exdticas. Destas, 13 foram identificadas somente no
Estado de Sao Paulo.

Dentre as espécies desse género destaca-se a Digitaria insularis, uma
espécie de graminea de ciclo perene com metabolismo fotossintético do tipo C4
(Kissmann & Groth, 1997). ApoOs perenizada, forma touceiras e produz varias
geracbes ao ano, principalmente por sua alta capacidade de producdo e
disseminacdo de sementes. Portanto, o capim-amargoso € uma planta perene que
tem a capacidade de germinar, crescer e se desenvolver praticamente 0 ano inteiro.
Uma vez estabelecida, com a formacéo de rizomas, a dificuldade de controle dessa
espécie aumenta muito (GEMELLI et al., 2012). Ainda, recentemente foi evidenciada
a existéncia de bidtipos de D. insularis realmente resistentes ao glyphosate
(Carvalho et al., 2011).



O glyphosate é o herbicida mais utilizado no mundo. Sistémico, nédo seletivo,
altamente soluvel em &gua, e seu mecanismo de acdo baseia-se na interrupcdo da
rota do acido chiguimico, responséavel pela producdo dos aminoacidos aromaticos
fenilalanina, tirosina e triptofano, essenciais para a sintese de proteinas e divisdo
celular nas regies meristematicas da planta (Hess,1994)

Para Galli e Montezuma (2005), o glyphosate € um produto de uso bastante
diversificado, que € utilizado de forma isolada e que vem sendo utilizado de forma
indiscriminada no meio agricola por dezenas de anos. O uso intensivo deste
herbicida fez com que as comunidades de plantas daninhas dos agroecossistemas
criassem mecanismos de resposta nas floras especifica ou selecao de bidtipos
resistentes (LOPEZ-OVEJERO, 2006).

As caracteristicas ecoldgicas das plantas daninhas que favorecem a selecéo
de bidtipos de plantas resistentes em uma &rea sédo: ciclo de vida curto, elevada
producdo de sementes, baixa dorméncia da semente, varias geracdes reprodutivas
por ano, extrema suscetibilidade a um determinado herbicida e grande diversidade
genética (CHRISTOFFOLETI et al., 1994; VIDAL & FLECK, 1997; VARGAS et al.,
1999).

Existem pelo menos trés mecanismos gerais que podem explicar o
desenvolvimento da resisténcia a herbicidas e influenciar o0 modo de acao destes
compostos: a) mutacdo no local de acédo do herbicida na planta; b) metabolizacéo ou
desintoxicacdo do herbicida a substancias menos fitotdéxicas; c) reducdo da
concentracdo do herbicida no local de acédo, absorcéao foliar e/ou translocacdo do
herbicida pelo bi6tipo resistente (sequestracdo ou compartimentalizacao)
(CHRISTOFFOLETI, 2008).

O manejo de plantas daninhas resistentes a herbicidas é o novo desafio para
a agricultura. Os programas de manejo integrado de plantas daninhas tém como
uma das maiores limitagbes a caréncia de conhecimentos sobre biologia e ecologia
(FERNANDEZ, 1982; CARVALHO, 2005), considerados essenciais para o
desenvolvimento de sistemas de manejo viaveis sob os pontos de vista econémicos
e ambientais (BHOWMIK, 1997).

Além disso, a biologia das plantas daninha aliada a engenharia genética,

podem fornecer informagfes substanciais para 0 manejo da resisténcia. Contudo,



este trabalho tem por objetivos: a) comprovar a existéncia de biétipo de D. insularis
resistente ao glyphosate; b) avaliar o efeito da temperatura, fotoperiodo e
disponibilidade hidrica na germinacdo das sementes dos bibtipos suscetivel e
resistente ao glyphosate; c) avaliar o efeito da profundidade de semeadura na
emergéncia de suas plantulas; d) descrever a fenologia e o desenvolvimento de
ambos bidtipos; e) quantificar a taxa de polimorfismo entre eles.



2. REVISAO DE LITERATURA

O controle de plantas daninhas é uma pratica de elevada importancia para a
obtencéo de altos rendimentos em qualquer exploracao agricola. Os métodos mais
utilizados para controlar as infestantes sdo o mecanico, o quimico e o cultural.
Quando possivel, € aconselhavel utilizar a combinacdo de dois ou mais métodos. O
método mais utilizado para controlar as plantas daninhas é o quimico, isto é, o uso
de herbicidas. Suas vantagens sdo a economia de méo de obra e a rapidez na
aplicacdo (EMBRAPA, 2011).

No entanto, o uso indiscriminado de herbicidas e a falta de planejamento no
manejo de plantas daninhas trouxeram um novo problema para a agricultura
mundial, a selecdo de plantas daninhas resistentes a herbicidas. Segundo Embrapa
(2011), a maioria dos casos de selecdo e de resisténcia pode ser esperada quando
se utiliza o mesmo herbicida, ou herbicidas com o0 mesmo mecanismo de acéo,
consecutivamente.

Prevenir a disseminacéo e a selecdo de espécies resistentes sdo estratégias
fundamentais para evitar esse tipo de problema. A utilizacédo e a rotacédo de produtos
com diferentes mecanismos de acdo e a adocdo do manejo integrado (rotacédo de
culturas, uso de varios métodos de controle, etc) fazem parte do conjunto de
indicacdes para um eficiente controle das infestantes.

Assim, a resisténcia implica na sobrevivéncia das plantas daninhas as doses
normalmente aplicadas no campo, como resultado da selecdo ou da resposta
genética as repetidas exposi¢cdes aos herbicidas de mesmo mecanismo/local de
acdo. O bidtipo resistente passa a enfrentar menor competicdo com 0s suscetiveis,
permitindo maior sobrevivéncia e aumento no numero daqueles individuos, tornando
a populacéo resistente (CHRISTOFFOLETI et al., 2001).

Segundo Heap (2013), 22 espécies de plantas daninhas resistentes ja foram
detectadas no Brasil. Dentre estas, destaca-se o capim-amargoso (D. insularis) uma
espécie perene, herbacea, entoucerada, ereta, rizomatosa, de colmos estriados,
com 50 a 100 cm de altura (KISSMANN E GROTH, 1997).

Conhecidas popularmente como capim-colchdo e capim-amargoso, Sao

plantas de desenvolvimento rapido e agressivo em areas cultivadas e relatadas



como problema em mais de 60 paises, infestando mais de 30 culturas de
importancia econémica; no Brasil, podem ocorrer regularmente em varias culturas
‘de primavera” ou “de verdao” (KISSMANN, 1997). Atualmente, tém sido
consideradas como uma das principais espécies de plantas daninhas que infestam o
cultivo de cana-de-acucar (DIAS et al., 2007).

Entretanto, segundo (MACHADO, 2005) a D. insularis apresenta lento
crescimento inicial, sendo esta uma caracteristica que pode afetar na competicédo
com outras espécies daninhas. Nesse sentido, no inicio de desenvolvimento,
principalmente em condi¢cdes de sombreamento ou de baixas temperaturas, por se
tratar de uma planta tipo C4, as plantas de D. insularis podem ser suprimidas pelo
desenvolvimento mais rapido de outras espécies da comunidade infestante. Por sua
vez, se a dose do herbicida nao for suficiente para controla-la, ela pode se tornar
uma espécie dominante, como acontece em muitos casos em lavouras de café e
areas de plantio direto, em que a dose de glyphosate é eficiente para outras
espécies e insuficiente para o efetivo controle de D. insularis (MACHADO et al.,
2006).

Trata-se de uma planta extremamente competitiva e sua ocorréncia é
agravada pelo surgimento de biétipos resistentes ao glyphosate (herbicida inibidor
da enzima enol-piruvil-shiquimatofosfato-sintase -EPSPS).

O glyphosate € um herbicida n&o-seletivo utilizado ha mais de 40 anos no
manejo da vegetacdo, para formar a palhada no sistema plantio direto. Com a
introducdo comercial da soja transgénica resistente ao glyphosate, o uso desse
herbicida aumentou, e o0 uso indiscriminado desse herbicida provocou a evolugéo de
muitos casos de resisténcia (BURNSIDE, 1992).

A enzima 5-enolpiruvilshiquimato 3-fosfato sintase (EPSPS) esta presente na
rota de sintese dos aminoacidos arométicos fenilalanina, tirosina e triptofano.
EPSPS ocorre em plantas, fungos e na maioria das bactérias, mas ndo em animais
(KRUSE et al., 2000).

Os inibidores de EPSPS séao herbicidas de acao total, de amplo espectro, que
controlam plantas mono e dicotiledéneas anuais e perenes. Sao aplicados em pos-
emergéncia de plantas daninhas e antes da semeadura ou emergéncia das culturas

para o controle da vegetacdo (manejo ou dessecacdo) e antes da semeadura no



sistema de plantio direto. Também sdo utilizados para manejo da vegetacdo em
areas ndo cultivadas e para situacdes de renovagdo de pastagens (VIDAL E
MEROTTO JR., 2001).

Os mecanismos que conferem resisténcia ao capim-amargoso estao
relacionados a mais lenta absor¢cédo de glyphosate por plantas do biotipo resistente,
assim como com a mais rapida metabolizagéo do glyphosate em AMPA, glioxilato e
sarcosina. Além disso, a translocacdo é muito menor em plantas do biétipo
resistente em relacdo ao susceptivel, mesmo em plantas novas, com 3 a 4 folhas
(CARVALHO et al., 2011).

Varios fatores influenciam a probabilidade de infestacdo de uma &rea, assim
como sua adaptabilidade ecolégica e prolificidade de individuos. Dentre eles,
podemos citar a longevidade e dorméncia das sementes e de outros propagulos,
condicbes para a germinacdo, desenvolvimento e reproducédo, competicdo intra e
interespecifica, frequéncia na utilizacdo de herbicidas de Gnico mecanismo de acéo
e sua persisténcia, eficacia do herbicida e métodos adicionais empregados no
controle das espécies daninhas (GRESSEL & SEGEL, 1990).

Além disso, as diferentes praticas de manejo do solo promovem modificacfes
na dindmica populacional das plantas daninhas. Esse evento esta associado a
mudangas na composi¢do da comunidade infestante no tempo, considerando o
namero e a dominancia relativa de cada espécie no agroecossistema (ZELAYA et
al., 1997). Essas modificacbes envolvem aspectos da biologia e ecologia das
espécies e podem ser alteradas pelas condi¢cdes de manejo do solo, das culturas e
dos métodos de controle (VOLL et al., 2005).

As reservas de sementes viaveis no solo, em profundidade e na sua
superficie, sdo designadas como banco de sementes. Embora a quantidade de
sementes de plantas daninhas presentes na camada aravel do solo possa variar de
2.000 até 7.000 por metro quadrado, em diferentes agroecossistemas e localidades
(JOHNSON & ANDERSON, 1986), a germinabilidade dessas sementes com o
decorrer do tempo é variavel entre as espécies. Sementes como as de amendoim-
bravo (Euphorbia heterophylla) e picdo-preto (Bidens pilosa) apresentam, de modo
geral, alta taxa de germinagéo e emergéncia, exaurindo-se no solo em cerca de trés

a quatro anos, na auséncia de reinfestacdo (VOLL et al., 2001), enquanto outras,



como a trapoeraba (Commelina benghalensis L.), podem sobreviver no solo por
cerca de 40 anos (VOLL et al., 1997).

No Brasil, poucos estudos relacionados aos mecanismos envolvidos na
emergéncia de plantas daninhas e a profundidade a partir da qual suas sementes
sdo capazes de emergir estdo disponiveis. Segundo Toledo et al. (1993) e Brighenti
et al. (2003), o conhecimento da profundidade na qual a plantula é capaz de emergir
pode permitir a adocdo de praticas de manejo pertinentes, como, por exemplo, 0
emprego de métodos mecanicos associados ou ndo a meétodos quimicos.

A profundidade no solo em que uma semente € capaz de germinar e produzir
plantula é varidvel entre as espécies e apresenta importdncia ecolégica e
agronémica (GUIMARAES et al., 2002; MARTINS 2009).

Assim, como as plantas daninhas de modo direto ou indireto provocam danos
as culturas, comprometendo, em ultima instancia, sua producdo agricola, é de
particular interesse no manejo dessas populacdes verificar a dindmica de sua
emergéncia (YAMASHITA, 2005; MARTINS, 2009).

Sabendo disso, Orzari (2010) verificou que sementes de varias espécies de
ipomoeas germinaram satisfatoriamente até os 5 cm de profundidade em diferentes
tipos de solos. Sementes de D. insularis apresentaram cerca de 80% de germinacéo
em até 3 cm de profundidade; ao serem dispostas a 4 cm de profundidade sua
germinacao foi reduzida a 10% (MARTINS, 2009).

O conhecimento de aspectos relacionados a germinagdo, como temperatura,
causas da dorméncia e a profundidade maxima que possibilita a germinacdo das
plantas daninhas, associadas a adocao de préaticas adequadas de manejo como, por
exemplo, a determinacdo do momento 6timo para a aplicacdo de herbicidas em pos-
emergéncia (GUO & AL-KHATIB, 2003) sao informacdes de grande importancia para
a aplicagéo de sistemas viaveis de manejo integrado.

A luz, bem como a sua qualidade, a temperatura, a umidade e suas
alteracGes sao os mais importantes fatores ambientais para se provocar a superacao
da dorméncia das sementes de plantas daninhas (RUEDELL, 1995; GOMES 2008).

A germinacdo das sementes € regulada pela interacdo de seu estado
fisiologico e das condi¢cdes de ambiente, sendo que cada espécie vegetal exige um

conjunto de requisitos especificos quanto a disponibilidade de agua, temperatura, luz



e profundidade de semeadura, para a ocorréncia do processo de germinacdo. A
temperatura é considerada 6Otima para a germinacdo das sementes quando permite
a expressdo do potencial maximo de germinacdo em menor periodo de tempo
(POPINIGIS, 1985; MAYER & POLJAKOFF MAYBER, 1989; MONDO, 2010).
Normalmente, essa temperatura esta relacionada a temperatura da regido de origem
geografica da espécie, considerando a época favoravel para a germinacao
(ANDRADE et al., 2000).

Dessa forma, existem espécies cujo processo germinativo é favorecido por
temperatura constante (VARELA et al., 1999; SOUSA et al., 2000; SILVA, 2001), por
alternéancia de temperatura (SANTOS & AGUIAR, 2000; LOPES & SOARES, 2003)
ou por um intervalo amplo de temperatura (NASSIF & PEREZ, 2000; SILVA et al.,
2002).

A luz é outro fator importante para a germinacdo das sementes. Tanto a
intensidade, o comprimento de onda quanto o fotoperiodo sé@o variaveis conhecidas
por exercerem efeito sobre a germinacdo de sementes que possuem dorméncia
(COPELAND & MCDONALD, 2001). Quando as sementes necessitam da presenca
de luz para germinar, elas sdo denominadas fotoblasticas positivas; quando
necessitam da auséncia de luz, fotoblasticas negativas; e quando a luz ndo interfere
no processo germinativo, fotoblasticas neutras ou nao fotoblasticas (MAYER &
POLJAKOFF MAYBER, 1989; VAZQUEZ-YANES & OROZCO-SEGOVIA, 1993).
Mondo et al. (2010) n&o verificaram a necessidade de luz para a germinagéo da D.
insularis podendo denomina-las de fotoblasticas neutras.

Na realidade a necessidade de temperaturas alternadas e de luz para a
germinacdo de sementes sdo exigéncias para a superacdo da dorméncia de
algumas sementes. Assim, caso as condicdes ndo sejam as ideais para a
germinacao, as sementes podem permanecer vivas nos solos por longos periodos
(STECKEL et al., 2004). O conhecimento das exigéncias ambientais para
germinacdo das sementes de espécies de plantas daninhas, ainda ndo disponivel
para varias espécies, € fundamental para a interpretagdo do seu comportamento
ecologico no campo, aléem de possibilitar o desenvolvimento de estratégias de

reducdo do banco de sementes nas areas cultivadas (SOUZA FILHO, 2006).



Gomes e Christoffoleti (2008) constataram que para ocorrer o controle efetivo
de plantas daninhas é preciso amplo conhecimento da biologia das espécies e da
interferéncia do meio ambiente sobre a dindmica populacional das plantas daninhas
e do banco de sementes.

Contudo, pouco se conhece sobre as caracteristicas biolégicas de plantas
daninhas em nossas condi¢des, tdo pouco de biotipos resistentes a herbicidas, e o
estudo do comportamento biolégico/ecolégico se faz fundamental a fim de tracar
estratégias de manejo para essas plantas.

Ainda, com o desenvolvimento da biologia molecular, é possivel estimar a
variabilidade genética dentro da espécie pelo uso de marcadores moleculares, que
estdo facilitando a realizacdo de estudos de genética, taxonomia e evolucdo de
plantas, proporcionando substancial evolu¢cdo do conhecimento cientifico (FALEIRO,
2007).

Caracteres fenotipicos, tradicionalmente usados para estimar a diversidade
genética, sao limitados, uma vez que séo influenciados pelo ambiente e estadio de
desenvolvimento da planta (TATINENI et al., 1996). Os marcadores de DNA sao
independentes das condi¢cdes ambientais e mostram alto nivel de polimorfismo, com
heranga mendeliana, possibilitando uma descricdo mais detalhada da estrutura
genética de populacdes (WILLIAMS et al., 1990).

Entre as técnicas mais utilizadas para caracterizacdo genética de espécies
em que se desconhecem maiores informacdes genéticas encontram-se 0S
marcadores moleculares do tipo Inter-Simple Sequence Repeats (ISSR). Os ISSR
sdo marcadores arbitrarios altamente informativos multiloci correspondentes a
microssatélites produzidos por amplificacdo da reacdo de cadeia polimerase
utilizando um dnico iniciador (POWELL et al., 1996). Os ISSR apresentam alto
polimorfismo, ndo requerem prévios conhecimentos gendmicos, possuem maior
reprodutibilidade e, além disso, séo de custo relativamente baixo (ZIETKIEWICZ et
al., 1994)

Avaliando a dispersdo e variagcdo genética de Solanum nigrum resistente e
sensivel aos herbicidas inibidores de FS Il em 25 locais na Franga, Poldnia e Reino
Unido, foi verificada elevada similaridade genética entre as varias populagbes. O

resultado dessa pesquisa sugeriu que a dispersao de sementes de Solanum nigrum
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ocorreu por meio de aves migratorias entre os paises amostrados. Todavia, entre
trés populagbes, devido a baixa similaridade encontrada, especula-se que a
resisténcia tenha ocorrido de forma independente (STANKIEWICZ et al., 2001).

Ainda, trabalhos que avaliaram a similaridade genética entre bidtipos de
Euphorbia heterophylla demonstraram que a resisténcia aos herbicidas inibidores de
ALS ocorreu de forma independente nos locais avaliados (WINKLER et al., 2002). E,
Esselman et al. (1999) e Assefa et al. (2003) utilizaram marcadores ISSR para
acessar a diversidade genética de Calamagrostis porteri subsp. Inseparata (Swallen)
e Eragrostis tef (Zucc.) Trotter, todos representantes da familia Poaceae, tendo alto
nivel de polimorfismo.

Assim, estudos sobre a variabilidade genética de espécies sao relevantes, e
aliados a biologia, podem ajudar a desenvolver estratégias de manejo eficientes das

plantas daninhas resistentes aos herbicidas.
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3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi subdividido em trés etapas: Comprovacao da resisténcia da D.
insularis ao glyphosate, estudo de fatores que afetam a germinagdo e emergéncia,

fenologia e desenvolvimento e taxa de polimorfismo entre os biétipos.

3.1. Comprovacéo de biotipos resistente e suscetivel ao glyphosate.

Sementes de D. insularis com histérico de resisténcia (R) foram coletadas em
area com cultivo de laranja no municipio de Matdo — SP (21°35°8,35” S e
48°23'12,87” W Gr), enquanto sementes de plantas supostamente suscetiveis (S)
foram coletadas no municipio de Santa Helena do Goids — GO (17°50°'19,04” S e
50°34'14,82” W Gr), em area sem histoérico de aplicacdo de glyphosate

O bidtipo R utilizado neste experimento ja havia sido detectado resistente ao
glyphosate por Carvalho et al, 2011, no entanto foi realizado um novo teste por meio
do desenvolvimento de dois experimentos de dose-resposta, onde o primeiro, com
seis doses do glyphosate (Roundup Original®) baseado na dose recomendada de
720 g e.a.ha™ de glyphosate, serviu de base para o ajuste das doses utilizadas no
segundo experimento.

O segundo experimento apresentou delineamento experimental inteiramente
casualisado com quatro repeticdes, no qual constaram os dois bibtipos de capim-
amargoso sob sete doses ajustadas de glyphosate (Roundup Original®); o bidtipo S
foi submetido &s doses de 0, 50, 100, 150, 200, 400 e 600 g e.a.ha’, ja e o biétipo R,
0, 75, 150, 300, 600, 900, 1200 g e.a.ha™.

A aplicacao das doses de glyphosate em ambos os experimentos foi realizada
com o auxilio de pulverizador costal a pressdo constante de 2,8 kgf cm™ (mantida
por CO, comprimido), munido de barra com duas pontas de pulverizacdo XR
110015, espacadas em 0,5 m, com consumo de calda equivalente a 150 L ha™ As
aplicacoes foram realizadas quando as plantas de D. insularis apresentavam de 2 a
4 folhas totalmente expandidas

Aos 30 dias ap0s a aplicacao, foi determinada a matéria seca da parte aérea
das plantas de capim-amargoso e atribuidas notas visuais de controle (ALAM, 1974)

e 0s resultados obtidos foram submetidos a analise de regressao.
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Os dados foram ajustados a equacdo ndo-lienar tipo logistica: y = a/[1+

c
(g) ], em que y & a matéria seca da parte aérea e/ou a porcentagem de controle; X,

dose do herbicida; e a, b, e c, parametros estimados da equagao (“a” € a amplitude

entre 0 ponto maximo e o ponto minimo da variavel, “b” corresponde a dose do

Wy M [Pl

herbicida necessaria para causar 50% de resposta da variavel “y” e “c” é a inclinacao

da curva ao redor de b)

3.2. Fatores que afetam a germinacao e emergéncia de bidtipos de Digitaria

insularis resistente e suscetivel ao glyphosate

3.2.1. Temperatura

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Plantas Daninhas, do
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria da Universidade Estadual
Paulista, em Jaboticabal — SP, onde foi realizado um teste de germinacao preliminar
para avaliar a viabilidade das sementes coletadas. Foram utilizadas 500 sementes
de cada bidtipo e submetidas & 30°C e 12 horas de luz. Ap6s 20 dias, o biotipo
suscetivel apresentou 61% de germinacéo, enquanto que o biotipo resistente, 68%.

Em seguida, foram realizados dois testes para a determinacédo da influéncia
de diferentes temperaturas na germinacdo das sementes dos dois biotipos de D.
insularis. Para isso, foram dispostas 100 sementes dessa espécie em caixas Gerbox
(11,0 x 11,0 x 3,0cm) transparentes sobre duas folhas de papel de germinac¢éo (10,5
x 10,5cm) previamente umedecidas com quantidade de agua correspondente a 2,5
vezes a massa do papel seco. Para as parcelas conduzidas na auséncia de luz, as
caixas foram envolvidas com papel aluminio.

Realizou-se o primeiro experimento de germinacdo em delineamento
experimental inteiramente casualisado, com 4 repeticbes, em esquema fatorial 2x8,
ou seja, foram utilizados 2 biotipos de D. insularis (resistente e suscetivel) e 8
temperaturas constante (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40°C).

O segundo teste, onde também se avaliou a germinacdo das sementes dos
dois bibtipos, porém desta vez, submetidos a temperaturas alternadas de 10-20°C,
15-25°C, 20-30°C, 25-35°C e 15-35°C, sendo estas combinadas com o fotoperiodo
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12/12 (12 horas em cada temperatura). O delineamento experimental foi
inteiramente casualisado com quatro repeti¢cdes, perfazendo um esquema fatorial
2X5.

. As temperaturas propostas para germinacao das sementes foram baseadas
nas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 1992) para as espécies de Digitaria
spp, além disso, ambos os experimentos foram submetidos & auséncia e presenca
(12 horas) de luz.

Em seguida, as caixas foram colocadas em CDGs com controle de
temperatura especifica para cada tratamento e fotoperiodo igual para todos os
tratamentos. Cada tratamento foi submetido a auséncia total e presenca de 12 horas
de luz. As camaras de germinacdo estavam equipadas com fonte de luz frontal
composta por quatro lampadas fluorescentes brancas de 15w cada (GE, “daylight”)
e, realizou-se o rodizio das caixas plasticas diariamente dentro de cada camara,
afim de oferecer de forma homogénea intensidade luminosa para todas as
repeticoes.

A avaliacao dos testes de germinacdao foi realizada diariamente até os 30 dias
apos a semeadura, com a contagem de sementes germinadas. Foram consideradas
sementes germinadas aquelas que apresentaram extensao radicular igual ou
superior a 2 mm (DURAN & TORTOSA, 1985). Nos experimentos com auséncia de
luz as avaliacbes foram realizadas na presenca da luz verde, para que nao
houvesse interferéncia dos diferentes comprimentos de onda na germinacao.

Os dados resultaram no calculo da porcentagem, tempo médio, velocidade e
indice de velocidade de germinacdo (%G, TMG, VG e IVG), segundo férmulas
descritas por Maguire (1962).

%G = (N/100) x 100, em que: N = nimero de sementes germinadas ao final

do teste.

TMG = (Zniti)/Zni, onde: ni = numero de sementes germinadas por dia; ti =
tempo de incubacéo; i = 0 a 30 dias.

VG=(N1G1+N2G2+...+ NnGn)/(G1+G2+...Gn), onde: VG é a velocidade de
germinacdo em dias; G1, G2,Gn é o numero de sementes germinadas na primeira
contagem, segunda contagem e na ultima contagem; N1, N2, Nn é o numero de dias

da semeadura a primeira, segunda e ultima contagens.
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IVG = G1/N1+ G2/N2+ ...+ Gn/Nn, onde: G1, G2, Gn = numero de plantulas
germinadas na primeira, segunda, até a ultima contagem e N1, N2, Nn = namero de
semanas desde a primeira, segunda, até a ultima contagem.

Para a analise dos dados foi aplicado o teste F. Na ocorréncia de efeitos
significativos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, com 5% de

significancia.

3.2.2. Fotoperiodo

Apés selecionada a temperatura que proporcionou melhor condicdo para a
germinacdao da D. insularis, realizou-se um novo experimento em que avaliou a
influéncia da duracdo da luz na germinacdo das sementes dessa espécie. As
unidades experimentais foram constituidas de caixas “gerbox” transparentes, sendo
que no tratamento com auséncia de luz, as caixas foram envolvidas com papel
aluminio.

Os tratamentos foram constituidos de oito periodos de luz (O, 6, 8, 10, 12, 14,
16 e 18 horas) para os dois bidtipos em questdo (R e S). O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualisado com quatro repeticoes,
caracterizando um esquema fatorial 2X8, perfazendo o total de 16 tratamentos.

As leituras de germinacdo se deram através da contagem diaria dassementes
germinadas até os 30 dias ap0s a semeadura, computando-se como germinadas
aguelas com radicula maior ou igual a 2 mm (DURAN & TORTOSA, 1985).

Com os dados obtidos foram calculados a porcentagem, o tempo médio, a
velocidade e o indice de velocidade da germinacdo (%G, TMG, VG e o IVG) das
sementes dos dois bidtipos, conforme proposto por Maguire (1962). Os dados foram
submetidos a analise de variancia, e as médias, comparadas pelo teste de Tukey (p
> 0,05).

3.2.3. Estresse hidrico
Foram determinados os efeitos da disponibilidade de agua (estresse
simulado) por solucbes de polietilenoglicol (PEG 6000) ajustadas para potenciais
osmoticos de 0,0, -0,2, -0,4, -0,6, -0,8 e —1,0 MPa, conforme descrito por Villela et al.
(1991).
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As concentracdes de PEG 6000, em gramas/litro de agua desmineralizada,
utilizadas para obter cada tratamento do efeito da disponibilidade de agua a 30°C
foram: 0,0 (0,0 MPa), 127,780 (-0,2 MPa), 188,168 (-0,4 MPa), 234,637 (-0,6 MPa),
273,858 (-0,8 MPa), 308,434 (-1,0 MPa).

Todos os tratamentos foram arranjados no delineamento experimental
inteiramente casualisado com quatro repeticoes, em esquema fatorial 6x2 (6
potenciais osmoéticos e 2 bibtipos). As parcelas experimentais corresponderam as
caixas Gerbox, com papel de filtro autoclavado (substrato) contendo 100 sementes
de D. insularis (R) e (S). As caixas foram acondicionadas em CDG com fotoperiodo
e temperatura ajustados de acordo com 0s ensaios anteriores.

As avaliacfes foram realizadas diariamente até os 30 dias apos a semeadura,
com a contabilizacdo de sementes germinadas, cosiderando-se como germinadas
as plantulas que apresentavam radiculas maiores ou iguais a 2 mm (DURAN &
TORTOSA, 1985).

A obtencdo dos dados de contagem diaria de germinacdo permitiu-se 0s
calculos da porcentagem, tempo médio, velocidade e o indice de velocidade da
germinacao (%G, TMG, VG e o IVG), conforme descrito por Maguire (1962).

Para a andlise dos dados foi aplicado a andlise de variancia pelo teste F. Na
ocorréncia de efeitos significativos, as médias foram comparadas pelo teste de

Tukey, com 5% de significancia.

3.2.4. Profundidade de semeadura

Para a avaliagdo do efeito da profundidade de semeadura sobre a
emergéncia de D. insularis foram utilizadas unidades experimentais constituidas de
vasos plasticos com capacidade para 2 litros de solo mantidos em area externa,
anexa ao laboratério de plantas daninhas.

As profundidades de semeadura estudadas para cada biotipo foram: 0, 1, 2,
3, 4, 5 7, 10 e 15 cm. Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente
casualisado, com quatro repeticbes, caracterizando esquema fatorial 2 x 9,
perfazendo 18 tratamentos. O desenvolvimento do experimento foi realizado com a
semeadura das sementes em substrato latossolo:areia, na propor¢ao 3:1 v/v, com

classe textural argilosa, conforme analise granulométrica: 428 g/Kg de argila; 91
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g/Kg de silte; 350 g/Kg de areia. Além disso, o solo apresentava 18 g/dm*® de matéria
organica e pHcacrz 5,2.

Para cada profundidade foram depositadas 50 sementes de cada biotipo de
D. insularis por vaso, os quais foram irrigados diariamente de modo a oferecer
condi¢cbes adequadas de umidade para a germinacao e emergéncia das plantulas.

As avaliagbes foram constituidas de contagem de plantulas emergidas
realizadas com um intervalo de dois dias, até 30 dias ap0s a semeadura (DAS). Os
dados obtidos foram submetidos ao céalculo da porcentagem de emergéncia, tempo
médio de emergéncia e indice de velocidade de emergéncia (IVE), segundo
férmulas descritas por Maguire (1962). Além disso, foram obtidas a frequéncia de
emergéncia para cada profundidade.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (teste F) e as

médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.3. Crescimento e fenologia

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Biologia Aplicada a Agropecuaria da Unesp, campus de Jaboticabal, SP. Para tanto,
foram utilizados vasos plasticos com capacidade para 5 litros preenchidos com
substrato na proporcgéo 3:1 v/v (latossolo:areia) cujo pH em Ca Cl, foi 5,5, além de
apresentar 15 g.dm™ de matéria organica e 42,7 de soma de bases . Foi realizada
adubacdo prévia, onde se administrou a cada vaso o equivalente a 300 kg ha™ de
N,P,K na proporcao 4:14:8. A irrigacao foi realizada diariamente, mantendo-se o solo
amido.

Cada unidade experimental foi constituida de uma planta, sendo os
tratamentos compostos por épocas de coletas das plantas, realizadas em intervalos
regulares de sete dias a partir dos 30 dias apds a semeadura (DAS) até aos 79 dias
apos a semeadura, totalizando 8 tratamentos.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualisado, com 5
repeticdes, sendo as posi¢cdes dos vasos alternadas semanalmente.

As plantas ainda foram acompanhadas e caracterizadas quanto ao estadio
fenolégico (Bleiholder et al., 1991), sendo caracterizado o estadio quando 50%

+ldas plantas se apresentavam determinada caracteristica de desenvolvimento.
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Também foi determinada, em cada tratamento, a area foliar por meio do medidor de
area (modelo LI 3100, LiCor Instruments). Em seguida, a massa seca da parte aérea
e da raiz foram obtidas apos secagem em estufa com ventilacdo forcada a 70°C, até
massa constante.

Com base nos resultados de area foliar e massa seca acumulada, foram
determinadas: taxa de crescimento relativo (TCR), Taxa de crescimento absoluto
(TCA), taxa de assimilacdo liquida (TAL), razdo de area foliar (RAF), seguindo
férmulas sugeridas por Benincasa (2003):

TCR=(InPn-InPn - 1)/ (Tn- Tn - 1) , em que InPn é o logaritmo neperiano da
biomassa seca acumulada até a avaliacdo n; InPn-1 é o logaritmo neperiano da
biomassa seca acumulada até a avaliacdo n-1; Tn € o niamero de dias apds a
emergéncia por ocasido da avaliacdo n; e Tn-1 é o numero de dias apds a
emergéncia por ocasido da avaliagao n-1.

TAL = [(Pn-Pn-1)/(Tn-Tn-1)].[(InAn- InAn-1)/An- An-1)], em que An € a &rea
foliar da planta por ocasido da avaliacdo n; e An-1 € a area foliar da planta por
ocasido da avaliacédo n-1.

RAF = An/Pn, em que An é éarea foliar da planta por ocasido da avaliagdon e
Pn € a biomassa seca acumulada até avaliagédo n

RPF = Pfn/Pn, em que Pfn é a biomassa secadas folhas por ocasido da
avaliacdo n e Pn é abiomassa seca acumulada até a avaliacao n.

As variaveis quantitativas relacionadas com o crescimento da planta foram
analisadas estatisticamente com a aplicacao do teste F sobre a analise da variancia
seguido da aplicacédo de regressdes ndo-lineares do tipo logistica, com o objetivo de
modelar os dados sob a forma de equacBes. O modelo logistico adotado foi
adaptado por Streibig (1988).

A curva de taxa de crescimento absoluto do biétipo resistente foi melhor
ajustada ao modelo ndo-linear do tipo Lognormal: y = atb*exp{-
0,5*[LN(x/c)/d]*[LN(x/c)/d]}, em que y é a variavel de interesse; x, 0 numero de dias

acumulados; e a, b, ¢, d, parametros estimados da equacéao.
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3.4. Taxa de polimorfismo

Foi coletado 0,1g de folhas frescas de plantas jovens (4 a 5 folhas
expandidas) dos dois bidtipos, que foi macerado em nitrogénio liquido com a ajuda
de um almofariz e um pistilo de porcelana para a extracdo imediata do DNA. Em
seguida, foi adicionado 1 ml de tampé&o de extragdo (20 mM EDTA; 100 mM Tris-HCI
(pH 8,0); 1,4 M NaCl e 2% (v/v) de CTAB) e 0,2% de B-mercaptoetanol. A mistura foi
agitada e transferida para um tubo de microcentrifuga de 2 ml.

Foram adicionados 10 mg de PVP (polyvinylpirrolidine - Sigma) e o tubo foi
invertido suavemente por varias vezes para misturar bem o material e depois
incubado a 60°C por 25 min e esfriado a temperatura ambiente. Foi adicionado 1ml
de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), agitando-se levemente os tubos, e em
seguida centrifugado a 10.621 x g por 15 min a temperatura ambiente.

O sobrenadante (20 mL) foi transferido para um novo tubo ao qual foi
adicionado 0,5 volumes de NaCl 5M e 1,0 volume de etanol 95% gelado (-20°C). A
solucéo foi armazenada a -80°C por 20 min, para total precipitacdo do DNA, e depois
centrifugada a 4.460 x g por 5 min e, em seguida, a 10.621 x g por mais 5 min a 4°C
para formagédo do “pellet” (precipitado). O sobrenadante foi descartado e o “pellet”
limpo, lavado com etanol 75% gelado (4°C), reagindo aproximadamente por 1 min e,
em seguida, centrifugado a 10.621 x g por 5 min a 4°C. Apos descartar o etanol, o
“pellet” de DNA foi seco e ressuspendido com 50 pl de tampé&o TE 10:1 (Tris 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 8,0), tratado com 10 pul de RNAse a concentragao de 10 mg/ml e
incubado a 37°C por 30 min. As amostras de DNA foram estocadas a -20°C.

A analise da qualidade das amostras de DNA extraido foi feita por
eletroforese em gel de agarose a 0,8%, utilizando-se o tampao de corrida TBE 1X
(Tris 89 mM, H3BO3 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,2), com brometo de etidio (0,5
gg/ml). Os fragmentos de DNA gendomico foram visualizados sob luz UV e
documentados em fotodocumentador modelo Gel Doc 2000 (Bio Rad). Para
comparacao do tamanho das bandas foi usado o padrdo de tamanho molecular
conhecido “1kb DNA Ladder” (Fermentas).

O DNA plasmidial foi quantificado em espectrofotometro NanoDrop 2000c
,mensurando a absorbancia nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm, sendo a

relacdo 260/280 nm calculada segundo Sambrook e Russel (2001), para se
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determinar a qualidade e a leitura a 260 nm para se calcular a concentracdo das
amostras de DNA.

Para estimar a concentracdo do DNA total obtido utilizou-se o padrdo de que
uma unidade de absorbancia a 260 nm equivale a 50 ug de DNA por ml de solugéo
(SAMBROOK et al.,1989). A concentracdo final deixada como solucéo de trabalho
para as analises moleculares foi de 10 ug/gl.

A determinacédo da distancia genética entre os dois biotipos foi realizada com
a utilizacdo do marcador molecular ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) e , para

tanto, foram selecionados 25 primers (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncia de nucleotideos e temperatura utilizada na amplificagcdo de

cada primer.
Primers A o~ Primers A o
(UBC) Sequéncia T°C (UBC) Sequéncia T°C

807 AGA GAG AGAGT 55 842 AGA GAG AGA AYG 55
808 AGA GAG AGAGC 54 843 CTCTCT CTC TRA 55
809 AGA GAG AGAGG 54 855 ACA CACACACYT 55
811 GAG AGA GAGAC 54 856 ACA CACACACYA 54
816 CAC ACA CAC AT 55 857 ACA CACACACYG 55
818 CAC ACA CAC AG 54 861 ACC ACCACCACC 55
823 TCT CTC TCT CC 55 864 ATG ATG ATG ATG 54
825 ACA CACACACT 55 884 HBH AGA GAG AG 55
826 ACA CAC ACACC 55 885 BHB GAG AGA GA 55
827 ACA CAC ACA CG 55 886 VDV CTC TCT CT 55
836 AGA GAG AGAGYA 55 887 DVD TCT CTC TC 55
840 GAG AGA GAG AYT 54 888 BDB CAC ACA CA 55
841 AGA GAG AGA AYC 55

As sequéncias foram alinhadas com auxilio do programa CP ATLAS® e
submetidas a anélise de distéancia genética com o auxilio do programa PAUP
4.0b10°.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Deteccao daresisténcia de Digitaria insularis ao glyphosate

A Figura 1 e as tabelas 2 e 3 mostram as curvas de dose-resposta ajustadas
para os dois bidtipos de capim-amargoso submetidos ao glyphosate. Observa-se
diferencga significativa entre os dois bi6tipos (p<0,01), confirmando a maior tolerancia
ao glyphosate do bidtipo coletado no municipio de Matdo — SP, conforme também
constatado por Carvalho et al., 2011 ao realizar curva dose-resposta e acumulo de
acido chiquimico com o mesmo biétipo.

As curvas de dose-resposta evidenciam que os dados foram ajustados de
forma adequada ao modelo logistico proposto, uma vez que todos os valores dos
coeficientes de correlacdo das curvas R? foram superiores a 90% e todas as
equacOes tiveram seus parametros de ajustes (a, b e c) significativos
estatisticamente pelo teste T (Tabela 2 e 3).

Verifica-se nas Figuras 1A e 1B que ja na dose de 150 g e.a./ha de
glyphosate, ocorreu controle de 75% das plantas do bi6tipo suscetivel e reducéo de
cerca de 65% da sua matéria seca, quando apresentavam de 2 a 4 folhas
expandidas. Em contrapartida, o biotipo resistente foi 80% controlado apenas
quando se utilizou a dose de 900 g e.a./ha, e a sua matéria seca nessa mesma dose
foi semelhante a matéria seca do suscetivel submetido & dose de 200 g e.a./ha.

O ECso, ou seja, a dose capaz de controlar ou reduzir a massa de 50% das
plantas de D.insularis com 2-4 folhas, do suscetivel foi de 78,5 g e.a./ha para nota
de controle e 96,7 g e.a./ha, para o acumulo de matéria seca; jA o resistente

apresentou ECsy de 416,6 g e.a./ha e 301,7 g e.a./ha, respectivamente.
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Controle (%)
Massa seca (g)

T T T T T T : 0,0+ T
0 200 400 600 800 1000 1200 0 200
Glyphosate (g e.a./ha)

400 600 800 1000 1200
Glyphosate (g e.a./ha)

Figura 1. Porcentagem de controle (A) e matéria seca (B) da D. insularis (2 a 4

folhas) resistente (R) e suscetivel (S), submetidas & doses justadas de
glyphosate.

Tabela 2. Paréametros da equacdo logistica usada para calcular a dose de
glyphosate requerida para controlar 50% das plantas de D. insularis.

Bi6tipos? a b/ECso° C R* FRA
R -0,944 416,6 1,255 0,980** 5,31
S -0,127 78,5 0,930 0,982** 1,00
%S indica bidtipo susceptivel e R, bidtipo resistente ao glyphosate.

PEC50 representa a concentracéo ou dose de glyphosate que inibe em 50% o0 acumulo de matéria
seca.

“Coeficiente de determinag&o da curva e ** indica a significancia de ajuste do modelo de regresséo a
1% de probabilidade pelo teste F.

4 FR é o fator de resisténcia expresso pela relacdo entre EC50(R) / EC50(S).

Tabela 3. Parametros da equacdo logistica usada para calcular a dose de

glyphosate requerida para reduzir em 50% o acumulo de matéria seca por planta de
D. insularis.

Bi6tipos? a b/ECso° c R FRA
R 0,03028 301,7 2,271 0,959** 3,12
S 0,02489 96,7 2,085 0,975** 1,00

%S indica bi6tipo susceptivel e R, bidtipo resistente ao glyphosate.

PEC50 representa a concentracdo ou dose de glyphosate que inibe em 50% o0 acumulo de matéria
seca.

“Coeficiente de determinacdo da curva e ** indica a significancia de ajuste do modelo de regresséo a
1% de probabilidade pelo teste F.

YFR ¢ o fator de resisténcia expresso pela relacdo entre EC50(R) / EC50(S).

O fator de resisténcia (FR) corresponde a divisdo do ECsy do bidtipo de

suscetibilidade desconhecida com o bi6tipo suscetivel (Christoffoleti et al., 2008). A
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resisténcia é confirmada quando o fator R/S > 1,0 (SAARI et al., 1994), mas valores
de R/S menores de 2.0 com certeza representam variabilidade natural de
suscetibilidade da populacéo e néo caracteriza resisténcia. Dessa forma, observa-se
todos os valores FR foram acima de 2, podendo entdo classificar a populacéo
coletada em Maté&o (R) como resistente ao glyphosate.

Além de Carvalho et al, (2011), a deteccdo de um bibtipo resistente ao
glyphosate no municipio de Matdo também foi observado por outros autores: Nicolai
et al. (2010), Correia et al. (2010) e Melo (2011).

4.2 Fatores que afetam a germinacdo e emergéncia dos dois bidtipos de

Digitaria insularis (resistente e suscetivel)

4.2.1. Temperaturas

A aplicacdo do teste F na andlise da variancia indicou a interagédo
fatorial nas diferentes condi¢Bes de luz (presenca e auséncia) e das temperaturas
constantes para os dois bidtipos de D. insularis, (Tabelas 4 a 5.5).

Em um exame mais amplo, nota-se que as temperaturas que
possibilitaram as maiores taxas de germinacdo da D. insularis, em presenca de luz,
foram 20, 25 e 30°C, enquanto que na auséncia da luz a faixa térmica Gtima
decresceu, apresentando maiores valores as temperaturas de 25 e 30°C. Assim,
verifica-se nas duas condicdes (presenca e auséncia de luz) que o bidtipo resistente
obteve maior porcentagem de germinacdo que o suscetivel ao aglyphosate e, para
ambos os biétipos nao foi verificada germinacdo quando submetidos a temperatura
de 5°C, sendo que na auséncia da luz tal fato se estendeu para os 10°C e 40°C.

As Tabelas 4.1 e 5.1 mostram o desdobramento da interacdo entre
biétipos e temperaturas, nas condicdes de presenca e auséncia de luz,
respectivamente. Observa-se de um modo geral, que para as duas condi¢cdes o
biotipo resistente apresentou maiores taxas de germinacdo em relacdo ao
suscetivel, sendo que na presenca de luz, as maiores porcentagens para o biotipo
resistente ocorreram nas temperaturas de 15, 20, 25 e 30°C n&o havendo diferenga
significativa entre si, jA& o biotipo suscetivel apresentou maior porcentagem de

germinacdo quando submetido & temperatura de 30°C. Entretanto, na condicdo de
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auséncia de luz, os dois biotipos apresentaram as maiores taxas de germinacdo nas
temperaturas de 25 e 30°C.

Além disso, observa-se na Tabela 1.2 e 1.3 que em presenca de luz, as
sementes de D. insularis resistente e suscetivel ao herbicida apresentaram menores
tempo médio de germinacdo (TMG) aos 30 e 35°C e maiores velocidades de
germinacao (VG) aos 30°C. Ainda, ao analisar o efeito de cada temperatura no TMG
dos bidtipos, verifica-se que quando submetidas a 15, 20, 25 e 40°C as sementes do
bidtipo resistente apresentaram valores menores que as sementes do bidtipo
suscetivel, sendo maior TMG aos 10°C, enquanto nas temperaturas de 30 e 35° ndo
houve diferenca entre os bi6tipos.

Registra-se na Tabela 5.2 situacdo semelhante quando as sementes
foram submetidas & auséncia de luz, sendo as temperaturas de 30 e 35°C as que
proporcionaram menores TMG para o biétipo suscetivel e 25, 30 e 35°C para o
resistente. Além disso, o bibtipo resistente obteve menores TMG, em relagdo ao
biétipo suscetivel, em todas as temperaturas analisadas, entretanto nao
apresentaram diferenca significa quando submetidos a 30 e 35°C. Com relacéo a
VG, também nota-se maiores valores em todas as temperaturas para o bi6tipo
resistente, sendo que a 15°C nao houve diferenca significativa entre os biotipos.

As temperaturas que proporcionaram maiores VG foram de 25 e 30°C para o
biétipo resistente e 30° para o biotipo suscetivel.

Observa-se no indice de velocidade de germinacao (IVG), na Tabela
4.4, que na presenca de luz o bibtipo resistente apresenta maiores valores que o
suscetivel em todas as temperaturas, porém nas temperaturas de 10, 35 e 40°C eles
nao se diferenciam significativamente entre si. Ainda, a temperatura que
proporcionou maiores valores do IVG foi de 30°C para ambos 0s biotipos.

Na auséncia da luz (Tabela 5.4), verificam-se maiores valores do IVG
para o biotipo resistente em todas as temperaturas, com excec¢ao de 15°C que nao
apresentou diferenca entre os bi6tipos, além disso, observa-se que as temperaturas
de 25 e 30°C proporcionaram maiores IVG, entre todas as temperaturas avaliadas,

para o bidtipo resistente e 30°C para o suscetivel.
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Tabela 4. Analise de variancia para porcentagem de germinacéo (%G), tempo médio
de germinacdo (TMG), velocidade de germinacéo (VG) e indice da velocidade de
germinacao (IVG) de D. insularis resistente e suscetivel ao glyphosate submetidas a
diferentes temperaturas, na presenca de luz.

%G! TMG* VG* IVG!
Biotipos (B)
R 51,3A 7,1A 14 A 97,8 A
S 40,5B 7,2 A 95B 66,5B
Temperaturas - °C (T)
5 OE - - -
10 12,4 D 148 A 0,3D 19D
15 68,3 B 8,7B 8,8C 61,1C
20 71,1 AB 7,7C 10,7 C 76,4 C
25 72,6 AB 6,8 D 17,0B 116,3B
30 795 A 3,1E 26,7 A 186,7 A
35 50,8 C 3,1E 16,7 B 117,2B
40 12,1 D 6,1D 22D 15,7D
F (B) 183,237** 1,734N° 90,484** 90,529**
F(T) 259,132** 1941,416** 167,546** 167,7**
F (BXT) 23,428** 82,529** 12,096** 12,104**
CV (%) 12,83 6,43 12,09 12,61

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade e, "°
Nao significativo pelo teste “F”.

'Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Tabela 4.1. Desdobramento da interacdo entre os fatores bidtipos (B) e
temperaturas (T) para a variavel porcentagem de germinacdo (%G).

%G'! 5°C  10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C 40°C
R OAd 125Ac 80,3Aa 86,3Aa 883Aa 853Aa 47,3Ab 10,3 Acd

S O0Ad 12,3 Acd 56,3 Bb 56,0 Bb 57,0 Bb 73,8 Ba 54,5 Ab 14,0 Ac

'médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey, sendo que as letras mailsculas comparam os efeitos das
temperaturas dentro de cada biétipo e as letras minUsculas comparam os efeitos dos biétipos dentro
de cada temperatura.
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Tabela 4.2. Desdobramento da interacdo entre os fatores bidtipos (B) e
temperaturas (T) para a varidvel tempo médio de germinacao (TMG).

50

TMG! C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C 40°C
R - 184Aa 7,6Bb 7,0 Bb 53Bc 3,1Ad 2,8 Ad 5,5Bc
S - 11,3Ba 9,8Ab 8,5 Ac 82Ac 32Ae 33Ae 6,7Ad

'médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey, sendo que as letras mailsculas comparam os efeitos das
temperaturas dentro de cada biétipo e as letras minlsculas comparam os efeitos dos biétipos dentro
de cada temperatura.

Tabela 4.3. Desdobramento da interacdo entre os fatores bidtipos (B) e
temperaturas (T) para a variavel velocidade de germinacéo (VG).

VG! 5°C  10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C 40°C

R - 04Ae 10,9Ad 141Acd 209Ab 31,5Aa 17,9Abc 2,1Ae
S - 0,1Ae 6,8Bcd 7,2Bcd 13,0Bc 21,8Ba 156Ab 2,4 Bde

'médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey, sendo que as letras mailsculas comparam os efeitos das
temperaturas dentro de cada biétipo e as letras minlsculas comparam os efeitos dos biétipos dentro
de cada temperatura.

Tabela 4.4. Desdobramento da interacdo entre os fatores bidtipos (B) e
temperaturas (T) para a variavel indice de velocidade de germinacéo (IVG).

IVG! 5°C 10°C  15°C 20°C 25°C 30°C 35°C 40°C

R 31 261Ad 99.0Acd 1464 Ab 2205Aa 1222 149pe
Ae Abc

s - 97 461Bcd 537Bcd 863Bc 1529Ba 1092 Ab 16
Ae Ade

‘médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey, sendo que as letras mailsculas comparam os efeitos das
temperaturas dentro de cada biétipo e as letras minUsculas comparam os efeitos dos biétipos dentro
de cada temperatura.
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Tabela 5. Analise de variancia para porcentagem de germinacao (%G), tempo médio
de germinacdo (TMG), velocidade de germinacdo (VG) e indiceda velocidade de
germinacao (IVG) de D. insularis resistente e suscetivel ao glyphosate submetidas a
diferentes temperaturas, na auséncia de luz.

%G! TMG! VG! IVG!
Bidtipos (B)
R 43,0 A 75B 13,6 A 955A
S 379B 8,8 A 98B 68,7 B
Temperaturas - °C (T)
5 0,0D - - -
10 0,0D - - -
15 60,8 B 10,2 A 74C 520C
20 61,3B 10,1 A 8,3C 58,4 C
25 70,7 AB 7,8B 14,1 B 98,7B
30 74,8 A 6,0 C 16,9 A 118,6 A
35 56,3 C 6,6 C 11,8 B 82,8B
40 0,0D - - -
F (B) 12,681* 39,567** 39,552** 39,56**
F (T) 215,877** 588,66** 158,992** 158,975**
F (BXT) 2,865* 7,877** 4,846** 4,852**
CV (%) 13,99 8,85 17,93 17,94

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade e, NS

Nao significativo pelo teste “F”.
'Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Tabela 5.1. Desdobramento da interacdo entre os fatores bidtipos (B) e
temperaturas (T) para a variavel porcentagem de germinac¢ao (%G).
%G! 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C  40°C
R OAc OAc ©66Ab ©67,3Ab 71,3Aab 83 Aa 56,7Abc 0Ac
S OAc OAc 557Bb 553Bb 70Aa 66,7Bab 56Ab 0Ac

‘médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey, sendo que as letras mailsculas comparam os efeitos das
temperaturas dentro de cada biétipo e as letras mintsculas comparam os efeitos dos biétipos dentro
de cada temperatura.
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Tabela 5.2. Desdobramento da interacdo entre os fatores bidtipos (B) e
temperaturas (T) para a varidvel tempo médio de germinacao (TMG).

TMG! 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C 40°C

R - - 97Ba 94Ba 63Bb 59Ab 6,2Ab -
S - - 10,8 Aa 10,8 Aa 9,3Ab 6,2Ac 6,9Ac -

'médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey, sendo que as letras mailsculas comparam os efeitos das
temperaturas dentro de cada biétipo e as letras minlsculas comparam os efeitos dos biétipos dentro
de cada temperatura.

Tabela 5.3. Desdobramento da interacdo entre os fatores bidtipos (B) e
temperaturas (T) para a variavel velocidade de germinacédo (VG).
VG! 5°C  10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C 40°C
R - - 84Ac 96Ac 17,3Aa 19,1Aa 138Ab -
S - - 6,5Ac 7,1Bc 10,9Bb 14,8Ba 9,9Bbc -

'médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey, sendo que as letras mailsculas comparam os efeitos das
temperaturas dentro de cada biétipo e as letras mintsculas comparam os efeitos dos bidtipos dentro
de cada temperatura.

Tabela 5.4. Desdobramento da interacdo entre os fatores bidtipos (B) e
temperaturas (T) para a variavel indice de velocidade de germinacédo (IVG).

IvG? 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C  40°C
R - - 589Ac 67,3Ac 121,0Aa 133,6 Aa 96,6 Ab -
S - - 452 Ac 495Bc 76,5Bb 103,5Ba 69,0Bbc -

"médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey, sendo que as letras mailsculas comparam os efeitos das
temperaturas dentro de cada biétipo e as letras minUsculas comparam os efeitos dos biétipos dentro
de cada temperatura.

Sendo assim, pode-se afirmar que a temperatura 6tima para a germinacao
das sementes de D. insularis, independentemente da sua suscetibilidade ao
glyphosate, ficou entre 25°C e 30°C por proporcionar, de um modo geral, menor
tempo médio de germinacdo e maiores taxas, velocidade e indice de velocidade de
germinacao, tanto para as sementes submetidas a 12 horas de luz, quanto na
auséncia dela. Tal fato contrapde o observado por Pyon (1975) ao afirmar que sob
condi¢cbes de temperaturas constantes entre 20 e 30°C a germinacéo das sementes
de capim-amargoso depende da presenca de luz.

Apesar de os bidtipos apresentarem, de um modo geral, maiores %G, VG e

IVG e menores TMG quando em presenca de luz, verifica-se na Figura 2 que tais
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também apresentaram boas condi¢cdes de germinacdo na auséncia de luz, sendo
gue em algumas situacdes seus valores foram maiores que em presenca de luz.
Sendo assim, as sementes de ambos os bibtipos podem ser classificados como
fotoblaticas neutras, de acordo com Mayer e Poljakoff Mayber (1989); Vazquez-

Yanes e Orozco-Segovia (1993), por ndo dependerem da luz para germinarem.
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Figura 2. Comparativo das condi¢cdes de presenca e auséncia de luz (claro e
escuro) para o biotipo resistente (R) e suscetivel (S) em diferentes temperaturas das
variaveis %G (Ae B), TMG (Ce D), VG (Ee F) e IVG (G e H).

A necessidade da variacdo de temperatura durante a germinacdo esta
associada com a dorméncia de sementes; no entanto, também, existem relatos em
que podem acelerar o processo de germinacdo de sementes nao-dormentes
(COPELAND E MCDONALD, 2001).

Para tanto, observa-se nas Tabelas 6 e 7 a analise de variancia da
porcentagem de germinacéo (%G), tempo médio de germinacédo (TMG), velocidade
de germinacédo (VG) e o indice de velocidade de germinacédo (IVG) das sementes
dos dois bibtipos submetidas a diferentes temperaturas, alternando-as ao
fotoperiodo (claro/escuro). Verifica-se também a interacdo entre os fatores para
todas as variaveis analisadas nas duas condi¢cdes propostas (presenca e auséncia

de luz).
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No desdobramento da interagdo dos fatores para a %G (Tabelas 6.1 e 7.1)
nota-se que o bidtipo resistente apresentou maiores taxas de germinacdo em
relacdo ao suscetivel em todas as temperaturas em que foram submetidos, tanto na
presenca quanto na auséncia de luz. Ainda, € possivel observar que a variavel
térmica, 20-30°C proporcionou melhores condicbes de germinacdo para o biétipo R
nas duas condi¢bes de luminosidade, sendo que na presenca da luz, ndo houve
diferenca significativa da variacdo 15-25°C. Em contrapartida, o biétipo S apresentou
maiores taxas de germinacdo nas temperaturas 15-25°, 20-30°C e 25-35°C, ndo se
diferenciando significativamente entre si. Na auséncia de luz, o bi6tipo S apresentou
maior porcentagem de germinacao na temperatura 20-30°C.

Verifica-se nas Tabelas 6.2, 6.3 e 6.4 que na presenca de luz a temperatura
de 20-30°C proporcionou melhores condicdes de germinacao para o bidtipo R. Além
da maior %G, ela proporcionou maiores VG e IVG, ainda ofereceu, juntamente com
a temperatura de 25-35°C, os menores TMG. No caso do bibtipo S, as condi¢cdes
otimas de germinacdo na presenca de luz, se deram pelas temperaturas 20-30°C e
25-35°C.

Quando submetidas & auséncia de luz, a temperatura Otima para a
germinacao dos dois biétipos foi 20-30°C. Nela, os bidtipos apresentaram maiores
%G, VG, IVG e menores TMG.
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Tabela 6. Analise de variancia para porcentagem de germinacao (%G), tempo médio
de germinacdo (TMG), velocidade de germinacdo (VG) e indice da velocidade de
germinacao (IVG) de D. insularis resistente e suscetivel ao glyphosate submetidas &
variagoes temperaturas, na presenca de 12 horas de luz.

%G! TMG? VG! IVG!
Biotipos (B)
R 66,0 A 58A 11,6 A 81,9B
S 56,3 B 58A 11,0A 819 A
Alternancia de temperaturas - °C (A)

10-20°C 56,9 B 6,8 A 8,8C 64,4 C

15-25°C 66,4 A 6,7 A 10,7 B 77,8B
20-30°C 71,0 A 49B 14,3 A 1029 A
25-35°C 58,5B 4,4B 13,3 A 96,4 A
15-35°C 53,0B 6,4 A 9,3BC 67,9 BC
F (B) 47,12** 1,141N° 20,05** 20,056**
F (A) 21,741* 41,761** 38,369** 38,409**
F (BXA) 4,333* 5,848* 7,445%* 7,453**

CV (%) 8,7 7 10,86 10,86

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade e, NS
Nao significativo pelo teste “F”.

'Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Mondo et al. (2010) ao estudar o efeito da variacdo de temperatura e luz na
germinacdo de quatro espécie de Digitaria, verificaram que as temperaturas 20-
30°C, 20-35°C e 15-35°C resultaram em maiores porcentagens e velocidades de
germinacdo da D. insularis em presenca de luz, ja na auséncia de luz as boas
condicBes se restringiu &s 20-35°C e 15-35°C. Neste experimento, tanto na presenca
guanto na auséncia de luz e independentemente da tolerancia ao glyphosate, a
temperatura 6tima para a germinacdo da D. insularis foi 20-30°C. Entretanto, os
dados apresentados na Figura 3 mostram que, a presenca de luz proporcionou
melhores condi¢cdes para a germinacdo de ambos os bi6tipos, mesmo em alguns
casos esta situacao ter se invertido, como no caso das temperaturas de 20-30°C e
15-35°C para o bhiotipo S.

Assim, tais resultados confirmam a caracteristica de fotoblastismo neutra das

sementes de D. insularis R e S.
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Tabela 6.1. Desdobramento da interacéo entre os fatores biétipos (B) e alternancia
de temperaturas (A) para a variavel porcentagem de germinacao (%G).

%G 10-20°C 15-25°C 20-30°C 25-35°C 15-35°C
R 65,3 Abc 70,3 Aab 77,3 Aa 58,3 Ac 59,0 Ac
S 48,5 Bb 62,5 Ba 64,8 Ba 58,8 Aa 47,1 Bb

'médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey, sendo que as letras mailsculas comparam os efeitos das
temperaturas dentro de cada biétipo e as letras minlsculas comparam os efeitos dos biétipos dentro
de cada temperatura.

Tabela 6.2. Desdobramento da interacdo entre os fatores biétipos (B) e alternancia
de temperaturas (A) para a variavel tempo médio de germinacéo (TMG).
TMG?! 10-20°C 15-25°C 20-30°C 25-35°C 15-35°C
R 6,4 Ba 6,3 Ba 4,9 Ab 4,6 Ab 6,8 Aa
S 7,2 Aa 7,2 Aa 4,9 Ac 4,1 Ac 6,0 Bb

'médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey, sendo que as letras mailsculas comparam os efeitos das
temperaturas dentro de cada biétipo e as letras mintsculas comparam os efeitos dos bidtipos dentro
de cada temperatura.

Tabela 6.3. Desdobramento da interagdo entre os fatores biotipos (B) e alternancia
de temperaturas (A) para a variavel velocidade de germinacao (VG).
VG? 10-20°C 15-25°C 20-30°C 25-35°C 15-35°C
R 9,2 Ac 11,3 Abc 14,7 Aa 13,0 Bb 9,3 Ac
S 8,4 Ac 10,0 Ab 13,8 Aa 13,8 Aa 9,2 Abc

‘médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey, sendo que as letras mailsculas comparam os efeitos das
temperaturas dentro de cada biétipo e as letras minlsculas comparam os efeitos dos biétipos dentro
de cada temperatura.

Tabela 6.4. Desdobramento da interacdo entre os fatores bidtipos (B) e alternancia
de temperaturas (A) para a variavel indice de velocidade de germinacao (%G).

IVG?! 10-20°C 15-25°C 20-30°C 25-35°C 15-35°C
R 67,3 Ac 80,2 Abc 106,7 Aa 88,9 Bb 66,3 Ac
S 61,5 Ac 75,3 Ab 99,1 Aa 103,8 Aa 69,6 Abc

'médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey, sendo que as letras mailsculas comparam os efeitos das
temperaturas dentro de cada biétipo e as letras minlsculas comparam os efeitos dos biétipos dentro
de cada temperatura.
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Tabela 7. Analise de variancia para porcentagem de germinacao (%G), tempo médio
de germinacdo (TMG), velocidade de germinacdo (VG) e indice da velocidade de
germinacao (IVG) de D. insularis resistente e suscetivel ao glyphosate submetidas &
variagcbes temperaturas, na auséncia de luz.

%G! TMG! VG! IVG!
Bidtipos (B)
R 60,7 A 6,3B 93A 83,3A
S 53,5B 8,0A 6,9B 64,3 B
Alternancia de temperaturas - °C (A)
10-20°C 31,0C 13,3 A 2,6 D 18,4 D
15-25°C 51,0B 9,2B 58C 68,5 C
20-30°C 72,0 A 33E 12,2 A 1045 A
25-35°C 57,5B 4,7D 10,0B 87,5B
15-35°C 54,0 B 54C 99B 90,1 B
F (B) 19,307** 170,841** 6,63* 6,66*
F (A) 83,944** 1256,48** 256,674** 256,64**
F (BXA) 17,359** 113,73** 13,422** 13,421*
CV (%) 7,79 3,91 8,47 8,47

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade e, NS
Nao significativo pelo teste “F”.

'Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Tabela 7.1. Desdobramento da interagdo entre os fatores biotipos (B) e alternancia
de temperatura (T) para a variavel porcentagem de germinacéao (%G).

%G! 10-20°C 15-25°C 20-30°C 25-35°C 15-35°C
R 44,0 Ac 50,0 Abc 72,3 Aa 59,0 Ab 54,0 Abc
S 18,0 Bc 52,0 Ab 71,6 Aa 56,0 Ab 54,0 Ab

‘médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey, sendo que as letras mailsculas comparam os efeitos das
temperaturas dentro de cada biétipo e as letras minUsculas comparam os efeitos dos biétipos dentro
de cada temperatura.

Tabela 7.2. Desdobramento da interacdo entre os fatores bio6tipos (B) e alternancia
de temperaturas (A) para a variavel indice de tempo médio de germinacédo (TMG).
TMG* 10-20°C 15-25°C 20-30°C 25-35°C 15-35°C
R 11,5Ba 7,0 Bb 2,9 Bd 5,1Ac 5,2 Ac
S 15,1 Aa 11,4 Ab 3,7 Ae 4,4 Bd 55Ac

'médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey, sendo que as letras mailsculas comparam os efeitos das
temperaturas dentro de cada biétipo e as letras minlsculas comparam os efeitos dos biétipos dentro
de cada temperatura.
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Tabela 7.3. Desdobramento da interacao entre os fatores bi6tipos (B) e Alternancia
de temperaturas (A) para a variavel velocidade de germinacéo (VG).

VG* 10-20°C 15-25°C 20-30°C 25-35°C 15-35°C
R 4,3 Ad 8,5 Ac 13,0 Aa 10,3 Ab 10,3 Ab
S 1,0 Bd 3,0 Bc 11,3 Aa 9,7 Ab 9,4 Ab

'médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey, sendo que as letras mailsculas comparam os efeitos das
temperaturas dentro de cada biétipo e as letras minlsculas comparam os efeitos dos biétipos dentro
de cada temperatura.

Tabela 7.4. Desdobramento da interacdo entre os fatores bibtipos (B) e alternancia
de temperaturas (A) para a variavel indice de velocidade de germinacao (IVG).

IVG! 10-20°C 15-25°C 20-30°C 25-35°C 15-35°C
R 29,9 Ad 87,7 Ac 110,0 Aa 89,9 Ac 99,1 Ab
S 6,9 Bd 49,3 Bc 99,1 Aa 85,1 Ab 81,1 Bb

'médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey, sendo que as letras mailsculas comparam os efeitos das
temperaturas dentro de cada biétipo e as letras minlsculas comparam os efeitos dos biétipos dentro
de cada temperatura.
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Figura 3. %G (A e B), TMG (C e D), VG (E e F) e IVG (G e H) entre as condi¢des de
presenca e auséncia de luz para os bidtipos R e S submetidos a alternancia de
temperaturas.

4.2.2. Fotoperiodo

A analise de variancia realizada para %G, TMG, VG e IVG dos dois biétipos
de capim-amargoso submetidas a diferentes fotoperiodos, encontra-se na Tabela 8.
Em uma andlise independente de cada fator, ao comparar os acessos (A), observa-
se que ndo houve diferenca significativa na %G entre eles, no entanto pode-se
verificar que o bidtipo resistente apresentou menor TMG e maiores VG e IVG que o
biétipo suscetivel, com diferenca significativa entre eles.

J4, em uma analise do fator H (horas de luz), observa-se que os periodos de
10 e 12 horas de luz proporcionaram maiores %G do capim-amargoso, apesar de
nao ter apresentado diferenca significativa dos tratamentos de 8 e 14 horas de luz.
Portanto, a faixa fotoperiédica que ofereceu melhores condi¢cdes de germinagéo
ficou entre 10 e 12 horas de luz, por apresentarem os maiores valores de %G, VG e

IVG e menores TMG . Este fato mostra que o capim-amargoso possui alto potencial
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germinativo em uma faixa grande de fotoperiodo, podendo entdo apresentar altas
taxas de germinacdo em diveros periodos do ano.

Mesmo apresentando germinacédo significativamente inferior aos tratamentos
de 10 e 12 horas de luz, a auséncia de luz promoveu a germinacédo de quase 70%
das sementes de ambos os bidtipos, fato que confere bom potencial germinativo
independente da luz. A ndo necessidade de luz para germinar também foi observada
por Mondo et al., (2010) em andlise da germinacdo de quatro espécies do género
Digitaria submetidas é temperaturas alternadas em presenca e auséncia de luz

Ainda, os altos valores se estenderam para VG e IVG, onde os fotoperiodos
de 8, 10, 12 e 14 horas apresentaram maiores valores. Enquanto que, no caso do
TMG a faixa que foi de 6 a 16 horas de luz proporcionou menores valores, indicando
a baixa influéncia do fotoperiodo na germinacdo das sementes de D. insularis e
explicando a sua ampla distribuicdo geografica.

As Tabelas 8.1 e 8.2 exaram o desdobramento da interacao entre os fatores
(A) e (H) para VG e IVG, respectivamente. Constatou-se que houve influéncia dos
fotoperiodos na germinacdo dos biétipos de capim-amargoso, sendo que para o
biotipo resistente as maiores VG e IVG ocorreram nos tratamentos que ofereceram
de 6 a 12 horas de luz, ja para o biétipo suscetivel foi de 0 a 16 horas de luz, sem
apresentarem diferenca significativa entre si. Ainda, nota-se que para todos os
fotoperiodos analisados, a velocidade de germinacdo e o indice de volcidade de

germinacao do bidtipo resistente foram iguais ou superiores ao do biétipo suscetivel.
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Tabela 8. Analise de variancia para porcentagem de germinacao (%G), tempo médio
de germinacdo (TMG), velocidade de germinacdo (VG) e indice da velocidade de
germinacao (IVG) de D. insularis resistente e suscetivel ao glyphosate submetidas a
diferentes fotoperiodos.

%G! TMG* VG? IvVG!
Bidtipos (B)
R 73 A 4,0B 25,6 A 175,8 A
S 69,7 A 58 A 17,1 B 124,1 B
Horas luz (H)
0 69,5 B 5,6 AB 17,1B 119,3 B
6 69,9 B 4,0B 26,3 A 184,2 A
8 74,1 AB 4,1B 25,3 A 177,0 A
10 84,6 A 4,7B 25,5 A 178,1 A
12 86,9 A 3,7B 29,6 A 207,2 A
14 73,3 AB 51B 20,1 B 140,6 B
16 67,9 B 4,3 B 20,0 B 139,8 B
18 44,6 C 78 A 76 C 53,4 C
F (B) 1,95° 23,758** 83,53 ** 83,36**
F (H) 15,332** 6,386** 36,56 ** 36,53**
F (BxH) 1,21N° 0,785 N° 11,87 ** 11,84**
CV (%) 13,04 19,99 15,12 15,12

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade e, "°

Nao significativo pelo teste “F”.
'Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Tabela 8.1. Desdobramento da interacdo entre os fatores bidtipos (B) e Horas luz
(H) para a variavel velocidade de germinacgéo (VG).

VG 0 6 8 10 12 14 16 18

R 18,8 Ac 30,3 Aab 33,9 Aa 32,2 Aa 36,7 Aa 24,6 Abc 21,3Ac 8,2Ad
S 153Aab 22,4Ba 16,7Ba 18,7Ba 225Ba 156Ba 187Aa 7,0Ab

'médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey, sendo que as letras mailsculas comparam os efeitos das
temperaturas dentro de cada biétipo e as letras minlsculas comparam os efeitos dos bi6tipos dentro
de cada temperatura.
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Tabela 8.2. Desdobramento da interacao entre os fatores bi6tipos (B) e horas luz (H)
para a variavel indice de velocidade de germinacao (IVG)

VG 0 6 8 10 12 14 16 18

R 116,9 Ad 2119Aab 237,3Aa 2255Aa 256,6 Aa 171,8Abc 149,0Ac 57,6 Ad
S 121,8 Aa 156,5Ba 116,6 Ba 130,7Ba 157,8Ba 109,4Ba 130,6Ba 49,3 Ab

'médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey, sendo que as letras mailsculas comparam os efeitos das
temperaturas dentro de cada biétipo e as letras minlsculas comparam os efeitos dos biétipos dentro
de cada temperatura.

4.2.3. Estresse hidrico

Ao submeter as sementes dos bibtipos de capim-amargoso a diferentes
concentracdes de polietilenoglicol (PEG), como medida para simular a influéncia do
estresse hidrico sobre a germinacdo desta espécie, observa-se de um modo geral
que o bidtipo R obteve maior taxa de germinacdo que o S, sendo que conforme
aumentou-se a concentracdo do PEG, diminuiu a germinacdo (Tabela 9). Seguindo
a mesma tendéncia, verifica-se o0 aumento da VG e do IVG e diminuicdo do TMG
conforme diminuiu a concentragéo do PEG.

A Tabela 9.1 expressa o desdobramento da interacdo entre os biétipos e a
concentracdo de PEG, para a porcentagem de germinacao dos biétipos. Observa-se
gue a Unica concentracdo que proporcionou diferenca significativa entre os biétipos
foi a -0,2 MPa, em que a germinacédo do bidtipo R foi de quase 50% enquanto a do
S, 22,5%, ou seja, nesta concentracdo a germinacdo do biétipo R caiu 23,5%
enquanto que a do bidtipo S, 66% demonstrando a maior sensibilidade do biétipo S
ao estresse hidrico. Resultados semelhantes foi encontrado por Pereira et al., (2012)
que verificaram reducao de 40,2% na germinacao de Urochloa decumbens e 23,7%
para Urochloa ruziziensis em PEG -0,2 MPa quando comparados a testemunha.

Bansal et al. (1980) explicam que a restricao hidrica pode reduzir a velocidade
de germinacdo (IVG) e a porcentagem de germinacdo a medida que o potencial
osmotico se torna menor, pois reduz a velocidade dos processos metabdlicos e
bioguimicos, o que atrasa ou inibe a germinacdo das sementes e interfere na
embebicdo e no elongamento celular do embriéo.

Ainda, nota-se que para ambos o0s bibtipos a taxa de germinagdo foi
decrescente conforme aumentou a concentracdo de PEG, tendo em vista que o

bidtipo R germinou até a concentracao de -0,8 MPa, enquanto o S, até -0,4 MPa.
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Tabela 9. Analise de variancia para porcentagem de germinacao (%G), tempo médio
de germinacdo (TMG), velocidade de germinacdo (VG) e indice da velocidade de
germinacao (IVG) de D. insularis resistente e suscetivel ao glyphosate submetidas a
diferentes concentracoes de PEG.

%G! TMG* VG? IVG!
Bidtipos (B)
R 20,5 A 79 A 2,2 A 15,64 A
S 16,25 B 7.4 A 21A 14,79 B
Concentragao PEG (P)
0,0 65,1 A 4,1C 8,9 A 60,15 A
0,2 35,6 B 4,5C 3,8B 26,87 B
0,4 8,0C 6,8 C 0,9C 4,06 C
0,6 0,75D 10,5 B 0,02 C 0,15C
0,8 0,38 D 20 A 0,00625 C 0,043 C
1 0D - - -
F (B) 11,276** 1,198N° 0,46"° 0,454**
F(P) 295,44%+ 118,88** 246,10 246,34*
F (BXP) 12,33** 2,023N° 1,875"° 1,885N°
CV (%) 23,86 23,63 28,86 28,84

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade e, "°
Nao significativo pelo teste “F”.

'Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Tabela 9.1. Desdobramento da interacdo entre os fatores bidtipos (B) e
concentracdo PEG (P) para a variavel porcentagem de germinacao (%G).

%G 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
R 63,8Aa 488Ab  85AC 15Ac 0,75Ac 0,0 Ac
S 66,5Aa 225Bb  75Ac 0,0 Ac 0 Ac 0,0 Ac

'médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey, sendo que as letras mailsculas comparam os efeitos das
temperaturas dentro de cada biétipo e as letras mintsculas comparam os efeitos dos bidtipos dentro
de cada temperatura.

A sobrevivéncia de espécies consideradas daninhas como pode ser vistas a
espécie em estudo dependendo da situacdo, pode estar relacionada a nao
germinacdo de sementes em condicbes desfavoraveis do ambiente, pode ter
significado ecoldgico, pois previne o desenvolvimento de plantulas em solos sem os
recursos suficientes para suportar o crescimento subsequente (BUHLER et al., 1995;
VIDAL & BAUMAN, 1996). Espécies cujas sementes ndo tém esse mecanismo de
controle poderiam germinar todas ao mesmo tempo, apOs curto periodo de

umedecimento do solo, comprometendo o desenvolvimento dos individuos formados
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e das futuras geracdes (VAN DEN BERG ZENG, 2006; SILVA et al., 2009; PEREIRA
et al., 2012).

Contudo, fica caracterizado a maior capacidade do biotipo R de germinar em
condicbes de estresse hidrico quando comparado ao biétipo S, conferindo ainda
mais cuidado no manejo desta espécie, principalmente em areas que apresentam

histérico de resisténcia.

4.2.4. Profundidade de semeadura

As analises de variancia para as variaveis porcentagem de emergéncia (% E),
velocidade de emergéncia (VE) e indice de velocidade de emergéncia (IVE), estao
resumidas na Tabela 10.

Ao se comparar a emergéncia dos dois bidtipos (R e S), observa-se maior
%E, VE e IVE das sementes da D. insularis resistentes ao glyphosate. Da mesma
forma, verifica-se que em todas as variaveis analisadas, ou seja, %E, VE e IVE,
foram maiores quando as sementes estavam dispostas nas profundidades de 0, 1, 2,
3 e 4 cm, ndo havendo diferencas significativas entre si. Martins et al. (2009)
verificaram que a porcentagem de germinacédo e a velocidade de germinacéo de D.
insularis foram maiores nas profundidades de 1 a 3 cm.

A Figura 4 mostra que a partir da profundidade de 7 cm as plantulas do
capim-amargoso suscetivel ndo emergiram, enquanto para as do bibtipo resistente
isto aconteceu a partir da profundidade de 10 cm.

Da mesma forma Barbosa et al. (1991) verificaram que o0s niveis mais altos de
porcentagem e indices de velocidade de emergéncia de plantulas do género
Digitaria encontraram-se na superficie e a 2 cm de profundidade, assim como
observado por Souza et al. (2009) em experimento avaliando a emergéncia de
plantulas de picdo-preto. Os autores verificaram ainda que, de uma maneira geral,
os valores de porcentagens e os indices de velocidade de emergéncia diminuem

estatisticamente a medida que se aumenta a profundidade de semeadura.
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Tabela 10. Analise de variancia para porcentagem de emergéncia (% E), velocidade
de emergéncia (VE) e indice de velocidade de emergéncia (IVE) de plantulas de D.
insularis resistente e suscetivel, em diferentes profundidades de semeadura.

% E" VE' IVE
Bibtipos R 3,70 A 1,37 A 6,48 A
S 2,89 B 1,14 B 491 B
0 5,51 A 1,79 A 9,90 A
1 497 A 1,60 A 8,91 A
2 518 A 1,76 A 9,71 A
Profundidades 3 517 A 1,61 A 8,95 A
(cm) 4 4,56 A 1,50 A 8,16 A
5 2,02 B 0,90 B 3,30 B
7 0,82 B 0,72 B 0,92 B
10 0,71 B 0,71 B 0,71 B
15 0,71 B 0,71 B 0,71 B
Foistipos 14,38** 14,3** 14,54**
Fprofundide 45,39** 28,78** 45,78**
I:biétipoXprofundidade 1,62NS 2’1NS 1a8NS
DMS 0,43 0,12 0,82
CV (%) 27,62 20,27 30,6

"Dados transformados em v x + 0,5.

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste “F”.

Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

O tempo médio de emergéncia foi semelhante para os dois bibtipos. A
profundidade de 2 cm proporcionou menor tempo de emergéncia, em contrapartida
as plantulas do bidtipo suscetivel apresentaram o maior tempo quando suas
sementes foram dispostas na superficie (O cm) e as do bibtipo resistente, na
profundidade de 7 cm (Figura 4B). Contudo, de um modo geral, o tempo médio de
emergéncia dos dois bibtipos, ficou entre 6 e 7 dias, sendo que a curva do biétipo
resistente apresentou tendéncia de aumento do tempo de emergéncia conforme
aumentou a profundidade de semeadura. Isto caracteriza a maior facilidade de

proliferacéo do bidtipo resistente quando comparado com o suscetivel.
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Figura 4. Porcentagem de emergéncia (A) e tempo médio de emergéncia (B) de
plantulas de D. insularis resistente (—*—) e suscetivel (——) em diferentes
profundidades de semeadura.

A frequéncia relativa de emergéncia dos bidtipos de D. insularis esta
representada na Figura 5. De um modo geral, observa-se que a frequéncia relativa
de emergéncia dos bibtipos aconteceu antes dos 20 dias, nas profundidades
menores (até 3 cm). A partir de 4 cm de profundidade a frequéncia de emergéncia
ocorreu nos primeiros 12 dias.

De 0 a 4 cm de profundidade, a maior frequéncia relativa de emergéncia das
plantulas de capim-amargoso suscetivel ocorreu no 6° dia apdés a semeadura,
enquanto em 5 cm de profundidade, a maior frequéncia aconteceu no 8° dia,
evidenciando a dificuldade na emergéncia conforme se aumenta a profundidade de
semeadura. Ja para as plantulas de D. insularis resistente, as maiores frequéncias
de emergéncia ocorreram no 4° dia nas profundidades 0, 2 e 3 cm, no 6° dia nas
profundidades de 1 e 4 cm e no 8° dia nas profundidades de 5 e 7 cm.

N&o foi observada emergéncia dos dois bidtipos nas maiores profundidades

de semeadura.
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Figura 5. Frequéncia relativa de emergéncia (Fr) para D. insularis suscetivel (—%—) e
resistente (—*—) nas profundidades de semeadura de 0,1, 2, 3,4,5e 7 cm.

Sendo assim, observa-se que as menores profundidades de semeadura
proporcionaram melhores condicBes de emergéncia para os dois biétipos, ainda que
o bidtipo resistente tenha apresentado maior tendéncia de proliferacdo, devido a
maior taxa de emergéncia em menor tempo e nas menores profundidades de

semeadura.

4.2.5. Crescimento e fenologia
A Tabela 11 mostra a diferenca, em dias, entre o biotipo resistente e o
suscetivel ao glyphosate em relacdo aos estadios fenologicos. Durante todo o
experimento, independentemente das diferencas apresentadas entre os biotipos
guanto ao seu desenvolvimento, ambos apresentaram o desenvolvimento rapido.
Verifica-se que o bidtipo resistente apresentou desenvolvimento mais lento
que o bidtipo suscetivel até os 34 dias apdés a semeadura (DAS), apds esta data,

inicio do perfilhamento, o acesso resistente passou a se desenvolver mais
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rapidamente, atingindo os estadios reprodutivos primeiro, aos 70 DAS. Machado et
al., (2006) também observou um rapido desenvolvimento, ao avaliar o crescimento
das plantas de D. insularis, sendo estas atingindo o periodo reprodutivo entre 63 e
70 DAS.

Aos 34 DAS os dois acessos ja se encontravam em inicio do perfilhamento,
permanecendo sob pleno desenvolvimento vegetativo até o pré-florescimento
(emborrachamento), aos 70 DAS para o resistente e 74 para o suscetivel.

O inicio do florescimento ocorreu aos 74 DAS para o bidtipo resistente e 78
DAS para o suscetivel, quando as plantas emitiram os primeiros racemos florais. Ja
o florescimento pleno, caracterizado pela emissdo do pendao floral e
amadurecimento dos racemos, aconteceu aos 79 DAS para o0 acesso resistente. O
acesso suscetivel ndo atingiu o estadio de florescimento pleno até o término do
experimento, aos 80 DAS. Tal resultado também foi observado por Melo (2011), ao
analisar o crescimento de plantas de D. insularis o autor constatou que as plantas
resistentes apresentaram desenvolvimento mais rapido que as suscetiveis ao

glyphosado, chegando primeiro ao estadio de florescimento

Tabela 11. Comparacgdo e caracterizacdo dos estadios fenoldgicos da D. insularis
resistente e suscetivel ao glyphosate.

DAS R®> DAS S°® Estadios fenoldgicos
0 0 Semeadura
5 6 1° folha verdadeira
10 9 2 folhas verdadeiras
15 14 3 folhas verdadeiras
22 21 4 folhas verdadeiras
31 29 5 folhas verdadeiras
34 34 5 folhas verdadeiras e inicio do perfilhamento
38 39 5 folhas verdadeiras (CP?) e 2 perfilhos
44 48 5 folhas verdadeiras (CPY) e 3 perfilhos
58 60 6 folhas verdadeiras (CP') e 3 perfilhos
65 66 7 folhas verdadeiras (CP*) e 3 perfilhos
70 74 8 folhas verdadeiras (CP'),3 perfilhos; Emborrachamento
74 78 8 folhas verdadeiras (CP'),3 perfilhos; Inicio do florescimento
79 >80 8 folhas verdadeiras (CPY), 3 perfilhos; florescimento pleno

'CP = colmo principal
’DAS R = Dias Ap6s a Semeadura do bi6tipo Resistente
*DAS S = Dias Apds a Semeadura do biétipo Suscetivel
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Apesar da pequena diferenca entre os dois biotipos, o desenvolvimento inicial
um pouco mais lento do bidtipo resistente, em relagdo ao suscetivel, pode ser uma
estratégia evolutiva, uma vez que a demora pode garantir a melhor formacéao das
suas estruturas morfofisiolégicas, implicando em desenvolvimento vegetativo
vigoroso, garantindo assim a frutificagéo antecipada.

As Figuras 6 e 7 fornecem maiores subsidios para a caracterizacdo do
desenvolvimento dos dois acessos.

Verifica-se na Figura 9a que as plantas do biGtipo resistente apresentaram
maior acumulo inicial de massa seca da parte aérea em relagdo ao biotipo suscetivel
Jisto ocorreu da primeira avaliagdo destrutiva, aos 30 DAS, permanecendo até
préximo aos 70 DAS, quando as plantas resistentes ao glyphosate atingiram o
estadio de emborrachamento. Aspecto semelhante € observado nas curvas da
massa seca da raiz e, consequentemente na massa seca total (Figuras 6b e 6c).

O bidtipo suscetivel apresentou MST de 5,79 aos 30 DAS e praticamente
dobrou sua massa total em 21 dias ao apresentar 11,5g aos 51 DAS, ja o bidtipo
resistente, que apresentou 4,7g aos 30 DAS quase dobrou o seu peso em apenas 7
dias, apresentando 8,99 aos 37 DAS, evidenciando assim o0 seu rapido
desenvolvimento vegetativo quando comparado ao suscetivel. Ao final dos 79 DAS o
biétipo resistente apresentou massa de 23,99 e o suscetivel, 27,5g, caracterizando
uma desaceleracdo no desenvolvimento do biétipo resistente.

O acumulo de massa seca de D. insularis foi descrito por Machado et al.
(2006) que verificou o acumulo de 30,66 g por planta (98 DAE), sendo superior
guando comparado com outra graminea como B. plantaginea, a qual apresentou
23,87 g por planta aos 143 DAE (CARVALHO et al., 2007).

Pode-se verificar na Figura 9d que, além do rapido e constante incremento no
indice de area foliar do bidtipo resistente, este sofreu tendéncia de paralisacdo a
partir dos 65 DAS, com tendéncia tendéncia de perdurar por todo o periodo
reprodutivo.

Sendo assim, verifica-se que o0 bidtipo resistente apresentou 0
desenvolvimento, até o florescimento, mais rapido que o bidtipo suscetivel ao
herbicida, o que pode influenciar a eficiéncia do glyphosate. Oliveira Jr & Inoue

(2011) afirmaram que uma planta em desenvolvimento mais acelerado tem
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desenvolvimento de tecidos meristeméticos secundarios mais rapidamente, infere-se

sobre o fato de que a translocacao de herbicida fica dificultada mais rapidamente.

Ainda, Rodrigues & Almeida (2011) sugerem a adequacdo da dose

recomendada de herbicida as plantas que possuem o desenvolvimento mais rapido,

uma vez que a dose recomendada para o controle da D. insularis dos herbicidas

com o ingrediente ativo glyphosate, € baseado em plantas suscetiveis, tal fato pode

favorecer o escape dos biétipos mais tolerantes.
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Figura 6. a-Matéria seca da parte aérea (MSPa), b-matéria seca da raiz (MSR), c-
matéria seca total (MST) e d-area foliar (AF) por planta durante o ciclo do capim-

amargoso (D. insularis).
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Tabela 12. Parametros do modelo logistico para as avariaveis matéria seca da parte
aérea (MSPa), materia seca da raiz (MSR), matéria seca total (MST) e area foliar
(AF) da D. insularis.

" MSPa MSR MST AF
Parametros
a s? R S R S R S
A 29,71 22583 17,59 83356 46,90 142575 664,11 825915
B 56,28 605,7 69,53 4695,2 5957 1187,4 36,42 67117
C -0,226 1,265 -0,032 0,596 -0,241 2,238 -6,973 10,22

R? 0,967** 0,975* 0,984** 0,924** 0,976** 0,975* 0,975** 0,987**

%S indica bi6tipo susceptivel e R, biétipo resistente ao glyphosate
PCoeficiente de determinacéo da curva e ** indica a significAncia de ajuste do modelo de regresséo a
1% deprobabilidade pelo teste F.

A Figura 7a exara a taxa assimilatéria liquida (TAL) dos dois biotipos, a qual
indicou tendéncia de reducéo na capacidade fotossintética ao longo do periodo para
os dois bidtipos, isto pode ter ocorrido devido ao auto-sobreamento das folhas, tal
fato observado por Machado et.al (2006) ao verificar reducédo da TAL em plantas de
D. insularis ao longo dos 112 dias.

Ao compararmos a TAL dos dois acessos, observa-se maiores valores para o
acesso resistente até aos 65 DAS, sendo a TAL média total de 0,01085 g cm™ dia™
para o bidtipo suscetivel e 0,01706 g cm™ dia™ para o resistente. Tal fato é
relacionado ao maior investimento de assimilados para a formacdo do aparato
fotossintético do bidtipo resistente, mostrando sua maior eficiéncia diante dos
processos fotossintéticos, o que pode justificar o seu rapido desenvolvimento
vegetativo e inicio do periodo reprodutivo antecipado em comparacdo ao acesso
suscetivel.

Em complementacdo a TAL, a razdo de area foliar (RAF) foi decrescente para
ambos os biétipos, ao longo do periodo analisado (Figura 7b). Os resultados obtidos
indicam que ocorreu uma reducdo da area fotossintética Gtil para ambos os bi6tipos
ao longo do periodo analisado, esta reducédo foi de 38,9 cm?.g™ para o suscetivel e
de 35,1 cm®.g?, para o resistente. Ainda ao comparar os dois acessos, observa-se
menores valores para o0 bidtipo resistente até aos 65 DAS e, a partir dos 72 DAS
esta situagdo se inverte, sobressaindo o suscetivel, possivelmente pelo fato das
plantas resistentes terem atingido o periodo reprodutivo, e portanto deslocado seus

assimilados para a formacdo da inflorescéncia, enquanto o bidtipo suscetivel
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encontra-se no final do periodo vegetativo, ou seja, ainda concentrando o0s
fotoassimilados para a formacao e desenvilimento de folhas e perfilhos.

Assim como a massa seca acumulada pela planta, a RAF e a TAL podem ser
correlacionadas com a capacidade competitiva das espécies daninhas (ROUSH &
RADOSEVICH,1985). Para a RAF, quanto maior o seu valor, menor é a
competitividade da espécie, ao passo que para a TAL o comportamento é oposto. E
importante destacar que, em diferentes condicdes de desenvolvimento, ou em
condicbes naturais, outros atributos das plantas e a interacdo entre fatores
ecolégicos (bidticos ou abioticos) podem influenciar a capacidade competitiva das
espécies (ROUSH & RADOSEVICH,1985). Sendo assim, pode-se relatar o maior
potencial competitivo apresentado pelo bibtipo resistente, entretanto foram
necessarios novos estudos para esta comprovacao.

Para atestar a comparacdo do desenvolvimento dos dois bibtipos, tem-se a
taxa de crescimento absoluto (TCA) que fornece uma estimativa da velocidade
meédia de crescimento das plantas ao longo do ciclo de desenvolvimento, e a taxa de
crescimento relativo (TCR) que exprime o aumento em gramas de matéria seca por
unidade de material presente em um periodo de observacdo (AGUILERA et al.,
2004)

Desta forma, observa-se no Figura 10c que a TCR foi decrescente para
ambos os biétipos ao longo do periodo, fato que exprime o decréscimo no ritmo de
producdo de massa ao longo do tempo. Benincasa (2003) verificou que com o
aumento da massa seca acumulada pelas plantas, ocorre a necessidade do
aumento de fotoassimilados para a manutencao das estruturas ja formadas; assim, a
guantidade de fotoassimilados disponivel para o crescimento tende a ser menor, e
consequentemente a TCR € decrescente com o tempo.

Ao comparar a TCR dos dois biétipos, observa-se valores maiores para o
resistente até aos 51 DAS dando-lhe a caracteristica de crescimento inicial
agressivo, a qual pode ser uma caracteristica evolutiva desenvolvida por este bi6tipo
para dominagdo do ambiente e perpetuacdo da espécie. Ainda, plantas daninhas
com crescimento inicial rapido exigem que medidas de manejo sejam adotadas
sobre plantas jovens para que os melhores resultados sejam obtidos, uma vez que o

desenvolvimento da planta dificulta o controle (CAMPOS et.al, 2012).
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Por fim, ao observar a taxa de crescimento absoluto (TCA) (Figura 7d), pode-
se observar o r4pido crescimento do biotipo resistente a partir dos 30 DAS atingindo
0 pico por volta dos 47 DAS, podendo associar a época de formacao de perfilhos e
folhas, com posterior decréscimo, caracterizando o modelo de parabola. Ja o bi6tipo
suscetivel apresentou acumulo de massa por dia mais lento, atingindo o ponto
maximo por volta dos 74 DAS, época em que iniciou o seu periodo reprodutivo com

o “emborrachamento”.
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Figura 7. a-Taxa assimilatoria liquida (TAL), b-razdo de éarea foliar (RAF), c-taxa de
crescimento relativo (TCR) e d-taxa de crescimento absoluto (TCA) referentes ao
ciclo do capim amargoso (D. insularis).
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Tabela 13. Parametros do modelo logistico para as avariaveis taxa assimilatoria
liguida (TAL), razéo da é&rea foliar (RAF), taxa de crescimento relativo (TCR) e taxa
de crescimento absoluto (TCA) da D. insularis.

A TAL RAF TCR TCA
Parametros a
S R S R S S
A 26,5628 0,03887 61,7164 63,4483 0,09222 3,9792 0,07028
B 18,316 30,4453 49,2291 60,3453 51,2230 2,88955 74,4384
C 0,00742 0,00794 29,7491 24,5102 0,01183 0,02372 2,071

R? 0,969** 0,897** 0,870** 0,956** 0,981** 0,949** 0,927**

%S indica bidtipo susceptivel e R, bidtipo resistente ao glyphosate
®Coeficiente de determinacéo da curva e ** indica a significAncia de ajuste do modelo de regresséo a
1% deprobabilidade pelo teste F.

Tabela 13.1.Parametros do modelo lognormal realizado para a taxa de crescimento
absoluto (TCA) para o bibtipo resistente de D. insularis.

Parametros TCA
Ra
X 47,9
R2P 0,918**

%S indica bi6tipo susceptivel e R, biétipo resistente ao glyphosate
PCoeficiente de determinacéo da curva e ** indica a significAncia de ajuste do modelo de regresséo a
1% deprobabilidade pelo teste F.

Assim, a andlise conjunta das variaveis dos modelos logisticos (Tabelas 12,
13 e 13.1), principalmente quanto ao paradmetro b, revela que o bibtipo resistente
possui 0 ciclo vegetativo mais rapido que o bi6tipo suscetivo, além de ter sido o
biétipo que atingiu primeiro 50 % das matérias secas, area foliar e o periodo maximo

de taxa de crescimento absoluto.

4.3. Taxa de polimorfismo

A alta variabilidade genética das planta daninhas pode ser responsavel pelas
diferencas comportamentais entre popula¢des da mesma espécie, aos mais diversos
ambientes.

Para tanto, realizou-se andlise da distancia genética dos acesos de D.
insularis, o qual demonstra alta dissimilaridade genética. O padrédo de bandas
obtidos pela técnica ISSR permitiu identificar o total de 203 bandas em 25
oligonucleotideos, atingindo uma meédia de 8,12 bandas por primer. Ainda, 115

bandas do total, se apresentaram polimoérficas (Tabela 14).
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Desses, o0s nucleotideos UBC 841 e 861 apresentaram maiores percentuais
de bandas polimérficas, acima de 80%, em contrapartida os nucleotideos UBC 826 e
840, os menores percentuais, abaixo de 30%. A Figura 8 mostra o perfil
eletroforético de 2 primers o UBC 887 e UBC 857 destacando uma banda

polimérfica e monomaorfica em comparacéo aos dois bidtipos.

Tabela 14. Variacdo genética detectada entre dois acessos de D. insularis por meio
de 25 marcadores moleculares ISSR.

Primers N° de bandas
(UBC) N° de bandas polimorficas Polimorfismo (%)
807 13 9 69,2
808 14 11 78,6
809 7 4 57,1
811 7 5 71,4
816 8 4 50,0
818 4 2 50,0
823 4 3 75,0
825 9 5 55,6
826 7 2 28,5
827 6 2 33,3
836 15 10 66,7
840 8 2 25,0
841 11 9 81,8
842 7 3 42,9
843 8 2 25,0
855 10 5 50,0
856 8 5 62,5
857 9 7 77,8
861 7 6 85,3
864 12 6 50,0
884 5 2 40,0
885 6 2 33,3
886 5 2 40,0
887 6 3 50,0
888 7 4 57,1
Total 203 115 56,6
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Figura 8. Banda polimodrfica (1) e monomorfica (2) em perfis eletroforéticos para os
biétipos de D. insularis resistente (R) e suscetivel (S) ao glyphosate.

A taxa polimorfica geral foi de 56,6%, caracterizando alta dissimilaridade
genética entre os dois acessos, isso pode ser explicado pelo fato da D. insularis ser
uma planta de fecundacao cruzada, oferecendo variada carga genetica. Vidal et al.
(2006) e Lamego et al. (2006) ao estudarem acessos de picao preto com resisténcia
aos herbicidas inibidores da ALS, obtiveram uma similaridade média de 27% e 37%
respectivamente, para os acessos avaliados, demonstrando que existe variabilidade
genética mesmo dentro de uma mesma populacao.

Ainda, Souza et.al.,(2005) ao encontrar uma taxa de 32,7% de polimorfismo
entre populacdes de aveia, verificou em alguns oligonucleotideos marcadores com
auséncia somente em familias tolerantes a acidos orgéanicos, podendo estarem
associados a sensibilidade dessa substancia. Em contrapartida, Vieira et al (2010)
ao estudar acessos de Digitaria nuda ndo observou relacdo entre a ocorréncia de
perfis polimérficos e a suscetibilidade a ametrina.

Sendo assim, pode-se afirmar que ha alta variabilidade genética entre os dois
bidtipos, porém néao se pode aferir que esta esta ligada a suscetibilidade da planta
ao glyphosate. Para tanto, serdo necessarios novos estudos que comprovem tal
fato.

Contudo, ap6s a comprovacao da resisténcia do bidtipo coletado no municipio
de Matdo, verificou-se que 0 mesmo apresentou crescimento mais rapido e robusto

que o bidtpo S, atingindo primeiro o estadio de florescimento. Tal fato pode estar
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relacionado a alta variabilidade genética desta espécie, uma vez verificada a alta
taxa de polimorfismo (56,6%) entre os bibtipos analisados. Estes resultados atenta-
nos para a necessidade de controle antecipado em areas com histérico de
resisténcia, além da inerente necessidade de rotacdo de herbicidas com diferentes

modos de acéo.



55

5. CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos, pode-se inferir que o bidtipo coletado no municipio
de Matéo é resistente ao glyphosate.

As sementes de ambos os bibtipos se mostraram fotoblasticas neutras, sendo
sua germinacao favorecida nas temperaturas de 25 e 30°C constantes, 20-30°C e
25-35°C alternadas e em uma faixa de luz de 8 a 12 horas . Além disso, as
sementes se mostraram sensiveis ao estresse hidrico e a emergéncia de suas
plantulas néo foi afetada nas menores profundidades.

Em todas as condicbes de germinacdo e emergéncia em que foram
submetidas, as sementes do biotipo resistente apresentou igual ou melhor
desempenho que o suscetivel.

Ainda, na andlise de crescimento e fenologia, verificou-se o crescimento mais
rapido e vigoroso do bibtipo resistente em relacdo ao suscetivel, atingindo primeiro o
estadio reprodutivo.

A taxa de polimorfismo entre os biétipos foi de 56,6%.
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