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Resumo

CAPPELLARI, Rafael. FILOGENIA MOLECULAR DE ESPECIES DE
Eragrostis Ness (Poaceae) NO PAMPA GAUCHO. 2025. Orientadora: Fabiane
Pinto Lamego. 2025. 61 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Programa de
Pos-graduacdo em Fitossanidade, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2025.

O género Eragrostis compreende espécies gramineas distribuidas globalmente,
incluindo E. plana (capim-annoni), uma planta invasora de grande impacto
ecolégico e econbmico no Bioma Pampa. A expansao dessa espécie tem
causado prejuizos ambientais e produtivos, tornando essencial a compreensao
de suas relacBes filogenéticas com espécies nativas do bioma, visando
desenvolver ferramentas biotecnoldgicas futuramente para seu manejo. O
objetivo deste trabalho foi investigar a proximidade filogenética entre E. plana e
espécies nativas do género Eragrostis ocorrentes no estado do Rio Grande do
Sul (RS), utilizando os marcadores moleculares ITS e rbcL. Foram coletadas e
identificadas Eragrostis em diferentes localidades do RS. O DNA foi extraido
para amplificacdo em cadeia de polimerase com primers para ITS e rbcL, visando
a construcdo de arvores filogenéticas pelo Método da Maxima Verossimilhanca.
Os resultados com base no marcador ITS indicaram que E. plana forma um
grupo monofilético distinto das espécies nativas, sugerindo uma divergéncia
genética significativa e maior proximidade com E. lemanhiana de origem no
continente Africano, assim como a invasora. As espécies nativas no Bioma
Pampa, como E. bahiensis, E. neesii e E. lugens, apresentaram maior
similaridade genética entre si, formando um grupo mais coeso e distinto de E.
plana, o que indica que compartilham um ancestral comum mais recente entre si
do que com E. plana. O marcador ITS demonstrou maior capacidade
discriminatéria para estabelecer relagBes filogenéticas dentro do género,
permitindo agrupar as espécies analisadas com melhor resolucdo, enquanto
rbcL apresentou menor suporte, com valores reduzidos de bootstrap. A
caracterizacao genética realizada neste estudo contribui para a compreenséao da
evolugdo do género Eragrostis e fornece informagdes essenciais para futuras
estratégias de manejo da espécie invasora.

Palavras-chave: Planta invasora; Marcadores moleculares; Bioma Pampa,
Proximidade genética.



Abstract

CAPPELLARI, Rafael. MOLECULAR PHYLOGENY OF Eragrostis Ness
(Poaceae) SPECIES IN THE PAMPA GAUCHO. 2025. 59p. Dissertation (Master
in Sciences) - Postgraduate Program in Plant Protection, Faculty of Agronomy
Eliseu Maciel, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2025.

The genus Eragrostis comprises grass species distributed globally, including
Eragrostis plana (lovegrass), an invasive plant with significant ecological and
economic impact in the Pampa Biome. The expansion of this species has caused
environmental and productive losses, making it essential to understand its
phylogenetic relationships with native species of the biome to develop future
biotechnological tools for its management. This study aimed to investigate the
phylogenetic proximity between E. plana and native Eragrostis species occurring
in the pampas of the state of Rio Grande do Sul, Brazil, using the molecular
markers ITS and rbcL. Eragrostis species were collected and identified in different
locations across RS. DNA was extracted for polymerase chain reaction (PCR)
amplification using primers for ITS and rbcL, aiming to reconstruct phylogenetic
trees through the Maximum Likelihood Method. The results based on the ITS
marker indicated that E. plana forms a monophyletic group distinct from native
species, suggesting significant genetic divergence and a closer relationship with
E. lehmanniana, which originates from the African continent, like the invasive
species. Native species of the Pampa Biome, such as E. bahiensis, E. neesii,
and E. lugens, exhibited greater genetic similarity among themselves, forming a
more cohesive group distinct from E. plana. This suggests that these species
share a most recent common ancestor, distinct of the African species. The ITS
marker demonstrated greater discriminatory power in recovering phylogenetic
relationships within the genus, discriminating the analyzed species with better
resolution, while rbcL showed lower resolution with reduced bootstrap values.
The genetic characterization performed in this study contributes to the
understanding of Eragrostis evolution and provides essential information for
future strategies to manage the invasive species.

Keywords: Invasive plant; molecular markers; Pampa biome; genetic proximity.
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1 Introducéo

Eragrostis plana Nees (Poaceae) ou capim-annoni, como chamada no
Brasil, € uma planta conhecida também como “South African lovegrass” ou
“lovegrass” em paises de lingua inglesa e “Eragrostide” em paises de lingua
francesa (BITANCOURT, 1932; GBIF, 2023). Historicamente, foi introduzida no
Brasil devido a contaminacao de um lote de sementes forrageiras possivelmente
vindo da Africa do Sul, de onde é nativa, e tornou-se invasora das pastagens
naturais do bioma Pampa, onde o clima sulino brasileiro favoreceu sua
proliferacéo (REIS, 2000; CARATTI, 2019).

Originaria da Africa do Sul, o capim-annoni revela uma trajetoria
marcada pela adaptacéo e pela competicdo acirrada em seu ambiente nativo.
No entanto, ao ser introduzida no Brasil, essa barreira natural sem predadores
especificos ou competidores igualmente adaptados, o capim-annoni encontrou
no bioma Pampa um territorio fértil para sua proliferacéo desenfreada (VAN DER
WESTHUIZEN; SNYMAN; FOUCHE, 2005; REIS, 2000).

Plantas, como o capim-annoni, podem ser consideradas como
produtoras basais na cadeia trofica. Em seu ambiente natural as espécies
apresentam competicdo entre si, assim como espécies animais se adaptaram
evolutivamente para o consumo dessas espécies nativas em seu ambiente
original (AGOSTINHO, 1997; RADOSEVICH, 2003). Seus ciclos de vida
geralmente sdo regulados por sua genética e pelos organismos e animais que
os cercam (PITELLI, 1987). Entretanto, Eragrostis plana como espécie invasora,
tem dominado as pastagens sulinas, uma vez que ndo h& predacao especifica
ou outros tipos de controle biolégico, impondo um dominio agressivo, eliminando

plantas locais e reduzindo drasticamente a diversidade da vegetacéao.

A competicdo entre as plantas impacta diretamente a rotina e a dieta dos
animais em pastagem. Em busca de alimento, eles podem migrar para outras
areas ou se contentar com pasto de menor qualidade, o que, por sua vez, afeta
negativamente a produtividade e a salude do rebanho, refletindo nos resultados
da pecuaria (LENZI, 2003; SILVA; JUNIOR, 2007), como resultado pastagens
empobrecidas, gado subnutrido e um impacto econdmico severo para 0S

produtores rurais. As plantas daninhas, nativas ou invasoras representam um



grande problema para a agricultura e pecuéaria no Brasil; esses organismos
competem com as plantas cultivadas e nativas por recursos essenciais, como
agua, nutrientes, luz solar e espaco, reduzindo a eficiéncia das lavouras e
pastagens e elevando os custos de producdo (RADOSEVICH, 2003). Além
disso, algumas espécies de plantas daninhas podem liberar substancias
quimicas no solo processo conhecido como alelopatia, que influenciam ou
inibbem o crescimento de outras plantas (SOUZA; VELINI;, MAIOMONI-
RODELLA, 2003).

A introducdo de uma espécie exotica proveniente de ambientes naturais
inGspitos, hostis ou de alta competitividade, pode resultar em uma alta
capacidade de competicio em &reas mais favorecidas, onde ha maior
disponibilidade de recursos. Esse efeito é intensificado na auséncia de
predadores naturais, o que facilita o sucesso e a adaptacédo da espécie no novo
ambiente, especialmente se as condicdes forem semelhantes ou mais favoraveis
do que as de sua regido de origem. Assim, essas espécies podem invadir
diferentes tipos de areas, incluindo pastagens e diversas culturas
(RADOSEVICH, 2003; ARJONA, 2021). Neste contexto, o capim-annoni se
tornou a principal planta invasora em pastagens naturais do bioma Pampa no

Rio Grande do Sul e em areas degradadas.

Historicamente, o capim-annoni foi pensado como uma opc¢ao forrageira,
destacando-se pela alta capacidade de crescimento e pela producéo de folhas
vigorosas, que poderiam complementar a dieta dos bovinos e auxiliar na
protecdo do solo (REIS,1993; REIS, 2000; MEDEIROS; FOCHT, 2007). Todavia,
como pastagem demonstrou qualidade inferior as espécies consideradas de
menor potencial nutritivo no campo nativo para engorda de animais (BOGGIANO
et al. 2004; MEDEIROS; SAIBROS; FOCHT, 2009). Assim, acabou gerando
além do impacto direto na competicdo por recursos com espécies nativas,

também com as espécies de interesse econdémico.

O capim-annoni impacta negativamente a qualidade das pastagens,
tornando-as menos nutritivas para o gado. A planta tende a acumular altos niveis
de fibra e apresenta um valor nutricional significativamente inferior ao de outras
espécies forrageiras. Além disso, produtores relatam que o excesso de fibras
nas folhas desgasta os dentes dos animais, dificultando ainda mais seu

2



consumo. Outro fator que favorece a persisténcia do capim-annoni no ambiente
€ sua alta producéo de sementes viaveis (cerca de 37 mila 111 mil por individuo),
0 que mantém um banco de sementes robusto no solo (REIS, 2000; CARATTI,
2019; BETTEGA, 2022).

As principais familias de espécies vegetais que constituem os campos
sulinos brasileiros pertencem as familias Asteraceae, Poaceae, Fabaceae,
Cyperaceae, Rubiaceae, Euphorbiaceae, Apiaceae, Solanaceae, Malvaceae,
Amaranthaceae, Verbenaceae, Plantaginaceae, Orchidaceae, Lamiaceae,
sendo Asteraceae e Poaceae as mais comuns em todo o RS (RITTER; DE
MOURA BAPTISTA, 2005; SCHNEIDER, 2007; BOLDRINI, 2009; LEMOS,
2019; BRACK et al., 2020; LUZ, 2020; BARBIERI et al., 2023). Dentro da familia
Poaceae, 0 género Eragrostis € o mais distribuido mundialmente; espécies
podem ser identificadas em diferentes locais das regides tropicais, subtropicais,
temperadas e em ambos os hemisférios, sendo considerada cosmopolita
(WROBEL et al., 2021). A invas&o por Eragrostis albensis foi relatada na Europa
Central, sendo reportada em pelo menos, 1300 localidades com ampla expanséo
ap6s os anos 2000 (WROBEL et al., 2021).

O género Eragrostis possui cerca de 400 espécies e se desenvolve
principalmente em regides abertas e secas. De acordo com Boechat (2000),
podemos identificar 23 espécies do género no estado do Rio Grande do Sul,
sendo 17 nativas e seis introduzidas (CLAYTON, RENVOIZE, 1986; CARATTI,
2019): E. acutiglumis, E. airoides Ness, E. bahiensis Schrad. ex Schult., E.
cataclasta Nicora, E. hypnoides Lam., E. lugens Nees, E. mexicana subsp.
virescens (J.Presl) S.D.Koch & Sanchez Vega, E. neesii var. neesii Trinnius, E.
neesii var. lindmanni (Hack.) Ekman, E. curvula (Schrad.) Nees, E. glomerata
(Walter) L.H.Dewey, E. polytricha Nees, E. purpurascens (Spreng.) Schult., E.
retinens Hack. & Arechav., E. rojasii Hack., E. seminuda Trin., E. trichocolea
Hack. & Arechav., e E. perennis D6ll como nativas, além das exéticas: E.
cilianensis (All.) Vignolo ex Janch., E. ciliaris (L.) R.Br., E. pilosa (L.) P. Beauv. e
E. plana Nees que formam as paisagens atuais do bioma (BOECHAT; LONGHI-
WAGNER, 2000; BOLDRINI, 2005; CAPORAL, 2007; WELKER, 2007; PALMA,
2008; DALMOLIM, 2013).



Algumas espécies do género Eragrostis possuem potencial de colonizar
ambientes antropizados e degradados, normalmente apresentando
caracteristicas de plantas ruderais, que as destacam por crescerem e se
reproduzirem mesmo em condicdes pouco favoraveis, sendo altamente
resistentes e muitas vezes competitivas (BOECHAT; LONGHI-WAGNER, 2000;
WELKER, 2007). Sendo assim, € de suma importancia compreender que a
espécie E. plana causa prejuizos no campo nativo e deve ser controlada para
evitar sua propagacdo, dominancia e permanéncia no ambiente agricola e
natural, assim como € importante compreender a proximidade genética entre o
capim-annoni com as outras espécies do mesmo género (AMORIM; CORONEL;
TEIXEIRA, 2009).

A Embrapa dispbe de solugbes para o manejo do capim-annoni, que
mostram sucesso se utilizadas efetivamente (PEREZ, 2015) dentro de um
programa de manejo. O método inclui uso do herbicida glifosato que tem como
alvo inibir a enzima enol piruvil shiquimato sintase (EPSPS), da rota de sintese
de aminoacidos aromaticos ndo seletivo as demais espécies Eragrostis
presentes no campo nativo. Deste modo, buscando auxiliar e trazer inovacao
para o controle, entender aspectos fisio-genéticos da planta invasora pode
auxiliar na contencdo da espécie invasora, sem prejudicar o campo hativo
(BASTIANI, 2019; CARATTI, 2019).

Ferramentas biotecnolégicas de controle poderdo ser uma opcao e hoje
sao tendéncia mundial (VIDAL, 2006; SAUSEN, 2020). Deste modo, para que
novas estratégias se tornem viaveis € fundamental entender a proximidade de
E. plana com espécies do mesmo género, nativas e/ou exoéticas presentes no

bioma Pampa.

As hipoteses do presente trabalho sdo: 1) Eragrostis plana compartilha
um ancestral comum recente com espécies africanas e forma um grupo
monofilético com espécies deste continente, diferenciando-se evolutivamente
das espécies nativas do Bioma Pampa. 2) As espécies nativas do Bioma Pampa
formam um clado, que indica eventos evolutivos proOximos para essas espécies

e diferente para as de outras regides.



Portanto, o objetivo do trabalho foi realizar uma andlise filogenética entre
a espécie invasora E. plana e espécies nativas e introduzidas de Eragrostis spp.
no Rio Grande do Sul, utilizando marcadores moleculares nucleares e de

cloroplasto.



2 Revisao de literatura

2.1 O Bioma Pampa e a pecuéria
O Brasil € um dos paises com maior diversidade biolégica do mundo,

gracas a vasta extensao territorial e variedade climatica que favorecem a
presenca de diferentes biomas. Os biomas brasileiros englobam a Amazonia, o
Cerrado, a Mata Atlantica, a Caatinga, o Pantanal e o Pampa, cada um com
caracteristicas ecoldgicas e biologicas distintas e Unicas (LEWINSOHN, 2002;
JOLY et al.,, 2011). Essas areas sdo de extrema importancia, tanto para a
preservacdo da biodiversidade quanto para a manutencdo de servigos
ambientais essenciais, como o equilibrio climético, o fornecimento de agua e a
manutenc¢do da fertilidade do solo (MEDEIROS, 2006; ALHO, 2012).

O Bioma Pampa, exclusivo da regido sul da América do Sul, ocupa uma
area significativa no Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai. No Brasil, esta
localizado majoritariamente no estado do Rio Grande do Sul, cobrindo cerca de
63% de sua extensao territorial, 0 que equivale a aproximadamente 176.496 kmz,
ou 2% de toda a superficie nacional. Caracterizado por areas de campos
naturais, o Pampa apresenta paisagens de planicies e colinas suaves,
predominando gramineas e vegetacao rasteira que formam ecossistemas unicos
e integrados aos paises vizinhos, consolidando-se como um importante bioma
da regido sul do continente. (MONTEBLANCO, 2021; FARIAS, 2023). Esses
locais do bioma fornecem habitats para uma diversidade de espécies de plantas
e animais, muitos dos quais sdo endémicos ou dependentes de condi¢cdes
particulares (LIPINSKI, 2014; MARCHI, 2018; GOES, 2021; PEIXOTO, 2023).

A pecuaria é uma atividade econdmica profundamente enraizada no
Bioma Pampa, especialmente no estado do Rio Grande do Sul, onde as
condi¢cdes naturais favorecem o desenvolvimento da atividade. A regido é
propicia para a criacdo extensiva de gado, uma prética tradicional que utiliza os
campos naturais como pastagem. Esse tipo de manejo ndao apenas se integra
com o ecossistema local, mas também se torna viavel economicamente,
aproveitando as gramineas nativas que se adaptam ao clima e solo do bioma
(PINTO; BOLDRINI; NABINGER, 2006; NABINGER, 2007; BORDA; TRINDADE,
2009; CARVALHO, 2016; FREITAS, 2018).



A pecuaria, além de ter um papel cultural importante na regido, emprega
uma parte expressiva da populacéo rural do Rio Grande do Sul. Esse setor é
uma fonte significativa de renda e desenvolvimento econémico, sendo
responsavel por um percentual consideravel dos empregos na zona rural e,
consequentemente, impulsionando a economia local. A integracdo da pecuaria
com a preservacao do bioma €, portanto, uma questéo relevante para as politicas
de uso sustentavel e conservacao ambiental (BORGES, 2016; RAMOS; VIEIRA
FILHO, 2023; MACIEL; TROIAN; VIANA, 2024; BARDEN, 2024).

Posto que a pecudria extensiva possa ser vantajosa do ponto de vista
econdbmico, ambientalmente enfrenta desafios em relacdo a conservacdo do
Bioma. A expansdo de outras atividades econdmicas e a pressdo por novas
areas de cultivo ameacam a manutencdo dos campos nhaturais e das espécies
que dependem desse habitat. A pratica de manejo sustentavel torna-se essencial
para evitar o desmatamento e a degradacao dos recursos naturais, promovendo
o equilibrio entre producédo econémica e preservacdo ambiental (CUNHA, 2008;
PRADO; RIBEIRO, 2011; LITRE; BURSZTYN, 2015; KOHLER, 2021).

A conservacao dos Biomas € estratégica para a manutencéao de diversos
servigcos ecossistémicos, incluindo o sequestro de carbono, o controle de eroséo
e a regulacdo do ciclo hidrico. A vegetacdo nativa desempenha um papel
essencial na protecdo do solo e no armazenamento de agua, prevenindo
problemas como a desertificacédo e a perda de qualidade do solo. Dessa forma,
conhecer sua posicdo no ecossistema, as espécies que coexistem no mesmo
ambiente e aquelas do mesmo género é fundamental para compreender suas
interacdes e seu papel na manutencdo do equilibrio ecoldgico. Essas funcdes
ecolégicas ressaltam a importancia de preservar o bioma ndo apenas para a
biodiversidade, mas também para a sustentabilidade agricola e para a qualidade
de vida das populagdes locais (FERNANDES et al., 2007; MORAIS, et al., 2017,
QUINTAO et al., 2021).



2.2 A familia Poaceae e o género Eragrostis
A familia Poaceae é uma das mais importantes e amplamente

distribuidas familias de plantas do mundo, desempenhando um papel essencial
nos ecossistemas e na economia humana. Compreende cerca de 12 mil
espécies distribuidas em mais de 700 géneros, incluindo gramineas que variam
de plantas herbaceas a bambus gigantes (BAKER et al., 2001; KINUPP, 2007;
GOULART, 2011; BARBOSA, 2012; EGOH, 2016; SQUIRES, 2018; GBIF,
2024).

Tendo espécies que sao responsaveis por cerca de 70% da producao
alimentar global com culturas como arroz (Oryza sativa), trigo (Triticum
aestivum), milho (Zea mays), cana-de-acucar (Saccharum officinarum) e cevada
(Hordeum vulgare); além de fornecerem nutricdo para humanos, também sdo
fonte de forragem para animais e podem também ser utilizadas como fontes de
produtos industriais como fibras para producdo de papel, biomassa para
biocombustiveis, entre outras aplicacbes (BRANDAO, 1989; BRANDAO,1992;
SHAVANOV, 2021).

No ambito ecoldgico, as gramineas desempenham papel vital em
diversos biomas, como savanas, pradarias e o cerrado, onde ajudam na
conservacao do solo, controle de erosdo e ciclagem de nutrientes. Sua
capacidade de adaptacéo a condi¢cdes adversas, como seca e pastoreio, faz com
gue essas plantas sejam dominantes em muitos habitats naturais e modificados
(PILAU, 2005; GOULART et al. 2011; EUCLIDES, 2009; BATISTA, 2024;
MENEZES; 2024).

O género Eragrostis Wolf pertence a familia Poaceae e possui mais de
350 espécies encontradas em diferentes regides do mundo (CLAYTON;
RENVOIZE, 1986; HUTANG, 2023), principalmente em areas tropicais e
subtropicais. Essas espécies variam desde gramineas anuais até perenes e
podem ser encontradas em uma ampla diversidade de habitats, incluindo
pastagens, campos secos, areas costeiras e margens de estradas, em maioria
sdo espécies de gramineas comuns sem uso especifico, sendo usadas
principalmente como forrageiras (PETERSON; CANAS, 2012; BOECHAT, 2000;
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OLIVEIRA, 2017; HOMEM, 2018; HUTANG, 2023) Em geral, as plantas do
género possuem flores pequenas organizadas em inflorescéncias do tipo
espigueta, sendo dispersas principalmente por zoocoria através dos animais que
pastam na regiao (BALBINOT et al., 2002; ABICHEQUER, 2009; STEFANELLO;
FERNANDES-BULHAO; MARTINS, 2009; LAMEGO et al., 2022a; REIMCHE,
2022).

A divergéncia evolutiva que a adaptacdo ao ambiente proporciona
demonstra que dependente das condi¢cdes ambientais ao longo do tempo, as
espécies tomam caracteristicas diferentes assim como Eragrostis tef que cresce
sob diversos estresses com insumos agricolas em quantidades minimas e é um
exemplo do género muito utilizada para consumo humano na Etidpia, sendo
consumida como um cereal em forma de farinha por milhares de pessoas e
movimentando industrias e mercados (HOMEM, 2018; HOMEM, 2020;
HUTANG, 2023).

Do ponto de vista evolutivo, a familia Poaceae é um excelente modelo
para investigar mecanismos de especiacao e diversificacdo (BOECHAT, 2000).
Estudos filogenéticos utilizando marcadores moleculares, como DNA nuclear e
cloroplastidial, ttm revelado a complexidade das relacdes evolutivas dentro da
familia (ZAPPACOSTA et al., 2011; BARRETT; PETERSON; ROMASCHENKO,
2020). A hibridizacdo e a poliploidia, comuns em muitas espécies da familia
Poaceae (INGRAM; DOYLE, 2003; AINOUCHE et al., 2004; AINOUCHE et al.,
2009; TKACH et al., 2019) também foram observadas no género Eragrostis.
Essas caracteristicas desempenham um papel fundamental na adaptacdo a
diferentes ambientes e na formacdo de novas espécies, tornando o género um
exemplo relevante para estudos evolutivos e de diversidade genética dentro das
gramineas (HUTANG et al., 2023).

Algumas espécies do género Eragrostis sdo vistas como ameacas
ecologicas em certas regides, como Eragrostis plana, o capim-annoni. Esta
espécie é uma planta invasora notoria no sul do Brasil, onde tem causado sérios
prejuizos econbmicos ao competir com gramineas nativas e reduzir a
produtividade das pastagens (ZABALA-PARDO & LAMEGO, 2024). Essa
espécie se espalha rapidamente e é dificil de erradicar, o que torna seu manejo
muito complicado. Esse problema sublinha a importancia de estudos que
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investiguem métodos eficazes de controle e manejo de espécies invasoras, com
implicacbes tanto para a conservacdo da biodiversidade quanto para a

sustentabilidade agricola.

2.3 Eragrostis plana
A regidao denominada “Bioma Pampa”, também conhecida como

Pastizales del Rio de la Plata, ndo est4 restrita apenas ao Brasil, mas também
esta presente nos paises vizinhos Uruguai, Argentina e Paraguai, num total de
cerca de 750 mil km2 de extenséo; desses, 178 mil km2compreendem o territorio
sulino do Brasil, com diversas espécies animais, vegetais e outros tipos de
organismos, muitas delas endémicas e que ja habitavam essas terras a milhares
de anos antes da ocupacdo humana (BENCKE, G. A.; CHOMENKO, L.
SANT'ANNA, D. M., 2016).

A diversidade genética dos organismos estd atrelada ao fato de que
existem diferentes caracteristicas de ambiente e distintas interacfes entre as
espécies. Cada regido pode possuir espécies particulares, ditas espécies
endémicas; o bioma Pampa se difere com as espécies presentes no territorio
que demarcam os atributos que definem o ambiente, a mudancga em algum nivel
trofico ou alteracdo da composicao tanto floristica quanto faunistica, pode ter um
impacto prejudicial e periculoso na conformacao do bioma, assim quanto na sua
preservacdo (OLIVEIRA, 2004; OVERBECK, G. E. et al., 2007; WERNECK,
2011).

A area invadida pelo capim-annoni ocupa cerca de 20 mil km2 dentro do
bioma Pampa (MEDEIROS; FOCHT, 2007; FIPKE et al., 2022); sendo perene
cresce de forma cespitosa gerando touceiras com muitas folhas, fibrosas o
suficiente para que o gado perca o interesse de consumi-las, além de possuir
baixo valor nutricional. Consequentemente, muitas vezes € vista em
aglomerados da espécie que tomam conta do campo (FERRI, 1981; NABINGER,
2019; CARATTI, 2019).

Introduzida acidentalmente, mas depois pensada como opc¢éao forrageira,
o fato € que esta espécie se espalhou rapidamente e hoje estima-se mais de 1
milhdo de hectares comprometidos do bioma com a invasora (MEDEIROS,
FOCHT, 2007). Considerada como rustica, a planta de capim-annoni possui uma
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grande capacidade de se adaptar e sobreviver em diferentes condigbes
ambientais, mesmo em condicOes adversas; possui um sistema radicular
fasciculado, isto €, possui feixes grossos e profundos que crescem em formato
de cabeleira que favorece sua aderéncia no solo, tornando-a de dificil remog¢éao
manual (FERRI, 1981; REIS, 2000; CARATTI, 2019; NABINGER, 2019).

O caule das plantas de E. plana possuem nds pouco salientes que
podem dar origem a novas folhas, assim como as novas raizes adventicias
possuem entre a bainha e o limbo uma ligula curta e pouco saliente, a qual
confere uma defesa fisica-mecanica ao né. Suas folhas podem ser identificadas
por serem longas e em forma de laminas, normalmente eretas até proximo do
apice, desprovidas de tricomas, ou seja, glabras (FERRI, 1981; NABINGER,
2019; CARATTI, 2019). Sua inflorescéncia de cor roxa € do tipo panicula laxa de
distribuicdo esparsa, crescendo em um cacho composto que diminui
gradativamente de tamanho da base até o &pice formando um aspecto
morfolégico piramidal ou conico (FERRI, 1981; NABINGER, 2019; CARATTI,
2019).

E. plana é uma planta classificada como C4, o que significa que ela
utiliza uma via fotossintética eficiente em ambientes com alta luminosidade,
temperaturas elevadas e condicdes de estresse hidrico, através do ciclo de
Calvin-Benson, o que é normalmente associado a uma vantagem em habitats
aridos e semiaridos, onde a planta frequentemente se encontra (PYSEK et al.,
2020).

A poliploidia pode resultar em uma maior variabilidade genética, o que &
benéfico para a adaptacao a diferentes ambientes (HUTANG et al., 2023). O
género Eragrostis apresenta uma ampla gama de niveis de ploidia, incluindo
espécies poliploides. No caso especifico de E. plana, de acordo com Hutang et
al.,, (2023), estima-se que a invasora apresente um namero total de
cromossomos somaticos igual a 2n=6x=60, sendo hexaploide, ou seja, possui
seis conjuntos completos de cromossomos basicos (6x). Caratti (2019),
utilizando citometria de fluxo identificou duas populacdes de E. plana do RS
como dipléides igual a 2n=20. A discrepancia nos resultados sobre o nimero de
ploidia de Eragrostis plana pode ser explicada, em parte, pela diferenca
geografica nas coletas realizadas; Hutang et al. (2023) analisaram amostras
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provenientes da Africa do Sul. As diferencas podem refletir variagdes genéticas
ou adaptacOes locais das populacdes em resposta a condicbes ambientais
distintas, sugerindo que processos evolutivos, como poliploidia ou selecao
natural, podem ter desempenhado um papel na diversificagdo da espécie em
diferentes regides (HUTANG et al., 2023).

Dentre as nativas do bioma Pampa como as espécies E. bahiensis e E.
lugens, o numero total de cromossomos somaticos equivale a 2n=8x=80, sendo
octaploide, ou seja, possui oito conjuntos completos de cromossomos basicos
(8x), enquanto E. neesii apresenta um namero total de cromossomos somaticos
igual a 2n=2x=20, sendo dipldide; essas variacdes ressaltam a complexidade
genética ou a evolucdo de cada espécie dentro do grande género Eragrostis
(HUTANG et al., 2023). Ainda, outras espécies exdticas no bioma Pampa como
E. pilosa, possuem numero total de cromossomos somaticos igual a 2n = 60,
assim como E. tef, possui um numero total de cromossomos somaticos igual a
2n = 40, sendo tetraploide (HUTANG et al., 2023).

A presenca do capim-annoni no bioma Pampa destaca a complexidade
das interacbes ecologicas e os desafios enfrentados para a conservacao da
vegetacdo nativa. Nesse contexto, compreender a biologia e a variabilidade
genética de Eragrostis plana torna-se essencial para desenvolver estratégias
eficazes de manejo e controle dessa espécie invasora. O estudo de suas
caracteristicas morfologicas, fisiolégicas e citogenéticas permite ndo apenas
elucidar sua capacidade de adaptacdo e expansdo, mas também avaliar seu
impacto sobre as espécies nativas e o equilibrio do ecossistema. Dessa forma,
ao aprofundar o conhecimento sobre E. plana, € possivel aprimorar medidas que
minimizem seus efeitos negativos e favorecam a restauracdo das areas

degradadas.

2.4 Forma de manejo por filogenia molecular e RNAI

O RNA de interferéncia (RNAIi) € um mecanismo natural de regulagéo
génica presente em diversos organismos, como plantas e insetos, que atua por
meio de pequenos fragmentos de RNA capazes de se ligarem a sequéncias

complementares de RNA mensageiro (MRNA), promovendo seu silenciamento
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e impedindo a traducéo de proteinas especificas (BARBOSA, 2004; SMALL,
2004).

Esse processo de inativagdo génica, constitui uma estratégia poderosa
para atribuicdo de funcdo a genes e mapeamento de vias regulatérias
intracelulares. O silenciamento pés-transcricional por meio da ativacao do RNAI,
mediado por RNAs fita-dupla (dsRNA). Inicialmente € utilizado em pesquisa
biomédica para silenciamento pontual e gendmica funcional em larga escala, o
RNAI tem sido cada vez mais explorado na agricultura como ferramenta
promissora para o controle fitossanitario, por permitir a inibicdo especifica de
genes essenciais em organismos-alvo, como pragas e plantas daninhas. Essa
especificidade oferece vantagens significativas frente aos defensivos quimicos,
reduzindo o risco de resisténcia e minimizando os impactos ambientais
(BARBOSA, 2004; KIM; ZHANG, 2022).

Com o avanco da biotecnologia, surgiram propostas como o
silenciamento de gene induzido por pulverizacéo (Spray-Induced Gene Silencing
— SIGS), que representa uma estratégia de proxima geracdo no manejo de
plantas daninhas (GHOSH; PATRA, 2023). Apesar dos avangos no controle de
pragas e doencas com o uso de RNAI, a aplicacdo dessa tecnologia para o
manejo de plantas invasoras ainda enfrenta desafios, especialmente
relacionados a identificacdo de alvos moleculares ideais e a entrega eficiente do
RNA interferente (VETUKURI et al.,, 2021; RODRIGUES et al., 2022). Nesse
sentido, torna-se fundamental identificar sequéncias génicas conservadas e
Unicas nos organismos a serem controlados, o que exige estudos aprofundados

de caracterizacdo molecular e analises filogenéticas.

O presente trabalho contribui com essa abordagem ao caracterizar
marcadores moleculares (ITS, rbcL, rpS16, rpl32 e trnL) por meio de analises
filogenéticas e comparativas entre diferentes espécies de plantas. A identificacao
de regides conservadas e a deteccdo de insercdoes e delecdes (indels) em
sequéncias obtidas experimentalmente e de bancos publicos fornecem uma
base sélida para o mapeamento de possiveis alvos para RNAi. Embora o estudo
nao tenha desenvolvido ou testado diretamente tecnologias baseadas em

interferéncia génica, os dados apresentados podem representar uma importante
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base conceitual e metodologica para futuras aplicacbes em biotecnologia

agricola.

Adicionalmente, a andlise detalhada dos loci com foco na estabilidade
evolutiva das regibes conservadas pode ajudar a mitigar a possibilidade de
escape adaptativo por mutacdes rapidas nos organismos-alvo, o que é essencial
para estratégias de controle durdveis. Assim, a interface entre filogenia
molecular e RNAI revela-se promissora para o aprimoramento do controle
fitossanitario, principalmente ao considerar o potencial de desenvolvimento de
tecnologias sustentaveis voltadas a reducédo da carga quimica nos sistemas de

producéao.

2.5 Caracterizacdo genética

Os estudos genéticos permitem identificar variagdes nas sequéncias de
DNA que podem estar associadas a plasticidade fenotipica do capim-annoni,
auxiliando no desenvolvimento de estratégias mais eficazes para seu controle.
Entre os marcadores moleculares amplamente utilizados, destacam-se o0s
espacadores internos transcritos (ITS) do DNA ribossomal e o gene plastidial
rbcL, que possibilitam andlises evolutivas e filogenéticas, contribuindo para a

identificacdo da espécie e seu posicionamento dentro da familia Poaceae.

Espacgadores internos transcritos - ITS (“Internal transcribed spacer”) séo
regides presentes no DNA, sendo encontradas entre 0s genes ribossomais
(rDNA) e que fazem parte do DNA ribossémico (nrDNA) (HILLIS,1991). Estes
espacadores ficam entre 0os genes que codificam as subunidades do RNA
riboss6mico 18S, 5.8S e 28S no nucleo celular, responsaveis pela producéo dos
componentes estruturais dos ribossomos (HILLIS, 1991; GIUDICELLI, 2015;
CARATTI, 2019; WROBEL, 2021).

As regides incluem o ITS1, o gene conservado 5.8S e o ITS2, e
desempenham um papel essencial no processamento do rRNA. Os numeros
associados a essas regides indicam a posicdo especifica das bases
nucleotidicas na sequéncia de DNA ou RNA transcrito. Por exemplo, o ITS1 esta
situado entre os genes 18S e 5.8S, enquanto o ITS2 se encontra entre 0 5.8S e

0 28S. Essas numerag0fes delimitam as regides, permitindo identificar variagcdes
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genéticas ou sequéncias conservadas, fundamentais para analises evolutivas e
filogenéticas. As regifes ITS1 e ITS2 sdo altamente variaveis entre espécies,
enquanto o 5.8S é altamente conservado, tornando essa combinacdo uma
ferramenta poderosa para estudos de identificacdo de espécies e relagbes
evolutivas (HILLIS; DIXON, 1991; SCHLOTTERER; HAUSER; HUESLER;
TAUTZ, 1994; HSIAO, 1995; GNUTIKQV, 2024). A amplificacdo dessas regides
é frequentemente realizada com o0 uso de primers universais como ITS1, ITS4,
ITS-Y4 e ITS-Y5, permitindo maior eficiéncia na obtencdo de sequéncias para
analises filogenéticas (WHITE et al., 1990; KITA; ITO, 2000).

No estudo conduzido por CARATTI (2019) com populacbes de
Eragrostis plana, os primers ITS4 e ITS5 foram utilizados com sucesso. Esses
primers amplificam a regido compreendida entre 0 ITS1, 5.8S e ITS2, permitindo

uma analise detalhada das variacdes genéticas presentes nessas sequéncias.

A variabilidade genética acessada por meio desses marcadores pode
permitir a relacdo entre caracteristicas genéticas e atributos morfoanatémicos,
oferecendo uma viséo integrada dos processos adaptativos e evolutivos. Além
disso, as regides ITS podem ser combinadas com outras abordagens, como a
determinacdo do nivel de ploidia e a estimativa do tamanho do genoma,
ampliando a compreensao da biologia e do potencial adaptativo das espécies.
Essa estratégia possibilita a inferéncia de processos evolutivos, como

especiacao, hibridizacdo e adaptacédo a diferentes ambientes (CARATTI, 2019).

O gene rbcL, é cloroplastidial e responséavel pela subunidade maior da
enzima Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCO), a enzima
essencial no processo de fotossintese. Esse gene é amplamente utilizado em
estudos filogenéticos de plantas, especialmente para analises de grandes
grupos taxonémicos, como ordens e familias (INGRAM, 2011; WATTOO, 2016;
SOMARATNE, 2019; UTAMA, 2024). Sendo encontrado no genoma plastidial
(cloroplastos) principalmente de plantas e algas, e menos variavel que o ITS,
mas sua sequéncia é suficientemente conservada e informativa para diferenciar
espécies, principalmente em plantas, distinguindo familias e géneros, que
proporcionam uma visédo geral da diversidade das relacdes filogenéticas (DOYLE
et al., 1997; MONTEIRO; MANTOVANI, FORZZA, 2015; ZAPPELINI, 2022).
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Em Poaceae, a caracterizagéo utilizando o gene rbcL apontam locais
mais conservados, o0 que ajuda a organizacdo dos géneros, e possibilitam com
combinacéo de outros genes a caracterizacdo de espécies selvagens, além das
cultivadas, facilitando estudos que favorecam a conservagao dos organismos
ameacados (COLLI-SILVA; IVANAUSKAS; SOUZA, 2019; PISCHL et al., 2020;
NEGI, 2021).

O gene ITS é altamente conservado e amplamente reconhecido pela
eficiéncia em analises filogenéticas, sendo frequentemente utilizado na
identificacdo e revisdo taxondmica para delimitacdo precisa de fronteiras entre
géneros. A combinacdo dos marcadores ITS com marcadores plastidiais
contribui para o aumento da resolucéo filogenética, revelando-se complementar
em analises mais abrangentes. Os genes ITS e rbcL destacam-se por sua
aplicabilidade em estudos filogenéticos e genéticos, devido a combinacédo de
caracteristicas conservadas e variaveis em diferentes espécies. Adicionalmente,
a regido ndo codificante denominada intron trnL-F, presente no DNA do
cloroplasto, € de particular relevancia, pois possibilita a analise e comparacao de
sequéncias entre organismos cloroplastidicos (ROMANO,1999; BARRETT;
PETERSON; ROMASCHENKO, 2020).

O género Eragrostis é reconhecido como parafilético, com espécies de
outros géneros, como Cladoraphis Franch., Ectrosia R.Br., Harpachne Hochst.
ex A. Rich., Heterachne Benth., Neeragrostis Bush, Planichloa B. K. Simon,
Psammagrostis C. A. Gardner & C. E. Hubb., e Stiburus Stapf, as quais formam

um clado bem suportado em associacdo com Eragrostis.
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3 Metodologia

Para o desenvolvimento deste estudo, plantas possivelmente do género
Eragrostis foram coletadas em campos nativos, areas antropizadas e beiras de
rodovia. As coletas foram realizadas no estado do Rio Grande do Sul, Brasil, nos
municipios de Alecrim, Bagé, Dom Pedrito, Pelotas, Pinheiro Machado e Santa
Maria, num total de 20 plantas, no periodo de agosto de 2023 a marco de 2024
e transportadas para a Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS. L4 foram
plantadas em vasos plasticos de 5 litros, preenchidos com mistura de solo e
substrato agricola. Os vasos foram mantidos em espaco sem controle de
temperatura, com luz natural, sendo regadas manualmente, diariamente e

mantidas ao longo da conducéo dos experimentos.

3.1 Identificagdo TaxonO0mica de Plantas do Género Eragrostis
coletadas no RS e Herborizagdao:

As plantas do género Eragrostis coletadas no periodo de agosto de 2023
a marco de 2024, foram submetidas a confirmacao e identificacdo, utilizando a
chave taxonémica de Reitz et al. (1981), no Herbario ECT do Laboratério de
Recursos Genéticos da Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS. Os caracteres
taxondmicos observados em trés plantas coletadas de cada espécie, tiveram
como base os descritores morfologicos: tipo de colmo, folha, panicula, palea,
lema, gluma, espiguetas e cariopse de acordo com SMITH; WASSHAUSEN,;
KLEIN (1981).

Apos checagem e confirmacado das espécies por taxonomista do mesmo
Laboratério, as amostras seguiram para as etapas subsequentes do processo.
Primeiramente, foi separada uma planta de cada espécie dentre as coletadas,
priorizando aquelas em bom estado e com representatividade de folhas, flores
e, sempre que possivel, raizes. Em seguida, o material foi prensado entre
camadas de papelédo e submetido a secagem em estufa a 60 °C por 24 horas no
Laboratorio de Recursos Genéticos da Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS.

Posteriormente, as plantas secas foram utilizadas para a montagem das

17



exsicatas, sendo fixadas em folhas de papel jornal devidamente identificadas
individualmente, armazenadas e catalogadas no Herbario da Embrapa Clima
Temperado, Pelotas/RS para conservacao e futuras andlises. As amostras

(voucher) receberam o nimero de tombo.

3.2 Investigacdo molecular da proximidade genética entre
espécies do género Eragrostis do RS e a invasora Eragrostis plana

As espécies coletadas a campo e identificadas como pertencentes
ao género Eragrostis (Estudo 3.1) foram utilizadas neste estudo para
investigacdo da relacdo filogenética, comparativamente a planta invasora

Eragrostis plana.

3.2.1 Extracao do DNA
A obtencdo do material genético consistiu na extracdo de DNA utilizando

o protocolo CTAB (DOYLE & DOYLE, 1987) modificado, onde as folhas mais
jovens e verdes foram selecionadas por serem menos lignificadas quando
comparadas com folhas mais desenvolvidas. Foram coletadas 4 folhas de cada
espécie coletada a campo e confirmada como do género Eragrostis, incluindo

Eragrostis plana coletada em Bagé, Rio Grande do Sul.

O material vegetal foi macerado no Laboratério de Biologia Molecular da
Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS utilizando nitrogénio liquido em um
almofariz de porcelana com auxilio de um pistilo até tornar-se um po fino. Este
p6 foi coletado em um tubo de coleta de 2mL (eppendorf), levado para uma
capela de exaustao quimica e adicionado 891ul de tampao CTAB 2x e 9 pl de
1% B-mercaptoethanol, previamente aquecido em banho maria a 65 °C. As
amostras foram postas em um vértex e levadas para o banho maria, onde
permaneceram a 65 °C por 45 minutos; durante este passo, a cada 10 minutos
as amostras eram retiradas e feito novamente o processo de vértex e levadas
novamente ao banho maria. Apés este procedimento, os tubos foram resfriados
até alcancarem a temperatura ambiente, sendo adicionado igual volume (900 ul)
de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) gelados. Os tubos foram agitados por
inversao por 2 minutos, e centrifugados em uma ultracentrifuga por 10 minutos
a 13.000 rpm.
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O sobrenadante (aproximadamente 700 pl) foi recuperado, adicionando
no novo tubo igual volume de isopropanol gelado; os tubos foram agitados por
inversao por 2 minutos e levados para o refrigerador a -20 °C por 45 minutos.
Apdés retirar os tubos do congelador, estes foram levados para a ultracentrifuga
por 10 minutos a 13.000 rpm, para novamente ser descartado o sobrenadante e
mantendo o pellet formado no processo. Foi adicionado 500 pl de etanol 75% e
as amostras foram mantidas 20 minutos em temperatura ambiente. Os tubos
entdo foram levados para uma mini centrifuga por 1 minuto a 13.000 rpm. Os
sobrenadantes foram descartados e os tubos foram levados para o concentrador
rotativo a vacuo, onde permaneceram por 15 minutos até sua secagem total. O

material entdo foi eluido em 50 ul de agua DEPC e armazenado a -20 °C.

3.2.2 Processo de amplificacdo em cadeia da polimerase
Para andlise da similaridade genética entre as espécies do género

Eragrostis coletadas e Eragrostis plana, dois marcadores foram escolhidos apos
um screening prévio, com base em marcadores utilizados por Ingram et al.,
(2011), Caratti (2019) e Hutang et al. (2023). Os marcadores escolhidos foram
ITS (primers ITS-4 e ITS-5 de Caratti, 2019) e rbcL (primers 7F e 1433R de
Ingram et al., 2011), sendo os primers sintetizados pela Sintese Biotecnologia
(Belo Horizonte, MG).

Tabela 1 - Sequéncia de nucleotideos (primers) e propriedades dos marcadores

empregados na amplificacdo do DNA cloroplastidial e nuclear.

. Fragmento . .
Marcador Sequéncia (ob) Regiao Referéncia
p
WHITE et al.,
ITS-4 CCCGCCTGACCTGGGGTCGC
ITS 1990
650
(nrDNA) KITA; ITO,
ITS-5 TAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAA
2000
INGRAM et al.,
7F GGGACTTATGTCACCACAAAC
rbcL 2011
1290
(cpDNA) INGRAM et al.,
1443R ACTTAATCGATGGTATCTACCG 2011
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As reacoes de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) foram conduzidas
no Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Clima Temperado,
Pelotas/RS, utilizando termociclador modelo Veriti 96 well thermal cycler. As
reacdes seguiram o protocolo adaptado de Caratti (2019): 2,4 yL de DNA (50-
100 ng/ul), 12 yL de tampéo 5X, 1,2 uL de dNTPs, 2,5 pyL de cada primer (forward
e reverse) a 10 uM, 1,2 uL de Taq DNA polimerase (0,5U) e 38,2 yL de agua
DEPC para completar o volume de 60uL. Esse preparo foi realizado sob
condi¢bes controladas, visando a otimizagéo da amplificagéo dos fragmentos de

interesse e a minimizagdo de possiveis contaminacdes.

O protocolo de PCR para os primers ITS foi estruturado com uma etapa
inicial de desnaturacao das fitas de DNA a 94°C por 3 minutos, seguida por 35
ciclos: 60 segundos a 94°C para desnaturacdo, 60 segundos a 63°C para o
anelamento dos primers, e 60 segundos a 72°C para a extensdo da fita
complementar. Para amplificacdo de fragmentos mais longos, foi realizada uma
etapa final de 5 minutos a 72°C (CARATTI, 2019).

O protocolo de PCR para os primers rbcL incluiu uma etapa inicial de
desnaturacado das fitas de DNA a 94°C por 1 minuto. Em seguida, foram
realizados 35 ciclos com as seguintes condi¢cfes: 30 segundos a 94°C para a
desnaturacdo, 40 segundos a 55°C para o anelamento dos primers, e 40
segundos a 72°C para a extensédo da fita complementar. Para promover a
amplificacdo de fragmentos mais extensos, foi incluida uma etapa final de 10
minutos a 72°C (INGRAM, 2011).

Os produtos da amplificacdo (amplicons) foram analisados em gel de
agarose a 2%, utilizando GelRed, por 50 minutos a 100V, 50W e 120mA, em
tampao TBE 1X (mM Tris, EDTA, pH=8,0). A determinacdo dos tamanhos dos
fragmentos foi realizada por comparacdo visual com um marcador de 1Kb
(ladder) da INVITROGEN. Em seguida, cada gel foi fotografado utilizando

cameras de celular para registro dos resultados.

Apoés checagem dos fragmentos esperados, as reacfes de PCR foram
purificadas utilizando PureLink® PCR Purification Kit (Invitrogen). O produto

purificado do PCR foi coletado no tubo de eluicdo e seco em Speed Vaccum
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(Eppendorf) por 30 minutos para envio, visando sequenciamento Sanger pela

empresa GenOne Biotech (Rio de Janeiro/RJ).

3.3 Andlise dos dados
Utilizando o software Geneious Prime, versao 2024.0.7, foi realizada a

checagem da qualidade das sequéncias retornadas do sequenciamento Sanger.
Nesse processo, efetuou-se a interpretacédo e a corre¢ao das bases, ajustando-
as conforme os picos gerados pelo sequenciador, com o0 objetivo de garantir
maior precisdo nas sequéncias. Em seguida, procedeu-se a montagem da fita
consenso das sequéncias, utilizando as orientacdes Forward e Reverse. Com as
sequéncias finalizadas, foi realizada uma pesquisa no NCBI por meio do
BLASTN, a fim de verificar a similaridade das amostras com espécies do género
Eragrostis, de acordo com o par de primers utilizado. Posteriormente, empregou-
se a ferramenta "Agent" com o termo de busca "Eragrostis”, o que resultou na
obtencdo de uma lista de mais de 90 mil arquivos relacionados disponiveis no
GenBank.

A partir da lista obtida de sequéncias, realizou-se a selecdo dos arquivos
relevantes ao estudo, priorizando aqueles relacionados aos marcadores ITS e
rbcL. Para organizacdo dos dados, foram criadas pastas separadas para cada
marcador, contendo as sequéncias geradas, juntamente com as sequéncias
extraidas do GenBank. Em etapa subsequente, procedeu-se a montagem de um
alinhamento envolvendo todas as sequéncias selecionadas para alinhar as

sequéncias de consenso e ajustar o alinhamento final com as outras obtidas.

Concluido o alinhamento, o arquivo foi exportado no formato “.nex” e
analisado no software jModelTest, versdo 2.1.10. Nesta etapa, realizou-se a
andlise "Compute Likelihood Score", identificando-se o modelo de substituicdo

GTR como o mais adequado para ambos os marcadores.

Apos o alinhamento das sequéncias, a reconstrugcdo da arvore
filogenética foi realizada por meio da analise de maxima verossimilhanca (ML),
a fim de inferir a hip6tese evolutiva mais provavel. Para garantir a robustez dos
agrupamentos, a andlise foi conduzida com 1.000.000 de réplicas, utilizando

1.000 sequéncias de adicdo aleatoria por réplica.
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Os arquivos contendo as sequéncias genéticas foram previamente
preparados no software Geneious e exportados no formato .newick. Em seguida,
esses arquivos foram processados no software MEGA1l (versdo 11.0.13),
empregando a funcionalidade "Filogenia". Especificamente, a construcdo e
visualizacdo das &rvores filogenéticas foram realizadas por meio da opc¢ao
"Construct/Test Neighbor-Joining Tree" usando modelo/método Maximum
Composite Likehood e teste de filogenia de “bootstrap method”, permitindo a

avaliacdo da topologia e do suporte estatistico das ramificagdes.

O método de bootstrap foi aplicado para avaliar a robustez estatistica
dos agrupamentos nas arvores filogenéticas geradas. Este procedimento
envolveu a execucdo de 2000 replicagdes, garantindo maior confiabilidade aos
resultados obtidos.

A espécie Cladoraphis spinosa (L.f.) S.M.Phillips foi selecionada como
grupo externo para a construgdo de arvores filogenéticas geradas neste estudo
(GBIF, 2024; PAFTOL, 2024; RUSSELL; PAUL; KONSTANTIN, 2020).

A fim de complementar os dados obtidos e realizar uma pesquisa com
maior alicercamento que reforcem os resultados obtidos para as sequéncias
extraidas, sequencias adicionais foram obtidas do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (NCBI, 2024) para ampliar a amostragem, com
0 intuito de obter analise mais robusta e representativa da filogenia dentro do
género Eragrostis, focando na relagdo da invasora E. plana com Eragrostis do
bioma Pampa. Como critério de escolha, foram selecionados os marcadores
cloroplastidiais rpS16, rpl32 e trnL-F, resultando em um total de cinco arvores

filogenéticas.

As arvores produzidas respectivamente possuem tamanhos de pares de
base relativos a regido genica de onde sao oriundas, assim como ITS se
apresenta com aproximadamente 650bp, os acessos disponiveis no NCBI, assim
como o0s obtidos por meio da extracdo realizada neste trabalho variam em
valores préximos a 650, assim como rbcL com 1290bp, rpl32 com 450bp, rpS16
com 800bp e trnL com 700 bp.
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4 Resultados e Discussao

Vinte plantas foram coletadas no periodo de agosto de 2023 a marco de
2024 no Rio Grande do Sul, sendo identificadas e confirmadas seis espécies
como pertencentes ao género Eragrostis (Tabela 2). As espécies identificadas
foram: Eragrostis plana Ness., Eragrostis bahiensis Schult., Eragrostis pilosa (L.)
P. Beauv., Eragrostis airoides Ness., Eragrostis neesi Trin. e Eragrostis lugens
Ness. Apesar das coletas terem sido realizadas em diferentes localidades do
estado, constatou-se que todas estavam presentes nas coletas realizadas na
cidade de Bagé-RS. Dessa forma, foi selecionado um espécime representativo
de cada espécie proveniente desse municipio para compor o estudo.

Tabela 2. Espécimes do género Eragrostis, coordenadas geograficas e locais de
coleta. Rio Grande do Sul/RS, margo, 2024.

N° de tombo Eragrostis Coordenadas geogréficas Municipio
ECT9962 E. airoides 31°40’ 417 S 52° 26’ 24” w Pelotas
ECT9963 E. airoides 31°40 41”7 S 52° 26’ 24~ w Pelotas
ECT9964 E. airoides 31°40 41”7 S 52° 26’ 24” w Pelotas
ECT9966 E. pilosa 27° 39’ 18” S 54° 45’ 50” w Alecrim
ECT9967 E. neesi 31° 20’ 59” S 54°1°1,2” w Bagé
ECT9968 E. airoides 31°21°0” S 54° 1’ 1” w Bagé
ECT9969 E. lugens 30° 59’ 10” S 54° 39’ 44~ w Dom Pedrito
ECT9970 E. airoides 31°17’ 547 S 53° 56’ 47" w Bagé
ECT9971 E. lugens 31° 36’ 46” S 53° 17’ 20” w Pinheiro Machado
ECT9972 E. neesi 31° 36’ 46” S 53° 17 20” w Pinheiro Machado
ECT9973 E. bahiensis 31°18 1”7 S 53° 56’ 51” w Bagé
ECT9974 E. pilosa 31°18'5” S 53° 57’ 3” w Bagé
ECT9975 E. airoides 31° 36’ 46” S 53° 17’ 20” w Pinheiro Machado
2066 E. airoides 29° 37’ 14~ S 54° 10’ 44~ w Séo Pedro do Sul
2064 E. neesi 29° 37’ 442" S 53° 52’ 27,4” w Santa Maria
2065 E. bahiensis 29° 37 44,2 S 53° 52’ 27,47 w Santa Maria
2058 E. bahiensis 29° 37 44,2 S 53° 52’ 27,47 w Santa Maria
2059 E. bahiensis 29° 37’ 442" S 53° 52’ 27,4” w Santa Maria
2067 E. pilosa 29°43 10,2” S 53°42’ 25,3” w Santa Maria

Fonte: o autor

Cladoraphis spinosa é reconhecida como grupo-irmao de Eragrostis e foi
utilizada como grupo externo (outgroup) na reconstrucao de arvores para os dois
marcadores utilizados, ITS e rbcL (INGRAM; DOYLE, 2007; RUSSELL; PAUL,;
KONSTANTIN, 2020).
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As sequéncias obtidas no NCBI estdo organizadas em cinco tabelas
distintas, cada uma correspondente a um marcador genético especifico. A
Tabela 3 apresenta as sequéncias relacionadas ao marcador ITS, a Tabela 4
relne aqueles referentes ao marcador rbcL. J& as sequéncias do marcador
rpS16 estdo dispostas na Tabela 5, as do rpl32 na Tabela 6, e, por fim, as

sequéncias correspondentes ao marcador trnL-F encontram-se na Tabela 7.

Para ITS e rbcL (Figura 1 e Figura 2), as arvores filogenéticas geradas
apresentam as espécies demarcadas conforme suas respectivas localidades de
origem e separadas por continente.

Africa ANM900991 Eragrostis namaquensis
ANM900992 Eragrostis unioloides

ANM900990 Eragrostis cilianensis $#

América do Norte
@ América do sul

Europa
®ssia AM900989 Eragrostis tef
Oceania AM900987 Eragrostis curtipedicellata

Nativa no Bioma Pampa 02 Eragrostis lugensB06.ab1

01 Eragrostis lugensA06.ab1 (reversed)
ORO084815 Eragrostis planiculmis
OR084804 Eragrostis lehmanniana
12 Eragrostis planaD07.ab1 4§
84 11 Eragrostis planaC07.ab1 (reversed)$#
65 OR084809 Eragrostis plana $
ANM901007 Eragrostis elliottii
@10 Eragrostis pilosaB07 ab1 %
@AMI01001 Eragrostis pilosa #
AM901003 Eragrostis squamata
AM901004 Eragrostis ciliaris #
ANM901005 Eragrostis mexicana
AM901006 Eragrostis kiwuensis
OR084808 Eragrostis curvula
AM900999 Eragrostis minor
&3 ANM900997 Eragrostis schimperi
79 AM900993 Eragrostis truncata

59 AM900995 Eragrostis sessilispica
57

# Exstica no Bioma Pampa

Marcador Nuclear ITS

AN900996 Eragrostis papposa
ORO084807 Eragrostis gummiflua

,—.06 Eragrostis neesiiF06.ab1
\_E:O3 Eragrostis airoidesC06.ab1 (reversed)
72 07 bahiensisG06.ab1 (reversed)

Cladoraphis spinosa MK863083

Figura 1 — Filogenia construida pelo método de Maxima Verossimilhanca (ML),
utilizando a sequéncia do marcador nuclear ITS (Internal Transcribed Spacer) para a
identificacdo dos acessos das espécies de Eragrostis. A arvore foi gerada no programa
Geneious 2025.0.3, seguindo o modelo evolutivo GTR+I+G, selecionado pelo software
jModelTest. A confiabilidade dos ramos foi avaliada por meio do teste de bootstrap,
utilizando o método Neighbor-Joining.

Fonte: o autor
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A analise filogenética baseada no marcador ITS revelou que 0s acessos
de Eragrostis plana representados pelos nimeros de coleta 11 e 12, juntamente
com a sequéncia obtida a partir do banco de dados NCBI (Tabela 3), formam um
grupo monofilético bem suportado (91 e 84) com E. lehmanniana, também da
Africa, a qual seria a espécie-irma evolutivamente mais préxima de E. plana,
dentre as espécies amostradas na analise. Essa relacdo sugere uma
proximidade filogenética refletindo uma origem comum recente ou eventos

histéricos de disperséo e especiagao.

Por outro lado, E. lugens, nativa do bioma Pampa, ndo compartilha um
ancestral comum mais recente com E. plana, indicando que a similaridade
morfolégica entre essas espécies pode ter resultado de eventos evolutivos
independentes, como convergéncia adaptativa. Além disso, E. plana forma um
grupo monofilético bem definido, distinto por exemplo de E. pilosa, exdtica no
bioma Pampa, e de E. mexicana, que € nativa da América Latina. Essa
separacdo filogenética indica que essas espécies pertencem a diferentes
linhagens evolutivas dentro do género Eragrostis, sugerindo que suas
semelhancas podem ser resultado de adaptacdo convergente a ambientes

semelhantes, em vez de uma ancestralidade comum recente.

As espécies nativas do bioma Pampa E. neesii, E. airoides e E.
bahiensis formaram grupo monofilético com suporte baixo indicado pelos valores
de bootstrap de 47 e 72 (Figura 1). No entanto, E. plana aparece distante desse
grupo na arvore filogenética, sugerindo uma divergéncia maior em relacdo as
demais espécies nativas do bioma. Ao mesmo tempo, E. mexicana, outra
espécie nativa da América do Sul, formou um grupo monofilético distinto, mas
mais proximo de E. plana. Ja4 E. lugens, também nativa do bioma Pampa,
apresentou-se proxima a outras espécies que ndo séo nativas, indicando uma

possivel afinidade filogenética com taxons de outras regides de origem.

ITS mostrou-se informativo para a analise filogenética entre espécies do
género Eragrostis. Valores de bootstrap elevados como os mencionados com E.
plana e E. lehmanniana, sugerem que o marcador ITS seja uma boa ferramenta
para detectar agrupamentos monofiléticos e analisar a filogenia dentro do género

Eragrostis, assim como demonstrado por diversos autores (ROODT-WILDING;
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SPIES, 2006. INGRAM, 2011; CARATTI, 2019; BARRETT; PETERSON;
ROMASCHENKO, 2020; WROBEL et al., 2021; HUTANG, 2023).

Observou-se a ocorréncia expressiva de gaps ao longo da regiéo
conservada analisada para o marcador ITS, indicando a presenca de indels entre
as sequéncias avaliadas. Estes gaps foram particularmente frequentes nas
regides entre os sitios 200-220 e 430-450, sendo compartilhados entre as
diferentes espécies analisadas. As sequéncias utilizadas incluem tanto dados
obtidos experimentalmente no presente estudo quanto sequéncias de referéncia
depositadas no NCBI. As indels detectadas foram observadas em ambas as
origens tanto em sequéncias préprias quanto naquelas obtidas publicamente o
que pode sugerir que essas variacfes sao caracteristicas do locus ITS e ndo

representam artefatos experimentais.

A arvore filogenética apresentada na Figura 2 ilustra as relacdes
evolutivas entre diferentes espécies do género Eragrostis, com base na
sequéncia do marcador cloroplastidial rbcL (Tabela 4). No entanto, a
confiabilidade dessas rela¢gfes € limitada, visto que a maioria dos valores de
suporte de bootstrap obtidos na analise sdo baixos, carecendo de analises

adicionais para corroborar os agrupamentos observados.
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Continente Africano
61 MF998398 Eragrostis spectabilis

o 21 pilosaE08.ab1 4§

HES75824 Eragrostis mexicana subsp. virescens
™ 22 pilosaF08.ab1 (reversed) §§
®isia LN907938 Eragrostis lateritica
®oceania 62 LN907941 Eragrostis schweinfurthii

Nativa no Bioma Pampa MF998399 Eragrostis betsileensis

#8 Exdtica no Bioma Pampa MF998404 Eragrostis macilenta
MF998400 Eragrostis pectinacea
LN907943 Eragrostis tenuifolia
KP711257 Eragrostis cilianensis '
KP056873 Eragrostis pilosa $§
KP056869 Eragrostis multicaulis

) KP056851 Eragrostis ferruginea
KP056849 Eragrostis curvula
HES77859 Eragrostis tef

@ 14 lugensF07 ab1 (reversed)

MF998402 Eragrostis aethiopica

LN907940 Eragrostis racemosa

— ECU31104 Eragrostis capensis
KP711259 Eragrostis japonica
LN907933 Eragrostis capuronii
MF065248 Eragrostis tenella
LN907939 Eragrostis minor
23 planaG08.ab1 $§

@ 18 neesiiB08.ab1 (reversed)
JN681666 Eragrostis obtusiflora
HQ329790 Eragrostis walteri
MF065255 Eragrostis harpachnoides
15 airoidesG07.ab1

82 16 airoidesHO7 ab1 (reversed)

JN681668 Eragrostis sessilispica

MF998415 Eragrostis aspera

MF998414 Eragrostis chabouisii

LN907937 Eragrostis humbertii

LN907932 Eragrostis canescens

KJ773478 Eragrostis ciliaris .

LN907931 Eragrostis boinensis

MF998412 Eragrostis hispida

JN681667 Eragrostis reptans

[ LN907934 Eragrostis chapelieri

l.KJ773480 Eragrostis secundiflora

[ LN907936 Eragrostis gangetica

L LN907935 Eragrostis dentifera

‘20 bahiensisD08.ab1 (reversed)
rOMF998407 Eragrostis unioloides
I-OMF1 14364 Eragrostis perennans

[ MF998408 Eragrostis stolonifera

\_[ MF998409 Eragrostis paniciformis

61 MF998410 Eragrostis hildebrandtii

49 MF998406 Eragrostis subsecunda

@ 19 bahiensisC08 ab1

Cladoraphis spinosa AM235054

América do Norte
@ América do sul 61
Europa

Marcador Nuclear rbcL

Figura 2 - Filograma construido pelo método de Maxima Verossimilhanca mostrando
a identificacdo dos gendtipos das espécies de Eragrostis com base na sequéncia do
marcador cloroplastidial rbcL. O filograma foi construido pelo programa Geneious
2025.0.3 segundo o modelo GTR+I+G, selecionado pelo programa jModelTest. A
medida de confiabilidade dos ramos foi feita pelo teste de bootstrap neighbor-joining.

Fonte: o autor
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A espécie E. plana esta inserida no mesmo grupo monofilético que
algumas espécies nativas do bioma, como E. neesii e E. airoides. No entanto, os
valores de suporte obtidos para este agrupamento variaram entre 42, 52, 50, 53
e 50, o que indica baixa confiabilidade na inferéncia das relagdes evolutivas entre
essas espécies. Apenas E. airoides apresenta um suporte de 82, que pode ser
considerado mais confiavel, mas os demais valores abaixo de 75 sugerem que
a proximidade entre E. plana e as outras espécies ndo podem ser afirmadas com
seguranca e podem ser um artefato resultante da baixa resolu¢éo do marcador
e da amostragem limitada em relacdo ao total de espécies conhecidas do

género.

No contexto geral da arvore filogenética (Figura 2), a distribuicdo das
espécies sugere que rbcL sozinho ndo foi um marcador adequado para inferir
relagBes filogenéticas dentro do género Eragrostis. A maioria dos valores de
suporte encontrados esta abaixo de 75, o que indica que as rela¢des propostas
entre muitas espécies sao incertas. Para uma compreensao mais confiavel da
evolucdo do grupo, seria necessdria a inclusdo de outros genes ou regides

genbmicas, além da anélise combinada de multiplos marcadores moleculares.

As sequéncias obtidas dos acessos coletados foram utilizadas na
construcdo de arvores filogenéticas com base em ITS e rbcL (Figuras 1 e 2);
adicionalmente, foram obtidas sequéncias depositadas no NCBI (NCBI, 2024)
para ampliar a amostragem, com o intuito de obter uma andlise mais robusta e
representativa da filogenia dentro do género Eragrostis, focando na relacédo da
invasora E. plana com espécies do bioma Pampa. Para isso, os marcadores
cloroplastidiais rpS3 (Figura 3), rpl32 (Figura 4) e trnL-F (Figura 5) foram
utilizados para reconstruir novas arvores filogenéticas. O enfoque em Eragrostis
plana tornou-se plausivel, uma vez que sua presenca nos marcadores ITS e rbcL
€ valida e se manifesta em clados distintos das espécies nativas do bioma
Pampa. Além disso, E. plana agrupa-se com E. lehmanniana, uma espécie
presente na mesma regido geogréfica (Africa), o que sugere que ambas podem
ter compartilhado um ancestral comum mais recente, distinto das espécies
nativas da América do Sul. No entanto, a escassez de dados para os demais
marcadores permite apenas uma inferéncia indireta sobre a posicao filogenética
de E. plana nesses loci. O método inicialmente empregado para inferir o
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posicionamento geral da espécie resultou em multiplos casos de polifiletismo,
dificultando a interpretacao cladistica. Diante disso, a analise separada desses
genes pode contribuir para o reforco das informacdes sobre a diferenciacao

genética entre as espeécies.

No alinhamento do marcador rbcL, foi observada a presenca de gaps ao
longo da sequéncia analisada, embora o rbcL seja conhecido por sua natureza
mais conservada, notou-se a formacado de gaps principalmente entre os sitios
180-190. Esses eventos foram detectados tanto em sequéncias geradas
experimentalmente quanto naquelas recuperadas do banco de dados do NCBI,

reforcando que se trata de variacdes naturais do locus.

Na Figura 3a e Figura 3b, que apresenta a arvore filogenética construida
com o marcador molecular rpS16, verificou-se que as espécies ndo foram
agrupadas de acordo com seu continente de origem. Esse padréo indica que,
embora rpS16 esteja situado em uma regido génica variavel, a divergéncia
genética entre as espécies analisadas é bastante reduzida. Assim, os resultados
com base em rpS16 sugerem este marcador ndo ser o mais apropriado para
andlise de filogenia com base na localidade de origem, reforcando a necessidade

de associa-lo a outros marcadores moleculares para uma analise mais precisa.

A analise mostrou que E. lehmanniana se agrupou com E. manticola,
uma espécie de mesma origem, e com outras espécies provenientes de uma
regido distinta. O agrupamento incluiu espécies que ocorrem em locais
geograficamente afastados, mas que compartilham caracteristicas genéticas
suficientes para serem classificadas dentro do mesmo clado. As caracteristicas
gue aproximam E. plana de E. lehmanniana indicam que, apesar da similaridade
com espécies de outro continente, a variacdo nesse gene pode nao ser suficiente
para agrupar essas espécies. Alternativamente, essa proximidade também pode

estar relacionada a possiveis inconsisténcias na catalogacao dos dados.
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Figura 3a. Filograma construido pelo método de Maxima Verossimilhanca mostrando
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a identificacdo dos gendtipos das espécies de Eragrostis com base na sequéncia do

marcador nuclear rpS16. O filograma foi construido pelo programa Geneious 2025.0.3

segundo o modelo GTR+I+G, selecionado pelo programa jModelTest. A medida de

confiabilidade dos ramos foi feita pelo teste de bootstrap neighbor-joining.

Fonte: o autor.
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Figura 3b. Filograma construido pelo método de Maxima Verossimilhanga mostrando
a identificacdo dos gendtipos das espécies de Eragrostis com base na sequéncia do
marcador nuclear rpS16. O filograma foi construido pelo programa Geneious 2025.0.3
segundo o modelo GTR+I+G, selecionado pelo programa jModelTest. A medida de

confiabilidade dos ramos foi feita pelo teste de bootstrap neighbor-joining.

Fonte: o autor.
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O alinhamento das sequéncias do gene rpS16 revelou a ocorréncia
expressiva de gaps ao longo da regido analisada, especialmente entre os sitios
250-340. A presenca desses indels foi constatada em sequéncias publicas
obtidas no NCBI. A distribuicdo dos gaps entre diferentes espécies pode refletir
eventos evolutivos antigos de insercao/delecdo, com possivel relevancia
filogenética. Como um gene de intron plastidial, o rpS16 tende a apresentar

maior variabilidade em comparacédo com genes codificantes.

Para rpl32 (Figura 4a, Figura 4b e Tabela 5), observou-se que algumas
espécies foram agrupadas de acordo com sua regido de origem. Destaca-se um
grupo monofilético formado por espécies da Austrélia, sustentado por um alto
valor de suporte de bootstrap (92), que inclui E. leporina (R.Br.) R.L.Barrett &
P.M.Peterson, E. speciosa (Roem. & Schult.) Steud., E. Hirticaulis Lazarides, E.
cumingii Steud., E. schultzii Benth e E. Fallax Lazarides. Além desse
agrupamento, outros clados da mesma regido, sugerem que rpl32 pode prover
informacdes, em alguns casos, para recuperar padrées de relacdo geogréfica
entre as espécies. De maneira semelhante, algumas espécies africanas também
foram agrupadas, embora os valores de suporte nesses clados sejam inferiores
(Figura 4). Isso limita a confiabilidade das inferéncias, uma vez que valores de
bootstrap abaixo de 75 ndo séo considerados robustos para sustentar relacdes
filogenéticas.

Nesta arvore, E. lehmanniana foi posicionada em um grupo monofilético
no qual ndo ha nenhuma espécie nativa do Bioma Pampa. Esse agrupamento
incluiu espécies de diferentes regides geogréficas, abrangendo taxons de origem
asiatica, sul-americana e africana. Essa distribuicdo gerada por esse marcador
sugere que E. lehmanniana compartilha uma relagéo evolutiva mais préxima com
espécies de diversas localidades, possivelmente refletindo eventos histéricos de
dispersédo ou adaptacédo a diferentes ambientes.
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Figura 4a. Filograma construido pelo método de Maxima Verossimilhanca mostrando
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Marcador Nuclear rpL32

a identificacdo dos gendtipos das espécies de Eragrostis com base na sequéncia do
marcador nuclear rpl32. O filograma foi construido pelo programa Geneious 2025.0.3
segundo o modelo GTR+I+G, selecionado pelo programa jModelTest. A medida de

confiabilidade dos ramos foi feita pelo teste de bootstrap neighbor-joining.

Fonte: o autor.
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Figura 4b. Filograma construido pelo método de Maxima Verossimilhanca mostrando
a identificacdo dos gendtipos das espécies de Eragrostis com base na sequéncia do
marcador nuclear rpl32. O filograma foi construido pelo programa Geneious 2025.0.3
segundo o modelo GTR+I+G, selecionado pelo programa jModelTest. A medida de

confiabilidade dos ramos foi feita pelo teste de bootstrap neighbor-joining.

Fonte: o autor.
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Durante a analise das sequéncias do gene rpl32, foram identificados
diversos gaps ao longo do alinhamento, especialmente concentrados entre 0s
sitios 200-225 e 311-340. Isso pode apontar que tais variacbes nao sao
artefatos de amplificacdo ou sequenciamento, mas sim caracteristicas

recorrentes do locus rpl32.

Na Figura 5 (e Tabela 6), que apresenta a arvore filogenética construida
com o marcador trnL-F, observou-se uma variacdo nos valores de suporte de
bootstrap, com alguns agrupamentos mais confiaveis e outros de baixa robustez.
Um dos clados mais bem sustentados reune as espécies africanas E. pilosa
(exdtica no Bioma Pampa) e E. tef, com um alto valor de suporte de 98, indicando

uma relacao filogenética bem estabelecida entre elas.

Por outro lado, o agrupamento formado por E. lugens e E. airoides,
ambas nativas do Bioma Pampa, também se apresentou como monofilético, mas
com um suporte de bootstrap extremamente baixo (41), o que impede
conclusdes definitivas sobre sua proximidade evolutiva. Em toda a arvore,
apenas o clado composto pelas espécies africanas E. obtusa Munro ex Ficalho
& Hiern., E. truncata Hack, E. pseudo-obtusa e E. echinochloidea Stapf
demonstrou um padrao geograficamente coerente, com valores de suporte (95
e 95), reforcando a confiabilidade desse agrupamento.

A espécie E. lehmanniana, que apareceu como a mais proxima de E.
plana na arvore filogenética de ITS (Figura 1 e Tabela 7), foi agrupada em um
clado com outras espécies africanas, 0 que sugere uma possivel relacao
evolutiva mais estreita com esse grupo, neste agrupamento, ndo ha presenca de
espécies nativas do bioma Pampa. No entanto, a presenca de valores baixos em
diversas partes da arvore reforca que trnL pode ndo ser suficiente para
inferéncias filogenéticas precisas dentro do género Eragrostis, sendo necessario
0 uso complementar de outros marcadores moleculares para validar as relagdes

evolutivas observadas.
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Figura 5. Filograma construido pelo método de Maxima Verossimilhanca mostrando a
identificacdo dos genotipos das espécies de Eragrostis com base na sequéncia do
marcador cloroplastidial trnL. O filograma foi construido pelo programa Geneious
2025.0.3 segundo o modelo GTR+I+G, selecionado pelo programa jModelTest. A

medida de confiabilidade dos ramos foi feita pelo teste de bootstrap neighbor-joining.
Fonte: o autor.

No alinhamento das sequéncias referentes ao gene trnL, observou-se
uma ocorréncia significativa de gaps, principalmente nas regides entre os sitios
200220 e 250-270. Esses indels foram identificados em sequéncias publicas
disponiveis no NCBI, indicando que se trata de caracteristicas consistentes do

marcador e ndo de falhas técnicas. A recorréncia desses eventos ao longo de
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regides conservadas e entre diferentes espécies pode refletir aspectos da
evolucdo plastidial e influenciar diretamente as inferéncias filogenéticas
baseadas nesse locus. A presenca recorrente de gaps em regides conservadas,
especialmente quando compartilhados entre taxons, € um fator que pode
impactar a reconstrucao filogenética, uma vez que pode introduzir ambiguidades
na delimitacdo de homologias e nos modelos evolutivos aplicados.

O valor de bootstrap € uma medida estatistica utilizada em analises
filogenéticas para avaliar a sustentacdo dos agrupamentos (clados) em uma
arvore filogenética (R1ZZO; CYMROT, 2006). Ele é calculado com base em um
procedimento de re-amostragem com reposicdo dos dados originais
(alinhamento de sequéncias), seguido pela reconstrucdo de mdultiplas arvores
filogenéticas. O resultado € expresso como uma porcentagem, indicando a
frequéncia com que cada agrupamento aparece nas arvores reconstruidas
(R1ZZO; CYMROT, 2006). Para muitos dos marcadores aqui analisados, 0s

valores foram baixos, permitindo, em sua maioria, apenas inferéncias.

Inferir padrbes evolutivos € uma tarefa complexa, especialmente devido
a influéncia da distribuicdo geogréfica dos organismos na diferenciacéo genética.
Embora a dispersédo das espécies ao longo do tempo possa fornecer indicios
sobre sua evolucdo, a utilizagdo de um ndmero restrito de marcadores
moleculares impede a determinagdo precisa de um ponto de origem
(ALMDEIDA; EL-HANI, 2010).

No contexto deste estudo, o aspecto mais relevante era estabelecer se
E. plana estd mais relacionada a espécies africanas ou as sul-americanas,
especialmente aquelas nativas do Bioma Pampa. Com base nos dois
marcadores utilizados, ITS e rbcL, apenas o primeiro permite inferir maior
proximidade da invasora a uma espécie de origem africana que a alguma das
sul-americanas analisadas (Figura 1). Compreender a diferenciacdo é um fator
positivo para o desenvolvimento de estratégias de manejo mais eficazes como
ja discutido anteriormente e quando bem direcionadas, minimiza os impactos
sobre a biodiversidade local.

Em areas extensas, como um continente, a distribuicdo das espécies &
influenciada pela magnitude do territorio e pelas variagcbes de relevo. Dessa

forma, é possivel que uma espécie apresente maior proximidade morfologica e
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genética com outra que esteja geograficamente mais proxima, mesmo que em
uma regido distinta, do que com uma espécie do mesmo continente, mas
localizada a uma grande distancia. Assim, espécies separadas por vastas
extensdes dentro de um mesmo continente podem ter menor similaridade entre
si do que com aquelas situadas em regides geograficamente mais préximas,
ainda que pertencentes a diferentes continentes. (BOECHAT; LONGHI-
WAGNER, 2000; MARCHIORETTO, 2009).

O aporte de sequencias do GenBank com base nos marcadores rpS16,
rpl32 e trnL nao foi suficiente para auxiliar no entendimento da filogenia entre a
espécie E. plana com demais espécies do género, especialmente quelas

presentes no bioma Pampa.

Compreender as diferencas genéticas entre E. plana e as espécies
nativas pode contribuir significativamente para o desenvolvimento de estratégias
de controle mais especificas, reduzindo os impactos sobre a biodiversidade do
Bioma Pampa. Diante da crescente disseminacdo de E. plana na regido, a
determinacdo de sua posicdo filogenética em comparacdo com as espécies
locais oferece subsidios importantes para a formulacéo de programas de manejo
integrados. A variacdo genética identificada entre as espécies estudadas indica
que suas distintas trajetérias evolutivas podem influenciar a forma como
respondem a diferentes métodos de controle, evidenciando a importancia de
adotar acoes eficientes para minimizar os efeitos prejudiciais dessa invasora

sobre as pastagens nativas e a atividade pecuéria regional.

Sugere-se que estudos futuros explorem a anélise de outros marcadores
moleculares, como cpDNA e nrDNA, para refinar ainda mais as relagbes
filogenéticas dentro do grupo Eragrostis. Além disso, € importante investigar as
caracteristicas evolutivas distintas entre as espécies analisadas, a fim de
otimizar as estratégias de controle e conservacao da biodiversidade do Bioma

Pampa.
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6 Consideracdes finais

A utilizacdo do marcador molecular ITS permite estabelecer relagbes
filogenéticas dentro do género Eragrostis, com foco na planta invasora E. plana
e espécies nativas e exoticas do bioma Pampa.

Espécies nativas do bioma Pampa ou da América do Sul como E.
bahiensis, E. neesi e E. lugens apresentam maior similaridade genética entre si,
formando um grupo coeso e distinto de E. plana, a qual demonstra maior
proximidade a E. lehmanniana, também oriunda da Africa, com base no
marcador ITS.

O marcador cloroplastidial rbcL ndo foi adequado para inferir relacoes
filogenéticas dentro do género Eragrostis, uma vez que os valores de

sustentacao encontrados (bootstrap) indicam relacdes incertas.
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Apéndices

Tabela 3. Cddigos de acesso ao NCBI das espécies utilizadas, referente ao marcador
ITS1, 5.85S rRNA gene e ITS2.

Cdédigo de acesso Espécie
AM900993 Eragrostis truncata
AM900995 Eragrostis sessilispica
AM900996 Eragrostis papposa
AM900997 Eragrostis schimperi
AM900987 Eragrostis curtipedicellata
AM900989 Eragrostis tef
AM900990 Eragrostis cilianensis
AM900991 Eragrostis namaquensis
AM900992 Eragrostis unioloides
AM900999 Eragrostis minor
AM901007 Eragrostis elliottii
AM901001 Eragrostis pilosa
AM901003 Eragrostis squamata
AM901004 Eragrostis ciliaris
AM901005 Eragrostis mexicana
AM901006 Eragrostis kiwuensis
OR084808 Eragrostis curvula
OR084807 Eragrostis gummiflua
OR084815 Eragrostis planiculmis
OR084804 Eragrostis lehmanniana
ORO084809 Eragrostis plana
MK863083 Cladoraphis spinosa
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Tabela 4. Cédigos de acesso ao NCBI das espécies utilizadas, referente ao marcador
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (rbcL) gene.

Cddigo de acesso Espécie

JN681666

Eragrostis obtusiflora

HE577859 Eragrostis tef
LN907933 Eragrostis capuronii
MF114364 Eragrostis perennans
MF998412 Eragrostis hispida
KJ773480 Eragrostis secundiflora
HQ329790 Eragrostis walteri
KJ773478 Eragrostis ciliaris
HE575824 Eragrostis mexicana
MF998402 Eragrostis aethiopica
MF998415 Eragrostis aspera
LN907931 Eragrostis boinensis
KP711257 Eragrostis cilianensis
KP056849 Eragrostis curvula
KP056851 Eragrostis ferruginea
LN907937 Eragrostis humbertii
LN907941 Eragrostis schweinfurthii
MF998414 Eragrostis chabouisii
JN681667 Eragrostis reptans
LN907938 Eragrostis lateritica
KP711259 Eragrostis japonica
JN681668 Eragrostis sessilispica
MF998404 Eragrostis macilenta
LN907936 Eragrostis gangetica
MF065248 Eragrostis tenella
MF998409 Eragrostis paniciformis
MF998400 Eragrostis pectinacea
LN907943 Eragrostis tenuifolia
MF998399 Eragrostis betsileensis
MF998410 Eragrostis hildebrandtii
MF998406 Eragrostis subsecunda
LN907935 Eragrostis dentifera
KP056869 Eragrostis multicaulis
ECU31104 Eragrostis capensis
MF998408 Eragrostis stolonifera
MF998407 Eragrostis unioloides
MF065255 Eragrostis harpachnoides
MF998398 Eragrostis spectabilis
LN907932 Eragrostis canescens
KP056873 Eragrostis pilosa
LN907934 Eragrostis chapelieri
LN907940 Eragrostis racemosa
LN907939 Eragrostis minor
AM235054 Cladoraphis spinosa
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Tabela 5. Cédigos de acesso ao NCBI das espécies utilizadas, referente ao marcador
ribosomal protein S16 (rpS16) gene.

Caodigo de acesso Espécie

MK872585

Eragrostis congesta

AY136867 Eragrostis tremula
MK872627 Eragrostis patens
AY136862 Eragrostis secundiflora
AY136833 Eragrostis bahiensis
AY136853 Eragrostis nutans
MK872637 Eragrostis speciosa
MK872601 Eragrostis hirticaulis
MK872586 Eragrostis cumingii
MK872573 Eragrostis leporina
MK872632 Eragrostis schultzii
MK872595 Eragrostis fallax
MK872591 Eragrostis elongata
MK872636 Eragrostis spartinoides
MK872629 Eragrostis potamophila
MK872617 Eragrostis nightingaleae
AY136829 Eragrostis botryodes
MK872630 Eragrostis pseudopoa
MK872581 Eragrostis basedowii
MK872642 Eragrostis superba
AY508685 Eragrostis sessilispica
HM152787 Eragrostis obtusiflora
MK872647 Eragrostis tenellula
MK872584 Eragrostis confertiflora
MF073476 Eragrostis harpachnoides
AY136843 Eragrostis heteromera
AY 136869 Eragrostis truncata
AY508683 Eragrostis elegantissima
GU360395 Eragrostis soratensis
AY136860 Eragrostis polytricha
GU360397 Eragrostis pastoensis
GU360467 Eragrostis lugens
MK872600 Eragrostis grandis
GU360392 Eragrostis curvula
MK872580 Eragrostis atropioides
AY508686 Eragrostis airoides
AY136849 Eragrostis macilenta
AY136835 Eragrostis bicolor
GU360393 Eragrostis weberbaueri
AY136863 Eragrostis tef
AY136842 Eragrostis pilosa
MFQ73467 Eragrostis minor
MK872588 Eragrostis cylindriflora
DQ242047 Eragrostis cylindrica
MK872616 Eragrostis namaquensis
MK872604 Eragrostis lacunaria
MF073469 Eragrostis tenella
MK872583 Eragrostis ciliaris
MK872652 Eragrostis xerophila
GU360462 Eragrostis desertorum
GU360378 Eragrostis lurida
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AY136834
AY136832
MK872614
AY508690
GU360398
MK872590
AY508684
AY136868
AY136845
AY136861
AY136836
MK872651
GU360396
MK872626
MK872612
MK872610
MK872635
MK872607
MK872609
MK872593
GU360461
MK872598
AY136840
MK872631
MK872603
MK872615
AY136846
LC115778
GU360488
MK872666
MK872671
MK872761
MK872678
MK872749
MK872712
MK872667
MK872757
MK872714
MK872727
MK872781
MK872796
MK872762
MK872774
MK872765
MK872764
MK872730
MK872754
MK872694
MK872748
MK872719
MK872668
MK872679
MK872747
MK872676
MK872738

Eragrostis barrelieri
Eragrostis aspera
Eragrostis mollior

Eragrostis hypnoides
Eragrostis nigricans
Eragrostis echinochloidea
Eragrostis unioloides
Eragrostis trichophora

Eragrostis japonica
Eragrostis rigidior

Eragrostis chapelieri

Eragrostis tenuifolia

Eragrostis pectinacea
Eragrostis parviflora
Eragrostis mexicana
Eragrostis leptocarpa

Eragrostis setifolia
Eragrostis laniflora
Eragrostis lanipes
Eragrostis falcata

Eragrostis eriopoda
Eragrostis filicaulis
Eragrostis dielsii
Eragrostis reptans

Eragrostis kennedyae
Eragrostis manticola
Eragrostis lehmania
Eragrostis ferruginea
Eragrostis cilianensis
Eragrostis acutiflora
Eragrostis australasica
Eragrostis pubescens
Eragrostis brownii
Eragrostis paniciformis
Eragrostis gangetica
Eragrostis aegyptiaca
Eragrostis pilgeriana
Eragrostis gummiflua
Eragrostis lappula
Eragrostis spectabilis

Eragrostis virginica
Eragrostis refracta

Eragrostis setulifera

Eragrostis sarmentosa
Eragrostis sabulosa
Eragrostis maypurensis
Eragrostis patentissima
Eragrostis densa

Eragrostis olivacea

Eragrostis interrupta
Eragrostis angusta

Eragrostis canescens

Eragrostis nindensis
Eragrostis braunii
Eragrostis neesii
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MK872680
MK872750
MK872674
MK872711
MK872763
MK872717
MK872771
MK872770
MK872687
MK872756
MK872758
MK872795
MK872769
MK872669
AY508688

Eragrostis chalarantha
Eragrostis papposa
Eragrostis biflora
Eragrostis floccosa
Eragrostis rotifer
Eragrostis homomalla
Eragrostis scotelliana
Eragrostis scopelophila
Eragrostis crassinervis
Eragrostis peruviana
Eragrostis planiculmis
Eragrostis trachycarpa
Eragrostis schweinfurthii
Eragrostis articulata
Cladoraphis spinosa
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Tabela 6. Cadigos de acesso ao NCBI das espécies utilizadas, referente ao marcador
ribosomal protein L32 (rpl32) gene.

Cddigo de acesso Espécie

MK872425

Eragrostis australasica

MK872452 Eragrostis densa
MK872487 Eragrostis lappula
MK872514 Eragrostis patentissima
MK872529 Eragrostis sabulosa
MK872530 Eragrostis sarmentosa
MK872422 Eragrostis atrovirens
MK872417 Eragrostis aegyptiaca
MK872532 Eragrostis schultzii
MK872470 Eragrostis gangetica
MK872524 Eragrostis pseudopoa
MK872427 Eragrostis botryodes
MK872510 Eragrostis paniciformis
MK872407 Eragrostis lasioclada
MK872546 Eragrostis speciosa
MK872521 Eragrostis potamophila
MT833889 Eragrostis baileyi
MK872406 Eragrostis confusa
MK872444 Eragrostis cumingii
MK872462 Eragrostis fallax
MK872473 Eragrostis hirticaulis
MK872408 Eragrostis leporina
MK872506 Eragrostis nightingaleae
MK872525 Eragrostis pubescens
MK872540 Eragrostis spartinoides
MK872457 Eragrostis elongata
MK872513 Eragrostis patens
MK872433 Eragrostis chapelieri
MK872520 Eragrostis plumbea
MK872531 Eragrostis scaligera
MK872438 Eragrostis congesta
MK872491 Eragrostis maypurensis
MK872416 Eragrostis acutiflora
MK872527 Eragrostis refracta
MK872562 Eragrostis virginica
MK872441 Eragrostis cubensis
MK872431 Eragrostis canescens
MK872496 Eragrostis mollior
MK872508 Eragrostis olivacea
MK872539 Eragrostis setulifera
MK872435 Eragrostis ciliaris
MK872549 Eragrostis tenella
MK872547 Eragrostis spectabilis
MK872563 Eragrostis viscosa
MK872498 Eragrostis namaquensis
MK872526 Eragrostis pusilla
MK872479 Eragrostis japonica
MK872472 Eragrostis gummiflua
MK872437 Eragrostis confertiflora
MK872558 Eragrotis tenellula
MK872477 Eragrostis interrupta
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MK872518
MK872548
MWO036251
MWO036250
MW036252
MK872474
MT833887
MK872515
MT833888
MK872528
MK872512
MK872561
MK872536
MK872519
MK872507
GU359781
GU359790
GU359830
MK872455
MK872499
MK872523
MK872420
MK872418
GU359782
MK872511
MK872490
GU359780
MK872432
MK872426
MK872535
GU359824
MK872428
MK872419
MK872517
GU359829
MK872534
MK872522
MK872445
MK872469
MK872440
MK872449
GU359791
MK872488
GU359831
MK872421
MK872471
MK872492
MK872497
MK872509
GU359792
GU359788
GU359818
MK872484
MK872481
MK872537

Eragrostis pilferiana
Eragrostis superba
Eragrostis albensis
Eragrostis amurensis
Eragrostis multicaulis
Eragrostis homomalla
Eragrostis leptocarpa
Eragrostis pectinacea
Eragrostis pilosa
Eragrostis rotifer
Eragrostis parviflora
Eragrostis trachycarpa
Eragrostis scotelliana
Eragrostis planiculmis
Eragrostis nindensis
Eragrostis barrelieri
Eragrostis nigricans
Eragrostis tenuifolia
Eragrostis echinochloidea
Eragrostis neesii
Eragrostis pseudobtusa
Eragrostis articulata
Eragrostis andicola
Eragrostis lurida
Eragrostis papposa
Eragrostis leptostachya
Eragrostis cilianensis
Eragrostis chalarantha
Eragrostis biflora
Eragrostis scopelophila
Eragrostis minor
Eragrostis braunii
Eragrostis angusta
Eragrostis peruviana
Eragrostis weberbaueri
Eragrostis shweinfurthii
Eragrostis prolifera
Eragrostis curvula
Eragrostis floccosa
Eragrostis crassinervis
Eragrostis cylindriflora
Eragrostis lugens
Eragrostis lehmanniana
Eragrostis soratensis
Eragrostis atropioides
Eragrostis grandis
Eragrostis mexicana
Eragrostis monticola
Eragrostis palmeri
Eragrostis pastoensis
Eragrostis pilgeri
Eragrostis intermedia
Eragrostis laniflora
Eragrostis lacunaria
Eragrostis setifolia
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MT833890
GU359787
GU359789
GU359779
MK872482
MK872468
MK872486
MK872461
MK872565
GU359785
MK872439
GU359823
MK872405

Eragrostis wiseana
Eragrostis desertorum
Eragrostis pergracilis

Eragrostis dielsii

Eragrostis lanicaulis

Eragrostis filicaulis

Eragrostis lanipes

Eragrostis falcata

Eragrostis xerophila
Eragrostis kennedyae
Eragrostis contrerasii

Eragrostis reptans
Cladoraphis spinosa
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Tabela 7. Cédigos de acesso ao NCBI das espécies utilizadas, referente ao marcador
trnL-trnF intergenic spacer gene.

Cddigo de acesso Espécie
GU990390 Eragrostis tenella
GU990376 Eragrostis ciliaris
GU990404 Eragrostis sessilispica
GU990375 Eragrostis patenti-pilosa
GU990401 Eragrostis paniciformis
GU990402 Eragrostis botryodes
GU990406 Eragrostis reptans
GU990378 Eragrostis nutans
GU990388 Eragrostis tremula
GU990372 Eragrostis secundiflora
GU990383 Eragrostis bahiensis
HM152786 Eragrostis obtusiflora
GU990377 Eragrostis echinochloidea
DQ655874 Eragrostis psudo-obtusa
GU990373 Eragrostis truncata
DQ655871 Eragrostis obtusa
DQ655880 Eragrostis superba
DQ655881 Eragrostis capensis
GU990396 Eragrostis tef
EF156696 Eragrostis pectinacea
KX372420 Eragrostis multicaulis
GU990397 Eragrostis pilosa
GU990391 Eragrostis dielsii
DQ172305 Eragrostis weberbaueri
GU990398 Eragrostis lehmanniana
DQ655878 Eragrostis racemosa
KP711154 Eragrostis cilianensis
GU990400 Eragrostis neesii
KP711157 Eragrostis ferruginea
GU990393 Eragrostis heteromera
GU990405 Eragrostis airoides
GU990384 Eragrostis minor
GU990385 Eragrostis mexicana
DQ655879 Eragrostis biflora
GU990379 Eragrostis polytricha
GU990387 Eragrostis lugens
GU990392 Eragrostis intermedia
GU990389 Eragrostis macilenta
GU990403 Eragrostis unioloides
GU990394 Eragrostis japonica
GU990395 Eragrostis papposa
GU990399 Eragrostis bicolor
DQ655889 Cladoraphis spinosa
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