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RESUMO

BOLZAN, F.G.S. SOBREVIVENCIA E GERMINACAO DE SEMENTES DE
BRACHIARIAS spp. SOB MASTIGACAO SIMULADA, DIGESTAO ACIDO
ENZIMATICA E FERMENTACAO IN VITRO. 2017. 45p. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias) — Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias, Universidade
Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2017.

Objetivou-se com este estudo analisar os efeitos da mastigagdo simulada,
fermentacao, digestédo acido-enzimatica in vitro, e os efeitos dinamicos destes, sobre
a sobrevivéncia e taxa de germinacédo de sementes de quatro cultivares de Brachiaria
spp. (Marandu, MG5-xaraés, Basilisk e Ruziziensis). Foram conduzidos quatro
ensaios, 0 primeiro para observar o percentual de sementes danificadas pela
mastigacéo simulada; o segundo, para verificar a taxa de germinacado das sementes
apOs mastigacao; o terceiro para comparar a taxa de germinacao apoés fermentacéo e
digestdo acido enzimatica, por meio de inoculacdo ruminal, &cido cloridrico e pepsina;
e 0 quarto para verificar a taxa de germinacdo das sementes ndo destruidas apés
serem submetidas a mastigacdo simulada, fermentacédo e digestdo acido enzimética
in vitro. Entretanto os tratamentos que simulam in vitro a passagem das sementes de
Brachiaria spp., no trato digestério de bovino causaram redug¢édo na germinacao das

sementes.

Palavras-Chave: Brachiaria spp. Fermentacdo. Germinacgao



ABSTRACT

BOLZAN, F.G.S. SURVIVAL AND SEED GERMINATION OF BRACHIARIAS spp.
UNDER SIMULATED MASTIGATION, ENZYMATIC ACID DIGESTION AND IN
VITRO FERMENTATION. 2017. 45p. Dissertation submitted to the Graduate Program
in Veterinary Sciences Centre of Agricultural Sciences, Federal University of Espirito
Santo, Alegre, ES, 2017.

The objective of this study was to analyze the effects of simulated mastication,
fermentation, acid-enzymatic digestion in vitro, and the dynamic effects of these on the
survival and germination rate of four cultivars of Brachiaria spp. (Marandu, MG5-
xaraes, Basilisk and Ruziziensis). Four trials were conducted, the first to observe the
percentage of seeds damaged by simulated mastication; The second, to verify the
seed germination rate after chewing; The third to compare the rate of germination after
fermentation and enzymatic acid digestion, by means of ruminal inoculation,
hydrochloric acid and pepsin; And the fourth to verify the germination rate of
undestroyed seeds after undergoing simulated chewing, fermentation and enzymatic
acid digestion in vitro. However, treatments that simulate in vitro the passage of
Brachiaria spp. Seeds in the bovine digestive tract caused a reduction in seed

germination.

Key-words: Brachiaria spp. fermentation. Germination
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1. INTRODUCAO

A dispersdo de sementes por animais é fundamental e comum nas regides
tropicais do mundo todo. Este mecanismo ajuda a manter pastagens, bosques e
florestas vivas e ricas em ambientes que, muitas vezes, sofreram degradagao por uso
indevido do solo e ou manejo inadequado.

Os herbivoros podem dispersar sementes que sao ingeridas com as pastagens
(FISCHER, POSCHOLD, BEINLICH, 1996; JANSEN, 1984) por meio da dispersao por
endozoocoria que € a passagem através do trato digestorio dos animais (JANSEN,
1982). Porém a introducdo de sementes nas pastagens € influenciada por uma série
de fatores (ALMEIDA et al., 2002), um deles é a dorméncia das sementes, estado em
gue a semente deixam de germinar mesmo quando ha condicfes favoraveis para que
isso ocorra (COSTA et al, 2010). A disperséo que os animais podem realizar pode
promover escarificacdo das sementes beneficiando a germinacdo e superacao da
dorméncia (CARMONA, 1992).

Para avaliacdo da sobrevivéncia das sementes por endozoocoria tem sido
utilizados diferentes métodos, in vivo, in situ e in vitro. Esta técnica vem sendo
aperfeicoada ao longo dos anos e tem possibilitado o estudo de diversos alimentos.
Devem representar 0 mais proximo possivel o processo de digestdo que ocorre no
animal (BERCHIELLI, GARCIA, OLIVEIRA, 2006). O objetivo é simular as condi¢des
normais do rumem, com atmosfera anaerébica, temperatura de incubacao constante
e ph 6timo.

A compreensdo dos mecanismos da dispersao de sementes, aliado ao
conhecimento das caracteristicas das forrageiras que se pode dispersar em
determinadas areas € uma ferramenta extremamente (til para a conservacao e
manutencdo de areas em equilibrio, além da recuperacdo de areas degradadas,
principalmente as brachiarias que sdo muito utilizadas no Brasil pela sua resisténcia
e boa producéo, podem ser dispersas ap0s passarem pelo trato digestorio e ajudar a
manter as pastagens.

O uso de bovinos como dispersores naturais de sementes para melhoria das
pastagens, pode ser uma alternativa de melhoria das pastagens ou ao mesmo tempo.
Portanto € necessario compreender mais profundamente a sobrevivéncia e o
comportamento germinativo das sementes excretadas pelos ruminantes, afim de

avaliar a dindamica da difusdo forragem-semente.
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Desta forma, com este trabalho objetivou-se analisar a mastigacéo simulada, a
fermentacao e digestéo acido-enzimatica in vitro, e os efeitos dinamicos destes, sobre
a sobrevivéncia e taxa de germinacédo de sementes de quatro cultivares de Brachiaria
spp.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.2. 0 GENERO BRACHIARIA

O Brasil ocupa posigéo de destaque mundialmente na producdo de sementes
de forrageiras, que teve aumento de 27 milhdes de toneladas em 2010, para 50
milhdes de toneladas em 2013 (ABRASEM, 2014). Das diversas espécies utilizadas,
a Brachiaria spp. € a mais semeada (LANDERS, 2007).

A area em que as forrageiras ocupam no Brasil ocupa cerca de 117 milhdes de
hectares, sendo que 50% desta area é ocupada por Brachiaria brizantha (Hochst. ex.
A. rich.) Stapf., predominando marandu e xaraés (MACEDO et al., 2013). Estima se
no mercado de sementes que marandu e xaraés correspondam por 60% da producéo
de sementes e 53% das exportacdes (WITT et al, 2015).

Isto devido ao fato de se adaptarem muito bem a diversos sistemas de
producdo e condi¢cdes edafoclimaticas (SANTOS FILHO, 1998), devido a excelente
adaptacdo aos solos de baixa fertilidade, as gramineas Brachiaria decumbens e
Brachiaria humidicola tem sido muito utilizadas na américa central e do sul. No Brasil
tem aumentado a capacidade de suporte das pastagens antes pouco produtivas
(VALERIO, 2009).

O papel que as gramineas desempenham é muito importante, principalmente
do género Brachiaria, com boa cobertura do solo, aumento de carbono no solo,
estruturacdo do solo. Destacam se ainda na utilizagdo com culturas anuais, como
milho, milheto, sorgo, arroz, soja e girassol, dentre outras, em sistema santa fé
(MACEDO, 2009).

A primeira espécie introduzida no Brasil foi a B. decumbens, em 1952 pelo
Instituto de pesquisa agropecuério (IPEAN) em Belém do Para (SERRAO; SIMAO
NETO, 1971).

Apos foi introduzida em Séo Paulo em 1960, um segundo gendtipo da B.
decumbens com melhor adaptacéo, a cultivar australiana Basilisk que permitiu melhor
desenvolvimento da pecuéria nacional. A partir dai foram introduzidas B. ruziziensis,
B. arrecta e B. humidicola e outras espécies (PIZARRO et al., 1996).

As espécies mais utilizadas para formacdo de pastagens no Brasil sdo: B.

decumbens, B. brizantha, B. humidicula, B. ruziziensis, B. dictyoneura (ALVIM, 2002).
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A Brachiaria pertence a tribo Paniceae, com grande parte das espécies na
Africa, mas com espécies distribuidas pelas regides tropicais e subtropicais. As
principais espécies forrageiras de importancia econdémica originarias da Africa sdo: B.
arrecta, B. brizantha, B. decumbens, B. dyctioneura, B. humidicola, B. mutica e B.
ruziziensis (VALLE, 2009).

Baseando se em estudos moleculares e morfoldgicos foi sugerida uma nova
nomenclatura para algumas espécies que pertencem ao género Brachiaria, foram
inseridas no género Urocholoa, em alguns trabalhos j& séo utilizadas estas
nomenclaturas. As Brachiarias género pantropica possuem mais de 100 espécies,
Urochloa género paleotropical inclui cerca de 12 espécies, anteriormente classificadas
como Brachiaria (GONZALEZ; MORTON, 2005).

O Brasil € maior consumidor e exportador mundial de sementes, neste sentido
a qualidade € um fator que deve ter uma correta determinacao que serve tanto para
estabelecer o valor e para implantagcéo. Diversos agentes interagem nesse processo
de producdo, que representa uma faturacdo anual de milhfes de ddlares e a
manutencdo de milhares de empregos. Apesar da importancia econémica e social, a
viabilidade das sementes produzidas pelas espécies deste género € variavel e os
investimentos em pesquisa nesta area sao escassos (DIAS; ALVES, 2008).

A Brachiaria decumbens vem ganhando espaco entre 0s produtores
principalmente do cerrado, por necessitar de pouco uso de insumos em pastagens
cultivadas, j4 que o uso de insumos aumenta produtividade. Estas se adaptam bem
em solos de baixa fertilidade, razoavel tolerancia a seca, boa rebrota cobrindo o solo
com eficiéncia (PAULINO; ALCANTARA; ALCANTARA, 2002).

2.2.1. Brachiaria brizantha cv. Marandu

Originaria de regides vulcanicas da Africa, introduzida no Brasil por volta de
1976, cultivada por muito tempo em S&o Paulo. Esta planta tem habito de crescimento
cespituoso, de 1,5 a 2,5 metros de altura (NUNES et al.,, 1985), possui boa
palatabilidade e boa tolerancia a solos com drenagem ruim, resistente a solos com

baixa fertilidade. Possui ainda bom valor nutricional, alta resisténcia cigarrinha das
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pastagens, devido a estas qualidades teve boa aceitacdo no Brasil e passou a
substituir pastagens degradas de Brachiaria decumbens (SANTOS FILHO, 1998).

Essa graminea tem bom desenvolvimento em altitudes, principalmente em
regides com precipitacdes pluviométricas entre 1.000 e 2.500 mm/ano, embora ainda
produza em precipitacbes proximas a 700 mm. A cv. marandu apresenta
produtividade alta e um bom valor nutritivo, esta cultivar além de adaptar-se muito bem
a maioria dos solos tropicais ainda possui persisténcia em periodos de estiagem
(COSTA et al., 2001; OLIVEIRA; MACHADO; POZO0, 2006).

Apébs a semeadura o tempo de formacao da cultivar marandu gira em torno de
90 a 120 dias. Para que n&o ocorra pisoteio excessivo 0s primeiros pastejos devem
ser feito aos 90 dias, porém nao se deve elevar a carga animal, pois o pasto ainda
estd em formacdo neste periodo. Este pastejo favorece o perfilhamento do capim
pelas gemas laterais, aumentando assim, a ocupacdo do solo pela graminea.
Recomenda-se ainda a altura de entrada de 40 cm e saida de 15 a 10 cm em pastejo
rotativo, enquanto em lotacdo continua estas alturas devem ser de 40 e 20 cm
respectivamente (GIMENES et al., 2011). A B. brizantha cv. Marandu vem sendo muito
utilizada em reformas de pastagens, substituindo pastagens naturais e Panicum
maximum (colonido) devido a resisténcia a cigarrinha das pastagens e a boa
produtividade (PAULINO; ALCANTARA; ALCANTARA, 2002).

Por ter muitos atributos a cultivar marandu tornou-se muito utilizada no Brasil,
devido a este fato houve também um expressivo crescimento no mercado de
sementes desde seu lancamento em 1983, representando atualmente 90% das
sementes comercializadas no Brasil. Porém recentemente tem se observado
mortalidade das plantas de até 90% devido ao manejo incorreto, a falta de dgua e o
ataque de fitopatégenos como Pythium perillum, Rhizoctonia solani e
Fusarium sp., tem contribuido com a sindrome da morte de pastagens de
braquiardo em diversas regides do pais (VERZIGNASSI et al. 2012).

2.2.2. Brachiaria brizantha cv. Xaraés ou MG5

O capim-xaraés ou MG5 € uma graminea do género Brachiaria originario da

Africa, vem expressando grande potencial produtivo. Possui crescimento cespitoso e
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pode chegar até 1,5m de altura, em crescimento livre, colmos finos, indicado para
regides de clima tropical de cerrado, indicado para solos de média fertilidade (VALLE,
et al., 2004).

Possui alta produtividade, rapida rebrota comparado aos outros tipos de
forrageiras. O florescimento tardio é uma das suas principais caracteristicas, o que
possibilita maior tempo de pastejo pelos animais. Este cultivar é conhecido por
proporcionar sua alta capacidade de suporte de animais, em razdo de sua elevada
produtividade por hectare que é de 20 a 25 t.MS/ha/ano. Também apresenta boa
palatabilidade, digestibilidade e folhas largas. O pastejo deve ser feito de 90 a 120
dias apdés o plantio. Em pastejo rotativo deve ser manejado com entrada dos animais
no piquete a 30 cm e saida a 15 cm de altura (CARLOTO et al., 2011).

A B. brizantha cv. xaraés ao contrario da cultivar marandu, possui alta
tolerancia ao ataque de fungos foliares como Pythium sp. E Fusarium sp., comum em
solos Umidos, devido a presenca de fungos enddfitos do género Hylodendron no
tecido foliar da cultivar xaraés (LASCANO et al., 2002).

A cultivar xaraés € uma excelente alternativa para monocultivos, pode ser
cultivado em todos os estados das regides de clima tropical imido, indicado para
regibes de clima tropical de cerrado com mais de 800 mm de chuvas por ano, e
estacfes secas de até 5 meses (VALLE et al.,, 2004; VECHIATO; APARECIDO;
FERNANDES, 2010).

2.2.3. Brachiaria decumbens cv. Basilisk

A Brachiaria decumbens cv. Basilisk é originaria da Uganda na Africa,
caracteriza se por ser uma planta agressiva, e muito bem aclimatada, ajuda conter
erosao, apresentando ainda boa digestibilidade e palatabilidade, com ciclo perene e
habito de crescimento cespitoso. Esta planta possui porte baixo, podendo ser
consorciada com algumas espécies (CRISPIM; BRANCO, 2002).

A cultivar Basilisk pode crescer até 60 cm, porém € indicado manter a altura de
pastejo entre 40 e 20 cm, ndo se deve trabalhar com alturas acima destas citadas,
porque este capim pode se tornar toxico devido ao acumulo de material morto. Isto
possivelmente ocorre pelo fato da interacdo das saponinas com o fungo Pythomyces
chartarum. Esta graminea € perene, com touceira decumbente, digestibilidade e

palatabilidade satisfatoria. E muito sensivel a cigarrinha das pastagens. Apresenta
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produtividade de 15 a 20 t.MS/ha/ano, o que é suficiente para suportar entre 2 UA.ha-
1.ano-1, e quando em diferimento durante todo o periodo seco suporta uma média de
3 UA/ha/ano (EUCLIDES et al., 2007; ROZALINO SANTOS et al., 2009).

2.2.4. Brachiaria ruziziensis cv. Ruzi

A Brachiaria ruziziensis € uma graminea africana adaptada a diversos tipos de
solos, desde arenosos a argilosos, porém, ndo tolera solos encharcados. Necessita
de solos de média fertilidade. E bastante palatavel para os animais e ndo apresenta
nenhum fator toxico (AUKAR, 2011).

E de facil manejo, tendo como uma das principais caracteristicas a floracéo tardia, o
que favorece o tempo de pastejo. Produz de 14 a 15 t.MS/ha/ano e responde
satisfatoriamente a adubacao, constituindo assim uma producgéo que pode ultrapassar
as principais gramineas do género Brachiaria. Este cultivar adapta-se bem a climas
tropicais umidos e néo tolera secas prolongadas, possui crescimento vigoroso, da alta
palatabilidade e produtividade de matéria seca e da facilidade de sua formacao, bem
manejado, pode chegar a 3 UA/ha, entretanto é sensivel a cigarrinha das pastagens
(SILVEIRA et al., 2011). Com a utilizacdo da rotacédo lavoura-pastagem, ser feita
inoculacdo por Trichoderma harzianum sobre a palhada de Brachiaria ruziziensis,
assim é possivel verificar controle do mofo branco, que é causado pelo fungo
Sclerotinia sclerotiorum e que tem aumentado em culturas anuais, como Ssoja,
algodédo, podendo se assim ter controle biolégico aliado ao plantio das culturas

(GORGEN, 2008).

2.3. Disperséo de sementes por endozoocoria

A dispersdo de sementes de acordo com Jansen (1970) € o processo em que
a semente é carreada para outros locais distantes da planta de origem, podendo ser
vantajoso para a planta, pois ocupara novos ambientes e reduzira a taxa de
mortalidade da espécies. Estas sementes podem sofrer influéncia de fatores do
ambiente e ingestao por animais que séo agentes bibticos, e podem atuar dispersando
sementes. A dispersdo € uma interagdo que ocorre entre animais e plantas podendo

ter varios beneficios e envolver diferentes espécies com consequéncias ecologicas e
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evolutivas (HERRERA e PELLMYR, 2002). Este processo pode ser influenciado pelas
caracteristicas do vetor e da semente, quando dispersa (NATHAN, 2008). Podendo
ocorrer através de agentes bibticos (animais e a propria planta) ou abiéticos (vento e
agua) (LEVIN et al, 2003).

A maneira em que a dispersdo ocorre é que designa sua classificacdo. A
dispersdo que ocorre pelos animais € chamada de zoocoria que compreende
endozoocoria :ocorre quando 0s animais ingerem as sementes e apos sao defecadas
e vao germinar no ambiente (JANZEN, 1982), sinzoocoria: as sementes sao
carregadas por meio da boca do animal, epizoocoria: quando as sementes S&o
carregadas acidentalmente, estas sdo umas das maneiras, existem ainda outras
formas de atuacéo dos animais descritas (BOLD, 1988).

Os animais tém um papel ecoldgico a cumprir: trazem sementes de diferentes
locais, aportam matéria organica, aumentam a biodiversidade local, propiciam
estabilidade aos processos ecoldgicos e conferem auto sustentabilidade as atividades
de recuperacao de areas degradadas (VALCARCEL; SILVA, 2000).

Algumas espécies de herbivoros (veado, corco, coelho e a lebre) foram
avaliadas no Nordeste do Brasil em relacéo a capacidade de dispersao, concluindo-
se que o veado possuiu maior importancia na disseminagdo de sementes anuais
quando relacionado com o cor¢o. Ainda se destacou o coelho entre as quatro espécies
com maior contribuicdo na dispersao (HITTORF e CORTEZ, 2013). Foram avaliadas
ainda a disperséo de cinco leguminosas tropicais (Pueraria phaseoloides, Neonotonia
wightii, Calopogonium mucunoides, Macrotyloma axillare) nas de fezes bovina, em
pastagem ja estabelecida de Brachiaria decumbens, no entanto nao obteve-se altas
taxas de germinacdo, observando-se maior germinacdo da espécie Pueraria
phaseoloides (Almeida et al. 2015).

Jolaosho et al. (2006) ao recuperar sementes nas fezes de bovino, ovelhas e
cabras pode-se verificar melhores taxas de germinacéo, ou seja, melhor eficiéncia em
dispersar sementes para ovinos 28% e caprinos 32% e bovinos apresentaram com
5% de germinacdo, neste estudo foi associado a baixa taxa de germinacéo a técnica
empregada.

A dispersao de sementes € um fator importante para biologia das plantas, a
distdncia em que as sementes percorrem afeta a dindmica das populactes, a
diversidade e a propagacdo de plantas invasoras (CAIN, MILLIGAN e STRAND,
2000).



18

Porém ainda ha poucos estudos que enfatizam a dispersdo de sementes de
gramineas por bovinos em pastagens, ainda sobre a propor¢do de sementes que
permanecem viaveis apos passagem pelo trato digestivo, a relacdo do tamanho das

sementes com a germinacao (LIMA, et al. 2014).

2.3.1 Sobrevivéncia de sementes apés digestdo por bovinos

Os ruminantes domésticos podem ser considerados importantes vetores,
porém para que as sementes se dispersem de maneira eficiente sdo necessarios
alguns passos envolvendo a ingestdo de sementes, a passagem pelo trato digestivo,
a germinacao, as plantulas, o estabelecimento e a sobrevivéncia (JOLAOSHO et al.,
2006).

A passagem das sementes através do trato digestério de bovinos e a
decomposicdo das fezes sdo importantes fases onde as sementes estao sujeitas a
muitos danos. No trato digestério em condicfes anaerdbias as enzimas proteoliticas
e celuloliticas produzidas por bactérias agem no tegumento das sementes tanto no
rimen quanto no intestino grosso. Ja no intestino delgado, as sementes sao
envolvidas por enzimas proteoliticas, amiloliticas e lipoliticas em meio &cido, as
sementes sdo envolvidas em &cido (pH 2-5) (TEIXEIRA, 1997). Depois de serem
eliminadas nas fezes, as sementes ainda encontram microorganismos potencialmente
patogénicos que transformam os compostos organicos das fezes para forma
inorganica. Caso as sementes consigam germinar, as plantulas para se
estabelecerem ainda tém que enfrentar as condicdes ambientais que podem ser
adversas, como uma seca prolongada (GARDENER et al. 1993).

Vérias caracteristicas do trato digestorio dos bovinos podem influenciar a
sobrevivéncia das sementes desde os dentes, as bactérias e enzimas, o ideal entdo
€ que estas tenham um menor tempo de permanéncia no trato digestorio (LIMA et al.,
2014). Pois este processo de ingestdo das sementes, pode causar danos a estas que
pode ser benéfico ou ndo, por isso o tamanho das sementes pode ser um fator
importante. Sementes menores e arredondadas tem maior chance de germinacgao
apos passar pelo trato digestério (PAKEMAN; DIGNEFFE; SMALL, 2002). Estas
sementes esféricas e menores tém maior taxa de sobrevivéncia, pois tem menor
chance de sofrerem danos de mastigagdo e por terem maior taxa de passagem
(GARDNER; MCIVOR; JANSEN, 1993).
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Esta escarificacdo que ocorre desde a passagem pela boca do animal até a
saida nas fezes pode influenciara a sobrevivéncia de algumas espécies, podem sofrer
ainda influéncia do tipo de alimento presente, estes fatores podem influenciar a
capacidade das sementes serem dispersas por endozoocoria (TRAVESET; VERDU,
2002).

A atuacao de vertebrados e invertebrados que causam a predacao destas
também podem influenciar a sobrevivéncia das sementes (GUZMAN; STEVENSON,
2011). Assim como agua e temperatura (NAKAO; CARDOSO, 2010).

Sementes dormentes também podem ser uma das causas da diminuicdo da
taxa de germinacao, pois ndo irdo absorver agua porque seu tegumento duro dificulta
a permeabilidade da agua, de modo que a semente ndo germine (BRASIL, 2009). Este
estado de dorméncia que as sementes podem apresentar mesmo em condi¢des
climaticas favoraveis, pode auxiliar os processos de degradacdo das pastagens
brasileiras (LACERDA et al., 2010).

A maioria das gramineas forrageiras tropicais € afetada pela dorméncia das
sementes, a qual pode dificultar a determinacdo da sua qualidade fisiologica e a
emergéncia das plantulas no campo e o estabelecimento de pastagens (COSTA et al,
2011). A dorméncia é um tipo de laténcia em que a auséncia de germinacao € causada
por empecilhos localizados na prépria semente. E imposta pela combinacéo de
condicbes especificas do ambiente, provocando a interferéncia de um ou mais
mecanismos de bloqueio, impedindo a transcricdo da mensagem genética para a
ativacao da sequéncia metabdlica que culmina com a germinacgdo. Assim, 0s eventos
iniciais apés a embebicdo em sementes dormentes, dependem da informacéo
genética ja existente durante o periodo de maturacdo, ou seja, anteriormente ao inicio
do repouso fisiolégico (MARCOS FILHO, 2005).

A quebra de dorméncia pode ser feita ao se misturar as sementes com o sal
mineral, colocadas no cocho, € uma forma facil e de baixo custo. Os animais
consomem as sementes, gue sofrem processo de quebra de dorméncia no ramen dos
bovinos, e posteriormente sdo distribuidas nas pastagens junto com as fezes
(VALENTIM; CARNEIRO, 1998). As fezes podem ser favoraveis ao desenvolvimento
das sementes, dependendo da taxa de passagem, pois podem ser distribuidas em
grande area, durante varios dias ap0s ingestdo (GOKBULAK, F; CALL, C, 2004). Este

processo provoca um aumento na germinagéao das sementes (ROBLES et al., 2005).
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As sementes ao passarem pelo trato gastrointestinal e serem depositadas nas
fezes ao longo do tempo h4 uma diminuigdo da germinacdo com algumas sementes
germinaveis até apos trés meses, podendo aumentar ou diminuir a germina¢cao com
armazenamento nas placas fecais, depende das condicdes ambientais (CARPINELLI
et al., 2005).

Um dos fatores que atuam sobre as sementes podendo dificultar a germinagao
€ a diminuicdo da umidade na placa fecal nas estacfes mais secas do ano. A taxa de
sobrevivéncia das diferentes espécies pode variar de 2% a 5% apos passarem pelo
trato digestoério dos bovinos (GARDENER; MCIVOR; ANNE JANSEN, 1993).

Essas fezes nas pastagens pode alterar o comportamento ingestivo dos
ruminantes, podendo fazer com que estes rejeitem pastejar no entorno (CARVALHO
et al., 2001). Os animais sao seletivos, e € comum locais nas pastagens com maior
frequéncia de desfolhacdo ou maior frequéncia de pastejo, devido a essa seletividade
dos animais (CARVALHO et al.,, 2009). Os animais percorrem grandes areas em
pastejo, a distribuicdo das fezes se da de modo heterogéneo, apresentando regides
distintas, dependendo da atividade do animal. Assim quando 0s animais estdo em
pastejo parte da defecacao fica distribuida por toda pastagem, porém a maior parte
da defecacgédo ocorre nas areas de ruminacao e descaco (BRAZ et al., 2003).

As areas onde h& a presenca das fezes podem permanecer continuamente de
2 a 3 periodos de pastejo sem serem consumidas (HIRATA et al, 1997) e podem variar
de 6 a 12 vezes a area coberta pelo bolo fecal (DEMINICIS et al, 2009). A degradacao
ou desaparecimento das fezes no pasto pode estar compreendido em um periodo de
tempo que varia de 30 dias até 17 meses, em funcdo das condi¢bes climaticas
(WEEDA, 1969). Essa porcdo rejeitada pode ocupar de 10 a 47% da éarea da
pastagem (FERREIRA, 2004).

A presenca das fezes no solo pode auxiliar a germinacao de sementes que nao
germinam e se mantém no solo podem germinar posteriormente (COSYNS et al.,
2006).

N&o h& muitas informacdes sobre a distancia que as sementes percorrem, ou
como essas sementes sobrevivem. As sementes ainda passam junto com a ingesta e
alguns atributos como a espessura do revestimento da semente e a dureza podem
ser fatores que influenciem na taxa de sobrevivéncia destas, assim sementes com
maior revestimento podem ficar dormentes (BRUUN; POSCHLOD, 2006).
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A sobrevivéncia das sementes apo0s passagem pelo trato digestorio dos
ruminantes é o fator de grande implicacdo para a dindmica populacional de espécies
forrageiras numa pastagem (GARDENER et al.,1993). Grande parte das sementes
escapa a essa passagem e, em seguida, € dispersa em diferentes areas. Desta forma,
pode se introduzir uma ou mais espécies desejaveis em pastagens, disseminando
sementes por um meétodo natural, por meio da ingestdo das sementes por bovinos
(GARDENER, 1993).

Entretanto € provavel que as sementes que sobrevivem em grande proporgcao
séo beneficiadas pela quantidade de nutrientes disponiveis nas fezes e pelo periodo
de rejeicdo ao pastejo dos animais (BRUUN e POSCHLOD, 2006).

2.2. Técnica da Fermentagdo in vitro e Digestdo acido enzimética

Existem varios métodos para determinacdo do valor da digestibilidade de
alimentos utilizados na formulacdo de dietas para ruminantes (GONZALEZ et al.,
1990; PEREZ, 1997; BERCHIELLI et al., 2006).

O método in vivo, € o0 método mais utilizado devido a complexidade para
determinar a qualidade do alimento. Os animais séo colocados em gaiolas, entdo é
avaliado o alimento que o animal ingeriu e 0s nutrientes que sdo recuperados nas
fezes, e calcula-se por diferenca a Digestibilidade da matéria seca. (FIRMINO de SA
et al, 2011).

Uma série de técnicas alternativas mais eficientes, simples, rapidas e de baixo
custo vém sendo desenvolvidas, para estimar a digestibilidade dos alimentos no
ramen, representando a digestdo que ocorre no trato digestorio do animal. Estas
técnicas permitem a avaliacdo da resposta do animal a um fator ou a fatores
relacionados e seu efeito. O procedimento in vitro de dois estagios para determinacao
do valor de digestibilidade de alimentos, que simula a digestdo no abomaso, é usado
como referéncia, € uma modificacdo do método tradicional proposto por Baumgardt,
Taylor e Cason (1962) que consistia em 24 horas de incubacao ruminal, € o método
de referéncia que Tilley e Terry (1963) propuseram € o mais difundido e empregado
em estudos de nutricdo de ruminantes e vem sendo aperfeicoado para se obter maior

precisdo e proximidade ao método in vivo, contudo, apesar de ser mais confiavel
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apresenta implicagcdes como o custo, a quantidade de ragdo que pode estar presente
em excesso, e o grande numero de repeticées (BERCHIELLI et al., 2006).

Esses procedimentos in vitro visam reproduzir o ambiente rumem-reticulo, com
ph de aproximadamente 6,9 e temperatura de 39°c, utiliza um liquido ruminal ou
enzimas e presenga de microorganismos (GOMIDE, 1974; HUNGATE, 1966). Essas
técnicas foram possiveis de serem utilizadas ap6s o uso de solu¢des tampdao que é a
saliva artificial proposta por mcDougall, utiliza-se o liquido ruminal nas incubacdes e a
solucéo tampéao, com periodo de incubacéo de 48 horas (1948), que mantem um ph
adequado e mantém incubacdes por mais tempo (LOPEZ, 2005).

Diversos autores sugerem o uso de fermentacéo in vitro de forma automatizada
na determinacéo de valores de digestibilidade da matéria seca (TRAXLER et al., 1995;
HOLDEN, 1999; MABJEESH et al., 2000; ADESOGAN, 2005). Wilman e Adesogan
(2000) mostraram que o método tradicional, em que a incubacdo dos alimentos foi
realizada em tubos individuais, determinou resultados com menores erros-padrao e
coeficientes de variacdo que os observados no sistema automatizado de fermentacao
in vitro.

Em diversos trabalhos, valores de digestibilidade determinados em sistemas
automatizados de fermentacdo foram superestimados (VOGEL et al., 1999;
FIGUEIREDO et al., 2000; MABJEESH et al., 2000; SANTOS et al., 2000; WILMAN e
ADESOGAN, 2000; DAMIRAN et al., 2002) ou subestimados (ADESOGAN, 2005) em
relacdo aos obtidos de métodos tradicionais realizados em tubos individuais. Para que
0S sistemas in vitro sejam utilizados, devem ter as condigcbes mais préximas possiveis do
rimen e do abomaso, capazes de representar o processo de digestdo que ocorre in vivo
(LOPEZ, 2005).

Os resultados de digestibilidade obtidos a partir de equipamentos
automatizados de fermentacdo in vitro podem ser afetados por inlUmeros fatores,
dentre os quais se pode citar a potencial ocorréncia de efeito associativo na digestao
de amostras incubadas em um mesmo jarro de fermentacdo (ADESOGAN, 2005).
WILMAN e ADESOGAN (2000) concluiram gue o escape de compostos sollveis de
amostras com elevadas concentracdes destas substancias poderia influenciar a
populacdo microbiana e, desta forma, aumentar a degradacéo da parede celular de
alimentos com baixo teor destas substancias e incubados no mesmo jarro de
fermentacdo. No entanto, HOLDEN (1999) ndo constatou diferenca estatistica

(P>0,05) nos valores de digestibilidade in vitro da matéria seca de diferentes alimentos
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volumosos e concentrados, quando incubados no mesmo jarro de fermentagao ou em
jarros de fermentacéo distintos.

O aperfeicoamento dos métodos in vitro, que sdo utilizados para avaliacdo de
degradacédo, tem permitido avaliar diversos alimentos, o processo de fermentacéao,
uso de aditivos e suplementos. Estimar a digestibilidade € importante pois, permite
avaliar fatores importantes como a disponibilidade dos nutrientes aos animais e o
balanceamento de dietas (DETMANN et al., 2006).

3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido no Laboratério de Sementes e de bromatologia da
UFES, em Alegre - ES, entre julho de 2015 e julho de 2016. Foram utilizadas as
sementes das cultivares: Brachiaria brizantha cv. Marandu, Brachiaria brizantha cv.
Basilisk, Brachiaria brizantha MG5, Brachiaria ruziziensis cv. Ruziziensis. As

sementes foram adquiridas em junho de 2015, por doacéao.

3.1. Mastigag¢édo Simulada

De acordo com metodologia descrita por Bonn (2004) e adaptada por Deminicis
et al (2012), foi realizado ensaio experimental para a avaliacdo do percentual de
sementes destruidas pela escarificacdo que simula a mastigacao por um bovino, com
delineamento experimental inteiramente casualizado, utilizando 4 -cultivares de
Brachiaria spp. com 6 repeticbes com 50 sementes por repeticdo. As unidades
experimentais foram as sementes.

Para simular a mastigacéo foi escolhido o método descrito por Bonn (2004),
simulando uma tensdo mecanica sobre as sementes. Para isso foi utilizada uma barra
de ferro (Figura 1) com uma area de contato de 2 cm2 e comprimento de 1,3 m, e uma
pessoa com aproximadamente setenta quilogramas manteve a barra a noventa graus
com o solo, girando-a noventa graus lateralmente e tencionando-a para baixo. A base
fixa onde as sementes foram colocadas foi construida com uma estilha de madeira,
um recipiente plastico, duas camadas de fita de borracha e um prego com cabeca

(2cm), para simular o contato das sementes com a gengiva e 0s dentes de um bovino.
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Para simular algum tipo de alimento, foram adicionados, ao recipiente plastico,
aproximadamente 3 gramas de folhas de forragem picado a 2,5 cm.

A area de mastigacdao foi ajustada exatamente dentro do recipiente plastico que
foi anexado ao pedago de madeira “representando” a mandibula.

As sementes foram colocadas (dez gramas) no recipiente plastico em uma
Unica camada cobrindo a area de contato com as borrachas e a cabeca do prego e
sobre elas, as 3g de forragem picada, sendo entdo as sementes mastigadas trés
vezes (3 rotacOes a 90° e pressdo para baixo) com a barra de ferro encaixada sobre
a forragem que cobria as sementes no recipiente plastico.

Todas as sementes contidas nos dez gramas utilizados foram previamente
contadas e, apdés mastigacéo, foram separadas, contadas e pesadas. Permitindo que
se chegasse ao valor percentual de sementes que ndo foram destruidas pela
mastigacéao.

Na segunda etapa foi conduzido ensaio em delineamento experimental
inteiramente casualizado, foram utilizadas as quatro cultivares de Brachiaria spp. com
6 repeticdes, para avaliar o comportamento germinativo das sementes intactas apos
mastigacéo. Para o tratamento mastigacao, foi realizada a simulacdo da mastigacao
com posterior selecao de 50 sementes ndo destruidas, por repeticdo, para o teste de
germinacao.

Para a confeccédo do tratamento controle, foram escolhidas 50 sementes puras
viaveis.

O teste de germinagéo foi realizado, de acordo com Brasil (2009), em camara
de germinacéo do tipo BOD com temperaturas de 20-35°C, com 12 horas de luz. As
sementes foram colocadas para germinar em rolo de papel germiteste, umedecidos
com &gua destilada na proporc¢ao de 2,5 vezes o peso do papel. A avaliacdo do teste
de germinacédo (plantulas normais) foi realizada no 21° dia apés a montagem do teste.
A classificagao das plantulas realizada de acordo com Brasil (2009), considerando
normais as plantulas com todas as estruturas essenciais em perfeito desenvolvimento.

Ao final dos dois ensaios, pode-se chegar a porcentagem de sobrevivéncia
(S%) das sementes pela férmula:

S%= (% Intactas x G% das sementes Intactas) / 100.

Os resultados da germinacao foram expressos em porcentagem, sendo

submetidos a analise da variancia, utilizando o teste de Tukey, a 5% de significancia

para a comparacao das meédias dos tratamentos.
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Figura 1- Mastigacao simulada das sementes. Fonte: Arquivo pessoal.

3.2. Fermentacédo e Digestdo acido-enzimatica in vitro

Este estudo foi realizado em 2 etapas, utilizando o delineamento experimental
inteiramente casualizado, com 4 cultivares em 6 repeticdes, sendo utilizadas 50
sementes por repeticdo. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 4x3x1(4 cultivares, nos tempos de 12 e 24 horas e
um tempo zero).

No primeiro experimento, foi realizado estudo da germinagéo de sementes, sem
passar por nenhum tratamento prévio, apés fermentacao in vitro.

Em sintese foram adicionados em erlenmeyer a solu¢éo com fezes bovina e as
sementes, o CO2 foi inoculado, entdo as sementes ficaram a temperatura de trinta e
nove graus Celsius, nos tempos de doze e vinte e quatro horas. Apds serem lavadas
as sementes foram novamente acondicionadas nos erlenmeyer e foi realizada
digestdo acido-enzimatica nos tempos de doze e vinte e quatro horas. Apos estes
tempos as sementes foram para o teste de germinacao.

No total foram utilizadas 50 sementes de cada cultivar, foram acondicionadas
em cada erlenmeyer de 250 ml contendo 10 ml de solucéo FB, a temperatura de 39°C,
ficaram nos tempos de fermentacgdo: 12 e 24 horas. O COz2 foi inoculado por cerca de

30 segundos, antes e apos a adicdo do liquido ruminal.
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A solugéo de FB composta de 200g de fezes/400mL de solugéo tampéo, para
simular a digestao no reticulo — ramem e omaso, a uma temperatura de 39°C e pH de
6,9 (SILVA et al, 2003 e DEMINICIS, 2012).

A solucdo tampdo ou saliva sintética sugerida por McDougall (1948), é
composta por 9,80 g/L de NaHCOs, 9,30 g/L de Na2HPO4.12H20, 0,47g/L de Nacl,
0,57 g/L de Kcl, 0,04 CaClz anhyd, 0,06 g/L de MgCl2 anhyd.

Foi utilizado o tempo zero, foram escolhidas 50 sementes intactas de cada
cultivar, sementes que ndo passaram por nenhum tratamento experimental e foram
levadas para o teste de germinacdo em BOD (12 horas de luz) a 25 °C, onde
permaneceram durante 10 dias.

Ao término dos periodos de fermentacéo, os erlenmayers foram drenados e as
sementes lavadas no proprio erlenmayer, cinco a seis vezes com agua destilada.
Sequencialmente as sementes foram levadas para a digestéo acido-enzimatica.

Na digestdo acido-enzimatica as sementes (50 de cada repeticdo por cultivar)
gue passaram pela fermentacao in vitro, foi adicionado 40 ml de HCL a 6N e 8 g de
pepsina (DEMINICIS, 2012). A pepsina foi previamente dissolvida em 34 ml de agua
destilada a 35°c por cinco minutos em agitador, mantendo-se o ph entre 2,0 e 3,0
(HOLDEN, 1999). O CO:z2 foi inoculado e as sementes permaneceram por 12 e 24
horas em solucéao.

Apos o término da digestdo acido-enzimatica foi realizado o teste de
germinacao, utilizando as 50 sementes de cada repeti¢cdo que passaram pela digestédo
acido-enzimética, foram colocadas em papel germiteste umedecidos com &agua
destilada na proporgcéo de 2,5 vezes o peso do papel e levadas para camara de
germinacao tipo BOD, com temperatura de 20 a 35°c, com 12 horas de luz.

A avaliacdo do teste de germinacéao (plantulas normais) foi realizada no 10° dia
apos a montagem do teste. Foram determinadas as porcentagens de germinacéo e
dureza de cada cultivar em cada tempo de fermentacéo.

No segundo experimento foi realizado estudo da germinacéo de sementes nao
destruidas, obtidas apos mastigacédo simulada e fermentacéo in vitro. Em cada tubo,
as sementes foram incubadas a 39° C com fezes bovinas (FB) (diluicdo 200g de
fezes/400mL de tampéo), simulando a digestdo no reticulo — rimem e omaso, e pH
de 6,9 (SILVA et al, 2003 e DEMINICIS, 2012), sendo esta solugdo descrita como

Solucéo FB equivalente ao liquido ruminal rotineiramente utilizado.
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As sementes foram acondicionadas nos erlenmeyer de 250 ml contendo 10 ml
de solucdo FB, a temperatura de 39 °C. Os tempos de fermentacdo foram: 12 e 24
horas. O CO:z2 foi inoculado por cerca de 30 segundos, antes e apoés a adigéo do liquido
ruminal. Ao término dos periodos de fermentacado, os jarros foram drenados e as
sementes lavadas no préprio jarro, cinco a seis vezes com agua destilada.
Sequencialmente as sementes foram levadas para a realizagdo do teste de
germinacao. As sementes foram colocadas em germinador tipo BOD (12 horas de luz)
a 25 °C, onde permaneceram durante 10 dias, utilizando-se quatro repeticbes de 50
sementes por repeticdo, colocadas para germinar em rolo de papel germiteste
umedecidos com agua destilada na proporgéo de 2,5 vezes o peso do papel. Foram
determinadas as porcentagens de germinacao e dureza de cada espécie/cultivar em
cada tempo de fermentacéo.

Na terceira fase foi realizado estudo da germinacdo de sementes nao
destruidas ou “intactas” obtidas apds mastigacdo simulada, fermentacéo e digestao
acido enzimatica in vitro. Na qual foram realizadas: Mastigacdo simulada seguindo a
mesma metodologia descrita anteriormente, selecionando-se 50 sementes de cada
cultivar que ndo foram destruidas. Apds selecionar as 50 sementes que ndo foram
destruidas pela mastigacdo simulada, estas sementes (50 de cada cultivar com 6
repeticdes por cultivar) seguiram para fermentacdo e digestdo acido-enzimatica in
vitro, seguindo 0s mesmos passos anteriormente descritos, nos tempos de 12 e 24
horas.

Apés serem drenadas e lavadas com &agua destilada nos erlenmeyers, as
sementes seguiram para o teste de germinacdo, para avaliacdo apés 10 dias das
sementes que germinaram. Foram avaliadas entdo quanto a dureza e germinacao.

Os resultados obtidos nos testes de germinacdo foram transformados em
arcsen Vx/100 para normalizacéo dos dados, e submetidos & anélise de variancia e
teste de Tukey a 5% para comparacdo das médias, utilizando o programa Sisvar
(FERREIRA, 2000).



Figura 2- Fermentacgao “in vitro” das sementes.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 3- Germinacdo das sementes em papel germiteste apds 12 horas em
fermentacao in vitro e digestdo acido enziméatica.
Fonte: Arquivo pessoal
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 Para % de sementes ndo destruidas, ndo houve diferenca

significativa (p>0,05) entre as cultivares de Brachiaria.

Tabela 1. Porcentagem de sementes ndo destruidas pela mastigacao simulada (MS).

Espécie — Cultivar Marandu MG5-Xaraes Basilisk Ruziziensis CV%

% Sementes N destruidas  69,51a 77,98a 71,35a 85,19a 13,44

% de sementes que ndo foram destruidas apds passar pela mastigagéo simulada.

Tabela 2. %Germinacao (%G) e %dorméncia (%D) das sementes antes e apds
mastigagao simulada (MS).

Espécie — Cultivar Marandu MG5-Xaraes Basilisk Ruziziensis CV%
%D controle! 45,00Aa 39,00Ab 34,00Ab 29,83Ac 19,05
%D apds MS? 39,67Ba 39,00Aa  28,83Bb 29,83Ab 16,09
%G controle® 40,00Ab 60,00Aa  61,00Aa 60,50Aa 21,60
%G apds MS* 22,33Bbc 15,67Bc  30,67Ba 28,66Bb 33,60

% D controle! = sementes antes da mastigagdo simulada, sem tratamento.

%D apds MS?= % de sementes que apds a mastigacdo simulada permaneceram dormentes.

%G controle®= %de germinacéo das sementes controle.

%G apds MS*= % de germinagdo das sementes que passaram pela mastigagdo simulada.

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna (comparagdo entre as sementes controle antes e apds a mastigacao
simulada em relagdo a dorméncia e germinagdo) e mindscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Um dos fatores que pode influenciar a porcentagem de sementes que nao séo
danificadas pelo teste de mastigacdo simulada € a espécie (MORAES et al. 2017).
Cada espécie tem caracteristicas e particularidades como tamanho, formato das
sementes e quantidade que pode facilitar a sobrevivéncia (ALMEIDA et al. 2015).

Ao passarem pelo trato digestério ou mesmo pela simulacao da passagem por
este, um consideravel nimero de sementes podem permanecer viaveis (SIMAO
NETO et al., 1987; GARDENER et al., 1993; MACHADO et al., 1997; BRAY et al.,
1998).

Na tabela 2 Em relacdo a porcentagem de sementes controle dormentes (%D
controle), ao comparar as cultivares, a cultivar marandu obteve maior porcentagem de

sementes dormentes em relagdo as demais, ja a cultivar ruziziensis com menor
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quantidade sementes dormentes e entre as MG-5 Xaraés e Basilisk ndo houve
diferenca estatistica.

A porcentagem de sementes dormentes que passaram pela mastigacao
simulada (%D ap6s MS) também houve diferenca significativa com maior
porcentagem de sementes dormentes para Marandu, porém nao diferiu da cultivar
MGb5-Xaraés, e entre a cultivar basilisk e a ruziziensis e ndo houve diferenca
significativa.

Ao comparar a porcentagem de sementes dormentes em cada cultivar, houve
diferenca estatistica para as cultivares marandu e basilisk, com maior % de sementes
vidveis para as sementes que passaram pela mastigacdo simulada. Porém as cv. MG5
e ruziziensis ndo houve diferenca estatistica entre as sementes controle e as que
passaram pela mastigacao simulada.

Ao ponderar sobre a porcentagem de germinacéo das sementes controle (G%
controle) pode-se observar que houve diferenca significativa (p<5%), entre as
cultivares, entretanto nao foi verificada diferenca entre as MG5, basilisk e ruziziensis,
com maiores porcentagens de sementes que germinaram. A cultivar marandu
apresentou diferenca quando comparada com as demais, apresentando menor
percentual de sementes que germinaram.

Ao avaliar porcentagem de germinacao apos a mastigacao simulada, observou-
se diferenca estatistica entre as cultivares, com maior taxa de germinacdo para
basilisk, e menor MG5 xaraés, ndo havendo diferenca entre marandu e ruziziensis.

Pariz et al (2010) ao avaliar a qualidade fisiolégica de sementes de Brachiaria
brizantha cv. marandu e Brachiaria ruziziensis em teste de germinacéo e viabilidade
em papel germiteste, porém sem passar por tratamento, com avaliacées quanto a taxa
de germinacéo apds 7 e 21 dias, teve como resultados melhores taxas de germinacéo
na cv. marandu, e menor na cv. ruziziensis. Contudo, observa-se na tabela 1, que sem
passar pela mastigacéo simulada a taxa de germinacao da cultivar Marandu n&o foi a
maior, e ndo apresentando diferenca estatistica apos a mastigacdo simulada.

Avaliando a porcentagem de germinacao das sementes controle e as sementes
que receberam tratamento da mastigacdo simulada em cada cultivar e foi feita
comparacao da diferencga significativa entre as sementes controle e as sementes que
passaram pela mastigagdo simulada. As sementes controle tiveram maior
porcentagem de germinagao em relacdo as sementes que passaram pela mastigacao

simulada.
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Na tabela 3 estdo dispostos os resultados da germinacédo e dorméncia/dureza
das sementes controle e apos fermentacéo/digestdo acido enzimatica in vitro por 12

e 24 horas.

Tabela 3. % de Germinacao (G%) e % de dorméncia (%D) de sementes de Brachiaria
spp. antes (tempo zero) e apos fermentacdo mais digestdo acido enzimatica in vitro
por 12 horas (12 FD) e ap0s fermentacdo mais digestdo 4cido enzimatica in vitro por
24 horas (24 FD).

Espécie - Cultivar Marandu MG5-Xaraes Basilisk Ruziziensis CV%
% D tempo Zero? 45,00Aa 39,00Aab  34,00Ab 29,83Ac 19,05
%D apés 12 FD? 42,35Aa 39,00Aab  34,00Ab  28,90Ac 12,36
%D apés 24 FD3 39,33Ba 36,00Ab 34,00Ab  26,00Ac 7,05
% G tempo Zero* 40,00Ab 60,00Aa 61,00Aa 60,50Aa 21,60
% G apo6s 12 FD° 24,30Bb 24,80Bb 35,20Ba 32,50Ba 14,75
% G apos 24 FD° 4,30Ca 4,80Ca 5,20Ca 2,50Ca 33,95

%D tempo zero! = sementes sem tratamento.

%D apds 12 / 24 horas? = % de sementes que apods fermentagdo mais Digestdo acido-enzimatica simulada permaneceram
dormentes.

% G tempo Zero* = % de germinacio das sementes que ndo passaram por tratamento.

%G controle®= %de germinagdo das sementes controle.

%G apds 12 FD°= % de germinag&o das sementes apds 12 de fermentagdo mais digestdo acido-enzimatica.

%G apds 24 FD®= % de germinagdo das sementes apds 24 de fermentagdo mais digestdo acido-enzimatica.

Médias seguidas pela mesma letra Mailscula na Coluna (comparagdo das sementes entre tempo zero e ap6s fermentacéo e
digestao acido-enzimatica) e mindscula na linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

N&do houve diferenca estatistica entre MG5 e Basilisk, apés 12 horas de
digestdo acido enzimatica, as cultivares Marandu e MG5 ndo diferiram
estatisticamente e obtiveram maior taxa de sementes dormentes, entdo tem-se a
cultivar ruziziensis com menor quantidade de sementes dormentes apds este periodo
de incubacédo, entre MG5 e basilisk ndo houve diferenca estatistica. Apds 24 horas
obteve-se na marandu maior quantidade de sementes dormentes e demais iguais ao
teste anterior.

Ao comparar % de sementes dormentes que ndo receberam tratamento
(controle) com as sementes que receberam tratamento (fermentacdo mais digestao
apos 12 e 24 horas), em cada cultivar (tabela avaliada na vertical), houve diferenca

significativa (p<5%), na cultivar Marandu com maior quantidade de sementes
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dormentes no lote controle e ap6s 12 horas. Ja as outras cultivares ndo houve
diferenga estatistica com ou sem tratamento.

A dorméncia das sementes é um dos fatores que pode afetar a germinacao das
sementes, além desse fator a disponibilidade de agua, temperatura, pH do substrato,
oxigénio, luz, maturidade fisiologica, entre outros, sdo condi¢des intrinsecas e
extrinsecas (PEREIRA et al., 1995). As diferentes espécies de gramineas apresentam
particularidades em relacdo a dorméncia e suas causas, que podem ocorrer isoladas,
combinadas ou simultaneamente (TOLEDO; CHAMMA; NOVEMBRE, 1995).

Foi verificada a diferenca significativa (p<5%), da % de germinacdo para o
tratamento no tempo zero. A cultivar marandu apresentou menor quantidade de
sementes que germinaram em relacdo as demais, porém nao houve diferenca
significativa entre as sementes controle MG5-xaraés, ruziziensis e basilisk. Apos 12
horas houve diferenca significativa entre as cultivares, com maiores quantidades de
sementes que germinaram para as cultivares basilisk e ruziziensis, porém néo
havendo diferenca significativa entre estas. J4 ap6s 24 horas ndo houve diferenca
significativa entre as espécies.

Para as cultivares em relacdo a porcentagem de germinagdo no tratamento
controle, apés 12 horas e ap6s 24 horas, houve diferenga significativa (p<5%), com
maior taxa de germinacdo das sementes controle. Porém a porcentagem germinacao
apos 12 e 24 horas da cultivar ruziziensis ndo houve diferenca estatistica. De acordo
com Martins e Silva (2003) a Brachiaria brizantha apresenta, além de desuniformidade
na maturacdo e na degrana, apresenta dorméncia nas sementes cuja natureza,
intensidade e persisténcia ndo estdo suficientemente esclarecidas.

Todavia, Rezende et al, (2007) ao avaliar sementes de estilosantes do cultivar
Campo Grande que foram com que foram misturadas ao sal mineral ofertadas a
bovinos, e misturadas em sal e imediatamente semeadas, foi possivel notar que
quando as sementes passaram pelo trato digestério dos animais nos tempos
0,24,48,72 e 96 tiveram melhores porcentagens de germinacéo, ja que foi avaliado
até 168 horas, inclusive melhor que o tratamento testemunha, isto pode ser devido
aos acidos presentes no trato digestorio e a variacdo de pH, que causam
escarificagao.

Ao avaliar 20 espécies de sementes em pastagens ibéricas centrais em
experimento que simulou a passagem pelo trato digestdrio de ruminante, quinze

espécies (Anthemis arvensis, Alyssum granatense, Andryala integrifolia, Brassica
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barrelieri, Campanula rapunculus, Chamaemelum mixtum, Filago lutescens, J.
montana, L. stoechas, Ornithopus compressus, Petrorhagia nanteuilii, Plantago
coronopus, Silene gallica, Spergularia purpurea e Tolpis barbata) tiveram maior
germinacao das sementes controle do que no tratamento simulando a ingestado por
ovelhas. Para B. barrelieri, C. rapunculus, F. lutescens, S. gallica e L. stoechas, o
tratamento produziu uma diminuicdo na velocidade de germinagao, enquanto que para
S. purpurea e P. lanceolata, o tratamento aumentou a velocidade de germinagéo.

Na tabela 4, pode-se verificar que entre as cultivares houve diferenca
significativa para porcentagem de sementes dormentes controle, com maior
porcentagem de dormentes na cv. Marandu, sem diferenca estatistica entre a cv. MG5

e a cv. basilisk.

Tabela 4. Germinacao (G%) e dorméncia/dureza (%D) de sementes de gramineas
forrageiras tropicais antes (controle), apds mastigacdo simulada (MS), Fermentacéo
e digestdo &cido-enzimatica in vitro por 12 horas (12 FD); Fermentacdo e digestao
acido-enzimética in vitro por 24 horas (24 FD).

Espécie - Cultivar Marandu MG5-Xaraes Basilisk Ruziziensis CV%
% D tempo Zero? 45,00Aa 39,00Bab 34,00Ab 29,83Ac 19,05
%D apés MS e 12 FD? 39,75 Ba 37,25Bb 34,00Ab 21,00Bc 13,23
%D ap6s MS e 24 FD? 38,10Bc 36,00Ba 34,00Aab 20,90Bbc 6,86
% G tempo Zero* 40,00Aa 60,00Aa 61,00Aa 60,50Aa 21,60
% G apbs MS e 12 FD® 23,00 Bc 23,73Bc 30,15Ba 28,00Bb 10,41
% G apés MS e 24 FD® 1,20Ca 1,50Ca 1,10Ca 0,60Ca 23,98

%D tempo zero! = sementes sem tratamento.

%D apds 12 / 24 horas? ® = % de sementes que apds mastigacdo, fermentacdo mais Digestdo acido-enzimatica simulada
permaneceram dormentes.

% G tempo Zero* = % de germinacio das sementes que ndo passaram por tratamento.

%G apds 12 / 24 FD®%= % de germinagdo das sementes apds 12 e 24 horas de mastigagdo, fermentagdo mais digestéo &cido-
enzimatica.

Médias seguidas pela mesma letra Mailscula na Coluna (comparagcdo das sementes dormentes entre tempo zero e ap0s
fermentacdo e digestao acido-enzimatica) e mindscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para a porcentagem de sementes dormentes ap0s mastigacao simulada (MS)
e fermentacédo e digestdo acido enzimatica in vitro (FD) com 12 horas de incubacéao

houve diferenca estatistica, com maior taxa de dormentes para a cv. marandu e menor

para a cv. ruziziensis, ndo havendo diferenca entre MG5 e basilisk. Foi observado que
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com 24 horas de incubacdo houve diferenca estatistica com maior taxa de sementes
dormentes na cv. marandu, porém ndo houve diferenga entre MG5 e basilisk, e a cv.
ruziziensis teve menor taxa de sementes dormentes. Lisboa et al (2009) ao recuperar
sementes de capim annoni-2 (Eragrostis plana) em fezes bovinas de 7,2% das
sementes recuperadas 3,1% de sementes fornecidas, eram viaveis, o curto tempo de
permanecia das sementes no trato digestério dos animais € fundamental para
sobrevivéncia e viabilidade das sementes.

A maior taxa de germinacgao ocorreu para as sementes controle, com diferenca
estatistica entre os tratamentos (controle, 12 e 24 horas). Porém n&o houve diferenca
significativa na porcentagem de germinacdo entre as cultivares no tratamento
controle. Apds 12 horas a cv. Basilisk obteve maior taxa de germinacao, diferenciando
se das outras cultivares, ndo havendo diferenca significativa (p<5%), para cv. Marandu
e MGb5-Xaraés. Porem apds 24 horas ndo houve diferenca significativa entre as
cultivares.

Apos 24 horas a porcentagem de germinacdo foi menor em relacédo a % de
germinacao 12 horas em ambas as tabelas 2 e 3. Esta reduc¢do da germinacéo pode
ter diferentes causas, pois 0 processo digestivo pode ser um meio estressante as
sementes, similar a testes de “envelhecimento artificial”” de sementes com altas
temperaturas e umidade relativa, causando menor porcentagem de germinacéo e
vigor (FERREIRA et al. 2004).

Blackshaw e Rode (1991) avaliaram o efeito da ensilagem e passagem de
sementes através do rumen, sobre a germinacdo e viabilidade das sementes,
observaram que sementes da erva daninha Brome Downy (Bromus tectorum L.), a
grama Foxtail (Setaria) e a grama Barnyardgrass (Echinochloa) ndo foram viaveis
apos digestao por 24 horas em ambiente ruminal. Porém 17% da grama Foxtail
sobreviveram.

Segundo Katovich, Bercker e Doll (2005), o processo de fermentacdo que
ocorre no rumen dos bovinos, diminui a taxa de viabilidade das gramineas. Porém
Robles e Castro (2002) afirma que a passagem pelo trato digestério de bovinos pode
causar uma escarificacdo acida por acao das enzimas e acido que atuam sobre as
sementes, e assim aumenta a taxa de germinacdo, ainda as sementes que
permanecem sem germinar sdo importantes para formar um banco de sementes no
solo (ROBLES; CASTRO, 2002). Diferentemente do ocorrido neste estudo.
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Contudo Bakker e OIff (2003) concluiram que o papel do bovino como dispersor
€ muito importante, relataram um numero de germinacdo muito maior em fezes
bovinas do que em papel, provando que por possuirem nutrientes as fezes bovina
podem ser um ambiente favoravel. De acordo com Melado (2002) o gado excreta por
dia cerca de 24 kg de fezes, a adubacdo organica que os animais promovem € uma
opcédo muito vidvel para que obtenha uma pastagem ecoldgica, isto € muito importante
pois areas degradas podem ser recuperadas com auxilio destas fezes e outras
medidas.

Os resultados indiretamente alertam sobre impactos ambientais do gado em
areas de preservacao, pois as sementes podem sobreviver in vitro e possivelmente in
Vivo, S80 necessarios novos experimentos ja que sao escassos 0s trabalhos com as
cultivares de Brachiaria spp.

O coeficiente de variacao das cultivares apresentados nas tabelas 1, 2, 3 e 4,
ndo foram possiveis de serem comparados, pois ndo haviam estudos de Brachiaria

spp., passando por processos de mastigacéo e digestao simulados in vitro.
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5. CONCLUSOES

As técnicas de mastigacao, fermentacdo e digestdo acido enzimética in vitro
demonstram os possiveis danos que as sementes podem sofrer ao serem ingeridas
pelos bovinos. As sementes de Brachiaria spp, podem sobreviver a passagem a
mastigacdo simulada, fermentacao e digestdo acido-enzimatica in vitro, entretanto o

tratamento causou reducdo na germinacdo das sementes.
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