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RESUMO

SANTOS, Ana Caroline Casalvara dos, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa,
fevereiro de 2013. Analise citogenética em acessos de Paspalum atratum
(Poaceae). Professora Orientadora: Maria Suely Pagliarini. Professores
Conselheiros: Claudete Aparecida Mangolin e Maria Claudia Colla Ruvolo
Takasusuki.

Com grande potencial forrageiro, 0 género Paspalum compreende
aproximadamente 400 espécies, as quais sdo quase na sua totalidade de origem
americana. Gracas aos seus atributos, algumas espécies do género estdo sob
esquemas de melhoramento. Visa-se ndo apenas ao desenvolvimento de cultivares
a partir da variabilidade genética existente, como também a formacéo de hibridos
intra ou interespecificos. O melhoramento neste género é comprometido pelo nivel
de ploidia e modo de reproducdo. Compatibilidade s6 € encontrada entre acessos
polipldides, os quais sdo, em geral, apomiticos. Cruzamentos podem ser realizados
entre acessos tetraploides, desde que haja um acesso sexual com este nivel de
polidia. Apesar de apomiticos, os acessos polipldides necessitam de gametas
viaveis para a formacao do endosperma da semente. A poliploidia, por outro lado,
causa inumeras anormalidades meidticas que comprometem a viabilidade
gamética. Dentre os programas de melhoramento de Paspalum, destaca-se o
desenvolvido Embrapa Pecuaria Sudeste, localizada em Sao Carlos, Sao Paulo.
Dentre as espécies existentes na colecdo de germoplasma da Embrapa Pecuaria
Sudeste, destaca-se o Paspalum atratum. Esta espécie se destaca devido as suas
caracteristicas agronémicas. Atualmente, P. atratum cv. Pojuca — Capim Pojuca
(BRA-09610) é comercializado como cultivar no Brasil. Esta cultivar foi desenvolvida
pela Embrapa Cerrados (DF) e lancada em 2004. H4, todavia, necessidade de
desenvolvimento de novas cultivares. Nesta pesquisa, 14 acessos de P. atratum
foram analisados pela metodologia convencional para se obter dados sobre nimero
de cromossomos, nivel de ploidia e comportamento meidtico como subsidio ao
programa de melhoramento. Todos o0s acessos analisados mostraram-se
tetraploides (2n = 4x = 40), sendo que o0 numero de cromossomos encontrado para
a espeécie foi coincidente com a literatura. Em dois acessos (BRA-023019 e BRA-
023612), foram encontradas evidéncias da ocorréncia de translocacdo e em outro

acesso (BRA-023353) ocorreu formacao de diades, triades, além de tétrades, como

Xi
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produto final da meiose, caracteristico de auséncia ou falha da segunda citocinese.
Nos demais acessos, 0 comportamento meio6tico foi variavel, sendo que apenas um
apresentou muitas anormalidades e a maioria apresentou meiose regular, com
anormalidades tipicas de polipléides, que ndo comprometeram, em niveis elevados,
0S micrésporos. Logo, os acessos de P. atratum analisados neste trabalho,
excetuando-se 0s acessos envolvidos nas anormalidades ja citadas, demonstram
potencial para serem lancados como cultivares ou serem utilizados nos programas

de melhoramento envolvendo hibridiza¢gdes intra ou interespecificas.

Palavras-chave: Microsporogénese; niumero de cromossomos; graminea forrageira;

citologia; melhoramento genético.
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ABSTRACT

SANTOS, Ana Caroline Casalvara dos. Universidade Estadual de Maringa.
February, 2013. Cytolological analysis of Paspalum atratum (Poaceae)
accessions. Adviser: Maria Suely Pagliarini. Committee Members: Claudete
Aparecida Mangolin and Maria Claudia Colla Ruvolo Takassuzuki.

The genus Paspalum consists of about 400 species and essentially all are native to
the Americas. The genus is economically important as many of its species are used
as forage and pasture grasses. Due to its agronomic characteristics, some species
of the genus are under evaluation to create new varieties throughout the direct
selection of the genetic variablility or intra- or interspecific hybridization. In
Paspalum, breeding is compromised by the ploidy level of the accessions and the
mode of reproduction. Compatibility is generally found only among polyploid
accessions that are generally apomictics. Crosses are successful only between
tetraploid accessions, but sexual female tetraploid accession is necessary. Despite
of apomicts, polyploid accessions demand viable gametes to fertilizate the
secondary nucleus to ensure the endosperm formation. Polyploidy, by the other
hand, causes innumerous meiotic abnormalities that compromise the gamete
viability. Among some Paspalum breeding programs in development in the country,
we can cite that developed by the Embrapa Cattle-Southeast (CPPSE) situated in
Séo Carlos, SP, Brazil. Among the several Paspalum species existing in the CPPSE
collection, P. atratum has deserved attention due to its agronomic attributes.
Paspalum atratum cv. Pojuca — Capim Pojuca (BRA 009610) is commercialized as
variety in Brazil since 2004. However there is the necessity of development of new
cultivars of this species. In this study, 14 accessions of P. atratum were analyzed by
means of conventional methodology for the determination of their chromosome
numbers and ploidy level, and the characterization of their meiotic behavior. It was
found that all the accessions were tetraploid (2n = 4x = 40), derive from x = 10, and
the chromosome number was in agreement with the previous data. In two
accessions (BRA-023019 e BRA-023612) there was evidence of chromosome
translocation an in other accession (BRA-0023353), dyads and triads were
recorded. In the accession BRA-009687, a high frequency of meiotic abnormalities

was found, while in the remaining, the meiotic abnormalities were rare or absent.
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The meiotic abnormalities detected in these accessions were related to irregular
chromosome segregation typical of polyploids. Except for the four accessions that
presented especial abnormalities, the remaining ones (ten accessions) showed
meiotic stability and, thus, potential to be released as cultivars or to participate in

hybridization breeding program.

Key words: Microsporogenesis; chromosome number; forage grass; cytology;

breeding.
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1. INTRODUCAO

O género Paspalum compreende aproximadamente 400 espécies, as quais
sdo quase na sua totalidade de origem americana, em especial, do Brasil, do
Paraguai, do Uruguai e do norte da Argentina. Devido a sua importancia econdémica,
por oferecer excelente potencial forrageiro para a pecuaria, e frente a busca de
opcOes para essa atividade, tem-se buscado, cada vez mais, espécies que possam
suprir essa demanda e ao mesmo tempo oferecer ao produtor opcdes de forragens
de alto valor nutritivo, mais resistentes ao ataque de pragas e mais adaptadas as
condi¢Bes de diversos ecossistemas. Considerando que a Ameérica do Sul é tida
como o centro de origem da maioria das espécies de Paspalum e estd sendo uma
espécie nativa, apresenta menor risco ecolégico que aqueles possibilitados pelo
uso de plantas exéticas (Freitas et al., 1997).

Com a finalidade de explorar essas novas possibilidades, na década de
1980, o Centro Nacional de Recursos Genéticos da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Cenargen/Embrapa) iniciou a coleta de germoplasma de Paspalum.
Em 1992, o Cenargen tinha mais de 1500 acessos coletados, que foram
posteriormente distribuidos a varios centros de pesquisa do pais, entre estes a
Embrapa Pecuéaria Sudeste, localizada em S&o Carlos, Sdo Paulo, onde estédo
sendo avaliados, principalmente, os grupos Plicatula e Virgata, considerados os
mais bem adaptados a regido (Obeid e Pereira, 2010).

No género Paspalum, hd uma predominancia de acessos poliploides, sendo
que a poliploidia est4 frequentemente associada a apomixia e esta, no género
Paspalum, é do tipo pseudogamica (Dall’Agnol e Schifino-Wittmann, 2005), ou seja,
h& necessidade de gametas viaveis para a fertilizacdo do nucleo secundario do
saco embrionario para que ocorra o desenvolvimento do endosperma da semente.
Esse fato destaca a importancia da caracterizacdo citogenética para prover a
escolha de acessos para cruzamentos interespecificos e obtencdo de novas
variedades. No entanto, deve-se destacar que individuos tetrapléides podem
apresentar potencial para sexualidade e que individuos dipléides sdo sexuais e
auto-incompativeis. Logo, o0 conhecimento do numero cromossémico e
comportamento meibtico sdo essenciais para 0s pesquisadores escolherem o0s

parentais a serem utilizados nos cruzamentos (Pagliarini et al., 2001).



Paspalum atratum caracteriza-se como uma espécie que se destaca entre
as espeécies de interesse devido a tolerdncia a solos acidos, sombreamento,
resisténcia a cigarrinha-das-pastagens, capacidade de rebrotacdo apds a queima e
ainda por apresentar alto valor nutritivo (Obeid e Pereria, 2011). E uma espécie
nativa do Centro-Oeste brasileiro, com grande potencial forrageiro, alta
palatabilidade e boa producdo de sementes (Quarin et al., 1997). Atualmente, é
comercializada como cultivar no Brasil, como P. atratum cv. Pojuca — Capim Pojuca
(BRA-009610), cultivar desenvolvida pela Embrapa Cerrados (DF) e lancada em
2004. Nativo do Pantanal, o capim Pojuca ganhou este nome porque a palavra
"pojuca", em tupi-guarani, quer dizer area Umida, alagadica ou brejo (Embrapa,
2004; Hare et al., 2001a).

Frente as dificuldades encontradas nos programas de melhoramento e a
importancia econémica do género Paspalum, principalmente da espécie P. atratum,
o presente trabalho teve por objetivo analisar o comportamento meiético durante a
microsporogénese de 14 acessos desta espécie, que foram caracterizados quanto
ao numero de cromossomos, associacfes cromossdmicas e anomalias meidticas
como forma de pré-selecao para determinar os acessos viaveis para o programa de

melhoramento.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. As forrageiras no sistema de producao

O Brasil é o maior produtor mundial de carne bovina e a producao de leite
tem seguido no mesmo sentido, isso gracas a imensa area coberta por espécies
forrageiras (Barros et al., 2011). Segundo dados do IBGE (2012a), num
comparativo feito entre os anos de 1996/2006, o Brasil teve um ganho de
aproximadamente 12,1% em seu rebanho, sendo que a regido Norte (Rondonia,
Acre, Amazonas, Roraima, Para, Amapa e Tocantins) foi a que mais se destacou,
com um acréscimo de 81,4% no numero de cabecas de gado. Vale ressaltar que,
nas demais regibes, o aumento foi satisfatério: 10,9% na regido Nordeste
(Maranhéo, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas,
Sergipe e Bahia); 5,3% na regido Sudeste (Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de
Janeiro e Sdo Paulo); 10,9% na regido Sul (Parana, Santa Catarina e Rio Grande
do Sul); e 13,3% na regido Centro-Oeste (Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias
e Distrito Federal). Ainda segundo o IBGE (2012b), entre os anos de 1996 e 2006, o
Brasil aumentou em mais de um milhdo de toneladas a quantidade de carne
destinada exclusivamente a exportacdo, o que representa 17,8% de toda a
exportacdo da producdo brasileira de carne. Em um estudo mais atual, o IBGE
(2012c; 2012d) constatou que, entre os anos de 2009 e 2010, o Brasil obteve um
ganho de 2,1% em seu rebanho, o que representa aproximadamente 4.233.155
mais cabecas de gado em apenas um ano.

Devido a atividade pecuarista ser tdo distribuida por todo o territério
nacional e o Brasil ser possuidor de uma série de biomas diferenciados, €
imprescindivel a existéncia de espécies forrageiras, incluindo gramineas e
leguminosas que atendam as necessidades especificas de cada regido. Em
sistemas de exploracdo pecuaria baseados na utilizacdo de pastagens, a planta
forrageira assume papel primordial, uma vez que tanto a rentabilidade quanto a
sustentabilidade desses sistemas dependem da escolha da forrageira adequada.
Frente ao grande numero de espécies forrageiras disponiveis aos pecuaristas,
destacam-se o0s esforcos dos pesquisadores para distinguir suas principais

caracteristicas (Fonseca et al., 2011).



No Brasil, estima-se que haja cerca de 170 milhdes de hectares de
pastagens, sendo que 100 milhdes de pastagens cultivadas. Devido a importancia
da pecuaria para a economia brasileira, o cultivo de plantas forrageiras assume
papel relevante para a cadeia produtiva de carne e de leite (Fonseca et al., 2011).
O conhecimento das diversas caracteristicas de cada forrageira é de suma
importancia para sua correta utilizagcdo, no intuito de garantir produtividade e
perenidade das espécies, bem como lucratividade dos sistemas produtivos que as
utilizam.

Vale ressaltar que cada forrageira possui caracteristicas particulares,
resultado dos distintos meios dos quais evoluiram durante milhares de anos, o que
resultou numa grande diversidade no que diz respeito as caracteristicas
morfologicas e fisiolégicas e as exigéncias edafoclimaticas presentes nas

forrageiras (Fonseca et al., 2011).

2.2. O uso de espécies do género Paspalum como pastagens cultivadas

As forrageiras, tal qual conhecemos atualmente, resultaram do processo de
evolucdo conjunta entre planta (gramineas, leguminosas) e animais herbivoros,
onde a pressao de selecéo sobre as plantas consumidas sob pastejo contribuiu de
forma decisiva para sua evolucdo como planta forrageira. Este processo de
coevolucao entre animais e plantas foi responsavel pela selecdo de caracteristicas
forrageiras importantes, como o perfilhamento e a persisténcia da planta sob a acéo
do pastejo (Pereira et al., 2001).

No Brasil, as pesquisas com plantas forrageiras, impulsionadas com a
necessidade de se conhecer novas variedades mais produtivas tém demonstrado
resultados na identificagdo de géneros, espécies, cultivares e ecoétipos de plantas
forrageiras mais bem adaptadas as condicbes dos diferentes ecossistemas. Ha
pouco tempo, esta atividade se restringia a coletas e intercambios de germoplasma
exoticos, principalmente do continente africano (géneros Urochloa (syn. Brachiaria)
e Megathyrsus (syn. Panicum)), e pouca atencao foi dada aos géneros e espécies
nativas, tais como as pertencentes ao género Paspalum (Obeid e Pereira, 2011).

Contudo, ressalta-se a importancia de forrageiras do género Paspalum na

formacdo de pastagens cultivadas, como espécie nativa de nossos ecossistemas,



pois estas carregam consigo risco ecoldgico que quando utilizada uma espécie
exotica (Obeid e Pereira, 2011).

Valls (1986) afirma que o género Paspalum destaca-se entre as gramineas
brasileiras pelo grande nimero de espécies de bom potencial forrageiro e pela boa
capacidade de adaptacdo a acidez do solo, a desfolhacdo, ao fogo, ao frio e ao
alagamento. Pizarro e Carvalho (1992) afirmam que algumas espécies de
Paspalum apresentam grande potencial, ainda pouco explorado, para ocupar
importantes areas como as varzeas e baixadas mal drenadas. No género, destaca-
se a espécie P. atratum cv. Pojuca, que possui excelente producdo de forragem,
grande velocidade de estabelecimento e de rebrotacdo, boa aceitacdo pelos
bovinos e equinos, pequena exigéncia em fertilidade do solo, elevada producéo de
sementes, resisténcia ao fogo e média tolerancia ao frio, sendo pouco atacada por

pragas e doencas (Carvalho et al., 2000).

2.3. Caracteristicas morfolégicas do género Paspalum

Membro da tribo Paniceae, da subfamilia Panicoidae e familia Gramineae,
atual Poaceae (Parodi, 1961), o género Paspalum é de consideravel importancia
econOmica, visto que no Brasil dificilmente se encontra uma formagéo vegetal sem
que nela haja a presenca de espécies deste género, que muitas vezes é de carater
dominante e responsavel pela maior parte da forragem disponivel (Batista e
Regitano Neto, 2000).

O género Paspalum compreende aproximadamente 400 espécies, as quais
sdo quase em sua totalidade de origem americana, em especial o Brasil, Paraguai,
Uruguai e norte da Argentina. A maior parte das espécies conhecidas ocorre no
Brasil, as quais fazem parte das mais diferentes formacgdes vegetais e condi¢des
ecologicas. Sao conhecidas tanto espécies tipicamente hidrdéfilas, na Amazoénia, até
xerdfitas, nas regides Nordeste e no Centro-Oeste (Obeid e Pereira, 2011).

Segundo Chase (1929), o género Paspalum foi subdivido em 24 grupos
informais: Alterniflora, Brevia, Conjugata, Corcovadensia, Coryphea, Decumbentes,
Dilatata, Dissecta, Disticha, Fasciculata, Filiformia, Floridana, Laevia, Linearia,

Livida, Malacophylla, Notata, Orbiculata, Paniculata, Parviflora, Plicatula, Rupestria,



Steceae e Virgata, sendo os grupos Dilatata, Notata e Plicatula os de maior

interesse no que tange a utilizacdo como planta forrageira (Barros et al., 2011).

2.4. Paspalum atratum

Paspalum atratum ocorre na América Central e América do Sul. No Brasil, é
encontrado nos estados do Amapa, Distrito Federal, Goids, Maranhdo, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Roraima, Sado Paulo e Tocantins
(Oliveira, 2004).

Dentre as espécies do grupo Plicatula, P. atratum, uma espécie perene,
tetrapldide (2n = 4x = 40), de reproducdo apomitica, (sinonimia: P. atratum Swallen,
P. plicatulum var. Robustum Hack, Paspalum sp. aff. e P. plicatulum), destaca-se
entre as espécies de interesse agrondmico devido a tolerancia a solos &acidos,
sombreamento, resisténcia a cigarrinha-das-pastagens, capacidade de rebrotacdo

apos a queima e ainda por apresentar alto valor nutritivo (Obeid e Pereria, 2011).

Paspalum atratum € uma espécie nativa do Centro-Oeste brasileiro, com
grande potencial forrageiro, alta palatabilidade e boa producdo de sementes
(Quarin et al., 1997). O acesso BRA-009610 foi coletado pelo Dr. José Francisco
Montenegro Valls, em abril de 1986, em Terenos, Mato Grosso do Sul e pequenas
quantidades de semente foram subsequentemente distribuidas a institutos de

pesquisas no Brasil, Argentina, Colémbia, Flérida e Filipinas (HARE et al., 2001a).
Segundo Hare et al. (2001a), em novembro de 1994, a Ubon Ratchathani

University, na Tailandia, recebeu 100 gramas de sementes do acesso BRA-009610
do Dr. Werner Stur, de um projeto de melhoramento das Filipinas em conjunto com
CSIRO (Australia) e CIAT (Colémbia). Apos trés anos de avaliagdo no nordeste da
Tailandia, P. atratum foi considerado excelente e lancado como P. atratum cv.
Ubon, em 1997.

Ainda provindas desta mesma coleta feita por Dr. J. Valls foram
desenvolvidas cultivares na Argentina (Camba FCA) e Filipinas (Terenos). Uma
segunda coleta, também feita no Mato Grosso do Sul, pelo Sr Paul Rayman,
proporcionou o langamento, em 1995, da cultivar “Suerte”, nos Estados Unidos e,
posteriormente, a “Hi-Gane”, na Australia, e o “Pantaneiro”, no Brasil (Oliveira,
2004).



No Brasil, € comercializado como P. atratum cv. Pojuca — Capim Pojuca
(BRA-09610), cultivar desenvolvida pela Embrapa Cerrados (DF), lancada em 2004.
Nativo do Pantanal, o Pojuca ganhou este nome porque a palavra "pojuca”, em tupi-
guarani, quer dizer area umida, alagadica ou brejo (Embrapa, 2004; Hare et al.,
2001a).

Paspalum atratum foi amplamente estudado, tanto em relacdo a aspectos
citogenéticos como ao comportamento meiético, ao niumero cromossémico e ao
modo de reproducéo (Quarin et al., 1997; Takayama et al., 1998; Espinoza et al.,
2001; Adamowski et al.,2005), quanto sobre a capacidade de estabelecimento
(Hare et al., 2001b), efeito de corte e qualidade da forragem (Hare et al., 2001c);
efeito do nitrogénio na producdo de forragem (Hare et al., 1999); periodo de
florescimento e colheita de sementes da espécie (Hare et al.,, 2001d; Hare et al.,
2001e).

2.5. Colecao de germoplasma

Com a finalidade de explorar novas possibilidades para as pastagens
brasileiras, na década de 1980, o Centro Nacional de Recursos Genéticos da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Cenargen/Embrapa) iniciou a coleta
de germoplasma de Paspalum. Em 1992, o Cenargen/Embrapa tinha mais de 1500
acessos coletados de Paspalum, posteriormente distribuidos a varios centros de
pesquisa do pais, entre estes a Embrapa Pecuéaria Sudeste, localizada em Sao
Carlos, Séo Paulo (Takayama et al., 1998). Este Centro possui, atualmente, 310
acessos de 15 diferentes espécies de Paspalum, sendo avaliados com maior
énfase os grupos Plicatula e Virgata, considerados os mais bem adaptados a
regido. Destes acessos, cerca de 187 ja tiveram a andlise meidtica realizada.

O banco ativo de germoplasma de espécies do género Paspalum tem como
objetivo a preservacdo, a caracterizacdo e a avaliacdo de recursos genéticos ja
coletados, bem como estimular novas coletas e intercambio de germoplasma,
visando a preservar a sua integridade genética e colocé-los a disposicdo dos
melhoristas de plantas forrageiras, para serem utilizados na obtencdo de novas
cultivares mais produtivas e adaptadas aos diferentes ecossistemas (Obeid e
Pereira, 2011).



A procura de germoplasma de interesse entre as espécies nativas pode
trazer resultados no minimo equivalentes ao processo de introducdo de espécies
exoticas, sendo o Brasil um dos paises com maior diversidade genética disponivel
para a pesquisa e melhoramento das espécies do género Paspalum (Valls, 1987).
Uma vez estabelecida a colecdo de germoplasma, € necessario que sejam
realizados estudos para determinar sua caracterizacdo e avaliacdo. Este processo
permite a identificacdo de caracteres de interesse entre os acessos da colecéo.
Diferentes niveis de caracterizacdo sdo possiveis, entre eles a caracterizacao
agron6mica, bioquimica, molecular e citogenética (Pagliarini e Pozzobon, 2005).

Ainda de acordo com 0s mesmos autores, a caracterizacdo citogenética é
uma importante ferramenta para o entendimento do material a ser estudado e
deveria ser encarado como um pré-requisito e uma atividade basica na
caracterizacao das colecbes de germoplasma. Esta caracterizacdo pode envolver,
entre outros aspectos, a contagem do niumero de cromossomos, a determinacdo do
nivel de ploidia, 0 niumero basico de cromossomos, a avaliacdo do comportamento
meidtico e da fertilidade do pélen e a determinacdo da afinidade gendémica entre

acessos em hibridos interespecificos.

2.6. Aspectos citogenéticos e reprodutivos do género Paspalum

Segundo Obeid e Pereira (2011), muitos pesquisadores tém demonstrado
interesse em estudar o género Paspalum, que além de sua importancia ecolégica,
forrageira e ornamental, carregam uma extensa heterogeneidade interna: apomixia,
alopoliploidia, autopoliploidia e hibridagéo interespecifica. Quarin (1992) afirma que
foram estudados cerca de 15% das espécies deste género, no que diz respeitos a
aspectos citoldgicos, métodos de reproducdo e sistema de cruzamento. Estes
estudos demonstram que as espécies de Paspalum podem apresentar diversos
niveis de ploidia. Citotipos de Paspalum com 2n = 2x = 20 geralmente sédo sexuais,
alébgamos e auto-incompativeis, enquanto que citdtipos 3x, 4x, 5x, 6x, 8x, 7x, 10x ou
12x sdo apomiticos e autocompativeis. Vale destacar que é grande o numero de
diploides com conspecificos tetrapléides.

Normalmente, o género Paspalum, em sua forma hapldide, possui 0 nUmero
cromossémico em multiplos de 10, tendo como exceg¢fes na literatura as espécies

P. hexastachyum e P. almum, com x = 6 cromossomos (Burson, 1975), sendo o



nivel tetrapldide o mais frequente entre as espécies do género, cerca de 43,6%
(Quarin e Norrmann, 1987; Quarin, 1992; Pozzobon et al., 2008).

Outras excecOes foram descritas para o0 género por Pefialoza et al. (2008).
Estudos com células somaticas de diferentes espécies de Paspalum demonstraram
namero basico de cromossomos que foram de n = 9 para P. reduncum, n = 12 para
P. filgueirasii, n = 18 em P. ammodes a n = 24 para P. burmanii.

O processo de microspogénese é muito complexo, pois inumeros fatores,
genéticos ou ambientais comprometem a meiose e, com isso, a viabilidade do grédo
de podlen e, consequentemente, a producdo de sementes (Pagliarini e Pozzobon ,
2005).

Em geral, poliploides sdo apomiticos. A apomixia € a capacidade da planta
em formar sementes sem que ocorra a fecundacao. Setenta e cinco por cento das
espécies apomiticas estdo nas familias Gramineae (Poaceae), Asteraceae e
Rosaeae, sendo a apomixia de grande interesse para o melhoramento vegetal, pois
permite a planta fixar genomas, visto que os descendentes séo “copias” do genoma
materno (Dall’Agnol e Schifino-Wittmann, 2005).

Assim como em Brachiaria, no género Paspalum a apomixia € do tipo
pseudogamica, ou seja, ha a necessidade de gametas masculinos viaveis para a
fertilizacdo do ndcleo secundario do saco embrionario para que ocorra o
desenvolvimento do endosperma da semente, garantindo assim a producdo de
sementes viaveis ou “sementes cheias” (Valle e Savidan, 1996).

A partir do estudo da meiose, foi possivel a concepc¢do de alguns caminhos
da evolucdo do género Paspalum. Os polipléides podem ter sido originados a partir
de gametas 2n, visto que a auséncia de citocinese ap0s a primeira ou segunda
divisdo meiotica tem sido encontrada em muitos acessos. Diades com ndcleo de
restituicdo foram registradas entre os produtos da meiose. Em um acesso de P.
subciliatum, houve uma clara evidéncia de alopoliploidia (hibridacdo
interespecifica), com genomas exibindo ritmos diferentes na meiose. Na maioria
dos acessos tetraploides de Paspalum ja analisados, a baixa frequéncia de
associacfes cromossdémicas em diacinese sugere que eles sejam alopoliploides
segmentares. Os acessos hexaploides, com o pareamento cromossémico

predominantemente em bivalentes, sugerem que eles resultaram de hibridagcéo



seguida de duplicacdo cromossdmica para produzir um anfidipléide (PAGLIARINI et
al., 2009).

Por meio das associacfes cromossOmicas observadas em diacinese, €
possivel inferir sobre a origem do conjunto genémico analisado. Em tetrapléides,
por exemplo, a presengca de associagies tetravalentes em diacinese indica
autopoliploidia, enquanto que a auséncia ou baixa frequéncia deste tipo de

associacao sugere alopoliploidia (Freitas et al., 1997).

2.7. Comportamento mei6tico no género Paspalum

As anomalias meidticas mais comuns registradas em acessos dipléides e
polipldides de Paspalum foram aquelas relacionadas com a segregacdo
cromossOmica irregular em ambas as divisbes meibticas. Nos diploides, a
segregacdo irregular é geralmente causada por terminalizacdo precoce dos
quiasmas, enquanto em polipldides, além disso, a segregacao irregular de
cromossomos estda geralmente ligada as associacfes cromoss6micas multiplas,
devido a poliploidia. A migracdo precoce de cromossomos em metafase e
cromossomos retardatarios em anafase, geralmente, leva a formacdo de
microntcleos em tel6fases e tétrades. E importante destacar que, seja qual for o
destino dos micronucleos, o resultado genético serd a formacdo de gametas
desbalanceados, que culminard na esterilidade do grdo de podlen (Mehra e
Chaudhary, 1981; Burson, 1997; Adamowski et al., 1998; Adamowski et al., 2000;
Pagliarini et al., 2009; Podio et al., 2012; ).

Outras anormalidades meidticas causadas por supostas mutacdes em genes
gue controlam a microsporogénese também foram registradas em alguns acessos
de Paspalum. Em P. regnellii (Pagliarini et al., 1998), as analises realizadas com o
acesso BRA-019186 mostraram que as fibras do fuso se degeneraram ao final da
metafase |. A segregacdo cromossOmica ndo ocorreu e 0s bivalentes ficaram
espalhados aleatoriamente no citoplasma. Os bivalentes deram origem a
micronucleos em teléfase |, com uma grande variagdo no niumero e tamanho entre
as celulas. Com a auséncia da formacédo do fuso durante a meiose Il, metafase e
anafase Il ndo foram observadas. A segunda citocinese ocorreu em profase Il,
imediatamente apds a ocorréncia da primeira. O produto final da meiose foi

completamente anormal, com a predominancia de poliades com micrésporos de
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diferentes tamanhos, que resultaram em grdos de pdlen abortivos. Todos o0s
microsporocitos apresentaram essa anormalidade, o que causou esterilidade total.

Em um acesso brasileiro de Paspalum (BRA-01476), foi encontrada outra
anormalidade importante. Conforme Pagliarini et al. (2000), este acesso apresenta
aderéncia cromossémica, que se iniciou em metafase | e permaneceu até o estagio
de micrésporo. A aderéncia cromossdmica pode ser causada por fatores genéticos
ou ambientais e a impossibilidade de segregacdo cromossOmica, causada pela
aderéncia, provoca a formacdo de um unico ou de varios ndcleos picnoticos que
culminam na inteira degeneracéo da cromatina, causando a interrup¢cédo da meiose.
Neste acesso, 0s microsporécitos produziram graos de pélen inviaveis devido a
desintegracdo da cromatina dos nucleos picnéticos. Esta anormalidade também foi
descrita por Burson (1997) em Paspalum paucifolium e P. polyphyllum.

A auséncia ou falha na ocorréncia de citocinese € outra anormalidade que
culmina na formacdo de diades e triades, além de tétrades ao final da
microsporogénese. A presenca de diades indica falha na primeira citocinese,
enquanto a formacao de diades, triades e tétrades indica que a falha ocorreu na
segunda citocinese. A presenca desta anormalidade possibilita a formacéo de
gametas 2n, ou nado reduzidos (Pagliarini et al., 1999), assunto melhor discutido

posteriormente.

2.8. Melhoramento no género Paspalum

O melhoramento genético de forrageiras, principalmente de espécies
tropicais, ainda ndo atingiu o mesmo estagio de desenvolvimento obtido pelos
cereais. No melhoramento de plantas forrageiras, ha de se considerar a complexa
relacdo solo-planta-animal. Assim, o objetivo do melhoramento néo se restringe na
obtencdo de plantas mais produtivas, mas sim em conseguir maior eficiéncia na
transformacdo da mesma em producgao animal (Pereira et al., 2001).

No Brasil, a partir do ano de 1980, em decorréncia do processo de
intensificagcdo da producdo pecuaria, foram iniciados os primeiros programas de
melhoramento, sendo que o programa de melhoramento de Paspalum em
andamento encontra-se na Embrapa Pecuaria Sudeste (Pereira et al., 2001).

Devido a predominancia da poliploidia no género Paspalum, as cole¢cbes de

germoplasma do género sdo repletas de exemplares apomiticos. A apomixia do
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género Paspalum dificulta a recombinacédo genética. Por outro lado, a hibridizacao,
quando um dos genitores ndo € apomitico, pode permitir a obtencdo de
variabilidade e a selecéo de progénies elite com fixacdo dos caracteres na primeira
geracao de autofecundacao, em virtude da apomixia (Barros et al., 2011).

Para se realizar o cruzamento de genaétipos de Paspalum via hibridizacao é
necessario que existam acessos sexuais tetrapléides para serem cruzados com
acessos apomiticos com o mesmo nivel de ploidia, sendo possivel, assim, a
realizacdo de cruzamentos tanto intra como interespecificos.

Para se obter acessos poliploides sexuais tem-se utilizado a duplicagdo dos
cromossomos de acessos dipléides pelo uso de colchicina. Em Paspalum, esta
metodologia tem sido empregada desde a década de 60 (Forbes e Burton, 1961 a
b; Quarin e Hanna, 1980; Céaceres et al., 1999) até os dias atuais (Sartor et al.,
2009; Quesenberry et al., 2010). Assim, faz-se necessario identificar gendtipos
dipléides com caracteristicas de interesse e duplica-los com colchicina. ApGs este
processo, deve-se identificar, dentre individuos tetraploidizados, os sexuais que
podem ser usados como fémeas em cruzamentos com parentais apomiticos
tetrapléides naturais. Neste momento, deve-se tomar o cuidado na escolha dos
parentais masculinos apomiticos, pois, dentre os tetrapléides, ha uma enorme
variacdo na taxa de anormalidades meibticas decorrentes da poliploidia. Embora
apomiticos, os parentais masculinos devem apresentar alta fertilidade de pdlen para
gue haja a fertilizacdo do nucleo secundario do saco embrionario, garantindo o
perfeito desenvolvimento do endosperma da semente e a producéo de sementes e
vidveis. ApOGs o cruzamento entre uma fémea sexual tetrapldide com um macho
apomitico tetraploide o resultado esperado sera uma descendéncia sexual e
apomitica, segregando, aproximadamente, na proporcao 1:1 (Pereira et al., 2001)

A importancia da caracterizacdo citogenética na escolha de acessos para
cruzamentos interespecificos e obtencédo de novas variedades decorre do fato de
que, no género Paspalum, ha uma predominéncia de acessos polipléides, sendo
gue a poliploidia esta frequentemente associada com a apomixia. No entanto, deve-
se destacar que individuos tetraploides podem apresentar potencial para
sexualidade e que individuos dipléides sdo sexuais e auto-incompativeis. Logo, o

conhecimento do niumero cromossémico e comportamento meidtico sdo essenciais
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para 0s pesquisadores escolherem o0s parentais a serem utilizados nos
cruzamentos (Pagliarini et al., 2001).

Assim, o0 proposito do presente estudo é determinar o numero de
cromossomos de diferentes acessos de Paspalum atratum e avaliar seu
comportamento meiético, objetivando identificar acessos com potencial para serem
lancados como cultivares ou ainda serem utilizados em cruzamentos intra e

interespecificos.
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3. MATERIAIS E METODOS

Foram analisados 14 acessos de P. atratum, todos pertencentes a colecéo
de germoplasma do género, mantida sob condicbes de campo na Embrapa
Pecuéria Sudeste, localizada em S&o Carlos, S&o Paulo, Brasil. A excec¢do de um
acesso coletado no Paraguai, todos os demais foram coletados em diferentes

regides do Brasil (Quadro 1).

Quadro 1 — Lista de acessos de P. atratum analisados, contendo codigo do acesso
no banco de germoplasma (BRA), local de coleta (cidade, estado ou pais) e suas
respectivas coordenadas geograficas (latitude, longitude e altitude)

Caodigo do acesso

(BRA) Local de coleta Latitude Longitude Altitude
BRA-003638 Goiatuba (GO) 18°01'S 49°18'W 590
BRA-009407 Porto Velho (RO) 08°46’S 63°54'W 120
BRA-009415 Caceres (MT) 16°06'S 57°51'W 290
BRA-009431 Nobres (MT) 14°44’S 56°16'W 260
BRA-009661 Aquidauana (MS) 20°22'S 55°59'W 180
BRA-009687 Bella Vista (PGY) 22°23'S 56°20'W 200
BRA-011681 Campo Belo do Sul (SC) 27°54’S 59°62’'W 960
BRA-022934 Paranaiba (MS) 19°34'S 51°14'W 420
BRA-023019 Inocéncia (MS) 19°57'S 52°13'W 430
BRA-023299 Anastacio (MS) 20°25’S 56°03'W -
BRA-023329 Anastacio (MS) 20°25’S 56°03'W -
BRA-023353 Anastacio (MS) 20°34'S 55°51'W 240
BRA-023442 Aral Moreira (MS) 22°39'S 55°37'W 650
BRA-023612 Dourados (MS) 22°17'S 54°49'W 390

Inflorescéncias ainda envoltas pela folha bandeira foram coletadas e fixadas
em Carnoy (3 alcool etilico:1 acido acético), por 24 horas, e depois transferidas para
alcool 70% e armazenadas sob refrigeracdo até o momento do uso.

Os microsporécitos foram preparados por esmagamento e corados com
carmim propiénico a 1%. O numero de cromossomos e as associacdes
cromossOmicas foram determinados em 30 meiécitos em diacinese.

O comportamento meidtico foi determinado em um ndmero de

microsporaocitos superior a 700 em cada acesso sob microscopia de luz, com
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excegao do acesso BRA-11681, no qual as inflorescéncias se encontravam muito
maduras. As imagens dos meidcitos foram capturadas em microscépio Olympus CX
31 com camera acoplada SC 30, por meio do software AnalySIS getlT, com

aumento de 400 vezes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Numero de cromossomos, nivel de ploidia e associacdes cromossémicas.

Os acessos de P. atratum analisados apresentaram-se tetraploides (2n =
4x = 40) (Figura 1), o que confirma o numero de cromossomos e nivel de ploidia
descritos para a espécie por Quarin et al. (1997), Freitas et al. (1997), Takayama et
al. (1998), Espinosa et al. (2001) e Adamowski et al. (2005).
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Figura 1 - Meiécitos de acessos de P. atratum em diacinese com numero
cromossémico 2n = 4x = 40. a) Meiocito com associagcdo cromossémica em 20
bivalentes. b) Mei6cito com 19 bivalentes e um par de univalentes (cabeca de seta).
c) Meibcito com um par de univalentes (cabeca de seta), 17 bivalentes e um
tetravalente (seta). d) Meidcito com 7 univalentes, 9 bivalentes, um trivalente (seta
pontilhada) e trés tetravalentes (setas). e) Meidcito com um par de univalentes
(cabecas de seta), oito bivalentes e cinco tetravalentes (setas). f) Meidcito com seis
bivalentes e sete tetravalentes (setas).

Conforme apresentado na Figura 1 e Quadro 2, as associacdes encontradas
em diacinese nos acessos analisados, mantiveram-se entre uni a tetravalentes,
configuracdes tipicas de tetrapldides. As excec¢des foram os acessos BRA-023019 e
BRA-023612. No acesso BRA-023019, além de uni, bi, tri e tetravalente, foram
encontradas configuracdes em hexavalente, octavalente e decavalente. No acesso

BRA-023612, aléem das configuracdes tipicas de tetrapldides, foram observadas,
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também, configuragcbes em penta, hexa, hepta, octa, deca e undecavalente. Estes
dois acessos serdo discutidos posteriormente, pois estas associa¢des indicam a
ocorréncia de translocacao heterozigética.

A partir da analise do pareamento cromossémico, é possivel tracar alguns
caminhos sobre a origem da tetraploidia. Segundo Stebbins (1971), um tetrapléide
pode originar de duas formas: por duplicacdo do seu préprio genoma
(autopoliploidia), ou por hibridizacéo interespecifica (alopoliploidia). H4 ainda uma
terceira categoria que, conforme Schifino-Wittmann (2004) e Stebbins (1971, 1947),
sdo denominados poliploides segmentares, resultantes de hibridizacdo de espécies
proximas o suficiente para apresentarem certa homeologia cromossémica.

Em principio, a frequéncia de multivalentes € a base para se chegar a
conclusdes sobre a relacdo entre diferentes genomas. No entanto, o pareamento
em polipldides pode ser afetado por fatores que reduzem ou induzem a formacgéo
de multivalentes, independente da afinidade. Estes fatores incluem, por exemplo,
namero e posi¢des de pontos de iniciacdo de pareamento e suas interferéncias na
formacdo de quiasmas. A manutencdo de multivalentes depende da formacao de
quiasmas (Sybenga, 1994).

Conforme Adamowski et al. (2000), a baixa frequéncia de quadrivalentes,
em tetraploides sugere alopoliploidia segmentar. No entanto, para a espécie P.
atratum, Quarin et al. (1997), apesar de reafirmarem que a presenca de
qguadrivalentes pode ser um indicativo de alopoliploidia segmentar, ressaltam que
um quadrivalente pode ser resultado da ocorréncia de translocacdo, ou ainda,
resultado do processo de diploidizacdo (Sybenga, 1996). Vale ressaltar que
autopoliploidizacdo também ja foi sugerida para a origem de espécies tetraploides
apomiticas do género Paspalum por Norrmann et al. (1989). O processo de
diploidizacdo, segundo Schifino-Wittmann (2004) e Stebbins (1971), caracteriza-se
pela tendéncia do poliploide se comportar como diploide, tanto no pareamento
cromossémico como na heranca.

Vale destacar que a idéia tradicional de que, apds o evento de
poliploidizacdo, a populagdo ou nova espécie teria se expandido e colonizado
novos espacos (Schifino-Wittmann, 2004) foi descartada, apos estudos feitos por
Soltis e Soltis, (1995, 1999), os quais afirmam que a origem dos polipléides pode

ser variada, ocorrendo de forma recorrente e com ancestrais variados.
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Quadro 2 - Associacdes cromossdmicas observadas na diacinese nos acessos de
P. atratum analisados e média de associacdes por ceélula (algarismos romanos
expressam a configuracdo cromossémica em diacinese; I-uni, Il-bi, IlI-tri e V-
quadrivalentes e a variagcdo destes da menor e maior quantidade encontrados)

Associacdo Cromossdémica

Variacdo Média por Célula
Caédigo 2n
| Il Il \ | Il 1 v
BRA-003638 40 - (18-20) - (0-1) - (19,97) - (0,07)
BRA-009407 40 (0-8)  (15-20)  (0-1) (0-1) (2,03) (17,97) (0,17)  (0,03)
BRA-009415 40 - (16-20) - (0-2) - (19,73) - (0,13)
BRA-009431 40  (0-2)  (8-20) - (0-7) (0,07) (18,30) - (0,83)
BRA-009661 40 (0-2)  (16-20) - (0-2) (0,07) (19,50) - (0,23)
BRA-009687 40  (0-10) (11-20)  (0-1) (0-3) (0,53) (17,80)  (0,07)  (0,08)
BRA-011681 40 - (16-20) - (0-2) - (17,33) - (1,33)
BRA-022934 40  (0-4)  (16-20)  (0-1) (0-2) (0,50) (18,50) (0,17)  (0,47)
BRA-023299 40 (0-8) (8-20) (0-1) (0-4) (1,20) (17,53) (0,07)  (0,97)
BRA-023329 40 - (12-20) - (0-4) - (16,93) - (15,33)
BRA-023353 40  (0-1)  (14-20) - (0-3) (0,07) (18,70) - (0,93)
BRA-023442 40 - (8-20) - (0-6) - (17,53) - (1,23)

4.2. Comportamento meiético

4.2.1. Segregagéo irregular de cromossomos

O Quadro 3 mostra os resultados encontrados na analise do comportamento
meibtico dos acessos de P. atratum. O acesso BRA-009687 destacou-se entre 0s
demais por apresentar alto indice de anormalidades, principalmente no que tange o
produto final da meiose.

Com excecdo do acesso BRA-009687, que possui alto indice de
anormalidades meidticas, dos acessos BRA-023019 e BRA-023612, que possuem
indicios da ocorréncia de translocag¢do e do acesso BRA-023353, que possui falha
na segunda citocinese, todos o0s demais, mesmo apresentando algumas
anormalidades durante a meiose, demonstraram regularidade (Figura 2) e sucesso
na formacédo do produto final (Figura 2i). Além disso, conforme Quadro 3, o indice

de anormalidades no produto final (tétrade de micrésporos) foi baixo.
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Quadro 3 - Numero de células analisadas e percentagem de células com
anormalidades meidticas em cada fase da meiose para os 14 acessos de P.
atratum. (MIl: Metéfase |, Al: Anafase |, Tl: Teléfase I, Pll: Préfase I, MIl: Metafase
I, All: Anafase Il, TII: Tel6fase I1)

Total N° células analisadas / (% células anormais)
otal

de Fases da meiose
Acesso 2n  células
Al TI Pl M Il All T Tétrade. Triade. Diade
BRA-003638 40 797 150 13 111 130 136 5 114 108

(18,00) (53,85) (13,51) (6,92) (26,48) (60,000 (12,28) (18,52)

BRA-009407 40 911 185 7 138 126 149 13 148 145
(16,76) (57,14) (15,94) (8,73) (30,87) (53,85) (7,43)  (6,20)

BRA-009415 40 955 225 30 137 143 108 2 120 160
(12,44) (16,67) (5,84) (7,70) (555) (0,00) (500) (3,12

BRA-009431 40 948 179 7 134 140 125 7 191 135
(10,05) (71,43) (0,75) (0,00) (0,00) (0,00) (3,14)  (0,00)

BRA-009661 40 800 135 7 108 139 118 7 140 116
(17,78) (71,43) (2,78) (9,35) (6,78) (28,57) (11,43) (18,10)

BRA-009687 40 809 130 23 141 110 120 5 115 135
(38,46) (82,60) (68,08) (72,73) (75,00) (100,00) (56,52) (77.78)

BRA-011681 40 426 54 13 33 11 63 9 129 111
(3,70) (23,07) (15,15) (0,00) (22.22) (22,22) (6,98)  (9,90)

BRA-022934 40 934 126 30 115 118 108 8 112 287
(11,11) (33,33) (8,70) (3,40) (1,85) (12,50) (0,00)  (0,70)

BRA-023019 40 2001 236 29 116 184 126 11 140 1091
(6,36) (17,24) (6,03) (0,54) (1,60) (0,000 (0,71)  (1,62)

BRA-023299 40 765 125 12 110 125 117 2 108 136
(24,00) (75,00) (22,73) (0,00) (21,37) (100,00) (12,03) (19,12)

BRA-023329 40 716 130 6 116 110 108 3 108 105
(15,40) (66,67) (0,86) (0,00) (21,30) (33,33) (2,78)  (0,00)-

BRA-023353 40 1418 196 29 161 164 110 7 108 425 18 170
(40,82) (51,72) (50,31) (37,80) (63,64) (71,43) (44,45) (4588)  (556) (61,76)

BRA-023442 40 829 131 3 105 100 150 6 133 171
(0,76) (33,33) (0,000 (0,00) (2,00) (16,67) (3,90)  (0,58)

BRA-023612 40 1367 465 28 116 131 165 9 108 315
(4,30) (7,14) (0,86) (0,76) (0,00) (0,00) (0,00)  (0,00)-
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A andlise citologica dos acessos demonstrou comportamento tipico de
polipldides (Figura 3), os quais apresentaram as anormalidades: migracdo precoce
de cromossomos em metafase | (Figura 3a) e Il (Figura 3f e 3g) e cromossomos
retardatarios em anafase | (Figura 3b e 3c) e Il, que geralmente levaram a formacao
de microndcleos em teléfases (Figura 3d e 3h), préfase Il (Figura 3e) e tétrades
(Figura 3i). E importante destacar que, seja qual for o destino dos microntcleos,
permanecendo como micronucleos nos microsporos da tétrade ou isolando-se
como micrécitos, o0 resultado genético sera a formacdo de gametas
desbalanceados, que culminara na esterilidade do grdo de polen (Pagliarini et al.,
2009).
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Figura 2 — Meiose normal em acessos de P. atratum. a) Metafase |. b) Metéfase I. c)
Anéfase |. d) Tel6fase I. e) Préfase Il, f) Metafase Il. g) Anafase Il. h) Teléfase 1. i)
Tétrade de micrésporos.
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Os acessos BRA-009431 e BRA-023329 ndao demonstraram nenhuma
anormalidade nos micrésporos analisados, enquanto os acessos BRA-009407,
BRA-009415, BRA-011681, BRA-022934 e BRA-023442 apresentaram menos de
10% de anormalidades. Ja nos acessos BRA-003638, BRA-009661 e BRA-023299,
foram detectadas em torno de 19% de anormalidades, o que é tido como dentro de
uma condicdo satisfatéria, pois um acesso requer cuidado para utilizacdo nos
programas de melhoramento ou lancamento de cultivar quando estas
anormalidades atingem mais de 30% dos micrésporos, visto que acima deste indice
ocorrerdo dificuldades na manutencdo do cultivo, pois a espécie tera problemas na
producdo de sementes.
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Figura 3 - Anormalidades meidticas em acessos tetraploides de P. atratum. a)
Metafase | com ascensdo precoce (seta). b e ¢) Anafase | com cromossomos
retardatarios (seta). d) Teldfase | com micronucleo (seta). e) Profase Il com
micronucleos (setas). f e g) Metafase Il com ascenséo precoce (setas). h) Tel6fase
Il com micronucleos (setas). i) Tétrade com micronucleo (setas).
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Destaca-se que o P. atratum é considerado um excelente produtor de
sementes, além disso, ainda ndo foi estabelecida a relacdo exata entre
anormalidades no grdo de pdlen e a eficacia deste na fertilizacdo do nucleo
secundario do saco embrionario para a formacdo do endosperma da semente,
sendo esta a Unica participacdo do gameta masculino na reproducéo de espécies
apomiticas pseudogamicas, como no caso de gramineas do género Brachiaria e

Paspalum (Veilleux, 1985).

4.2.2. Gametas nao reduzidos

Como é possivel visualizar no Quadro 3, o acesso de P. atratum BRA-
023353 apresentou com produto final de meiose, além de tétrades, diades e triades
(Figura 4).

A andlise meidtica possibilitou observar todas as fases da meiose que
apresentaram anormalidades tipicas de poliploides. No entanto, ao chegar em
telofase Il, notou-se que o produto final da meiose variou entre diades, triades e
tétrades. Diades e triades sdo produtos caracteristicos da auséncia ou falha na
primeira e/ou segunda citocinese.

A divisdo meidtica é caracterizada como um complexo fenbmeno que
culmina na formacdo de gametas com numero de cromossomos reduzidos a
metade. Muitas pesquisas jA comprovaram que a meiose € geneticamente
controlada e que alguns mutantes meidticos podem comprometer seu resultado
final. Dentre esses mutantes, hd um que compromete a citocinese, que é a divisao
do citoplasma, que € esperada que ocorra duas vezes durante a meiose, uma ao
final da tel6fase | e outra ao final da telofase Il (Singh, 2003).

A ocorréncia de falha ou auséncia na citocinese em gramineas nado é
considerada um fendmeno raro. Em Brachiaria, mutantes meiéticos relacionados a
citocinese foram descritos por Risso-Pascotto et al. (2003), Utsunomiya et al.
(2005), Boldrini et al. (2006), Adamowski et al. (2007) e Gallo et al. (2007). No
género Paspalum, estudos do comportamento meiético de espécies deste género,
desenvolvidos por Pagliarini et al. (1999) demonstraram que a falha de citocinese
ocorre com certa frequéncia, sendo mais comum na segunda divisdo da meiose.

A auséncia de citocinese pode resultar na formagdo de gametas 2n (néo

reduzidos), os quais possuem grande papel na evolucdo (Mendes-Bonato et al.,
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2002). E consenso entre pesquisadores de que os poliploides naturais surgiram
pela unido de gametas nao reduzidos (Harlan & De Wet, 1975; Hermsen, 1984;
Veilleux, 1985; Bretagnolle e Thompson, 1995; Briggs e Schemske, 1998; Carputo
et al., 2003).
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Figura 4 — Produto final do acesso de P. atratum BRA-023353. a) Triade de
microsporos. b) Diade e tétrade. c) Tétrade. d) Triades e diade.

Quando balanceados, os gametas 2n tém grande importancia no
melhoramento, podendo ser utilizados de duas formas: na poliploidizagéo sexual
e/ou para transferéncia de genes desejaveis de espécies dipldides para cultivares
polipldides (Schifino-Wittmann, 2004).

Segundo Yan et al. (1997), é possivel calcular a freqiiéncia de gametas néao
reduzidos pela observacdo do numero de diades (D), triades (Tr) e tétrades (T), ao
final da microsporogénese: GNR = (2D+Tr) / (2D+3Tr+4T), onde o numerador

(2D+Tr) representa o numero total de gametas 2n, ou seja, uma diade corresponde
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a dois gametas néo reduzidos e uma triade a um, respectivamente. O denominador
representa o numero total de gametas observados.

Aplicando-se esta formula nos dados obtidos para o acesso BRA-023353,
tem-se o indice de 17% de frequéncia de gametas n&do reduzidos, valor
consideravel, frente a sua importancia para o melhoramento. No entanto, cerca de
60% dos microsporos apresentaram um alto indice de anormalidades, como a
presenca de micronucleos (Quadro 3).

Destaca-se que estes dados provém de uma Unica analise e que, conforme
Carputo et al. (2003), a variacdo na frequiéncia do surgimento de gametas 2n pode
ser atribuida a alguns fatores, como o grau de penetrancia e expressividade dos
alelos mutantes responsaveis pela producdo desses gametas e também a fatores
ambientais. Conforme Simioni (2004), variacdes na temperatura, estresse hidrico e
nutricional podem afetar a producdo de gametas ndo reduzidos. Assim, novas
andlises sdo necessarias para tracar melhor o perfil citogenético deste acesso, de
modo a determinar com maior precisdo se a formacdo de gametas 2n (nao
reduzidos) possui origem genética ou ambiental e avaliar as anormalidades

presentes nesses gametas.

4.2.3. Translocacao

Os acessos de P. atratum BRA-023019 e BRA-023612 apresentaram
pareamento cromossOmico atipico em diacinese, ou seja, ndo seguiram as
associacbes esperadas para o0 nivel tetrapléide (bivalentes, trivalentes e
tetravalentes). Apresentaram associacfes cromossdmicas multiplas, caracteristicas
da ocorréncia de translocacao (Figura 5).

As translocagdes séo resultados da troca reciproca (ou ndo) de segmentos
terminais de cromossomos ndo homologos (Singh, 2003). Esse tipo de rearranjo
cromossOmico foi observado pela primeira vez por Gates (1908) em Oenothera
rubrinervis, onde mais de dois cromossomos se uniram para formar um anel.

Segundo Sybenga (1972), as translocacdes sdo classificadas em duas
categorias: (1) translocacao reciproca (também chamadas de intercambios), que
ocorre quando dois cromossomos trocam simetricamente um segmento, sendo uma
quebra em cada cromossomo suficiente quando o segmento € terminal, situacao

mais comum; (2) translocacdo intersticial, que exige duas quebras em um
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cromossomo ou brago cromossémimco e uma em outro, seguido por deslocamento
do segmento entre as duas quebras do primeiro, para o intervalo da quebra do
segundo. Nesse caso, € necessaria que ocorram trés quebras, seguido da unido
desses segmentos, combinado com uma interacdo entre essas lesdes, que muitas
vezes nao € percebida. Este tipo de translocacao €, portanto, muito rara e de dificil
indentificacdo, se comparada ao tipo “reciproca”, facilmente reconhecida na
meiose. Para Guerra (1988), ha ainda a classifcacdo em translocacdo simples, que
ocorre quando apenas um segmento é translocado de um cromossomo a outro.

Em plantas, Belling e Blakeslee (1926) elaboraram uma hipGtese de
intercambio segmentar no pareamento cromossémico estudado em Oenothera e
sugeriram que a formacdo de um circulo é devido a translocacdo reciproca. Um
intercambio heterozigdtico pode ser identificado citologicamente, por esterilidade
parcial do polen ou sementes, ou por testes genéticos.

Conforme Sybenga (1972), com base na configuragdo cromossomica do
paquiteno, em forma de “cruz’, o numero de quiasmas determina a forma das
configuracbes que irdo permanecer até a diacinese e metafase |. A probabilidade
de um ou mais quiasmas serem formados num certo segmento depende de alguns
fatores, tais com o tamanho do segmento, o nivel de troca e caracteristicas préprias
do segmento, de acordo com a espécie. A probabilidade dos segmentos
permanecerem ligados até a metafase | determina a frequéncia das diferentes
configuracbes, que permite estimar se cada segmento possui um ou mais
quiasmas. Para uma Unica translocacdo, quiasmas em todos 0s segmentos
resultam numa figura de “oito”. Isto requer quiasmas nos segmentos intersticiais, o
gue tende a ser raro. O mais comum € a presenca de anéis quadrivalentes, seguido
da frequéncia de cadeias quadrivalentes, que indica a ocorréncia de uma
translocacdo. Um anel com seis cromossomos indica que um mesmo Cromossomo
esta envolvido em duas translocacfes (Swanson, 1981).

A ocorréncia de translocacdo causa uma redistribuicdo de material genético
entre os cromossomos. Entretanto, apds a separacdo dos homologos, na meiose,
metade dos gametas sera nao-balanceada, contendo dele¢bes e duplicacdes. Além
disso, a ocorréncia de translocacbes pode afetar a expressdo de genes contidos
nos segmentos envolvidos (Guerra, 1988; Singh, 2003). Em espécies diplbéides de

plantas, translocacdes heterozigoticas geralmente apresentam aproximadamente
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50% de esterilidade do pdélen. Em cruzamentos entre Glycine max X G. soja,
estudados por Singh e Hymowitz (1988), a fertilidade do poélen variou de 49,2 a
53,3%. Pesquisas com gramineas, como o milho, realizada por Peirozzi (1984),
demonstraram que, quando ha translocacdo, a viabilidade do grédo de pdlen
também apresenta cerca de 50% de esterilidade, podendo variar para mais ou para
menos.

No entanto, Sybenga (1972, 1975) e Singh (2003) destacam que em
polipldides, intercambios heterozigdticos ndo seguem essa proporcdo proxima de
50% de esterilidade para o grao de pélen ou semente, mesmo que o0s pais difiram
por duas translocacdes. Plantas tetrapldides de algodao (Brown, 1980), hexaploides
de trigo (Baker e Mcintosh, 1966) e hexapléides de aveia (Singh e Kolb, 1991)
foram extensivamente estudados. Em hexapléides de aveia, a fertilidade do pdlen
em hibridos F; variou de 91,6 a 99,7% e nos pais a variacdo foi de 94,1 a 95,5%.
Estes resultados sugerem que esporos polipldides translocados masculinos e
femininos sé@o tdo competitivos como os normais (SINGH, 2003).

Nas configuracdes encontradas nos acessos de P. atratum BRA-023019 e
BRA-023612, foram observadas cadeias, anéis e anéis alternados, caracterizando a
ocorréncia de translocacdes. Em se tratando de poliploides, tetravalentes (2n = 4x =
40), considerar-se-a4 que, enquanto um anel ou cadeia de quatro cromossomos é
observado para uma translocacdo em dipléides, no material analisado sendo este
tetraploide, sera esperado observar cerca de oito cromossos associados. Para duas
translocacdes, em diploides, ocorre associacdo em cadeia ou anel, com 6
cromossomos; em tetrapléides, espera-se cerca de 12 cromossomos associados.

A ocorréncia de translocacbes nestes dois acessos requer mais estudos,
tanto a fim de melhor comprova-la, quanto para identificar suas consequéncias
numa planta apomitica, para saber quais os efeitos causados no grao de polen, se
este sera mesmo inviavel para fecundar o nucleo secundario e promover a
formacdo de uma semente cheia ou se, neste caso, essa alteracdo nédo trara
nenhum dano a planta. Na metéfase |, as translocagfes foram ainda identificadas
(Figua 6a, b, ¢ e d). As demais fases da meiose apresentaram poucas
anormalidades, tipicas de poliploides (Figura 6). Além disso, conforme Sybenga
(1972), as translocagbes podem ocorrer devido a influéncias ambientais. Os

acessos envolvidos foram coletados no Estado do Mato Grosso do Sul e sao
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mantidos no banco de germoplasma em Sao Carlos-SP, os quais ndo se adaptaram

as condicbes edafoclimaticas da regido. Se comprovados estes rearranjos

cromossOmicos, estes dois acessos nao seriam uma boa opcéo para utilizacdo em

cruzamentos do programa de melhoramento e nem mesmo para dar origem a

novas cultivares por selecéo direta.
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Figura 5 — Meiocitos em diacinese dos acessos translocados de P. atratum BRA-
023019 e BRA-023612. a) Associacdo em anel hexavalente. b e c¢) Anel
octavalente. d) Configuracdo alternada de octavalente. e) Cadeia octavalente. f)
Anel pentavalente e cadeia decavalente. g) Cadeias octavalentes. h) Cadeia

decavalente.

i) Cadeia undecavalente.
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Figura 6 — Fases da meiose dos acessos de P. atratum, BRA-023019 e BRA-
023612. a, b, c e d) Metafase | com associacdo cromossdmica multipla (setas). e, e
f) Anéfase | normal. g) Tel6fase | normal. h) Tel6fase | com tetravalente retardatério.
[) Metafase Il normal. j) Anafase Il normal. k) Telofase Il com micronucleo (seta). I)

Tétrade de micrésporos.
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4.3. Consideragdes finais

Paspalum atratum é uma espécie de grande valor agronémico, tanto
nacional como internacionalmente e suas caracteristicas podem ser combinadas
por meio de hibridizac&o intra ou interespecificas nos programas de melhoramento
para obtencéo de novas cultivares.

Dentre os acessos analisados, com exce¢ao dos acessos BRA-009687,
BRA-023353, BRA-023019 e BRA-023612, todos se mostraram meioticamente
confiaveis para serem utilizados em cruzamentos intra e interespecificos, visto que
as anormalidades encontradas sao tipicas de polipldides/tetrapldides e nao
comprometeram o resultado final da meiose em indices preocupantes.

O acesso BRA-009687 ndo é uma boa indicacdo aos programas de
melhoramento, pois possui muitas anormalidades meidticas, que comprometem
cerca de 75% dos microsporos produzidos.

O acesso BRA-023353, que possui como produto final diades, triades além
de tétrades, pode ser utilizado para poliploidizacdo e transferéncia de genes de
interesse nos programas de melhoramento.

Os acessos BRA-023019 e BRA-023612 inspiram cuidados em sua
utilizacdo, pois é necessario investigacdes sobre os efeitos que as translocactes
podem causar e se esta alteragdo tem origem genética ou ocorreram por influéncia
ambiental.

Os quatro acessos de P. atratum destacados requerem mais estudos sobre
suas anormalidades a fim de garantir a veracidade dos dados quanto ao produto
final da meiose.

Em alguns casos, como nos acessos BRA-009431 e BRA-023329,
nenhuma anormalidade meidtica foi detectada, enquanto os acessos BRA-003638,
BRA-009407, BRA-009415, BRA-009661, BRA-011681, BRA-022934, BRA-023299
e BRA-023442 apresentaram anormalidades tipicas de polipléides em baixa
frequéncia, sendo, portanto, candidatos ao lancamento direto de novas cultivares,
ou utilizados na hibridizacdo intra ou interespecificas nos programas de

melhoramento.
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5. CONCLUSOES

Apébs a analise citogenética realizada nos 14 acessos de P. atratum, pode-se
chegar a algumas conclusoes.

a) Todos os acessos sao tetrapldides (2n = 4x = 40) e apresentaram
nameros cromossdmicos multiplos de 10.

b) A gquantidade de anormalidades meidticas foi variavel, havendo alta
estabilidade meidtica na maioria deles.

c) As anormalidades meidticas, na maioria dos casos, foram decorrentes do
pareamento cromossOmico em tri e quadrivalentes.

d) Os acessos BRA-023019 e BRA-023612 possuem indicativo confiavel da
ocorréncia de translocacao.

e) O acesso BRA-0023353 ¢ fonte de formacdo de gametas ndo reduzidos.

f) O acesso BRA-009687 possui muitas anormalidades mei6ticas, sendo

considerado improprio para utilizacado nos programas de melhoramento.
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