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RESUMO

BALDISSERA, Joana Neres da Cruz, D.Sc. Universidade Estadual de Maringa,
dezembro de 2014. Avaliagdo do comportamento meidtico e da viabilidade
polinica em hibridos de Brachiaria decumbens resistentes a degrana.
Professora orientadora: Claudete Aparecida Mangolin. Professores conselheiros:
Andrea Beatriz Mendes Bonato, André Luis Laforga Vanzela, Cacilda Borges do
Valle e Satiko Nanya.

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar os hibridos de Brachiaria decumbens com
resisténcia a degrana natural e selecionar 0s que apresentaram maior porcentagem
de pdlen viavel e melhor desempenho na microsporogénese, para serem utilizados
no programa de melhoramento da Embrapa Gado de Corte. A diversidade genética
no género Brachiaria é restrita e, portanto, cruzamentos intra e interespecificos séo
realizados para gerar variabilidade. Acessos de B. decumbens foram cruzados e, na
geracdo F;, os hibridos resistentes a degrana natural foram selecionados.
AvaliacGes citogenéticas foram realizadas para identificar as anormalidades
meidticas que podem interferir na viabilidade do pdlen e, consequentemente, na
producdo de sementes. Para os estudos meidticos, inflorescéncias jovens foram
coletadas de 27 hibridos, fixadas em uma solucdo preparada com 6 partes de
etanol, 3 partes de cloroférmio e duas partes de acido propidnico por 24 horas e
armazenadas em alcool 70%, sob refrigeracdo. Os microsporocitos e os graos de
polen foram preparados utilizando a técnica de esmagamento e coloracdo com
carmim propibénico a 1% e observadas sob microscopia de luz. Para cada hibrido,
foram analisadas 100 células em cada fase da meiose, compreendidas entre a
diacinese e a tétrade. As associacfes cromossémicas foram analisadas na diacinese
e a contagem do numero de cromossomos em anafase I. O comportamento
cromossémico foi analisado em metafase | até a tétrade. As porcentagens de
irregularidades observadas foram relacionadas com a segregacao irregular dos
cromossomos, formacdo de micronucleos, microcitos e poliades. As porcentagens
de tétrades anormais e dos gréos de polens inviaveis foram submetidas a analise de
variancia, utilizando o programa SAS 9.2. Apds, foi realizado o teste de Scott Knott,
ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa Genes. Todos os 27 hibridos
analisados sao tetraploides (2n=4x=36). A frequéncia de anormalidades na meiose

variou de 7% a 100% entre as fases e os hibridos. O comportamento dos
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cromossomos durante a meiose caracterizou assincronia do genoma. No produto
final da meiose, as principais irregularidades encontradas foram micronucleos,
micrécitos e poliades. A alta frequéncia de irregularidades na segregacdo dos
cromossomos afetou a viabilidade do podlen. Quinze dos 27 hibridos avaliados
apresentaram viabilidade abaixo de 32%. Entre os 27 hibridos intraespecificos, os
hibridos apomiticos, que podem ser mantidos no processo de desenvolvimento de
novas cultivares e também serem utilizados como doadores de pdlen, foram R158,
R169 e R184. Os hibridos sexuais mais promissores, que podem ser aproveitados
em novos cruzamentos como receptores de pélen, foram R161, R163, R165, R167,
R181, R193, S47, Y21 e Z9.

Palavras-chave: Meiose; melhoramento; gramineas forrageiras.
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ABSTRACT

BALDISSERA, Joana Neres da Cruz, D.Sc. Universidade Estadual de Maring4, May, 2014.
Evaluation of meiotic behavior and pollen viability in hybrids of Brachiaria decumbens
resistant to shattering Adviser: Claudete Aparecida Mangolin. Committee Members:
Andréa Beatriz Mendes Bonato, André Luis Laforga Vanzela, Cacilda Borges do Valle e
Satiko Nanya.

The objective of this research was to select hybrids with better performance in
microsporogenesis and with lower percentage of unviable pollen to be used in the
forage improvement programs of Embrapa Beef Cattle. The genetic diversity in the
genus Brachiaria is restricted and intra- and interspecific crosses are being
performed to create variability. Accessions of B. decumbens were crossed and in the
F1 generation hybrids that retained seeds in the inflorescence were selected.
Cytogenetic evaluations were then performed to identify meiotic abnormalities which
could be detrimental to pollen viability and consequently to seed production. For the
meiotic studies, young inflorescences were collected from twenty seven intraspecific
hybrids, fixed in a mixture of 6 ethanol: 3 chloroform: 2 propionic acid for 24 h and
stored under refrigeration. The microsporocytes and the pollen grains were prepared
by smear and staining with 1% propionic carmine and analyzed under light
microscopy. For each hybrid, 100 cells in each phase of meiosis, between diakinesis
and tetrad stages were analyzed. Chromosomal associations were analyzed in
diakinesis and the counting of chromosome number in anaphase I. The chromosome
behavior was analyzed in from metaphase | until the tetrad stage, and the
percentages of irregularities were related to irregular segregation of chromosomes,
micronuclei formation, microcytes and polyads. The percentages of abnormal tetrads
and unviable pollen were subjected to analysis of variance with the SAS 9.2 software.
Later, the Scott Knott test was applied at 5% probability of error with the GENES
program. The hybrids are tetraploid (2n=4x=36). The frequency of meiotic
abnormalities varied between 7% and 100%. Depending on the phases and hybrids,
and the behavior of chromosomes during meiosis characterizes asynchrony of
genomes. In the final product of meiosis, the main abnormalities identified were
micronuclei, microcytes and polyads. The high frequency of irregularities in the
segregation of chromosomes affects pollen viability. Fifteen of the 27 hybrids

evaluated presented viability below 32%. Of the 27 intraspecific hybrids, the



apomictic hybrids R158, R169 and R184 can be kept for the development of new
cultivars process and also be used as pollen donors, whereas the most promising
sexual hybrids that can be utilized in new crossings as pollen receptors are R161,
R163, R165, R167, R181, R193, S47, Y21 and Z9.

Keywords: Meiosis; breeding; forage grass.



1. INTRODUCAO

O género Brachiaria tem como centro de origem a Africa e foi introduzido no
Brasil no inicio do periodo colonial (Sendulsky, 1978). De acordo com Dusi et al.
(2000), este género abrange cerca de 100 espécies, destacando-se trés: B.
ruziziensis, B. brizantha e B. decumbens.

As forrageiras do género Brachiaria conquistaram significativa importancia
econbmica no Brasil, devido a adaptacédo destas plantas a diversos tipos de solos e
climas. No entanto, existe falta de diversidade de sementes forrageiras no mercado,
uma vez que 45% da area plantada e 60% da producdo de sementes € de B.
brizantha cv. Marandu e 90% das sementes exportadas sdo de apenas quatro
cultivares de Brachiaria (Euclides et al., 2010). Para contornar esta falta de
diversidade, ha a necessidade de serem desenvolvidas novas cultivares ou melhorar
as cultivares ja existentes com base na alta produtividade de sementes, no valor
nutritivo e na resisténcia aos fatores bidticos e abibticos, pois estas caracteristicas
auxiliam no aumento e ou na manutencdo da producdo das pastagens que s&o
essenciais a producéo de proteina de origem animal (Silva e Nascimento, 2006)

O programa de melhoramento desta graminea forrageira apresenta certas
dificuldades e isso se deve ao fato de que este género apresenta modo de
reproducao assexual, por apomixia, e também pelas diferencas de ploidia existentes
entre 0s genatipos, dificultando os cruzamentos, gerando um baixo numero de
hibridos e um alto grau de esterilidade (Valle et al., 2004).

De acordo com Miles et al. (1996), € muito importante para o programa de
melhoramento de Brachiaria o conhecimento de caracteristicas basicas, como o
modo de reproducdo, o comportamento cromossémico e o0s niveis de ploidia nas
espécies compativeis. Dessa forma, dentre os estudos basicos necessarios aos
programas de melhoramento de Brachiaria, a citogenética, com as analises do
comportamento meidtico e da viabilidade polinica, mostra-se muito eficaz, ndo
apenas para a selecdo de genitores compativeis, mas também para resolver
problemas em relacéo a fecundidade e a producéo de sementes viaveis (Valle et al.,
2009a; Simioni e Valle 2011). As analises citogenéticas em Brachiaria tiveram o seu
inicio em 1940 e, apesar da sua importancia como forrageira, pouco ainda se

conhece sobre as caracteristicas citogenéticas do género (Pagliarini, 2007).
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Objetivou-se, neste trabalho, avaliar a microsporogénese e a viabilidade
polinica de 27 hibridos de Brachiaria decumbens resistentes a degrana natural,
originados dos cruzamentos entre 0s acessos D24/27 e D24/45 (tetraploides
artificiais) com o acesso D62 (tetraploide natural), com o intuito de identificar
genotipos estaveis, em relacdo ao comportamento meidtico e com maiores taxas de
pélen viavel, para serem utilizados no programa de melhoramento da Embrapa Gado
de Corte.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia das gramineas forrageiras

No Brasil, a pecuaria assume lugar de destaque na economia brasileira. O
cultivo de plantas forrageiras € relevante para a cadeia produtiva de carne e leite,
uma vez que o pasto constitui a principal fonte de alimentagcdo dos rebanhos. As
pastagens apresentam uma excelente opcédo para a alimentacdo do gado, sendo
responsaveis por aproximadamente 90% dos nutrientes exigidos pelos ruminantes
(Euclides et al., 2010).

As gramineas forrageiras promoveram um diferencial qualitativo para a
producdo de carne brasileira, contribuindo para o Brasil ser o maior exportador
desse produto (Resende et al., 2008). De acordo com o Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento - MAPA (2013), o valor bruto da producéo de carne e leite
no pais € estimado em R$ 67 bilhdes. De acordo com dados da Scot Consultoria, a
producdo de carne bovina aumentou de 9,15 milhdes de toneladas, em 2008, para
10,06 milhdes em 2012 (Coelho, 2013). Por outro lado, a area de pastagem no Brasil
diminuiu 2,3% em dez anos, passando de 175,34 milhdes de hectares, em 1999,
para 171,35 milhdes de hectares, em 2009, e continua diminuindo, pois, em 2012, a
area de pastagem no Brasil foi de 167,61 milhGes de hectares (Tonini, 2013).

O Brasil também esta inserido no mercado exportador de sementes de
forrageiras desde o inicio da década de 90 (Santos Filho, 1996), ocupando posi¢ao
de destaque no cenario mundial, com relacéo a producdo de sementes de Brachiaria
(Pereira et al., 2011).

As forrageiras do género Brachiaria conquistaram uma importancia
econbmica significativa para o Brasil, mas existe falta de diversidade de sementes
forrageiras no mercado, uma vez que 45% da area plantada e 60% da producéo de
sementes provem de B. brizantha cv. Marandu, enquanto 90% das sementes
exportadas sdo de quatro cultivares de Brachiaria (Euclides et al., 2010), B.
ruziziensis, B. brizantha e B. decumbens e B humidicola. Esse fator pode colocar em
risco todo o sistema de producgdo, caso ocorram altera¢cdes muito drasticas ao meio

ambiente.



Além disso, a qualidade das sementes nem sempre € satisfatéria (Pereira et
al., 2011), pois a colheita é feita por varredura, processo que consiste em recolher
do chéo todas as sementes que cairam sobre a superficie do solo (José, 2009),

comprometendo a pureza fisica das sementes.

2.2. Caracterizagdo do género Brachiaria

O género Brachiaria tem seu centro de origem na Africa, sendo introduzido
no Brasil no inicio do periodo colonial (Sendulsky, 1978). Compreende cerca de 100
espécies, distribuidas pelas regides tropicais e subtropicais da Africa, Australia e
Ameérica do Sul (Seiffert, 1980; Renvoize et al., 1996; Valle et al., 2009). Foi descrito
inicialmente por Trinius (1834) como uma subdivisdo do género Panicum. Mais
tarde, Grisebach (1853) descreveu esta subdivisdo como género (Renvoize et al.,
1996; Valle et al.,, 2011). A Brachiaria pertence a tribo Paniceae e a familia
Gramineae. De acordo com Bogdan (1977), as gramineas desse género podem ser
perenes ou anuais, cespitosas ou decumbentes.

As inflorescéncias séo terminais do tipo panicula, composta de dois a cinco
racemos, organizados de forma unilateral (Renvoize et al., 1996). Cada racemo
sustenta uma série de espiguetas, que podem apresentar forma de oval a oblonga e
serem sésseis ou subsésseis, solitarias e unisseriadas (Bogdan,1977; Nunes, 1984).
A espigueta € constituida por duas flores. A hermafrodita possui trés anteras e um
pistilo, com apenas um ovario e um s6 o6vulo. A flor estaminada apresenta trés
anteras e se difere da hermafrodita pela auséncia do pistilo (Seiffert, 1980; Carneiro
et al., 2003).

No género Brachiaria, ocorre desuniformidade no florescimento e na
maturacdo. Além disso, ocorre degrana natural (Souza, 2001). As plantas forrageiras
tropicais, em geral, ndo retém por muito tempo as sementes maduras conectadas as
inflorescéncias, devido ao rompimento de uma camada de abscisdo que se forma
abaixo das glumas. Esta ruptura acontece ap0s a semente alcancar a maturidade,
ou antes, se houver estresses bidticos ou abidticos (Souza, 1981; Souza, 2001).
Todos estes fatores dificultam o periodo da colheita das sementes, podendo afetar a
qualidade das mesmas.

O género Brachiaria apresenta dois modos de reproducéo, um sexual, comum

aos acessos diploides e outro apomitico facultativo, comum aos acessos poliploides,
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sendo este ultimo o mais frequente. A maioria das espécies do género Brachiaria
caracteriza-se como poliploide e apomitica (Resende et al., 2008). Todas as
espécies de Brachiaria também podem ser propagadas vegetativamente, embora
esta forma de propagacdo, apesar de simples, seja impraticavel em grandes
extensodes, prestando-se apenas aos cultivos em pequena escala (Hopkinson et al.,
1996).

2.2.1. Caracterizacdo da espécie Brachiaria decumbens

Brachiaria decumbens foi introduzida no Brasil em 1952, erroneamente
como B. brizantha, na cidade de Belém - PA, pelo Instituto de Pesquisas
Agropecuarias do Norte (IPEAN). Anos mais tarde, plantas desta mesma espécie
foram introduzidas, porém com o nome de cv. Ipean. Em 1930, um ecdétipo de B.
decumbens, originario da Uganda, foi levado para a Australia e registrado como cv.
Basilisk (Mackay, 1982). No ano de 1960, B. decumbens cv. Basilisk foi introduzida
no Brasil, pelo Instituto de Pesquisas Internacionais (IRI) e, a partir de 1965, por
incentivos governamentais e grandes quantidades de sementes importadas da
Australia, estabeleceu-se aqui um extenso monocultivo desta cultivar nos cerrados
brasileiros (Valle et al.,, 2008; 2011). Atualmente, B. decumbens € cultivada
principalmente na regido central do Brasil.

B. decumbens cv. Basilisk € amplamente usada como pastagem nos
tropicos, pois € adaptada a solos acidos e pobres, é de facil manejo e facilmente
estabelecida por sementes. Além disso, produz uma forragem de alta qualidade que
contribui para um bom desempenho animal (Keller-Grein et al., 1996; Valle et al.,
2008). Entretanto, ela é susceptivel a cigarrinha-das-pastagens e, devido a essa
caracteristica de susceptibilidade, viu-se a necessidade de desenvolver novas
cultivares resistentes a esta praga, para substituir gradualmente as areas de B.
decumbens afetadas pelo inseto (Valério e Oliveira, 2005).

A espécie B. decumbens € constituida por plantas perenes, com habito de
crescimento semiereto, tipicamente decumbente, chegando a um metro de altura
(Lascano e Euclides, 1996; Renovoize et al., 1996). O florescimento ocorre em dias
longos de verédo (janeiro-fevereiro), com maturacao e colheita no cacho, a partir de
fevereiro-marco (Valle et al., 2011). Para a producdo comercial de sementes, a

colheita é feita por varredura, visto que este método é superior ao método do cacho,



pois neste Ultimo ocorre coleta de sementes imaturas e perda por degrana (Castro et
al., 1994).

Segundo Renvoize et al. (1996), o género Brachiaria foi subdividido em 9
grupos. A espécie B. decumbens esta inserida no Grupo 5, o qual contém mais cinco
espécies africanas (B. brizantha, B. dura, B. eminii, B. oligobrachiata, B. ruziziensis).
Neste grupo, estdo incluidas as trés espécies mais utilizadas como pastagens (B.
brizantha, B. ruziziensis e B. decumbens). B. decumbens apresenta racemos
dispersos ao longo de um eixo central. A raquis pode ser larga ou estreita em forma
de cinta. As espiguetas sdo Unicas em pedicelos curtos, formando uma ou duas
fileiras diferenciadas. Elas tém de 3,5 a 6,0 mm de comprimento, séo turgidas e
podem apresentar forma oval ou oblonga (Sendulski, 1978). A gluma inferior é

parecida com uma dobra e a lema superior é granulosa (Figura 1).

Figura 1 - Caracteristica morfolégica de Brachiaria decumbens cv. Basilisk.
(Sendulski, 1977). a) raquis com inflorescéncias e folhas de B. decumbens, b-e)
espiguetas.

2.3. Biologia reprodutiva do género Brachiaria

Dois modos de reproducdo sao encontrados em Brachiaria, um sexual e
outro apomitico facultativo, denominado aposporia (Valle e Savidan, 1996;
Dall’Agnol e Schifino-Wittmann, 2005; Valle et al., 2008). Na reproducéo sexual, a
formacdo do gameta feminino (megagametogénese) ocorre por meiose normal da
célula-mée do megasporo, resultando em uma tétrade de células reduzidas, onde
apenas uma sofre trés mitoses, resultando em um saco embrionario do tipo
Polygonum (oito nucleos). A célula-ovo, formada pela diferenciacdo dos oito nucleos,

eé fecundada e forma o embrido e os nucleos polares. Quando fecundados os
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ndcleos polares, dao origem ao endosperma da semente (Valle et al., 2008; Pereira
et al., 2001).

Na megagametogénese, por via assexual, o0 saco embrionario apospoérico,
do tipo Panicum, se desenvolve a partir de uma célula somética (2n) no nucelo. A
meiose ocorre, mas as quatro células reduzidas se degeneram e as células
somaticas do nucelo sofrem mitoses sucessivas, produzindo sacos embrionarios do
tipo Panicum, com quatro nucleos: uma oosfera, duas sinérgides, e um ndcleo polar.
A oosfera ndo reduzida da origem ao embrido por partenogénese (embrido é
formado sem a fusdo do gameta feminino com o masculino), reproduzindo o
gendtipo do embrido como o gendtipo da planta-méae (Pereira et al., 2001; Valle et
al., 2008). De acordo com Ngendahayo (1988), em plantas apomiticas a fecundacéo
do nucleo polar é necessaria para a formagcdo do endosperma. Logo, a apomixia €
descrita como pseudogamica. Alves et al. (2001) evidenciaram a pseudogamia em
B. brizantha, por meio da andlise citolégica da fertilizacdo nuacleo polar, e
determinaram o nivel triploide do endosperma.

Em Brachiaria, a reproducdo sexual gera variabilidade genética na progénie
pela fusdo de gametas femininos e masculinos, ambos reduzidos (n). Na apomixia,
ndo € gerada variabilidade genética, pois a producdo de embrides e de sementes
viaveis é originaria de uma oosfera nédo reduzida (2n), a qual contém exclusivamente
0S cromossomos somaticos maternos (Cabral et al., 2006). Dessa forma, a progénie
das plantas apomiticas é exatamente uma réplica do parental feminino.

A apomixia € uma caracteristica herdavel (Grimanelli et al., 2001) e, com
base na genética mendeliana, h& indicios de que poucos genes controlam essa
caracteristica em Brachiaria (Dall’Agnol e Schifino-Wittmann, 2005). Para o caso de
Brachiaria, ela € uma caracteristica monogénica, dominante, sendo herdada como

um unico locus genético (Valle et al.,1994; Valle e Savidan, 1996).

2.4. Banco de germoplasma do género Brachiaria

Devido a necessidade de diversidade de pastagens tropicais, buscando
desenvolver a variabilidade genética, foram realizadas, entre 1984 e 1985, viagens
ao leste e ao sul da Africa para coletar genétipos de forrageiras. Essas viagens

foram lideradas pelo CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical) (Miles et al.,



1996). Parte da colecdo do germoplasma que foi reunida constitui atualmente a
colecéo de trabalho da Embrapa Gado de Corte (Valle 1990).

A Embrapa Gado de Corte tem investido na sua colecdo de forrageiras
tropicais pela introducéo, caracterizacdo e melhoramento desde 1980 (Jank et al.,
2011), mantendo o germoplasma conservado ex situ e utilizando constantemente
seus genotipos em cruzamentos no programa de melhoramento (Valle et al., 2008).
Atualmente, o banco de germoplasma de Brachiaria (BAG-Brachiaria) da Embrapa
Gado de Corte possui 455 acessos (Valle et al., 2008), sendo 233 acessos de B.
brizantha, 58 acessos de B. humidicola, 50 acessos de B. ruziziensis (Jank et
al.,2011) e 44 acessos de B. decumbens (Ricci et al.,, 2011). A espécie B.
decumbens contém 15 acessos diploides (2n=18), 27 acessos tetraploides (2n=36) e
dois acessos pentaploides (2n=45 cromossomos) (Ricci et al., 2011).

De acordo com Borém e Miranda (2009), a caracterizacdo e a
documentacdo dos acessos sdo necessarias para que o melhorista possa identificar
0S genotipos potencialmente Gteis no programa de melhoramento, explorando assim

a diversidade genética disponivel no banco de germoplasma.

2.5. Melhoramento genético do género Brachiaria

No Brasil, a partir da década de 80, em decorréncia do processo de
intensificacdo da producdo pecuéria, foram iniciados os primeiros programas de
melhoramento de forrageiras. Hoje, o principal programa de melhoramento do
género Brachiaria € desenvolvido pela Embrapa Gado de Corte (Valle et al., 2009b).

O desenvolvimento de novas cultivares de Brachiaria € muito importante.
Atualmente, sdo poucas as variedades do género disponiveis para ocupar grandes
areas de pastagens, podendo causar a vulnerabilidade dos sistemas de producao
(Macedo, 2006), como o ocorrido na década de 70 com a espécie B. decumbens,
que foi dizimada na Amazonia pelo ataque da cigarrinha-das-pastagens (Valle et al.,
2011). Segundo Araujo et al. (2008), a falta de variabilidade genética leva o
ecossistema a grandes pressfes sobre pragas e/ou doencas, o que pode leva-lo a
eliminar uma variedade suscetivel.

Nos programas de melhoramento de forrageiras, varios caracteres sao
avaliados: o rendimento de matéria seca total, a distribuicdo estacional e o valor

nutritivo que envolve o consumo, palatabilidade e digestibilidade; a adaptacdo a



diversos ambientes em relagdo ao solo, clima e manejo; a persisténcia observada
através da sobrevivéncia e do rendimento ao longo do tempo; a fixagcdo de
nitrogénio; o rendimento e qualidade das sementes; a resisténcia a pragas; e
doencas e a compatibilidade e associacdo com outras espécies (Miles e Valle, 1994;
Pereira, 1998).

No melhoramento de forrageiras, o interesse estd na busca de um genotipo
com melhor desempenho animal em relacéo a producao de carne e leite e com bom
comportamento agronémico. Neste caso, é importante avaliar a relacdo clima x solo
x planta x animal (Pereira et al., 2001; Souza Sobrinho, 2005). De acordo com Valle
et al. (2008), o maior objetivo do melhoramento de forrageiras € a criacdo e/ou a
selecdo de gendtipos que respondam as demandas exigidas pelo mercado,
solucionem problemas e corrijam as deficiéncias especificas das cultivares ja
existentes. Plantas com alta produtividade de sementes, valor nutritivo e resisténcia
aos fatores bidticos e abidticos contribuem para o aumento e para a manutencao da
producdo das pastagens, que sdo essenciais para a producéo de proteina de origem
animal (Silva e Nascimento, 2006). Para que esse objetivo seja alcancado, é
necessario definir as estratégias de melhoramento em relagdo a escolha dos
métodos de melhoramento a serem utilizados e quais esquemas de cruzamentos
devem ser realizados. Entretanto, alguns pré-requisitos devem ser observados,
como a existéncia da variabilidade genética para os caracteres de interesse, 0
conhecimento do nivel de ploidia, do modo de reproducdo e da época de
florescimento (Valle et al., 2008).

O principal método de melhoramento utilizado para as gramineas forrageiras
do género Brachiaria consiste na avaliacdo e na selecdo dos ecoétipos naturais, por
meio da exploracdo da variabilidade encontrada nos acessos introduzidos,
principalmente os das savanas da Africa (Hacker e Jank, 1998; Valle et al., 2001).
Segundo Valle et al. (2008), esse método de melhoramento visa a obtencéo a curto
prazo de cultivares superiores, pois se baseia apenas na avaliacdo da capacidade
adaptativa dos materiais coletados na natureza. A maioria das cultivares de
forrageiras existentes foram obtidas por este método (Araujo et al., 2008) como, por
exemplo, as cultivares B. brizantha cv. Marandu, Xaraés, BRS Piatd, B. decumbens
cv. Basilisk, B. humidicola cv. BRS Tupi, entre outras (Valle et al., 2011).

Tanto no CIAT quanto na Embrapa Gado de Corte também é utilizado o

método de selegéo recorrente, no qual os hibridos sexuais obtidos do cruzamento da
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planta sexual com a apomitica sdo selecionados e retrocruzados com a cultivar
apomitica, até recuperar o genotipo da mesma com a caracteristica introduzida. O
melhoramento intrapopulacional recombina e seleciona os hibridos sexuais por
varias geracdes e, ao final, os cruza com uma planta apomitica elite, gerando, assim,
uma nova cultivar apomitica (Valle et al., 2008). Esses dois métodos permitem a
selecdo de cultivares apomiticas e sexuais.

Tentativas de cruzamentos interpldidicos e interespecificos foram realizadas
entre B. ruziziensis sexual e diploide e B. decumbens apomitica tetraploide, embora
sem sucesso (Ferguson e Crowder, 1974). Esse insucesso foi atribuido a diferenca
de ploidia entre os genitores. Hacker (1988) realizou cruzamentos entre plantas de
B. decumbens (sexual e diploide x apomitica tetraploide), obtendo um hibrido
triploide e estéril. Diante disso, sugeriu a duplicacdo dos cromossomos do hibrido
obtido ou da planta sexual diploide para realizar os cruzamentos no nivel tetraploide.
Com a duplicagdo cromossOmica das plantas sexuais diploides (Ndikumana, 1985;
Ngendahayo, 1988; Simioni e Valle, 2009), tornou-se possivel a realizacdo dos
cruzamentos interespecificos e intraespecificos, utilizando como genitores femininos
as plantas sexuais duplicadas e as plantas apomiticas poliploides como genitores
masculinos.

Em B. ruziziensis (planta sexual tetraploidizada artificialmente), os
cromossomos foram duplicados, permitindo o cruzamento entre B. ruziziensis e B.
decumbens e B. brizantha (plantas apomiticas tetraploides naturais) e
desenvolvendo com sucesso os primeiros hibridos interespecificos (Ndikumana,
1985).

Entre 2004 e 2007, a Embrapa Gado de Corte realizou a duplicacdo dos
cromossomos de acessos sexuais diploides de B. decumbens com colchicina
(Simioni e Valle, 2011), possibilitando o desenvolvimento de hibridos
intraespecificos, para tentar solucionar os problemas de incompatibilidade, fertilidade
e recombinacdo genética (Hadley e Openshaw, 1980). Atualmente, das 100
espécies de Brachiaria existentes, apenas B. brizantha, B decumbens e B
ruziziensis; desde 2005 B. humidicola; e, desde 2009, B. decumbens, sao
exploradas nos programas de melhoramento, pois ja superaram as barreiras da
poliploidia (Valle et al., 2008) por meio da duplicacdo do nimero de cromossomos

dos acessos sexuais diploides (Pinheiro et al., 2000; Pereira et al., 2012).
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2.6. Importancia da apomixia para o melhoramento

A apomixia € um modo de reproducdo interessante para o melhoramento de
plantas, oferecendo varias vantagens, pois associa a fixacdo do vigor do hibrido com
a propagacao por sementes (Valle et al., 2004; Valle e Pagliarini, 2009a). Este modo
de reproducédo simplifica a produgédo de sementes hibridas comerciais, ndo havendo
a necessidade de isolar a 4rea semeada para evitar misturas com cruzamentos
aleatdrios, pois ela garante a pureza dos genotipos, uma vez que as progénies das
plantas apomiticas séo réplicas da planta-mée (Hanna, 1987). Visto as plantas
apomiticas ndo segregarem, a apomixia é considerada um método para a fixacdo de
caracteristicas desejaveis (Hanna, 1987).

Os hibridos apomiticos com caracteristicas desejaveis sdo candidatos a se
tornarem uma cultivar, podendo passar para as etapas finais de um programa de
melhoramento, pois ndo perdem o vigor hibrido com a segregacao. Isso reduz os
custos e o tempo para o desenvolvimento de uma nova cultivar, facilita a
multiplicacdo das sementes e, além disso, permite aos agricultores armazenar as
préprias sementes para a proxima safra mantendo o vigor hibrido, que é
normalmente perdido com o avango das gerac¢des devido a segregacgao (Grimanelli
et al., 2001).

2.7. Resisténcia a degrana natural no género Brachiaria

A degrana natural que ocorre na maturacdo das plantas € uma caracteristica
importante de plantas selvagens, pois se trata de € um dos mecanismos mais
relevantes de disperséo e distribuicdo das sementes, ou seja, este mecanismo nao
s6 aumenta a sobrevivéncia das plantas selvagens como também auxilia na
distribuicdo das espécies (Delouche et al., 2007).

Em plantas selvagens, a degrana natural ocorre devido a formacado de uma
camada de abscisdo na maturidade que permite as sementes cairem. Em plantas
domesticadas, a camada de abscisdo € suprimida ou o colapso é adiado até a
colheita, o que promove a resisténcia a degrana. Acredita-se que o controle da
supressdo da abscisdo das sementes esta sob o controle de dois genes que se
expressam muito cedo no processo de domesticacdo e podem ser encontrados em

quase todas as populacdes de gramineas (Harlan, 1992).
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Burson et al. (1978) constataram em com duas espécies de gramineas
forrageiras do género Paspalum que a degrana foi condicionada pela formacdo da
camada de abscisdo que se estende pelo pedicelo para a base da espigueta.
Segundo esses autores, foram descritos dois processos de abscisdo das sementes:
a desintegracdo de parte ou de todas as células da parede celular como resultado
de mudancas bioquimicas e a abscisdo mecénica.

A degrana, como observado em estudos anatdbmicos, ocorre logo apds a
antese e a utilizacdo de reguladores de crescimento como, as auxinas, poderiam ser
empregados para controlar esse processo de abscisdo em plantas desde que
aplicados no estagio certo e na concentracdo adequada (Burson, 1978).

A retencdo das sementes nos racemos apos a maturidade € uma
caracteristica que, em principio, foi selecionada inconscientemente pelo homem,
quando coletava apenas os gréos retidos na planta para a sua alimentacao. S6 mais
tarde, com a domesticacdo e com o melhoramento genético, é que a resisténcia a
degrana passou a ser selecionada de forma consciente, para facilitar a colheita e
melhorar a qualidade e o rendimento de grdos (Delouche et al., 2007). De acordo
com Burson (1983), foram feitas tentativas para aumentar a retencdo das sementes
nas inflorescéncias por meio do melhoramento e da selecéao de plantas.

As gramineas forrageiras ndo retém por muito tempo as sementes unidas aos
racemos apos a maturidade. Assim, as sementes maduras ou sob estresse se
desprendem do racemo caindo e se acumulando na superficie do solo ou em meio a
palhada do capim (Souza, 2001). Young (1986) em seu trabalho com Paspalum
verificou que as condi¢cdes climéaticas durante a maturacdo foi um fator que
influenciou na taxa de abscisdo das sementes, sugerindo que o ambiente influencia
no processo da degrana natural.

As taxas elevadas de degrana natural resultam em perdas e baixa qualidade
das sementes, sendo a maior limitagdo para uma producdo consistente e de
qualidade (Young, 1986). A qualidade das sementes estd relacionada,
principalmente, com a germinacédo, que € afetada pela dorméncia e pela colheita de
sementes imaturas e com a pureza das mesmas, que € comprometida pela
contaminagdo por sementes de constituicdo genética diferente, material inerte e
patdgenos (Castro et al., 1994).

Assim como em Paspalum, as sementes de Brachiaria amadurecem

desuniformemente. Dessa forma, muitas sementes sao colhidas imaturas, reduzindo,
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assim, a qualidade e contribuindo para um aumento do precgo (Burson, 1983). Isso
explica o uso generalizado de colheita do chdo para as espécies de braquiaria
comercializadas no Brasil e exportadas.

As plantas resistentes a degrana natural retém presas aos racemos as
sementes maturas, as quais podem ser colhidas todas juntas, aumentando a
eficiéncia da colheita e, consequentemente, a produtividade, pois €& possivel
aguarda-las até que todas ou a maioria das sementes de uma planta estejam
maduras para realizar a coleta (Fuller e Allaby, 2009).

O melhoramento genético de Brachiaria possui grande interesse em
cultivares resistentes a degrana, para a obtencdo de maior quantidade e qualidade
das sementes forrageiras, possibilitando, desta forma, a expansédo e a renovacao
das areas de pastagens no Brasil (Souza e Cardoso, 1995). Nos cruzamentos
intraespecificos, realizados com plantas da espécie B. decumbens apds a
tetraploidizagédo dos acessos diploides (Simioni e Valle, 2011), foram encontrados
hibridos que expressam a resisténcia a degrana natural, os quais foram

selecionados para as avaliacdes citogenéticas.

2.8. Citogenética do género Brachiaria

Dentre os estudos basicos necessarios aos programas de melhoramento de
Brachiaria, a citogenética se mostra essencial, ndo apenas para a selecdo de
genitores compativeis, como também para resolver problemas em relacdo a
fecundidade (Valle et al., 2009b). A grande contribuicdo da citogenética para o
melhoramento de Brachiaria tem sido a possibilidade de identificar problemas na
meiose que implicam na viabilidade do pélen, comprometendo a producdo de
sementes (Valle et al., 2008).

As analises citogenéticas em Brachiaria foram iniciadas em 1940. Apesar da
sua importancia como graminea forrageira, até hoje pouco se conhece sobre as
caracteristicas citogenéticas desse género (Pagliarini et al., 2007). Os estudos
citogenéticos classicos sdo baseados em contagem cromossémica, comportamento
dos cromossomos na meiose e a viabilidade polinica.

Em 1998, iniciaram os trabalhos citogenéticos com Brachiaria no Laboratério
de Citogenética Vegetal da UEM, em parceria com a Embrapa Gado de Corte. As

andlises citogenéticas, como a avaliagdo do comportamento cromossdmico em
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todas as fases da meiose e contagem do numero de cromossomos, ja foram
realizadas nas espécies B. decumbens (Mendes-Bonato, et al., 2002a; Junqueira-
Filho et al.,, 2003; Ricci et al.,, 2010; 2011), B. brizantha (Mendes-Bonato et al.,
2002b; Risso-Pascotto et al., 2003a; Pagliarini et al., 2012a), B. ruziziensis (Risso-
Pascotto et al.,, 2003b; 2005a), B. dictyoneura (Risso-Pascotto et al., 2005d), B.
humidicola (Adamowski et al., 2007; Boldrini et al.,, 2011a), B. jubata (Mendes-
Bonato et al., 2003; 2006a; Risso-Pascotto et al., 2005c), B. nigropedata
(Utsunomiya et al., 2004; 2005), B. dura (Risso-Pascotto et al., 2009a) e B. bovonei
(Risso-Pascotto et al., 2009b). Hibridos interespecificos também foram analisados
como os obtidos dos cruzamentos entre B. ruziziensis x B. brizantha (Risso-Pascotto
et al., 2004a; 2004b; Mendes-Bonato et al., 2006c; Felismino et al., 2010; 2011,
Fuzinatto et al., 2007a; 2012) e B. ruziziensis x B. decumbens (Mendes-Bonato et
al., 2007). Hibridos intraespecificos de B. decumbens foram analisados por Souza
(2013). Essas analises citogenéticas foram empregadas para avaliar o desempenho
do processo meidtico em acessos e hibridos do banco de germoplasma da Embrapa
Gado de Corte, para auxiliar no direcionamento de cruzamentos e na escolha dos

melhores hibridos.

2.8.1. Numero cromossdmico e comportamento meiotico

As espécies do género Brachiaria estdo contidas em dois grupos de acordo
com o0 numero basico de cromossomos Xx=7 e x=9, prevalecendo x=9 na maioria das
plantas estudadas (Darlington e Wylie, 1995; Bernini e Marin-Morales, 2001,
Mendes-Bonato et al., 2002b). Também ha registros de x=6 para B. dictyoneura
(Risso-Pascotto et al., 2005d) e B. humidicola (Boldrini et al., 2010). Para a espécie
B. decumbens, o nimero basico de cromossomos € x=9 (Pritchard, 1967).

As descri¢des citogenéticas da espécie B. decumbens mostraram diferentes
niveis de ploidia dentro desta espécie (Quadro 1). Segundo Ricci et al. (2010), foram
encontrados acessos diploides (2n=2x=18), tetraploides (2n=4x=36) e pentaploides
(2n=5x=45) de B. decumbens na colecdo de germoplasma da Embrapa Gado de
Corte, sendo os pentaploides incomuns na espécie. No género Brachiaria, o0s
poliploides mais frequentes sédo os tetraploides (Valle e Savidan, 1996; Penteado et
al., 2000).
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As plantas diploides de B. decumbens apresentam meiose regular com nove
bivalentes (Miles et al., 1996). Ricci et al. (2011) observaram que as taxas de
anormalidades em diploides de B. decumbens foram baixas em comparagéo com as
plantas poliploides (tetraploides e pentaploides). Pritchard (1967) registrou meiose
irregular em tetraploides de B. decumbens, assim como a presenca de
cromossomos retardatarios e associa¢cdes cromossémicas uni, tri e quadrivalentes.
Segundo Valle et al. (2008), a formacédo de uni, tri e quadrivalentes, em vez de
bivalentes durante a meiose, é decorrente da poliploidia e pode resultar em gametas

com numero de cromossomos desbalanceados.

Quadro 1 - Numero de cromossomos em espécies B. decumbens (x=numero basico
de cromossomos da espécie)

Espécie X Ploidia 2n Referéncias
9 2 18 Valle e Glienke, 1991
Ricci et al., 2011
9 4 36 Pritchard, 1967
Ndikumana, 1985
B. decumbens Valle, 1986

Mendes-Bonato et al., 2001
Risso-Pascotto et al., 2002
Ricci et al., 2011

9 5 45 Ricci et al., 2010
Ricci et al., 2011

A analise de uma planta tetraploide de B. decumbens cv. Basilisk, coletada na
Universidade Estadual de Maring4, revelou em diacinese associacfes uni, bi e
guadrivalentes, prevalecendo as bivalentes. Também foi observada, tanto na meiose
| quanto na Il, segregacéo irregular dos cromossomos, que levou a formacédo de
microndcleos nas tétrades (Mendes-Bonato et al.,, 200la). As associacbes
cromossOmicas uni, bi e quadrivalentes também foram encontradas em tetraploides
artificiais de B. decumbens, além das irregularidades na segregacdo dos
cromossomos a partir da profase | até o final da meiose (Simioni e Valle, 2011).

As irregularidades meioticas mais frequentes observadas nas espécies do
género Brachiaria sdo: migracdo precoce dos cromossomos para 0s polos em
metéfase | e Il, cromossomos retardatarios em anéafase | e Il e microndcleos nas
telofases | e Il e nas tétrades de microsporos (Risso-Pascotto et al., 2003a; Risso-
Pascotto et al.,2004a; 2004b; Ricci et al., 2011; Mendes-Bonato et al., 2006b; Valle
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et al.,, 2008; Mendes-Bonato et al., 2009; Risso-Pascotto et al., 2009a; 2009b;
Boldrini et al., 2011b; Pagliarini et al., 2012a). Também foram constatadas pontes de
aderéncia cromossémica durante a anafase | e Il (Mendes-Bonato et al., 2001a;
2001b; Boldrini, et al., 2011a; 2011b; Simioni e Valle, 2011; Pagliarini et al., 2012a) e
assincronia do genoma na metéfase | e Il (Simioni e Valle, 2011).

De acordo com Valle e Pagliarini (2009), o comportamento irregular dos
cromossomos durante a meiose leva a formacao de microndcleos em um ou mais
micrésporos da tétrade, que podem permanecer no micrésporo apos a dissolucéo da
parede de calose podendo causar a esterilidade do pdlen. No entanto, o0s
micronucleos podem ser eliminados por citocinese adicional formando micrécitos

(Pagliarini et al., 2012b) eliminando cromossomos e formando as poliades.
2.9. Viabilidade do poélen

A viabilidade polinica e o desenvolvimento dos grdos de poélen sao
fundamentais para o estudo da biologia reprodutiva e para o melhoramento genético
de plantas (Flanklin et al., 1995). A analise da viabilidade do pélen é uma condicéo
preliminar e indispensavel para os programas de melhoramento (Dantas et al.,
2005), pois gréaos de polen com altas taxas de viabilidade asseguram o0 sucesso nas
hibridacdes (Einhardt et al.,, 2006). Segundo Techio et al. (2006), a eficacia dos
cruzamentos tanto interespecificos quanto intraespecificos depende diretamente da
viabilidade do polen.

A viabilidade do grdo de pédlen pode variar bastante ao longo do seu
desenvolvimento. Por exemplo, na abertura da flor, o grédo de pdélen é plenamente
viavel e, a medida que o tempo avancga, a viabilidade vai diminuindo, reduzindo a
sua eficiéncia na fertilizacdo (Souza et al., 2002). Além disso, fatores como o periodo
de florescimento, as alteragbes ambientais, os fatores bibticos e abibticos e as
diferencas genotipicas podem afetar a fertilidade do pdlen (Techio et al., 2006).

Existem diversos métodos para determinar a viabilidade polinica: os métodos
diretos, como a inducdo da germinacdo do pdlen in vivo ou in vitro, e 0s métodos
indiretos pela coloracéo (Shivanna e Johri, 1989; Dafni, 1992), cada um deles com
as suas vantagens e desvantagens (Ramos et al., 2008). Os testes que utilizam
corantes quimicos sdo utilizados quando se deseja fazer uma avaliacdo rapida do

pélen que pode estar armazenado ou recém liberado da antera (in vivo). A coloracao
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€ um procedimento simples e barato, porém n&o fornece informagbes sobre a
capacidade germinativa do pélen (Pefaloza, 2005). Os corantes reagem com 0S
constituintes celulares presentes no polen maduro, conferindo uma coloracdo
caracteristica e diferenciando os grdos de pdlen viaveis e inviaveis. O corante
carmim propiénico cora mais intensamente nucleos do que citoplasma (Gerlach,
1858). Dessa forma, promove diferencas na coloragdo dos grdos de pédlen, em
relacdo a presenca de acidos nucleicos (DNA e RNA), corando fortemente apenas
graos de pélen funcionais, ou seja, com presenca de DNA e RNA.

N&o existe na literatura a descricdo de um corante universal para testar a
viabilidade do pdlen (Techio et al., 2006). Entretanto, os corantes nucleares ndo sédo
indicados para espécies cujo grao de poélen apresente parede celular espessa, pois
isso dificulta a penetracdo do corante e, consequentemente, a coloracao
(Alexander,1969). Portanto, se o corante ndo for adequado para a espécie em
estudo, o material pode ser analisado equivocadamente (Techio et al., 2006).
Galetta (1983) considera que os testes realizados utilizando corantes superestimam
a porcentagem de fertilidade do pélen, enquanto os testes de germinacao in vitro a
subestimam. Isso porque nenhum teste € completamente satisfatorio (Stanley e
Linskens, 1974), visto que muitos fatores estdo envolvidos na fertilidade do pélen.

A viabilidade do pdélen foi testada por meio de métodos histoquimicos para
muitas espécies de gramineas, como P. purpureum e P. glaucum (Techio et al.,
2006), Trifolium pratense (Simioni et al., 2006), Paspalum notatun (Dahmer et al.,
2006), Eragrostis plana Nees, (Piccinini et al., 2010), Mesosetum chaseae (Silva et
al., 2010). Para o género Brachiaria, avaliacdes da viabilidade polinica utilizando o
corante carmim propiénico ja foram realizadas para varias espécies. Em plantas
sexuais diploides de B. brizantha, Araujo et al. (2007) observaram de 80 a 84% de
viabilidade polinica. Em tetraploides artificiais de B. decumbens Simioni e Valle
(2011) encontraram uma meédia de 63% de polens inviaveis. Em hibridos
interespecificos, produzidos pelos cruzamentos entre as espécies B. ruziziensis e B.
brizantha. Felismino et al. (2011) constataram que a viabilidade do polen foi de
88,4% para o0 hibrido Hb331 de 62,9% para o Hb336. Souza (2013), analisando
hibridos intraespecificos de B. decumbens, encontrou taxas de polens inviaveis

maiores que 80%.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Neste trabalho, foram avaliados -citogeneticamente 27 hibridos de B.
decumbens resistentes a degrana natural, produzidos a partir dos cruzamentos entre
0S genotipos tetraploides sexuais D24/27 e D24/45 e o genoétipo apomitico D62
(Quadro 2).

As duplicacdes cromossdmicas do acesso D24 (2n = 2x = 18) foram
realizadas entre 2004 e 2007, a partir de um acesso sexual diploide de B.
decumbens, produzindo plantas sexuais tetraploides (4x) D24/2, D24/27 e D24/45
(Simioni e Valle 2011) que foram utilizadas como parental feminino no cruzamento
com uma planta apomitica tetraploide, o acesso D62 (2n = 4x = 36), cultivar Basilisk.
A partir dos cruzamentos, originou-se uma populacdo base de 457 hibridos
intraespecificos de B. decumbens, implantada no campo experimental da Embrapa
Gado de Corte em Campo Grande, Estado do Mato Grosso do Sul, coordenadas
geograficas latitude de 20° 25’ 03" e longitude de 54° 42’ 20" e solo do tipo Latossolo
Roxo Alico. Da populacdo base, foram selecionados 27 hibridos, por serem
resistentes a degrana natural e por possuirem caracteristicas agrondmicas de
interesse para a Embrapa Gado de Corte.

No periodo de florescimento das plantas, as inflorescéncias de cada hibrido
ainda envolvido pela folha bandeira, foram coletadas e fixadas em alcool etilico:
cloroférmio: acido propiénico na proporcédo 6:3:2 por 24 horas. Apos este periodo, as
inflorescéncias foram lavadas com alcool 70% e, em seguida, armazenadas em
frascos de plasticos, contendo alcool 70% em geladeira a 4°C até a realizacao das
analises meioticas. Para a analise da viabilidade polinica, as inflorescéncias foram
coletadas no periodo de antese e armazenadas no freezer em alcool 70%.

Os cruzamentos, a determinacdo do modo de reproducédo, a conducédo e a
selecdo dos hibridos a campo foram realizadas pela Embrapa Gado de Corte. As
analises citogenéticas foram realizadas no Laboratério de Citogenética Vegetal da

Universidade Estadual de Maringa.
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Quadro 2 - Lista dos hibridos de B. decumbens selecionados quanto a
resisténcia a degrana para a realizagcdo das avaliagBes citogenéticas neste
trabalho

Hibrido Modo de reprodugéo Genitor feminino Genitor masculino
R158 Apomitico D24/27 D62
R 161 Sexual D24/27 D62
R163 Sexual D24/27 D62
R165 Sexual D24/27 D62
R167 Sexual D24/27 D62
R168 Apomitico D24/27 D62
R169 Apomitico D24/27 D62
R171 Sexual D24/27 D62
R176 Apomitico D24/27 D62
R177 Apomitico D24/27 D62
R179 Apomitico D24/27 D62
R181 Sexual D24/27 D62
R184 Apomitico D24/27 D62
R187 Apomitico D24/27 D62
R189 Apomitico D24/27 D62
R193 Sexual D24/27 D62
S47 Sexual D24/27 D62
S48 Apomitico D24/27 D62
T87 Apomitico D24/27 D62
X113 Apomitico D24/45 D62
X119 - D24/45 D62
X122 Sexual- estéril D24/45 D62
Y21 Sexual D24/45 D62
Y22 Apomitico D24/45 D62
Y23 Apomitico D24/45 D62
Z8 Apomitico D24/45 D62
Z9 Sexual D24/45 D62

3.2. Andlise do comportamento meiético para os hibridos

Para a analise do comportamento meidtico, as laminas da microsporogénese
foram confeccionadas, usando trés anteras da mesma flor hermafrodita por lamina,
sendo que cada flor foi escolhida aleatoriamente. Os microsporécitos foram
preparados pela técnica de esmagamento e a coloracdo foi realizada com carmim
propidnico a 1%. As analises foram realizadas sob microscopia de luz.

Para cada hibrido, foram analisadas 100 células em cada fase da meiose,

compreendidas entre a diacinese e a tétrade, amostradas em flores de diferentes
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pontos da inflorescéncia. As associagdes cromossomicas foram analisadas na fase

de diacinese e a contagem do numero de cromossomos em anafase |.

3.3. Andlise das tétrades de micrésporos

Para a analise do produto final da meiose, as laminas foram confeccionadas,
usando trés anteras da mesma flor hermafrodita por lamina, sendo que cada flor foi
escolhida aleatoriamente. Cada lamina foi considerada uma repeticédo, totalizando
cinco repeticdes por hibrido. Para cada lamina, foi estipulada a contagem de 100
células. As tétrades de micrésporos foram preparadas pela técnica de esmagamento

e coloragdo com carmim propidnico a 1% e analisadas sob microscopia de luz.

3.4. Andlise da viabilidade polinica

Para a analise polinica, as laminas foram preparadas usando trés anteras da
mesma flor hermafrodita por lamina, sendo que cada lamina foi considerada uma
repeticéo, totalizando cinco repeticdes por hibrido. Para cada lamina foi estipulada a
contagem de 100 graos de polen.

A coloracdo dos gréos de pélen foi realizada com carmim propiénico a 1%. A
escolha do referido corante foi devido ao fato de que o0 mesmo € usado nas analises
citogenéticas, principalmente em estudos da meiose.

A contagem dos graos de pélen foi realizada em microscépio 6ptico comum.
Os graos de pdlen analisados foram classificados em dois grupos: 1) polens viaveis
bem corados e 2) polens inviaveis, com coloragdo mais fraca ou murchos e néo

corados.

3.5. Andlise estatistica

As anormalidades meibéticas encontradas nos microsporaocitos, entre as fases
metafase | e telofase I, foram estimadas por calculos de porcentagens.

A andlise do produto final da meiose e da viabilidade polinica e os dados de
tétrades de microsporos andmalas e de graos de podlen inviaveis, obtidos em
porcentagem (%) para cada uma das cinco repeticbes, foram transformados por
apresentarem natureza binomial por meio da funcdo arco-seno, aplicando-se a raiz

quadrada (Vx) da proporcdo de tétrades anormais. Em seguida, os dados foram
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submetidos a analise de variancia, utilizando o programa SAS 9.2 (Sas Institute,
2009).

As porcentagens meédias obtidas pelo programa SAS 9.2 (Sas Institute, 2009)
foram comparadas por meio da aplicacdo do teste de comparacdo de médias Scott-
Knott, ao nivel de 5 % de probabilidade de erro, utilizando o programa GENES
(Cruz, 2001).

3.6. Documentacao fotografica

As anormalidades mais representativas nas fases da meiose, as tétrades
irregulares e as laminas de graos de pélen foram fotografadas no microscopio de
captura OLYMPUS CX 31, com camera acoplada SC 30, por meio do software
AnalySIS getlT, com aumento de 100x e 400x.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Contagem cromossOmica e associagdes

A contagem cromossOmica das laminas que continham o0s microsporocitos
revelou que os 27 hibridos analisados séo tetrapldides (2n=4x=36) (Figura 2),
derivados de x=9, assim como 0S seus genitores, 0 acesso D24/27 e D24/45
(Simioni e Valle, 2011) e o acesso D62 (Mendes-Bonato 2001a; 2002a).

Figura 2 - Caracterizacdo do numero de cromossomos dos hibridos de Brachiaria
decumbens: a-c) meidcitos em anafase |, apresentando 36 cromossomos
(2n=4x=36) (aumento 400x).

A poliploidia é frequente em Brachiaria, como pode ser observado em Vvarios
trabalhos citogenéticos realizados com as espécies do banco de germoplasma da
Embrapa Gado de Corte. Foram encontrados acessos de B. brizantha diploide,
tetraploides e hexaploides (Mendes-Bonato et al., 2001a; 2001b; 2002b; Pagliarini et
al., 2012a), acessos de B. humidicola hexaploides, heptaploides e nonaploides
(Boldrini et al., 2006a; 2011a; 2011b) e inclusive o acesso de B. decumbens
tetraploide, D62 (Mendes-Bonato et al., 2001a; 2002a; Junqueira-Filho et al., 2003) e
pentaploides (Ricci et al., 2010; 2011).

A poliploidia esta normalmente associada ao modo de reproducdo apomitico
das espécies (Pereira et al., 2001) e, no género Brachiaria, predominam as espécies
poliploides e apomiticas (Araujo et al., 2008). A apomixia, por muito tempo, foi
considerada uma barreira para o melhoramento, mas hoje € apreciada e muito
importante, pois, com a reproducdo apomitica, o vigor do hibrido pode ser fixado

imediatamente. Além disso, a apomixia confere maior competitividade ao genatipo,
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facilitando a colonizacdo do habitat e facilita ainda a multiplicacdo de sementes
(Savidan, 1986). A pastagem formada com cultivar apomitica € de facil manejo por
ser homogénea.

Os hibridos avaliados citogeneticamente no presente trabalho apresentaram
reproducdo sexual e apomitica, predominando a apomitica. Quinze hibridos s&o
apomiticos, dez apresentam reproducdo sexual e para dois hibridos (X119 e X122)
nao foi possivel identificar com precisdo o modo de reproducao, pois as flores em
antese nao apresentaram a qualidade necessaria para analise (Quadro 2).

A variabilidade genética das plantas apomiticas pode ser explorada com a
descoberta de plantas sexuais na mesma espécie (Hanna et al., 1973). Assim, foi
possivel o desenvolvimento de hibridos apomiticos superiores, por meio de
cruzamentos com plantas sexuais, como, por exemplo, os hibridos interespecificos
originarios de cruzamentos entre plantas sexuais tetraploidizadas artificialmente,
como a B. ruziziensis, com plantas apomiticas tetraploides de B. brizantha
(Felismino et al., 2010; Felismino et al., 2011) e os hibridos intraespecificos de B.
decumbens, avaliados por Souza (2013).

Os microsporocitos observados em diacinese nos 27 hibridos apresentaram
diferentes tipos de associagbes cromossdmicas, como univalentes, bivalentes e
quadrivalentes, indicados pelas setas na Figura 3. Associacbes em uni, bi, tri e
guadrivalentes também foram encontradas para o genitor masculino destes hibridos,
o D62 (Mendes-Bonato et al., 2001a; 2002a; Jungueira et al., 2003), enquanto para
0S genitores femininos D24/27 e D24/45 prevaleceram associacdes em bi e
quadrivalentes (Simioni e Valle, 2011).

De acordo com White (1977), em uma planta tetraploide podem ser
encontradas associacfes em quadrivalentes, trivalentes, bivalentes e univalentes.
Contudo, a ocorréncia de baixa frequéncia de quadrivalentes em diacinese para um
genoma tetraploide sugere alopoliploidia segmentar, em que alguns conjuntos de
cromossomos sdao homoélogos e outros compartiiham de menor grau de homologia
(Sybenga, 1996). Entretanto, isso ndo significa dizer que um alopoliploide formara
somente bivalentes (White, 1977). Como pode ser observado nas avaliacdes
citogenéticas de hibridos interespecificos de B. ruziziensis x B. brizantha, analisados
por Felismino et al. (2011), estes hibridos apresentaram associa¢cdes em bivalentes
e guadrivalentes. A homologia parcial dos genomas também pode ser observada

nos trabalhos citogenéticos realizados por Mendes-Bonato (2001a), com plantas de
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B. decumbens, coletadas no campus da Universidade Estadual de Maringa, e

também por Mendes-Bonato et al. (2002), analisando B. decumbens cv. Basilisk.
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Figura 3- Diacinese demonstrando o comportamento meiético dos hibridos
tetraploides (2n=4x=36) de Brachiaria decumbens: a) tetravalentes em anel (seta 1);
b) univalentes (setas 3 e 5), bivalentes, tetravalente em anel (seta 2) e em cadeia
(seta 4); c) tetravalentes em anel (setas 6, 7, 8, 9) (aumento 400x).

Em diacinese, também foram observados os dois tipos principais de
quadrivalentes, em forma de anel (Figura 3 a, b, c) e em cadeia (Figura 3b seta 4),
para todos os hibridos analisados, mas com menor frequéncia os quadrivalentes em
cadeia. Nos quadrivalentes em anel, os quatro cromossomos se ligam por quiasmas
com seus cromossomos vizinhos, sendo comum que cada dois centrbmeros se
orientem para cada pélo. Ja nos quadrivalentes em cadeia, a orientacdo pode ser
menos regular, por exemplo, trés centrdmeros indo para um pélo e somente um se
deslocando para o outro pdlo (White, 1977).

As associacbes cromossémicas em diacinese sdo consideradas um
excelente método para conhecer a relacdo entre os genomas de um determinado
cruzamento (Pagliarini, 2001), mas, nestas analises, ndo foi encontrado um ndamero
suficiente de células que confirmassem esse pareamento cromossOmico para 0S
hibridos analisados.

4.2. Comportamento cromossémico

A ocorréncia de irregularidades meioticas em células-méae de grao de podlen
esta relacionada com o nivel de ploidia das espécies, com o0 comportamento e com a
distribuicdo dos cromossomos nas fases que precedem a formacédo do produto

meidtico (Pagliarini, 2001; Soares-Scott et al., 2005).
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Nas Figuras 4 e 5, estdo apresentadas as anormalidades observadas nas
duas divisbes meibticas, sendo que as mais frequentes foram aquelas relacionadas
com a segregacdao irregular dos cromossomos, como a migragdo precoce para 0S
polos em metafase | (Figura 4 a-c) e metafase Il (Figura 5 b-c-d), cromossomos
retardatarios em anéfase | (Figura 4 d-f) e anéfase Il (Figura 5 e-f), além da presenca
de micronucleos nas profases Il (Figura 5 a), teléfases | (Figura 4 g-i) e teléfase |l
(Figura 5 g-i). Essa segregacao irregular dos cromossomos pode ocorrer
geralmente por falhas na sinapse, ou na formacdo de quiasmas, ou ainda pela
terminalizacdo tardia de quiasma, que levam a formacdo de cromossomos
univalentes, que ascendem, precocemente, em metafase ou, tardiamente, em
anafase (White, 1977; Pagliarini, 2001).

As mesmas irregularidades observadas nos 27 hibridos de B. decumbens,
avaliadas no presente trabalho, também foram evidenciadas nos genitores D24/27 e
D24/45 (Simioni e Valle et al., 2011) e D62 (Mendes-Bonato et al., 2001a; 2002a).
Souza (2013). Em acessos poliploides de B. brizantha (Mendes-Bonato et al., 2002b)
e B. humidicola (Boldrini et al., 2011a), também foram constatados problemas com
relacdo a segregacao dos cromossomos, como migracao precoce em metéfase | e ll,
retardatarios em anafase | e Il e a formacdo de microndcleos, em tel6fases e
tétrades.

Os micronucleos formados nas teléfases | (Figura 4 g-i) e profases Il (Figura
5 a) sdo decorrentes da segregacao irregular dos cromossomos nas metafases | e
anafases |. Apesar da grande quantidade de cromossomos retardatarios em anafase
I, a maioria destes chega a tempo de ser incluido no nucleo, durante a teléfase |,
pois, para a maioria dos hibridos, esta fase apresentou porcentagens médias de
anormalidades, variando de 20% a 60%, juntamente com a proéfase Il (Quadro 3). Os
microndcleos em tel6fases Il (Figura 5 g-i) foram originados da segregacao irregular
de cromossomos na metafase Il e anafase Il.

A frequéncia de anormalidades observadas na meiose foi variavel entre as
fases nos hibridos analisados (Quadro 3). Na metéfase |, teléfase | e préfase |l
ocorreram as menores porcentagens de irregularidades cromossdmicas, exceto para
o hibrido R187, que apresentou 60% de suas células com segregacao irregular em
metafase |, 99% de micronucleos em tel6fase | e 92% em proéfase Il. As fases mais
afetadas com irregularidades foram anafase |, metafase Il, anafase Il e teléfase Il

(Quadro 3). A porcentagem de micronucleos nas telofases Il variou de 58 a 100%,
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sendo que os hibridos com menor indice de micronucleos, nessa fase, foram R158,
R161, R165, Y23 e Z8 (Quadro 3).
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Figura 4 - Segregacao irregular dos cromossomos na meiose reducional dos hibridos
tetraploides de Brachiaria decumbens: a-c) meidcitos em metafase | com
Cromossomos em ascencdo precoce para 0s polos (setas); d-f) meidcitos em
anafase | com cromossomos retardatarios (setas); g-i) meiocitos em teléfase | com
micronucleos (setas) (aumento 400x).
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Figura 5 - Segregacéo irregular dos cromossomos na meiose equacional dos
hibridos tetraploides de Brachiaria decumbens: a) meidcitos em proéfase Il com
micronucleos (setas); b-d) meiocitos em metafase Il com cromossomos em
ascencao precoce para os polos (setas); e-f) meiocitos em anafase Il com
cromossomos retardatarios (setas); g-i) meiocitos em teléfase com micronucleos
(setas) (aumento 400x).

As irregularidades cromossémicas que ocorrem na meiose S80 mais
preocupantes no final do ciclo, pois 0s cromossomos que nao conseguiram se
associar para formar o nucleo irdo formar micronucleos que podem ser eliminados
por uma citocinese adicional. Geralmente, as tel6fases Il anormais resultam em
tétrades anormais e, consequentemente, geram gametas anémalos, como pode ser
observado para os resultados encontrados nos trabalhos de Risso-Pascotto et al.

(2004a), Boldrini et al. (2011a) e Ricci et al. (2010; 2011).
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Alguns trabalhos citogenéticos com Brachiaria evidenciam que as
anormalidades cromossémicas encontradas na meiose podem levar a formacédo de
gametas inférteis (Boldrini et al., 2006a; Mendes-Bonato et al., 2001a; 2004; 2006c;
2007; Mendes-Vieira et al.,, 2005; Risso-Pascotto et al., 2003b; 2005a; 2005c;
Fuzinatto et al., 2007b; Felismino et al., 2008; 2010; Ricci et al., 2010; 2011; Souza-
Kaneshima et al., 2010; Pagliarini et al., 2012a; 2012b).

A frequéncia de anormalidades pode ser comprometida por qualquer
alteracdo nos genes que regulam o processo meiético (Gottschalk e Kaul, 1974;
Mercier e Grelon, 2008) e também por fatores ambientais (Fuzinatto, 2008; Felismino
et al., 2011), como luz, temperatura, salinidade e adubac&o do solo (Sun et al,
2004), pois a meiose € o estagio mais sensivel do ciclo de vida das plantas (Saini,
1997). Dessa forma, seria desejavel realizar analises citogenéticas das
inflorescéncias dos hibridos, coletados em varios anos, para maior confiabilidade
dos resultados apresentados.

A alta incidéncia de cromossomos em ascensao precoce € Cromossomos
retardatarios pode ser consequéncia de assincronia de genomas. Como pode ser
observado nas Figuras 6 e 7, houve alta frequéncia de cromossomos fora da placa
equatorial em metafase | (Figura 6 a-b), bem como muitos cromossomos
retardatarios em anéafase | (Figura 7 c-d) e anafase Il (Figura 7 a-b). Isso indica que
0s genomas dos parentais ndo apresentam o0 mesmo ritmo meidtico, levando a
formacdo de micronucleos de varios tamanhos nas teléfases | (Figura 6 e-f) e
teléfases Il (Figura 7 c-d), que podem resultar na eliminacdo de cromossomos e,
consequentemente, na perda de genes importantes (Pagliarini et al., 2012a).

O comportamento cromossémico, para os 27 hibridos estudados neste
trabalho, sugere que os genomas destes podem ser parcialmente alopoliploides.
Isso pode ser explicado com base na procedéncia dos genitores que deram origem
aos 27 hibridos avaliados. O genitor feminino é sexual e autotetraploide artificial,
oriundo da duplicacdo do genoma com uso de colchicina (Simioni e Valle, 2011).
Entretanto, o genitor masculino €& apomitico e tetraploide natural, sendo
possivelmente originado por cruzamentos espontadneos na natureza. Problemas
relacionados com essa diferenca no ritmo da meiose tém sido frequentemente
relatados entre hibridos interespecificos tetraploides de Brachiaria (Adamowski et al.,
2008; Souza-Kaneshima et al., 2010).
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Quadro 3 - Porcentagem de células anormais observadas durante a meiose dos 27
hibridos de Brachiaria decumbens avaliados

Cromossomos
Precoces Retardatarios Micronucleo
Hibrido Mi MII Al All TI Pl Tl
R158 30 7 66 83 24 17 70
R161 10 19 60 70 20 30 68
R163 48 45 83 97 33 14 89
R165 17 30 57 81 49 27 75
R167 30 45 76 90 50 21 88
R168 70 71 96 85 58 50 88
R169 35 61 94 98 73 50 95
R171 50 84 95 100 45 21 96
R176 30 51 85 96 60 25 97
R177 25 73 77 100 32 35 97
R179 38 60 77 91 66 47 82
R181 40 68 80 92 50 55 80
R184 30 62 57 89 51 33 94
R187 60 99 99 100 99 92 100
R189 60 89 97 100 55 70 100
R193 72 90 50 91 53 56 88
S47 51 78 94 94 52 50 86
S48 70 82 73 99 60 61 100
T87 40 70 77 90 53 50 96
X113 57 79 56 86 55 68 80
X119 60 78 87 95 65 50 87
X122 56 94 72 90 30 25 79
Y21 43 84 62 90 48 53 88
Y22 42 70 64 69 43 44 80
Y23 60 84 57 88 28 35 58
Z8 30 57 47 86 19 37 65
Z9 56 71 53 84 36 34 95
Médias 44,8 66,7 73,7 90,1 48,4 42,6 86,0

Ml e MIl = Metafase | e ll; Al e All = Anafase | e ll; Tl e Tl = Tel6fase | e II; Pll = Profase 1.

As principais anormalidades encontradas nos produtos finais da meiose
foram microndcleos em um, dois, trés e quatro micrésporos (Figura 8), microcitos
(Figura 9. a-c) e poliades (Figura 9 d-f), que sdo provavelmente consequéncia das
irregularidades segregacionais observadas nas fases anteriores.

de grandes micronucleos (setas) (aumento 400x).
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Figura 6 - Assincronia de genomas durante a meiose reducional dos hibridos
tetraploides de Brachiaria decumbens: a-b) metafase I, com os cromossomos ainda
migrando para a placa metafasica (setas); c-d) anafase | apresentando parte do
genoma em metéafase | (setas); e-f) tel6fase | com a formacéo.

Segundo Risso-Pascotto et al. (2003a), os microndcleos, em um ou mais
microsporos (Figura 8), correspondem a consequéncia citolégica mais comum da
segregacao irregular dos cromossomos em plantas superiores. Quando formados,
0S micronucleos podem permanecer nas tétrades de micrésporos mesmo apés a
dissolucéo da parede de calose e da liberacdo do microsporo (Valle et al., 2008),
prejudicando a formacdo de gametas normais. Muitas vezes, 0s micronucleos
podem ainda ser eliminados das tétrades, como micrécitos, por uma citocinese
adicional (Mendes-Bonato et al., 2002a; Valle e Pagliarini, 2009). Nos hibridos
analisados, foi observada a eliminacdo dos microndcleos por meio da citocinese

adicional, originando os micrécitos e as poliades.
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Figura 7- Assincronia do genoma durante meiose equacional dos hibridos
tetraploides de Brachiaria decumbens: a-b) anafase Il apresentando parte do
genoma em metéfase Il (seta); c-d) teléfase Il com a formacdo de grandes
micronucleos (setas) (aumento 400x).

Muitas células apresentaram micronucleos e micrécitos na mesma tétrade
(Figura 9 a-c) e poliades com micronucleos (Figura 9 d-f). A presenca de
micronucleos nas tétrades de micrésporos também foi relatada em varios trabalhos
citogenéticos, com hibridos interespecificos de Brachiaria (Mendes-Bonato et al.,
2004; 2006c¢; 2007; Risso-Pascotto et al., 2004a; Felismino et al., 2010).

Teoricamente, as hibridacdes intraespecificas deveriam produzir poucas
anomalias na meiose, em comparacdo com as interespecificas. Contudo, na pratica,
isso nao ocorreu, conforme observado nas avaliagdes citogenéticas dos 27 hibridos
resistentes a degrana. Acredita-se que tal fato se deve a duplicacdo dos
cromossomos da planta-méae empregando a colchicina, um alcaloide que, em muitas
espécies vegetais, pode provocar diferentes niveis de variacdo genética, tais como
perdas ou rearranjos cromossOdmicos, mutacdes, bem como esterilidade e

crescimento anormal (Luckett, 1989). Outro fator que pode ser levado em conta € a
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incompatibilidade entre os genomas dos genitores, pois, apesar dos mesmos serem
da mesma espécie, 0 genitor masculino € apomitico e tetraploide natural, sendo
possivelmente originado por cruzamentos espontaneos na natureza, acarretando

homologia parcial dos genomas de B. decumbens (Simioni e Valle, 2011).
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Figura 8 - Anormalidades meioticas observadas nas tétrades de micrésporos, em
decorréncia da segregacéao irregular dos cromossomos, nos hibridos tetraploides de
Brachiaria decumbens: a) micronicleos em um micrésporo (seta); b) micronucleos
em dois micrésporos (setas); c¢) micronucleos em trés micrésporos (setas); d)
microndcleos em quatro micrésporos (setas) (aumento 400x).

A andlise das tétrades € uma técnica que facilmente comprova o grau de
estabilidade do processo meidtico (Love, 1951), pois pode demonstrar a
regularidade do comportamento dos cromossomos, durante as fases da meiose
(Love, 1949). Segundo Love (1951), uma planta com 90 a 100% de tétrades normais

€ considerada estavel citogeneticamente.
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Figura 9 - Comportamento cromossémico observado nos produtos finais da meiose,
nos hibridos tetraploides de Brachiaria decumbens, em decorréncia da assincronia
do genoma, nos hibridos tetraploides de Brachiaria decumbens: a-c) tétrade com
microndcleos nos micrésporos e micrécito (seta); d-f) poliades com micrésporos de
diferentes tamanhos e com micronucleos (aumento 400x).

O resultado das analises das tétrades de micrésporos, realizadas para os 27
hibridos de Brachiaria decumbens, estdo apresentados no Quadro 4.

As anormalidades meidticas nas tétrades foram expressas em porcentagens
de células anormais e as diferencas significativas entre as irregularidades dos
hibridos foram testadas pelo teste de Scott Knott (Quadro 4).

As anormalidades mais frequentes nas tétrades foram os microndcleos. Os
hibridos que apresentaram menos de 10% de tétrades com micronucleos em um
micrésporo foram: R158, R163, R167, R168, R169, R176, R177, R184, S47, S48,
T87, X113, X122, Y21, Y22, Z8 e Z9. Os hibridos R187 e R189 ndo apresentaram
essa irregularidade. A presenca de micronucleos em apenas 1 microsporo da tétrade
nao afeta os demais, sendo que estes podem ser normais.

Seis hibridos apresentaram porcentagens inferiores a 10% de tétrades, com
micronucleos em 2 micrésporos: R163, R169, R187, R189, S48 e X122. Apesar dos
demais hibridos apresentarem porcentagens superiores a 10%, estas néo

ultrapassaram 33,8%, ndo sendo considerada uma taxa alta de tétrades irregulares.
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Quadro 4 - Porcentagem média de células anormais (contendo micronucleos),
observadas no produto final da meiose dos 27 hibridos de Brachiaria decumbens
avaliados

Ocorréncia de Microndcleo em microsporos

1 2 3 4 5 6
Hibrido % % % % % %

R158 77 b 238 a 30,4 a 302 b 06 f 0 d
R 161 19 a 244 a 15,6 ¢ 10,9 ¢ 15 ¢ 0,2 d
R163 0,7 d 78 ¢ 19 b 645 a 33 e 23 ¢
R165 10 b 213 a 277 a 2861 b 11 e 02 d
R167 26 ¢ 61 ¢ 22,9 b 538 a 10 d 28 ¢
R168 83 b 148 b 19,1 b 295 b 31 e 12 ¢
R169 16 d 8 c 21,3 b 56,2 a 6,1 e 1,3 ¢
R171 11 b 265 a 28 a 257 b 13 e 02 d
R176 78 b 16,9 b 20,9 b 18,6 ¢ 28 b 05 d
R177 42 ¢ 17,9 b 329 a 395 b 08 f 0 d
R179 23 a 301 a 241 b 11,7 ¢ 01 f 0 d
R181 28 a 268 a 132 ¢ 71 ¢ 0 f 0,2 d
R184 54 ¢ 198 b 206 a 42 b 0 f 0 d
R187 0 d 03 d 18 d 333 b 33 b 25 a
R189 0 d 03 d 51 d 68 a 17 ¢ 55 b
R193 19 a 338 a 271 a 12,1 ¢ 0 f 0 d
S47 4 182 b 26,2 a 482 a 0 f 0 D
S48 02 d 16 d 10,2 ¢ 379 b 42 a 66 B
T87 53 ¢ 245 a 27 a 345 b 2 e 0O D
X113 37 ¢ 18,7 b 36,5 a 371 b 02 f 0 D
X119 11 b 289 a 297 a 248 b 05 f 0 D
X122 04 d 36 ¢ 19,4 b 435 b 23 b 78 B
Y21 45 ¢ 16,5 b 255 b 37 b 86 d 13 C
Y22 02 d 103 b 38,6 a 50 a 0 ¢ 0 D
Y23 14 b 216 a 246 b 243 b 20 ¢ 2 C
78 61 c 138 b 28,6 a 433 b 2 e 01D
79 6,2 248 a 30 a 331 b 07 ¢ 02 D

1 = microndcleo em 1 micrésporo; 2 = micronicleo em 2 micrésporos; 3 = microndcleo em 3
micrésporos; 4 = micronicleo em 4 micrésporos; 5 = micrdcito; 6 = poliade.

Porcentagens médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si,
pelo teste Scott Knott, a 5% de probabilidade de erro.
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Para os hibridos R187 e R189, foram obtidas uma porcentagem média de
1,8% e 5,1% para a presenca de micronicleos em 3 microsporos da tétrade,
respectivamente, enquanto os demais hibridos apresentaram porcentagens médias,
variando de 15,6% a 38,6%.

A porcentagem média de tétrades com micronucleos nos 4 micrésporos foi
superior a 10% para a maioria dos hibridos, exceto para o R181, que apresentou
7,1%. A frequéncia de micronucleos é considerada mais grave quando afeta os 4
micrésporos da tétrade, pois podem resultar em quatro gametas desbalanceados
pela perda de cromossomos (Twel, 1995). A formag&o de microcitos foi menor que
10% para a maioria dos hibridos, exceto para os R161, R167, R176, R187, R189,
S48 e X122, nos quais foram observadas porcentagens médias de 10 a 42%. Os
hibridos R181, R193, S47, Y22 ndo formaram microcitos nas tétrades.

Com base nos dados do Quadro 4, pode-se dizer, ainda, que houve a
formacdo de poucas poliades. Apenas o hibrido R187 apresentou a maior
porcentagem de 25% de formacdo de poliades. Os hibridos R158, R177, R179,
R184, R193, S47, T87, X113, X119, Y22 nao formaram poliades em nenhuma célula
observada.

Love (1951) trabalhou com trigo e observou que, de modo geral, plantas com
menos de 90% de produtos meidticos normais dificultam o trabalho dos melhoristas,
devido a baixa producdo de sementes viaveis. As avaliacbes citogenéticas
realizadas nestes hibridos, resistentes a degrana, comprovam que as irregularidades
na meiose e nos produtos meiéticos ultrapassam os 10%. Por serem plantas
perenes que sO dependem de formacdo de sementes quando da renovacao de
pastagens ou em campos de producdo de sementes, a quantidade de gametas
viaveis produzidos deve ser suficiente para originar pélen viavel, resultando em
sementes férteis. Entretanto, mais estudos devem ser realizados para confirmar
quao regular deve ser a meiose para gerar mais gametas normais, e quais sdo 0s
fatores que mais influenciam no processo meiético.

Na analise de variancia para as anormalidades meiéticas, o quadrado médio
para o efeito de hibrido foi significativo pelo teste F a 5% de probabilidade de erro,
evidenciando que existem diferencas entre os hibridos em relacdo a frequéncia de
irregularidades cromossdmicas das tétrades de microsporos (Quadro 5). Segundo
Pimentel Gomes (2000), um experimento com coeficientes de variacdo (CV) inferior

a 10% possui alta precisédo; de 10% a 20% boa precisao; 20% a 30% baixa precisao;
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e acima de 30% séo considerados valores muito altos. Entretanto, essa classificacéo
deveria levar em conta a variavel em estudo. No caso das variaveis analisadas neste
experimento, o coeficiente de variacdo (CV) estimado foi alto para a presenca de
micronucleo em 1 micrésporo (38,28%), micrécitos (41,89%) e poliades (86,66%).
Os altos valores do CV podem ser justificados pelas diferencas existentes na
quantidade de células encontradas por laminas com essas anormalidades. Uma
forma de melhor estimar o efeito das anormalidades meidticas na fecundidade
desses hibridos implicaria acompanhar o florescimento, colher e pesar, ou contar
todas as sementes de inflorescéncias marcadas, determinar o peso/niamero de
sementes cheias e correlacionar com as anormalidades encontradas. Ao proceder
essa avaliacdo agronbmica, visando a determinar a produtividade sob cortes e
incidéncia de pragas e doencas, o verdadeiro potencial desses hibridos podera ser
avaliado e explorado. Além disso, é de suma importancia estudar a herdabilidade da
resisténcia a degrana, a fim de incorporar essa caracteristica aos novos hibridos.
Com base no teste de Scott-Knott, quanto a presenca de micronucleos em 1
micrésporo, foi possivel separar os hibridos em quatro grupos (a, b, ¢ e d). Os
grupos diferem entre si, com base na diferenca minima significativa, enquanto os
hibridos dentro dos grupos sdo semelhantes. O grupo a é constituido pelos hibridos
R161, R179, R181 e R19, que apresentaram porcentagem média superior a 10%,
sendo que os hibridos que pertencem ao grupo ¢, R167, R177, R184, S47, T87,
X113, Y21, Z8, Z9 e d R163, R169, R187, R189, S48, X122 e Y22, apresentaram as
menores taxas dessa irregularidade: de 2,6% a 6.2%; e de 0% a 0,7% para 0 grupo
d (Quadro 4). Para as irregularidades em 2 micrdosporos, quatro grupos também
foram formados, sendo que os hibridos R163, R167, R169, X122, com menor
irregularidade, de 3,6% a 8%, encontram-se no grupo c e os hibridos R187, R189 e
S48 encontram-se no grupo d, apresentando porcentagem de 0,3% a 1,6%. Com
relacdo a presenca de micronucleos em 3 micrésporos, os melhores hibridos foram
R187 e R189, pois apresentaram as menores porcentagens de irregularidades: 1,8%
e 5,1%, respectivamente, em comparagdo aos demais hibridos avaliados para esta
anormalidade. Quanto a presenca de micronucleo em 4 micrésporos, o teste de
Scott Knott separou os hibridos em 3 grupos a, b e c. Os hibridos pertencentes ao
grupo c apresentaram as menores porcentagens de irregularidades nas tétrades,
sendo eles: R161 (10,9%), R176 (18,6%), R179 (11,7%), R181 (7,1%) e R193
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(12,1%). Estes hibridos obtiveram a melhor performance quanto a presenca de

microndcleos em quatro micrésporos.

Quadro 5 - Andlise de variancia para as anormalidades meidticas encontradas nos
27 hibridos de Brachiaria decumbens

Quadrado Médio (QM) das anormalidades meiéticas

MicronUcleos

FV GL 1 2 3 4 5 6
Hibrido 26 0,109*  0,123* 0,072*  0,156*  0,208*  0,073*
Erro 108 0,008 0,007 0,007 0,018 0,007 0,006
Total 134

CV% 38,28 22,04 16,52 21,63 41,89 86,66

1 = microndcleo em 1 micrésporo; 2 = micronlcleo em 2 micrésporos; 3 = microndcleo em 3
micrésporos; 4 = microndcleo em 4 micrésporos; 5 = micrdcito; 6 = poliade.
*Significativo pelo teste F (P<0,05)

Os melhores hibridos com menor formagcdo de micrécitos nas tétrades
(porcentagem menor que 1%) foram: R158, R177, R179, R181, R184, R193, S47,
X113, X119, Y22 e Z9, nao diferindo entre si, significativamente, apresentando 5%
de probabilidade pelo teste F. Para a formacédo de poliades, os hibridos com melhor
desempenho obtiveram porcentagem inferior a 1% para a presenca desta
anormalidade e foram eles: R158, R161, R165, R171, R176, R177, R179, R181,
R184, R193, S47, T87, X113, X119, Y22, Z8 e Z9.

No geral, considerando todas as anormalidades (porcentagem média entre
parénteses), os melhores hibridos foram: R181 (12,55%), R168 (12,67%), R161
(14,18%), R165 (14,73%), R179 e Y23 (14,83%).

4.3. Viabilidade do polen

A viabilidade polinica é considerada uma medida de fertilidade masculina e
pode ser estimada pelos métodos de coloracdo, apds a determinagédo do periodo da
maturidade do gréo de pélen (Dafni, 1992; Souza et al., 2002).

Neste trabalho, foi realizada a avaliagdo da viabilidade polinica nos 27

hibridos de B. decumbens, utilizando o corante carmim propibnico a 1%. Varios
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autores testaram a viabilidade polinica em Brachiaria com o mesmo corante:
Mendes-Bonato et al. (2001a); Risso-Pascotto et al. (2003b; 2004b; 2005a); Araujo
et al. (2007); Mendes-Bonato et al.(2009); Ricci et al. ( 2010); Felismino et al. (2011);
Simioni e Valle (2011).

A coloracdo dos grdos de pdlen foi uniforme e adequada para uma
interpretacdo segura e eficiente dos resultados. Foram observados gréos de pdlen
com diferentes tamanhos e coloracdo, sendo considerados viaveis os graos targidos
com protoplasma fortemente corado (Figura 10a) e inviaveis aqueles grdos murchos,
pois o protoplasma é reduzido ou ausente, pouco corado ou sem coloracdo (Figura
10b). A Figura 10c apresenta grdos de pdlen nos quais podem ser observadas as
diferencas de tamanho e coloracdo entre um gréo de pélen viavel (a esquerda) e um
inviavel (a direita).

A propor¢cdo de grdos de polen vidveis foi bem menor que a propor¢do de

graos invidveis em cada lamina analisada, como pode ser observado na Figura 11.

Figura 10 - Viabilidade polinica avaliada com o corante carmim propiénico 1% nos 27
hibridos tetraploides de Brachiaria decumbens: a) grao de pédlen viavel corado
fortemente; b) grados de pdlen inviaveis ndo corados; c¢) grdos de pdlen viavel e nao
viavel (aumento 400x).

Segundo a analise de variancia, o valor do quadrado médio para o efeito de
viabilidade polinica foi significativo a 5%, pelo teste F, para a fonte de variagcédo
hibrido (Quadro 6), indicando que existem diferencas entre os 27 hibridos quanto a
frequéncia de polen viavel. Isso comprova a importancia da avaliacdo da fertilidade
do pélen para cada hibrido obtido em um cruzamento, pois a viabilidade do pélen
pode variar consideravelmente entre individuos da mesma espécie e entre amostras
de um mesmo individuo (Zanotto et al., 2009). Aléem disso, conhecer as diferencas

entre os hibridos, quanto a frequéncia de grdos de pdlen normais e anormais é
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importante para 0 sucesso do programa de melhoramento de Brachiaria,
especialmente quando se utilizam técnicas de polinizacéo artificial para a hibridagéo
das espécies (Sahar e Spiegel-Roy, 1984; Rodrigues-Riano e Dafni, 2000).

No programa de melhoramento da Embrapa Gado de Corte para a producéo
de hibridos, sdo utilizados acessos sexuais, como planta-mée, e acessos
apomiticos, como doadores de pélen (Mendes-Bonato et al., 2004). Além disso, 0s
hibridos apomiticos, com caracteristicas desejaveis, sdo candidatos a se tornarem
uma cultivar, apdés passarem por varias etapas de avaliacdo, plantados por
sementes até as etapas finais de avaliacdo sob pastejo. Para a adocdo, uso e
sucesso, uma cultivar depende de uma boa producédo de sementes, 0 que justifica a
importancia em determinar a fertilidade e a fecundidade desses hibridos
precocemente no programa de melhoramento. A apomixia reduz 0S custos e o
tempo para o desenvolvimento de uma nova cultivar, facilita a multiplicagdo das
sementes e permite aos agricultores armazenarem as sementes para a proxima
safra, mantendo o vigor hibrido, que € normalmente perdido nas plantas sexuais

com o avanco das geracdes devido a segregacédo (Grimanelli et al., 2001).

Figura 11 - Viabilidade polinica testada com o corante carmim propiénico 1% nos
27 hibridos tetraploides de Brachiaria decumbens: a-c) gréos de pdlen viaveis
corados fortemente e os graos de polen inviaveis ndo corados (aumento 100x).

As cultivares e hibridos para serem utilizados nos programas de
melhoramento devem produzir polen viavel, em quantidade e com qualidade, para
garantir a producdo de sementes viaveis (Neves et al., 1997) e que supram a

necessidade do mercado.
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Quadro 6 - Analise de variancia para a viabilidade polinica dos 27 hibridos de
Brachiaria decumbens

Quadrado Médio para Viabilidade Polinica

FV GL Nao-Viavel
Hibrido 26 0,125*
Erro 108 0,026
Total 134

Ccv 12,77

*Significativo pelo teste F (P<0,05).

Os hibridos analisados possuem uma caracteristica muito importante para o
género Brachiaria: a resisténcia a degrana natural. Dada a importancia deste caréater,
séo relevantes as andlises de viabilidade do pélen, para selecionar os hibridos que
poderdo produzir quantidades maiores de sementes férteis, visto que plantas com
potencial de producdo de sementes garantem maior recuperacdo natural das
pastagens, 0 que pode contribuir para a sustentabilidade destas (Fonseca et al.,
2011).

As porcentagens médias de grdos de polen invidveis foram testadas pelo
teste de comparacao de médias Scott Knott, que separa os hibridos em dois grupos:
a) e b). O grupo a) inclui os hibridos com as maiores porcentagens de polens
invidveis, de 96% a 99,9%, sendo eles: R168, R171, R176, R177, R179, R187,
R189, S48, T87, X113, Y22 e Z8. A porcentagem de esterilidade polinica entre os
hibridos deste grupo ndo diferem significativamente entre si. Os hibridos R158,
R161, R163, R165, R167, R169, R181, R184, R193, S47, X119, X122, Y21, Y23 e
Z9, pertencentes ao grupo b), apresentaram porcentagens entre 68,2% a 90,9% de
pélen anémalo (Quadro 7). Como, no programa de melhoramento, 0s genitores
apomiticos séo utilizados como doadores de pélen, os hibridos do grupo a) ndo séo
indicados como genitores masculinos, pois a taxa de podlen inviavel foi muito alta. No
grupo b), podemos indicar como doadores de pdlen os hibridos R158, R169 e R184.
Ja para genitores femininos, podemos recomendar os hibridos R161, R163, R165,
R167, R181, R193, S47, Y21 e Z9. Mendes-Bonato et al. (2001b) descrevem que,
para os hibridos apomiticos, a esterilidade do pdélen ndo é normalmente um
problema. Entretanto, Felismino et al. (2011) apontam que gametas viaveis sao
necessarios para 0 desenvolvimento do endosperma, pois a apomixia é

pseudogamica.
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Os resultados obtidos neste trabalho apontam que, quando a porcentagem de
gréos de polen vidveis variou de 0,6% a 31,8% e a de graos inviaveis de 99,4% a
68,2%, os 27 hibridos apresentaram baixa viabilidade polinica, pois, conforme Souza
(2002), valores de viabilidade polinica acima de 70% sé&o considerados altos, de 31

a 69% sao considerados altos; até 30% sao considerados baixos.

Quadro 7- Porcentagem média de grédos de pélen invidveis observados nos 27
hibridos de Brachiaria decumbens

Polen inviavel

Hibrido %
R158 85,5 B
R 161 80,5 B
R163 86,6 B
R165 85,7 B
R167 81,8 B
R168 97 A
R169 81,1 B
R171 99,4 A
R176 96 A
R177 93,4 A
R179 96,1 A
R181 89,5 B
R184 74,1 B
R187 98,9 A
R189 99,9 A
R193 89,5 B
S47 68,2 B
S48 98,7 A
T87 96,1 A
X113 95,8 A
X119 70,8 B
X122 90,3 B
Y21 81,6 B
Y22 97,8 A
Y23 90,9 B
Z8 97,2 A
Z9 79,4 B

Pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade de erro, porcentagens médias seguidas da mesma letra
nao diferem significativamente entre si.

As diferencas de viabilidade encontradas neste estudo indicam que a
estimativa de viabilidade polinica pode ter sido afetada pelas irregularidades
meidticas, como €& descrito por Zanotto et al. (2009), e estas anomalias ocorrem

principalmente pela falta de homologia cromossémica entre 0os genomas dos
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genitores de B. decumbens envolvidos nos cruzamentos, que geram gametas
aneuploides (Souza et al., 2002) ou, ainda, por falhas no processo de
microgametogénese (Twel, 1995), pela perda natural de agua que ocorre durante a
coleta e armazenamento das inflorescéncias (Tecchio et al., 2006), pelo tempo de
armazenamento (Stanley e Linskens,1974), que foi de um ano e oito meses,
mantidas em &alcool 70% ou, ainda, pelo estagio de maturacdo do grao de pdlen,
pois a viabilidade do grdo de pélen pode variar bastante ao longo do seu
desenvolvimento. Na abertura da flor, por exemplo, o grédo de pélen é plenamente
viavel e, a medida que o tempo avanca, a viabilidade do grdo de pdlen vai
diminuindo e reduzindo sua eficiéncia (Souza et al., 2002). Além disso, o periodo de
florescimento, as alteracfes ambientais, fatores bidticos e abidticos e as diferencas
genotipicas podem contribuir para aumentar ou diminuir a viabilidade polinica
(Shivanna e Rangaswsmy, 1992; Techio et al., 2006).

Os resultados evidenciam que novas andlises de citogenética classica sejam
realizadas juntamente citogenética molecular, para estimar o efeito do ambiente
sobre esses hibridos e avaliar as anormalidades que ocorreram durante a meiose e
que estéo afetando a viabilidade polinica.

Nas andlises de viabilidade polinica, as altas taxas de polens inviaveis ja
eram esperadas, uma vez que, nas analises do produto final da meiose, foram
encontradas porcentagens altas de tétrades anormais e, conforme Zanotto et al.

(2009), altas taxas de tétrades anormais afetam a porcentagem de pélen viavel.
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5. CONCLUSAO

As andlises citogenéticas realizadas foram importantes para determinar quais
genotipos devem continuar no processo de desenvolvimento de novas cultivares
dentro do programa de melhoramento de Brachiaria, conduzido na Embrapa Gado
de Corte.

A contagem cromossdmica revelou que os 27 hibridos sao tetrapléides
(2n=4x=36). O comportamento dos cromossomos nos hibridos, durante a meiose,
demonstrou assincronia dos genomas, ou seja, 0S genomas hao apresentam o
mesmo ritmo meidtico. Além disso, as associacdes cromossdmicas, observadas em
diacinese, foram uni, bi e quadrivalentes. Com base nesses resultados, podemos
sugerir que o genoma do genitor masculino D62 é alopoliploide segmentar, o que
explica a alta frequéncia de irregularidades na meiose dos hibridos, apesar dos
mesmos serem oriundos de cruzamento intraespecifico.

A alta frequéncia de irregularidades na segregagao dos cromossomos afetou
a viabilidade do polen. Quin ze dos 27 hibridos avaliados apresentaram viabilidade
abaixo de 32%.

Entre os 27 hibridos intraespecificos, os hibridos apomiticos R158, R169 e
R184 podem ser mantidos no processo de desenvolvimento de novas cultivares e
também podem ser utilizados como doadores de pdlen sdo. Os hibridos sexuais
mais promissores, passiveis de serem aproveitados em novos cruzamentos como
receptores de pélen, sdo R161, R163, R165, R167, R181, R193, S47, Y21 e Z9.
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