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RESUMO

JANKE, Lilian, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, fevereiro de 2013.
Caracterizacao citogenética de acessos de  Paspalum (Poaceae) com potencial
para selecéo direta de cultivares.  Professora Orientadora: Maria Suely Pagliarini.
Professores Conselheiros: Maria Claudia Colla Ruvolo Takasusuki e Claudete
Aparecida Mangolin.

O género Paspalum compreende aproximadamente 400 espécies distribuidas em
regibes tropicais e subtropicais da América. Um grande numero de espécies
fornece excelente forragem em pastagens nativas da América do Sul. Neste
género, a maior parte das espécies € polipldide e a poliploidia esta frequentemente
ligada a apomixia. Este tipo de citologia complica os programas de melhoramento,
uma vez que estas espécies s6 podem ser utilizadas como doadoras de pélen. Nos
altimos anos, varias excursdes de coletas de germoplasma foram organizados pela
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, com o propdsito de estabelecer uma
colecdo base para este género. Parte desta colecdo esta sendo mantida na
Embrapa Pecuéaria Sudeste, situada em Sao Carlos, Sdo Paulo, Brasil. Este
germoplasma esta sendo usado como fonte de variabilidade genética para os
programas de desenvolvimento de novas cultivares para diferentes usos. Apés
alguns anos de selecédo para caracteristicas agronémicas, 20 acessos de diferentes
espécies foram selecionados para estudos voltados a formacao de novas cultivares.
Entre estes estudos sdo incluidos os estudos citogenéticos. Nesta etapa, 18
acessos, pertencentes a 10 espécies, foram analisados pela metodologia
convencional para se obter dados sobre o numero de cromossomos, nivel de ploidia
e comportamento meidtico. Dentre 0s acessos analisados, 14 mostraram-se
tetraploides (2n = 4x = 40), dois pentaplbides (2n = 5x = 50) e dois hexapldides (2n
= 6x = 60). Entre as espécies analisadas, duas (P. conspersum e Paspalum
mandiocanum) tiveram seu numero de cromossomos descrito pela primeira vez,
tendo sido encontrado tetraploidia e pentaploidia em P. conspersum. Para as outras
espécies, o numero de cromossomos encontrado foi coincidente com a literatura.
Entre os 14 acessos tetraploides analisados, menos de 30% apresentaram tétrades
anormais e a maioria dos acessos apresentou um comportamento meiodtico
bastante regular. Nos dois acessos hexapléides, a meiose foi regular, com

cromossomos pareando-se em bivalentes em diacinese. Nos dois acessos
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pentapléides (P. conspersum e Paspalumsp) 0s cromossomos permaneceram
como univalentes e, apds apenas uma divisdo meidtica, formaram gametas nao
reduzidos. Embora apomiticas, plantas polipléides demandam gametas viaveis para
fertilizar o nucleo secundario do saco embrionario para garantir a formacao do
endosperma e a producao de sementes cheias. Assim, uma elevada producao de
sementes esta diretamente ligada a estabilidade meidtica. Os acessos tetrapldides
e hexapldéides analisados sédo fortes candidatospara originar novas cultivares.
Embora sejam fonte de gametas 2n, os acessos pentapléides de P. conspersum e
Paspalum sp. ndo deve ser utilizados até que mais estudos mostrem a origem da

assinapse.

Palavras-chave: Microsporogénese; graminea; meiose; numero de Cromossomos;

melhoramento genético.
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ABSTRACT

JANKE, Lilian, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa. February, 2013.
Cytogenetic characterization of Paspalum (Poaceae) accessions with potential
for direct cultivar selection . Adviser: Maria Suely Pagliarini. Committee Members:
Maria Claudia Colla Ruvolo Takasusuki and Claudete Aparecida Mangolin.

The genus Paspalum comprises about 400 species distributed in the tropical and
subtropical regions of the Americas. A number of species furnishes native pastures
of quality in the South America. In the genus, most of species are polyploid and
polyploidy is related to apomixis that compromises the breeding purposes because
apomictic plants could be used only as pollen donors in crosses. In the last years,
several germplasm collection trips were organized by Embrapa Genetic Resources
and Biotechnology aiming to establish an wide basic collection for the genus. Part of
this collection is stored at Embrapa Cattle-Southeast (CPPSE) located in Sao
Carlos, SP, Brazil. This germplasm is used as source of genetic variability for
breeding programs to obtain cultivars for different purposes. After several years of
selection for agronomic traits, 20 accessions of different species were selected for
new studies to create new cultivars. Among them, cytogenetic studies were
included. Eighteen accessions of 10 species were analyzed by conventional
methodology for the determination of their chromosome numbers and ploidy level,
and the characterization of their meiotic behavior. It was found that 14 accessions
were tetraploid (2n = 4x = 40); two pentaploids (2n = 5x = 50) and two hexaploids
(2n = 6x = 60). Among the analyzed species, two (P. conspersum e P.
mandiocanum) had the chromosome number reported for the first time. Tetraploidy
and pentaploidy were described in P. conspersum. For the other species, the
chromosome numbers recorded agree with the previous reports. Among the 14
tetraploid accessions, less then 30% of tetrads were abnormal, and in the majority of
accessions the meiotic behavior was quite regular. In the hexaploid accessions, the
meiosis was regular with chromosomes pairing as bivalents. In the two pentaplod
accessions of P. conspersum and Paspalum sp., the chromosomes showed
complete asynapsis and after a single meiotic division, unreduced gametes were
formed. Although apomictics, polyploid plants demand viable gametes to fertilize the
secondary nucleus of the embryo sac to ensure the endosperm formation and the

formation of viable seeds. Thus, high seed production is related to meiotic stability.
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The tetraploid and hexaploid accessions analyzed are candidates to create new
cultivars. Although pentaploid accessions of P. conspersum and Paspalum sp are
source of 2n gametes, they should not be used until more studies elucidate the

origin of assynapsis.

Key words: Microsporogenesis; chromosome number; forage grass; meiosis;
breeding.
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1. INTRODUCAO

7

A falta de alimentagcdo adequada do gado € um dos principais fatores
limitantes a produtividade pecuaria no continente sul-americano. O interesse nas
pesquisas sobre plantas forrageiras e a importancia em selecionar novas cultivares
mais produtivas tem aumentado de maneira consideravel, pois a pastagem € o
alimento mais abundante e de menor custo financeiro nessas regifes. Pesquisas
tém sido implementadas para identificar géneros, espécies e ecotipos de plantas
forrageiras, que sejam melhor adaptadas as condicfes dos diversos ecossistemas
sul-americanos. O Brasil possui escassez de forragem adequada para os diferentes
ecossistemas do pais. Mais de 70 milhdes de hectares na regido Central do Brasil
sado ocupados por Urochloa (syn. Brachiaria) brizantha cv. Marandu e Urochloa
decumbens cv. Basilisk, uma graminea nativa das savanas africanas, introduzida no
Brasil em 1960. O numero restrito de variedades tem preocupado pecuaristas e
melhoristas frente a vulnerabilidade genética (Pagliarini et al., 2001).

A progressiva procura por novas forrageiras, associada a importancia de
pastagens naturais brasileiras, determinou um crescente interesse na utilizacdo do
género Paspalum. Em 1992, o Centro Nacional de Recursos Genéticos
(Cenargen/Embrapa) ja possuia um banco de germoplasma disponivel com uma
colecdo de aproximadamente 1.500 acessos registrados de diferentes espécies de
Paspalum. Atendendo a necessidade operacional de distribuicdo de bancos de
germoplasma entre varias unidades de investigacdo do pais, o Cenargen alocou
parte de sua colecdo para a Embrapa Pecuéaria Sudeste, localizada em S&o Carlos,
estado de S&o Paulo, Brasil (Takayama et al., 1998).

O género Paspalum, uma das gramineas mais importantes da tribo Paniceae,
compreende cerca de 400 espécies, sendo 220 nativas do Brasil (Valls, 1994). Esse
género engloba o maior nimero de espécies com potencial forrageiro entre os
géneros de gramineas brasileiras. Muitas espécies sdo ecologicamente dominantes
em diversas formacfes campestres, como pantanos, savanas e pradarias; tambéem
sdo encontradas espécies ruderais e de bosques, em dunas costeiras e habitats
haléfilos ou alagados (Zuloaga; Morrone, 2005). Estas espécies, sendo nativas de
NOSSOS ecossistemas, apresentam menor risco de provocar algum desequilibrio
ecologico, quando comparadas com espécies exoéticas. A grande variabilidade
genética disponivel favorece projetos de melhoramento visando a obtencédo de

1



cultivares mais adaptadas a determinados nichos ecoldgicos (Batista, Regitano
Neto, 2000).

A importancia da caracterizacdo citogenética na escolha de acessos para
lancamento de novas cultivares € justificada pela predominéncia de acessos
polipldides no género Paspalum (Freitas et al., 1997; Adamowski et al., 2000; 2005;
Pagliarini et al., 2001). Embora a poliploidia esteja relacionada com a apomixia, esta
é do tipo pseudogéamica, ou seja, ha necessidade de gametas viaveis para a
fertilizacdo do nucleo secundario do saco embriondario para que ocorra o
desenvolvimento do endosperma da semente (Dall' Agnol, Schifino-Wittmann, 2005).
Os acessos polipléides apresentam grande quantidade de anormalidades meidticas
que comprometem sobremaneira a viabilidade polinica, resultando,
consequentemente, na producdo de poucas sementes ou de sementes inviaveis.
Assim, o0 conhecimento do comportamento meidtico € essencial para 0s
pesquisadores escolherem as melhores cultivares para futuros langamentos.

A grande maioria das cultivares de espécies forrageiras em uso no pais foi
obtida por meio da selecéo, a partir da variabilidade genética natural existente. Dai,
entdo, a importancia de uma analise criteriosa da meiose dos acessos de Paspalum,
pois, como j& citado, acessos desse género apresentam muitas anormalidades
meidticas devido a poliploidia. Acessos que apresentam grande quantidade de
anormalidades meidticas nédo irdo produzir grande quantidade de sementes, o que
pode comprometer o futuro da cultivar. Sendo assim, cultivares soO terdo sucesso se
produzirem uma grande quantidade de sementes para o estabelecimento de novas
pastagens. Como pré-requisito basico ao programa de melhoramento, € necessario
que se desenvolvam estudos citogenéticos que possibilitem verificar o
comportamento meidtico e eventuais anormalidades presentes nos acessos pré-
selecionados para o ensaio de novas cultivares.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o comportamento meiético de 18
acessos de diferentes espécies de Paspalum, pré-selecionados ao longo dos anos
pelos melhoristas da Embrapa Pecuéaria do Sudeste, para avaliagdo conjunta do
potencial de producdo de novas cultivares, diretamente, a partir da variabilidade

genética natural existente.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. As forrageiras no sistema de producéo

O Brasil destaca-se no cenario mundial como o maior produtor de carne
bovina. Um dos fatores que contribui para isso € a imensa area coberta por espécies
forrageiras (Barros et al., 2011). De acordo com dados do IBGE (2006), o rebanho
brasileiro teve um crescimento de 12,1% em relagcdo ao Censo Agropecuario de
1996. O estado do Para foi o que apresentou o0 maior crescimento relativo do
rebanho bovino no periodo 1996-2006, e o Rio Grande do Sul a maior reducédo (-
15,4%). O estado do Amapa foi o Unico da Regido Norte a apresentar redugcédo do
efetivo bovino. Na Regido Nordeste, os efetivos estaduais apresentaram reducéao,
com excecao apenas do Maranhdo e da Bahia, que apresentam os dois maiores
rebanhos da regido. A média da regido so6 foi positiva gracas ao aumento de 44,3%
no rebanho do Maranhéo, que cresceu 1,7 milhdes de cabecas nestes dez anos.

Os maiores aumentos dos efetivos bovinos entre os censos foram nas
Regides Norte (+81,4%) e Centro-Oeste (+13,3%). As reducdes do numero de
estabelecimentos com bovinos e dos rebanhos do Sul e do Sudeste mostram que a
bovinocultura deslocou-se do Sul para o Norte do Pais, destacando-se, no periodo,
o crescimento dos rebanhos do Para, Rondonia, Acre e Mato Grosso. Nestas trés
Unidades da Federacao da Regido Norte o rebanho mais que dobrou, enquanto no
Mato Grosso o aumento foi de 37,2%. Os dados indicam um acréscimo de 18,1
milhdes de cabecas em relacdo a 1996 nestes quatro estados e um aumento total de
20,8 milhdes de cabecgas nas Regides Norte e Centro-Oeste. Por outro lado, o Rio
Grande do Sul teve seu rebanho reduzido em 2,0 milhdes de cabecas e Sao Paulo
em 1,9 milhdes de cabecas (IBGE, 2006).

A produtividade da bovinocultura de corte brasileira foi estimulada pelo
crescimento e estruturacdo da industria frigorifica nacional e uma maior participacao
nos mercados externos da carne brasileira apds o Censo Agropecuario 1995-1996,
em funcdo da estabilizacdo econdmica brasileira com o Plano Real em 1994. Em
1996, o Brasil exportou 46.656 toneladas de carne bovina e exportou 1.225.413 de
toneladas em 2006 (IBGE, 2006).

Estima-se que, no Brasil, haja cerca de 170 milhdes de hectares de

pastagens, sendo 100 milhdes de pastagens cultivadas e 70 milhdes de pastagens
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naturais (IBGE, 2006). A producdo nacional de carne e leite € baseada quase que
exclusivamente em pastagens de gramineas e leguminosas forrageiras. Devido a
importancia da pecuaria para a economia brasileira, o cultivo de plantas forrageiras
assume papel relevante para a cadeia produtiva de carne e leite (Fonseca et al.,
2011).

De acordo com Gomes (2001), a producdo de carne e leite aumentou no
Brasil nos ultimos anos, como resultado da incorpacdo de novas tecnologias ao
sistema de producao, incluindo a utilizacdo de forrageiras mais responsivas em
sistemas intensivos de producgéo, lancadas pelos centros de pesquisa (Martuscello
et al., 2007).

2.2. O uso de Paspalum em pastagens cultivadas

As pesquisas com plantas forrageiras e a importancia de se conhecer novas
variedades mais produtivas tém aumentado de maneira consideravel no Brasil. Os
esforcos tém se tornado mais significativos para identificar géneros, espécies,
cultivares e ecotipos de plantas forrageiras melhor adaptadas as condicbes dos
diferentes ecossistemas do pais. Esta atividade vinha sendo realizada de modo a
estimular as coletas e intercambios de germoplasma exéticos, principalmente do
continente africano (géneros Urochloa, syn. Brachiaria e Megathyrsus, syn.
Panicum), e menor énfase era dada aos géneros e espécies nativas, tais como as
pertencentes ao género Paspalum.

E notdria a importancia de forrageiras do género Paspalum na formacéo de
pastagens cultivadas, sendo a Ameérica do Sul o centro de origem da maioria das
espécies desse género. A variabilidade genética disponivel facilita os programas de
melhoramento na busca de cultivares mais produtivas e de melhor valor nutritivo
(Cosenza, 1981). Por se tratar de espécies nativas do pais, 0s riscos ecoldgicos de
suas eventuais utilizagcbes como pastagens cultivadas sdo menores que aqueles
associados ao uso de espécies exaticas.

Como importante recurso forrageiro, Carambula (2002) destaca as seguintes
caracteristicas para o género Paspalum: resisténcia ao pisoteio e pastoreio, quando
em solo com boa fertilidade; resisténcia a estiagem e ao excesso de agua; e
capacidade de rebrotar vigorosamente apds periodos de secas em respostas as

chuvas, gracas ao seu sistema radicular extenso.
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Segundo estudos realizados por Barreto (1974), espécies pertencentes aos
grupos Dilatata, Notata, Livida e Plicatula apresentaram as melhores caracteristicas
agrondmicas. Em geral, sdo espécies produtoras de forragem tenra, suculenta e
muito apreciada pelos animais. As espécies do género se destacam pela maior
resisténcia a geadas, producao e qualidade de forragem, quando comparados a
outras gramineas nativas (Batista e Reginato Neto, 2000).

A andlise da diversidade de Paspalum tem recebido atencao especial (Valls,
2005). Algumas espécies, como P. atratum Swallen e P. notatum Flige, tém
permitido o langcamento de cultivares. Paspalum atratum cv. Pojuca apresenta
excelente adaptacdo em areas alagadicas, exige pequena fertilidade do solo,
oferece boa producédo de forragem e é bem aceita por bovinos. Também possui
excelente velocidade e vigor na rebrota, sendo pouco atacado por pragas e
doencas. Além disso, possui grande producdo de sementes e tolerancia ao fogo
(Cidade, 2011). A grama forquilha (P. notatum) é uma graminea perene, muito
resistente ao pisoteio, que vegeta bem em solos mais secos, arenosos e
relativamente pobres em nutrientes. Esta espécie é considerada boa para pastejo,
com adaptagcéo na maioria dos campos do Rio Grande do Sul (Barreto, 1963).

Algumas espécies de Paspalum, tais como P. dilatatum (Venuto et al., 2003),
P. simplex (Urbani et al., 2002), P. compressifolium (Quarin et al., 1996), P.
plicatulum (Evers, Burson, 2004), P. nicorae (Evers, Burson, 2004), P. guenoarum
(Evers, Burson, 2004) e P. notatum (Tischler, Burson, 1995), constituem-se em
excelentes pastagens cultivadas para o sistema de producdo animal em varios
paises, incluindo Brasil, Argentina, Tailandia, Australia, Nova Zelandia e Estados

Unidos.

2.3. Importancia ecolégica

O potencial de espécies exdticas de alterar os sistemas naturais € imenso,
tanto que as plantas invasoras sao hoje a segunda maior ameaca mundial a
biodiversidade, perdendo somente para a destruicdo de habitats pela exploracao
humana direta. Os processos de invasdo sdo particularmente graves porque as
plantas exoéticas invasoras tendem a ocupar o espago das nativas. As principais

consequéncias sao a perda da biodiversidade e a modificacdo dos ciclos e



caracteristicas naturais dos ecossistemas atingidos, a alteracdo fisiondmica da
paisagem natural, com consequéncias econdémicas vultosas (Ziller, 2001).

A importéncia do género Paspalum vem sendo evidenciada gracas a sua
adaptabilidade aos diferentes ecossistemas e a grande diversidade existente,
principalmente no Sul do Continente Americano (Chase, 1937; Burton, 1945;
Burton). E importante destacar que o nimero de acessos de Paspalum introduzidos
de outros paises é relativamente pequeno. De modo geral, a origem primaria de
Paspalum esta situada no Brasil ou paises vizinhos (Burton, 1967). Estas espécies,
sendo nativas de nossos ecossistemas, apresentam menor risco de provocar algum
desequilibrio ecolégico, quando comparadas com espécies exoticas (Batista,
Regitano Neto, 2000).

Segundo Prestes et al. (1976), o género Paspalum apresenta papel
relevante na conservagao do solo, principalmente em zonas litoraneas. Algumas
espécies sdo importantes na protecao de solos arenosos e utilizadas na fabricacao
de papel. Aléem disso, suas sementes servem de alimento para um grande numero
de passaros. Levando estes aspectos em consideracdo, a Embrapa Pecuaria
Sudeste (Sao Carlos, SP) desenvolve um projeto com espécies de gramineas do
género Paspalum, com o objetivo de desenvolver cultivares para serem utilizadas
em estabilizacdo de encostas, principalmente em estradas e rodovias, como
gramados e areas de recreacao.

Diversas pesquisas ja demonstraram os beneficios de um gramado para o
meio ambiente. Um gramado bem mantido proporciona um local confortavel e
seguro para diversdao e pratica de esportes, libera oxigénio, absorve grande
quantidade de CO, da atmosfera e controla a poluicdo do solo. Outro efeito favoravel
dos gramados para 0 meio ambiente € o controle da erosdo do solo, pois sdo seis
vezes mais efetivos em absorver a 4gua da chuva que uma lavoura de trigo e quatro

vezes mais que uma lavoura destinada a obtencéo de feno (Beard, 1985).

2.4. Taxonomia, origem e distribuicdo do género Paspalum

O género Paspalum esta inserido na tribo Paniceae, subfamilia Panicoideae
e familia Gramineae ou Poaceae (Parodi, 1961).
Esse género foi criado por Linnaeus, em 1759, com base em quatro

espécies: Paspalum dimidiatum Linnaeus, P. virgatum Linnaeus, P. paniculatum



Linnaeus e P. distichum Linnaeus. Ap6s a publicacdo do género, novas espécies
foram descritas, revelando uma grande diversidade morfologica. Em 1929, Agnes
Chase dividiu as espécies do género que ocorriam na América do Norte em grupos
baseados em caracteristicas exomorfolégicas (habito, tipo de inflorescéncia, forma e
dimensao das espiguetas, indumento e largura das laminas). Posteriormente, estes
grupos informais foram utilizados por agrostologistas do mundo inteiro, com adi¢éo
de novos grupos e/ou com uma adaptacdo dos grupos para as floras regionais. A
classificacdo proposta por Chase (1929) € a mais aceita e originalmente
compreende dois subgéneros (Ceresia e Paspalum) e 25 grupos informais (Canto-
Dorow, 1993; Souza-Chies et al., 2006).

As espécies do género Paspalum sdo quase na sua totalidade de origem
americana, destacando o Brasil, Paraguai, Uruguai e norte da Argentina. O género
possui cerca de 300 (Barreto, 1974) a 400 espécies (Chase, 1929). De acordo com
Batista e Regitano Neto (2000), a grande maioria das espécies conhecidas de
Paspalum ocorre no Brasil e fazem parte das mais variadas formagdes vegetais, em

diferentes condicdes ecoldgicas.

2.5. Coletas e bancos de germoplasma

Segundo Moraes (1987), a partir de 1984, a Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia obteve aprovacéo e patrocinio do Comité Internacional para Recursos
Genéticos Vejetais (IBPGR) para o projeto de coleta de germoplasma de espécies
forrageiras no Brasil subtropical, estimulando, a partir de entdo, os estudos de
germoplasma do género Paspalum. Para a execucdo deste projeto foi postulada a
participacdo cooperativa das entidades regionais envolvidas na pesquisa com
forrageiras e pastagens.

No presente trabalho, foi possivel o enriquecimento da variabilidade genética
disponivel para a pesquisa, a sua conservacao para o futuro e a colocagdo da
variabilidade obtida a disposicdo de melhoristas e demais interessados, destacando-
se, em especial, a énfase dada as espécies nativas do género (Obeid, Pereira,
2011). Inumeras coletas foram feitas na América do Sul, resultando em cerca de
1500 acessos (Valls, 1992), distribuidos a varios centros de pesquisas do pais e ao
Instituto de Botanica de Corrientes (lbone, Argentina). 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 Pecuéria Sudeste, localizada em S&o Carlos, Sdo Paulo (Obeid, Pereira,
2011). O banco de germoplasma da Embrapa Pecuéaria Sudeste possui 310
exemplares de acessos Paspalum de 15 espécies diferentes. Cerca de 187 desses
acessos ja tiveram sua meiose analisada.

Os acessos foram coletados por meio de partes vegetativas (mudas ou
estoldes). O acesso recebido pelo banco ativo passa por periodo de adaptacdo em
casa de vegetacao, para estimular o desenvolvimento, com controle ambiental de
temperatura, agua e luminosidade. De acordo com seu desenvolvimento vegetativo,
sao feitas repicagens e as mudas sao colocadas em telado (sombrite), com reducéo
de luminosidade de 50%, onde sao realizadas outras multiplicagdes. Com numero
minimo de 50 por acesso, as mudas séo levadas ao ambiente natural, com irrigacao
suplementar, para aclimentacéo e a realizacdo das ultimas multiplicagdes. Atingindo
o numero de 130 por acesso, as mudas séo levadas para plantio a campo em época
adequada (novembro a janeiro), para realizacdo da caracterizacdo e da avaliacéo
desses acessos (Batista, Regitano-Neto, 2000).

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 intercambios de germoplasma, para
preservar sua integridade genética e coloca-lo a disposicdo de melhoristas de
plantas forrageiras (Batista, 2005). Desta maneira, esse germoplasma podera ser
seguramente utilizado na obtencao de novas cultivares, mais produtivas e adaptadas
aos diferentes ecossistemas.

Segundo Valls (1987), a busca por germoplasma de Paspalum n&do é uma
preocupacao recente, varios trabalhos na década de 1930 ja registravam a

qualidade forrageira das espécies deste género.

2.6. Aspectos citogenéticos e reprodutivos do géner o Paspalum

A maioria das espécies de Paspalum tem numeros cromossémicos multiplos
de 10. Relatos excepcionais incluem: x = 6 no complexo P. almum Chase — P.
hexastachyum Parodi (Quarin, 1974) e x = 9 em P. contractum Pilger (Quarin, 1974;

Davidse, Pohl, 1972). Pefialoza et al. (2008) descreveram nimero de cromossomos



2n = 18 para P. reduncum, P. filgueirasii 2n = 24, P. ammodes (2n = 36) e P.
burmanii (2n = 48).

Um dos mecanismos envolvido na evolucdo de Paspalum é a poliploidia, o
que explica a grande diversidade apresentada pelo género. Esse mecanismo ja foi
evidenciado em aproximadamente 80% das espécies, a metade das quais é
tetraploide e de reproducdo apomitica (Quarin, 1992). Paspalum apresenta um
sistema reprodutivo complexo, composto por espécies com racas dipléides de
reproducdo sexuada e poliploides sexuais ou apomiticos (Quarin, 1992), ocorrendo
citétipos triploides (Quarin; Lombardo, 1986) até hexapléides (2n = 6x = 60) (Burton,
1940).

Os poliploides sdo classificados em autopolipléides, originados pela
duplicacdo de um mesmo genoma, e alopolipldides, originados pela duplicacdo de
genomas diferentes, normalmente ap6s um evento de hibridacdo. Ha diferentes
consequéncias genéticas e citogenéticas decorrentes dos diversos tipos de
poliploidizacdo. Num autopolipléide, por haver copias iguais de um mesmo genoma,
espera-se 0 pareamento cromossdmico em multivalentes e heranca polissémica;
num alopolipldide, a existéncia de genomas diferentes levaria a formacéo de apenas
bivalentes intragendmicos e heranca dissdbmica (Sybenga, 1992). Devido a
ambiguidade entre as classes de polipléides, uma terceira classe tem sido proposta,
os polipldides segmentares (Stebbins, 1971), originados pela duplicacdo dos
genomas de espécies suficientemente proximas para apresentarem certa
homeologia cromossGmica. De acordo com 0 mesmo autor, estas categorias nem
sempre sao claramente definidas, mas sao Uteis em estudos evolutivos.

A condicao polipléide dos acessos de Paspalum é claramente evidenciada
nos tipos de associacdes cromossémicas multiplas observadas na diacinese em
inUmeras espécies (Fernandes et al., 1971; 1974; Quarin et al., 1996; Burson, 1997,
Freitas et al., 1997; Takayama et al, 1998). Por meio das associagoes
cromossOmicas observadas em diacinese, € possivel inferir a origem do conjunto
gendmico analisado. Em tetrapléides, por exemplo, a presenca de associacoes
tetravalentes em diacinese indica autopoliploidia, enquanto a auséncia ou baixa
frequéncia deste tipo de associacéo sugere alopoliploidia (Freitas et al., 1997).

Acessos polipldides de Paspalum apresentam, em geral, elevada frequéncia

de anormalidades meidticas, relacionadas diretamente ao nivel de ploidia, devido a



apomixia (Takayama et al., 1988; Adamowski et al., 2000, 2005; Pagliarini et al.,
2001).

2.7. Aspectos da microsporogénese em acessos polipl Oides de Paspalum

A meiose caracteriza-se pela ocorréncia de uma série de eventos
sequenciais de elevada complexidade mecéanica e bioquimica. Durante a meiose, 0s
pares cromossémicos, conhecidos como cromossomos homologos, trocam partes
entre si, formando novas combinacdes genéticas antes de serem divididos em
conjuntos Unicos. Este processo faz com que cada célula hapléide receba uma
mistura de genes dos dois genomas parentais da célula ancestral. Estes eventos
geram variabilidade genética a cada geracéo, dando maior flexibilidade evolutiva aos
organismos. A meiose é de grande importancia nas analises citogenéticas, uma vez
gue revela caracteristicas e comportamentos cromossdmicos visualizados somente
neste tipo de divisdo celular. A variabilidade dos gametas e a fertilidade do grédo de
polen dependem da regularidade e eficiéncia desse processo, de forma que, se
ocorrerem irregularidades durante a meiose, estas poderdo levar a formacéao de
micrésporos anormais que apresentarao problemas de fertilidade do polen (Pagliarini
et al., 2000).

De um modo geral, em Paspalum, plantas diploides tém meiose normal,
levando a formac&do de gametas viaveis. Em plantas polipldides, a associacao
irregular dos cromossomos na profase | pode levar leva a formacdo de gametas
aneupldides, gerados a partir da perda de cromossomos na forma de micronucleos
durante as duas divisbes meibticas. Ascensdes precoces em metafase | e I,
cromossomos retardatarios em anafase | e Il, microntcleos em teléfase I, profase I,
telofase Il e tétrades sdo anormalidades frequentemente relatadas em espécies de
Paspalum (Freitas et al., 1997; Adamowski et al., 1998, 2000, 2005; Pagliarini et al.,
2001).

Além das anormalidades tipicas da poliploidia, outras anormalidades
meidticas tém sido encontradas em varios acessos e comprometem sobremaneira a
fertiidade do polen. Aderéncia cromossdémica, resultando em nucleos picnéticos,
seguidos por degeneragdo cromatinica levaram a esterilidade do pélen (Freitas et
al., 1997; Pagliarini et al., 2000).
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Em analises realizadas em Paspalum regnelli (acesso BRA-019186),
Pagliarini et al. (1998) mostraram que as fibras do fuso se degeneraram ao final da
metafase . A segregacdo cromossdmica ndo ocorreu e 0s bivalentes ficaram
espalhados aleatoriamente no citoplasma. Os bivalentes deram origem a
microndcleos em tel6fase |, com uma grande variacdo no niumero e tamanho entre
as células. Com a auséncia da formacao do fuso durante a meiose Il, metafase e
anafase Il ndo foram observadas. A segunda citocinese ocorreu em proéfase I,
imediatamente apos a ocorréncia da primeira. O produto final da meiose foi
completamente anormal, com a predominancia de poliades com micrésporos de
diferentes tamanhos, que resultaram em graos de pélen abortivos. Todos os
microsporaocitos apresentaram essa anormalidade, o que causou esterilidade total.

Auséncia de citocinese também tem sido relatada no género Paspalum. Em
112 acessos de Paspalum analisados por Pagliarini et al. (1999), 52 acessos
apresentaram falta de citocinese na primeira e na segunda divisdo meidtica, levando
assim a formacao de gametas 2n em frequéncias variadas.

Adamowski et al. (1998) relatam a ocorréncia de eliminacdo dos
cromossomos durante a microsporogénese em um acesso brasileiro de Paspalum
subciliatum. O acesso tetrapldide (2n = 4x = 40) apresentou meiose normal até a
diacinese, com 20 bivalentes regularmente distribuidos. Na metafase |, a meiose foi
bastante peculiar, enquanto os dez bivalentes foram agrupados na placa equatorial e
os outros dez ficaram dispersos no citoplasma. Na anafase |, os cromossomos
mostraram habilidades diferentes para migrar para os pélos. Enquanto um genoma
atingiu os pdélos em telofase I, o genoma retardatario em metafase ou anafase
formou ndcleos extras. Na segunda divisdo, o comportamento foi 0 mesmo. Esses
resultados mostram assincronia no ciclo celular, especialmente em algumas fases

meidticas.

2.8. Caracteristicas das espécies de Paspalum analisadas no presente estudo

2.8.1. Paspalum mandiocanum Trin.

Paspalum mandicanum € nativo das partes subtropicais da América do Sul,
incluindo o sul do Brasil (Rio Grande do Sul, Goias, Minas Gerais, Parana, Sao
Paulo, Rio de Janeiro e Santa Catarina), o norte da Argentina (Tucuman, Corrientes
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e Misiones), o Paraguai e o Uruguai (MBG, 2009). Também foi registrado em pelo
menos uma ocasido na Bolivia e no Peru (MBG, 2009). Esta espécie também foi
introduzida nos Estados Unidos (Georgia), Australia, Papua, Nova Guinea e
Indonésia para fins forrageiros (EPA, 2009; GBIF, 2009; MBG, 2009). Sugere-se que
P. mandiocanum seja mais adaptada a regides subtropicais, mas pode se estender
para as margens tropicais e areras de temperatura amena.

Climaticamente, P. mandiocanum prefere areas subtropicais onde as chuvas
anuais ultrapassam de 1000 mm. Essa espécie cresce muito bem em ambientes
abertos, sem sombras locais, tais como pastagens (campos abertos), estradas,
clareiras e margens, mas pode facilmente se adaptar em sombra profunda, tais
como aréas sob copa de florestas (EPA, 2009).

Paspalum mandiocanum compreende duas variedades, P. Mandiocanum,
variedade mandiocanum; e P. Mandiocanum, variedade subaequiglume. Os
nameros de cromossomos sdo 2n= 50, para a variedade mandiocanum, e 2n = 60

para a variedade subaequiglume (Pozzobon et al., 2008).

2.8.2. Paspalum malacophyllum Trin.

A espécie P. malacophyllum, introduzida da Argentina tem recebido atencao
consideravel (Burton, 1940). Paspalum malacophyllum é de estacdo quente e nativa
da América do Sul. A sua area de distribuicdo se estende da Argentina ao México,
geralmente em savanas das terras altas e em penhascos de até 140 m (Chase,
1929). Foi introduzida pela primeira vez nos Estados Unidos, em 1921, e recebeu o
nome o comum de “Paspalum nervuras” devido as suas sementes com aparéncia
estriadas. A espécie foi avaliada como forrageira em varios locais do sul dos
Estados Unidos e os resultados preliminares indicaram que esta espécie tem
potencial para o feno e para o pasto e que produzia bastante sementes (Burton,
1940). Outros testes revelaram que esta forrageira ndo apresentava resisténcia a
desfoliacdo e aquela boa gestdo seria necessario para a grama persistir no pasto.

O numero de cromossomos de 2n = 2x= 20, 2n = 4x = 40 e 2n = 6x = 60 tem
sido relatado para esta espécie, sendo os tetrapldides mais comuns (Burton, 1940;
Gould 1975; Honfi et al., 1990; Burson, Hussey, 1998; Pozzobon et al., 2000;
Pagliarini et al., 2001; Pozzobon et al.,, 2008). Relatos conflitantes existem na

literatura a respeito do modo de reprodugcdo de P. malacophyllum. Com base nos
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estudos embrioldgicos, Bashaw et al. (1970) informaram que um acesso com 40
cromossomos era sexual.
Até pouco tempo, a quantidade de P. malacophyllum disponivel nos Estados
Unidos era limitado. Os dois acessos introduzidos em 1921 foram utilizados para
maior parte da pesquisa relatada para esta espécie. Na década de 1980, acessos
adicionais de P. malacophyllum foram introduzidos nos Estados Unidos pela
National Plant Germoplasm System. A maior parte deste novo germoplasma foi
coletado ao longo da encosta dos Andes, no noroeste da Argentina e sul da Bolivia
(Burson, Hussey, 1998).
De acordo com Valls e Oliveira (2012), a distribuicdo geografica de P.
malacophyllum no Brasil se estende ao norte (Pard, Tocantins), Nordeste
(Maranhéo, Piaui, Ceara), Centro-Oeste (Mato Grosso, Goias, Distrito Federal, Mato

Grosso do Sul), Sudeste (Minas Gerais, Sao Paulo) e Sul (Parana, Santa Catarina).

2.8.3. Paspalum notatum Flige

De acordo com Burton (1948), P. notatum € uma graminea nativa da
América do Sul, sendo um importante componente das pastagens naturais do sul do
Brasil, Argentina e Paraguai.

Paspalum notatum € uma das espécies mais bem conhecidas do grupo
Notata, principalmente devido a sua importancia econdmica reconhecida
mundialmente. Essa espécie é tradicionalmente cultivada como graminea forrageira,
a qual produz boa qualidade de forragem e resisténcia ao pastejo, pisoteio e fogo
(Otero, 1961).

Segundo Maraschin (2001), P. notatum recebe denomina¢des comuns como
“Grama-forquilha”, no Rio Grande do Sul; “Gramila blanca”, no Uruguai e
Argentina;“Bahiagrass”, nos Estados Unidos; “Cana-mazo”, em Cuba; “Grama-
batatais e Grama-de-sdo-sebastido”, em Sao Paulo, o que indica sua importancia e
utilizacdo. A sua propagacdo vegetativa inicialmente é lenta, estendendo o0s
estoldes, formando um denso gramado rasteiro, solidamente fixado ao solo,
desenvolvendo uma estrutura de pastagem dificii de ser invadida por outras
espécies e tendendo a ser dominante (Boldrini, 1993).

Inidmeros acessos de P. notatum tém sido incorporados a experimentos de

cunho agrondémico devido ao valor forrageiro e a rapidez de estabelecimento de uma
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densa cobertura de solo e assim ha cultivares comerciais da espécie, algumas das
quais pertencem a variedade Saurae (Valls, Pozzobon, 1987). Exemplos de
cultivares de P. notatum cultivadas como forrageira na regido Sul do Brasil sdo a
Pensacola e Tifton 9, ambas provenientes de melhoramento norte americano.

Atualmente, sédo consideradas duas variedades para P. notatum. A forma
mais comum encontrada para espécie é P. notatum var. notatum, tetrapléide e
apomitica, e a variedade diploide e sexual P. notatum var. saurae (Cidade, 2011). A
ocorréncia natural de plantas dipléides no Brasil € duvidosa (Valls, Pozzobon, 1987).
Segundo Mislevy et al. (1993), esta espécie é originaria da regido nordeste e centro-
leste da Argentina. E perene, de estacdo quente e apresenta a maior producdo de
forragem em temperaturas médias superiores a 15°C. Foi primeiramente encontrada
na Argentina e a identificacdo desse diploide sexual permitiu a introducdo de
variabilidade em P. notatum apomitico (Forbes et al.,1961). A cultivar Pensacola,
oriunda de populacdes introduzidas acidentalmente nos Estados Unidos, advindas
da Argentina, foi cultivada em grande escala no Rio Grande do Sul, principalmente
na regidao do Planalto. De acordo com Barreto (1974), esta espécie merece ser
comparada, sob o ponto de vista de producdo e valor forrageiro, com os bibtipos
nativos, constituindo-se numa forrageira de excelente aceitagdo. Isto se deve a
facilidade de estabelecimento da cultura, através de sementes, devido a forma de
crescimento perfeitamente adaptada ao pastoreio e as inegaveis qualidades de
aceitabilidade e valor forrageiro.

As informagbes técnicas sobre a Pensacola no Brasil sdo praticamente
restritas a regido sul do pais, onde espécies desse género constituem a base da
exploracdo no campo de rebanhos ovinos e bovinos. Entre essas caracteristicas,
destacam-se: tolerancia a intenso e frequente pisoteio, baixa altura da planta,
auséncia de estruturas vegetais contundentes e auséncia de principios anti-
nutricionais nao relatados (Haddad et al., 1999).

Prates (1997) comparou a producéo e matéria seca de proteina bruta total, e
de matéria seca de raizes e de resteva de dois biétipos de P. notatum com uma
cultivar de P. notatum, variedade Saurae. Observou que os dois bidtipos nativos
foram superiores em todos os aspectos, exceto em producédo de proteina.

Steiner (2005) comparou a producdo de matéria seca da cultivar Pensacola,

com dois ecotiposde grama-forquilha, André Rocha e Bagual. Segundo o autor,
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confirmou-se melhor producéo das cultivares nativas nos periodos de temperaturas
mais elevadas (no Rio Grande do Sul, primavera-verao).

Além do valor agrondmico como forrageira, P. notatum é cultivada em
gramados e na contencdo de erosdo, pois, uma vez estabelecida, ela € muito
persistente, requer baixa fertilidade do solo, controla a proliferacdo de patdgenos e
mostra-se tolerante ao pisoteio (Gates et al., 2004). De acordo com 0S mesmos
autores, esta espécie tem sido util, historicamente, para melhorar os campos
cultivados, com base na rotacdo de culturas. O cultivo de Pensacola durante a
rotacéo de culturas nos Estados Unidos tem reduzido a incidéncia de doencas no
cultivo de leguminosas forrageiras.

No Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometereologia da Faculdade
de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul estd em andamento
um projeto amplo de melhoramento de P. notatum, incluindo avaliacbes

morfolégicass, moleculares e agrondmicas (Balbinot, 2007).

2.8.4. Paspalum atratum Swallen

Paspalum atratum € uma graminea forrageira tropical, perene e cespitosa,
tetrapldide (2n = 4x = 40), de reproducdo apomitica, distribuindo-se geograficamente
desde a América Central até a Sul. No Brasil, ocorre nos estados do Amapa, Distrito
Federal,Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para,
Roraima, S&o Paulo e Tocantins (Oliveira, 2004). Segundo 0 mesmo autor, esta
espécie apresenta ampla variacdo morfologica, sendo morfologicamente relacionada
a P.plicatulum e P. lenticulare Kunth.

A partir da coleta realizada pelo Dr. José Francisco Montenegro Valls em
1986 no municipio de Terrenos, estado do Mato Grosso do Sul, foram desenvolvidas
cultivares forrageiras de P. Atratum do genotipo BRA-009610 no Brasil (cv. Pojuca),
Argentina (cv. Camba FCA), Tailandia (cv. Ubon) e Filipinas (cv. Terenos) (Oliveira,
2004).No Brasil, essa cultivar foi langcada em 2000, depois de varias avaliacdes pela
Embrapa Cerrados, Embrapa Gado de Corte e Embrapa Pecuaria Sudeste
(Fernandes et al., 2002). Trata-se da primeira cultivar de graminea nativa que foi
avaliada, selecionada e recomendada para uso formal em pastagens na Regido do

Cerrado.
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‘Pojuca’ em tupi-guarani significa area Umida, local onde esse capim
demonstrou boa adaptacdo. Assim, para toda regido do Cerrado, o capim Pojuca é
uma excelente alternativa para plantio em areas mal drenadas e de baixa fertilidade
(Karia, Andrade, 2001). De acordo com 0s mesmos autores, o Capim Pojuca
também tem excelente desempenho em solos bem drenados, podendo também ser
indicado para essas condigcdes em toda regido do Cerrado, para a Amazonia, o
Pantanal e solos de Cerrados de Sdo Paulo. Nas condi¢cdes da Regido Central do
Cerrado (sul de Goias, centro de Tocantins e de Minas Gerais), onde a precipitacédo
anual é menor que 1600 mm e a estacdo seca € mais longa, esse capim seca
rapidamente no inicio do periodo seco, embora apresente rebrotagéo vigorosa e alta
producao de forragem no periodo chuvoso.

O capim Pojuca apresenta excelente producdo de forragem, grande
velocidade de rebrotacéo, boa producdo de sementes, boa aceitagdo por bovinos e
equinos, teor de proteinas nas folhas entre 8% a 10%, média tolerancia ao frio,
resisténcia ao fogo, resisténcia a cigarrinha das pastagens, pouca exigéncia em
fertilidade do solo, 6tima capacidade de resposta a altos niveis de fertilidade e
adaptacao a solos umidos (Karia, Andrade, 2001).

O valor comercial de P. atratum também foi bem constatado em outros
paises. Em 1995, a primeira cultivar foi lan¢cada nos Estados Unidos com o sugestivo
nome “Suerte”. Esta coleta foi atribuida ao Sr. Paul Rayman. Além da cultivar
“Suerte”, esta coleta propiciou também o lancamento de “Higane” (Australia) e
“Pantaneiro” (Brasil).

As cultivares de P. atratum sdo altamente produtivas e produzem grande
guantidade de sementes, o0 que torna o produtor auto-suficiente para ampliacéo e

manutencao de pastagens (Oliveira, 2004).

2.8.5. Paspalum wrightii Hitchc. & Chase

De acordo com Valls e Oliveira (2012), os dominios fitogeograficos desta
espécie € a Amazobnia, Cerrado e o Pantanal. Seu tipo de vegetacdo sdo os
camposde varzeas e vegetacdo aquéticas. Sua distribuicdo geogréafica se estende
ao Norte (Para, Tocantins, Rondénia), Centro Oeste (Mato Grosso, Goias e Mato

Grosso do Sul).
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Pozzobon e Valls (2003) relataram a grande frequéncia de P. wrightii nas
areas periodicamentes inundadas do Pantanal — Matogrossense, nas drenagens do
Rio Paraguainos estados do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, e ao longo dos rios
Xingu e Araguaia, que sao drenados para a bacia Amazoénica nos estados do Mato
Grosso e Tocantins.

O bidtipo arrozal é extremamente comum na Argentina, ocorrendo no Brasil
nos estados do Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul. Habita preferencialmente
areas umidas ou sujeitas ao encharcamento. O bibtipo arrozal é frequentemente

associado a plantacdo de arroz, ocorrendo como invasora de cultura (Oliveira,
2004).

2.8.6. Paspalum limbatum Henrard

Paspalum limbatum é conhecido popularmente como “Capim Cuiabano”.

Segundo Oliveira (2004), P. limbatum ocorre na América Central e do Sul,
tendo sido analisados materiais provenientes de Belize, Coldmbia, Guatemala,
Panama, Venezuela e Paraguai. No Brasil, ocorre em todas as regides e habita
preferencialmente solo argiloso. Mais raramente, ocupa solo areno-argiloso ou
arenoso e campo Umido, préximo ao carandazal ou préximo as veredas. E
dominante em algumas formagOes campestres do Pantanal Mato-grossense e

comum as margens de estradas e locais fortemente antropicos.

2.8.7. Paspalum plicatulum Mitchx

Paspalum plicatulum, conhecido no Brasil como capim-coqueirinho, capim-
felpudo e pasto-negro, € uma graminea perene, tetrapléide (2n = 4x = 40) de
reproducdo apomitica, sendo ocasiolnalmente autoincompativel, sexual dipléide (2n
= 2x = 20), tendo sido identificado ainda um biotipo hexapldide (2n = 2x = 60)
(Obeid, Pereira, 2010 ). De acordo com 0 mesmo 0s autores, P. plicatulum é nativo
da América do Norte e da América do Sul (Uruguai, Paraguai, Argentina, Brasil,
Bolivia, Colémbia, Venezuela, Guiana Francesa, Peru e Suriname). E perene,
cespitoso e possui até 120 cm de altura. O pico de crescimento ocorre no verao,
ficando mais lento no inicio da primavera e diminuindo ainda mais a partir da
floracdo. A temperatura minima para seu crescimento é de 6 a 14°C a Gtima de 18,9
a 23,3°C (Skerman; Riveros, 1992).
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Conforme Evangelista et al. (1999), P. plicatulum é uma das principais
espécies dos campos limpos da microrregido campos da Mantiqueira em Minas
Gerais e na sub-regido do Paiaguas, no Pantanal. No sul do Brasil, juntamente com
o capim-melador (P. dilatatum Poir), essa espécie evidencia a importancia do
género, pois apresenta grande resisténcia ao pisoteio e a cortes frequentes (Batista,
Godoy, 1998). Na Austrdlia, h4 registros das cultivares Rodd’s Bay, Bryan e Hartley.
A cultivar Hertley é originada de sementes coletadas no Brasil em 1948, o que
confirma a importancia do germoplasma do pais como fonte de materiais forrageiros
para outros paises. Na Venezuela, a espécie se destaca por seu valor nutritivo nas

pastagens naturais das savanas da regido de Cojedes (Espinoza et al., 2000).

2.8.8. Paspalum brunneum Hitch

De acordo com Parodi (1937), ha uma ampla distribuicdo de P. brunneum no
Brasil, Nordeste da Argentina e Norte do Uruguai. Barreto (1966) ressalta a
ocorréncia desta espécie em regibes temperadas da América do Sul,
principalemente no Rio Grande do Sul. Segundo Barreto (1966) esta espécie
apresenta valor forrageiro baixo.

De acordo com Valls e Oliveira (2012), os dominios fitogeograficos desta
espécie incluem a Amazonia, Cerrado e Pantanal, com um tipo de vegetacdo em
campo de varzea e vegetacdo aquatica. Sua distribuicdo geografica no Brasil se
estende ao norte (Para, Tocantins, Rondénia) e Centro Oeste (Mato Grosso, Goias e

Mato Grosso do Sul).
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Estudos citogenéticos realizados mostram dois niveis de ploidia: 2n
(Norman, Quarin, 1984; Urbani, Quarin, 1987; Normann et al., 1989) e 2n
(Fernandes et al.,1974; Burson, 1975; Honfi et al., 1990).

2.8.9. Paspalum conspersum Schrader

Paspalum conspersum, conhecido como “Paspalum disperso”, é frondoso,
robusto, de estacdo quente, nativo e perene da América do Sul.
Numeros cromossémicos de 2n = 4x = 40 e 2n = 6x = 60 foram atribuidos a
P. conspersum, sendo esses acessos coletados na Argentina, Bolivia, Brasil e
Paraguai. A verificagdo precisa dos dados dos acessos citados por autores distintos
confirma a conclusdo de Pozzobon et al. (2000) de que as referéncias de 2n = 40
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atribuidas para P. conspersum foram amostras mal identificadas de Paspalum
regnellii.

Tetrapléides mencionados por Fernandes et al. (1974) foram coletados e
analisados no Rio Grande do Sul, entre 1961 a 1966, para alavancar o
conhecimento sobre os campos naturais do sul do Brasil (Barreto, 1963). Amostras
de sementes de alguns acessos de outras cole¢cdes da mesma planta foram
enviadas para o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos. As amostras
foram estudadas por Burson e Bennet (1976) e Burson (1978). Até entdo, acessos
de P. regnelli eram erroneamente identificados como P. conspersum e tais
incertezas taxondmicas persistiram por algum tempo, até mesmo levando Renvoize
(1988) a designar formalmente P. regnellii como sinbnimo de P.conspersum.

Atualmente, as duas espécies (P. conspersum e P. regnellii) sdo aceitas e 0s
meios para a sua diferenciacdo morfologica foram resumidos por Zuloaga e Morrone
(2005). Distancias filogenéticas foram claras e, em um estudo recente, Paspalum
conspersum permaceu no grupo Virgata, enquanto P. regnellii fez parte grupo
Macrophylla (Giussani et al., 2009).

Portanto, todas as previsdes de numero de cromossomos designado para P.
conspersum correspondem a 2n = 6x = 60 (Quarin, 1977; Quarin, Hanna, 1980;
Pozzobon, Valls, 1987; Honfi et al., 1990; Pozzobon et al., 2000, 2008; Pagliarini et
al., 2001; Adamowski et al., 2005; Hojsgaard et al., 2009).

2.8.10. Paspalum regnellii Mez

Paspalum regnellii denominado popularmente de “macega do banhado”, é
uma graminea nativa, perene, cespitosa e rizomas curtos (Aradjo, 1971). E uma
planta com com potencial forrageiro de producdo na época de verdo, apresentando
florescimento entre os meses de novembro a marco (varia de regido para regiao).
Apesar de mostrar interesse como alternativa forrageira para a regidao sul, poucos
ainda sdo os estudos relativos a esta espécie.

Barreto (1954) cita para esta espécie uma distribuicdo nas regides sub-
tropicais do Sul do Brasil, além de Paraguai e Argentina. Gomes (1995) confirmou
esta distribuicio e encontrou espécimes coletadas na regido Sudeste,

especialmente no estado de Séo Paulo.
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Segundo Valls e Oliveira (2012), P. regnellii encontra-se distribuido no Brasil
nas regides do Nordeste (Bahia), Centro Oeste (Mato Grosso do Sul), Sudeste
(Minas Gerais, Sado Paulo, Rio de Janeiro) e Sul (Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul). Segundo Barreto (1954), esta espécie apresenta caracteres de
potencial forrageiro. Somente o nivel de ploidia 2n = 4x = 40 foi constatado (Honfi et
al., 1990; Pagliarini et al., 1999; Hojsgaard, 2009).

2.9. Melhoramento no género Paspalum

Diversos pesquisadores tém demonstrado interesse pelo estudo do género
Paspalum, ndo sO0 pela importancia ecologica, forrageira e ornamental, mas
principalmente pela sua heterogeneidade interna como apomixia, alopoliploidia,
autopoliploidia e hibridizacao interespecifica na evolucédo do género (Obeid, 2010).

Novas cultivares podem ser desenvolvidas a partir da variabilidade genética
natural existente entre o0s acessos ou a partir de hibridizagbes intra ou
interespecificas, como meio para a introgressao de genes e consequente aumento
da variabilidade genética. Entretanto, algumas dificuldades, incluindo diferencas em
nivel de ploidia e reprodugdo por apomixia, tém se constituido em entraves a
obtencédo de hibridos. O cruzamento de gendtipos de Paspalum via hibridizacédo é
possivel desde 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.

Desde a década de 60, uma metodologia tem sido aplicada para obter
acessos polipléides sexuais através da duplicacdo dos cromossomos de acessos
diploides pelo uso da colchicina (Forbes, Burton a, 1961; Quarin, Hanna, 1980;
Céceres et al., 1999).

Acessos tetrapléides apomiticos podem ser utilizados como genitores
masculinos (doadores de pélen) em cruzamentos com fémeas tetraploides sexuais.
A utilizacdo destes, todavia, deve ser precedida de uma analise meibtica criteriosa,
pois devem apresentar uma alta fertilidade de podlen. A poliploidia pode levar a
segregacdes cromossdmicas irregulares que afetam a viabilidade do pélen.

A grande maioria das cultivares de Paspalum utilizadas até o presente em
todo o mundo sado tetrapldides naturais (2n = 4x = 40) e se reproduzem por

apomixia. Espécies diploides como P. notatum variedade Saurae cv. Pensacola
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também sao utilizadas. De acordo com Aguilera et al. (2011), estas cultivares foram
selecionadas a partir de ecétipos naturais coletados principalmente na América do
Sul e ndo foram submetidas a nenhum melhoramento genético.

Citotipos sexuais diploides tém sido descritos em algumas espécies de
Paspalum, como P. compressifolium (Quarin et al.,, 1996), P. glauscescens
(Pritchard, 1962),P. plicatulum (Espinoza e Quarin, 1997), P. lenticulare (Espinoza et
al., 2001) e P. wrightii (Martinez e Quarin, 1999). Estes raros acessos sexuais
fornecem a base para a criacado de tetraploides sexuais a partir da duplicacdo do
namero de cromossomos. A relevancia deste procedimento tem sido amplamente
reconhecida por varios autores desde que Forbes e Burton (1961 a b), Acufa et al.
(2009) e Quesenberry et al. (2010) duplicaram o0s cromossomos de um acesso
sexual dipléide de ‘bahiagrass’ (P. notatum) para cruzar as plantas sexuais
tetraploidizadas com plantas apomiticas naturais da mesma espécie.

A obtencéo de tetraploides sexuais através da duplicacdo de cromossomos
ndo é uma tarefa facil. Além dos tetrapléides sexuais obtidos de P. notatum,
somente outras duas espécies tiveram seus cromossomos duplicados, fornecendo
tetraploides sexuais: P. hexastachyum (Quarin e Hanna, 1980) e P. simplex
(Céceres et al., 1999).

As plantas sexuais tetraploidizadas de P. plicatulum obtidas na Universidade
Nacional de Corrientes (Corrientes, Argentina) por Sartor et al. (2009) foram cedidas
também a pesquisadores brasileiros do Departamento de Plantas Forrageiras e
Agrometeorologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Porto Alegre, RS).
Ali, estas plantas foram cruzadas com outros acessos de P. guenoarum, como o
ecotipo ‘Baio’ (Barros et al., 2011), ecotipo ‘Rojas’ (Barros et al., 2011) e ‘Azulao’
(Bitencourt et al., 2011). Hibridos interespecificos tetrapldides também tém sido
descritos em P. notatum, utlizando-se acessos sexuais tetraploidizados com acessos
de germoplasma elite tetrapléide nativo do Rio Grande do Sul, como 0s ecétipos
‘Bagual’ e ‘André da Rocha’ (Weiler et al., 2011).

A exploracdo racional da diversidade presente no germoplasma,
especialmente de espécies com valor forrageiro, € uma alternativa fundamental. No
entanto, as novas cultivares devem produzir grande quantidade de sementes viaveis
para abastecer o mercado. Sendo assim, novas cultivares s6 serdo bem sucedidas
se produzirem uma grande quantidade de sementes para o estabelecimento de

novas pastagens. Como pré-requisito basico ao programa de melhoramento, é
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necessario que se desenvolvam estudos citogenéticos a fim de conhecer o
comportamento mei6tico e eventuais anormalidades presentes nos acessos
selecionados para comporem o ensaio de novas cultivares.

O proposito do presente estudo € analisar o comportamento meiotico de 18
acessos de diferentes espécies de Paspalum que foram pré-selecionados ao longo
de varios anos através de suas caracteristicas agrondmicas pelos melhoristas da
Embrapa Pecuaria Sudeste, para a composicdo de variedades adequadas aos

diferentes propdsitos forrageiros.
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3. MATERIAIS E METODOS

Foram analisados 18 acessos pertencentes a 10 espécies de Paspalum

(Quadro 1). Estes acessos compdem parte da colecdo de germoplasma do género

Paspalum alocada na Embrapa Pecuaria Sudeste, localizada em Sao Carlos,

Séao Paulo, Brasil. Os acessos foram coletados em diferentes regies do pais e

cultivados em campo.

Quadro 1 - Grupo botanico, espécie, codigo do acesso no banco de germoplasma
(BRA), local de coleta (cidade e estado) e coordenadas geograficas (latitude,
longitude e altitude)

Cadigo do
Grupo Espécie acesso Local de coleta Latitude Longitude Altitude
Corcovadensia P. mandiocanum BRAEEE??%Y? D. Pedro de Alcantara, RS 29°21'S 48° 47' W 10
Malacophylla  P. malacophyllum BRA-023469 Aral Moreira, MS 22°45'S  55°37'W 640
Malacophylla ~ P. malacophyllum BRA-023540 Japora, MS 23°45'S  54°35'W 270
Macrophylla P. regenelli BRA-009890 Lages, SC 27°48'S 50° 20' W -
Macrophylla P. regenelli BRA-022811 Botucatu, SP 22°51'S  48°26'W 780
Notata P. notatum BRA-023556 Japora, MS 23°45'S 54° 00" W -
Notata P. notatum BRA-023558 Japord, MS 23°29'S 54°00' W 260
Plicatula P. atratum BRA-030078 Terrenos, MS 20°31'S  54°48'W 500
Plicatula P. wrightii BRA-023213 Corumba, MS 19°15'S  57°08'W 120
Plicatula P. limbatum BRA-023671 Camapud, MS 19°38'S 54°09'W 610
Plicatula P. limbatum BRA-022985 Paranaiba, MS 19°39'S  51°22'W 430
Plicatula P. plicatulum BRA-023264 Corumba, MS 19°27'S  57°41'W -
Plicatula Paspalum sp. BRA-012921 Aral Moreira, MS 22°30'S 550 26'W 720
Quadrifaria P. brunneum BRA-020923 S. Miguel das Missdes, RS 28°24'S  54°33'W 300
Virgata P. conspersum BRA-022748 Sao Carlos, SP 21°33'S 47°53'W -
Virgata P. conspersum BRA-012823 Iguatemi, MS - - -
- Paspalum sp. BRA-022764 Goiania, GO - - -
- Paspalum sp. BRA-022781 Goiania, GO - -

Inflorescéncias em fase ideal para o estudo da meiose, ainda envoltas pela

folna bandeira, foram coletadas e fixadas em Carnoy (3 alcool etilico:1 &cido

acético), por 24 horas, transferidas para alcool 70% e armazenadas sob refrigeracéo

até o momento do uso. Microsporécitos foram preparados por esmagamento e

corados com carmim propidnico a 1%. O numero de cromossomos e as associacdes

cromossémicas
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foram determinados em 30 meiécitos em diacinese. O



comportamento meiético foi determinado em um ndmero de microsporacitos superior
a 500 em cada acesso. As imagens dos meidcitos foram capturadas em microscopio

Olympus CX 31 com camera acoplada SC 30, por meio do software AnalySIS getIT.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Numero de cromossomos € nivel de ploidia

Dentre os 18 acessos analisados, 14 mostraram-se tetrapléides (2n = 4x =
40), dois pentapldides (2n = 5x = 50) e dois hexaploides (2n = 6x = 60). A Figura 1

ilustra meidcitos em diacinese com estes nimeros cromossdémicos em trés espécies.

. ekl . .
» A AN L
- S .-' . o*“' - %7 1
o? . ‘ . 2 a9 Y %
k -. r F, . » ‘ __p
i -* > ” - -
v > j’hﬁé 4 1 5 b » LX)
B P e » - ™
L 2] Ay e 3 -~ - ‘t
) PR . v % e
- e . . . ¥ * e
L ¥ T » iy
- ey
a b c

Figura 1- Meidcitos em diacinese em espécies de Paspalum com diferentes nimeros
cromossOmicos. a) Paspalum mandiocanum (BRA-021377, 2n = 4x = 40). b)
Paspalum conspersum (BRA-022748, 2n = 5x = 50). c¢) Paspalumsp. (BRA-022781,
2n = 6x = 60).

Na maioria das vezes, o numero de cromossomos foi confirmado em
diacinese. Quando a confirmacé&o em diacinese foi impraticavel, as conclusdes foram

obtidas nas fases seguintes, principalmente em anafase | (Figura 2).
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Figura 2- Meidcitos de Paspalum notatum (BRA-023566) em anafase | exibindo 2n =
4x = 40.

Entre as 10 espécies analisadas, oito ja tiveram seus numeros de
cromossomos relatados (Quadro 2). Trés acessos analisados foram de Paspalum

sp.. Sendo assim, ndo podemos comparar com 0s descritos na literatura. Nas
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espécies ja estudadas, houve concordancia para o nimero de cromossomos em P.
atratum (2n = 4x = 40), P. brunneum (2n = 4x = 40), P. limbatum (2n = 4x = 40), P.
malacophyllum (2n = 4x = 40), P. notatum (2n = 4x = 40), P. regnellii (2n = 4x = 40),
P. wrighttii (2n = 4x = 40) e P. plicatulum (2n = 6x = 60). Dois acessos de P.
conspersum foram analisados: o0 BRA-012823, que apresentou tetraploidia (2n = 4x
= 40); e 0 BRA-022748, que se mostrou pentapléide (2n = 5x = 50), evidenciando
discordancia com os numeros de cromossomos ja descritos para a espécie. Relatos
de tetraploidia (2n= 4x = 40) mencionados para P. conspersum (Fernandeset al.,
1974; Burson, Bennett, 1976; Burson, 1978), na verdade, ndo se referem a esta
espécie, e sim a P. regnellii. Ao contrario, hexaploidia (2n = 6x = 60) foi relatada para
verdadeiros representantes dessa espécie (Quarin, 1977; Quarin, Hanna, 1980;
Pozzobon, Valls, 1987; Honfi et al., 1990; Pozzobon et al., 2000; 2008; Pagliarini et
al., 2001; Adamowski et al., 2005; Hojsgaard et al., 2009). Tetraplodia e pentaploidia
sao aqui descritos pela primeira vez para P. conspersum.

Houve discordancia também entre o numero de cromossomos encontrado
em P. mandiocanum (2n = 4x = 40). De acordo com Pozzobon et al. (2008), P.
mandiocanum apresenta duas variedades: P. mandiocanum var. mandiocanum e P.
mandiocanum var. subaequiglume. Os nimeros de cromossomos séo: 2n = 50 para
a variedade mandiocanum; e 2n = 60 para a variedade subaequiglume. As
diferencas encontradas nos numeros de cromossomos dentro das espécies
analisadas mostram que diferentes acessos de uma mesma espécie podem
apresentar variagdo no numero de cromossomos.

Dois nameros basicos de cromossomos, x = 6 e x = 10, tém sido aceito para
0 género Paspalum (Burson, 1975), com a maioria das espécies apresentando
nameros cromossémicos multiplos de 10. Apenas duas espécies, P.hexastachyum
Parodi e P. almum Chase, possuem x = 6 como numero basico. Ha controvérsias
guanto a origem de diferentes nimeros basicos (Pitman et al., 1987). Quarin e
Hanna (1980) propuseram x = 5 como numero basico para o género Paspalum, a
partir do qual x = 6 pode ter se originado. Embora esta seja uma proposta
interessante, a auséncia de citétipos 2n = 10 na natureza e emparelhamento
cromossOmico de citétipos dipléides 2n = 20 formando apenas bivalentes exclui a
possibilidade de um nimero basico x = 5. Estudos sobre a filogenia das espécies de
Paspalum com diferentes numeros cromossémicos basicos realizados por Pitman et

al. (1987) sugeriram que o original nimero basico é 10, a partir do qual se originou x
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= 6.Porém, Pefialoza et al. (2008)mostra o niumero de cromossomos (2n = 18) para

P. reduncum, P. filgueirasii (2n = 24), P. ammodes (2n = 36) e P. burmanii (2n = 48).

Quadro 2 - Numeros de cromossomos (2n) previamente descritos para as espécies e
namero de cromossomos (2n) encontrado nos acessos analisados

. Numero de cromossomos previamente Cadigo do Namero de
Especie descrito (2n) (autores) acesso Cromossomos
encontrado (2n)
P atratum 40- (Freitas et al., 1997; Takayama et al., 1998; Pagliarini et al., BRA-030078 20

1999; Adamowski et al., 2005).

20- (Normann, Quarin, 1984; Urbani, Quarin, 1987; Normann et al.,
P. brunneum 1989). BRA-020923 40
40- (Burson, 1975; Fernandes et al.,1974; Honfi et al., 1990).

60- (Quarin, 1977 ; Quarin; Hanna, 1980, Pozzobon; Valls, 1987; BRA-022748
P. conspersum Honfl et al., 1990; Pozzobon et al., 2000; 2008 ; Pagliarini et al., BRA-012823 50
2001; Adamowski et al., 2005; Hojsgaard et al., 2009)

20 - (Espinoza et al., 2001, 2006; Pozzobon et al., 2008; Rua et al.,  BRA-023671

2010). BRA-022985 40

P. limbatum

40- (Takayana et al., 1998; Pagliarini et al., 1999).
20- (Pozzobon et al., 2008). ]
P. malacophyllum 40- (Burton, 1940; Honfi et al., 1990; Pagliarini et al., 1999;, 2001; BRA-023469 40

Pozzobon et al., 2000). BRA-023540
60- (Burton, 1940; Gould, 1975; Burson, Hussey, 1998).
. 50- (Pozzobon et al., 2000, 2008; Rua et al., 2010)
P. mandiocanum 60 - (Bennett, Burson, 1971; Pozzobon et al.., 2008). BRA-021377 40
20- (Saura, 1948; Pagliarini, 1999; Pagliarini et al., 2001).
P notatum 40- (Pagliarini et al., 1999; Pagliarini et al., 2001; Dahmer et al., BRA-023556 20
' 2008, Burton 1940). BRA-023558
60 — (Dahmer, 2008).
20 - (Nunez, 1952; Davidse e Pohl, 1972; Fernandes et al., 1974;
Pagliarini et al., 1999; Pozzobon, 2000; Rua et al., 2010).
P. plicatulum 40- (Pozzobon et al., 2008; Takayama et al.,1998; Pagliarini et al., BRA-023264 60
1999; 2001).
60- (Pagliarini et al., 1999 ; Saura, 1941; Takayama et al., 1998).
. ) . L L BRA-009890
P. regnelli 40- (Honfi et al., 1990;Pagliarini et al., 1999; Hojsgaard, 2009). BRA-022811 40
P. wrightii 20- (Hojsgaard et al., 2009). BRA-023213 40

40- (Hojsgaard et al., 2009) .

4.2. Associagdes cromossdmicas

As informacdes contidas no Quadro 3 permitem observar que, entre os 14
acessos tetraploides de Paspalum analisados, sete apresentaram pareamento
cromossOmico exclusivamente em bivalentes em diacinese: P. atratum (BRA-
030078), P. conspersum (BRA-012823), P. Ilimbatum (BRA-023671), P.
mandiocanum (BRA-021377), P. regnellii (BRA-009890 e BRA-022811) e um acesso
de Paspalum sp. (BRA-022764). Nos demais acessos tetrapléides analisados, os
Cromossomos nao se parearam exclusivamente em bivalentes. Paspalum brunneum
(BRA-020923), P. limbatum (BRA-022985) (Fig. 3), dois acessos de P.
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malacophylum (BRA-023469 e BRA-023540) (Fig. 3) e P. notatum (BRA-023556)

apresentaram associa¢gdes em uni, bi, tri e tetravalentes.
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Figura 3 - Associacdes cromossOmicas em diacinese em espécies tetraploides de
Paspalum. a) Paspalum mandiocanum (BRA-021377) apresentando 20 Il. b)
Paspalum limbatum (BRA-022985) com 18 Il + 1 IV. c¢) Paspalum limbatum (BRA—
022985) com 14 Il + 3 IV. d) Paspalum malacophyllum (BRA-023540) apresentando
1011+ 5 1V.

A variabilidade de configuracbes cromossomicas em Paspalum ja foi relatada
por outros autores. Balbinot (2007) relata a ocorréncia de uma grande variabilidade
de associacbes cromossomicas de | uni, Il bi, Il tri e IV quadrivalentes em 49
acessos tetraploides estudados de P. notatum. Bivalentes, trivalentes e
quadrivalentes foram observados em acessos tetraploides por Pagliarini et al.,
(2001).

O tipo de associagdo cromossdmica da indicativos sobre a origem da
poliploidia no acesso. A presenca de associacbes cromossdmicas como

multivalentes em diacinese indica autotretraploidia com dois homdélogos no genoma,
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considerando que a auséncia ou um pequeno numero de tetravalentes sugere
alopoliploidia. Com base na baixa frequéncia de quadrivalentes em alguns acessos
tetraploides aqui analisados, sugere-se que eles sejam alotetrapldides segmentais, e
gue os genomas de cada espécie sejam aparentemente homaologos. Alotetraplodia
segmental € muito comum entre espécies de Paspalum (Burson e Bennett, 1970,
1971; Burson, 1975, 1997; Norrmann et al., 1989; Quarin et al., 1996).

Quadro 3 - Associagcbes cromossdmicas observadas na diacinese nos acessos de
Paspalum analisados e a média por célula

Cédigo do Associagdo cromossémica

Espécie acesso 2n Variacédo Média por célula

BRA | [ If \Y | [ m v
P. mandiocanum BRA-021377 40 - (0-20) - - - 20,0 - -
P. malacophyllum  BRA-023469 40 - (16-20) - (1-2) - 18,0 - 1,00
P. malacophyllum BRA-023540 40 (0-5) (10-20) (1-2) (2-5) 0,16 16,23 0,1 1,73
P. regenellii BRA-009890 40 - (0-20) - - - 20,0 - -
P. regenellii BRA-022811 40 - (0-20) - - - 20,0 - -
P. notatum BRA-023566 40 - (12-20) - (1-4) - 16,16 - 2,08
P. notatum BRA-023558 40 - (18-20) - (0-1) - 19,6 - 0,2
P. atratum BRA-030078 40 - (0-20) - - - 20,0 - -
P. wrightii BRA-023213 40 (3-4) (10-18) (1-2) (1-5) 0,46 14,13 0,33 2,6
P. limbatum BRA-023671 40 - (0-20) - - - 20,0 - -
P. limbatum BRA-022985 40 (2-6) (13-20) (0-2) (1-3) 0,31 16,43 0,25 1,46
P. plicatulum BRA-023264 60 - (0-30) - - - 30,0 - -
Paspalum sp. BRA-012921 50 (0-50) - - - 30,0 - - -
P. brunneum BRA-020923 40 (1-2) (14-20) (1-2) (1-3) 0,46 1569 0,46 1,69
P. conspersum BRA-022748 50 (0-50) - - - 50,0 - - -
P. conspersum BRA-012823 40 - (0-20) - - - 20,0 - -
Paspalum sp. BRA-022764 40 - (0-20) - - - 20,0 - -
Paspalum sp. BRA-022781 60 - (0-30) - - - 30,0 - -

Os algarismos romanos expressam a configuragdo cromossémica em diacinese; I-uni, ll-bi, llI-tri e V-
quadrivalentes e a variacdo destes da menor e maior quantidade encontrados).

A baixa frequéncia de associacdes multivalentes pode ser considerada um
argumento a favor da alopoliploidia segmental. Contudo, Sybenga (1996) postulou
que este carater ndo € necessariamente uma indicacdo de afinidade limitada de
pareamento e que a homologia, embora verdadeira em autopolipléides, pode formar
guadrivalentes com frequéncias muito menores que as esperadas. Quarin (1992)
propds que, em gramineas apomiticas, a poliploidia € uma condicao para a apomixia
e que esta estaria mais associada a autopoliploidia que a alopoliploidia. Mas nessa
hipétese ainda permanece controvérsias, pois enquanto uma evidéncia de

autopoliploidia foi relatada por Quarin et al. (1998), em um acesso de P. rufum,
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Adamowski et al. (1998) encontraram evidéncia de alopoliploidia em um acesso
tetraploide de P. subciliatum.

Dois acessos hexapléides aqui analisados, P. plicatulum (BRA-023264) e
Paspalumsp. (BRA-022781), apresentaram pareamento cromossomico
exclusivamente em bivalentes. Freitas et al. (1997) também encontraram
pareamento em bivalentes em acesso hexaploide de P. yaguaronense. Hexaploidia
em Paspalum com pareamento cromossdmico com 30 bivalentes durante a meiose
também foi relatada no bidtipo Uruguaiano de P. dilatatum (Burson t al., 1991).
Fernandes et al. (1974), ao analisarem um hexapléide de P. durifolium Mez.,
relataram a presenca de associacdes multivalentes na diacinese, enquanto que, em
P. nicorae, encontraram maior ocorréncia de univalentes.

Burson (1975), em analise do comportamento meidtico em acesso
hexaploide de P. proliferum, relatou a presenca de meiose extremamente irregular.
Os cromossomos associaram-se em cinco bivalentes e 50 univalentes durante a
diacinese. Por outro lado, Quarin et al. (1996) avaliaram diversos acessos
hexapldides de P. compressifolium, os quais apresentaram associacdes de
univalentes a hexavalentes.

Katayana e lkeda (1975) sugerem a hipGtese de que citétipos hexapléides
podem ter sua origem a partir de hibridizagdo. A hipotese de Quarin e Burson (1991)
€ de que a origem estad na fertilizacdo de oosferas ndo reduzidas em formas
apomiticas tetraploides.

O acesso pentapléide de Paspalum conspersum (BRA-022748) e de
Paspalum sp. (BRA-012921) apresentaram os 50 cromossomos na forma de
univalentes (Fig. 7 e 8). O comportamento meiodtico destes acessos € tipico de
hibridos recém formados na natureza, pois 0S genomas parentais ndo mostram o
mesmo ritmo meidtico, conforme descrito por Adamowski et al. (1998). O
comportamento meidtico deste acesso sera discutido detalhadamente mais adiante.

4.3. Comportamento meidtico
4.3.1. Segregacéao irregular de cromossomos

A analise citologica revelou um comportamento meiotico variavel. O Quadro

4 mostra 0 numero de células analisadas por acesso e percentagem de células

anormais para cada fase da meiose. Entre os 14 acessos tetraploides analisados, o
30



processo meibtico foi bastante regular, com frequéncia de 0,37 a 28,24% de
anormalidades em tétrades.
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Figura 4 - Meiose normal em acessos tetrapléides de Paspalum (2n = 4x = 40). a,
b,c,d,e,f) Paspalum mandiocanum (BRA- 021377). g,h) Paspalum regnellii (BRA-
009890). i) Paspalum conspersum (BRA-012823).

A Figura 4 mostra meiocitos normais.

A Figura 5 ilustra as anormalidades observadas durante o processo meiotico
entre 0s acessos analisados. As anormalidades mais frequentes foram as seguintes:
metafase | com ascenséo precoce (Fig. 5 a), cromossomos retardatarios em anafase

I (Fig. 5 b, c), teléfase | com microndcleos (Fig. 5 d, e), préfase Il com micronucleos

31



(Fig. 5 ), metafase Il com micronucleos (Fig. 5 g, h), anafase Il com retardatéarios e
micronucleos (Fig. 5 i, j), teléfase Il com microndcleos (Fig. 5 k) e tétrades com
micronucleos (Fig. 5 1). Ascensdes precoces em metafase | e Il, cromossomos
retardatarios em anafase | e Il, microndcleos em teléfase |, préfase I, teléfase lI,
metafase Il e tétrades tem sido frequentemente relatado em espécies de Paspalum
(Freitas et al., 1997; Adamowski et al., 1998, 2000, 2005; Pagliarini et al., 2001).
Todas as anormalidades meidticas observadas no presente estudo sé&o

caracteristicas de poliploides.

Quadro 4 - Numero de células analisadas e percentagem de células com
anormalidades meibticas em cada fase da meiose observadas em 18 acessos de
Paspalum

Fases da meiose

Espécie Acesso 2n N cel.

M I Al TI Pl M I All TI Tétrade Diade
P. mandiocanum BRA-021377 40 1386 2,34 0,00 1,12 135 3,67 0,00 1,34 541 -
P. malacophyllum BRA-023469 40 1556 16,01 17,24 19,56 16,67 23,53 20,00 22,58 28,24 -
P. malacophyllum BRA-023540 40 1286 14,55 10,71 17,78 16,46 15,04 16,7 15,43 16,97 -
P. regnellii BRA-009890 40 1164 1,01 0,00 1,22 0,70 0,74 0,00 0,00 0,37 -
P. regnellii BRA-022811 40 1300 3,61 1,96 1,45 - 196 0,00 231 3,23 -
P. notatum BRA-023566 40 1016 6,22 7,50 452 216 291 0,00 381 2,50 -
P. notatum BRA-023558 40 842 3,20 4,76 268 283 0,00 0,00 0,00 5,00 -
P. atratum BRA-030078 40 1294 20,90 3548 12,72 8,16 7,89 0,00 7,08 8,30 -
P. wrightii BRA-023213 40 1505 11,67 7,02 852 9,09 10,00 0,00 2,33 6,93 -
P. limbatum BRA-023671 40 1317 8,07 526 385 145 1,79 0,00 19 3,10 -
P. limbatum BRA-022985 40 1340 12,62 9,09 156 26,47 23,08 27,30 20,00 26,24 -
P. plicatulum BRA-023264 60 1373 532 204 290 3,18 435 0,00 235 0,65 -
Paspalum sp. BRA-012921 50 1024 - - - - 12,47 36,30 2,22 - 3,47
P. brunneum BRA-020923 40 1078 18,29 14,29 12,88 4,15 24,29 37,50 17,86 21,72 -
P. conspersum BRA-022748 50 845 - - - - 27,83 26,10 18,49 - 18,43
P. conspersum BRA-012823 40 1121 1,79 0,00 256 1,32 0,79 0,00 2,34 212 -
Paspalum sp. BRA-022764 40 986 13,10 14,29 4,40 5,19 580 0,00 19 2,64 -
Paspalum sp. BRA-022781 60 962 3,51 0,00 234 1,04 141 0,00 140 392 -

A consequéncia mais comum da presenca de segregacdo irregular de
cromossomos durante 0 processo meiodtico € a formacdo de microndcleos nas

tétrades. Estes micronucleos podem ser formados por cromossomos com ascensao
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precoce ou retardatario que ocorrem nas metafases e anafases da primeira e/ou da
segunda divisdo da meiose e gque nao foram incluidos no nucleo principal (Mendes-
Bonato et al., 2002).

O comportamento dos micronucleos analisados em muitas espécies de
vegetais superiores parece ser espécie-especifico ou, até mesmo, cromossomo-
especifico (Pagliarini et al., 2000). Qualquer que seja o destino do microndcleo, o
resultado serd a perda de cromossomos e a consequente formacdo de grédos de

polen geneticamente desbalanceados e estéreis.

Figura 5 - Anormalidades meidticas encontradas em acessos tetrapléides do género
Paspalum.
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Figura 6 - Meiose normal em acesso hexaploéide de Paspalum sp. (BRA-022781, 2n
= 6x = 60)

4.3.2. Comportamento meiotico em acessos assinaptic  0s

Assinapse completa foi detectada em todos os meidcitos dos dois acessos
pentaploides, P. conspersum (BRA — 022748) e Paspalumsp. (BRA — 012921). A
meiose nesses acessos foi totalmente irregular. 50 cromossomos univalentes
permaneceram espalhados no citoplasma de todas as células em diacinese (Fig. 7
a, b) e (Fig. 8 a). O comportamento meidtico nos acessos assinapticos foi muito

semelhante. No acesso BRA-022748 de P. conspersum, na primeira metafase
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meidtica, um genoma com 40 univalentes congregou até a placa equatorial e o
outro, constituido por dez univalentes, permaneceu retardatario em relagdo ao
primeiro (Fig. 7 c) para atingir a placa. Apds, ambos 0s genomas alcancaram a placa
equatorial formando uma placa metafasica Unica e tipica (Fig. 7 d). Em alguns
meiécitos, os dez univalentes foram alocados em uma placa metafasica
independente (Fig. 7 €). Em anafase, as crométides irmas segregaram para o0s polos
opostos (50:50) (Fig. 7 f), dando origem a uma teléfase normal (Fig. 7 g) que, apoés a
citocinese (Fig. 7 h), originou uma diade de micrésporos (Fig. 7 i). Somente uma
divisdo meibdtica (meiose equacional) ocorreu e dois micrésporos 2n foram formados.

A poliploidia € encontrada em cerca de 80% das espécies de Paspalum
(Quarin, 1992), entre as quais o conjunto cromossémico mais freqiiente € 2n = 4x =
40. Mais de 70% dos polipléides listados reproduzem-se por apomixia (Bonilla,
Quarin, 1997). Relatos de tetraploidia (2n = 4x = 40), mencionados para P.
conspersum, associados com uma meiose regular e de reproducdo sexual
(Fernandes et al., 1974; Burson, Bennett, 1976; Burson, 1978), na verdade, ndo se
referem a esta espécie. Ao contrario, a hexaploidia (2n = 6x = 60) foi relatada para
verdadeiros representantes desta espécie (Quarin, 1977; Quarin, Hanna, 1980;
Pozzobon, Valls, 1987; Honfi et al., 1990; Pozzobon et al., 2000; 2008;Pagliarini et
al., 2001; Adamowski et al., 2005; Hojsgaard et al., 2009).

Os acessos com 60 cromossomos analisados por Quarin e Hanna (1980)
mostraram uma meiose regular, com pareamento principalmente em bivalentes e um
baixo percentual em univalentes e quadrivalentes. A distribuicdo cromossdmica foi
regular em anéafase | e Il. Resultados semelhantes foram publicados por Pozzobon e
Valls (1987), Pagliarini et al. (2001) e Adamowski et al. (2005).

Tetraploidia e pentaploidia s&o aqui descritos pela primeira vez por
representantes tipicos de P. conspersum. A tetraploidia € a situacdo mais comum
em Paspalum. A pentaploidia, por sua vez, foi relatada em P. mimus (Bonilha,
Quarin, 1997), P. alcalinum Mez (Burson, 1997), P. dilatatum Poir. (Bashaw, Forbes,
1958; Mehra, Chaudhary, 1981; Burson et al., 1991; Pozzobon et al.,, 2000), P.
arundinellum Mez (Hojsgaard et al., 2009), e P. notatum Fliggé (Tischler,Burson,
1995).

Os dados obtidos com o acesso pentaploide (BRA-022748) de Paspalum
conspersum  mostraram 40  cromossomos  univalentes,  congregando

simultaneamente na placa metafasica e 10 dispersos, sugerindo a presenca de pelo
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menos dois genomas. Ao examinar uma planta pentaploide de P. alcalinum, Burson
(1997) considerou a possibilidade daquela pentaploidia ser decorrente de um
cruzamento envolvendo um tetraploide (gameta néo reduzido) e citotipos dipléides
(esperma hapléide), tendo como genitor feminino um tetrapléide apomitico e como

macho um dipléide sexual.

Figura 7- Aspectos da microsporogénese no acesso pentapléide de Paspalum
conspersum (BRA-022748). a) Meiocito em diacinese com 50 univalentes. b)
Meiocito com diacinese tardia com 50 univalentes. ¢) Meiocito em metafase
mostrando um genoma congregado na placa metafasica (40 univalentes) e o outro
com univalentes dispersos (setas). d) Metafase com ambos os genomas
congregados na placa. €) Metafase com um genoma disposto numa pequena placa
metafésica (seta). f) Anafase normal. g) Teléfase normal. h) Citocinese poés-teléfase.
i) Diade com dois micrésporos 2n.
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Figura 8 - Aspectos da microsporogénese no acesso pentaploidede Paspalum sp.
(BRA-012921). a) Meiocitos em diacinese mostrando 50 cromossomos univalentes.
b) Metafase normal, com ambos 0s genomas congregados na placa. c) Meiécitos em
metafase mostrando os genomas espalhados. d) Anafase normal. e) Telbéfase
normal. f) Diade com dois micrésporos 2n.

A assinapse também foi mencionada, por ocorrer em um acesso hexapléide
de Paspalum jesuiticum Parodi, coletado no estado do Rio Grande do Sul — Brasil
(Fernandes et al., 1974), mas os detalhes do comportamento meiético ndo foram
fornecidos. A assinapse também foi relatada em um acesso tetraploide apomitico de
P. secans (Snyder, 1961).

Os acessos pentapléides (BRA-022748 e BRA-012921) sédo tipicos de
hibridos recentemente formados na natureza, caracterizados pelo ritmo meidtico
dissimilar entre os parentais. Este fendbmeno foi encontrado em um acesso de P.
subciliatum Chase (Adamowski et al., 1998) e é amplamente relatado em espécies
do género Brachiaria (Trin) (Risso-Pascotto et al., 2004; Mendes et al., 2006;
Mendes-Bonato et al., 2006; Boldrini et al., 2009, 2010; Ricci et al., 2010). Varios
polipldides foram formados no passado por eventos de duplicagdo do genoma
ocorridos ha milhdes de anos (paleopolipldides), mas, de acordo com Adams e

Wendel (2005), a poliploidia € um processo ativo e continuo. O comportamento
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meidtico dos acessos de Paspalum conspersum aqui analisados reforca sua
proposicao.

Divisdo equatorial das cromatides como relatada nos acessos de Paspalum
conspersum (BRA-022748) e Paspalum sp. (BRA-012921) tem sido observada em
mutantes sinapticos de varias espécies (Ramanna, 1983; Jongedijk et al., 1991;
Vorsa, Ortiz, 1992; Qu, Vorsa, 1999), incluindo espécies do género Paspalum
(Snyder, 1961; Mehra, Chaudhary, 1981; Bonilla, Quarin, 1997), gerando diades
com polen 2n.

A incidéncia de gametas 2n é frequente no reino vegetal e tem sido relatada
em espécies de muitas familias, incluindo a Poaceae (Veilleux, 1985). Ha relatos de
gue a citocinese estd ausente em varias espécies de Paspalum, o que leva a
formacado de gametas 2n (Pagliarini et al., 1999).

A poliploidia espontanea € um fendmeno importante para a evolugéo e para o
desenvolvimento de novas cultivares. Em plantas superiores, dois modos principais
de poliploidizacdo tém sido descritos: a poliploidizacdo assexuada por meio da
duplicacdo somatica e a poliploidizacdo sexual por meio da formacéo de gametas 2n
(Harlan, De Wet, 1975; Veilleux, 1985; Bretagnolle, Thompson, 1995). A
poliploidizacdo sexual € provavelmente predominante na natureza.

Nos acessos pentaploides de Paspalum conspersum (BRA-022748) e
Paspalum sp. (BRA-012921) estudados no presente trabalho, todos os gametas
apresentaram o0 numero somatico de cromossomos (gametas 2n). Isso € incomum,
uma vez que, mesmo em espécies ou gendtipos dispostos a formacdo de gametas
2n, a freqiéncia desses gametas é geralmente variavel. Veilleux (1985) listou varias
espécies de plantas em que a producéo de pdélen 2n variou de 0,05 a 99%.

A importancia dos mutantes meiéticos para o melhoramento tem sido muito
enfatizada na literatura. Bretagnolle e Thompson (1995) listaram mais de dez
mecanismos que conduzem a formacéo de gametas 2n.

A poliplodizacdo sexual pode ser empregada com sucesso tanto para
aumentar a diversidade alélica como para promover a transferéncia de tragcos uteis
de espécies silvestres relacionadas para variedades cultivadas (Ramanna,
Jacobsen, 2003).

A elevada eficiéncia (100%) na producdo de gametas 2n pode ser de
importancia especial para o melhoramento de Paspalum, quando houver interesse

na hibridizacao intra e interespecifica. No entanto, o comportamento meiotico sugere
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que o acesso pentaploide tenha se originado por uma hibridizagdo natural recente,
de tal modo que os genomas envolvidos na sua constituicdo ainda nao foram
identificados. Por isso, mais estudos s80 necessarios para que 0S genomas

promissores possam ser efetivamente utilizadas em programas de melhoramento.

4.5. Considerag0es finais

O melhor conhecimento do género Paspalum e seus grupos envolve
pesquisa basica e avancada, seguindo um propadsito conservacionista e também de
avancos tecnolégicos (Sartor et al., 2009). Além de uma base genética adequada
na colecdo de germoplasma, programas de melhoramento genético de espécies
vegetais demandam conhecimentos sobre o modo de reproducdo, namero de
cromossomos, nivel de ploidia e comportamento meiotico das espécies envolvidas.
Paspalum apresenta um sistema reprodutivo complexo, composto por espécies com
racas diploides de reproducdo sexuada e poliploides sexuais ou apomiticos (Quarin,
1992).

Entre os 18 acessos pré-selecionados pelos melhoristas da Embrapa
Pecuéaria Sudeste para a composi¢cao de novas cultivares, 14 acessos tetraploides
analisados apresentaram tétrades com anormalidades inferiores a 30%. Destes 14
acessos, nove apresentaram menos de 10% de tétrades anormais: Paspalum
mandiocanum (BRA-021377), P. notatum (BRA-023566, BRA-023558), P. atratum
(BRA-030078), P. wrightii (BRA-023213), P. limbatum (BRA-023671), P. conspersum
(BRA-012823), P. regnellii (BRA-009890, BRA-022811) e Paspalum sp. (BRA-
022764). Os dois acessos hexaploides analisados, P. plicatulum (BRA-023264) e
Paspalum sp. (BRA-022781), também apresentaram menos que 10% de
anormalidades. E plausivel supor que tais acessos devam produzir uma alta taxa de
pdlen viavel. Assim, como esses acessos apresentaram estabilidade meidtica, eles
sdo candidatos a selecdo para a sintese de novas cultivares, dado o alto potencial
de producéo de sementes.

Os acessos pentapléides de P. conspersum e Paspalum sp., embora sejam
fonte de gametas 2n, ndo devem ser utilizados até que estudos mostrem a origem

da assinapse.
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5. CONCLUSOES

A analise citogenética dos 18 acessos de Paspalum pertencentes a 10
espécies permitiu as seguintes conclusoes:

a) 14 acessos sao tetraploides (2n = 4x = 40), dois pentapléides (2n = 5x =
50) e dois hexapléides (2n = 6x =60).

b) Todos os acessos apresentaram ndameros cromossémicos mdultiplos de
10.

c) Nos acessos tetrapléides, a quantidade de anormalidades meiéticas foi
variavel, havendo alta estabilidade mei6tica na maioria.

d) As anormalidades meidticas encontradas nos acessos tetraploides séo
tipicas para este nivel de ploidia.

e) Um acesso de P. conspersum e um acesso de Paspalum sp. mostraram
assinapse total e formacao de diades de microsporos 2n.

f) Os nimeros de cromossomos (2n = 4x = 40) e (2n = 5x = 50) foram
descritos pela primeira vez para P. conspersum.

f) Ha evidéncias de que 0s acessos assinapticos tenham se originado por
hibridizagao natural recente.

f) Os dois acessos hexapldides analisados apresentaram comportamento
cromossomico similar aos dos cromossomos, pareando-se como bivalentes.

g) Os resultados mostram que ha possibilidade de selecdo de acessos com
meiose regular e que garantam boa producdo de sementes entre 0s previamente
selecionados, a partir de caracteristicas agronémicas nas diferentes espécies
analisadas.
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