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RESUMO

SANTOS, Elisangela Mendes dos. M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, maio
de 2009. Microsporogénese em Brachiaria brizantha (Poaceae): analise de
acessos polipldides. Orientadora: Maria Suely Pagliarini. Co-orientadora: Cacilda
Borges do Valle.

Por apresentar varias caracteristicas agrondémicas desejaveis, Brachiaria brizantha é
a espécie melhor representada no banco de germoplasma da Embrapa Gado de
Corte. Acessos desta espécie tem sido alvo ndo apenas de selecdo direta para a
producdo de novas cultivares como também de hibridizacdo interespecifica.
Todavia, somente acessos tetraploides e com meiose estavel podem ser utilizados
como genitores masculinos em cruzamentos. O objetivo deste trabalho foi, por
meio da analise meiotica, determinar o nimero cromossdmico, o nivel de ploidiae o
comportamento meio6tico de acessos desta espécie como um subsidio ao programa
de melhoramento em andamento na Embrapa Gado de Corte. Dentre 0s 21 acessos
analisados citogeneticamente por metodologia convencional, 15 eram tetraploides
(2n=36), quatro, pentaploides (2n=45), e dois, hexaploides (2n=54), todos derivados
de x=9. Anormalidades meidticas foram observadas em todos os acessos, porém
frequéncias variaveis. Anormalidades tipicas de polipléides, como ascenséo precoce
de cromossomos para 0Ss polos, cromossomos retardatarios e formacdo de
micronlcleos foram as anormalidades mais comuns. Fusdo celular, citomixia,
aderéncia cromossémica e citocinese irregular também foram encontradas entre os
acessos. Todas as anormalidades meidticas encontradas comprometem a viabilidade
polinica. Assim, dentre os acessos analisados, alguns deles, por apresentarem
freqiiéncia de anormalidades meioticas relativamente baixas, podem ser indicados
para atuarem como doadores de pélen em cruzamentos intra- ou interespecificos no

programa de melhoramento de Brachiara da Embrapa Gado de Corte.

Palavras-chave: Brachiaria brizantha, meiose, poliploidia.



ABSTRACT

SANTOS, Elisangela Mendes dos. M. Sc. State University of Maringa. M. Sc. May,
2009. Microsporogenesis in Brachiaria brizantha (Poaceae): analysis of
polyploid accessions. Adviser: Maria Suely Pagliarini. Committee Member:
Cacilda Borges do Valle.

Brachiaria brizantha is one of the most promising Brachiaria species and is the
best represented in the Brachiaria germplasm collection available at Embrapa Beef
Cattle. Accessions of this species are under evaluation not only for the production
of new cultivars but also to be used for interspecific hybridization. However, only
tetraploid accessions (2n=36) with high meiotic stability can be used as pollen
donors in crosses. Thus, the objective of this research was to determine the
chromosome number, the ploidy level and the meiotic behavior, through
conventional methodology, of some accessions of this species as a subsidy to the
breeding program underway at Embrapa Beef Cattle. Among the 17 accessions
analyzed, 13 were tetraploid (2n=36), two, pentaploid (2n=45), and two, hexaploid
(2n=54), all derived from x=9. Meiotic abnormalities were recorded in all the
accessions, but in variable frequencies. Abnormalities typical of polyploids, such as
precocious chromosome migration to the poles and laggard chromosomes leading to
micronuclei formation were the most common, but cell fusion, cytomixis,
chromosome stickiness and irregular cytokinesis were also recorded among
accessions. All the abnormalities recorded compromise pollen viability. Thus,
among the accessions analyzed, some of them, by presenting low frequency of
meiotic abnormalities, could be indicated to act as pollen donor in intra or

interspecific crosses in the Brachiaria breeding program.

Key words: Brachiaria brizantha, meiosis, polyploidy



1. INTRODUCAO

O género Brachiaria, amplamente distribuido no continente africano, conta
com cerca de 100 espécies, dentre as quais, algumas apresentam grande potencial
como planta forrageira. Espécies desse género sdo importantes gramineas
forrageiras nos paises tropicais e subtropicais (Bogdan, 1977). A producéo de carne,
couro e leite no Brasil se faz quase que exclusivamente a pasto. As forrageiras dos
géneros Brachiaria e Panicum sdo as mais cultivadas no pais e apresentam grande
importancia, quando sdo observadas as extensas areas cultivadas e o intenso
comércio de sementes. Fernandes et al. (2000) estimaram que mais de 80% das
pastagens cultivadas no Brasil sdo constituidas por cultivares destas forrageiras e 0s
capins do género Brachiaria sdo fundamentais na engorda de gado, pois viabilizam
a pecuaria em solo acidos e fracos.

Por apresentar grande importancia para a pecuaria dos trépicos, uma
extensa coleta de germoplasma foi realizada na Africa pelo Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT, Colémbia), na década de 80, e resultou em uma
colecdo com cerca de 800 acessos, pertencentes a 24 espécies (Keller-Grein et al.,
1996). Parte dessa colecdo foi transferida para o Centro Nacional de Recursos
Genéticos e Biotecnologia (Cenargen/Embrapa) e, apds quarentena, enviada ao
Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte/Embrapa, onde é mantida em
parcelas no campo.

Algumas cultivares de Brachiaria encontram-se disponiveis no mercado de
forrageiras. Dentre elas, 1) Piatd, Xaraés, Marandu, Arapoty e Capipord (sendo
essas duas ultimas somente registradas mas ndo liberadas para o comércio), séo
cultivares de B. brizantha; 2) Tupi e Llanero, que sdo cultivares de B. humidicola; e
3) Basilisk e Ipean, de B. decumbens. Todas estas cultivares foram obtidas da
variabilidade genética natural existente entre os acessos do banco de germoplasma.
A producdo de variedades hibridas estd dentro dos objetivos do programa de
melhoramento de Brachiaria desenvolvido pela Embrapa Gado de Corte.

Brachiaria brizantha, também conhecida como “brizantdao”, “brizantha”, “capim
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braquiaria”, “braquiardo”, “capim marandu” e “Marandu”, espalhou-se rapidamente
por todo o tropico americano. No Brasil, é considerada por muitos como uma
espécie nativa, pois se encontra muito difundida no Centro-Oeste brasileiro, onde
tem a preferéncia da maioria dos agropecuaristas, por apresentar boa adaptabilidade
a solos 4&cidos, agressividade na competicdo com plantas invasoras e bom
desempenho animal. Brachiaria brizantha cv. Marandu € resistente a cigarrinhas-
das-pastagens e, com isso, promoveu gradual substituicdo das areas com Brachiaria
decumbens (Nunes et al., 1984) e, a partir da década de 80, constituiu um novo
monocultivo que perdura até hoje. Estes monocultivos sdo clonais, cuja
vulnerabilidade coloca em risco todo o sistema produtivo de pastagens e producéo
de sementes do pais (Valle et al., 2008).

No género Brachiaria, a maioria das espécies é polipldide e a poliploidia
estd associada a apomixia, uma forma de reproducdo assexuada, onde o embrido
tem origem a partir do tecido materno. Todavia, para o desenvolvimento da
semente, 0 nucleo secundario do saco embrionario necessita ser fertilizado pelo
gameta masculino para que haja desenvolvimento do endosperma — apomixia
pseudogamica (Valle e Savidan, 1996). A poliploidia predominante no género
acarreta anormalidades meidticas que inviabilizam os grdos de pdlen. Estudos
citogenéticos realizados em acessos de diferentes espécies de Brachiaria tém
revelado frequéncia variavel de anormalidades meioticas entre eles B. decumbens e
B. jubata (Mendes-Bonato et al., 2002a, 2006a); B. nigropedata (Utsunomiya et al.,
2005) e B. dictyoneura (Risso-Pascotto et al., 2006a). Assim, quando se deseja
realizar cruzamentos intra- ou interespecificos, é necessario que o genitor masculino
tenha uma meiose estavel que Ihe garanta boa fertilidade de polen.

A maioria das cultivares disponiveis no mercado é de B. brizantha e esta
especie € a melhor representada no banco de germoplasma da Embrapa Gado de
Corte por apresentar varias caracteristicas agronémicas desejaveis, dentre elas,
resisténcia a cigarrinha-das-pastagens. Acessos desta espécie tém sido alvo néo
apenas de selecdo direta para a producdo de novas cultivares como também para
hibridacgdo interespecifica, a principio com B. ruziziensis. Todavia, cComo 0S acessos

sexuais de interesse agrondmico desta Ultima espécie sdo tetrapldides (2n = 4x =



36), somente acessos de B. brizantha com este nivel de ploidia podem ser utilizados
como genitor masculino em cruzamentos. Frente ao exposto, o objetivo deste
trabalho é, por meio da analise meiotica, determinar o numero cromossémico, 0
nivel de ploidia e 0 comportamento meidtico de acessos disponiveis no banco de

germoplasma desta espécie como subsidio ao programa de melhoramento.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Origem e introducéo da Brachiaria brizantha no Brasil

A maioria das gramineas forrageiras cultivadas no Brasil é composta por
especies de origem africana, tais como Brachiaria, Panicum, Pennisetum,
Andropogon, Setaria, Cynodon e Cenchrus. Algumas espécies introduzidas na
época do descobrimento do Brasil sdo consideradas “espécies naturalizadas”. O
processo foi realizado de forma involuntaria, tendo o material sido trazido no

periodo colonial, possivelmente, como cama de escravos (Pereira et al., 2001).

Brachiaria brizantha estd muito difundida na Africa e é encontrada em
campos abertos e arborizados, ao longo das margens de bosques e de arbustos, e em
campos situadas em zonas de maior altitude. As regides de coleta do germoplasma
disponivel representam parte da distribuicio geografica natural da espécie na Africa
oriental e sul oriental. A espécie de B. brizantha €, sem ddvida, a mais cosmopolita
das espécies, tendo sido extensivamente coletada na Etidpia, Quénia, Uganda,
Ruanda, Burundi, Tanzania, Zambia, Zimbabue e norte da Africa do Sul. Aparece
ainda nos paises do Golfo da Guiné, como Nigéria, onde foi amplamente coletada e
em Camardes (Pereira et al., 2001).

No Brasil, a primeira introducéo oficial de braquiaria foi de B. decumbens,
pelo IPEAN (Instituto de Pesquisa Agropecuaria do Norte), em Belém, em 1952,
com o nome de B. brizantha, proveniente do Suriname (Serrdo e Siméo Neto,
1971). No ano de 1965, houve uma nova introducdo do mesmo material, juntamente
com uma variedade até entdo desconhecida. Como esta variedade teve uma baixa
producédo de semente, seu material era comumente distribuido para outros estados
através de estacas. Essa variedade de B. decumbens se tornou conhecida como
IPEAN, apresentando pouco destaque econdomico na atualidade. Depois, uma
segunda variedade de B. decumbens originaria de Uganda foi introduzida em Séo

Paulo por meio do IRI (International Research Institute), em Matdo, no inicio da



década de 60 (Sendulski, 1978). Esta variedade ficou conhecida como
“Australiana”, sendo registrada, em 1973, sob o nome de cv. Basilisk (Mackay,
1982).

Em 1967, introduzida pelo IRI, a variedade de B. brizantha originaria do
Zimbabue, ap6s uma avaliacdo mais detalhada comprovando seu valor de uso foi
liberada como cv. Marandu, langcada pela Embrapa em 1984 (Nunes et al., 1984).
Esta cultivar é a mais cultivada nos paises tropicais na atualidade, tornando-se uma

monocultura.

2.2. Principais caracteristicas morfologicas de Brachiaria brizantha

Brachiaria brizantha é uma graminea forrageira tropical e perene com alta
producio de massa verde e elevado teor de proteina. E resistente a cigarrinha-das-
pastagens e adapta-se a solos de cerrados com boa capacidade de rebrota. E
tolerante ao frio e ao fogo e seu habito de crescimento é cespitoso, extremamente
agressiva, de porte médio que varia de 1,5 a 2,5 m de altura. Possui, ainda, folhas

largas e matiz verde escuro.

Em relacdo ao solo, dentre as braquiarias, é a mais exigente em fertilidade
quimica do solo, mas suporta bem os solos acidos, além de ter uma boa tolerancia
ao aluminio trocavel. Responde extremamente bem a adubacdo, sendo esta
recomendada para manter altos niveis de producdo de forragem e vegeta bem em

solos secos (Renvoize et al., 1996; Sementessolo, 2003; Matsuda, 2003).

A maioria das cultivares de Brachiaria em uso pertence a espécie B.
brizantha e diferem entre si em varias caracteristicas: 1) a cv. Marandu, que
significa “novidade” na linguagem indigena, € uma planta cespitosa, as folhas séo
pouco pilosas na face ventral e sem pilosidade na face dorsal, bainhas pilosas,
inflorescéncias com até 40 cm de comprimento, com quatro a Sseis racemos;
apresenta boa produtividade de forragem de qualidade, boa cobertura de solos,
capacidade de competicdo com as plantas invasoras e estabelecimento rapido; 2) a

cv. Xaraés, que significa area “terra e povos do Pantanal” na linguagem indigena, é



uma planta cespitosa, com altura média de até 1,5 m; folhas Marandu, mais largas
que a cv. lanceoladas e longas, verde escuras, com poucos pelos e com colmos que
enraizam nos nés; 3) a cv. Piatd, do Tupi “valentia, corajosa”, apresenta um
crescimento ereto e cespitoso, formando touceiras, apresenta porte médio, com
altura entre 0,85 m e 1,10m; os colmos sdo verdes, finos, bainhas foliares com
pouca pilosidade, lamina foliar sem pilosidade; seu perfilhamento é aéreo e com
inflorescéncias caracteristicas apresentando muitos ramos, chegando a 12, (Safrasul,
2009; Embrapa Gado de Corte, 2004).

2.3. Bancos de germoplasma de Brachiaria

Existem sete colecGes de Brachiaria ex situ, sendo trés importantes e quatro

de menor importancia perfazendo um total, de 987 acessos de 33 espécies.

Destes acessos, 40% dos acessos sao de B. brizantha enquanto 39% séo de

B. humidicola, B. decumbens, B. nigropedata, B. jubata e B. ruziziensis juntas.

Os principais bancos de germoplasma sédo: 1) CIAT (Centro Internacional
de Agricultura Tropical), situado na Colémbia, com 700 acessos de 27 espécies ja
identificadas; 2) ILCA (International Livestock Centre for Africa), sendo esta a
segunda maior colecdo, com 522 acessos; 3) Embrapa Gado de Corte, com 475
acessos de 15 espécies. Outras colegdes menores estdo alocadas: 1) No
ATFGRC/CSIRO (Australian Tropical Forage Genetic Resource
Centre/Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation), que
contém 177 acessos, dos quais 70% correspondem a B. brizantha, B. decumbens, B.
humidicola, B. nigropedata, e B. ruziziensis; 2) No USDA (United States
Department of Agriculture), nos EUA, cerca de 60% dos 90 acessos pertencem a B.
brizantha, B. decumbens, B. fasciculata e B. humidicola e além dessas contém
outras 12 espécies; 3) No GBK (Banco de Genes do Kénia), com 51 acessos com
50% representados por B. brizantha e B. decumbens; 4) RGI/ARC (Roodeplaat
Grassland Institute/African Research Council), compreendendo 39 acessos no qual
67% é B. nigropedata (Keller-Grein et al., 1996).



2.4. Producéo de semente e importancia econémica

O Brasil é, sem divida, o maior produtor e exportador de sementes de
braquidria no mundo tropical e movimenta mais de um milhdo de dolares anuais
(Verzignassi e Fernandes, 2001). Segundo 0 Anuério da Pecudria Brasileira,
(Anualpec, 2007), o Brasil é o principal exportador de carne do mundo, com um
rebanho de 207,2 milhdes de cabecas. A base nacional da producdo séo os pastos
que ocupam em torno de 200 milhGes de hectares de pastagens dos quais 120
milhdes séo cultivados.

A espécie B. brizantha, devido as suas inimeras caracteristicas, tem varias
cultivares no mercado. A cultivar Marandu, disponivel desde 1984, gerou beneficios
econdmicos superiores a 3,9 bilhdes de reais em 2006. A cultivar Xaraés esta
disponivel no mercado desde 2003. Apresenta maior tolerdncia a solos com
drenagem deficiente do que a cultivar Marandu, tendo uma producdo de sementes
puras de 100 a 120 Kg/ha, com cerca de 130 sementes por grama. A cultivar Piatad é
uma opcao para a diversificagdo das pastagens, pois apresenta uma forragem de
melhor qualidade que a cultivar Marandu, bem como maior aptidao para o pastejo,
ao contrario de outras cultivares. Produz cerca de 150 Kg de sementes puras/ha/ano
em colheitas manuais, tendo, em média, 130 a 150 sementes puras viaveis por
grama, (Safrasul, 2009; Embrapa Gado de Corte, 2004).

2.5. Principais doencas e pragas

A uniformidade genética pode tornar uma cultura mais vulneravel a
epidemias de pragas e doengas. Quando todos os agricultores cultivam a mesma
variedade, uma praga ou doenca que ataca uma planta rapidamente se estende por
uma grande area (Hoyt, 1992). O monocultivo representa um risco ao equilibrio do
ecossistema, facilitando a propagacdo de pragas e doencas, tais como manchas
foliares causadas por Drechslera incurvata, ferrugem causada por Puccinia levis
var. panici-sanguinalis, e uma outra considerada uma das mais importantes, que é a

mela das sementes da braquiaria, causada pelo fungo Claviceps sulcata (forma



teleomorfica de Sphacelia sp.). Essa traz enorme prejuizo aos produtores de
sementes e a economia do pais. Outra doenca recentemente encontrada e
considerada exdtica € o carvao da braquiaria, causada pelo fungo Ustilago operta,
afetando a producdo de sementes. No ano de 2001, no Estado do Para, foi
constatada a morte de B. brizantha cv. Marandu causada pelos fungos Pythium
perillum associado a Rhizoctonia solani, afetando 56 mil hectares (Verzignassi e
Fernandes, 2001).

Dentre todas essas pragas e doencgas, a mais preocupante praga € a
cigarrinha-das-pastagens (Homoptera: Cercopideae), pois o dano causado pode
levar a perda total da pastagem. Esta praga estende-se do Sul dos Estados Unidos ao
norte da Argentina e, em cada pais, encontram-se espécies e géneros diferentes. Os
géneros mais importantes sdo Zulia, Deiois, Aeneolamia e Mahanarva (Valério,
1995). As cigarrinhas sdo insetos sugadores que permanecem nas pastagens no
periodo da seca, na fase de ovo (ovos em diapausa) que originam as ninfas (forma
jovem da cigarrinha) no inicio do periodo chuvoso, pois para seu desenvolvimento é
necessario calor e umidade. Como ninfa, as cigarrinhas causam danos, mas menores
quando comparado a fase adulta. Estas, ao se alimentarem nas folhas, injetam
substancias de dois tipos: umas que se coagulam no interior dos tecidos da folha,
possivelmente desorganizando o transporte da seiva, e outras sollveis, que
translocam-se nas folhas, predominantemente no tecido apical, determinando a
morte dos tecidos (Valério, 1995). Para o controle dessa praga, recomenda-se 0 Uso
de inseticidas registrados para controle das cigarrinhas, em locais e momentos
adequados, além controle da sobra de pasto, pois a palha restante proporciona um

microclima ideal, garantindo a sobrevivéncia e 0 aumento da populacéo.

2.6. Citogenética de Brachiaria

As dificuldades do melhoramento no género Brachiaria estédo associadas ao
nimero de cromossomos e ao modo de reproducdo. No género, a maioria dos
acessos € tetrapldide (2n = 4x = 36) e apomitico, enquanto a sexualidade € rara e

estd associada a diploidia (Valle e Savidan, 1996). Poliploides sé&o geralmente
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classificados como altamente apomiticos facultativos, com propagacéo clonal por
sementes. Acessos tetraploides apomiticos com meiose regular sdo importantes para
0 programa de melhoramento, podendo dar origem diretamente a novas cultivares
ou atuarem como genitores masculinos em hibridacdes interespecificas, com
acessos sexuais tetraploidizados artificialmente de B. ruziziensis. Assim, a
determinacdo do numero de cromossomos, nivel de ploidia e comportamento

meiotico sdo indispensaveis para participar do programa de melhoramento.

2.6.1. Numero béasico de cromossomos no género Brachiaria

Darlington e Woylie (1955) estabeleceram como ndmero béasico de
cromossomos para Brachiaria x =7 e x = 9, sendo que X = 9 tem sido confirmado
recentemente em diferentes acessos de Brachiaria (Mendes-Bonato et al., 2002b;
Risso-Pascotto et al., 2003). Embora a maioria dos pesquisadores concordem com
esses numeros, Basappa et al. (1987) relataram x = 8 e Christopher e Abraham
(1976) x =5, 8, 10 e 12 para este género. Um novo nimero basico de cromossomos,
X = 6, foi descrito no género (Risso-Pascotto et al., 2006b). Todos os acessos de B.
dictyoneura da colecdo da Embrapa Gado de Corte apresentaram-se como
tetraploide derivados de x = 6. Recentemente, x = 6 foi descrito também para B.
humidicola (Boldrini, 2009), uma espécie pertencente ao mesmo grupo taxonémico

de B. dictyoneura.

2.6.2. Namero de cromossomos e nivel de ploidia no género Brachiaria

Estudos citogenéticos realizados em Brachiaria tem revelado a existéncia
de acessos diploides, derivados de x =9 (2n = 2x = 18) e acessos polipléides, com
nivel de ploidia variando de tetrapldide (2n = 4x = 36), pentapldide (2n = 5x = 45),
até hexaploide (2n = 6x = 54) (Basappa et al., 1987; Valle e Savidan, 1996; Bernini
e Marin-Morales, 2001; Mendes-Bonato et al., 2002b, 2006a; Utsunomiya et al.,
2005; Risso-Pascotto et al., 2006b).



Penteado et al. (2000), utilizando citometria de fluxo, determinaram a
quantidade de DNA da colecdo de germoplasma de Brachiaria da Embrapa Gado
de Corte. Por meio dos valores obtidos inferiram sobre o nivel de ploidia de cada
acesso. Este estudo mostrou que dentre os 437 acessos avaliados, pertencentes a 14
espécies, 13,04% mostraram-se diploides, 58,13% tetraplOides, 17,62%
pentaploides, 10,76 hexapldides e 0,45% heptaploide. Acessos dipléides foram
encontrados em B. brizantha (2), B. decumbens (23), B. jubata (4), B. ruziziensis
(24), B. platinota (1) e B. subulifolia (1).

Alguns desses niveis de ploidia obtidos pela citometria de fluxo tem se
mostrado diferentes em determinacfes feitas pela citogenética por meio da
contagem real do numero de cromossomos. Estudos citogenéticos realizados nos
oito acessos de B. dictyoneura (Risso-Pascotto et al., 2006a), baseados em X = 6,
revelaram que todos os acessos disponiveis na Embrapa Gado de Corte sédo
tetrapl6ides (2n = 2x = 24), nimero estimado em 2n = 4x = 36, pela citometria de
fluxo. Resultados discrepantes também foram encontrados para a colecdo de B.
humidicola (Boldrini, 2009), onde o nivel de ploidia, baseado em x = 6, ndo confere
com o determinado pela citometria de fluxo, baseado em x = 9. Estes resultados
mostram a necessidade de se avaliar toda a colecdo de Brachiaria pelo método
citogenético para se estabelecer o real nimero de cromossomos em cada acesso, ou

usar um padréo x=6 para a citometria.

2.6.3. Aspectos do comportamento meidtico em acessos de Brachiaria

Analises do comportamento meiotico em acessos de diferentes espécies do
género Brachiaria tém revelado grande quantidade de anormalidades, sendo
maioria relacionada ao nivel de ploidia. As anormalidades encontradas com maior
freqiiéncia sdo: ascensdo precoce de cromossomos para 0s polos, cromossomos
retardatarios, levando a formacdo de micronucleos, micrécitos e poliades (Mendes-
Bonato et al., 2002a b, 2006a; Utsunomiya et al., 2005; Risso-Pascotto et al., 2003,
20063).
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Outras anormalidades meioticas tém sido descritas durante a
microsporogénese em VAarios acessos de diferentes espécies de Brachiaria. Dentre
elas destacam-se: aderéncias cromossdmicas (Mendes-Bonato et al., 200la b;
Utsunomiya et al., 2005); fusdes celulares (Mendes-Bonato et al., 2001b c, Boldrini
et al., 2006a; Risso-Pascotto et al., 2006a); auséncia de citocinese (Risso-Pascotto et
al., 2003, 2006a; Utsunomiya et al., 2005; Boldrini et al., 2006b; Gallo et al., 2007);
citocinese irregular (Mendes-Bonato et al., 2002a; Boldrini et al., 2006b; Gallo et
al., 2007; Adamowski et al., 2007; Calisto et al., 2008); citomixia (Utsunomiya et
al., 2004; Boldrini et al., 2006a); fusos multiplos e multipolares (Risso-Pascotto et
al., 2006c¢); degeneracdo de meidcitos (Vieira et al., 2005); desintegracdo anormal

do nucléolo (Risso-Pascotto et al., 2002), entre outras.

As anormalidades que podem comprometer o produto final da meiose, ou
seja, a viabilidade do grdo de pdlen em Brachiaria ndo se limita a meiose.
Anormalidades na mitose do grdo de poélen, inviabilizando o mesmo, foram
descritas em B. decumbens (Junqueira Filho et al., 2003) e B. jubata (Risso-Pascotto
et al., 2005a).

2.6.3.1. Aspectos do comportamento meidtico em hibridos de Brachiaria

Muitas anormalidades tém sido descritas em hibridos interespecificos de
Brachiaria. A maioria das anormalidades é devida ao nivel de ploidia, pois a
maioria dos hibridos é tetraploide (2n = 4x = 36). Assim, destacam-se a presenca de
Cromossomos em ascensao precoce para os polos, cromossomos retardatarios e
micronucleos, levando a formacéo de grdos de pdlen geneticamente desbalanceados
(Risso-Pascotto et al., 2005b; Fuzinatto et al., 2007a; Adamowski et al., 2008).

Fusdo celular, desintegracdo irregular do nucléolo, aderéncia
cromossémica, fuso divergente e citocinese anormal também sdo anormalidades
descritas em hibridos de Brachiaria (Risso-Pascotto et al., 2005a; Mendes-Bonato
et al., 2006b; Fuzinatto et al., 2007a; Adamowski et al., 2008). Morte celular
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programada levando a degeneracdo dos meidcitos também foi descrita em um

hibrido entre B. ruziziensis e B. brizantha (Fuzinatto et al., 2007b).

Em hibridos interespecificos, também tem se destacado como anormalidade
meiotica a assincronia entre 0S genomas, ou Seja, 0 genoma dos genitores ndo
apresenta 0 mesmo ritmo na meiose, ficando um genoma retardatario em relacéo ao
outro (Risso-Pascotto et al., 2004; Mendes-Bonato et al., 2007), sendo, em alguns
casos, eliminado. Outra anormalidade encontrada em um hibrido interespecifico e
que denota falta de afinidade entre os genomas dos genitores foi descrita por
Mendes-Bonato et al. (2006b), verificando que 0s genomas parentais organizaram-

se em placa metafésicas distintas.

Assim como citado nos acessos, o hibrido entre B. ruzizienses e B.
decumbens também apresentou anormalidades relacionas a mitose do gréo de pdlen,

deixando o mesmo inviavel (Mendes-Bonatto et al., 2004)

2.7. Modo de Reproducédo em Brachiaria

Como visto anteriormente, no género Brachiaria a maioria dos acessos €
polipldide e, portanto, portadores de anormalidades meidticas. Ao longo da
evolucdo, houve uma mudangca do modo de reproducdo sexuada, dependente de
gametas viaveis, para reproducdo assexuada ou apomitica. Acessos dipldides
apresentam reproducdo sexuada e acessos poliploides sdo, em geral, apomiticos.
Todavia, sexualidade foi descrita em um acesso de B. humidicola polipléide (Valle
e Glienke, 1991).

Na apomixia, 0 embrido € formado sem a fusdo dos gametas masculino e
feminino, ou seja, sua origem se da a partir de uma célula do tecido materno (2n).
Embora ndo haja necessidade de gametas vidveis para a formacdo do embrido, estes
sdo indispensaveis para o desenvolvimento do endosperma, pois, em Brachiaria, a
apomixia é pseudogamica, ou seja, 0 nucleo secundario do saco embrionario deve

ser fertilizado para a formagéo do endosperma (Valle e Savidan, 1996).
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Em Brachiaria, a apomixia segue a hipotese de heranca monogénica e
dominante sobre a sexualidade, onde os gendtipos tetrapldides apomiticos podem
ser representados por Aaaa e 0s tetraploides sexuais por aaaa. Assim, a proporcao

esperada na progénie F1 é de 1:1(Valle e Savidan, 1996).

2.7.1. Vantagens da apomixia

A vantagem adaptativa mais importante conferida pela apomixia é a
restauracdo da fertilidade daquelas plantas que deveriam ser estéreis por
apresentarem anormalidades cromossdmicas durante a meiose (Bernini e Marin-
Morales, 2001). Apomixia ndo somente aumenta a fecundidade em novos
poliploides, mas também facilita a colonizacdo em novos habitats por preservarem

alta adaptacdo dos gendtipos heterozigotos (Nogler, 1984).

Como uma ferramenta nos programas de melhoramento, a apomixia oferece
vantagens que combinam a fixacéo do vigor hibrido com o modo de propagacéo por

sementes (Valle e Savidan, 1996).

2.8. Aspectos do melhoramento de Brachiaria

Na década de 70, a introducdo de B. decumbens cv. Basilisk promoveu a
substituicdo das pastagens nativas particularmente nos cerrados do Brasil devido a
sua boa adaptacdo e producdo em solos fracos e &cidos, mas sua susceptibilidade a
cigarrinha-das-pastagens e a escassa viabilidade de semente mostrou ser necessario
iniciar programas de melhoramento dirigidos para a obtencé@o de novas cultivares de
desta graminea (Miles et al., 1996).

Nas ultimas duas décadas, o desenvolvimento de novas cultivares de
Brachiaria dependia inteiramente da selecdo entre gendtipos naturais ja existentes.
Hoje o objetivo principal do programa de melhoramento de Brachiaria, em
andamento na Embrapa Gado de Corte e no CIAT (Colémbia), é obter hibridos intra
ou interespecificos persistentes, que reinam caracteristicas desejaveis de dois ou
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mais genitores agronomicamente promissores, tais como adaptacdo a solos acidos,
alta produtividade, bom valor nutritivo e, principalmente, resisténcia a cigarrinhas-
das-pastagens (Pereira et al., 2001; Miles et al., 2004)

No género Brachiaria, a hibridacdo ndo é facil, pois 0s acessos tetrapldides
com caracteristicas agronémicas desejaveis sdo apomiticos, o que impede
cruzamentos. A hibridacdo em Brachiaria s0 pode ser levada a cabo com a
duplicacdo artificial de cromossomos de acessos diploides de B. ruziziensis, na
década de 80 (Gobbe et al., 1981; Swenne et al., 1981). Até pouco tempo, estes
acessos eram a base do programa de melhoramento, pois foram cruzados com B.
brizantha e B. decumbens. A descoberta de um acesso sexual poliploide de B.
humidicola (Valle e Glienke, 1991) permitiu iniciar a hibridacdo intraespecifica
nesta espécie. A recente duplicacdo cromossémica de acessos dipldides sexuais de
B. brizantha (Pinheiro et al., 2000) e de B. decumbens (Valle et al., 2007) traz boas
perspectivas, tanto para a hibridacdo intra como interespecifica no género
Brachiaria. Uma vez havendo acessos sexuais tetraploides que possam atuar como
fémeas em cruzamentos, 0s genitores masculinos podem ser acessos sexuais ou
apomiticos com o mesmo nivel de ploidia e que apresentem meiose regular. Como a
maioria dos acessos é tetraploide e apomitico na colecdo de Brachiaria, a selecéo
entre eles para serem doadores de polen deve ser feita com base na regularidade
meiotica e caracteristicas agronémicas. Assim, a presente pesquisa teve por objetivo
determinar o numero de cromossomos e avaliar 0 comportamento meiotico de
acessos de B. brizantha da colecdo de germoplasma da Embrapa Gado de Corte

como um subsidio ao programa de melhoramento desta graminea.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Os acessos de Brachiaria brizantha analisados foram coletados em parcelas
do banco de germoplasma de Brachiaria do Centro Nacional de Pesquisa de Gado
de Corte (CNPGC/Embrapa), sediado em Campo Grande — Mato Grosso do Sul. O
ambiente onde 0s acessos sd0 mantidos em campo apresenta as seguintes
caracteristicas: clima do tipo AW: savana tropical umida com precipitacdo media
anual de 1.526mm; temperatura média igual a 22°C: altitude igual 520m; latitude de
20° 28°S; longitude igual a 55° 40°W; solo latossolo vermelho escuro, 4lico (59% de
areia; 08% de silte; 33% de argila; pH de 4,2; 2,7% de matéria organica e P igual a
1pmm; 0,05, 0,1, 0,9 Meq/100cc de K, Ca+ Mg, Al e CEC, respectivamente). O
local de coleta desses acessos na Africa e suas caracteristicas sio apresentados no
Quadro 1.

Para o estudo, foram analisados 17 acessos da espécie Brachiaria brizantha,
dentre os 224 acessos dessa espécie existentes na colecdo de germoplasma da
Embrapa Gado de Corte. O material foi coletado ao longo de varios anos e
acondicionado em freezer no Laboratério de Citogenética Vegetal, Departamento de

Biologia Celular e Genética, da Universidade Estadual de Maringa.

3.2. Métodos

Para as analises de comportamento meiotico, foram utilizadas as
inflorescéncias jovens colhidas ainda envoltas em folha bandeira. Estas foram
fixadas em etanol, cloroférmio e acido propidnico, nas proporcdes 6:3:2, por 24
horas. Apos esse tempo, o material foi transferido para alcool 70% e condicionado
sob refrigeracdo até o momento das analises meioticas. Os microsporécitos foram

preparados pela técnica de esmagamento e corados com carmim propionico a 1%.
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A determinacdo do numero de cromossomos foi feita em meiocitos em
andfase 1. Para avaliacdo do comportamento meiético, foram analisadas
aproximadamente 1000 células por genotipo, representando as diferentes fases da
meiose. Todas as anormalidades meidticas foram consideradas e as mais
representativas foram microfotografadas em filme preto e branco, Kodak
Imageling-HQ Asa 25 e ampliadas em papel fotografico Kodabrome RCF3.

Para a determinagdo da media de anormalidades por acesso, fez-se somando
a porcentagem de anormalidades de cada fase e dividindo pelo nimero de fase

analisada, o grafico foi feito pelo programa do Excel.
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4.1. Numero de cromossomos e nivel de ploidia

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisados 21 acessos de B. brizantha. Os nimeros cromossdmicos

encontrados foram: 2n = 36, em 15 acessos; 2n = 45, em quatro acessos; e 2n = 54,

em dois acessos (Quadro 2). Os nimeros cromossdmicos encontrados sdo multiplos

de 9. Assim, infere-se nimero basico x = 9, conforme ja descrito para B. brizantha

(Mendes-Bonato et al., 2002b; Vieira, 2004). Os acessos seriam tetraploides (2n =
4x = 36), pentaploides (2n = 5x = 45) e hexaploides (2n = 6x = 54)

Quadro 1 - Cadigo dos acessos, local de coleta, quantidade de DNA por citometria
de Fluxo (Penteado et al., 2000), (baseado em x=9), nivel de ploidia, e nUmero de
cromossomos encontrado por citogenética (2n) e real nivel de ploidia de acessos de
B. brizantha analisados

Origem
Quantidade de NUmeros Nivel
Céd. do N° do Pais Estado DNA de de
Acesso Acesso (Nivel de ploidia) cromossomos Ploidia
encontrados

BRA-002119 B039 Malawi Southern 1,91 (4x) 36 4x
BRA-003646 B079 Etidpia Gonder 2,25 (4x) 36 4x
BRA-003727 B080 Quénia Bungoma 2,34 (4x) 36 4x
BRA-003743 B082 Quénia Bungoma 2,28 (4x) 36 4x
BRA-003760 B083 Quénia Siaya 2,38 (4x) 36 4x
BRA-003778 B084 Quénia Siaya 2,12 (4x) 36 4x
BRA-003816 B085 Quénia South Nyanza 2,01 (4x) 36 4x
BRA-003883 B086 Quénia Nandi 2,20 (4x) 36 4x
BRA-003913 B088 Quénia Kwale 2,29 (4x) 36 4x
BRA-003956 B090 Quénia Trans Nzoia 2,27 (4x) 36 4x
BRA-004049 B093 Quénia Kwale 2,27 (4x) 36 4x
BRA-004146 B095 Zimbabue Kadoma 2,19 (4x) 36 4x
BRA-004219 B096 Zimbabue Mutasa 2,39 (4x) 36 4x
BRA-004227 B097 Zimbabue Umtali 2,37 (4x) 36 4x
BRA-004235 B098 Zimbabue Umtali 2,01 (4x) 36 4x
BRA-002160 B038 Quénia Rift Valley 2,95 (6x) 45 5x
BRA-003506 B074 Etiopia Welega 2,74 (5x) 45 5x
BRA-003514 BO75 Etiopia Gojjam 2,75 (5x) 45 5x
BRA-003638 BO78 Etidpia Gonder 2,80 (6x) 45 5x
BRA-003611 BO76 Etidpia Gonder 2,83(6x) 54 6x
BRA-003735 B081 Quénia Bungoma 2,88(6x) 54 6X
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A maioria dos acessos analisados mostrou-se tetrapldide (2n = 4x = 36).
Estes dados conferem com outros obtidos nesta espécie, tanto por citogenética
convencional (Mendes-Bonato et al., 2002b; Vieira, 2004) como por citometria de
fluxo (Penteado et al., 2000). Dentre 222 acessos analisados por citometria de fluxo,
157 (70,72%) mostraram-se tetraploides. Todavia, nem sempre os dados obtidos
pela citometria de fluxo conferem com os obtidos pela contagem de cromossomos.
O Quadro 1, apresentando dados de citometria de fluxo e nimero de cromossomos
encontrados, revela que, pela citometria de fluxo, 13 acessos analisados haviam sido
classificados como tetraploides, um como pentapldide e trés como hexaploides.

A contagem do numero de cromossomos pela citogenética revelou que os
acessos classificados como tetrapldides pela citometria tinham realmente 2n = 36
Cromossomos, assim como 0s acessos hexaploides (2n = 54).

Dentre os dois acessos encontrados com 2n = 45 cromossomos, SO um
deles, o acesso B074, havia sido classificado como pentaploide pela citometria de
fluxo. O acesso BO78 havia sido classificado como hexaploide. Estes resultados
mostram a necessidade de se analisar a cole¢do de germoplasma de Brachiaria por
meio da citogenética convencional para se confirmar o real ndmero de

Cromossomos dos acessos.

4.2. Anormalidades meidticas

O Quadro 2 apresenta a porcentagem de células com anormalidades
meioticas encontradas entre os acessos analisados. Uma andlise deste quadro revela
que houve variacdo na frequéncia de anormalidades entre eles. A média de
anormalidades por acesso foi, em geral, menor entre 0s acessos tetraploides,
variando de 8,97% no acesso B090 a 62,98% no acesso B082. Dentre 0S acessos
tetraploides, seis acessos (B088, B093, B090, B095, B096, e B098) apresentaram
menos que 32% de células com anormalidades. Nos acessos penta e hexaploides, a
freqiéncia de anormalidades meidticas foi maior. Nos pentaploides, a porcentagem
variou de 52,57% a 64,75% de células anormais entre 0s acessos, enquanto gque nos

hexaploides a percentagem de anormalidades meioticas foi 50,21% no BO081 e
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51,22% no acesso B076. A maior frequéncia de células anormais entre 0s
pentaploides era esperada, pois niveis impares de ploidia predispdem o meidcito a
mais anormalidades segregacionais pelas diferentes formas em que 0S cromossomos
podem se parear na profase I. A figura 1 também ilustra esta tendéncia de maior

quantidade de anormalidades entre os penta e hexaploides.

Quadro 2 - Numeros dos acessos, nivel de ploidia e nimeros cromossdémicos
encontrados, numeros de células mée de pdlen (PMCs) analisados e percentagem de
celulas meidticas nas diferentes fases da meiose

% de células com anormalidades meiéticas

N° do N° de N°. de

Acesso Cromossomos PMCs Met I* Ana | Tel Pro 1l Met Il Ana ll Tel 1l Tetra Média
B039 2n=4x=36 1135 27,86 47,36 30,55 64,02 65,38 93,24 83,24 77,37 61,12
B079 2n=4x=36 1336 2,51 60,25 26,28 21,70 10,57 53,70 44,00 69,13 36,76
B080 2n=4x=36 1492 4,85 62,70 50,23 58,97 31,85 82,50 72,15 61,55 53,10
B082 2n=4x=36 1323 11,33 65,34 65,00 56,14 67,32 61,10 90,36 87,32 62,98
B083 2n=4x =36 1483 15,85 72,16 37,58 24,26 53,89 69,59 78,51 94,46 55,78
B084 2n=4x=36 1310 8,57 78,37 14,17 36,79 39,30 39,52 65,88 82,64 45,65
B085 2n=4x=36 1356 8,02 59,89 54,24 69,69 38,51 52,00 83,09 57,74 52,89
B086 2n=4x =36 1180 5,55 72,14 81,25 79,19 29,82 56,97 70,00 64,83 57,46
B088 2n=4x =36 1093 17,06 44,80 17,26 04,30 11,11 33,33 24,42 22,28 21,82
B090 2n=4x=36 768 00 00 00 00 1,92 00 00 16,03 8,97
B093 2n=4x=36 1080 5,83 31,85 3,66 3,73 4,34 37,11 45,05 50,69 22,78
B095 2n=4x=36 573 05,7 49,25 11,65 4,54 18,60 00,00 14,28 27,53 18,79
B096 2n=4x=36 1146 24,46 32,98 12,82 13,79 6,42 32,67 21,92 4,58 18,70
B097 2n=4x=36 899 8,09 18,96 47,05 5,97 2,80 52,83 60 72,50 33,52
B098 2n=4x=36 1179 10,86 43,80 36,72 1,90 13,84 48,64 48,88 45,27 31,23
B038 2n =5x =45 1693 23,60 79,79 48,83 42,10 32,98 63,85 42,21 87,20 52,57
B074 2n =5x =45 1545 36,97 87,62 72,12 12,57 47,88 82,89 81,12 96,88 64,75
BO75 2n =5x =45 989 20,07 61,26 67,69 48,64 65,65 60,0 62,2 53,0 54,81
B078 2n =5x =45 1338 10,81 60,29 7,01 47,65 79,41 99,09 80,83 82,42 58,43
BO76 2n=6x=54 1579 30,18 57,61 25,53 33,33 27,69 92,38 51,49 91,56 51,22
B081 2n=6x=>54 806 46,61 93,00 40,74 11,36 55,00 10,34 77,66 66,99 50,21

*Met | = metéfase I, Ana | = anafase I, Tel | = tel6fase I, Pro Il = préfase 11, Met 11
= metafase Il, Ana Il = anafase Il, Tel Il = tel6fase Il, Tetra = tétrade.

Dentre as anormalidades meidticas encontradas, destacam-se aquelas
relacionadas a segregacéo irregular de cromossomos causada pela poliploidia que
ocorreram em maior frequéncia (Quadro 3). Estas anormalidades consistiram em
ascensao precoce de cromossomos para 0s polos em metafase I e 1l (Fig. 2b, 2f e

3b), cromossomos retardatarios em anafase | (Fig. 2c, 2g, 3a e 3d), formacéo de
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microndcleos em teléfase | (Fig. 2d, 2e, 2h, 3e e 3f). Os microndcleos
permaneceram na tétrade (Fig. 2i) ou deram origem a micrdcitos (Fig. 2j, 2k e 2I). O
comportamento de micronucleos em Brachiaria parece ser gendtipo-especifico, pois
em alguns acessos permanece como micronucleo na tétrade (Mendes-Bonato et al.,
2002ab, 2006b; Risso-Pascotto et al., 2003 2006a; Utsunomiya et al., 2005). Em
outros, é eliminado como micrdcito ap0s a ocorréncia de citocinese irregular
(Mendes-Bonato et al., 2002ab, Utsunomiya et al., 2005). Ainda pode permanecer
como microndcleo ou ser eliminado como micrécito na mesma tétrade (Mendes-
Bonato et al., 2001b, 2002b; Risso-Pascotto et al., 2003).

Pentaplosdes
Hexaploides

64,75

61,12 62,58

53, e 523

36,76

. % mediade anormalidades

B039 M BOT9 © BOSO M BOS2 WR0S3 TRO84 MR85 © BOBE M BOSS M B0OD M B093 T A0S T ROIS M BOIT7 U EOSE M RJ3R M B)74 M B07S M BOTE M E076 M BOS1

Acessos

Figura 1 - Porcentagem média de anormalidades

Outra anormalidade encontrada entre os acessos B038, B078, B085 e B086
foi a transferéncia de cromossomos de uma célula para outra através de canais
citomiticos, também conhecida como citomixia. Este fendbnemo, também fora
descrito em acessos de Brachiaria (Utsunomiya et al., 2004; Boldrini et al., 2006a).
Todavia, nos acessos sob analise, a transferéncia de cromossomos teve uma
caracteristica distinta, ou seja, ocorria apenas entre os dois meidcitos da segunda
divisdo meiotica (Fig. 4), transferindo microndcleos da primeira divisdo apos a
ocorréncia de uma citocinese incompleta. O nimero de meidcitos afetados por esta

anormalidade foi muito baixo (Quadro 3).
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Quadro 3 - Cddigo dos acessos, numero de células analisadas e anormalidades com suas respectivas porcentagens.

Numero de células com anormalidades meidticas (%)

Acessos N° de células Segregacéao 2 placas Fusdo Citomixia Aderéncia Auséncia de Ndcleo de Micronucleos Micrdcitos Poliades Diades e
analisadas Irregular metafésicas celular Cromossdmica Citocinese Restituicéo Triades
B039 1135 99 (8,72) - - - - 475 (35,58) 120 (10,57) 224 (19,73) - - -
B079 1336 89 (6,66) - - - 10 (0,74) - - 453 (33,90) - - 03 (0,22)
B080 1492 189 (12,66) - - - 28 (1,87) - - 516 (34,58) 01 (0,06) 01 (0,06) -
B082 1323 221 (16,70) - - - 78 (5,89) - - 538 (40,66) 28 (2,11) - -
B083 1483 294 (19,82) - - - 68 (4,58) - - 469 (31,62) 26 (1,75) 05 (0,33) -
B084 1310 175 (13,35) - - - 88 (6,71) - - 31 (23,74) 60 (4,58) 23 (1,75) -
B085 1356 230 (16,96) - - 06 (0,44) 52 (3,83) - - 409 (30,16) 21 (1,54) 02 (0,14) -
B086 1180 199 (16,86) - - 08 (0,67) 39 (3,30) - - 379 (32,11) 19 (1,61) 09 (0,76) -
B088 1093 142 (12,99) - - - 01 (0,09) - - 96 (8,78) - - -
B090 768 2(0,26) - - - - - - 21(2,73) - - -
B093 1080 92 (8,51) - - - 08 (0,74) - - 143 (13,24) 34 (3,14) 13 (1,20) -
B095 573 47 (8,20) - - - - - - 56 (9,77) - - -
B096 1146 131 (11,43) - - - - - - 71 (6,19) 02 (0,17) - -
B097 899 56 (6,22) - - - - - - 112 (12,45) 15 (1,66) 2(0,22) 1(0,11)
B098 1179 125 (10,60) - - - 07 (0,59) - - 239 (20,27) - - -
B038 1693 321 (18,96) - 83 (4,90) 1 (0,05) - - - 551 (32,54) 223 (13,17) - -
B074 1545 397 (25,69) - - - 08 (5,17) - - 572 (37,02) 107 (6,92) - 17 (1,10)
BO75 989 155 (12,67) 33(3,33) - - 9(0,91) - - 281 (24,41) - - -
B078 1338 277 (20,70) - - 02 (0,14) 24 (1,79) - - 331 (24,73) 126 (7,97) - 14 (0,88)
BO76 1579 387 (24,50) - - - 01 (0,06) 03 (0,18) - 422 (26,72) 09 (0,56) - 28 (1,77)
B081 806 228 (0,28) - - - - - - 195 (24,19) 01(0,12) - -




Figura 2 - Comportamento mei6tico de acessos tetraploides de Brachiaria brizantha
relacionados & segregacdo irregular de cromossomos (setas). a) Diacinese com
formacdo de tetravalente; b) Metafase | com cromossomos em ascensdo precoce; c)
Anéfase | com cromossomos retardatarios; d,e) Tel6fases | com microndcleos; f)
Metéafase Il com cromossomos em ascensdo precoce para 0s polos; g) Anéafase Il com
cromossomos retardatarios; h) Teldfase Il com varios microndcleos; i) Tétrade com
micronucleos; j, k) Tétrades com micrécitos; I) Poliade.
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Figura 3 - Comportamento mei6tico em acesso hexapldide de Brachiaria brizantha
(setas). a) Anafase | com 54 cromossomos; b) Metafase | com cromossomos em
ascensao precoce; ¢) Metafase | com multivalentes na placa metafasica; d) Anafase
I com cromossomos retardatarios; e, f) Teléfases 11 com microndcleos.

Aderéncia cromossomica (Fig. 6b) foi observada em varios acessos
(Quadro 3) em freqiiéncias variadas. A aderéncia pode ser causada por fatores
ambientais ou genéticos (Mendes-Bonato et al., 2001a). Em Zea mays, a aderéncia
cromossomica foi descrita como sendo controlada por um Unico gene recessivo
(Beadle, 1932; Golubovskaya, 1989). Todavia, fatores externos também podem
levar a aderéncia cromossdmica como raio-X, raios-gama, temperatura, herbicidas,

produtos quimicos e elementos do solo.

Figura 4 - Citomixia em acesso de B. brizantha. a) Profase 11 com canal citomitico e
micronucleos; b) Teldfase 11 com micronucleos e citomixia.
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Citocinese tardia e incompleta foi observada no acesso B039. Este tipo de
citocinese caracteriza-se por fato de que a primeira citocinese tem inicio na
metafase Il (Fig. 5b), ocupando apenas a regido central da célula. Muitas vezes, a
citocinese se completa em uma extremidade da célula, permanecendo a outra ainda
unida (Fig. 5c, 5d). Em muitos casos, as duas placas metafasicas da metéafase 11 séo
muito préximas e o fuso convergente, levando a reunido de dois nucleos telofasicos
de células irmas (Fig. 5d), ou seja, a formacdo de um ndcleo de restituicdo. Este tipo
de anormalidade ja foi muito bem documentado por Gallo et al. (2007) em acessos

de B. humidicola, B. decumbens e B. dura.

Figura 5 - Citocinese irregular e incompleta no acesso B0039 de B. brizantha
(setas). a) Profase Il auséncia de citocinese; b) Metafase Il com citocinese tardia e
incompleta; c) Telofase Il com citocinese tardia e incompleta levando a
aproximacdo de dois nucleos; d) Teldfase Il com citocinese tardia e incompleta
levando a formacéo de nucleo de restituicao.
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Outras formas de citocinese irregular (Fig. 6a), dividindo o meidcito em
poliades ou levando a formacdo de diades e triades (Fig. 6cd), também foram
encontradas entre os acessos analisados, porém em baixa frequéncia (Quadro 3).

Anormalidades descritas nas fases iniciais no género Brachiaria foram
observadas em diferentes espécies, dentre elas, a fusdo celular gerando cincisios em
flores masculinas de Brachiaria brizantha (Mendes-Bonato et al., 2001c); fusdo em
Brachiaria jubata resultando em 6ctades normais (Mendes-Bonato et al., 2003); em
Brachiaria humidicola (Boldrini et al., 2006a) e Brachiaria decumbens (Mendes-
Bonato et al., 2001b).

Figura 6 - Anormalidades diversas em acessos de B. brizantha. (a) Teldfase Il com
eliminacdo de microndcleo grandes em forma de micrdcitos; (b) Profase 11 com
aderéncia; (c) Triade com um microsporo binucleada; (d)Triade com um
micrésporo 2n (nucleo de restituicdo).
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A fusdo pode ser o resultado da supressdo da parede celular formada
durante a mitose pré-meidtica. Muitos fatores podem causar essa anormalidade, tais
como exposicdo quimica, raio-X, temperatura, condi¢bes da cultura e fatores
genéticos (Nirmala e Rao, 1996). Também segundo Nirmala e Rao (1996), cincisios
sdo definidos como uma massa periplasmodial contendo mais de um nucleo. Assim
como nos acessos de Brachiaria humidicola (Boldrini et al., 2006a) e de
Brachiaria brizantha (Mendes-Bonato et al., 2001c), o acesso B038 (figura 7)
mostra que a fusdo celular esta relacionado a fatores genéticos, porque foi cultivado
em condi¢gdes ambientais similar aos demais que ndo apresentaram a mesma
anomalia. Foi observado um numero diferente de células: na figura 7a, a fusdo sdo

de duas células; trés células nas figuras 7b-c e cinco células na figura 7d.

Figura 7 - Fusdo celular em fases iniciais da meiose em acessos de B. brizantha.
Fusdo de células em leptoteno (a); Fusdo de trés células em leptoteno (b-c); Fusédo
de cinco células em leptoteno (d).
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A producdo de grdos de polen funcionais envolve uma complexa série de
processos regulados e requer a expressdo de um amplo namero de genes
esporofiticos e gametofiticos (McCormick, 1993). Todas as anormalidades
meiodticas encontradas entre 0s acessos analisados e aqui relacionadas
comprometem a producdo de gametas viaveis por gerar microsporos geneticamente
desbalanceados. Assim, dentre o0s acessos analisados, alguns deles, por
apresentarem freqliéncia de anormalidade meidtica relativamente baixa, podem ser
indicados para atuarem como doadores de pdlen em cruzamentos intra ou
interespecificos no programa de melhoramento de Brachiaria da Embrapa Gado de
Corte. Alguns acessos apresentam caracteristicas particulares, como é o caso do
acesso B039, que apresentou citocinese tardia e incompleta, levando a formacéo de
10,57% de meidcitos com nucleos de restituicdo, ou seja, gametas 2n, que podem

ser explorados no programa de melhoramento.
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5. CONCLUSOES

Os estudos citoldgicos, realizados em 17 acessos de Brachiaria brizantha
do banco de germoplasma de Brachiaria do Centro Nacional de Pesquisa de Gado
de Corte/Embrapa, situado em Campo Grande — MS, permitiram as seguintes
conclusoes:

a) Dos 21 acessos analisados, 15 mostraram-se tetraploides (2n = 36); quatro
pentaploides (2n = 45); e dois hexaploides (2n = 54), sendo todos derivados de x =
9.

b) Todos os acessos apresentaram anormalidades tipicas de polipl6ides, como
ascensdo precoce de cromossomos para 0s polos nas metafases e cromossomos
retardatarios nas anafases, levando a formacdo de micronucleos em telofases, 0s
quais permaneceram nas tétrades ou foram eliminados como microcitos.

c) Outras anormalidades meioticas que comprometem a producdo de gametas
viaveis também foram encontradas entre 0s acessos.

d) O acesso B039 apresentou uma forma irregular de citocinese, levando a formacao
de elevado numero de micrésporos 2n.

e) A frequéncia de anormalidades meioticas variou de 8,97% a 64,75% entre 0s
acessos.

Todas as anormalidades meioticas encontradas entre os acessos analisados e
aqui relacionadas comprometem a producdo de gametas viaveis por gerar
microsporos geneticamente desbalanceados. Porém, dentre os acessos analisados,
alguns deles apresentam frequéncia de anormalidade meiética relativamente baixa,
e, portanto, podem ser indicados para atuarem como doadores de pélen em
cruzamentos intra ou interespecificos no programa de melhoramento de Brachiaria

da Embrapa Gado de Corte.
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