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AvaliacOes citoembriolégicas, comportamento meiotic 0 e estimativa de
fertilidade de plantas poliploidizadas de Paspalum notatum®

Autor (a): Karine Cristina Krycki
Orientador (a): Carine Simioni

Entre as diversas espécies de plantas forrageiras, destaca-se
Paspalum notatum Flugge, uma das mais importantes nas pastagens nativas
do sul do Brasil. Os ecotipos nativos sdo autotetraploides, reproduzindo-se
através apomixia. Porém, a variedade Paspalum notatum (cultivar Pensacola) é
diploide de reproducéo sexual e pode ser usada em cruzamentos com plantas
apomiticas apos duplicagdo cromossémica. O objetivo deste trabalho foi avaliar
genadtipos poliploidizados quanto ao modo de reproducdo, comportamento
meidtico e estimar a fertilidade masculina e feminina. Trés plantas diploides de
reproducdo sexual da cv. Pensacola tiveram seu numero cromossémico
duplicado artificialmente. A planta WKS 3 apresentou modificacdo em seu
modo de reproducdo apds a duplicacdo, que passou a ser apomitico. Ja as
plantas WKS 63 e WKS 92 confirmaram o modo de reproducédo sexual idéntico
ao genotipo de origem. As plantas analisadas WKS 3, WKS 63 e WKS 92
apresentaram anormalidades meidticas relacionadas a poliploidia, entretanto
essas anormalidades ndo comprometeram os produtos meioticos, que foram
predominantemente tétrades regulares e satisfatoria fertilidade polinica,
variando de 88,7 a 95,7%. O pareamento cromoss6mico na fase da diacinese
foi variavel entre as plantas: WKS 3 apresentou associacfes
predominantemente bivalentes com esporadicas associacfes quadrivalentes,
WKS 92 mostrou associagcdes bivalentes, trivalentes e tetravalentes e
associacbes quadrivalentes, enquanto que na planta WKS 63, houve
predominio de associa¢cfes quadrivalentes. As plantas WKS 63 e WKS 92
apresentaram baixa fertiidade feminina, indicando que a duplicacéo
cromossOmica pode afetar esta caracteristica. Estas plantas duplicadas,
juntamente com outros genotipos da espécie, previamente selecionados e os
ecotipos apomiticos elite do Rio Grande do Sul, foram utilizadas em esquemas
de cruzamentos intraespecificos. A obtencao de hibridos segregantes abriu um
grande leque de possibilidades para o melhoramento de plantas forrageiras,
melhorando a composicdo do campo nativo, podendo corroborar com a
conservagao dos campos sulinos, evitando sua degradacdo, bem como sendo
uma nova opcao para a pecuaria do sul do pais, através da utilizacdo de
materiais bem adaptados, diversificando a producdo forrageira. Além disso,
podendo gerar materiais que possam ser utilizados na recuperacdo de areas
degradadas. Novos gendtipos apomiticos, gerados através de hibridacdes e
que tenham potencial agrondmico poderdo ser registrados e protegidos no
Servico Nacional de Protecdo de Variedades do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

Palavras chave: andlises citogenéticas, cruzamentos intraespecificos,
duplicacédo cromossémica, melhoramento genético.
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Cytoembriyological evaluation, meiotic behavior and estimated of fertility
of Paspalum notatum poliploidized plants *

Author: Karine Cristina Krycki
Adviser: Carine Simioni

Among the various species of forage plants, Paspalum notatum
Flugge is one of the most important native grassland species of southern Brazil.
The native ecotypes are tetraploid and have apomictic reproduction. However,
the variety Paspalum notatum (cultivar Pensacola) is diploid and sexual and
they can be used in crosses with apomictic plants after chromosome
duplication. The objective of this study was to evaluate polyploidized genotypes
as the mode of reproduction, meiotic behavior, pollen viability and to evaluate
male and female fertility. Three diploid and sexual plants of cultivar Pensacola
had chromosome number artificially duplicate. The WKS 3 plant showed
change in mode of reproduction after duplication, which became apomictic. And
the plants WKS 63 and WKS 92 confirmed sexual reproduction mode like the
original genotype. The analyzed plants WKS 3, WKS 63 and WKS 92 presented
abnormalities related to polyploidy, however, the abnormalities observed did not
compromise the meiotic products which were characterized by regular tetrads
and satisfactory pollen fertility varying from 88.7 to 95.7%.Chromosome paired
at diakinesis were variable among plants: WKS 3 presented predominantly
quadrivalents associations, WKS 92 presented bivalents, trivalents and
tetravalents associations and the plant WKS 63, predominantly presented
quadrivalents associations. The plants WKS 63 and WKS 92 had low female
fertility, showing that chromosome duplication can affect this trait. These
duplicate plants along with other genotypes of species previously selected and
the elite apomictic ecotypes of Rio Grande do Sul were used in intraspecific
crosses. Obtaining hybrids segregating opened a wide range of possibilities for
the improvement of forage plants, improving natural pasture composition, can
be corroborate with the conservation of the southern fields, preventing its
degradation, as well as being a lever for livestock in the South of the country,
with the use of materials well suited, diversifying the forage production. Also,
can generate materials that can be used in the recovery of degraded areas.
New apomictic genotypes produced, generated across the hybridization, with
agronomic potential, will can be registered and licensed by the Ministry of
Agriculture, Livestock and Supply of Brazil (MAPA).

Key words: chromosome duplication, cytogenetic analysis, genetic breeding,
intraspecific crosses.
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1. INTRODUCAO

O cenéario dos sistemas pastoris é de degradacdo rapida das
pastagens de gramineas e a falta de novas cultivares para repor as antigas
(valle, 2002). Historicamente, a regido dos Campos Sulinos nédo foi tratada
como area prioritaria para conservacdo, assim como outras formacdes néo
florestais no Brasil (Overbeck et al. 2007). O manejo inadequado pela falta de
conhecimentos técnicos por parte dos pecuaristas também tém contribuido
para a deterioracéo das pastagens ao longo do tempo.

Segundo Barreto (1974), as espécies do género Paspalum, no Rio
Grande do Sul, sdo frequentes e numerosas constituindo componentes
obrigatorios de todas as formacdes campestres. Praticamente ndo se consegue
identificar uma formacg&o vegetal brasileira sem que haja uma espécie de
Paspalum fazendo parte de seus componentes. A grande variabilidade
genética disponivel favorece projetos de melhoramento, visando a obtencgéo de
cultivares mais adaptadas a determinados nichos ecoldgicos (Batista & Neto,
2000).

Uma das espécies mais comuns no sul do Brasil € Paspalum
notatum, popularmente conhecido como grama-forquilha, e sua importancia
como forrageira subtropical € amplamente aceita, apresentando boa qualidade
de forragem, alta resisténcia ao pastejo e ao pisoteio dos animais (Pozzobon &
Valls, 1997). Essa espécie foi destacada entre as conhecidas “plantas para o
futuro” devido as suas caracteristicas, ou seja, espécies nativas com potencial
de insercdo na matriz agricola para fins variados (Valls et al., 2009).

O germoplasma nativo do estado do Rio Grande do Sul de P.
notatum é predominantemente tetraploide e mostra caracteristicas de linhagens
apomiticas, o que limita sua exploracdo em programas de melhoramento.
Foram identificados gendétipos diploides de reproducdo sexual na espécie, o
que expande o potencial de utilizacdo em programas de melhoramento
genético. Trabalhos de duplicacdo cromossOmica artificial em genotipos
diploides sexuais foram realizados com a finalidade de utiliz4-los em esquemas
de hibridac6es intraespecificas, desta forma possibilitando a ampliacdo da base
genética da espécie e permitindo explorar genétipos adaptados a Regido Sul e
que apresentem caracteristicas agronémicas superiores para serem
conservados pela apomixia.

Quarin et al. (2001) e Weiler et al. (2015), em trabalhos
independentes, produziram plantas tetraploides sexuais a partir de plantulas
diploides da cultivar Pensacola (2n=2X=20) de P. notatum através da aplicacédo
de colchicina para duplicacdo dos cromossomos. Os genétipos dai resultantes
constituem a base do programa de melhoramento desta espécie no Programa
de Melhoramento de Plantas Forrageiras da Faculdade de Agronomia
(UFRGS).
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Primeiramente, Weiler et al. (2011a, b) utilizou as plantas duplicadas
por Quarin et al. (2001), nominadas Q4188, Q4205 e C44X em esquemas de
cruzamentos com 0s ecotipos nativos “Bagual” e “André da Rocha” da espécie.
O trabalho gerou uma progénie hibrida que foi avaliada agronomicamente a
campo, sendo selecionados genotipos superiores em termos de producéao de
matéria seca. Em seguida, Risso-Barbosa (2014) confirmou o valor agron6mico
destas plantas selecionadas. No presente trabalho, os gendtipos hibridos
avaliados, que confirmaram as caracteristicas agrondmicas superiores foram
utilizados em novos esquemas de cruzamentos intraespecificos.

Paralelamente, as plantas tetraploides obtidas por Weiler et al.
(2015), apo6s serem clonadas e mantidas em casa de vegetacdo, foram
avaliadas quanto ao modo de reproducdo, estabilidade meidtica e viabilidade
polinica e este foi 0 objetivo principal do presente trabalho. Apos, estas foram
utilizadas como genitores nos esquemas de hibridacdes intraespecificas que
foram realizas dentro do programa.

Em etapas posteriores a esta, a progénie hibrida obtida também
sera avaliada quantos as condicfes reprodutivas (determinacédo do modo de
reproducao) e de fertiidade e mais adiante, serdo multiplicadas e levadas ao
campo, onde serdo avaliadas para comprovar o valor agronémico. Com isto,
espera-se aumentar a variabilidade genética disponivel para sele¢do nas
populacdes de P. notatum. Esta Instituicdo de ensino e pesquisa tem como
foco o melhoramento de espécies nativas, dentro do qual se insere P. notatum.
A duplicacdo cromossomica, hibridacdo e a producdo de hibridos
intraespecificos superiores que possam ser registrados e protegidos junto ao
MAPA para o lancamento de cultivares representa um enorme avango na
pesquisa gaucha com plantas forrageiras nativas.

A adocdo de espécies forrageiras adaptadas as caracteristicas
locais permite um manejo mais facilitado e uma maior estabilidade produtiva,
conservacgao dos recursos genéticos naturais e reducao dos custos e riscos da
atividade, redundando na sustentabilidade do sistema (Townsend, 2008). Desta
forma, podemos concluir que as variedades melhoradas contribuirdo para o
progresso da pecuéria e para a conservacao dos campos do sul do pais, sendo
utilizadas como alternativa pelos produtores e também para recuperacao de
areas degradadas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Os campos do Rio Grande do Sul

A historia dos campos no sul do Brasil, incluindo sua origem,
desenvolvimento, distribuicdo, composicdo e biodiversidade, assim como o
papel do fogo e do impacto humano, tém sido estudadas apenas recentemente.
Variacbes espaciais e temporais dos biomas campestres nos tropicos e
subtropicos, assim como alteragBes nos limites entre campo e floresta e
mudancas floristicas da vegetacdo campestre, sdo eventos importantes que
contribuem para o entendimento. Os ecossistemas de campos subtropicais do
Brasil apresentam alta biodiversidade e sé@o o tipo de vegetacao predominante
em algumas areas da regido sul. Uma vegetacdo em forma de mosaico campo-
floresta, que ainda apresenta certo aspecto natural, pode ser encontrada em
algumas regibes menos degradadas, apesar das massivas alteracbes na
paisagem que tém ocorrido pela conversdo dos habitats para agricultura e
silvicultura (Behling et al., 2009).

O Estado do Rio Grande do Sul apresenta, em seu campo nativo,
diversas espécies com potencial e qualidade forrageira, destacando-se as do
género Paspalum L., que sdo componentes obrigatérios em todas as
formacdes campestres, englobando o maior niumero de espécies nativas e
também reunindo a maior porcentagem daquelas com qualidade forrageira
(Valls, 1987).

A pastagem nativa é fundamental na conservacao do solo e da agua
através da cobertura vegetal, regulacdo do clima, reciclagem de nutrientes,
biodiversidade aos agroecossistemas e fornecedora de germoplasma nativo,
entre outros. Espécies forrageiras nativas do Estado do Rio Grande do Sul
desempenham um papel importante na atividade pecuaria, representando o
maior recurso utilizado para a producao de bovinos de corte.

Quanto a diversidade da pastagem natural no Bioma Pampa,
Nabinger (2006) relatou que, além de ser um patriménio genético fantastico e
raramente encontrado em outros ecossistemas pastoris do planeta, esta
diversidade promove uma dieta diversificada para o animal, conferindo
caracteristicas particulares ao produto final obtido. Entretanto, o cenario atual
do ecossistema pastagem natural € preocupante e atualmente o que se vé é a
degradacdo do campo nativo, através de processos de erosdo, avanco da
fronteira agricola, da desertificacdo, dentre outros. O avanco da implantacdo de
arvores exoticas fornecedoras de celulose também se apresenta como
fenbmeno que esta levando a diminuicdo da &rea de campo nativo.

Estimativas da area remanescente coberta pelas pastagens naturais
mostram que esta ocorrendo uma diminuicdo em alta velocidade da area
pastoril coberta com espécies de relevante valor forrageiro, ocorrendo aumento
das lavouras anuais em detrimento das pastagens naturais, com perda de
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biodiversidade e de varios servicos prestados pelo ecossistema (Carvalho,
2006). A area de pastagens naturais do Rio Grande do Sul foi reduzida em
cerca de 49%, ocupando 23,03% da area total do estado, segundo Hasenack
et al.(2007).

De acordo com Carvalho et al. (2006), os cultivos anuais
aumentaram em cinco milhdes de hectares entre 1985 e 1995-1996,
estimando-se que a soja tenha ocupado aproximadamente 250.000 ha de
pastagens naturais somente em 2002. A perda de area de pastagens naturais
representa um risco para a fauna e flora caracteristicas deste habitat. Segundo
Bilenca & Mifiarro (2004), as pastagens naturais do ecossistema Campos tem
decrescido a taxas de 3,6; 7,7 e 11,9 % na Argentina, Uruguai e Brasil,
respectivamente. Notadamente, no Brasil, a taxa de decréscimo é a mais alta
dentre os paises que abrangem o Bioma Pampa. Desta forma, iniciativas para
a conservagao vistas pelos olhos dos mais afetados s&o sumamente
importantes para a conservacao e exploracao sustentavel desse sistema.

Overbeck et al. (2007) afirmam também serem necessarios mais
dados relativos ao impacto das plantacdes sobre a flora e fauna no sul do
Brasil. Em relacdo a fauna, é sabido que os campos servem de abrigo para
diversas espécies. Bencke (2009) afirma que os campos constituem o habitat
principal de uma grande parcela da fauna do sul do Brasil e, em especial, do
Rio Grande do Sul, onde 25 das cerca de 96 espécies de mamiferos
continentais habitam campos; entre as aves, 120 espécies nativas continentais
(21% do total) sdo primariamente adaptadas a esse habitats campestres. Vinte
e uma espécies ameacadas de extincdo no Rio Grande do Sul sdo usuarias
obrigatérias de campos e dependem diretamente desse sistema, mostrando a
Importancia da sua conservacgao.

Carvalho et al. (2006) comentam que o fendmeno mais preocupante
atualmente em curso é a invasdo do campo nativo por exéticas indesejaveis
como o capim anonni (Eragrostis plana-Nees 2), no que diz respeito a
degradacdo das pastagens naturais, sendo que esta espécie é uma graminea
invasora, de origem Sul Africana, que tem baixa palatabilidade, alta producéao
de sementes e possui alelopatia.

Diante do que foi relatado, surge a necessidade de recuperacéo do
campo nativo. O grande obstaculo encontrado para isso é a falta de sementes
de espécies nativas comercializaveis. Sendo assim, o melhoramento de
espécies forrageiras nativas é de vital importancia para que estas sementes
estejam disponiveis para que os produtores possam acessar. Dentro desta
linha de pensamento, Paspalum notatum se faz notar por seu grande valor
nutricional para os animais e por sua persisténcia devido a seus rizomas
supraterraneos, além de se propagar com facilidade por imensas extensdes e
cobrir areas extensas, sendo uma alternativa na recuperacdo de areas
degradadas.

2.2. O género Paspalum

O género Paspalum L. encontra-se entre os mais importantes da
tribo Paniceae (subfamilia Panicoideae), familia Poaceae, sendo que suas
espécies se destacam entre as gramineas brasileiras por englobar o maior
namero de espécies com bom valor forrageiro (Valls, 1987). No Rio Grande do
Sul, as espécies de Paspalum estdo distribuidas em todas as regides
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fisiograficas e fazem parte de todas as formacfes campestres (Barreto, 1974).
Foram estimadas cerca de 400 espécies para 0 género, as quais ocorrem em
regides tropicais a temperadas, de ambos os hemisférios (Chase, 1929).
Referéncias mais atuais estimam cerca de 220 espécies (Valls & Pozzobon,
1987) e em 315 espécies (Zuloaga et al., 2004) para o género. Barreto (1974)
relatou a importancia deste género através de um levantamento floristico no
Estado do Rio Grande do Sul. O autor apontou aproximadamente 300
espécies, sendo que 56 destas sdo nativas do Estado. Segundo o mesmo
autor, 75% das espécies de Paspalum ocorrem no Brasil, em uma imensa
gama de condi¢Bes ecoldgicas.

Seus inUmeros ecotipos apresentam adaptacfes as mais variadas
condi¢cdes de solo e clima e apresentam caracteristicas morfoldgicas muito
variadas quanto ao tamanho e espessura do rizoma, tamanho das flores e das
inflorescéncias, rendimento e qualidade (Nabinger & Dall’Agnol, 2008). A
importancia do género é evidenciada por sua adaptabilidade a diferentes
ecossistemas, representando menor risco de causar desequilibrio biolégico
devido a grande diversidade genética existente (Strapasson et al. 2000). As
espécies apresentam ampla distribuicio em ambientes diversificados,
predominam em solos bem drenados e suportam baixa fertilidade natural
(Kaminski et al., 1998).

De acordo com Batista (2005), o banco ativo de germoplasma de
Paspalum (BAG- Paspalum), localizado no municipio de S&o Carlos no Estado
de Séo Paulo, tem a finalidade de preservar, multiplicar e caracterizar acessos,
para que possam ser usados na pesquisa e melhoramento genético. Este tipo
de colecdo tem uma importante funcdo que € municiar os pesquisadores de
materiais para que possam realizar suas pesquisas, tendo acesso a diferentes
variedades, cultivares e espécies do género.

2.3. A espécie Paspalum notatum

Entre as diversas espécies destaca-se, como forrageira, Paspalum
notatum Flugge (grama forquilha), uma das mais importantes espécies das
pastagens nativas do sul do Brasil, Uruguai, nordeste da Argentina e sul do
Paraguai (Quarin et al.,1984). A maioria dos bidtipos de P. notatum s&o
autotetraploides (2n=4x=40) e se reproduzem através de apomixia do tipo
aposporia com pseudogamia (Forbes & Burton, 1961). Na apomixia
pseudogamica, apesar de o pdlen do doador n&o contribuir com material
genético, ha a necessidade de producdo de pdlen viavel para que ocorra a
fecundacao do endosperma.

Uma raca diploide sexual (2n=2x=20), Capim Pensacola (Paspalum
notatum), nativa do nordeste e centro-oeste da Argentina foi descrita. A forma
diploide é sexual e meioticamente estavel, alogama e autoincompativel (Burton,
1946; Forbes e Burton, 1961).

O Capim Pensacola é de estacdo quente e apresenta a maior
producdo de forragem em temperaturas médias superiores a 15°C. Sob efeito
de fotoperiodo estendido no inverno, esta cultivar apresentou um aumento na
producdo de forragem de 3,6 vezes em comparagcdo com outros tratamentos
que nao estabeleceram este mesmo efeito (Sinclair et al., 2001). No Rio
Grande do Sul, o capim Pensacola se destacou principalmente na regido do
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Planalto, dai a importancia de ser comparada sob ponto de vista de producao e
valor forrageiro com os ecétipos nativos (Dall’Agnol et al., 2006).

P. notatum var. notatum (ecoétipos tetraploides, apomiticos) tem seu
centro de origem no sul do Brasil, norte da Argentina e Paraguai (Parodi, 1937).
No Rio Grande do Sul, formas tetraploides (possivelmente todas apomiticas)
sao predominantes (Pozzobon & Valls, 1997; Dahmer et al., 2008). O
melhoramento de linhagens tetraploides tem, ao longo do tempo, estado
limitado & identificacéo e selecdo de gendtipos superiores. ISso ocorre porque a
apomixia dificulta o melhoramento genético e por isso é necessario buscar
alternativas para aumentar seu potencial.

A estreita base genética dos acessos de P. notatum disponiveis para
0s produtores acessarem pode representar um problema para as pastagens
nativas, onde esta espécie predomina. A adaptacdo pode ser dificultada em
ambientes divergentes (temperaturas extremas) e ha riscos onde agentes
bidticos, especialmente pragas e doencas, ameacem 0 desenvolvimento, a
producdo e a persisténcia (Adamowski et al., 2005). Na natureza, a espécie
apresenta ampla variabilidade genética, com diferentes gendtipos e ecotipos,
em formas diploides e poliploides. Para que a variabilidade genética seja
plenamente explorada, se faz necessario viabilizar cruzamentos entre as
plantas apomiticas e sexuais, fixando as caracteristicas desejaveis através da
apomixia. Para isso € imperativo igualar o nivel de ploidia das plantas para que
desta forma sejam gerados descendentes férteis.

2.4. Poliploidia e Apomixia em P. notatum

Na natureza, a duplicagdo cromossGmica somatica € um evento
rarissimo e seria um evento momentaneo. Pode ocorrer principalmente em
plantas perenes, quando essas sdo expostas a estresses, podendo aumentar
as chances de uma duplicagdo soméatica, como é caso das borbulheiras de
citros, onde cortes mais frequentes das regides apicais das plantas induzem
alteracdes génicas (De Wet, 1980). A poliploidia € um importante processo na
evolucdo cromossbmica dos eucariotos, onde trés ou mais conjuntos
cromossémicos compartiham o mesmo nucleo. Nas plantas, a poliploidia
representa 0 maior mecanismo de adaptacdo e especiacdo (Ramsey &
Schemske, 1998). Os poliploides sao classificados em autopoliploides,
originados pela duplicacdo de um mesmo genoma e alopoliploides, originados
pela duplicagdo de genomas diferentes, normalmente apdés um evento de
hibridacdo. Nos autotetraploides, espera-se pareamento cromossOmico em
multivalentes nas primeiras geragdes e heranca polissomica. Nos alo
tetraploides, a existéncia de genomas diferentes faz com que haja formacéo de
bivalentes e heranca dissbmica (Sybenga, 1992). Os poliploides também
podem ser classificados quanto ao tempo em que ocorreu o0 evento de
duplicacdo cromossbmica, sendo classificados como neopoliploides, quando o
evento é recente e paleopoliploides quando o evento de duplicacédo
cromossOmica ocorreu ha muito tempo. Em geral, os paleopoliploides ja
tiveram tempo de organizar seu pareamento cromossomico, ao contrario dos
neopolipléides que apresentam irregularidades no pareamento. Os poliploides
naturais diferem dos artificiais no sentido que o0s primeiros sofreram
diploidizacdo ha muito tempo. Ao longo de sua histéria evolutiva, regularizaram
0 pareamento cromossémico, adquirindo um comportamento meiotico como de
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um diploide com formacé&o de bivalentes, ou seja, sdo estaveis meioticamente e
com segregacao dissOmica. Provavelmente houve silenciamento de uma das
copias do gene ou aquisicdo de uma nova funcédo génica para esta copia. Os
poliploides artificiais sdo recentes e por iSso ndo tiveram tempo para se
estabilizarem, entdo, geralmente, ha muitas irregularidades meioticas nas
células méaes de graos de pdlen de poliploides recém-formados (Ramsey e
Schemske, 1998). Por esta razdo, avaliacbes de analises meidticas e
estabilidade reprodutiva sdo de extrema importancia quando se realizam
trabalhos de duplicacéo artificial de cromossomos de plantas.

No género Paspalum ha uma estreita correlacdo entre nivel de
ploidia e modo de reproducdo, onde diploidia estd correlacionada com
reproducdo sexuada e alogamia e poliploidia esta correlacionada com apomixia
(Adamowski et al., 2005). Os gendtipos tetraploides apomiticos usualmente
mostram associacbes de cromossomos quadrivalentes na meiose. Porém, a
maior parte das espécies apomiticas tetraploides tem, em contrapartida, co-
especificos sexuais, diploides e autoincompativeis (Quarin & Norrmann, 1990)

A poliploidia em Paspalum é estimada em aproximadamente 80%
das espécies, na qual predomina o nivel tetraploide (Quarin, 1992). Os
ecotipos nativos do Rio Grande do Sul de P. notatum, “Bagual” e “André da
Rocha” possuem esta caracteristica, fazendo com que se adaptem a diferentes
ambientes. No entanto, a cultivar Pensacola, nativa da Argentina, é diploide e
reproduz-se sexualmente, gerando uma incompatibilidade ao nivel
cromossOmico para o cruzamento dessas variedades. Por este fato, torna-se
fundamental que plantas da cultivar Pensacola passem por um evento de
duplicacdo artificial do namero cromossémico para servirem de genitores
femininos nos esquemas de cruzamentos em que 0S ecoétipos nativos
apomiticos sejam doadores de polen, produzindo hibridos passiveis de registro
e protecdo varietal, apos ciclos de avaliagfes e selecao.

A apomixia no seu sentido mais amplo significa “longe do ato de
mistura”, e € sindbnimo de formagdo assexual de sementes ou agamospermia
(Asker & Jerling, 1992). O processo apomitico mimetiza muitos dos eventos da
reproducdo sexual e da origem a sementes férteis. H4 uma importante
diferenca entre o embrido apomitico e o zigotico que € o fato de que o primeiro
€ derivado somente das células do tecido materno enquanto o segundo é
derivado da fusdo de um gameta masculino com um feminino (Koltunow, 1993).

Espécies apomiticas sdo na sua quase totalidade perenes e muitas
vezes possuem propagacao vegetativa através de estoldes ou rizomas. Assim,
no campo, através da combinacdo de apomixia e divisdo vegetativa, plantas
apomiticas podem formar grandes populacdes clonais e estas podem persistir
por longos periodos de tempo. A apomixia pode levar a formacdo e
manutencdo de variedades ou biotipos morfologicamente distintos, mas ainda
férteis entre eles, onde a taxonomia de tais complexos agamicos pode ser uma
tarefa dificil e controversa (Dickinson, 1998; Horandl, 1998).

Uma das principais vantagens da apomixia é possibilitar a imediata
fixacdo de qualquer gendtipo superior selecionado no processo de
melhoramento, permitindo que o mesmo origine plantas idénticas a original,
independente do seu grau de heterose e vigor hibrido (Koltunow, 1993).
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2.5. Avaliacbes citogenéticas e citoembriolégicas c omo
ferramenta para o melhoramento genético

Os estudos citogenéticos tais como analise meidtica, analise
fertiidade polinica, analise do modo de reproducdo, fornecem informacdes
sobre a variabilidade genética, problemas de esterilidade e possibilidade de
cruzamentos, sendo de fundamental importancia para o melhoramento de
plantas. Da mesma forma, os estudos citoembriologicos, que avaliam o modo
de reproducéo, sao vitais dentro de um programa de melhoramento vegetal,
possibilitando que os individuos sejam direcionados nos esquemas de
hibridacao.

O papel da citogenética dentro deste contexto, de acordo com
Sybenga (1997), apresenta dois aspectos fundamentais, sendo num primeiro
momento o de fornecer informacdes e em seguida viabilizar métodos para a
manipulacdo do material genético. As informacdes obtidas com a citogenética
sdo, basicamente, relacionadas a conhecimentos gerais, existéncia da
informacdo para estabelecer estratégias, métodos a serem utilizados nos
projetos e novas informacdes para serem extraidas do material durante o
projeto para monitorar 0 seu progresso. O autor sintetizou entdo que a
contribuicdo do citogeneticista no melhoramento de plantas € primeiramente,
gerar transferéncia de genes e monitorar este processo, explicando resultados
obtidos em termos ndo esperados de proporcdes na segregacao, esterilidade
nos cruzamentos, incompatibilidade entre genomas.

Segundo Stebbins (1971), a formacao de quadrivalentes, trivalentes
e univalentes ao invés de bivalentes durante a meiose, causa irregularidade na
segregacao cromossOmica, tendo como consequéncia a formacéo de gametas
com nameros cromossdmicos nao balanceados. Uma alta porcentagem de
graos de polen inviaveis encontrados nas andlises de viabilidade polinica
reflete a ocorréncia de irregularidades durante a divisdo celular masculina, na
fase meidtica em botdes florais. Por isso, analisar a viabilidade polinica é uma
maneira de estimar as condi¢cfes reprodutivas em que a progénie se apresenta
no decorrer de geracdes e pode auxiliar na escolha de genitores macho-férteis
para serem utilizados em cruzamentos.

Em um trabalho conduzido com Brachiaria, os dados indicam haver
um controle genético do pareamento nos poliploides recém-formados.
Brachiaria decumbens diploide foi induzida artificialmente com o uso de
colchicina e as trés plantas poliploides formadas apresentaram comportamento
meidtico regular, evidenciado pelo predominio de associacdes bivalentes dos
cromossomos durante a profase | meibtica (diacinese) e satisfatéria viabilidade
polinica. Isto evidencia a possibilidade de escolher genitores nos programas de
melhoramento em poliploides recém-induzidos (Simioni & Valle, 2011).

No trabalho conduzido por Quarin et al. (2001), de duplicacéo
cromossOmica artificial com o uso de colchicinaem plantas de Paspalum
notatum diploides sexuais, 0s estudos citoembriolégicos realizados
demonstraram que um dos tetraploides induzidos reproduziu-se sexualmente.
Os outros dois tetraploides foram apomiticos facultativos. Os dados sugeriram
que 0S genes para apomixia existem nas populacfes, mas a sua expressao é
reprimida no nivel diploide. Plantas diploides que carregam o gene da apomixia
expressam a caracteristica ap6s a duplicagdo cromossdmica, mas a sua
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expressdo completa depende da acdo de fatores complementares que s&o
ativados pela ploidia (Quarin et al., 2001).

Podio et al. (2012) observaram, em analises citogenéticas de
acessos apomiticos naturais e acessos sexuais tetraploides induzidos de
Paspalum notatum, configuragdes normais e anormais na anafase | nos
genotipos sexuais e apomiticos, sendo que 0s gendtipos apomiticos
apresentaram significativamente mais anormalidades meioticas na anafase |
em relacdo aos sexuais. Quanto a viabilidade polinica, o0 mesmo trabalho
indicou que os individuos apomiticos tiveram significativamente mais graos de
pdlen ndo viaveis que os sexuais tetraploides induzidos.

Em vista de tudo que foi exposto, a partir dos dados experimentais
obtidos pelos autores citados, pode-se concluir da necessidade de avaliagdes
do comportamento meidtico, viabilidade polinica e modo de reproducédo de
poliploides induzidos artificialmente, como aqueles obtidos por Weiler et al.
(2015). Somente apos tais andlises, 0os genotipos recém-duplicados poderdo
ser validados como genitores nos cruzamentos intraespecificos propostos. A
partir dai, e apos analise do modo de reproducdo da progénie hibrida, sera
possivel direcionar os hibridos apomiticos para analises a campo, sendo
selecionados os gendtipos passiveis de registro e protecédo varietal; hibridos
sexuais continuam no programa de melhoramento, com a finalidade de ampliar
a base genética da espécie.

2.6. A escolha de genitores para programas de hibri  dacao
visando o melhoramento genético

A escolha do material genético é uma etapa fundamental para um
programa de melhoramento. A priori, devem-se avaliar 0s genitores
considerando o problema a ser solucionado. Os dois genitores devem contribuir
com um bom material genético. Em algumas circunstancias, a resolucao dos
problemas pode se dar através de cruzamentos interespecificos e mais
raramente intergénero (Hadley & Openshaw, 1980). Em hibrida¢Ges dentro da
mesma espécie, barreiras de niveis de ploidia podem impedir ou dificultar a
transferéncia de genes, gerando inclusive hibridos estéreis.

Hibridos com combinagcdes genéticas favoraveis podem ser obtidos
através de selecdo e cruzamento de genitores. Esta etapa requer um
conhecimento prévio do modo de reproducéao, nivel de ploidia e comportamento
meidtico das plantas a serem utilizadas (Mendes-Bonato, 2002). Individuos que
apresentam comportamento meiético regular e polen viavel devem ser
escolhidos como doadores de pdlen, pois contribuirdo para uma progénie feértil
e, por consequéncia, boa producdo de sementes. Estes estudos sé&o
importantes ferramentas para escolha dos acessos apomiticos que possuem
potencial de serem progenitores dentro dos programas de melhoramento.

A vantagem da duplicacdo cromossdmica para igualar o nivel de
ploidia dentro de hibridacGes intraespecificas é fornecer individuos sexuais que
sirvam de genitores femininos dentro dos programas de melhoramento
genético. Porém, a baixa fertilidade e a pouca producao de sementes advindas
do pareamento cromossémico irregular de poliploides recém-induzidos pode
comprometer a viabilidade dos novos individuos e de futuros cruzamentos.
Levando-se este problema em conta, a avaliacdo da fertilidade feminina se faz
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necessaria dentro de um programa de melhoramento para selecionar
individuos que sejam capazes de gerar sementes viaveis.

2.7. Melhoramento em P. notatum

Espécies de reproducdo apomitica apresentam populacdes
homogéneas, o que, segundo Adamowski et al. (2005), possuem, como ponto
negativo, os riscos onde agentes bioticos, especialmente pragas e doencas,
ameacem o desenvolvimento, a producdo e a persisténcia. A reproducdo por
apomixia implica em populacdes que sdo geneticamente homogéneas, assim
dificultando, pela legislacdo vigente, o langcamento de cultivares quando o
genotipo ndo passa por um processo de melhoramento genético. Por outro
lado, formas apomiticas podem ser usadas como uma fonte de variabilidade
para propagar genotipos heterozigotos, como doadoras de poélen em
cruzamentos com tetraploides sexuais relacionados.

A hibridacdo de plantas apomiticas com plantas de reproducéo
sexuada cria a oportunidade de produzir novas combinacdes génicas e fixar,
permanentemente, a progénie heterozigota para avaliagdo imediata como
novas variedades F1, tendo a conveniéncia da propagacdo por sementes
(Dall’Agnol & Schifino-Wittmann, 2005). Para que uma espécie seja registrada
como cultivar, existe a exigéncia de que, se esta for apomitica, passe por um
programa de melhoramento com no minimo um ciclo de cruzamento e selecéo,
segundo o Ministério da Agricultura, Pecuario e Abastecimento. (BRASIL,
1997).

Atraves da identificacdo de gendtipos sexuais, € possivel viabilizar
esquemas de hibridagbes intraespecificas. A cultivar Pensacola (Paspalum
notatum var. saurae) , nativa do nordeste e centro-oeste da Argentina foi
descrita. A forma diploide € sexual e meiGticamente estavel, alogama e
autoincompativel (Burton, 1946; Forbes & Burton, 1961). No Brasil, plantas
diploides nativas tém sido encontradas (Pozzobon & Valls, 1997; Dahmer et al.,
2008) e no Rio Grande do Sul sua presenca estd associada a ambientes
modificados, provavelmente como um escape da Pensacola (Canto-Dorow,
1993). No Rio Grande do Sul, o capim Pensacola se destacou principalmente
na regido do Planalto, dai a importancia de ser comparada sob o ponto de vista
de producéo e valor forrageiro com os ec6tipos nativos (Dall’Agnol et al., 2006).

Weiler et al. (2015) conseguiu duplicacdo cromossémica em trés
plantas nominadas “k3”, “alfa 63” e “delta 92" de Paspalum notatum var. saurae
(Capim Pensacola) através da utilizacdo de uma droga denominada colchicina
{(S)-N-(5,6,7,9-tetrahydro-1,2,3,10-tetramethoxy-9-oxobenzo [a]heptalen-7-yl}.
Para a duplicacdo das plantulas diploides, sementes de ‘Pensacola’ foram
deglumadas e colocadas para germinar em placas de petri. ApGs a abertura do
cotilédone e exposicdo do botdo apical, foram tratadas por imersdo com
solugéo de 0,01; 0,05; 0,08; 0,1 e 0,2% de colchicina por tempos entre duas e
24 horas. Para inducdo em sementes, 1000 sementes foram escarificadas, 500
foram submetidas a uma solucdo de 0,1% de colchicina e 500 foram
submetidas a uma solucéo de 0,15% de colchicina, ambas por um tempo de 24
horas. Para verificar se houve duplicagdo cromossdémica apds a indugédo de
poliploidia, foram utilizadas técnicas de medida de DNA através de analisador
de ploidia, contagem cromossdmica em células somaticas de ponta de raiz
(mitose) e através de analises meioticas em ceélulas mée de gréos de polen.
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Um total de 1761 plantulas e/ou sementes foram submetidas aos diversos
tratamentos com colchicina. Do total, somente 370 individuos atingiram a fase
adulta e foram analisados. Trés plantas, doravante nominadas “WKS 37, “WKS
63" e “WKS 92", respectivamente, confirmaram ndamero cromossémico
tetraploide. A planta WKS 3, recebeu uma concentracdo de colchicina de
0,08% durante seis horas na plantula, WKS 63, 0,10% durante 24 horas e WKS
92, 0,15%, durante 24 horas ambas tratadas na semente. O reduzido numero
de plantas efetivamente duplicadas comprova a dificuldade da duplicacéo
cromossOmica artificial. Estes trés individuos sao a chave para o melhoramento
desta espécie neste programa.

Em um trabalho paralelo, Weiler (2013) realizou cruzamentos com
outros gendtipos poliploidizados artificialmente (Quarin et al., 2001). As plantas,
nominadas Q4188, Q4205 e C44X, foram os genitores femininos e os ecotipos
nativos apomiticos ‘Bagual’ e ‘André da Rocha’ foram os genitores masculinos.
Da progénie resultante destes cruzamentos, as plantas nominadas D3 (Q4205
x “Bagual”), C17 (Q4205 x “André da Rocha”) e C2 (Q4205 x “André da
Rocha”), apomiticas e os individuos D16 (Q4205 x “Bagual”), D25 (Q4205 x
“Bagual”) e B2 (Q4188 x “Bagual”), de reproducao sexual, foram selecionados
apos avaliacbes agrondmicas conduzidas a campo. A comprovacao do valor
agronémico nestes genotipos hibridos foi conduzida por Risso-Barbosa (2014),
estabelecendo os materiais selecionados em ensaios em parcelas no campo
em duas regibes fisiograficas do estado (Campanha e Depressao Central).
Estas plantas selecionadas, que tiveram o seu modo de reproducdo
determinado por Weiler (2013), também foram utilizadas nos esquemas de
cruzamentos intraespecificos realizados no presente experimento. Os
individuos com modo de reproducao sexual foram utilizados como fémeas nos
cruzamentos e os de reproducdo apomitica foram os doadores de polen.

Em um trabalho semelhante, Simioni & Valle (2009) conseguiram
duplicacdo cromossdmica de cinco plantas que mantiveram seu modo de
reproducao sexual em Brachiaria decumbens e um hibrido de B. decumbens e
B. brizantha. Estas plantas foram cruzadas com cultivares apomiticas e
geraram 14 sementes.

Este trabalho representa um avanco no melhoramento das plantas
forrageiras no Rio Grande do Sul, abrindo maior variabilidade genética na
espécie e fixando as caracteristicas desejaveis na progénie através da
apomixia, sendo passiveis de registro e protecao varietal.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:

Avaliar plantas tetraploides duplicadas artificialmente quanto ao
modo de reproducdo, comportamento mei6tico e viabilidade polinica e viabiliza-
las como genitores em esquemas de hibridacdes intraespecificas.

3.2. Objetivos especificos

- Avaliar citoembriologicamente as plantas duplicadas para confirmar
seu modo de reproducéo;

- Avaliar citogeneticamente as plantas duplicadas para verificar o
comportamento meidtico através de analise das células mée dos graos de
polen;

- Avaliar a viabilidade polinica das plantas duplicadas; e das plantas
C2, C17, D3 (apomiticas) e B2, D16, D25 (sexuais) que foram genitores nestes
esquemas de cruzamentos;

- Obter sementes hibridas dos cruzamentos intraespecificos
realizados e estabelecer a nova geracdo de genotipos para futuras avaliagdes
e selegao.
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4. MATERIAL E METODOS

As trés plantas, nominadas WKS 3, WKS 63 e WKS 92 utilizadas
para a realizacdo das analises meidticas, viabilidade polinica e modo de
reproducdo foram obtidas pela duplicagdo cromossdmica de um acesso
diploide de reproducdo sexual de P. notatum (cv. Pensacola) através de
tratamento com colchicina em sementes recém-germinadas e plantulas. O nivel
de ploidia e a completa euploidia foi confirmada através de analises de ponta
de raiz e em células meidticas em diacinese (botdes florais) (Weiler et al.,
2015).

4.1. Andlises Citoembriologicas

As analises para confirmacdo do modo de reproducédo das plantas
duplicadas foram feitas nas inflorescéncias em antese (quando o0 saco
embrionario normalmente esta completamente desenvolvido). Na época do
florescimento, estas foram coletadas e as flores dissecadas em laboratério e
fixadas em FAA (etanol 95%(40 ml), agua destilada (14ml), formalina 40%
(3ml) e acido acético glacial (3ml)) por 24 horas a temperatura ambiente. Apos
este periodo, as flores foram armazenadas em alcool 70% e mantidas sob
refrigeracao até a extracdo dos ovarios, que foram dissecados das flores. Apos
a dissecacao, 0s ovarios passaram por um processo de clareamento atravées
de uma série de desidratacdo alcodlica com salicilato de metila, seguindo o
protocolo proposto por Young et al. (1979) e modificado por Acufia et al.
(2007). Os ovarios clareados foram armazenados em solucdo de salicilato de
metila (100%) até as analises em microscopio 6ptico de contraste interferencial.
Cada planta teve no minimo 30 ovéarios analisados em duas laminas para
determinacdo do modo de reproducao. Sacos embrionarios contendo antipodas
e dois nacleos polares centrais foram classificados como sexuais, enquanto
sacos embrionarios que apresentam sacos multiplos ou Unicos com uma célula
central, auséncia de antipodas e uma morfologia alterada por grumos de
células embrionarias (originadas por mitose) foram considerados apomiticos.

4.2. Andlises Citogenéticas

As plantas duplicadas foram analisadas conquanto seu
comportamento meiético. Para isso, foram efetuadas analises citogenéticas em
células maes dos graos de poélen. Inflorescéncias em varios estagios de
desenvolvimento foram coletadas pouco antes da antese e mantidas no fixador
3:1 (&lcool etilico absoluto: acido acético glacial) na temperatura ambiente por
24 horas. Apos, estocadas em alcool 70% em geladeira até o momento das
andlises. Para o preparo das laminas, as inflorescéncias foram dissecadas sob
lupa para a extracdo dos meiécitos das anteras e coradas com carmim
propibnico 1%. ApOs estes processos, as laminas foram analisadas em
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microscopico Optico, observando as fases da meiose e o arranjo dos
cromossomos em todas as fases. O comportamento meiético foi analisado em
cerca de 1000 células por planta, representando as diferentes fases da diviséo.
Todas as anormalidades mei6ticas foram consideradas. Avaliou-se no minimo
1200 microsporocitos em cada planta poliploide. Para verificacdo do
pareamento cromossémico, analises foram feitas em, no minimo, 20 células
por planta em fase de diacinese e metafase I, que sdo os melhores estagios
para a visualizacdo das configuragbes cromossOmicas (Simioni & Valle, 2011;
Dahmer et al., 2008). Em outro trabalho no qual foram feitas estas mesmas
analises com esta espécie, Podio et al. (2012) analisaram no minimo 30 células
por planta.

4.3. Andlise de Viabilidade Polinica

Inflorescéncias em estagio maduro foram coletadas apds a antese,
fixadas em uma solucéo 3:1 (alcool etilico absoluto: acido acético glacial) na
temperatura ambiente por 24 horas e estocadas em alcool 70% até o momento
das andlises. Para a preparacdo das laminas, as inflorescéncias foram
transferidas para uma placa de petri contendo alcool 70% e retirado um botéao
floral. As anteras foram cortadas ao meio para que os graos de polen fossem
expostos e corados com carmim propidnico 1%.

Apoés, as laminas foram observadas no microscopio. Os graos de
pdlen que estavam bem corados foram considerados potencialmente gréos de
polen viaveis e os graos de polen enrugados ou incolores foram considerados
graos inviaveis. No trabalho de Podio et al. (2012), foi utilizado Reagente de
Alexander para as analises e foram contados no minimo 900 gréos de pdlen
maduros nas andlises em no minimo cinco flores por planta. No presente
trabalho, foram contados 1000 gréos de podlen maduros em quatro flores por
planta, seguindo protocolo ja estabelecido (Simioni et al., 2006) e também
utilizado por Dahmer et al. (2008).

4.4. Avaliagéo da Fertilidade Feminina

Na época da antese, as plantas WKS 63, WKS 92, B2, D16 e D25
(tetraploides sexuais), genitores femininos nos cruzamentos, foram mantidas
em casa de vegetacgdo, proximas com outros genoétipos da espécie para que
ocorresse polinizacdo natural. Permaneceram por dois a trés dias pra
assegurar que seriam polinizadas. As flores que ndo abriram foram retiradas da
inflorescéncia e o afilho que a continha era retirado e colocado em garrafa pet
com cerca de 500 ml de agua, sendo mantidos sob luminosidade natural em
ambiente protegido para estimular a fotossintese. A inflorescéncia era
ensacada e identificada. Ap6s 30 dias, o conjunto de sementes foi avaliado
para providenciar a avaliacdo da fertilidade feminina. Em outro trabalho, Araudjo
et al. (2005) realizaram avaliacdo da fertilidade feminina de plantas de
Brachiaria brizantha, tetraploides induzidas, isolando os racemos de 1000
inflorescéncias em antese por planta que foram protegidas em sacos de papel
por 12 dias.

4.5. Cruzamentos intraespecificos

As plantas WKS 63 e WKS 92, conjuntamente com os hibridos
selecionados por Risso-Barbosa (2014), nominados D16, D25 e B2, todos
tetraploides de reproducéo sexual, foram viabilizadas como genitores femininos
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nos esquemas de cruzamento. Os gendtipos apomiticos que foram os
genitores masculinos sdo: o ecétipo nativo “Bagual”, os hibridos selecionados
por Risso-Barbosa (2014) D3, C17, C2 e a planta duplicada WKS 3. Durante o
verao 2013-2014 foram realizados cruzamentos de acordo com metodologia
descrita por Burton (1948): destacando-se os afilhos com rizomas que tinham
inflorescéncias que exporiam as anteras e estigmas na manhéa do dia seguinte.
Estas plantas ficaram acomodadas em uma camara com umidificador de
ambiente, saturando o ar dentro dela, evitando assim a liberagdo de poélen
pelas anteras, imitando um dia de chuva na natureza. Em sequéncia, foi
realizada a emasculacéo das plantas-m&es com auxilio de uma pinca.

A coleta do polen foi realizada no amanhecer, na hora da exposicéo
dos estigmas e anteras. As plantas doadoras de pélen ficaram acondicionadas
em casa de vegetacdo. Apos isso, o racemo feminino recém-emasculado foi
friccionado com os graos de podlen presentes dentro de um saco de papel
encerado, ensacando-se a inflorescéncia feminina na sequéncia. Cerca de 30
dias depois do ensacamento, as inflorescéncias foram coletadas e debulhadas
e as flores contendo cariopses foram separadas para a coleta das sementes. A
porcentagem de sementes obtidas foi calculada pela divisdo do numero de
flores contendo cariopses pelo numero total de flores polinizadas, multiplicada
por 100 (Acuia et al., 2007).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analises do modo de reproducéo

Das trés plantas duplicadas que foram analisadas, duas confirmaram
modo de reproducdo sexual e uma se mostrou apomitica. Os ovarios foram
analisados em duas laminas, contendo pelo menos 15 ovarios em cada lamina,
tendo sido analisados no minimo 30 ovarios por planta (Tabela 1).

Tabela 1. Numero e porcentagem (%) de sacos meioticos (S), apomiticos (A),
indefinidos (1), atrofiados (At), total de ovéarios analisados (T) e modo de
reproducao (MR) das plantas tetraploides induzidas de Paspalum notatum.

Planta S (%) A (%) I At T MR

WKS 63 30 (75) 0 8 2 40 sexual
WKS 92 24 (80) 0 5 1 30 sexual
WKS 3 0 26 (87) 4 0 30 apomitico

A estrutura, forma, orientacdo e o numero de sacos embrionarios por
ovulo facilitam a separacdo dos individuos apomiticos e sexuais. A planta
sexual possui um unico saco embrionario meiotico por 6vulo, o qual é originado
na reducdo funcional do megésporo e é caracterizado pela célula ovo e duas
sinérgides proxima & micropila, uma grande célula central binucleada e um
aglomerado de células antipodas em direcdo a chalaza (Figura 1). Ja uma
planta apomitica, usualmente tem multiplos sacos embrionarios aposporicos
gue sdo caracterizados pela célula ovo, uma ou duas sinérgidas, uma célula
central binucleada e auséncia de antipodas (Figura 2). Também podem ocorrer
em algumas plantas apomiticas e mesmo na mesma inflorescéncia, sacos
embrionarios apospaoricos ocorrendo junto com 6évulos contendo um Unico saco

meidtico (plantas apomiticas facultativas) (Quarin et al., 2001).
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Figura 1. Aspecto citoembrioldgico de um ovario sexual da planta duplicada
WKS 63, observado em microscopio de contraste interferencial. Antipodas (1) e
nacleos polares (2). Escala 10 um.

Figura 2. Aspecto citoembriolégico de um ovario apomitico da planta duplicada
WKS 3, com sacos mdltiplos (setas), observado em microscépio de contraste
interferencial. Escala 10 um.
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A planta WKS 3 apresentou modificacio em seu modo de
reproducdo apOs a duplicagdo cromossémica e passou a ser apomitico. Este
fendbmeno reafirma que o modo de reproducédo esta relacionado ao nivel de
ploidia, onde os materiais tetraploides sdo apomiticos e os diploides sao
sexuais dentro desta espécie. Um problema na meiose pode ter provocado a
mudanca, onde a planta com meiose erratica devido a duplicacdo
cromossOmica artificial encontrou, como alternativa para sua reproducédo, a
apomixia. As outras duas plantas, WKS 63 e WKS 92, mantiveram seu modo
de reproducédo sexual mesmo com o evento da duplicagcdo cromossdmica.

Também Quarin et al. (2001), procedendo a analise do modo de
reproducdo de trés plantas de P. notatum que sofreram duplicacdo
cromossOmica através de colchicina verificaram que duas delas demonstraram
se reproduzir como apomiticos facultativos. Estes resultados mostram que o
gene da apomixia esta presente no nivel diploide, porém sem se expressar.
Alternativamente, o aborto e desenvolvimento incompleto dos sacos
embrionarios meioticos talvez seja também uma expressao de um aspecto que
caracteriza a apomixia aposporica: a auséncia de funcdo da reducdo meidtica.

Uma baixa expressdo da aposporia tem sido encontrada em
diploides naturais de Brachiaria decumbens (Naumova et al., 1999) e em véarias
espécies de Paspalum (Quarin et al., 1982; Quarin & Norrmann, 1987;
Norrmann et al., 1989). Brachiaria e Paspalum pertencem as gramineas da
tribo Paniceae (Quarin et al., 2001), sugerindo que esta semelhanca seja
devido a este grau de similaridade.

A ploidia-dependéncia talvez ocorra em um locus controlando a
apomixia através de algum fator secundario que requeira uma maior dosagem
de alelos para afetar a expressao do locus principal, de acordo com Quarin et
al. (2001). Provavelmente a expressao da apomixia nesta planta duplicada seja
um efeito da dosagem génica.

A dosagem do alelo talvez modifiqgue a acdo de algum fator de
transcricdo que de outra maneira poderia ndo ser ativado no nivel diploide. Se
0 processo apomitico requer um alelo dominante, a constituicdo genotipica do
diploide sexual deve ser homozigoto recessivo para o gene que resulta no
tetraploide que continua a ser sexual ap0s a duplicacdo cromossOémica. A
planta que antes era sexual e quando foi poliploidizada se tornou apomitica,
deve ser heterozigota para o traco, mas no nivel diploide a baixa dosagem do
fator complementar deve reprimir a expressdo do gene da apomixia. A
duplicacdo cromossémica mantém a condicdo heterozigota (tornando-a dupla)
do gene da apomixia e aumenta a dosagem do fator complementar para formar
plantas apomiticas tetraploides. A dosagem, e provavelmente a variacdo na
constituicdo alélica do fator complementar, talvez seja o responsavel pela
variacdo no grau de expressdo do gene da apomixia que usualmente é
observado entre as plantas apomiticas de uma populacdo F1 tetraploide
segregante para o traco (Quarin et al., 2001).

A apomixia em P. notatum inclui a formacdo de embrides né&o
reduzidos das células nucelares (aposporia), desenvolvimento de embrides
partenogénicos e desenvolvimento de endosperma seguido da fertilizagdo dos
ndcleos polares (pseudogamia). A aposporia nesta espécie é herdada como
um fator mendeliano dominante simples com segregacéo distorcida (Martinez
et al., 2001). Este fator esta localizado numa regido gendmica caracterizada
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pela supressdo da recombinacdo e pareamento cromossdmico preferencial
(Martinez et al., 2003; Stein et al., 2004 e 2007).

Burton (1948), em cruzamentos experimentais e testes de progénie
indicou que as racas tetraploides sdo obrigatoriamente apomiticas. Entretanto,
estudos embriologicos detalhados realizados em uma ampla colegdo de P.
notatum indicaram que a maioria dos genoétipos tetraploides de diferentes
origens mostra uma sexualidade residual (Martinez et al., 2001; Espinoza et al.,
2006).

Num estudo semelhante em Brachiaria decumbens, as trés plantas
obtidas por duplicacdo cromossdmica somética confirmaram modo de
reproducao sexual (Simioni & Valle, 2011).

5.2. Analises do comportamento meidtico

As associagdes cromossdmicas na fase de diacinese confirmaram a
condicdo poliploide nas plantas avaliadas (2n=4x=40). O comportamento
meiotico, principalmente na meiose | foi tipica de poliploides, com associacdes
cromossOmicas em univalentes, bivalentes, trivalentes e quadrivalentes (Tabela
2). Esta tabela mostra a média das associacdes encontradas nas células
analisadas por planta e o alcance, que € 0 nimero minimo e maximo em que
estas associacfes aparecem nas células.

Tabela 2. Configuracbes meibticas na fase de diacinese (préfase I) das trés
plantas tetraploidizadas de P. notatum.

N° N° células Média N° de associag6es observadas
Planta cromossbmico analisadas (por célula) (alcance)

I Il 1 v
WKS 63 40 58 0 0,48 0 9,59
0 (0-6) 0 (8-10)
WKS 92 40 31 2,23 15,26 0,16 1,71
(0-34) (3-20) (0-2) (0-4)
WKS 3 40 21 0 9,86 0,29 4,86
0 (2-17) (0-2) (0-9)

A planta mais irregular para esta avaliagao foi a WKS 63 (Figura 3)
que apresentou a maioria das associacbes quadrivalentes, o que ja era
esperado pelo evento da duplicagdo cromossomica artificial. A planta WKS 92
(Figura 4) foi a que apresentou menos anormalidades meioticas nas analises,
com maioria dos cromossomos associando-se em bivalentes e esporadicas
associacfes quadrivalentes, mostrando um rearranjamento do pareamento
cromossémico neste gendtipo, com tendéncia a regularizacdo do pareamento
(em bivalentes) neste poliploide recém-formado.

J& a planta WKS 3 (Figura 5), que mostrou reproducdo apomitica na
avaliacdo do saco embrionario, mostrou associacoes predominantemente
bivalentes com esporadicas associacfes quadrivalentes. De acordo com
Quarin et al. (2001), tetraploides apomiticos usualmente mostram associacdes
cromossOmicas quadrivalentes na meiose e possuem homodlogos co-
especificos que sao diploides sexuais. Valle & Savidan (1996) reportaram que
diploides de Brachiaria brizantha, B. decumbens e B. ruziziensis exibiram
meiose regular, com cromossomos pareando em bivalentes, enquanto seus
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homologos tetraploides mostraram meiose irregular com associacdes
univalentes e tetravalentes sendo formadas.

Dahmer et al. (2008), examinando 36 acessos tetraploides de P.
notatum, encontrou varias configuracbes cromossdmicas, com a ocorréncia de
univalentes (1), bivalentes (ll), trivalentes (lll) e quadrivalentes (IV). Os autores
também analisaram P. notatum “Bagual” e observaram diferentes associacoes
cromossOmicas, apresentando combinagdes do tipo: 20I1; 1811 + 11V; 12II + 41V;
10 1l + 51V; 8II + 61V; 611 + 7IV. Somente a cultivar Pensacola (ec6tipo diploide)
apresentou associacdes cromossOmicas exclusivamente em 101l em todas as
células. Apesar de ndo haver variabilidade quanto ao nimero cromossémico
em suas andlises, ha uma grande variabilidade em relacdo a frequéncia de
diferentes associagbes cromossOomicas, sendo isto explicado pelo modo de
reproducdo da espécie. Sendo P. notatum tetraploide apomitico e também se
reproduzindo por propagacdo vegetativa, os quadrivalentes residuais do
processo de poliploidizagdo podem ser mantidos, sem necessidade de
‘diploidizacdo’ cromossdmica, fato comum em diploides sexuais. Além das
eventuais mutacbes e aberracbes cromossdmicas, como translocacéao,
inversao, etc, que ocorram, podem ser mantidas pelos acessos sem prejuizos
de sua fertilidade. Ao mesmo tempo, como P. notatum é pseudogéamica, explica
0 mesmo autor, h& a necessidade de um minimo de regularidade meiética para
assegurar sua fertilidade de poélen suficiente para formar o endosperma.

Vérios estudos citogenéticos com diferentes espécies e ecétipos de
Paspalum coletados em varios sitios do Rio Grande do Sul foram conduzidos
por Moraes-Fernandes et al. (1968). Os autores analisaram varios acessos de
P. dilatatum. Cinco destes mostraram 2n=4x=40 e comportamento meiodtico
essencialmente regular. JA as analises de P. dilatatum forma pauciliatum
(2n=40) (coletados nos municipios de Bagé, Guaiba e Vacaria) e P. dilatatum
forma “Uruguaiana” (2n=6x=60) (coletada em Uruguaiana), mostraram grande
variacdo de configuracbes cromossdémicas, univalentes, trivalentes e
guadrivalentes. A forma “Torres”, um hexaploide, (coletada em Torres)
apresentou 60 univalentes em todas células analisadas.

Nos trabalhos conduzidos em 1971, analisando varias espécies do
género, estes mesmos autores constataram pareamento anormal em 60% das
células das espécies tetraploides analisadas. Nas andlises de cinco acessos de
P. notatum, foi constatado numero cromossdémico 2n=40 e configuracdes
cromossbmicas meioticas de 2-3 IV, 14-16 I, 11V e 18Il no tipo Capivari
(coletado nos municipios de Capivari e Osorio) (Moraes-Fernandes et al.,
1973). Pagliarini et al. (2001) também observaram associacdes bivalentes,
trivalentes e quadrivalentes em varias espécies tetraploides do género
Paspalum, pertencentes a varios grupos, incluindo o grupo Notata a qual
pertence P. notatum. Reis et al. (2008), analisando P. nicorae também
encontraram associac¢des univalentes, trivalentes e quadrivalentes em todos os
53 acessos estudados da espécie. Apesar da auséncia de variagcdo no namero
cromossomico, sendo todos tetraploides (2n=4x=40), houve frequéncia de
diferentes associacfes cromossOmicas entre 0S acessos.
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Figura 3. Aspectos meidticos da planta poliploidizada WKS 63. a) Diacinese.
Nota-se a presenca de associacdes quadrivalentes (setas). b) Metafase |
normal. c) Anéfase | normal. d) Telofase | normal. e) Anafase Il com
assincronia. f) Tel6fase Il normal. g) Microsporécito (Tétrade). h) Grao de pélen
viavel (corado) e invidvel (ndo-corado). Escala: 10 um.

.3 | —
Figura 4. Aspectos meiéticos da planta poliploidizada WKS 92. a) Diacinese.
Nota-se a presenca de uma associacdo quadrivalente (seta). b) Metafase
normal. c) Anafase | com presenca de cromossomos retardatarios (seta). d)
Tel6fase | normal. e) Metafase Il normal. f) Anafase Il normal. g) Tel6fase I
normal. h) Microspordcitos (Triade e Tétrade). Escala: 10 pum.
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Figura 5. Aspectos meiéticos da planta poliploidizada WKS 3. a) Diacinese.
Nota-se a presenca de duas associagOes quadrivalentes (setas), enquanto a
maioria das associagfes € bivalente. b) Metafase |. Presenca de cromossomos
em ascensdo precoce (seta). ¢) Anafase | com presenca de cromossomos
retardatarios (setas). d) Tel6fase | normal. €) Anafase Il normal. f) Anafase |l
com assincronia. Nota-se a presenca também de cromossomo retardatario
(seta). g) Microspordcito (poliade com micronucleos). h) Graos de pdlen viaveis
(corados). Escala: 10 pm.

Simioni & Valle (2011), analisando a meiose de tetraploides
induzidos de Brachiaria decumbens encontraram comportamento meiotico
tipico de poliploides, com associacfes cromossdmicas em univalentes,
bivalentes e quadrivalentes, com a prevaléncia de configuragfes bivalentes.
Associacbes bivalentes, sugerindo o controle genético do pareamento
cromossémico, em autotetraploides induzidos, também foram reportados em
Trifolium riograndense (Schifino & Moraes-Fernandes 1986, 1987), em
Brachiaria brizantha (Aradjo et al., 2005), B. ruziziensis (Risso-Pascotto et al.,
2005). Quarin (1994), estudando Paspalum durifolium, encontrou um acesso
coletado em Corrientes (Argentina), Q3947, tetraploide, de reproducao sexual,
apresentando meiose regular e pareamento cromossémico predominantemente
em bivalentes, sugerindo uma origem alopoliploide deste citétipo tetraploide.
Em Panicum maximum cv. Tanzania, Caetano et al. (2006) encontraram
associacdes multivalentes em diacinese, com predominancia de tetravalentes.
Segundo a Tabela 3, do total de 4082 microspordcitos analisados nas trés
plantas duplicadas neste experimento, 442 apresentaram irregularidades desde
a profase | até os produtos meibticos, representando uma média de
anormalidades das trés células de 10,83%. Plantas poliploides geralmente
apresentam anormalidades meiéticas relacionadas a segregacao irregular dos
cromossomos as quais acabam gerando micrésporos geneticamente
desbalanceados, comprometendo a fertilidade dos grdos de pdlen. Tais
anormalidades sdo causadas por erros meidticos inerentes a condi¢ao
poliploide, tais como distirbios inesperados nas taxas de segregacao,
anormalidades causadas incidentalmente e alteracdes nas frequéncias de
recombinacdo. Estes eventos aleatérios levam a taxas variaveis de células
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portando cromossomos retardatarios, pontes cromossOmicas, ascensao
precoce de cromossomos para 0s polos, assincronia na segregacao,
micronucleos, que sdo produtos de cromossomos que ndo migraram para o0s
polos, multiplas associa¢des na fase da diacinese, entre outras anomalias mais
raras (Sybenga, 1992). As anormalidades que apareceram com maior
frequéncia em ambas divisdes nas trés plantas foram mdultiplas associacdes em
diacinese e aquelas relacionadas a segregacdo cromossémica irregular
(ascensao precoce). Também foi possivel notar cromossomos retardatarios e
assincronia nas trés plantas analisadas, ndo havendo muitas pontes e
microndcleos. Os produtos meidticos foram em sua grande maioria normais,
apresentando poucas diades, triades e poliades, o que refletiu na excelente
viabilidade polinica destas plantas.

Podio et al. (2012), analisando cinco acessos tetraploides apomiticos
naturais e trés tetraploides sexuais induzidos artificialmente de P. notatum,
encontraram configuracbes normais e anormais na anafase I, principalmente
cromossomos retardatarios, pontes de cromatina e presenca de micronudcleo.
Em média, 55,6 e 70,3% das células mées de graos de pdlen de plantas
apomiticas e sexuais, respectivamente, mostraram anafase | normal. Na
telofase I, ambos 0s acessos apomiticos e sexuais mostraram cromossomos
agrupados nos polos das células e presenca de microndcleos de tamanho
reduzido, sugerindo que fossem compostos de fragmentos de cromossomos.
Na média, 44,36% de meidcitos de plantas apomiticas e 29,66% de plantas
sexuais mostraram configuracdes anormais na anafase. A proporcdo de
meiocitos anormais em plantas apomiticas e sexuais sugeriram naquele
trabalho que o comportamento meiotico € caracteristico de cada gendtipo,
assim como reportado anteriormente por Stein et al. (2004) para a espécie.

Pessim et al. (2010), em um programa de melhoramento de Panicum
maximum do Departamento de Biologia Celular e Genética da Universidade
Estadual de Maringa, tiveram seus hibridos e genitores avaliados
citogeneticamente. Os genotipos apresentaram alta estabilidade meiotica, com
anormalidades na faixa de 6,7 a 14,2%. Os autores encontraram
anormalidades tais como segregacao irregular de cromossomos, aderéncia e
auséncia de citocinese, sendo que esta ultima ndo comprometeu a viabilidade
polinica. As configuracdes cromossdmicas foram multivalentes, variando de um
a quatro quadrivalentes, sugerindo que a recombinacdo e introgressao de
alguns genes pode ser esperada em hibridos.

Andlises citologicas sao ferramentas de extrema importancia nos
programas de melhoramento para selecionar genitores compativeis e férteis e
com auséncia de anormalidades meidticas que poderiam comprometer a
viabilidade dos gametas (Simioni & Valle, 2011). Deste modo, a andlise do
comportamento meiotico das plantas duplicadas WKS 3, WKS 63 e WKS 92
sdo de suma importancia para que estas plantas, que sofreram duplicag&o
cromossOmica artificial, possam ser viabilizadas como genitores dentro do
programa de melhoramento. As trés plantas duplicadas possuem genomas
geneticamente similares, sendo homdlogos, visto que o genoma sofreu
duplicacdo cromossbOmica. Estas plantas s&o desta forma organismos
autotetraploides. O comportamento meiético € tipico de poliploides, com
associa¢cOes em univalentes, bivalentes e quadrivalentes.
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Tabela 3. Anormalidades meidticas registradas nas trés plantas poliploidizadas

de P. notatum.

N° de N° células
células anormais Principais anormalidades
Individuo Fases analisadas (%) (N° de células e %)
WKS 63 Diacinese 58 58 (100) Multiplas associagfes: 58 (100)
Metafase | 502 69 (13,75) Ascenséo precoce: 38 (7,57)
Retardatérios: 31 (6,18)
Anafase | 89 19 (21,35) Retardatéarios: 13 (14,61)
Pontes: 3 (3,37)
Assincronia: 3 (3,37)
Tel6fase | 170 1(0,59) Retardatérios: 1 (0,59)
Metafase I 162 18 (11,11) Ascenséo precoce: 4 (2,47)
Retardatérios: 2 (1,23)
Assincronia: 12 (7,41)
Anéfase |l 34 14 (41,18) Retardatérios: 1 (2,94)
Pontes: 1 (2,94)
Assincronia; 12 (35,29)
Telofase I 156 6 (3,85) Assincronia: 6 (3,85)
Produtos
meidticos 279 10 (3,58) Poliades: 1 (0,36)
Triades: 9 (3,22)
Nr. total de
células 1450 195 (13,45)
Muiltiplas associacdes: 30
WKS 92 Diacinese 31 30 (96,78) (96,78)
Metafase | 585 38 (6,5) Ascenséo precoce: 34 (5,81)
Retardatérios: 4 (0,69)
Anéfase | 136 11 (8,09) Retardatérios: 10 (7,35)
Pontes: 1 (0,74)
Tel6fase | 70 4 (5,71) Retardatérios: 2 (2,86)
Micronucleo: 1 (1,43)
Assincronia: 1 (1,43)
Metafase I 115 9(7,83) Ascenséo precoce: 2 (1,74)
Assincronia: 7 (6,09)
Anafase I 33 7 (21,21) Retardatarios: 3 (9,09)
Assincronia: 4 (12,12)
Telofase I 48 1(2,08) Assincronia: 1 (2,08)
Produtos
meidticos 812 9(1,11) Diades: 2 (0,25)
Triades: 7 (0,86)
Nr. total de
células 1799 79 (4,39)



34

Continuacao...
Tabela 3. Anormalidades meibticas registradas nas trés plantas poliploidizadas
de P. notatum.

N° de N° de células
células anormais Principais anormalidades
Individuo Fases analisadas (%) (N° de células e %)
Multiplas associacdes: 21
WKS 3 Diacinese 21 21 (100) (100)
Retardatérios: 1 (0,44)
Micronucleo: 1 (0,44)
Anafase | 72 7(9,72) Retardatérios: 5 (6,94)
Pontes: 2 (2,78)
Telofase | 91 2(2,2) Pontes: 2 (2,2)
Metafase I 28 1(3,57) Assincronia: 1 (3,57)
Anéfase I 88
Telofase I 56 4 (7,14) Assincronia: 4 (7,14)
Produtos
meioticos 251 15 (5,98) Poliades: 11 (4,38)
Triades: 4 (1,59)
Nr. total de
células 833 168 (20,17)

5.3. Anadlises de viabilidade polinica e fertilidade feminina

A analise da viabilidade polinica mostrou que as trés plantas que
foram duplicadas possuem boa fertilidade polinica. Tanto as plantas apomiticas
WKS 3, ecétipo ‘Bagual’, C2, C17, D3, usadas nos cruzamentos quanto as
plantas sexuais WKS 63, WKS 92, B2, D16, D25, também apresentaram boa
fertilidade polinica. Por terem uma boa fertilidade de polen, as plantas
apomiticas foram utilizadas como genitores masculinos nos cruzamentos
realizados (Tabela 4, 5).

A planta WKS 3 apresentou excelente viabilidade polinica (92,3%) e,
por ter se tornado de reproducdo apomitica, foi direcionada para cruzamentos
como doadora de polen, visando abrir a variabilidade genética e manter
caracteristicas desejaveis na progénie. As outras duas plantas, WKS 63 e WKS
92, que se mantiveram com reproducdo sexual e tiveram boa viabilidade
polinica (88,7% e 95,7% respectivamente) foram direcionadas para
cruzamentos como genitores femininos. Também as plantas sexuais
selecionadas por Weiler (2013) e Risso-Barbosa (2014), tiveram alta viabilidade
polinica. Porém, se fez necessario a avaliagdo da fertilidade feminina destas
plantas, e ndo apenas polinica, uma vez que estas sao 0s genitores femininos
dos cruzamentos. Uma boa fertilidade do pdlen néo representa uma fertilidade
feminina satisfatéria, visto que as células mae dos graos de pdlen séo
produzidas por meiose no microsporangio e os ovarios sao formados pela
mitose do epitélio germinativo formando megaesporogbnias. Também as
plantas apomiticas avaliadas apresentaram excelente viabilidade polinica,
variando entre 75,9% de grdos de polen viaveis (ecotipo “Bagual”) até 93,2%
(gendtipo D3).
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Tabela 4. Avaliacdo da viabilidade polinica em plantas tetraploides induzidas
de P. notatum e genitores utilizados nos cruzamentos.
Graos de polen

Planta viaveis (%)
WKS 63* 88,7
WKS 92* 95,7
WKS 3** 92,3
Bagual** 75,9
C2** 85,9
C17** 89,1
D3** 93,2
B2* 89,0
D16* 95,3
D25* 14,7

*Plantas sexuais
**Plantas apomiticas

Dahmer et al (2008) encontraram viabilidade polinica de 81,0 a
91,47% em P. notatum “Bagual’ e de 86,0 a 98,0% em P. notatum “André da
Rocha”. Em algumas espécies de Paspalum apomiticas e em Brachiaria, a
formacado de sementes s6 ocorre se houver fecundacdo dos nucleos polares do
saco embrionario por um dos ndcleos gaméticos do grao de pélen, devido a
pseudogamia (Pagliarini & Pozzobon, 2004). Moraes-Fernades et al. (1973)
reportaram fertilidade de pdélen variando de 0 a 84,3% em tetraploides de P.
notatum. Reis et al. (2008) encontrou alta viabilidade polinica variando de 88,99
a 95,06% em P. nicorae, apesar das irregularidades meioticas encontradas nos
acessos estudados.

Dahmer et al. (2008) relataram que ha um possivel “conflito”
genético e evolutivo entre a possibilidade de P. notatum acumular
anormalidades meidticas, mas, ao mesmo tempo ter necessidade de certa
fertilidade de polen, sendo um ponto que merece analises mais aprofundadas
de cunho evolutivo e genético.

De acordo com Chevre et al. (1998), acessar o gametéfito feminino
para observacdes citologicas é mais dificil e consome tempo. Isto mostra que o
conjunto de sementes na planta-méae do hibrido por autofecundacéo ou depois
de fecundagBes com algum outro doador de pdlen, providencia a Unica
avaliacao razoavel da fertilidade feminina. Desta forma, as plantas WKS 63 e
WKS 92 tiveram sua fertilidade feminina avaliada juntamente com as demais
plantas de reproducdo sexual que serviram como genitores femininos nos
cruzamentos: B2, D16 e D25.

A planta WKS 63 teve um total de 42 inflorescéncias analisadas,
somando um total de 7643 sementes das quais apenas 371 eram sementes
cheias, possivelmente viaveis, representando uma fertilidade de 4,85%. A
planta WKS 92 teve 40 inflorescéncias analisadas, somando 5191 sementes
das quais apenas 359 eram sementes cheias, representando uma fertilidade de
6,92%. As plantas B2, D16 e D25 apresentaram taxas de 6,51; 36,23 e 35% de
fertilidade feminina, respectivamente. Em um trabalho de Rebozzio et al.
(2011), avaliando o conjunto de sementes de P. notatum, que serviu para
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avaliar a fertilidade feminina, dois acessos coletados no Brasil, Q4008 e
Q4012, ambos apomiticos obrigatérios, apresentaram 26,8% e 41,5% de
sementes viaveis. Os acessos Q3778 e Q4023, apomiticos facultativos,
coletados no Brasil e na Argentina, respectivamente, apresentaram 37,7% e
38,6% de cariopses.

Araujo et al (2005), analisando a fertilidade feminina no conjunto de
sementes de tetraploides induzidos (sexuais) de Brachiaria brizantha,
encontrou uma ampla gama de porcentagens de fertilidade, indo desde 2% até
32% nos testes de polinizacdo aberta. Em plantas ap0s autopolinizacdo néo
foram obtidas sementes, e em duas plantas avaliadas com polinizagéao
controlada utilizando a cultivar Marandu, obtiveram conjunto de sementes de
5% e 18%.

Em contrapartida, no presente trabalho, a poliploidizacdo induzida
parece nao ter alterado a meiose masculina, comprovada pelas altas
porcentagens de graos de polen viaveis (Tabela 4). Para uma melhor avaliacao
da fertilidade feminina destas plantas, estas devem ser levadas para ensaios
de fertilidade a campo na presenca de polinizadores e agentes abioticos, como
vento.

Espera-se que as proximas geracfes obtenham um aumento da
fertiidade feminina pela organizagdo do pareamento cromossémico através
das geracOes. Ja as plantas D16 e D25, que sao progénie F1 de cruzamentos
realizados por Weiler (2013), apresentaram boa fertilidade feminina, superando
as avaliagbes com B. brizantha efetuadas por Aradjo et al. (2005) em plantas
sexuais duplicadas. A planta B2 apresentou baixa fertilidade feminina (6,51%).
Especula-se que a mais baixa fertilidade feminina nesta planta tenha relacéo
com a sua origem: o progenitor feminino deste hibrido (Q4188) é diferente do
progenitor dos hibridos D16 e D25 (Q4205). Os resultados variaveis de
fertiidade feminina estdo de acordo com os dados obtidos por outros autores
em Bracharia brizantha (Araujo et al.,2005) e Paspalum notatum (Rebozzio et
al., 2011).

5.4. Hibridacdes intraespecificas

Dos 25 cruzamentos realizados em cémara de hibridacdo com
umidificador ambiental (Figura 6) utilizando as plantas apomiticas (doadoras de
polen) WKS 3, D3, C17, C2 e “Bagual” e 0s genotipos sexuais WKS 63, WKS
92, D16, D25, B2, obteve-se um total de 176 sementes cheias, possivelmente
viaveis (Tabela 5).

Estes resultados refletem a dificuldade de produzir sementes viaveis
sob condicbes de polinizacdo artificial apés um evento de duplicacéo
cromossomica. Resultado semelhante foi obtido por Simioni & Valle (2009) que,
apoOs duplicar os cromossomos de trés plantas de Brachiaria decumbens,
realizaram polinizagdes artificiais e obtiveram apenas 0,55% de sementes
viaveis a partir das flores polinizadas destas plantas poliploides. Luts et al
(1991,1994) produziram hibridos vidveis em cruzamentos artificiais entre
tetraploides artificiais de B. ruziziensis e tetraploides naturais de B. decumbens,
conseguindo 31,4% de plantas hibridas resultante deste cruzamento e 8,7% no
cruzamento de B. ruziziensis e B. brizantha.
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Figura 6. Camara de hibridacdo com umidificador ambiental utilizada nos
cruzamentos.

Tabela 5. Numero (N°) de flores polinizadas, nimero (N°) de sementes viaveis,
porcentagem de sementes obtidas e nimero (N°) de sementes germinadas
obtidas dos cruzamentos.

Cruzamento N° Flores N° Sementes % Sementes N° Sementes
2x4d polinizadas formadas obtidas germinadas
B2 x Bag 185 7 3,78 2
B2 x C2 72 10 13,89 6
B2 x D3 9 0 0 0
D16 x Bag 10 0 0 0
D16 x C2 19 7 36,84 2
D16 x C17 51 3 5,88 2
D16 x D3 74 29 39,19 22
D16 x WKS 3 28 1 3,57 1
D25 x Bag 7 1 14,29 1
D25 x D3 7 0 0 0
D25 x WKS 3 8 0 0 0
WKS 63 x Bag 291 7 2,41 1
WKS 63 x C2 94 4 4,26 0
WKS 63 x C17 190 2 1,05 0
WKS 63 x D3 299 13 4,35 0
WKS 63 x WKS 3 164 8 4,88 0
WKS 63 x WKS 92 48 40 83,33 1
WKS 92 x Bag 143 18 12,59 10
WKS 92 x C2 65 0 0 0
WKS 92 x C17 67 5 7,46 1
WKS 92 x D3 101 0 0 0
WKS 92 x WKS 3 78 1 1,28 0
WKS 92 x WKS 63 38 20 52,63 16

Totais 2048 176 65
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De um total de 176 sementes que formaram cariopses, 65
germinaram e duas definharam apds a germinacdo. Atualmente existem 63
plantas hibridas sendo mantidas em casa de vegetacdo do Departamento de
Plantas Forrageiras da Faculdade de Agronomia da UFRGS (Figura 7). Estas
plantas serdo levadas futuramente para testes a campo para comprovacao do
valor agronémico.

Figura 7. Plantulas da progénie F1 obtida dos cruzamentos em casa de
vegetacgao (27/10/2014).
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6. CONCLUSOES

1. A existéncia de associagdes multivalentes e as irregularidades
observadas nas analises meidticas ndo comprometerem a viabilidade polinica
dos gendtipos avaliados.

2. A fertilidade feminina das plantas duplicadas foi baixa, ainda
assim estas plantas foram utilizadas nos cruzamentos e produziram sementes,
sendo validadas como uma fonte de sexualidade utilizada para abrir
variabilidade genética na espécie através dos cruzamentos com 0s genotipos
apomiticos.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A producéo satisfatoria de sementes obtidas nos cruzamentos, com
a geracao de hibridos intraespecificos que serdo oportunamente avaliados em
ensaios no campo, abre um grande leque de possibilidades para o
melhoramento de plantas forrageiras, corroborando com a preservacao dos
campos sulinos, evitando sua degradagédo, bem como sendo uma alavanca
para a pecuaria do sul do pais, com a utilizacdo de materiais bem adaptados,
diversificando a producao forrageira.

Pela dificuldade encontrada em obter polen viavel no mesmo dia da
abertura das flores que serviram como genitores femininos dos cruzamentos
que se desejava realizar, e pelas poucas referéncias encontradas, uma etapa
imprescindivel neste programa de melhoramento seria a realizacdo de estudos
avaliando a conservacdo de polen de P. notatum sob refrigeracdo e sua
viabilidade ap0s este procedimento.

Para efeitos de comparacdo com a fertilidade feminina das plantas
duplicadas, analises da fertilidade feminina dos hibridos obtidos com as plantas
duplicadas devem ser feitas. Desta forma pode ser avaliado o aumento da
fertilidade feminina de uma geragao para outra.

Também é importante que as analises futuras da fertilidade feminina
sejam feitas de forma controlada, polinizando as inflorescéncias com um
genitor de excelente viabilidade polinica e ensacando-as em seguida.
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