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RESUMO
O género Paspalum L. (Poaceae) é formado por cerca de 350 espécies, sendo muitas dessas
caracterizadas por alto potencial forrageiro. O género apresenta espécies apomiticas
poliploides e sexuais diploides, predominantemente. Para programas de melhoramento,
identificar o comportamento meidtico das espécies é essencial para direcionar 0s
cruzamentos, sendo o objetivo deste trabalho caracterizar o comportamento meidtico de
espécies e hibridos de Paspalum advindos de cruzamentos interespecificos. Foram
selecionados sete acessos de cinco espécies: BGP 149 (P. rojasii Hack), BGP 210 e 337 (P.
maritimum Trind.), BGP 289 e 486 (P. malacophyllum Trin.), BGP 401 (P. conjugatum P. J.
Bergius), BGP 436 (P. dilatatum Poir.) e sete plantas hibridas: Planta 2, 37, 77, 89, 206, 285,
298, para contagem cromossémica e analise do comportamento meiotico. Todos 0s acessos
foram considerados tetraploides com 40 cromossomos, apresentando alguns gendétipos com
comportamento meiético regular (BGP 210, BGP 337, BGP 289, BGP 486) e outros com
comportamento irregular (BGP 149, BGP 401). No acesso BGP 436, ndo foi possivel afirmar
a ploidia. Entre as plantas hibridas, as plantas 2, 37 e 285 sdo diploides, contabilizando 20
cromossomos, com comportamento meidtico regular. As plantas 89, 206 e 298 apresentaram
tetraploidia e comportamento meidtico irregular, divergindo da planta 77 que apresentou
tetraploidia e meiose regular. Os resultados obtidos no presente trabalho contribuem para
confirmagdo e revisdo da ploidia e comportamento meiéGtico de diferentes espécies
pertencentes ao género Paspalum L. com a predominancia de poliplodia. Além disso, a
possibilidade de cruzamento interespecifico dentro do género Paspalum e a obtencdo de
hibridos férteis, com regularidade meiotica demonstrado no trabalho, abre possibilidade de

seu uso dentro dos programas de melhoramento.
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1. INTRODUCAO

As plantas forrageiras sdo amplamente utilizadas na agricultura brasileira visando
proteger o solo, auxiliar no plantio direto na palha e principalmente como alimento para o
consumo animal (NOGUEIRA, 2020). Nota-se a importancia econémica das forrageiras pois
a criacdo dos animais a pasto foi determinante para o crescimento econémico do pais por
meio da exportacdo de carne (ABIEC, 2022). Segundo dados levantados pela Secretaria de
Comeércio Exterior (Secex), as exportacfes dos seis primeiros meses de 2022 somam US$ 6,2
bilhdes.

A pecuéria ocupa 351.289 milhdes de hectares, aproximadamente 41% do territério
nacional (AGENCIA BRASIL, 2019), sendo que, de acordo com Valle & Pagliarini (2009),
cerca de 85% das pastagens cultivadas sdo pertencentes ao género Urochloa (Brachiaria),
graminea nativa das savanas africanas. A substituicdo das pastagens por espécies nao nativas
ao longo dos anos é resultado de langamento de cultivares comerciais que apresentaram maior
produtividade (DIAS-FILHO, 2014). Urochloa brizantha cv. “Marandu”, por exemplo,
advém de estudos na Embrapa Gado de Corte e Embrapa Cerrados, na década de 70,
destacada por apresentar alta producdo de forragem em areas com baixa disponibilidade de
insumos. Como consequéncia, representa mais de 80 milhdes de hectares (ZIMMER et al.,
2012).

No entanto, as gramineas forrageiras ndo nativas ndo atendem todos os ecossistemas
brasileiros. Segundo Dias-Filho & De Andrade (2006), a cultivar Marandu, por exemplo,
apresenta problemas na regido Norte e Centro-Oeste com a “Sindrome da morte da
Braquiaria”, consequéncia da falta de tolerncia ao encharcamento do solo da espécie e em
situacBes com alto volume de chuvas. Ha espécies do género indicadas para uso em situaces
semelhantes, tais como Urochloa humidicola, porém apresentam suscetibilidade as
cigarrinhas, praga com grande destaque por devastar pastagens. E evidente, portanto, que ha
poucas cultivares de Urochloa no mercado adaptadas a nichos com demandas mais
especificas, como drenagem deficiente ou condi¢bes de encharcamento do solo. Deste modo,
o desenvolvimento de novas cultivares de gramineas forrageiras que atendam nichos
especificos & uma necessidade, principalmente buscando géneros nativos como Paspalum L.
(Poaceae).

O género Paspalum L. (Poaceae) € formado por cerca de 350 espécies, sendo muitas
dessas caracterizadas por alto potencial forrageiro (GOUVEA et al, 2020). Por ser um género

nativo nas Américas, possui menor risco associado a desequilibrios ecoldgicos e introducdo



de doengas desconhecidas ao ser utilizado em culturas extensivas (BATISTA e GODOY,
1993; BATISTA e REGITANO NETO, 1999). Esta distribuido em regides tropicais,
subtropicais e temperadas do continente, ocorre em todo o Brasil (BARRETO, 1974). A
grande adaptabilidade a ecossistemas distintos e a diversidade evidenciada na literatura
(BATISTA, 1962; BURTON, 1967; BATISTA e GODOQOY, 1993), favorece o crescente
interesse por este género com avangos em pesquisas sobre melhoramento genético ampliando
0 potencial para uso em pastagens cultivadas.

Segundo revisdo realizada por Acufia et al. (2019), hd cerca de 94 cultivares de
Paspalum com diferentes usos como grédo para consumo humano, cobertura vegetal ou
forrageira, selecionados por meio de caracterizacdo de genotipos conservados em bancos de
germoplasma. No Brasil, destaca-se a espécie Paspalum atratum cv. Pojuca, utilizada como
forrageira, e a espécie Paspalum notatum cv Pensacola, utilizada como cobertura vegetal na
regido sul do pais, ambas por meio da selecdo de germoplasma. No entanto, entre as cultivares
liberadas, apenas 39 tem aplicagdo como forrageiras, derivadas de sete espécies. A principal
espécie utilizada no pais para fins de cobertura vegetal € P. notatum, conhecida como grama

batatais.

Figura 1: Proporg¢do de cultivares disponiveis no mercado advindas de espécies do género Paspalum L. (Dados
de Acufia et al., 2019)

Cultivares liberadas como forragem

P. nicorae

2,6%

P. plicatulum
7,7%

P. scrobiculatum
2,6%

P. guenoarum
10,3%

P. notatum
41,0%

P. atratum
12,8%

P. dilatatum
23,1% ~——
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A Embrapa Pecuaria Sudeste, localizada em S&o Carlos-SP, possui 0 Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) de Paspalum com 60 espécies identificadas e mais de 480 acessos.
Além disso, a Embrapa conta com o Programa de Melhoramento Genético de Paspalum que
tem duas grandes frentes: 1) lancamento de cultivares para cobertura vegetal (uso em jardins,
beira de rodovias, ferrovias e pistas de aeroportos) e 2) forrageiras para consumo por bovinos,
equinos e ovinos. Dentro do programa de melhoramento para forrageiras, um dos principais
objetivos é a selecdo de materiais genéticos com alta produtividade de massa seca e sementes,
qualidade bromatoldgica e tolerancia a estresses biodticos (doencas fungicas) e abioticos
(encharcamento de solo e sombreamento). H& pouca disponibilidade de cultivares adaptadas a
condigdes de encharcamento de solo, situacdo observada principalmente no norte do Mato
Grosso e regido norte do Brasil. Acredita-se que sera de grande impacto o lancamento de
novas cultivares de Paspalum adaptadas a essas condic6es, pois 0s gendétipos de Urochloa ou
Panicum disponiveis no mercado ndo tem se mostrado economicamente vidveis nesses locais.
Para tanto, o projeto financiado pela Embrapa “Melhoramento Genético de Paspalum:
desenvolvimento de forrageiras para nichos especiais” estd em vigéncia com o objetivo de
selecdo de materiais para condi¢cdes de encharcamento de solo e sombreamento, sendo esse
ultimo para uso em areas de integracao lavoura-pecuaria-floresta (ILPF). Os acessos avaliados
nesse trabalho foram selecionados dentro do projeto supracitado como materiais elite, com
alta produtividade e tolerdncia a estresses abioticos. Eles poderdo ser usados per se no
lancamento de novas cultivares ou como genitores masculinos (no caso dos apomiticos) em
cruzamentos intra ou interespecificos. Ja os hibridos interespecificos avaliados no presente
trabalho também fazem parte do programa de melhoramento. Eles foram construidos dentro
do projeto financiado pela Fapesp “Poliploidizagdo e caracterizagdo de acessos de Paspalum
compressifolium e Paspalum lenticulare”, apds a selecdo de gendtipos diploides sexuais e
posterior tetraploidizacdo para serem utilizados como genitores femininos tetrapléides em
cruzamentos com acessos apomiticos tetrapldides elites. Dentro do programa de
melhoramento genético de Paspalum, a obtencdo de materiais sexuais é fundamental para o
avanco em cruzamentos e selecdo de melhores gendétipos. As espécies estdo distribuidas em
24 grupos informais (CHASE, 1929), sendo que 0s acessos e espécies do grupo Plicatula
compdem quase metade do acervo e sdo considerados com grande potencial para fins
forrageiros (BATISTA, 1999). Quanto a ploidia, o género apresenta espécies apomiticas
poliploides e sexuais diploides, predominantemente (ZULOAGA & MORRONE, 2005). Na

apomixia, a formacéo de sementes ocorre de modo assexual, sem necessidade de fecundacéo,
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logo, a meiose pode ndo ocorrer normalmente. Como resultado, o embrido formado é uma
copia exata do parental. Em contrapartida, a reproducdo sexual tem como base a reducdo no
numero cromossdmico para formacdo de gametdfito, sendo necessario a fusdo dos gametas,
masculino e feminino. Assim, 0os embrides carregam o conjunto de cromossomos dos dois
parentais (DALL’AGNOL, M.; SCHIFINO-WITTMANN, M. T. 2005.).

A poliploidizacdo de acessos de Paspalum L. é essencial em alguns grupos, como o
Plicatula, visando associar caracteristicas interessantes ao programa de melhoramento
genético, uma vez que gendtipos sexuais sdo diploides e apomiticos sdo tetraploides
(ZULOAGA & MORRONE, 2005; ORTIZ et al., 2013). Logo, a caracteriza¢do do sistema
reprodutivo e do comportamento meiético é fundamental dentro dos programas de
melhoramento genético. Estudos de observacdo de cromossomos em meiose trazem 6timos
resultados para a avaliacdo do comportamento reprodutivo das espécies.

A citogenética € a ciéncia que estuda os cromossomos e a divisdo celular. A
compreensdo do comportamento da divisdo celular foi um grande marco cientifico, dado que
0 cromossomo €é portador do DNA, constituicdo basica dos genes. O cromossomo é capaz de
segregar, mutar, condensar, parear, permutar, demonstrando estratégias evolutivas quanto ao
balanco génico e sua influéncia no fendtipo das espécies (MUNIZ et al., 2009). A contagem
do numero cromossdmico é um pardmetro cariotipico, o qual fornece informacdes
importantes sobre o genoma de uma espécie. Sendo o cari6tipo o material genético em
observado em niveis estruturais e organizacionais nao ha influéncia de condicdes externas. A
variacdo cariotipica mais observada em plantas é a poliploidia, caracterizada pela
multiplicagdo do conjunto cromossdmico, destacada como principal mecanismo na evolugéao
das plantas (GUERRA M., 2008).

Segundo Guerra M. (2008), caracteristicas observadas no cari6tipo de uma espécie
podem fornecer informacGes a respeito de irregularidades na divisdo celular e esterilidade,
como problemas reprodutivos, além de relagdes genéticas para fins taxondmicos. O estudo
dos cromossomos €, portanto, de grande valia na obtencdo de informacGes relacionadas ao
DNA, dando direcionamento as estratégias de cruzamento entre as espécies em programas de

melhoramento genético.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo realizar a contagem de cromossomos e observar o
comportamento meidtico de espécies de Paspalum pertencentes ao grupo Conjugata, Dilatata,

Malacophylla, Paniculata, Plicatula, e de hibridos interespecificos.

2.2 Objetivos especificos

a. Contagem cromossomica nas fases de metafase e anadfase de sete espécies de
Paspalum L.: P. compressifolium (BGP 380), P. conjugatum (BGP 401), P. dilatatum (BGP
436), P. lenticulare (BGP 281), P. malacophyllum (BGP 289), P. maritimum (BGP 210, BGP
337), P. rojasii (BGP 149, BGP 272), para identificacdo de ploidia.

Caracterizacdo do comportamento meidtico de hibridos interespecificos oriundos de
cruzamentos de espécies do grupo Plicatula: 1) P. compressifolium (BGP 380) x P. lenticulare
(BGP 281) e seus reciprocos; 1) P. compressifolium (BGP 380) x P. rojasii (BGP 272).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 O género Paspalum L.

O género Paspalum L. pertence a tribo Paniceae, subfamilia Panicoideae e familia
Poaceae (BARRETO, 1974). Estima-se aproximadamente 350 espécies (GOUVEA et al.,
2020) com a ocorréncia de 216 espécies no Brasil (FLORA DO BRASIL, 2020). Nativas das
Américas, as espécies estdo concentradas em areas tropicais, subtropicais e temperados,
encontradas no Brasil, Argentina, Uruguai e Estados Unidos (CHASE, 1929; GORTS-VAN-
RIIN & JUDZIEWICZ, 1990; ZULOAGA & MORRONE, 2005; RUA et al., 2008; MACIEL
et al., 2009). A importancia que o género recebe entre as gramineas brasileiras justifica-se
pelo o grande nimero de espécies nativas com bom potencial forrageiro, além de
apresentarem resisténcia ao frio e producdo elevada de forragem e proteina bruta em

comparagao a outras gramineas nativas do Rio Grande do Sul (DALL’ AGNOL et al., 2006).

Segundo Ortiz et al. (2013), estudos taxondmicos classificam as espécies em quatro
subgéneros: 1. Anachyris Nees, 2. Ceresia Pers, 3. Harpostachis Trin e 4. Paspalum sensu
stricto e reconhecem 40 grupos informais entre os subgéneros (CHASE, 1929; ZULOAGA &
MORRONE, 2005; ORTIZ, et al. 2013). Contudo, a relagdo entre os grupos informais e
subgéneros ainda ndo é bem estabelecida e necessita de maiores estudos moleculares (ORTIZ,
et al. 2013) de modo que no presente trabalho sera considerada a classificacdo de 24 grupos
informais descritos por Chase (1929). Dentre os grupos informais, espécies pertencentes ao
Dilatata, Notata, Livida e Plicatula se destacam pela producdo de forragem (BARRETO,
1974). A quantidade de espécies pertencentes ao género com potencial forrageiro torna
evidente o potencial da diversificacdo e adaptabilidade das espécies de Paspalum L. A
distribuicdo das espécies por todas as regibes fisiograficas e formacbes campestres
(BARRETO, 1974) e a variacdo genética dos citotipos reforcam essas caracteristicas.
Aproximadamente 75% das espécies desse género apresentam poliploidia e uma espécie pode
apresentar mais de um tipo de citétipo (ORTIZ, et al. 2013). Dado que 0 numero
cromossdmico mantém, predominantemente, uma multiplicidade de 10, sdo descritas espécies
com variacdo na ploidia de 2x a 12x (POZZOBON, et al., 2000; ORTIZ, et al., 2013). Alguns
relatos de casos raros descrevem numeros ndo multiplos de 10 como 2n=32 para P. convexum
Humb & Bonpl. ex Flugge (POZZOBON e VALLS, 1987) e P. stellatum Humb & Bonpl. ex
Flugge (POZZOBON et al, 2000), no entanto também sdo citadas contagens de 2n=20 e

2n=40 para essas especies.
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A poliploidia no género pode estar ou ndo associada a apomixia, caracteristica
definida pela formacdo de sementes sem a necessidade de fecundacdo (QUARIN, 1992) e é
uma das variaveis estudadas para compreensao da apomixia no género. O desenvolvimento do
embrido na apomixia € feito a partir de uma célula somatica do dvulo e como ndo ha fusao de
gametas durante a fertilizacdo, a meiose ndo é funcional. Logo, anormalidades meioticas
podem ser indicativos de reproducdo apomitica que auxiliam na determinagcdo do modo de
reproducéo. O trabalho de Ortiz (2013) trouxe uma revisdo a respeito da apomixia no género,
demonstrando a predominancia de comportamentos irregulares na meiose de espécies
apomiticas, como pareamentos desbalanceados, cromossomos ndo pareados, pontes
cromossémicas, micronucleos (Figura 2).Todavia, também sdo observadas espécies
poliploides sexuais, tais como P. simplex Morong ex Britton 3x (URBANI et al., 2002), P.
malacophyllum Trin, 4x (BENNET e BASHAW, 1966), P. dilatatum Poir 4x (BASHAW,
1958), P. inaequivalve Raddi, 6x (QUARIN e BURSON, 1991).

Figura 2: Comportamento da meiose entre os niveis de ploidia identificados nas espécies de Paspalum L. (de
acordo com ORTIZ, et al. 2013).
Comportamento meiotico entre os niveis de ploidia
Regular ®=Irregular ®NI*
12x

10x

[es]
W

6x

5x

Nivel de ploidia

4x

0 10 20 30 40 50
ESPECIMES ANALISADAS

Regular — formagéo predominante de bivalentes no pareamento cromossémico
Irregular — associagdes cromossdmicas multivalentes ou assinapses
NI* - meiose néo identificada

A analise do comportamento meiotico e das associa¢cdes cromossoémicas fornecem

informacdes essenciais a respeito da evolugdo dos grupos informais dentro do género e a
15



origem da ploidia. Em plantas tetraploides, associagBes tetravalentes evidenciadas na
diacinese, por exemplo, indicam autopoliploidia, em que a origem da ploidia é da replicacdo
do genoma gamético de um unico individuo, enquanto que a auséncia de tetravalentes pode
indicar alopoliploidia, ploidia a partir de genomas de origens diferentes, os quais que podem
ser de cruzamentos interespecificos (FREITAS, et al., 1997).

Seguindo a classificagdo de grupos informais estabelecido por Chase em 1929, as
espéecies analisadas no trabalho em questdo pertencem aos grupos: Conjugata, Dilatata,
Paniculata, Plicatula e Malacophylla. O grupo Plicatula destaca-se por incluir as espécies

utilizadas no cruzamento interespecifico para formacao dos hibridos estudados no trabalho.

3.1.1 Grupo Conjugata

O grupo Conjugata, estabelecido por Chase (1929) é caracterizado por plantas perenes
com inflorescéncias com dois racemos conjugados formando gramineas densas (ZULOAGA
& MORRONE, 2005).

e P.conjugatum P. J. Bergius: possui distribuicdo geografica ampla, dos Estados
Unidos até a Argentina e se destaca como forrageira devido a sua constitui¢ao
tenra com boas aplicacbes para cobrir o pasto (DOMBROWSKI, 1989). E
descrita como apomitica e tetraploide (CHUAN, Y., 1974; MA et al., 2009).

3.1.2 Grupo Dilatata
O grupo Dilatata é caracterizado por plantas perenes com espiguetas formadas aos
pares. A morfologia apresenta grande variancia, podendo ter um crescimento a partir de um
n6 no colmo da planta, estolonifera, ou um crescimento aglomerado formando novos brotos,
cespitosa, apresentando inflorescéncias de poucos a muitos racemos (ZULOAGA &

MORRONE, 2005).

e Paspalum dilatatum Poir: Amplamente distribuida em regies subtropicais e
temperadas do mundo, a espécie tem poliploidia descrita aos niveis tetra, penta
e hexa. Com origem hibrida, j& foram identificados sete biotipos em que trés
sdo tetrapldides sexuais (P. dilatatum ssp. flavescens, P. dilatatum “Virasoro”
e P. dilatatum “Vacaria”), trés sdo hexaploides apomiticos (P. dilatatum
“Chirt”, “Uruguaiana” e “Torres”) ¢ o predominante &€ 0 pentaploide
apomitico (P. dilatatum ssp. dilatatum) (BURSON, 1991; EVERS e
BURSON, 2004; WILLIAMS et al., 2011). Entre as cultivares liberadas no

mercado, 23% sdo P. dilatatum (Figura 1).
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3.1.4 Grupo Paniculata
Formado por aproximadamente 10 espécies, o grupo informal Paniculata é
caracterizado por plantas perenes, com inflorescéncias pequenas e morfologicamente diversas
em formato ovalado a eliptico. O antécio superior possui cor de palha e brilhante (MACIEL,
et al, 2009; MORRONE, 2005).
e Paspalum maritimum Trind: a espécie P. maritimum é tetraploide e apomitica
(CHASE, 1929). O comportamento meio6tico descrito na literatura é de
associagdo cromossomica formando predominantemente  bivalentes,
anormalidades na meiose | como segregacdo precoce, Cromossomos
retardatarios e micronucleos também foram observados. Embora ha
irregularidades na meiose, a espécie se destaca por apresentar frequéncia maior
de tétrades normais em contraste com outras espécies tetraploides do género, o
que indica maior regularidade meidtica (ADAMOWSKI et al., 2000)

3.1.3 Grupo Plicatula

Estabelecido por Chase em 1929, Plicatula é um grupo informal do género Paspalum
L. que agrupa cerca de 30 espécies morfologicamente caracterizadas por espiguetas marrons
ou olivaceas escuras, frutos de superficie marrom escuro ou preto azeviche (AGUILERA, et
al., 2011). H& predominéncia de tetraploidia no grupo e reproducdo apomitica com casos
raros de citétipos diploides. Ja foram encontrados espécimes diploides e sexuais nas seguintes
espécies P. compressifolium Swallen, (QUARIN et al, 1996), P. glaucescens Hack.
(PRITCHARD, 1962), P. plicatulum Michx (ESPINOZA e QUARIN, 1997), P. wrightii
Hitchc. & Chase (MARTINEZ e QUARIN, 1999), P. lenticulare Kunth e P. rojasii Hack
(GONCALVEZ et al., 2021).

Genotipos apomiticos e tetraploides do grupo Plicatula que se destacaram como
forrageiros foram lancadas como cultivares (ACUNA et al., 2019) em paises como Australia,
Paraguai, Argentina e Estados Unidos. Entretanto, a descoberta de genotipos sexuais
possibilitou o inicio dos trabalhos envolvendo cruzamentos interespecificos ap0s a
tetraploidizacdo de acessos sexuais. Aguilera et al. (2011) realizaram o cruzamento entre um
gendtipo tetraploide sexual induzido de P. plicatulum e um acesso tetraploide apomitico de P.
guenoarum.

e Paspalum compressifolium Swallen: nativa da América do Sul e distribuida no

Brasil, Argentina e Paraguai. J& foram descritos citotipos diploides sexuais,
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tetraploides e hexaploides apomiticos para a espécie, dado que ha
predominancia de tetraploidia. O comportamento meio6tico dos tetraploides
indica a origem da ploidia por autotetraploidia, pois identificou-se alta
frequéncia de associacdes multivalentes. Os hexaploides identificados podem
ser advindos de hibridizacdo interespecifica visto que h& diferencas
morfoldgicas e comportamentais em relacdo aos demais citotipos (QUARIN et
al., 1996).

e Paspalum lenticulare Kunth: é comumente encontrada em savanas
sazonalmente inundadas na Bolivia, Paraguai e pelo centro-oeste do Brasil. E,
predominantemente, tetraploide com reproducdo apomitica, dado que o
comportamento mei6tico € irregular pela formacdo de associacdes
multivalentes entre os cromossomos. Recentemente, foram documentados
acessos sexuais e diploides, confirmando o potencial para reproducdo sexual
evidenciada na literatura. (ESPINOZA et al., 2001, GONCALVEZ et al.,
2021).

e Paspalum rojasii Hack: classificada em 1954 por Hack, h& controvérsias na
literatura a respeito da espécie, considerada por alguns autores como uma
cultivar de P. guenoarum (BURSON & HUSSEY, 2004). P. guenoarum e P.
rojasii sdo ambos classificados como apomiticos e tetraploides com associacao
de bivalentes e quadrivalentes na meiose I, estudos recentes identificaram
acessos diploides e sexuais (GONCALVEZ et al., 2021). Algumas cultivares
liberadas, Pasto Rojas e Pasto Ramirez, ganharam destaque no Paraguai,
Argentina e sul do Brasil entre 1950 e 1970, contudo, por problemas na
disponibilidade de sementes foram perdendo a popularidade (BURSON &
HUSSEY ., 2004).

3.1.5 Grupo Malacophylla
Chase considerou Anachysis um subgénero de Paspalum caracterizado por agrupar
seis espécies com espiguetas concavo-convexas, com glumas ausentes. No entanto, em 1929
em nova analise sistematica, Chase agrupou essas especies no grupo informal Malacophylla.
Entre as espécies do grupo, destaca-se Paspalum malacophyllum. (MORRONE et al., 2000).
e P. malacophyllum Trin: é nativa da América do Sul, com distribuicdo

geografica da Argentina ao México, e em todo o Brasil (PIMENTA et al.,
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2012). Estudos referentes ao potencial como forrageira foram realizados em
diferentes regides no sul dos Estados Unidos e demonstraram aplicacfes como
feno e pasto, com producédo elevada de sementes (BURTON, 1942). Tem sido
predominante gendtipos tetraploides, no entanto ha diploides e hexaploides
descritos. O modo de reproducdo relatado até o momento é sexual nos
diploides e apomitico facultativo nos tetraploides (HOJSGAARD et al., 2008;
BENNET e BASHAW, 1966).

3.2 A importancia da citogenética para programas de melhoramento

A citogenética é a ciéncia que estuda os cromossomos, estrutura celular que contém o
material genético, termo criado em 1888 por Waldeyer-Hartz. Os estudos citoldgicos do final
do século XIX e inicio do século XX fortaleceram as teorias cientificas que hoje sdo a base da
citogenética. A teoria cromossdmica da heranga genética, consolidada por Thomas Hunt em
1915 e proposta por Sutton e Boveri em meados de 1900, afirmava que 0S Cromossomos
possuiam regides especificas contendo os genes. O estudo do comportamento cromossémico,
portanto, possibilita a compreensdo sobre 0 modo como o0s genes sdo herdados, por meio dos
mecanismos envolvidos na organizacdo e regulacdo da atividade génica no processo de
divisdo celular (SUMNER, 2003).

A mitose e meiose sdo os dois processos de divisao celular estudados na citogenética.
Enquanto no primeiro ha formacdo de duas células equivalentes geneticamente, no segundo
processo ha formacdo de gametas e esporos. Ambos sdo essenciais para a transmissao e
continuidade das caracteristicas herdadas, no entanto, a meiose, por se tratar de células
germinativas, fornece informagdes a respeito da fertilidade das espécies (MUNIZ, 2009). A
recombinacdo genética e a viabilidade dos gametas podem ser inferidas pelo pareamento
cromossémico e regularidade meidtica. Segundo Souza et al. (2003), erros no pareamento,
como falhas na manutencdo ou formacdo das fibras do fuso, podem levar ao desbalanco
génico e consequentemente ao menor nimero de gametas viaveis.

No estudo de hibridos, a meiose é o processo determinante da fertilidade, pois
anormalidades mei6ticas influenciam na estabilidade genética e viabilidade polinica. Logo, a
analise da meiose nos hibridos ¢é essencial para direcionar os programas de melhoramento nas
fases seguintes, aumentando as chances de obter hibridos de acordo com as caracteristicas
desejadas (PAGLIARINI, 2001). Em hibridac6es interespecificas, muta¢fes meidticas podem

ocorrer durante a sintese de DNA ou ao final da segunda divisdo. MutacGes na sintese de
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DNA resultam em disjuncéo meiotica com a observacgdo de assinapses desde a anafase | até a
telofase 11 (SINGH, 2003). Quando ocorrem mutacGes que afetam a formacdo do complexo
sinaptonémico, seja pelo ndo pareamento dos cromossomos homologos, ou por desfazer o
pareamento precocemente é observada a formacéo de univalentes (LIU e QU, 2008).

Em espécies com importancia econdmica, como as pertencentes ao género Paspalum
L., o estudo citogenético antecede etapas de cruzamentos interespecificos nos programas de
melhoramento, pois fornecem informacGes fundamentais a respeito da variabilidade genética,
como a taxa de fertilidade, a ndo disjuncdo cromossdémica, polimorfismos estruturais ou
numéricos. A partir disso, é possivel selecionar acessos com potencial para hibridacfes (DE
CARVALHO, 2009). A predominancia de poliploidia no género ampara a necessidade de
caracterizacdo citogenética continua nos acessos para escolha de gendtipos para selecéo e
futuro lancamento de cultivares, dado que, a instabilidade meidtica associada afeta
diretamente a fertilidade das plantas (ACUNA et al., 2019).

Com o avango das técnicas de biologia molecular, a citogenética ampliou seu campo
ao incluir o uso de sondas de DNA para caracterizacdo do genoma e fluxo génico. Técnicas
como hibridizacdo fluorescente in situ - FISH, e hibridizacdo gendmica in situ — GISH, sdo
exemplos da citogenética molecular, que vem sendo aplicada nos estudos de caracterizagdo de
especies e hibridos dentro dos programas de melhoramento. O trabalho de Vaio et al., (2019)
com especies do grupo Dilatata, por exemplo, utilizou sondas de rDNA 35S e 5S para
sequenciamento de sequéncias de espacadores internos transcritos (ITS) para compreensdo

dos processos evolutivos de poliploidizagéo.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Coleta dos materiais

Para a realizacdo da contagem cromossomica e observacdo do comportamento
meiotico, as inflorescéncias foram coletadas a campo, no Banco Ativo de Germoplasma da
Embrapa Pecuaria Sudeste ainda em fase de cartucho, quando as mesmas ainda estéo imaturas
e envoltas na folha bandeira. Tal atividade foi realizada no periodo de floracdo entre
agosto/2021 e margo/2022. Inflorescéncias eram retiradas do cartucho e imediatamente
fixadas em Solucdo de Carnoy (6 Alcool Etilico: 3 cloroférmio: 1 acido acético) por 24hrs.
Apos esse tempo, o material foi armazenado em geladeira em alcool 70% até o momento das
analises.
4.2 Contagem e comportamento meidtico de genotipos elite do programa de
melhoramento

Na Tabela 1 é possivel observar os genétipos considerados elite coletados para anélise.
Esses foram anteriormente selecionados dentro do programa de melhoramento por possuirem
caracteristicas de interesse como alta producdo de matéria seca, alta qualidade bromatoldgica,
tolerancia a encharcamento, etc. Os acessos fazem parte do projeto da Embrapa

“Melhoramento  Genético de Paspalum: desenvolvimento de forrageiras para nichos

especiais”.

Tabela 1. Cédigo dos acessos, nome das espécies, grupo informal ao qual pertencem e local de coleta.
Acesso Espécie Local de coleta Grupo

BGP 380 P. compressifolium Swallen - Plicatula
BGP 401 P. conjugatum P. J. Bergius  Bertioga — SP Conjugata
BGP 436 P. dilatatum Poir. Apiai — SP Dilatata

BGP 281 P. lenticulare Kunth. Anastacio — MS Plicatula
BGP 289 P. malacophyllum Trin. Aral Moreira - MS Malacophylla
BGP 486 P. malacophyllum Trin. Ponta Pord - MS Malacophylla
BGP 210 P. maritimum Trind. Oiapoque — AP Paniculata
BGP 337 P. maritimum Trind. Séo Carlos — SP Paniculata
BGP 149 P. rojasii Hack. Campo Belo do Sul - SC Plicatula
BGP 272 P. rojasii Hack. Dois Irméos do Buriti— MS  Plicatula
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4.3 Contagem e comportamento mei6tico de hibridos interespecificos

No projeto financiado pela Fapesp “Poliploidizagdo e caracterizacdo de acessos de
Paspalum compressifolium e Paspalum lenticulare”, trés acessos, BGP 281, BGP 380 e BGP
272, de trés espeécies citadas acima, caracterizados como sexuais e diploides foram plantados a
campo e proximos para desenvolvimento de plantas hibridas ainda diploides com potencial
para uso como genitores femininos dentro do programa de melhoramento. Sabendo-se que séo
plantas com alta autoincompatibilidade, sementes geradas dessas plantas foram
posteriormente confirmadas como hibridas. Apds colheita dessas sementes, essas foram
tratadas com colchicina para induzir a poliploidizacdo, e as plantas caracterizadas e
selecionadas por citometria de fluxo quanto ao conteddo de DNA. Essas etapas foram
realizadas em experimentos anteriores.

Plantas com alto conteddo de DNA foram selecionadas para contagem de
cromossomos e observacdo do comportamento meidtico nesse trabalho. Na tabela 2, pode-se
observar o numero da planta e o cruzamento confirmado anteriormente por marcadores
moleculares. As plantas 77, 89, 206 e 298 apresentaram conteddo de DNA compativel a
plantas tetraploides em analise por citometria de fluxo, sendo necessaria confirmagdo por
contagem cromossomica. Entre as plantas selecionadas, foram utilizados trés tratamentos de
colchicina distintos. Ja as plantas 2, 37 e 285, por citometria de fluxo, foram consideradas
diploides, porém seria interessante confirmar o numero de cromossomos e observar o
pareamento entre 0s cromossomos das diferentes espécies.

As plantas estavam conservadas em vasos em condicdes de telado. Diferentes plantas
foram replicadas vegetativamente baseadas em diferentes perfilhos para observacdo da
manutencdo da ploidia apds a duplicacdo de cromossomos com uso de colchicina. Por isso, na
Tabela 2 é possivel observar numeracdo ap6s a identificacdo das plantas como Planta 77h-8,
Planta 77h-9, etc.
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Tabela 2: Hibridos oriundos de cruzamentos entre espécies do grupo Plicatula, P. lenticulare (BGP 281); P.
compressifolium (BGP 380), P. rojasii (BGP 272). !

Hibrido Genttipo

| | 1
Planta 2 BGP 380 x BGP 281
Planta 37 BGP 380 x BGP 281

Planta77h—-8 BGP 281 x BGP 380

Planta77h—-9  BGP 281 x BGP 380

Planta77 k-1 BGP 281 x BGP 380

Planta 77 k—7  BGP 281 x BGP 380

Planta77n—-1 BGP 281 x BGP 380

Planta 77 n—-10 BGP 281 x BGP 380

Planta89e—-1 BGP 281 x BGP 380

Planta89e—-2  BGP 281 x BGP 380

Planta 89 i -1 BGP 281 x BGP 380

Planta89i-10  BGP 281 x BGP 380

Planta89m—-1 BGP 281 x BGP 380

Planta89 m—-6 BGP 281 x BGP 380

Planta 206 BGP 380 x BGP 281
Planta 285 BGP 272 x BGP 281
Planta 298 BGP 380 x BGP 281

4.4 Microscopia de contraste de fase e DAPI

Os floretes foram dissecados em microscopio estereoscépio, as anteras foram
maceradas em ldamina com uma gota de acido acético 45% e pressionadas com uma laminula
para analise por microscopia de contraste fase seguindo protocolo adaptado de Guerra e Souza
(2002). As laminas com metafases tiveram suas laminulas removidas para aplicacdo de DAPI
- 4'.6'-diamino-2-fenil-indol- marcador fluorescente que possibilita a visualizacdo dos
cromossomos individualizados. Para remocédo da laminula foram utilizadas duas abordagens

distintas: 1) imerséo em &cido acético 100% por 24 horas, Il) imersdo em nitrogénio liquido e

! Na descri¢do do cruzamento em programas de melhoramento, é convencionado apresentar o genitor
feminino primeiro, seguido pelo genitor masculino. Logo, as tabelas apresentam genitor feminino x genitor
masculino.
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deixada para secar por 2h. As analises foram iniciadas seguindo a primeira abordagem,
contudo, algumas amostras tiveram suas células degradadas pelo é&cido acético
impossibilitando a analise. Sendo assim, optou-se por seguir com a segunda abordagem nas
analises posteriores. Aplicou 20 ul de DAPI na concentragdo de 1,5 pg/ml com laminula. Para
estabilizar o fluorocromo, as laminas foram para geladeira por 30 minutos para entdo realizar-
se a andlise no microscépio de fluorescéncia sob o programa Isis Fluorescence Imaging

System com o registro das figuras no aumento de 100x.

4.5 Microscopia 6tica e Carmim acético 1%

Os hibridos confirmados tetraploides pela contagem cromossémica, planta 77, 89, 206
e 298, foram selecionados para andlise de comportamento meiédtico. Os floretes foram
dissecados em microscopio estereoscopio e as anteras foram maceradas em lamina com uma
gota de carmim acético 1%. Apos adicdo da laminula, o material foi avaliado em microscépio
Gtico com contraste de fase nos aumentos 20, 40 e 80x. As fases identificadas de meiose | e Il
foram registradas pelo programa Axio Vision no aumento de 80x, dando preferéncia para as

fases de anéafase, teldfase e formacéo de tétrades.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Contagem cromossdmica e modo de reproducao

Para contagem cromossdmica, teve-se como premissa, a contagem de ao menos 10
células de cada acesso, com excecdo dos acessos 149, 401 e 436. A dificuldade de obtencgéo
das células na fase adequada para os acessos em questdo foi consequéncia de dois problemas:
I) material coletado muito imaturo, identificacdo de células em proéfase, I1) material coletado
em fase de formacdo de polen, apds meiose. Os acessos BGP 272, 281 e 380 como ja
documentados em analises anteriores (GONCALVES et al, 2021) apresentam comportamento
meidtico regular e com formacdo de 10 bivalentes.

Entre os demais acessos analisados, foram contados 40 cromossomos indicando
tetraploidia, com excecdo do acesso 436, em que a dificuldade na obtencdo das células
impossibilitou confirmar a contagem, a qual variou entre 30 a 40 cromossomos, resultados
identificados na Tabela 4. Os acessos BGP 149 (P. rojasii) e BGP 401 (P. conjugatum) se
destacaram por maior frequéncia de anormalidades cromossomicas, sendo que associagdes
multivalentes sdo observadas na literatura para ambas as espécies (BURSON & HUSSEY,
2004; MA et al., 2009). Entre as irregularidades documentadas para espécie P. conjugatum,
observa-se assinapses, a falta total ou parcial de pareamento dos cromossomos homélogos,
promovendo a prevaléncia de univalentes (CHUAN, Y., 1974; MA et al., 2009) entretanto, foi
observado no BGP 401 predominancia em associagdes multivalentes no pareamento com
formacdo de bi e trivalentes. Em contrapartida, o acesso BGP 210 (P. maritimum), embora
poliploide, apresentou comportamento regular no pareamento cromossémico com formacéo
de 20 bivalentes, apoiando a literatura descrita para a espécie com maior frequéncia de
regularidade mei6tica em comparacdo a demais tetraploides do género (ADAMOWSKI et al.,
2000). O acesso BGP 337 (P. maritimum) teve comportamento similar ao BGP 210
observados na Figura 3, ambos acessos da mesma espécie do grupo informal Paniculata, o que
pode justificar a semelhanca. O acesso BGP 289 (P. malacophyllum) apresentou pareamento
irregular com associacdes bivalentes e quadrivalentes, contudo observou-se predominancia de
bivalentes, o que pode estar relacionado a sexualidade descrita para a espécie em tetraploides
(BENNET e BASHAW, 1966). Embora tenha sido observadas irregularidades no pareamento
a meiose pode ser considerada regular, visto que foram observadas tétrades ao final da diviséo
celular. JA o acesso BGP 486, da mesma espécie, embora tenha sido contado 40

cromossomos, nao foi possivel confirmar a configuragdo cromossémica por falta de material.
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Como documentado na literatura, a poliploidia esta associada a anormalidades
meidticas (ORTIZ et al., 2013) o que pode ser um indicativo de apomixia nas espécies
analisadas. Em concomitancia ao trabalho aqui descrito, as espécies descritas na Tabela 1
estdo sendo analisadas por citometria de fluxo, técnica que possibilita confirmacdo de
apomixia por analise do contetdo de DNA (MCKINNON, K. M., 2018). Os dados da Tabela
3, Melaré, M. L. (2022 - em fase de elaboragdo), confirmam apomixia nos acessos BGP 289,
401, 436 e 486. Interessante ressaltar que nos acessos BGP 289 e BGP 486 apresentaram
facultatividade na apomixia, corroborando com a literatura descrita para a espécie (BENNET
e BASHAW, 1966; HOJSGAARD et al., 2008). Os acessos BGP 210 e 337 que apresentaram
regularidade meidtica e poliploidia demonstrada na Figura 3, foram caracterizados pela
citometria como sexuais, sendo de grande interesse para 0 uso em cruzamentos futuros no

programa de melhoramento.

Tabela 3: Modo de reproducéo caracterizado por citometria de fluxo. Dados disponibilizados por Maria Luiza

Melaré, 2022 — em fase de elaboragé&o.

Acesso Espécie Modo de reproducéo

BGP 401 P. conjugatum apomitico

BGP 436 P. dilatatum apomitico

BGP 289 P. malacophyllum apomitico / apomitico facultativo
BGP 486 P. malacophyllum apomitico / apomitico facultativo
BGP 210 P. maritimum Sexual

BGP 337 P. maritimum Sexual

BGP 149 P. rojasii -

Além disso, entre as espécies tetraploides de Paspalum L. é documentado uma
presenca de alguns quadrivalentes, interpretados como resultado de alopoliploidia segmental
(BURSON e BENNET, 1971; QUARIN et al., 1996). Contudo, segundo Sybenga (1996) tal
caracteristica ndo € um indicativo confiavel de limitacdo na homologia, pois é comprovado
que autopoliploides formam quadrivalentes com frequéncia menor em comparagao ao que €

teoricamente possivel.
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Figura 3: Acessos tetrapléides com predominéncia de regularidade na formacdo de 20 bivalentes. Imagens
observadas pelo programa Fluorescence Imaging System no aumento de 100x, escala = 5 pm. A) BGP 210, P.
maritimum, B) BGP 337, P. maritimum.

A

Entre os hibridos, as plantas 2, 37 e 285 apresentaram formacdo de 10 bivalentes,
observados na Figura 4, demonstrando homologia entre as espécies. Sendo assim, o
comportamento meidtico observado indica que as espécies partilham o complemento
gendmico basico, o qual possibilitou o pareamento cromossdémico. Ja entre as plantas
tetraploides, todas advindas do cruzamento entre P. compressifolium x P. lenticulare ou o
reciproco, apenas a planta 77 apresentou pareamento regular com formacao de 20 bivalentes,
nas demais plantas (89, 206 e 298) foi observada a predominéncia de 40 univalentes (Figura
5). Os hibridos com irregularidade no pareamento demonstraram baixa ou nenhuma
viabilidade de pdlen, observados pela Melaré, M. L (2022 — em fase de elaboracdo) em
contraste com o hibrido 77 teve alta viabilidade de po6len. O comportamento mei6tico dos
hibridos inférteis pode ser resultante de falhas na manutencdo ou formacéo das fibras do fuso,

anormalidades meidticas que afetaram a fertilidade das plantas.

27



Figura 4: Hibridos caracterizados como dipléides usando DAPI, 2n=20 A) Planta 2 com metafase regular; B)
Planta 37 em pro-metafase, formagdo de 10 bivalentes. C) Planta 285 em prd-metafase com 10 bivalentes.
Imagens observadas pelo programa Fluorescence Imaging System no aumento de 100x.

Figura 5: Plantas 89, 206, 298, metafases caracterizadas usando DAPI. Imagens observadas pelo programa Isis
Fluorescence Imaging System no aumento de 100x. A) Planta 206, 40 univalentes B) Planta 298, 40 bivalentes
C) Planta 89, 36 univalentes e 2 bivalentes identificados com seta D) Plantas 89, associa¢cBes multivalentes
identificados por seta, 33 univalentes, 2 bivalentes e 1 trivalente.

Nos hibridos tetraploides, esperava-se observar a formacdo de quadrivalentes com o
pareamento entre as espécies, como foi observado nos diploides do mesmo cruzamento
(plantas 2 e 37). No entanto, apds o tratamento com colchicina obteve-se dois padrdes: perda

de homologia e predominancia de assinapses, evidenciado nas plantas 89, 206 e 298, e
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predominancia de pareamento entre 0s cromossomos homdlogos, observado na planta 77.
Sabe-se que a colchicina, sendo um agente antimitdtico, atua impedindo a polimerizacdo das
tubulinas e consequentemente a divisdao celular, o que leva a duplicacdo do genoma
(CAPERTA et al., 2006). Por ser um agente mutagénico, a colchicina pode ter sido
responsavel por mutacdes em genes reguladores do pareamento cromossémico,
impossibilitando assim a meiose regular. No trabalho de Aguilera et al. (2011) com o
cruzamento entre as espécies P. plicatulum x P. guenoarum, ambas tetraploides, observou-se
a formacdo de quadrivalentes e bivalentes. O comportamento observado por Aguilera et al.
(2011) foi identificado na planta 77, com a formagdo de ao menos um quadrivalente na fase
de pro-metafase e metéfase, e presenca de trivalentes e univalentes demonstrados na Figura 6.
Faz-se necessaria a compreensdo dos mecanismos envolvidos na divisdo celular meiética a

nivel gendmico para identificar a razdo das diferencas encontradas entre os hibridos.

Figura 6: Hibridos tetraploides - Plantas 77, pro-metafases e metafases com pareamentos multivalentes,
caracterizadas usando DAPI. Imagens observadas pelo programa Fluorescence Imaging System no aumento de
100x, escala = 5 pum. As associagOes quadrivalentes ocorreram em forma de anel e de ponta-a-ponta e estéo
identificadas pelas setas A-B) Quadrivalentes em forma de anel na pro-metéfase, C) Quadrivalentes de ponta a
ponta e em formato de anel, D) Quadrivalente em forma de anel na metafase.

A técnica utilizada para contagem cromossémica envolvendo o uso do DAPI
contribuiu para individualizacdo dos cromossomos de modo mais rapido e facil em

comparagdo ao método tradicional utilizando Carmim Acético. No entanto, para analise do
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comportamento meidtico, o uso de DAPI limitou, em alguns casos, a identificacdo das fases
da divisdo celular, visto que corava exclusivamente 0s cromossomos. Sendo assim, apos a
contagem foi feita a analise das fases da divisdo celular dos hibridos interespecificos com o
uso de carmim acético, tendo em vista que este corante se mostrou mais efetivo no contraste

fornecido, em comparagao ao DAPI.

5.2 Comportamento meidtico de hibridos tetraploides

Os hibridos tetraploides foram observados utilizando o carmim acético 1% para
identificacdo das fases da divisdo celular. A regularidade meidtica foi observada na planta 77,
descrita na Figura 7, com a formacdo de tétrades ao final da meiose Il. A viabilidade polinica
foi observada por Melaré, M. L (2022 — em fase de elaboracdo) em torno de 70%,
corroborando os resultados de meiose regular apresentados nesse trabalho. Entretanto, foram
observadas algumas irregularidades como cromossomos retardatarios nas fases de anéfase e
teléfase levando a formagdo de micronucleos nas tétrades de algumas células (Figura 8), além
de desbalancgo na divisdo dos cromossomos. As anormalidades meioticas observadas podem

ser a causa da formacao de gréos de pdlen invidveis ainda que em baixa frequéncia.
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Figura 7: meiose regular Planta 77 k- 7, células coradas com carmim acético, observada em aumento de 80X
pelo programa Axiovision. A-E) Meiose I, F-1) Meiose Il. A) pro-metéafase |; B) metafase | com 18 bivalentes e
1 quadrivalente em formagdo de placa metafasica; C) Anafase I, D) Telofase I, E) diacinese; F) pro-metafase Il;
G) metafase Il com a formagdo da placa metafasica; H) teléfase I1; 1) formagdo de tétrades;
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Figura 8: Irregularidades observada nas plantas 77, células coradas com carmim acético, observada em aumento
de 80X pelo programa Axiovision. A-B) cromossomos retardatarios na anafase I, C) migracdo precoce de
cromossomos e formagdo de placa irregular na metafase Il D-E) cromossomos retardatarios na telofase 11, F-H)

micronucleos nas tétrades e tétrades irregulares 1) poliade com células de tamanhos distintos

As plantas hibridas com baixa viabilidade de pélen apresentaram comportamento meiético
irregular. Foram observados problemas na diacinese resultando em células multinucleadas e
poliades demonstrados na figura 9. As anormalidades meiéticas evidenciaram que a falha no
pareamento cromossémico com a formacéo de univalentes pode ser devido a ndo formacao de
fibras do fuso visto que ndo houve segregacdo dos cromossomos nos polos. Acredita-se que a
acdo da colchicina pode ser uma das causas para a irregularidade meidtica, pois agentes
antimitoticos causam mixoploidia como observado na figura 7i). As plantas 77 e 89 que sdo
advindas do mesmo cruzamento, receberam o mesmo tratamento de colchicina, 0,5% de

colchinha por 1h, e resultaram em comportamentos meidticos muito divergentes, enquanto as
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plantas 206, com tratamento de colchicina na concentragdo 0,2% com DMSO 2% por 24hrs, e
298, com tratamento de colchicina na concentracdo de 0,1% com DMSO 2% por 24hrs, de
cruzamento reciproco, apresentaram irregularidades semelhantes. O trabalho de Rocha et al.
(2018) com Lolium multiflorum Lam, também pertencente a familia Poaceae, demonstrou
assincronia celular e formacdo de ceélulas binucleadas em tetraploides induzidos pelo
tratamento com colchicina semelhantes aos observados no trabalho em questdo. Além disso, a
planta 206 apresentou citomixia (Figura 9-D), fendmeno caracterizado por transferéncia
cromossémica por conexdes citoplasmaticas (GAUTAM & KUMAR, 2013). O trabalho de
Gautum & Kumar (2013) demonstrou citomixia em plantas tratadas com colchicina,
evidenciada em diferentes fases afetando a fertilidade do polen. Logo, € possivel que haja um
efeito da colchicina na alteracdo do comportamento meidtico e fertilidade dos hibridos
tetraploidizados, entretanto, maiores estudos para compreensdo da atuacdo da colchicina séo
necessarios, principalmente com maior quantidade de plantas para analise estatistica. Outra
hipotese relacionada as anormalidades observadas é a reorganizacdo nos nucleos pos-
poliploidizacdo. Uma vez que as espécies envolvidas no cruzamento podem apresentar
complementariedade genémica basica, evidenciado no pareamento nas plantas hibridas
diploides, a presenca de genes duplicados pode levar a possivel perda de DNA e inativacao de
sinais envolvidos na meiose (SCHIFINO-WITTMANN, 2004). As tabelas 4 e 5 sintetizam os
resultados encontrados a respeito da ploidia e comportamento mei6tico observado nos acessos

e hibridos de Paspalum L.

Figura 9: Irregularidades observada nas plantas 89, 206 e 298, células coradas com carmim acético, observada
em aumento de 80X pelo programa Axiovision. A) Planta 89 com desbalanceamento dos cromossomos em

anéfase I, B) Planta 206 com citomixia,
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Tabela 4. Ploidia e comportamento meiotico de acessos de espécies de Paspalum L.,

Acesso Espécie n°decélulas 2n  Pareamento Meiose

cromossémico
| 1

BGP 272 P. rojasii 10 20 10 bivalentes regular

BGP 380 P. lenticulare 10 20 10 bivalentes regular

BGP 281 P. compressifolium 10 20 10 bivalentes regular
10 a 13 univalentes;

BGP 149 P. rojasii 4 40  9al4bivalentes; irregular
1 a 3 trivalentes;

BGP 210 P. maritimum 10 40 20 bivalentes regular

BGP 289 P. malacophyllum 10 40 20 bivalentes regular

BGP 337 P. maritimum 10 40 20 bivalentes regular

BGP 401 P. conjugatum 4 40  8a 10 univalentes irregular
15 a 16 bivalentes

BGP 436 P. dilatatum 5 - - -

BGP 486 P. malacophyllum 10 40 - -

Tabela 5. Ploidia e comportamento mei6tico de plantas hibridos de Paspalum L.,
Planta Cruzamento n° de 2n Pareamento Meiose
hibrida células cromossdémico

PI. 2 BGP 380 x BGP 281 10 20 10 bivalentes regular

Pl. 37 BGP 380 x BGP 281 10 20 10 bivalentes regular

PL.77 h-8 BGP 281 x BGP 380 20 40 16 bivalentes regular
1 quadrivalente

Pl. 77 k-1 BGP 281 x BGP 380 20 40 16 bivalentes regular
1 quadrivalente

Pl. 77 k-7 BGP 281 x BGP 380 20 40 16 bivalentes regular
1 quadrivalente

Pl. 77 n-1 BGP 281 x BGP 380 20 40 16 bivalentes regular
1 quadrivalente

Pl.77n-10 BGP 281 x BGP 380 20 40 16 bivalentes regular
1 quadrivalente

Pl. 89 e-1 BGP 281 x BGP 380 20 40 38 a40 univalentes irregular
1 bivalente

Pl. 89 e-2 BGP 281 x BGP 380 20 40 38 a40 univalentes irregular
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PI.

P

PI.

PI.

PI.

PI.

PI.

89i-1

.89i-10

89 m-1

89 m-6

206

285

298

BGP 281 x BGP 380

BGP 281 x BGP 380

BGP 281 x BGP 380

BGP 281 x BGP 380

BGP 380 x BGP 281

BGP 272 x BGP 281

BGP 380 x BGP 281

20

20

20

20

20

10

20

40

40

40

40

40

20

40

1 bivalente

36 a 40 univalentes
2 bivalentes

33 a 40 univalentes
2 bivalentes

1 trivalente

40 univalentes

40 univalentes

40 univalentes

10 bivalentes

20 bivalentes

irregular

irregular

irregular
irregular
irregular
regular

Irregular
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho contribuem para confirmagéo e reviséo da ploidia e
comportamento meiotico de diferentes espécies e hibridos pertencentes ao género Paspalum.
Cinco acessos foram considerados tetraploides, sendo trés acessos com meiose regular. Todos
os hibridos interespecificos tetraploidizados artificialmente possuiram 40 cromossomos,
sendo um deles com meiose regular e os trés restantes com meiose irregular. A regularidade
meiotica observada nos acessos BGP 210, 337 e 289 € de grande interesse para uso nos
programas de melhoramento genético. O hibrido regular, sendo fértil, podera seguir no

programa de melhoramento.
7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados oriundos deste trabalho poderdo direcionar a selecdo das plantas hibridas e
acessos para uso em cruzamento dentro do programa de melhoramento. Além disso, para
maior compreensao a respeito dos mecanismos genéticos envolvidos na divisdo celular das
plantas hibridas, uma alternativa é o uso de técnicas de hibridizacdo fluorescente in situ para
investigar a origem parental dos cromossomos e sua influéncia nas irregularidades

observadas.
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