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Resumo

Brachiaria (Trin.) Griseb. € um género pertencente a familia Poaceae onde a apomixia e
sexualidade estdao presentes em varios acessos dentro de uma mesma espécie. Apomixia é um
modo de reproducao assexual onde a progénie gerada é geneticamente idéntica a planta mae. O
principal interesse na pesquisa em apomixia se deve a possibilidade de transferéncia desse
carater para hibridos e assim perpetuar genétipos de interesse. Além disso, o controle da
apomixia poderd auxiliar no aumento da variabilidade genética de plantas. Andlises citogenéticas
contribuirdo para analises filogenéticas e comparativas de cariétipos de plantas sexuais e
apomiticas. Além disso, o mapeamento fisico de genes em plantas por hibridizacao in situ por
fluorescéncia (FISH) é uma importante ferramenta, pois potencialmente permite a localizacao de
seqliéncias especificas em cromossomos. No futuro, FISH auxiliara a localizagcdo do apolocus da
apomixia em Brachiaria. O objetivo desse trabalho foi elaborar cariétipos de B. brizantha por
meio de estudos morfolégicos e localizacdo de genes de DNA ribossomal por FISH em
cromossomos metafasicos. O comprimento e posicao centromérica dos cromossomos foi
determinada em BRA-00274 (dipléide sexual) e BRA-00591 (tetrapléide apomitico) e comparados
com outros acessos dipléides e tetrapldides e sitios de DNAr por meio de FISH. Os resultados

corroboraram a hipdtese de origem alopolipléide de BRA-00591, cv. Marandu.
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Abstract

Brachiaria (Trin.) Griseb. is a genus belonging to the family Poaceae. In the genus, apomixis and
sexuality are present in many different accessions within the same species. Apomixis is an
asexual mode of reproduction that results in genetically identical progeny. The main interest in
apomixis research is the possibility of the transfer of this character to hybrids to perpetuate
interesting genotypes. Also, the knowledge on apomixis control can help to recover the genetic
variability of plants that reproduce by apomixis. Analyses of the mechanisms of apomixis are
conducted at Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), Brasilia-DF using
Brachiaria as a model. This includes as well cytogenetic studies. Cytogenetic studies including
the use of FISH (fluorescent in situ hybridization) will contribute to the better comprehension of
apomixis based on phylogenetic analysis and comparative caryotypes of sexual and apomictic
plants. Additionally, the physical mapping of genes by FISH is an important tool that potencially
allows the localization of specific DNA sequences within chromosomes without the need for
genetic polymorphisms and large segregating populations. In the future, FISH is expected to help
in the localization of the apomixis apolocus in Brachiaria. The aim of this work was to elaborate
the caryotypes of B. brizantha based on morphological data and localization of rDNA sites in
metaphase chromosomes. The lenght and centromere position of the chromosomes was
determined in BRA-00274 (diploid sexual) and BRA-00591 (tetraploid apomictic) and compared
to other diploid and sexual accessions of Brachiaria and rDNA sites were identified. The

presented data corroborate the hypothesis of the allopolyploid origin of BRA-00591.

Palavras-chave: graminea, citogenética, FISH, centrdbmero, cromossomos, apomixia.



Introducao

Brachiaria (Trin.) Griseb. é um género de forrageiras pertencente a familia Poaceae que possui
cerca de 100 espécies que ocorrem principalmente na Africa. Algumas espécies sdo
economicamente importantes em diversos paises tropicais (Renvoize et al. 1996) como, por
exemplo, o cultivar Marandu de B. brizantha e Basilisk de B. decumbens que ocupam
aproximadamente 98 milhdes de hectares de dreas de pastagem no Brasil (Valle & Milles 1992,
ANUALPEC 2004). Uma andlise do modo de reproducao de 14 espécies de Brachiaria reunidas
pelo CIAT — Centro Internacional de Agricultura Tropical, Colémbia e (verificar) realizada numa
colecao de 251 acessos indicou a ocorréncia de apomixia e sexualidade em varios acessos
dentro de uma mesma espécie, para varias espécies no género (Valle 1990). Apomixia é um
modo de reproducao assexual presente em mais de 300 espécies em 36 familias de
angiospermas, tais como Poaceae (Gramineae), Asteraceae (Compositae), Rosaceae e Rutaceae
(Hanna & Bashaw 1987). Neste modo de reproducao a producao de sementes vidveis independe
de fertilizacdo do gameta feminino, processo chamado de agamospermia. O embrido é formado
por meio do desenvolvimento autbnomo da oosfera e, conseqlientemente, a planta formada é
geneticamente idéntica a planta mae (Asker & Jerling 1992). Estudos sobre heranca da apomixia
em Brachiaria indicaram que o controle genético desse caréater esta ligado a um unico l6cus
dominante (Valle et al. 1994).

Existe um grande interesse na pesquisa em apomixia devido a perspectiva de, através da
biotecnologia, transferir esta caracteristica para gendétipos de interesse e assim perpetuar
hibridos, trazendo para o agricultor, a independéncia para multiplicacdao de sementes de hibridos
e a diminuicado da incidéncia de doencas transmitidas por virus em variedades multiplicadas por
estaquia. Por outro lado, o controle da apomixia permitiria o aumento da base genética de
diferentes espécies que se reproduzem exclusivamente por apomixia.

Analises citogenéticas em Brachiaria poderao contribuir para o entendimento da apomixia por
meio de comparacoes entre diferentes cariétipos, permitindo a identificacdo de regides
cromossOmicas associadas ao modo de reproducao, taxas de transmissao e recombinacao génica
nessas regioes. Estudos citogenéticos também auxiliam a interpretacao da evolucao da estrutura
cromossOmica em analises filogenéticas. Além disso, o mapeamento fisico de genes em plantas
por hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH) é uma importante ferramenta, pois
potencialmente permite a localizacao fisica no cromossomo de seqiiéncias especificas (revisto
por Schwarzacher, 2003) e em Brachiaria poderé facilitar a localizacdo do apolocus da apomixia
como ja anteriormente reallizado em Pennisetum squamulatum (Akiyama et al., 2004). Esse é de
especial interesse pois nao ha necessidade de grandes populacdes segregantes e nem de
polimorfismos genéticos como se faz necessario para mapeamentos genéticos.

No género Brachiaria, estudos citogenéticos sugerem o nimero basico de cromossomos igual a

nove (Basapa et al. 1987, Dujardin 1979, Thompson & Estes 1986, Christopher & Abrahan



1976, Valle & Savidan 1996). Na espécie, brizantha (A. Rich.) Stapf, (Valle & Savidan 1996),
em uma colecao de 251 acessos, apenas um foi caracterizado como dipléide (2n = 2x = 18)
sexual, BRA002747 (Carnahan & Hill 1958, Valle & Glienke 1991). Os demais séo polipléides,
sendo tetrapldides na maioria (2n = 4x = 36) (Valle & Savidan 1996). Esses estudos em B.
brizantha e em outras espécies sugeriram relacao entre o nivel de ploidia e o modo de reproducao
no género: diploidia e sexualidade, poliploidia e apomixia. Mais recentemente, ideogramas de
acessos dipléides e polipldides de cinco espécies de Brachiaria foram confeccionados (Bernine &
Marin-Morales 2001) e irregularidades meidticas foram observadas em acessos tetraploides e em
hibridos (Valle et al. 1987, Valle & Savidan 1996; Mendes-Bonato et al. 2002, 2005, 2006).

O objetivo desse trabalho foi elaborar os cariétipos do acesso dipldide sexual BRA-002747 e
tetrapléide apomitico BRA-00591 de B. brizantha por meio da avaliacdo da posicao centromérica,
comprimento de cromossomos e localizacdo de genes de DNA ribossomal por FISH em
cromossomos metafasicos. Os caridtipos foram confeccionados e os resultados mostraram a
relacao entre comprimento e posicdao centromérica dos cromossomos desses acessos
comparados com outros acessos dipléides e tetrapldides do género e a relagado da localizacao de
sitios de DNA ribossomal por meio de FISH entre os acessos estudados. Os resultados

corroboraram a hipétese de origem alopolipléide de BRA-00591.

Material e métodos

Material vegetal
Plantas de B. brizantha acesso dipléide (2n = 2x = 18) sexual, BRA-002747 e acesso
tetrapléide (2n = 4x = 36), apomitico BRA-000591 (cv. Marandu) mantidas em casa de

vegetacdao na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF.

Coleta de amostras

Extremidades de meristemas radiculares jovens com aproximadamente 2 mm de comprimento
foram coletadas de plantas as 08h30min e incubadas em solucao de 8-hidroxiquinoleina 0,002M
por 1h a temperatura ambiente e posteriormente a 4°C por 1h. Amostras foram lavadas em agua
destilada, incubadas em solucao fixadora Carnoy (acido acético: etanol absoluto, 3:1, v/v) recém
preparada por 1h a temperatura ambiente, posteriormente a 4°C por 24h e armazenadas em

etanol 70% a 4°C.

Preparacao de amostras em ldminas histolégicas e selecdao de ldminas
As extremidades de meristemas radiculares jovens foram lavadas em tampao citrato (de sédio
0,01 M, pH 4,8 por 30 min e incubados neste mesmo tampéao contendo 11,9% de pectinase

(Sigma P2401 de Rhyzopus sp.) e 7% de celulase (Sigma C1184 de Aspergillus niger) a 37°C



por 2h. Apds hidrdlise enzimatica da parede celular vegetal, as raizes foram incubadas no mesmo
tampao por 30 min e individualmente transferidas para as laminas histolégicas limpas. A limpeza
foi realizada pela imersao de laminas histolégicas novas em acido créomico por 12h, lavadas em
agua destilada, incubadas em éalcool 70% durante 40 min e secas em fluxo laminar. Os
fragmentos radiculares tiveram seus meristemas isolados em uma gota de acido acético 45%,
com auxilio de agulha, bisturi e pinca sob microscépio estereoscépico Zeiss SV16. Uma laminula
foi colocada sobre os fragmentos e as células espalhadas por leves pressdes sobre a laminula.
Laminulas foram retiradas por meio de imersao rapida em nitrogénio liquido e as laminas com as
células hidrolisadas foram secas ao ar livre e armazenadas a 4°C. A selegcado de laminas contendo
cromossomos metafasicos foi feita sob microscopia de fase em Microscépio Zeiss Axiskope.
Laminas contendo pelo menos cinco células metafasicas, com espalhamento adequado dos

cromossomos e poucos restos citoplasmaticos foram selecionadas.

Anadélises morfoldgicas

Apo6s tratamento por Feulgen, as extremidades de meristemas radiculares jovens foram
incubadas em solucédo de carmim acético a 45%. Dezoito imagens de células metaféasicas de B.
brizantha coradas com Feulgen (Feulgen & Rosemberg 1924) foram selecionadas e utilizadas
para andlises cariotipicas, sendo nove para cada acesso. Outras foram coradas com DAPI (4'-6'-
diamidino-2-fenilindol), um corante A-T especifico que fluoresce na cor azul quando excitado com
luz ultravioleta. As laminas foram incubadas em agua por 30 min, em tampao Mcllvaine pH 7
por 30 min e os cromossomos corados com 50 ul de DAPI por 30 min em ambiente escuro.
Novamente foram lavadas em tampao Mcllvaine, secas e armazenadas em ambiente escuro por
trés dias, a temperatura ambiente. As laminas foram, em seguida, montadas em tampao
Mcllvaine pH 7,0 e analisadas sob microscopia de fluorescéncia com auxilio de um microscépio
Zeiss Axiophot. Laminas tratadas com DAPI foram observadas com o filtro de fluorescéncia Zeiss
n° 1 (excitacdo BP 365/12 e emissao LP 397).

As micrografias foram digitalizadas (600 dpi, tons de cinza), transferidas para o Microsoft Adobe

Photoshop 7.0 para recorte, montagem e anélises.

Medicdo do comprimento dos cromossomos
O comprimento de cada cromossomo foi medido nas nove micrografias das células de cada

acesso, utilizando uma ocular micrométrica sob microscépio estereoscépico Zeiss SV16. A média

do comprimento (X ) de cada par de cromossomos homélogos foi calculada pela férmula

> X

X= W onde x representa a coluna correspondente a um dos cromossomos do par e suas

diversas medidas nas nove células e N o nimero de medicdes feitas. O desvio padrao foi

12
calculado baseado em dados avulsos, utilizando a férmula: ¢ = T , onde o representa o



desvio padrdo, x’ a média ou valor individual (x) e N é o nimero total de medidas. A posicao do

centromero foi determinada e a razdo do comprimento dos bracos cromossdmicos de cada par de

cromossomos homdlogos foi calculada pela férmula: I = b_ , onde r é a razao a ser calculada, b/
C

e bc os comprimentos dos bracos longos e curtos, respectivamente.

O pareamento dos cromossomos homdlogos foi feito de acordo com o comprimento médio dos

pares homélogos, da posicao centromérica e presenca de satélites. Os pares de cromossomos

homélogos foram organizados em ordem decrescente e comprimento e numerados com

algarismos romanos em conformidade com aqueles apresentados para ao género por Bernini e

Marin-Morales (2001).

FISH

As sondas utilizadas na hibridizacao in situ foram sintetizadas a partir dos plasmideos pTa71
contendo genes de DNA ribossomal 18S-5.8S-25S de Triticum aestivum (Gerlach & Bedbrook,
1979) e pTA794, contendo a seqliéncia completa do gene de DNAr 5S de 7. aestivum (Gerlach
& Dyer, 1980). As sondas foram marcadas com digoxigenina-11-dUTP (pTA794) e biotina-11-
dUTP (pTA71) por “kits de random primed labeling” (Roche). O protocolo de hibridizacao,
lavagem e deteccao foram adaptados a partir de Schwarzacher & Heslop-Harrison (2000).
Laminas selecionadas com qualidade para FISH contendo cromossomos metafasicos completos e
bem espalhados foram submetidas a pré-tratamentos incluindo RNase A (100 ug/ml), pepsina (10
ug/ml) para remocéao de citoplasma restante, e o material fixado em solucdo contendo
paraformaldeido 4%. Entre as etapas de incubacao, as laminas foram lavadas duas vezes com
tampdo SSC 2x e finalmente desidratadas em série crescente de etanol 70%, 90% e etanol
absoluto. A solucao de hibridizacao contendo as duas sondas de DNAr (3,75 ng/ul de cada),
formamida 50% (v/v), SSC 2x, sulfato de dextran 10% (p/v), DNA de esperma de salmao (25
ng/ul), EDTA 125 mM, SDS e 0,125% (p/v) foi aquecida a 85°C por 10 min para desnaturar o
DNA. Foram adicionados 40 ul da solucao de hibridizacdo em cada Iamina e foram recobertas
com laminula plastica. As laminas foram aquecidas a 80°C por 10 min em uma camara Uumida
flutuando em um banho aquecedor, e posteriormente a cdmara foi resfriada a 37° C e as laminas
incubadas por 16 h. Lavagens pds-hibridizacdo foram feitas em uma solucao contendo SSC 0,1x
e formamida 20% (v/v) a 40°C elevando a estrigéncia para 81%. Para deteccdo imunolégica, as
laminas foram inicialmente pré-tratadas em tampéo de bloqueio (SSC4x, Tween 20° 0,2% (v/v)
contendo albumina de soro bovino (BSA) 5% a 37°C em camara umida por 30 min. Em seguida,
as laminas foram tratadas com solucdo de deteccao contendo anticorpo anti-digoxigenina de
cabra (2 ug/ml) conjugado com fluoresceina (Roche) e com Streptavidina conjugada com Cy3
(3.33 ug/ml) (Rockland). Apds 1h de incubacao a 37°C, as laminas foram lavadas em tampao de
detecao trés vezes a 42°C. O sinal da fluoresceina foi amplificado apds etapa de bloqueio,

utilizando tampao de deteccao contendo soro normal de coelho 5% com anticorpo anti-cabra



conjugado com fluoresceina produzido em coelho (Vector) diluido em soro normal de coelho

(20ug/ml). Apods lavagens finais em tampéo, os cromossomos foram contra-corados DAPI (2
ug/ml). Para evitar desvanecimento, as laminas foram montadas com a solucdo Vectashield®

(Vector) e mantidas em condicdo escura a 4°C.

Observacéo e fotodocumentacédo de FISH

As laminas foram observadas no microscépio epifluorescente Axiophot Zeiss utilizando filtros
adequados. Fotomicrografias foram obtidas em negativos coloridos Kodak Super ISO 400,

digitalizadas e editadas com Microsoft” Adobe Photoshop 7.0 para anélises.

ldeogramas
O ideograma de cada acesso foi montado esquematicamente, baseado no comprimento dos

cromossomos, na posicao dos centromeros e na posicao dos genes de DNA ribossomal.
Resultados

Os ideogramas de BRA-002747 e BRA-000591 montados resumem os dados aqui apresentados
mostrando esquematicamente o tamanho dos bracos dos cromossomos de cada par, posicao de
centrdmero e a posicdo dos genes de DNA ribossomal 5S e 18S-26S (Fig. 1). As andlises
confirmaram o nimero de cromossomos 2n = 2x = 18 e 2n = 4x = 36 em BRA0O02747 e
BRAOO0O591, respectivamente, com nimero basico x = 9 (Fig. 1). BRA-002747 apresentou seu
menor par de cromossomos (IX) com 2,4 yum e o maior par (I) com 5,15 ym. Foram encontrados
cinco pares de cromossomos submedianos, trés medianos e um subterminal (Fig. 2). A razao
entre braco longo e curto foi de 4,13 para o par |, sendo este o Unico par de cromossomos

subterminal e de 1,38 para o par IX, o menor par de cromossomos. Este acesso apresentou o par
V com desvio padrdo do comprimento dos cromossomos € relativamente baixo em

comparacao aos demais pares. Resultados estao apresentados na Tabela |. Em BRA-00591, os
comprimentos médios dos pares de cromossomos homélogos eram de 5,6 e 2,2 ym e variacao
de 3,5 um entre o maior e menor par de cromossomos. Quase todos 0s seus Cromossomos
mostraram-se medianos, exceto o par XIV classificado como submediano (Fig. 2). Este acesso
apresentou desvios padrao dos comprimentos cromossémicos elevados, desde o par | até o XIll,
e somente a partir do par X1V, valores menores foram observados. Resultados estao
apresentados na Tabela Il.

Um par de cromossomos satélites foi identificado no par VIIl de BRA-002747 e outro em BRA-
000591 (Fig. 1). A presenca de satélites (par VIIl) em BRA-002747 foi corroborada com FISH
utilizando a sonda 18S-26S. Os sinais evidentes estdo localizados em loci de regidao organizadora
do nucléolo (NOR), que possuem uma grande quantidade de unidades de genes RNA ribosomais

18S-5.8S-26S organizadas em tandem (Flavell and O’'Dell 1979). (Fig. 3b). Em BRA-000591, a



sonda 18S-26S hibridizou com um par de satélites e com a regido telomérica de outro par de

cromossomos (Fig. 4c, 5b). O sinal evidente aqui também presente corresponde a regido NOR
em satélite. Este satélite foi detectado com uso de DAPI (Fig. ba), enquanto sitios de DNAr 5S
foram evidenciados em regiao intersticial de um par de cromossomos no acesso BRA-002747

(Fig. 3b) e em trés pares no acesso BRA-000591 (Fig. 4b, 4d).

Discussao

Os dois acessos estudados confirmaram o nimero béasico x = 9, comum no género Brachiaria.
Andlises prévias na tribo Paniceae registraram x = 7, 8 e 10, no entanto, os mais comuns sao 9
e 7 (Davidse & Pohl 1972, Dujardin 1979, Basapa et al. 1987, Christopher & Abrahan 1976). Os
cromossomos de BRA-00591 mostraram razao dos bracos dos cromossomos bem semelhantes
entre si, o que sugere estabilidade estrutural. Analises indicaram similaridade entre esse acesso
com outros tetrapléides descritos por Bernini e Marin-Morales (2001) em relacao a posicao dos
centrdmeros - mediano. Entretanto, o acesso tetrapléide aqui descrito possui cromossomos bem
mais longos do que aqueles caracterizados para os outros acessos de B. brizantha. Ja os
cromossomos de BRA-002747, do tipo submediano diferem daqueles presentes em outros
acessos dipléides com centrobmeros medianos e bem mais curtos (Bernini e Marin—Morales
2001). Esses resultados sugerem que os dois acessos analisados apresentam uma distancia
filogenética com aqueles analisados anteriormente ou ainda, sugerem a ocorréncia de possiveis
alteracdes estruturais durante a evolugcao desses acessos.

Tanto BRA-002747 como acesso de B. ruziziensis R134 dipléide sexual (Bernini e Marin-Morales
2001) apresentam cromossomos satélites no par VIII. A presenca de satélites em posicoes e
cromossomos semelhantes, como observado nesses acessos, pode indicar a conservacao de
porcoes de material genético ao longo da diferenciacao de espécies.

A relacao observada no comprimento de cromossomos de BRA-002747 e BRA-00591 (o
comprimento do par | do acesso dipléide é similar aos dos pares | e || do acesso tetrapléide e a
mesma relacdo pode ser encontrada para os demais pares de cromossomos) poderia sugerir que
esse acesso tetrapléide seria oriundo de um evento de autoduplicacdo do acesso dipldide.
Entretanto, durante andlises do comportamento meiético de BRA-000591 foi observada uma
baixa freqiiéncia de associacao de multivalentes, sugerindo que BRA-0O0591 apresente
alopoliploidia segmental (Mendes Bonato et al. 2002). De fato, a diferenca na posicao
centromérica indicada neste estudo confirma que o acesso tetrapldide dificilmente seria um
autopolipléide de BRA-002747. Mas a presenca de apenas um par do DNAr 5S em BRA-002747
e de trés pares em BRA-000591 corrobora definitivamente a hip6tese de origem alopolipléide de
BRA-00591, visto que o nimero de genes 5S de DNAr deveria ser o dobro em um autopolipléide.

Esse estudo é o primeiro relato da aplicacdo da técnica de FISH com sucesso em Brachiaria.



Esses resultados facilitardao futuros experimentos para mapear fisicamente seqiiéncias de DNA

associadas a apomixia.

Referéncias

AKIYAMA, Y., CONNER, J.A., GOEL, S., MORISHIGE, D.T., MULLET, J.E.,
HANNA, W.W. & OZIAS-AKINS, P. High-resolution physical mapping in
Pinnisetum squamulatum reveals extensive chromosomal heteromorphism of the
genomic region associated with apomixes. Plant Physiology, 134: 1733-1741

ANUALPEC 2004. Anudrio de pecuéria brasileira. Sao Paulo: Argos Comunicacao
FNP, 376p. 2004.

ASKER, S.E., JERLING, L. Apomixis in Plants. Boca Raton, Florida, USA, CRC
press, inc. 1992.

BASAPPA G.P., MUNIYAMMA M., CHINNAPPA C.C. An investigation of
chromosome numbers in the genus Brachiaria (Poaceae:Paniceae) in relation to
morphology and taxonomy. Canadian Journal of Botany: 65 2297-2309. 1987.

BERNINI, C., MARIN-MORALES, M.A. Karyotipe analisis in Brachiaria (Poaceae)
especies. Cytobios, 104: 157-171. 2001.

CARNAHAN, H.L., HILL H.D. Apomixis in the Gramineae: Panicoideae. American
Journal of Botany 54: 253-253. 1961.

CHRISTOPHER J., ABRAHAN A. Studies on the cytology and phylogeny of south
Indian grasses. lll. Subfamily V, Panicoidea; tribe (i) the Paniceae. Cytologia: 41
621-637. 1976.

DAVIDSE G., POHL R.W. Chromossome numbers, meiotic behavior, and notes
on somes grasses from Central America and the West Indies. Canadian Journal
of Botany 47 1-2: 44-55. 1972.

DUJARDIN M. Additional chromosome numbers and meiotic behavior in tropical
African grasses from western Zaire. Canadian Journal of Botany: 57, 864-876.
1979.

FEULGEN, R., & ROSEMBERG, E., (1924) apud BECAK, W. & PAULETE, J.
Técnicas de citologia e histologia. Ed. Livros técnicos e cientificos S.A. 1976.

FLAVELL, R. B., O'DELL, M. The genetic control of nucleolus formation in
wheat. Chromosoma 71: 135-152. 1979.

GERLACH, W.L. and BEDBROOK, J.R. Cloning and characterization of ribosomal
RNA genes from wheat and barley. Nucleic Acids Research 7: 1869-1885.
1979.



GERLACH, W.L. and DYER, T.A. Sequence organization of the repeating units in
the nucleus of wheat which contains 5S rRNA genes. Nucleic Acids Research 8:
4851-4865. 1980.

HANNA, W.W., BASHAW, E.C. Apomixis: its identification and use in plant
breeding. Crop Science: 27, 1136-1139. 1987.

MENDES-BONATO, A.B., PAGLIARINI, M.S., FORLI, F., VALLE C.B. &
PENTEADO M.I1.0. 2002. Chromosome numbers and microsporogenesis in
Brachiaria brizantha (Gramineae). Euphytica: 125, 419-425.

MENDES-BONATO AB; PAGLIARINI MS; VALLE CB. Meiotic behavior in
interspecific hybrids between Brachiaria ruziziensis and Brachiaria brizantha
(Poaceae). Euphytica, v. 145, p.155-159. 2005.

MENDES-BONATO, A.B.; PAGLIARINI, M.S.; VALLE, C.B. do. Analysis of
genomic affinity between Brachiaria ruziziensis and B. brizantha through meiotic
behavior. Australian Journal of Botany, (submetido). 2006.

RENVOIZE S.A., CLAYTON W.D.& KABUYE C.H.S. Morphology, Taxonomy and
Natural Distribution of Brachiaria (Trin.) Griseb. In: MILES, J.W., MAASS. B.L. &
VALLE, C.B.DO (eds). Brachiaria: Biology, Agronomy, and Improvement. Centro
Internacional de Agricultura Tropical - CIAT/Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria - EMBRAPA. CIAT Publication N° 259. 1996. pp-16-42.

SCHWARZACHER, T. DNA, chromosomes, and in situ hybridization. Genome:
46, 953-962. 2003

SCHWARZACHER, T. and HESLOP-HARRISON, J.S. Practical in situ
Hybridization. Springer-Verlag, New York. 2000

SCHWEIZER, D. Reverse fluorescence chromosome banding with chromomycin
and DAPI. Chromossoma, 58: 307-324. 1976.

THOMPSON R. A. ,ESTES J. R. Anthecical and foliar micromorphology and foliar
anatomy of Brachiaria (Poaceae: Paniceae). American Journal of Botany: 3, 398-
408. 1986.

VALLE, C.B. DO. Colecao de germoplasma de espécies de Brachiaria no CIAT:
estudos basicos visando ao melhoramento genético. Campo Grande. Embrapa —
CNPGC. Documentos, 46. Campo Grande, Brasil. 1990.

VALLE, C.B. DO, GLIENKE, C. New sexual accessions in Brachiaria. Apomixis
Newsletter: 3, 11-13. 1991.

VALLE, C. B. DO, MILES J.W. Breeding of apomitic especies. Apomixis News
Letter: 5, 37-47. 1992,



VALLE, C. B. D., GLIENKE, C.; LEGUISAMON, G. O. C. Inheritance of apomixis
in Brachiaria a tropical forage grass. Apomixis Newsletter 7, 42-43 1994,

VALLE, C.B. DO. & SAVIDAN, Y. Genetics, Cytogenetics and Reproductive
Biology of Brachiaria. In: Brachiaria: Biology, Agronomy and Improvement.
Centro Internacional de Agricultura Tropical-CIAT/Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria — Embrapa. CIAT Publication N° 259. 1996.

VALLE, C.B. DO, SINGH R.l. & MILLER D.A. Pachytenes chromosomes of
Brachiaria ruziziensis Ger. Et Evrard. Plant Breeding v.78, pp 75-78. 1987.

- I
.~ ~
a Wy _

PRI e,
S EERE | [0 0000000000=0=
NS

Figura 1: Fotomicrografias de cromossosmos mitoticos tratados com
Feulgen e carmim acético e seus respectivos ideogramas. a) acesso dipléide
sexual, BRA-002747. b) acesso tetrapldide apomitico, BRA-000591.
Observe a presenca de cromossomos satélites e a localizacédo de sitios de
DNAr 5S (verde) e 18-25S (vermelho) detectados por FISH. Barras das

figuras: 60 um. Barras dos ideogramas: 2 pm.
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Figura 2: Fotomicrografias de cromossosmos mitoticos
tratados com Feulgen e carmim acético. a,b) acesso
dipléide sexual, BRA-002747. c,d) acesso tetrapl6ide
apomitico, BRA-000591.




Figuras 3- 5: Hibridizagéo in
situ por fluorescéncia (FISH)
em cromossomos de B.
brizantha. (3) BRA-002747.
3a) coloracdo DAPI; 3b)
apos dupla hibridizacdo
mostrando dois sitios de
DNAr 5S (verde, setas) e
dois sitios principais no
satélite (vermelho, cabeca
de seta) apoOs hibridizacao
com 18S-26S. (4-5) BRA-
000591. 4a, 5a) coloracédo
DAPI; 4b, 4d) seis sitios de
DNAr 5S; 4c, 5b) Quatro
principais sitios de DNAr
18S-26S. 5b) hibridizacéo
da sonda pTa7l com o par
de cromossomos satélites
(cabecas de seta) e com a
regido telomérica de outro
par de Cromossomos
(setas). Barras =5 um.




Tabela 1 Comprimento em micrémetros dos cromossomos de nove células mitéticas obtidas de fragmentos de meristema jovem caulinar de plantas de B. brizantha, acesso dipléide sexual BRA002747

(2n = 2x = 18), mostrando a média (X ), desvio padrédo (O ) das medidas, média do comprimento do par de cromossomos homdélogos (um), razdo entre braco longo e curto de cada par de
cromossomos e a posicdo do centrdmero no par.

P Gl | I I Y v VI il Vil IX
Cromossomos
Células 1 2 | 1 2 | 1 2 | 1 2 | 1 2 | 1 2 | 1 2 | 1 2 | 1 2
1/60|60|58|55|57|57|55|55|51|51|41]|41|38/|38|37]|37]|34]|3,3
2 48|48 |47 |47 |47 |47 |41|41|38|38|36|35|35/|35|34]33|29]|26
3 51|51 (51|51 |47|47|45|45]|39|39]|36|36]|35|35)|33|33)|26]|24
4 55|55 |55|55|49|49 |45 |45 |41 |38]|37|37]|34/|34|30|28)|26]24
5 46 |45 | 43|41 |41 |41|41|38|36|34|26|25|26]|24[22|2219]|1,7
6 53|53 |42 |42|41|39|38|36|38[35|35]35]|32]|26)|26]|26]20]20
7 4441|4141 |38|38|35|35|35|32/30/(30/29|29/|26]|25]|23]23
8 58 |58|51|51|52|51|46|46]|41]|41]|36]|36|34/[32|33|30]|27]24
9 55|52 |46 |46|43|43|43|43(39|39|36|36/|36/|36]32]|30]24]|2,2
X 5,20 |5,10|4,80|4,70|4,60 | 4,50 | 4,30 |4,20|3,90|3,80|3,40|3,40|3,30(3,20|3,00|2,90 | 2,50 | 2,30
o 0,44 10,46 |0,44|0,53|0,46|0,58|0,53|0,58|0,20|0,27|0,41|0,34|0,31 (0,45 |0,45|0,43|0,43|0,41
X do par 5,15 4,75 4,55 4,25 3,85 3,40 3,25 2,95 2,40
Razao entre 4,13 1,87 2,33 2,00 1,11 1,96 2,50 1,02 1,38
bracos
Posicao do
N st sm sm sm m sm sm m M
centromero

m: mediano; sm: submediano; st: subterminal



Tabela 2: Comprimento em micrometros dos cromossomos de nove células mitéticas obtidas de fragmentos de meristema jovem caulinar de plantas de B. brizantha, acesso tetrapléide apomitico, BRAOO0591

(2n =

4x = 36), mostrando a média (X ), desvio padrdo (O ) das medidas, média do comprimento do par de cromossomos homdlogos, razdo entre braco longo e curto de cada par de cromossomos € a
posicdo do centrOmero no par.

cromos:(?r:qu I I 1 v v Vi Vi Vil IX X Xl Xl Xl XIV XV XVI XVII XV
1212121212122 ]2|1]2|1]2|1]|2|1]2]1|2]1|z2]1|2]1|2|1]2]1]2
Células
1 ND | ND | 39 | 37|34 |34|34[33|34/[32|31(30|30|29|30|290/|29|28/|28|27|25|25/|25|25/|26|25|24/|23|23|23|23/|23|20/20]20]|19
2 42 | 41 | 41| 40 | 39 |38 |37 |36 |35|35|34 323232313029/ 29|29/|29|27|26|26/|26/|25|25/|25|25/|26|23|23|23|22]22]20]20
3 55 |53 | 51| 48 |47 | 46| 46 | 46 | 44 | 44| 43 | 41|37 35|34 |33 |35|33|37 (333231323131 |30]30|30]|28|25]|23|23|23]22]23]22
4 63 | 62 |61|59|59|55|55|52|54/|52]|52]|51|47 |47 |46 |45 |46 | 46| 43| 40| 41|39 |41 |37 | 4038343333 |33|33|32]|27]|26]|25]|23
5 59 |ND | 56 |53 |53 5253|5249 |47 |48 | 45| 45| 44|35 |32 |30]33|31|30|30/[30|31]29]29|28/28|27|28|27]|29|25/|23]23]22]21
6 58 | 57 | 56|53 |55|55|53|53]|53|53]|50|48]|48]| 46|46 | 44| 41|41 | 41|39 |37 |37 |38|35/[36|33|34|24/[30|30]|27|27|26]25]22]|19
7 60 | 60 | 60 | 58|53 |53 |53 |50|51|51|48]|44/| 45| 43|45 |42 |41 | 41| 41|40 40|39 |39 |36 |36 |33|34|32|33|33|32|31]26/|25|ND]|ND
8 61|61 | 60|59 |58 |55|58)|55]|55)|54/|55|52|50|47)| 48|43 | 47|47 | 46|46 |45/| 39|41 |39 |39 39|38 |ND|36|34]|33|32]30]29]24]21
9 62 |ND | 58 | 55|48 |ND |46 | 46 | 44 | 43| 43 | 40|38 |38 |38 |36|38 /36|37 |37 |37|nND|36]35/[32|380]31|25/|30|29]|27|25/|26]24]24]23
X 570 | 550 | 530 | 510 | 4,90 | 4,80 | 4,80 | 470 | 4,60 | 4,50 | 4,40 | 4,20 | 4,20 | 4,00 | 3,80 | 3,70 | 3,70 | 3,70 | 3,70 | 3,50 | 3,00 | 3,30 | 340 | 3,20 | 3,20 | 3,10 | 3,00 | 2,70 | 290 | 2,80 | 2,70 | 2,60 | 2.40 | 2,40 | 2,10 | 2,10
o 063|072 |078|076 | 080|078 |078| 072|074 075|073 |072]|068| 064061068063 06806305 |070]|055]050]044]|051|047 044039038 |040]|040|037 020|024 /022|015
X o oar 5,60 5,20 4,85 4,75 4,55 4,30 4,05 3,75 3,70 3,60 3,30 3,30 3,15 2,95 2,85 2,65 2,40 2,10
Ra;f;’;rs‘"e 1,60 1,00 1,97 1,25 1,21 1,56 1,65 1,25 1,66 1,70 1,00 1,03 1,06 1,77 1,03 1,00 1,36 1,00
s:rftir%énig‘g m m m m m m m m m m m m m m m m m

ND: ndo determinado; m: mediano; sm:

submediano




