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Apresentacao

O Brasil é o maior produtor mundial de leite e carne a pasto, com um rebanho de aproximadamente 170
milhdes de cabecas bovinas, explorando 180 milhdes de hectares de pastagens. Cerca de 100 milhdes de
hectares sdo ocupados por forrageiras cultivadas e o restante constituido de pastagens naturais compostas
por espécies nativas ou naturalizadas. Mesmo assim, o melhoramento de espécies forrageiras ndo se encon-
tra no mesmo nivel de conhecimento do melhoramento genético da maioria das outras culturas, tais como
cereais, espécies florestais e hortalicas. Enquanto para essas culturas os incrementos proporcionados pelo
melhoramento sdo inquestionaveis e reconhecidos por todos como de suma importancia para o aumento de
produtividade e qualidade das lavouras, sustentando o crescimento da populacdo mundial, para as forrageiras
a situacao é diferente. No Brasil, especialmente, os investimentos em melhoramento de forrageiras sdo escas-
S0s e inversamente proporcionais a importancia que essas espécies representam para o pais. Considerando-se
as principais culturas, incluindo oleaginosas, cereais, cana e algodao, sdo explorados anualmente no Brasil
aproximadamente 55 milhdes de hectares. Por outro lado, a drea de pastagens do pais é da ordem de 180
milhdes de hectares. A obtencao e adocao de cultivares forrageiras melhoradas, com maior produtividade e
qualidade da forragem apresentam, portanto, imenso potencial de contribuicdo na producao de alimentos e
geracao de renda e empregos para o pais. Para que o melhoramento de forrageiras possa contribuir de forma
mais efetiva e em menor espaco de tempo, todas as ferramentas utilizadas para o melhoramento das demais
culturas podem e devem ser incorporadas aos programas de melhoramento das diferentes espécies trabalha-
das. A citogenética, particularmente, tem grande potencial de contribuicdo para o melhoramento de forragei-
ras tropicais no Brasil.

Neste contexto, o Laboratério de Citogenética da Universidade Federal de Lavras desenvolve uma parceria
com unidades da Embrapa a mais de duas décadas, visando a aplicacao das metodologias citogenéticas no
melhoramento de espécies forrageiras, entre outras. Entre as espécies estudadas encontram-se aquelas per-
tencentes aos géneros Pennisetum, Brachiaria, Lolium e Cynodon. Durante esse periodo foram caracterizados
bancos de germoplasmas, desenvolvidos hibridos, obtidos poliploides sintéticos, indicado a afinidade gené-
mica entre parentais e, mais recentemente, o comportamento cromossémico dos gendtipos de interesse tem
sido avaliado por meio de citogenética molecular.

O envolvimento de novos pesquisadores e estudantes, aliado ao nimero expressivo de publicacdes e informa-
cOes geradas criaram o cenario ideal para a realizacao de um férum de discussao, cujo objetivo foi avaliar o
estado atual das pesquisas e formular novas propostas visando dar subsidios para a tomada de decisdes que
atendam a demanda tanto pelo desenvolvimento de novas cultivares forrageiras como pelo entendimento das
relacbes gendmicas e evolutivas existentes entre as espécie desses géneros. Durante o Workshop reuniram-
-se 0s pesquisadores das instituicoes parceiras (UFLA, Embrapa Gado de Leite e Embrapa Clima Temperado)
e estudantes que participam das equipes de pesquisa, além de professores e estudantes da UFLA.
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CapriTuLo 1
Recursos Genéticos de Pennisetum

Juarez Campolina Machado
Antonio Vander Pereira
Francisco José da Silva Lédo
Mauricio Marini Képp

1.1. Resumo

O género Pennisetum é um dos mais importantes da familia Poaceae, subfamilia Panicoideae e tribo Paniceae.
Possui aproximadamente 140 espécies que sao utilizadas para alimentacdao animal suplementar e/ou pastejo,
producao de graos, uso ornamental e atualmente estdo sendo avaliadas para utilizacdo como fonte de bio-
massa energética. O centro de diversidade das espécies dos pools génicos primarios e secundarios do género
é a Africa Sub-saariana, sendo que algumas espécies do Poo/ génico terciario tém como centro de diversidade
a América do Sul, Caribe, Sudeste Asiatico e Oceania. A espécie de maior importancia econémica do género
é o milheto (Pennisetum glaucum), sendo o capim-elefante (Pennisetum purpureum) representado no poo/ gé-
nico secundario. Pretende-se, apresentar resumidamente o estado da arte dos recursos genéticos do género
Pennisetum, além da situacao atual e os passos futuros do Banco Ativo de Germoplasma de Capim-elefante
(BAGCE) da Embrapa, que vem sendo mantido com a finalidade de conservacado, ampliacdo, valoracao e

uso da diversidade genética da espécie. O BAGCE possui 173 acessos, sendo: 101 acessos de Pennisetum
purpureum, 40 acessos de Pennisetum glaucum, 19 acessos de espécies do poo/ génico terciario do géne-

ro (Pennisetum spp.) e 13 racas cromossdmicas (hibridos interespecificos de P. purpureum x P. glaucum).
Destes, 114 acessos sao conservados na forma ex situ, cultivados a campo. Os acessos de P. glaucum e os
hibridos hexapléides sdo conservados em camara de conservacao de sementes. A ampliacao da variabilidade
genética vem sendo realizada por meio de coletas, introducao de outras instituicoes, intercambio formalizado
com instituicoes internacionais e obtencao de novos hibridos interespecificos. Até o momento, foram realiza-
das caracterizac6es morfolégica, agronémica, e molecular dos acessos do BAGCE. As caracterizacdes realiza-
das foram eficientes em discriminar os acessos e promover sua separacdo em grupos de relativa similaridade.
Pretende-se complementar as caracterizacoes e avaliacOes ja realizadas com avaliacdes fisiolégicas, respostas
a estresses bidtico e abidtico e potencial de utilizacdo para producao de biomassa energética, de forma a
aumentar a utilizacdo dos recursos genéticos no programa de melhoramento.

1.2. Introducao

O género Pennisetum é um dos mais importantes géneros da familia Poaceae, subfamilia Panicoideae e tribo
Paniceae (MARTEL et al., 2004). Possui aproximadamente 140 espécies (BRUNKEN, 1977) com ndmeros
cromossbémicos basicos de x = 5, 7, 8 ou 9 (JAUHAR, 1981) e niveis de ploidia variando de dipléide a octa-
pléide, habito reprodutivo sexual ou apomitico e ciclo de vida anual, bianual e perene.

Baseado em caracteristicas morfoldgicas, o género Pennisetum pode ser dividido em cinco secoes: Penicillaria,
Brevivalvula, Gymnothrix, Heterostachya e Pennisetum, contudo outras classificacdoes intergenéricas foram
também propostas por diferentes autores (BRUNKEN, 1977; CLAYTON e RENVOIZE, 1986).

A secao Pennicillaria inclui o milheto (Pennisetum glaucum ssp. glaucum), espécie de maior importancia eco-
némica do género, seu parente silvestre P. glaucum ssp. monodii, e o capim-elefante (Pennisetum purpureum)
(MARTEL et al., 1997; ROBERT et al., 2010).
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A secdao Gymnothrix apresenta ampla variabilidade. As espécies mais conhecidas desta secao sao P.
macrourum, P. mezianum, P. ramosum e P. hohenackeri. Na secao Pennisetum, P. villosum, P. setaceum e P.
clandestinum (capim quicuio) sdo as mais comuns (SCHMELZER, 1997 ROBERT et al., 2010).

A seccao Heterostachya compreende as espécies: P. squamulatum, P. orientale e P. tetrastachyum (syn. P.

schweinfurthii), enquanto a secao Brevivalvula compreende as espécies, P. pedicellatum, P. polystachion e P.
hordeoides (BRUNKEN, 1977; LEBRUN e STORK, 1995; SCHMELZER, 1997; ROBERT et al., 2010). As espé-
cies citadas representam a distribuicdao da variabilidade do género considerando suas secdes e pools génicos.

A classificacdo de Pennisetum em pools génicos baseia-se no nivel de isolamento reprodutivo da espécie culti-
vada de maior importancia econémica com os demais representantes do género e a capacidade de ocorréncia de
fluxo génico. Harlan (1975) divide as espécies de Pennisetum em trés conjuntos génicos (Tabela 1). Pennisetum
glaucum e suas subespécies sdo agrupadas em um conjunto génico primario, apresentando 2n=2x=14. O
conjunto génico secundario é composto pelas espécies Pennisetum purpureum e Pennisetum squamulatum,
com 2n=4x=28. O conjunto génico terciario é composto por espécies com nimeros cromossdmicos bdasicos
variados e inclui todas as outras espécies do género.

No poo/ génico primario, Pennisetum glaucum ssp. glaucum cruza facilmente com suas formas selvagens,
produzindo sementes férteis. As duas espécies do poo/ génico secundario também apresentam facilidade de
cruzamento com o milheto, porém os hibridos sao inférteis. As espécies do poo/ génico terciario tem forte
barreira reprodutiva com as demais espécies, o que impede o fluxo génico e a ocorréncia de hibridos desse
com os demais pools génicos (ROBERT et al., 2010).

Tabela 1. Definicdo dos Pools génicos no género Pennisetum.

Pool génico primario Pool génico secundario Pool génico terciario
P. glaucum P. purpureum ~ 140 outras espécies
P. glaucum subsp. monodii P. squamulatum

P. glaucum subsp. stenostachyum

Adaptado de Harlan e De Wet, 1971; Robert, 2010.

Os centros de diversidade de Pennisetum sao as regides tropicais e sub-tropicais do planeta, sobretudo na
Africa Sub-saariana, sendo que algumas espécies do poo/ génico terciario tém como centro de diversidade a
América do Sul, Caribe, Sudeste Asiatico e Oceania.

O género é caracterizado principalmente por sua inflorescéncia: do tipo panicula, em formato de espiga, com
espiguetas contraidas em eixos, com pedicelos persistentes, cercados por invélucros com cerdas. Os invé-
lucros, livres na base, variam de glabro a plumoso, com espiguetas sésseis ou pediceladas. As espiguetas
apresentam formato de lanceoladas a oblongo, agudo para obtuso; as glumas sao hialinas ou membranosas
e, muitas vezes desiguais (WATSON e DALLWITZ, 1992). O fruto é principalmente oblongo e dorsal compri-
mido, ou ovoide.

1.2.1. Capim-elefante: origem, distribuicdo e variabilidade

O capim-elefante é uma graminea que ocorre naturalmente em uma extensa area do continente africano, so-
bretudo em condicdes tropicais com precipitacao acima de 1000 mm anuais, ao longo de vales férteis (Figura
1), sendo este apontado como o centro de domesticacado e de diversidade genética desta espécie (PEREIRA
et al., 2010, LIRA et al. 2010).

E uma espécie alégama que apresenta ampla variabilidade genética para a maioria das caracteristicas morfo-
-agronémicas, sendo esta variabilidade distribuida no germoplasma (CAVALCANTE e LIRA, 2010) (Figura 2).
A variabilidade dentro do germoplasma pode ser classificada considerando um conjunto de caracteres diferen-
ciadores, nos grupos Cameroon, Napier, Mercker e Ando. O grupo Cameroon apresenta porte ereto, colmos
grossos, folhas largas e florescimento de intermediario a tardio. O grupo Napier possui touceiras abertas, fo-
Ihas largas e época de florescimento precoce a intermediaria. O grupo Mercker apresenta porte baixo, colmos
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e folhas finas e época de florescimento precoce. O grupo Anao possui altura de até 1,5 m e elevada relacao
entre folhas e colmos (entrends curtos) (PEREIRA, 1994).
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Figura 1. Area de adaptacao do capim-elefante na Africa.
Fonte: Adaptado de Tropical Forages, 2015.
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Figura 2. Variabilidade genética no germoplasma de capim-elefante.
Fotos: Francisco José da Silva Lédo e Antonio Vander Pereira.
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1.2.2. Capim-elefante: importancia econdmica e melhoramento genético

O capim-elefante se destaca como recurso forrageiro de grande potencial, devido a elevada producéao de
biomassa, qualidade nutricional superior e boa aceitacdao pelos animais. Pode ser utilizado sob as formas de
capineira, pastejo, feno e silagem, e estd entre as forrageiras mais utilizadas para intensificacao dos siste-
mas de producao leite e carne, nas diferentes regides e biomas brasileiros (PEREIRA et al., 2010). Ademais,
o capim-elefante é uma espécie altamente capacitada para a producado de biomassa energética, devido a sua
elevada eficiéncia fotossintética, grande capacidade de acumulacao de matéria seca e de fixacao bioldgica de
nitrogénio; além de suas propriedades quimicas (ANDERSON et al., 2008).

Em ralacdo ao produtor, uma das principais demandas refere-se a cultivares melhoradas para corte e pastejo
que possam atender as necessidades nutricionais dos rebanhos durante todo o ano, e em potencial para que
possam ser utilizadas como fonte de bioenergia. Neste sentido, a partir da década de 1990, a Embrapa Gado
de Leite iniciou um programa de melhoramento genético de capim-elefante com o objetivo de obter cultivares
para os diferentes sistemas de producdo. Para tanto, foram avaliados os acessos do Banco Ativo de Germo-
plasma e selecionados genétipos para uso como genitores em cruzamentos controlados (PEREIRA e LEDO,
2008). As principais cultivares obtidas a partir deste trabalho sao:

e Capim-elefante Pioneiro: A cultivar Pioneiro, lancada em 1996, foi a primeira cultivar de capim-elefante
desenvolvida para uso sob pastejo e caracteriza-se por apresentar touceiras de formato aberto, grande
numero de brotacdes aéreas e basais, colmos finos e folhas eretas. Destaca-se, pela elevada capacidade
de brotacao das estacas, crescimento vigoroso e rapida expansao das touceiras.

e Capim-elefante BRS Kurumi: A cultivar BRS Kurumi caracteriza-se por apresentar touceiras de formato se-
miaberto, folha e colmo de cor verde e internédio curto. Apresenta crescimento vegetativo vigoroso com
rapida expansao foliar, intenso perfilhamento e porte baixo. Devido ao seu elevado potencial de producao
de forragem e caracteristicas nutricionais positivas, a cultivar BRS Kurumi é uma excelente opcao para
produtores que almejam intensificar seu sistema de producao animal.

e Capim-elefante BRS Canaréa: A cultivar BRS Canaré caracteriza-se por apresentar porte alto, touceiras de
formato semi-aberto, folha de cor verde e bainha verde-amarelada, colmo de didmetro médio com colo-
racao do internédio amarelada. O uso da cultivar BRS Canard como capineira constitui uma alternativa
de baixo custo para alimentacado do gado durante a época chuvosa, com reflexos positivos na taxa de
lotacao.

e Capim-elefante BRS Capiacu: A cultivar BRS Capiacu apresenta potencial para produzir silagem e, por
isso, inova na forma de uso da forrageira. Também pode ser oferecida aos bovinos, picada verde ou
como componente de silagem com outros volumosos, como milho e sorgo. O potencial de producao da
BRS Capiacu supera o do milho e da cana-de-aclcar, atingindo média de 50 toneladas de matéria seca
por hectare/ano, com menor custo. Além disso, tem boa tolerancia ao estresse hidrico, o que a torna
alternativa ao milho em regiées com alto risco de veranico.

1.3. Banco Ativo de Germoplasma de Capim-elefante

O Banco Ativo de Germoplasma de Capim-Elefante (BAGCE) integra o Portfélio de Projetos de PD&I da Em-
brapa “Gestao Estratégica de Recursos Genéticos para a Alimentagcao, a Agricultura e a BioindUstria - REGEN”
que é composto por trés grandes redes ou vertentes:

° Vertente Vegetal;
° Vertente Animal;
° Vertente Microbiana.

As Vertentes abrigam os Projetos Componentes que visam manter de forma organizada, as Colecées de Germo-
plasma da Embrapa em todas as suas formas e reinos, com a maior variabilidade genética possivel (Figura 3).

Assim, as atividades com recursos genéticos vegetais estdao organizadas no dambito do Portfélio REGEN, na
Vertente de Recursos Genéticos Vegetais, a qual estad estruturada em 20 projetos componentes.
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Figura 3. Gestdo Integrada dos Recursos Genéticos em nivel nacional.

O Projeto Componente 5 (Bancos de Germoplasma de Espécies Forrageiras) é coordenado pela Embrapa Gado
de Corte, em colaboracdo com a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Em seu conjunto, os planos
de acao abrangem duas matrizes interligadas, a dos recursos genéticos de forrageiras especificas e a dos
recursos genéticos autéctones regionais, distintos em cada ecossistema e contando com inGmeras espécies
silvestres aparentadas as domesticadas, ou cujo uso direto tem potencial de implementacdo. Os géneros
foco do projeto sao Panicum, Brachiaria, Pennisetum, Paspalum, Bromus, Stylosanthes, Desmanthus, Lolium e
Cenchrus.

Especificamente no BAGCE, a Embrapa Gado de Leite desde a sua criacao vem conservando a variabilidade
do género Pennisetum. Dentre as atividades desenvolvidas estdo a conservacao, ampliacao, valoracdo e uso
da diversidade genética.

O BAGCE possui 173 acessos, sendo: 101 acessos de Pennisetum purpureum, 40 acessos de Pennisetum
glaucum, 19 acessos de espécies do poo/ génico terciario do género (Pennisetum spp.) e 13 racas cromos-
sbmicas (hibridos interespecificos de P. purpureum x P. glaucum). A ampliacdo da variabilidade genética vem
sendo realizada por meio de coletas, introducao de outras instituicdes, intercambio formalizado com institui-
coOes internacionais e obtencao de novos hibridos interespecificos. Até o momento foram realizadas caracteri-
zacOes e avaliacoes morfolégica (SHIMOYA et al., 2002), agrondmica (SHIMOYA et al., 2001), de respostas
a estresses bidticos e abidticos (MACHADO et al., 2013), bem como a caracterizacao molecular (AZEVEDO
et al., 2012) e citogenética (TECHIO et al., 2002) dos acessos.

As caracterizacoOes realizadas foram eficientes em discriminar os acessos e promover sua separacdo em
grupos de relativa homogeneidade, que variam de acordo com a caracterizacao realizada. Pretende-se com-
plementar as caracterizacOes e avaliacdes ja realizadas com avaliacoes fisioldgicas, respostas a estresses e
potencial de utilizacdo para producédo de biomassa energética, de forma a aumentar a utilizacao dos recursos
genéticos no programa de melhoramento.
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CariTuLO 2

Citogenética Aplicada ao Melhoramento Genético
de Pennisetum

Lisete Chamma Davide

2.1. Resumo

Os estudos de citogenética relativos ao género Pennisetum tém sido realizados em parceria com a Embrapa
Gado de Leite de Juiz de Fora/MG, onde o programa de melhoramento desta forrageira é conduzido. Os traba-
Ihos iniciaram-se com a caracterizacao citogenética de varios acessos de espécies e hibridos pertencentes ao
Banco Ativo de Germoplasma de Capim-elefante da Embrapa Gado de Leite (BAGCE). Os estudos avancaram
com andlises detalhadas sobre os cromossomos do capim-elefante (Pennisetum purpureum Schumach. —
2n=4x=28), do milheto (Pennisetum glaucum L. — 2n=2x=14), dos hibridos resultantes desse cruzamento,
bem como daqueles gerados a partir de inducao de duplicacdo cromossdmica. Por meio de analises mitéticas,
meidticas e de conteddo de DNA verificou-se que o hibrido interespecifico triploide (2n=3x=21) e estéril,

é somaticamente estavel, apesar de apresentar anormalidades em suas células somaticas e germinativas,
produzir polens invidveis e conteddo de DNA normalmente inferior ao esperado em relacao ao dos parentais.
Os hibridos hexaploides sintéticos sdo caracterizados como mixoploides, por apresentarem nimero cromosso-
mico que varia de 12 a 42 em células de um mesmo tecido. Esses hibridos apresentam reducao no contetdo
de DNA em relacado ao parental triploide e anormalidades no ciclo celular e meiose. A mixoploidia é devida a
eliminacao de cromossomos de ambos os parentais de forma aleatéria. Apesar disso, os mais estaveis apre-
sentam frequéncia de pdlen vidvel que permite seu uso em cruzamentos. Atualmente os estudos estao sendo
conduzidos no sentido de caracterizar os cromossomos dos parentais nos hibridos e compreender os fatores
que favorecem a eliminacdo de cromossomos nos hibridos hexaploides parciais.

2.2. Introducao

A citogenética tem dado grande contribuicdo para o avanco dos programas de melhoramento, especialmen-
te no que diz respeito ao conhecimento do germoplasma disponivel. Através das técnicas citogenéticas é
possivel conhecer ou confirmar o nimero cromossOmico, a ploidia e 0 comportamento meiético da espécie
de interesse, caracteristicas importantes que orientam o melhorista na escolha do método de melhoramento a
ser utilizado, bem como nas possibilidades de realizar hibridacao intra ou interespecifica.

Além dessa informacao basica, a associacao de técnicas citogenéticas, de biologia celular e de biologia mole-
cular permite a localizacdo de diferentes sequéncias de DNA nos cromossomos, facilitando a identificacao de
cromossomos individuais e de diferentes genomas em uma célula.

As técnicas da citogenética molecular também dao suporte para o estudo das mudancas reversiveis e herdé-
veis no genoma funcional que nao podem ser explicadas por mudancas na sequéncia do DNA, denominadas
alteracoes epigenéticas. Os mecanismos epigenéticos causam modificagdes na organizacdo da cromatina que
alteram a expressao génica e podem explicar, por exemplo, as alteracées nos ciclos celulares mitético e meié-
tico, que podem afetar a fertilidade dos organismos.

No que diz respeito a aplicacao de técnicas citogenéticas no melhoramento genético do capim-elefante
(Pennisetum purpureum Schum.), a ocorréncia de espécies do mesmo género, morfologicamente seme-
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lhantes, diferentes ploidias e a possibilidade de realizacao de cruzamentos interespecificos, tornam os dados
citogenéticos muito interessantes tanto do ponto de vista da citotaxonomia, filogenia e evolugcao, quanto para
a conducao dos programas de melhoramento.

No melhoramento genético do capim-elefante (Pennisetum purpureum Schumach.) busca-se explorar a va-
riacao intraespecifica e a do germoplasma de espécies préximas, como o milheto (Pennisetum glaucum L.).
No cruzamento interespecifico tem-se como objetivo combinar as caracteristicas mais favoraveis do milhe-
to, como vigor, resisténcia a seca, tolerancia a doencas, qualidade forrageira e tamanho da semente com

a rusticidade, agressividade e elevada producdo de matéria seca do capim-elefante (PEREIRA et al., 2003).
A citogenética segue paralela a conducao do programa de melhoramento, contribuindo para a identificacédo
correta de acessos do banco de germoplasma e dos gendétipos hibridos obtidos nos cruzamentos interespeci-
ficos. Além disso, procura-se compreender os mecanismos citogenéticos e epigenéticos relacionados com os
processos de hibridacao e poliploidizacao.

Nos tépicos seguintes serdao apresentados alguns dos resultados obtidos pela equipe de citogeneticistas da
Universidade Federal de Lavras, Lavras/MG, em parceria com pesquisadores da Embrapa Gado de Leite, Juiz
de Fora/MG.

2.3. Caracterizacdao do Banco de Germoplasma

A parceria entre o Laboratério de Citogenética de UFLA com a Embrapa Gado de Leite iniciou-se com traba-
Ihos sobre a caracterizacao citogenética de acessos do Banco Ativo de Germoplasma de Capim-elefante da
Embrapa Gado de Leite (BAGCE), aonde se encontra uma das maiores colecées de Pennisetum sp. do Brasil.
O BAGCE possui acessos de Pennisetum purpureum, Pennisetum glaucum, racas cromossémicas (hibridos
interespecificos de P. purpureum x P. glaucum) e espécies selvagens de Pennisetum.

Contagens cromossdmicas e avaliacdes de caracteristicas reprodutivas e morfolégicas possibilitaram reclas-
sificar 30% dos acessos avaliados, certificar a efetividade de hibridagGes realizadas entre P. purpureum e P.
glaucum, e constatar a ocorréncia de acessos de espécies silvestres no banco de germoplasma (TECHIO et
al.; 2002). Esses resultados evidenciam que, principalmente no caso dos acessos de Pennisetum, em funcao
da diversidade de nimero cromossémico e de ploidia e a origem hibrida de gendétipos, a certificagcdo do nime-
ro cromossOmico deve ser realizada nas varias etapas do programa de melhoramento.

2.4. Caracterizacao Citogenética e Contetido de DNA do
Capim-elefante, Milheto e Hibridos

O capim-elefante é uma espécie alotetraploide com 2n=4x =28 cromossomos (Figura 1), genomas A’A’BB
e contetdo 2 C de DNA em torno de 4,55 pg. O milheto é uma espécie diploide com 2n=2x=14 cromos-
somos (Figuras 1), genoma AA, apresentando em torno de 4,75 pg de contetdo 2 C de DNA (MARTEL et
al., 1997). Por serem estritamente relacionados, o capim-elefante e o milheto apresentam boa capacidade de
combinacdo genética e o cruzamento entre essas espécies resulta na obtencao de hibridos triploides estéreis
com 2n=3x=21 cromossomos (genomas AA’'B). Apesar da estabilidade no nimero cromossdémico soméatico
(BARBOSA et al., 2003), o hibrido triploide apresenta reducdes na quantidade de DNA. Leéo et al. (2011)
encontraram valores entre O e 2,16% de reducado no conteiido de DNA em células de folhas jovens de hibri-
dos triploides. As perdas de DNA iniciam-se j& na fase embrionéria e ocorrem de forma progressiva, podendo
chegar a aproximadamente 8% em relacao ao total da quantidade de DNA esperada (NUNES et al., 2013).

Os hibridos triploides sao propagados vegetativamente e apresentam grande potencial forrageiro, tendo em
vista ser tdo produtivos e mais palataveis quanto o préprio capim-elefante (POWELL, HANNA E BURTON,
1975; BRUNKEN, 1977; JAUHAR, 1981; DUJARDIN E HANNA, 1985; LEAO et al. (2011); MARTEL et al.,
1997; CAMPOS (2007); TECHIO et al. 2005). No entanto, para que uma planta seja considerada esta-

vel, ela deve apresentar alto indice meidtico, o qual foi estabelecido por Love (1951) como uma forma de
selecao de gendtipos para cruzamentos, sendo que plantas com indices acima de 90% séo consideradas
estdveis. Baixas frequéncias de tétrades normais sao relacionadas a ocorréncia de irregularidades meidticas
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e inviabilidade polinica. Para plantas de capim-elefante e milheto, o indice meidtico observado foi acima de
95%, enquanto que nos hibridos triploides analisados a porcentagem de tétrades normais nado atingiu 42%
(TECHIO et al., 2006). O resultado apresentado pelos hibridos é reflexo da alta frequéncia de irregularidades
meidticas (Figura 2) que também explicam a esterilidade desses hibridos, onde os autores observaram que
100% dos polens eram invidveis e com tamanhos diferentes em funcdo da segregacéo irregular dos cromos-
somos (Figura 2). Nos parentais capim-elefante e milheto, aproximadamente 100% dos polens séo viaveis,
quando avaliados por técnica de coloragcao (TECHIO et al., 2006).

Figura 1. Metéfases mitéticas de Pennisetum spp. A - Capim-elefante (2n =4x=28); B - Milheto (2n=2x=14); C - Hibrido
interspecifico (2n=3x=21) (BARBOSA et al., 2003).

As plantas com ploidias impares, sejam elas auto- ou alopoliploides, normalmente apresentam segregacodes
irregulares devido ao pareamento irregular dos cromossomos na meiose, o que reflete na producao de
gametas aneuploides e invidveis. No caso dos hibridos alotriploides de capim-elefante e milheto séo
observadas configuragdes univalentes, bivalentes e multivalentes nas diacineses (Figura 2), como con-
sequéncia do pareamento homedlogo entre os genomas A, A’ e B (JAUHAR, 1968; 1981; PANTULU,
1967; SREE RANGASAMY, 1972; TECHIO et al., 2005; 2006). O pareamento homedlogo é interessante
do ponto de vista do melhoramento genético, pois tanto recombinacao quanto introgressao de genes de
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um genoma para outro podera ocorrer. No entanto, essas irregularidades limitam o emprego do hibrido nos
programas de melhoramento, pois impossibilitam a producdo de sementes para a producao de pastagens
economicamente viaveis.

————
~
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F

Figura 2. Irregularidades meidticas em acessos hibridos de capim-elefante e milheto. A — Diacinese com multivalente e
univalente (seta) e bivalente heteromoérfico (ponta de seta) sugerindo pareamento entre cromossomos de genomas distintos
com diferentes tamanhos. B — Metafase | com migracdo precoce de cromossomos. C — Tel6fase | com cromossomos
metafasicos. D — Tétrade com microntcleos (setas). E — Graos de pdlen invidveis e com tamanhos diferentes. F — Graos de
polen viavel (seta) e invidvel — coloracao com Alexander (TECHIO et al., 2006).

A fertilidade do hibrido triploide pode ser resgatada por meio da duplicagdo cromossOmica para a obtencao de
hexaploides férteis com 2n=6x=42 cromossomos e genomas AAA’A'BB. No entanto, apds a duplicacdo cromos-
sOmica, plantas mixoploides, com células apresentando entre 14 e 42 cromossomos, sao frequentemente obtidas
(ABREU et al., 2006; BARBOSA et al., 2007; CAMPOS et al., 2009), independentemente do tempo em que esses
hibridos foram submetidos a duplicacao (Figura 3). Hibridos americanos de capim-elefante e milheto, poliploidiza-
dos a mais de 25 anos em relacao a hibridos nacionais mais recentes, mantém o mesmo padrao de variacao no
nimero cromossoémico, isto é, apresentam células com 14 a 42 cromossomos (BUSTAMANTE, 2009).

Além das contagens cromossOmicas, a confirmacao da eficiéncia dos protocolos de duplicacdo cromossdmica
também pode ser aferida por avaliacdo do contelido de DNA e andlise da frequéncia e tamanho dos estdmatos
em epidermes foliares. O conteldo de DNA varia entre os diferentes hibridos poliploidizados sinteticamente.
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Figura 3. Metafases mitdticas de hibridos hexaploides parciais sintéticos obtidos do cruzamento entre capim-elefante e
milheto. Note a variagdo no nimero cromossdmico em células de um mesmo tecido (BUSTAMANTE, 2009).

Normalmente héa reducédo da quantidade de DNA esperada em relacdo a observada, tendo sido relatadas per-
das entre 2,80% a 28% de DNA (LEAO et al., 2011).

De acordo com Campos et al. (2009), as caracteristicas de tamanho dos estdmatos diferem marcadamente
entre plantas triploides e hexaploides. Os autores fizeram medicées dos comprimentos polar e equatorial das
epidermes abaxial e adaxial e verificaram que os estdbmatos das plantas hexaploides sdo 1,52 vezes maiores
que os das plantas triploides.

Os hibridos poliploidizados apresentam baixa frequéncia de anormalidades nas células meristematicas de raiz,
sendo que a maior porcentagem ja registrada foi de 2,8% (BUSTAMANTE, 2009). Apesar das altas frequéncias
de anormalidades meidticas (65% em média), os hibridos poliploidizados produzem polens viaveis, em porcen-
tagens que podem variar entre 9 e 86%, aferidas por coloracao e germinacao /in vitro (PAIVA et al., 2012).

A fertilidade de hibridos hexaploides parciais foi certificada também em retrocruzamentos com os parentais
capim-elefante e milheto, tendo sido obtidos hibridos tetraploides e pentaploides parciais, isto é, também
mixoploides, com nimero cromossdmico variando entre 20 a 34 e entre 16 a 28, respectivamente (LEAO et
al., 2011 e 2012).

As irregularidades encontradas em células somaticas e germinativas dos hibridos poliploidizados, bem como
as reducoes na quantidade de DNA, demonstram que o processo de inducao de poliploidia nos hibridos de
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capim-elefante e milheto tem como consequéncia a eliminacao tanto de sequencias de DNA quanto de cro-
mMossomos inteiros.

Entretanto, apesar dos rearranjos gendmicos observados, entre esses hibridos poliploidizados artificialmen-
te encontram-se genétipos tendendo a estabilidade e gendtipos com tendéncia a eliminar maior ndmero

de cromossomos. Nos gendtipos mais estaveis, as células com 38 cromossomos sao as mais frequentes
(ANDRADE-VIEIRA et al., 2013; BUSTAMANTE, 2009) e sao de grande interesse para o melhoramento do
capim-elefante. Andrade-Vieira et al. (2013) também verificaram por hibridizacdo /n situ do DNA total (GISH)
de milheto, que o hibrido poliploidizado elimina cromossomos de ambos os parentais e que essa eliminacao é
casual, apesar de que nos hibridos que tendem a apresentar 28 cromossomos, a eliminacdo de cromossomos
dos genomas A’B de capim-elefante é mais drastica.

2.5. Homeologia Genémica e a Infertilidade do Hibrido
Triploide entre Capim-elefante e Milheto

Apesar das diferencas no nimero cromossémico e ploidia, o capim-elefante e milheto sdo espécies filoge-
neticamente relacionadas, possuindo genomas préximos e constituindo um grupo monofilético que divergiu
recentemente (MARTEL et al., 2004). Essa proximidade genética é evidenciada pela producao de hibridos
naturais. No entanto, a compatibilidade sexual é parcial, uma vez que os hibridos produzidos sao triploides e
estéreis (2n=3x=21, genomas AA’B) (MARTEL et al., 2004; ROBERT et al., 2011; TECHIO et al., 2006).

Avaliacdes da meiose do hibrido triploide mostraram que na diacinese e metafase | had frequentemente a for-
macao de sete bivalentes resultantes do pareamento entre os genomas A do milheto e A’ do capim-elefante,
bem como sete univalentes do genoma B do capim-elefante. Com baixa frequéncia, no entanto, hd também

a formacao de trivalentes e de bivalentes em nimero superior a sete, 0 que sugere tanto pareamento alo-
quanto autosindético entre os genomas A, A’ e B (JAUHAR, 1968; SREE RANGASAMY,1972; TECHIO et al.,
2005; 2006).

A homeologia entre os genomas A de milheto e A’'B de capim-elefante foi confirmada por meio de hibridizacao
in situ gendémica (GISH) por Reis et al. (2014). A utilizacdo do DNA genémico do milheto como sonda permi-
tiu separar os genomas A’ e B nas metafases mitdticas de capim-elefante e confirmar o alto grau de homo-
logia entre os cromossomos do genoma A e A’. Os 14 cromossomos do genoma A’ foram quase que total-
mente marcados com a sonda gendmica do milheto, enquanto os cromossomos do genoma B apresentaram
pequenas marcas dispersas ao longo do comprimento dos cromossomos.

2.6. Mecanismos Citogenéticos e Epigenéticos Pds-hibridacéao
Interespecifica e Poliploidizacéao

As alteracoOes ap6s hibridacdo e poliploidizacdo séo relacionadas a varios mecanismos. Sabe-se que a com-
binacao de genomas de diferentes espécies em um mesmo nucleo gera conflitos intergenémicos (JONES
EPASAKINSKIENE, 2005), podendo induzir a eliminacdo de sequencias de DNA e/ou de cromossomos.

Jones and Hegarty (2009) propdem que a origem desses conflitos estd nas diferencas de tamanho dos ge-
nomas, composicao gendmica, mecanismos regulatérios, duracao do ciclo celular e modificagdes genéticas
e epigenéticas. Essas alteracoes ocorrem rapidamente em neopoliploides, como demonstrado por Feldman
et al. (1997). Exemplos de eliminacao parcial ou completa de cromossomos nao sao raros em Poaceae. Do
cruzamento entre Hordeum vulgare L. e H. bulbosum L., sao produzidos embriées haploides apds elimi-
nacao dos cromossomos de H. bulbosum (KASHA E KAO, 1970) e no cruzamento entre milheto e trigo
(Triticum aestivum L.), ocorre eliminacao gradual dos cromossomos de milheto (GERNAND et al., 2005).

Mas o que leva a eliminacao de sequéncias de DNA nos hibridos de capim-elefante e milheto?

Considerando o alto grau de homeologia entre os genomas A e A’, além da homeologia em menor grau entre
esses genomas e o genoma B (JAUHAR, 1981; TECHIO et al., 2005; 2006; REIS et al., 2014), é de se esperar
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que ap6s hibridacao e poliploidizacdo haja necessidade de uma reorganizagao no nucleo para que a célula
atinja a homeostase. Desta forma, o material genético que se encontra em multiplas doses, é eliminado. A
eliminacao de sequéncias depende da ocorréncia de quebras no DNA, que geram rearranjos estruturais, como
observados em células somaticas quanto germinativas para esses hibridos. E o pareamento irregular dos cro-
mossomos na meiose, em funcdo da homologia entre os trés genomas, leva a segregacao irregular e perda de
cromossomos inteiros.

Estudos também associam a eliminacao de cromossomos com alteracao epigenética, envolvendo a atividade
centromérica e que afetam a orientacédo e a segregacao de cromossomas (GERNAND et al., 2003;. MOCHIDA,
2004; ISHII et al., 2010). A fosforilacao da histona H3 na serina 10 (H3S10f), por exemplo, é um tipo de
modificagcdo pdés-traducional que tem um papel importante na condensacao cromossdmica e coesao entre
cromatides irmas, detectada principalmente na regido pericentromérica (PAULA et al., 2013; FEITOZA e
GUERRA, 2011; KASZAS e CONDE, 2000). A coesdo das cromatides na regido pericentromérica é essencial
para a orientacao correta dos cromossomos (PAULA et al., 2013). Nos hibridos triploides e hexaploides par-
ciais de capim-elefante e milheto, Resende et al. (2015) observaram sinais de fosforilacdo da H3S10 em pon-
tes nas anafases e tel6fases mitéticas que os levaram a sugerir perda de fragmentos cromossdmicos como
consequéncia dos processos de hibridacao e poliploidizacdo. Os autores também verificaram que nos hibridos
hexaploides parciais havia cromossomos em processo de eliminacdao com e sem o sinal da H3S10f, sugerindo
que mesmo cromossomos com centrOmero funcional estavam sendo eliminados.

Tanto os rearranjos cromossdmicos estruturais, quanto o alto grau de homologia entre os genomas parentais
e as alteracdes epigenéticas podem, isoladamente ou em conjunto, contribuir para a ocorréncia de alteracdes
decorrentes dos processos de hibridacao interespecifica quanto de poliploidizacdo. Assim, outros eventos
epigenéticos devem ser avaliados para verificar seus efeitos nos processos de hibridacado e poliploidizacao en-
volvendo o capim-elefante e o milheto, entre eles, a organizacédo das fibras do fuso nos processos de divisao
celular, o silenciamento génico e a ativacao de genes, bem como a ativacao de retroelementos que alteram a
expressao de genes adjacentes.

2.7. Perspectivas

As plantas mais estaveis dos hibridos hexaploides parciais de capim-elefante e milheto, com nimeros cro-
mossOmicos em torno de 38 e producao relativamente alta de polens viaveis, podem, apdés algumas geracodes
de intercruzamento, manter em seus ndcleos a composicdo génica desejavel para a obtencao de cultivares de
interesse comercial. Desta forma, os estudos estdo sendo conduzidos com o intuito de utilizar o maior niime-
ro possivel de marcadores citogenéticos para distinguir os cromossomos dos parentais nos hibridos e assim,
identificar aqueles que sempre permanecem nas combinacoes hibridas de interesse. Além disso, marcas epi-
genéticas estdo sendo empregadas para melhor entender o comportamento das fibras do fuso e dos centro-
meros durante o processo de eliminacao cromossémica e nos processos de silenciamento e ativacao génica
apés hibridacao e poliploidizacao.
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CariTtuLo 3

Melhoramento Genético de Brachiaria ruziziensis:
Histérico e Estratégias

Fausto Souza Sobrinho
Flévio Rodrigo Gandolfi Benites

3.1. Resumo

A pecudria leiteira brasileira apresentou grande incremento na producao nos dltimos anos, passando, inclu-
sive, a exportar o leite excedente. A melhoria do potencial genético dos rebanhos, associado com a reducao
dos custos e adocao de técnicas de manejo mais adequadas contribuiram favoravelmente com o aumento
da producao nacional. Entretanto, para que os animais possam expressar todo o seu potencial produtivo, é
necessdaria uma alimentacao adequada, exigindo-se a disponibilizacao de forragem de qualidade durante todo
o ano. Nesse sentido, o melhoramento genético de forrageiras assume grande importéncia, visando o lanca-
mento de cultivares mais adaptadas as diferentes condicdes ambientais brasileiras. Os géneros Panicum e
Brachiaria se destacam como os mais cultivados, sendo que cultivares deste ultimo ocupam cerca de 85%
das areas de pastagens do pais. Dentre as espécies do género Brachiaria as mais utilizadas sao B. brizantha,
B. decumbens, B. humidicola e B. ruziziensis. A B. ruziziensis é a Unica espécie cultivada no Brasil que é to-
talmente sexual e diploide, facilitando a geracao e exploracao de variabilidade genética. A Embrapa Gado de
Leite tem conduzido um programa de melhoramento genético de B. ruziziensis e neste capitulo serdao comen-
tados alguns aspectos deste programa, com a apresentacao sucinta dos resultados obtidos até o momento.

3.2. Introducao

A maior disponibilidade e rapidez das informacdes e a abertura dos mercados, tanto internos quanto exter-
nos, forcaram o desenvolvimento e incremento das atividades econdmicas brasileiras. No caso da pecuéria
leiteira, a resposta ao aumento da competitividade dos mercados foi dada basicamente por meio da melhoria
do potencial genético dos rebanhos e da reducao de custos de producao. Entretanto, para que os animais
possam expressar todo o seu potencial produtivo, é necessaria uma alimentacao adequada. Exige-se, portan-
to, a disponibilizacdao de forragem de qualidade durante todo o ano (SOUZA SOBRINHO et al., 2009).

Embora o nimero de espécies forrageiras disponiveis no Brasil seja elevado, os géneros Brachiaria e Panicum
apresentam maior importancia, expressa pela maior area cultivada e pelo grande valor agregado ao comércio
de suas sementes. Estima-se que mais de 80% da area de pastagens cultivadas no Brasil utilizem cultivares

destes dois géneros (FERNANDES et al., 2000).

Pelo exposto, ha necessidade de maior atencado a alimentacdo animal, especialmente as espécies forrageiras
utilizadas, com énfase em produtividade de matéria seca, qualidade da forragem e adaptacao regional. Nesse
sentido, o melhoramento genético de forrageiras surge como boa alternativa, com grande potencial de incre-
mentos na pecudria brasileira e, consequente aumento de renda dos produtores (SOUZA SOBRINHO, 2005;

SOUZA SOBRINHO et al., 2009).

Dentro do género Brachiaria, as espécies mais cultivadas no Brasil sdo B. brizantha, B. decumbens, B.
humidicola e B. ruziziensis, sendo as duas primeiras aquelas de maior importancia econdmica (VALLE et al.,
2012; SOUZA SOBRINHO et al., 2009). Entretanto, em funcao da B. ruziziensis ser a Unica espécie cultivada
no Brasil que se apresenta diploide e totalmente sexual, permitindo a geracao e aproveitamento da variabilidade
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genética por meio da selecdo, a Embrapa Gado de Leite iniciou um programa de melhoramento genético desta
espécie (SOUZA SOBRINHO et al., 2013). Além disso, é importante mencionar que esta espécie também é
utilizada nos programas de melhoramento de B. brizantha e B. decumbens, que sao apomiticas e necessitam
de uma ponte para a geracao de variabilidade (SOUZA SOBRINHO et al., 2009).

A seguir serdao comentados alguns aspectos particulares do melhoramento de Brachiaria ruziziensis realizado
na Embrapa Gado de Leite.

3.3. Melhoramento de Brachiaria ruziziensis

O género Brachiaria apresenta em torno de 100 espécies de origem essencialmente africana, sendo que

as de maior importancia forrageira no Brasil sdo B. decumbens, B. brizantha, B. ruziziensis e B. humidicola
(RENVOIZE et al., 1996). A boa adaptabilidade a solos de baixa fertilidade natural, plasticidade na adaptacao
a diferentes climas e latitudes, agressividade na competicao com invasoras e bom desempenho animal das
variedades introduzidas explicam a rapida expansao das Brachiarias nos tréopicos (BOGDAN, 1977; WENZL et
al., 2001 e 2003; RAO et al., 2006).

Das espécies cultivadas no Brasil, a Unica que é totalmente diploide e sexual é a B. ruziziensis, possibilitando
a geracao de variabilidade para atuacao da selecdo dos melhores genétipos (SOUZA SOBRINHO et al., 2010).
As demais espécies, embora apresentem alguns acessos diploides e sexuais, sdao basicamente poliploides e
apomiticas.

Embora ndo seja a espécie com maior area cultivada, a demanda por sementes de B. ruziziensis vém aumen-
tando com o incremento da integracdo entre agricultura, pecudria e floresta (ILPF). Esta espécie tem sido
muito utilizada nos sistemas ILPF principalmente por apresentar uma melhor adaptacdo a sobressemeadura
que as demais espécies do género e demandar menos herbicida na dessecacao para estabelecer a cultura se-
guinte. Outra vantagem da B. ruziziensis na ILPF é que a producado de sementes é uniforme, pois sé floresce
uma vez, tornando o seu controle mais facil.

Embora na ILPF seja utilizada principalmente como cobertura de solo para o plantio direto, ndo sdo poucos os
produtores que a cultivam especificamente para alimentacao animal. A obtencao de cultivares melhoradas de
B. ruziziensis, quer seja para producao de palhada ou de forragem, torna-se, portanto, exigéncia dos produto-
res agricolas brasileiros (SOUZA SOBRINHO et al., 2009).

3.3.1. Histoérico do programa de melhoramento de B. ruziziensis

Em 2004 a Embrapa Gado de Leite iniciou um programa de melhoramento de B. ruziziensis. Esta espécie é a
Unica do género cultivada no Brasil que é totalmente diploide e sexual, possibilitando a geracao e exploracao
da variabilidade genética, por meio da selecao. Além disso, apresenta boa qualidade da forragem e palata-
bilidade, podendo se tornar boa alternativa para a pecudria leiteira. Contudo, ha que se conseguir cultivares
com maior produtividade de forragem, mais tolerantes a solos de baixa fertilidade e resistentes a cigarrinhas
(SOUZA SOBRINHO, 2005).

Até o momento foram realizados trés ciclos de selecao recorrente intrapopulacional e os resultados obtidos
nas primeiras avaliacdes do programa de melhoramento evidenciaram a existéncia de grande variabilidade
genética para todas as caracteristicas avaliadas, permitindo a selecao e acenando com a possibilidade de
obtencao de cultivares melhoradas desta forrageira. Para a produtividade e qualidade da forragem, foram
identificados materiais superiores nao s6 a cultivar de B. ruziziensis disponivel no mercado (cultivar Kennedy
ou Comum), mas também as principais cultivares de braquidrias (B. brizantha, cv. Marandu; e B. decumbens,
cv Basilisk) utilizadas no Brasil.

Quanto a resisténcia as cigarrinhas, principal praga do género e maior responsavel pela restricdo a expansao
da area cultivada com esta espécie, foram detectadas diferencas entre os materiais avaliados. Alguns clo-
nes apresentaram resultados similares as testemunhas, incluindo a cultivar Marandu, padrao de resisténcia
a estes insetos, com baixas sobrevivéncias das ninfas de Deois schach e Mahanarva spectabilis (SOUZA
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SOBRINHO et al., 2010). A possibilidade de obtencao de cultivares de B. ruziziensis resistentes as cigarrinhas
torna esta espécie ainda mais atrativa para os produtores, em funcao de sua boa qualidade e palatabilidade
da forragem.

3.3.2. Estratégias do melhoramento de B. ruziziensis

O programa de melhoramento genético de B. ruziziensis teve inicio com a coleta de plantas em pastagens
antigas. Estabeleceu-se como critério que a forrageira estivesse implantada a pelo menos 10 anos nas areas
a serem coletadas. As plantas foram coletadas com base na avaliacao visual (fenotipica) realizada no final da
estacdo seca do ano. Assim, no final de setembro do ano de 2004 foram identificadas e coletadas cerca de
160 plantas, as quais foram transplantadas para &rea isolada, onde permaneceram até o florescimento, que
ocorreu entre abril e junho do ano seguinte. Foram colhidas sementes de todas as plantas individualmente,
obtendo-se progénies de meio-irmaos. Novas coletas de plantas em pastagens foram realizadas em diferentes
anos visando incorporar variabilidade dentro do germoplasma trabalhado.

Paralelamente foram obtidas sementes de 17 acessos do banco de germoplasma de Brachiaria mantido na
Embrapa Gado de Corte (Campo Grande, MS), e obtidas sementes da cultivar Kennedy (Unica cultivar comer-
cial de B. ruziziensis) de diferentes empresas produtoras, sediadas em diferentes estados brasileiros, visando
obter o maximo de variabilidade dentro da espécie. Embora a cultivar Kennedy seja a mesma, a obtencao de
sementes multiplicadas em diferentes condicdes ambientais (estados brasileiros) objetivou captar possiveis
efeitos da selecdo natural que possa ter atuado ao longo do tempo.

3.3.3. Principais resultados do programa de melhoramento

Inicialmente, com o objetivo de conhecer o comportamento produtivo das diferentes cultivares de Brachiaria
disponiveis no mercado, foi realizado um experimento para avaliacdo da produtividade e qualidade da forra-
gem destes materiais. Foram avaliadas as cultivares Xaraes, Marandu (B. brizantha), Trulli (B. humidicola),
Basilisk (B. decumbens), Kennedy (B. ruziziensis), Llanero (B. dictyoneura), Mulato (hibrido) e um acesso de
Brachiaria spp.. Apos dois anos de avaliacdes, com a realizacao de dez cortes, observou-se que as cultivares
Xaraes e Mulato, ao lado do acesso de Brachiaria spp., apresentaram as maiores produtividades de forragem.
As cultivares Basilisk e Marandu, que sdo aquelas que ocupam as maiores areas de pastagens no Brasil,
apresentaram produtividades intermediarias de forragem. A cultivar Kennedy (B. ruziziensis) foi classificada
no grupo inferior, com produtividade de forragem cerca de 30% inferior a média das cultivares Basilisk e
Marandu (SOUZA SOBRINHO et al., 2009) (Figura 1).

No inicio dos trabalhos, partindo-se da coleta das plantas e do seu intercruzamento foram obtidas 115 pro-
génies de meio-irmaos com sementes suficientes para implantacao de experimento de campo. Apds a coleta
procedeu-se o beneficiamento e a quebra de dorméncia das sementes, empregando-se acido sulfdrico PA por
15 min. Foram obtidas mudas das diferentes progénies em bandejas de tubetes contendo substrato comercial
a base de casca de Pinus em casa de vegetacao. Essas mudas foram empregadas para avaliacdes de produti-
vidade e qualidade da forragem em experimentos de campo, bem como para tolerdncia ao aluminio e resistén-
cia as cigarrinhas das pastagens em casa de vegetacao.

Os resultados obtidos evidenciaram a existéncia de grande variabilidade genética para a produtividade e
qualidade da forragem. Foram identificados materiais superiores nao sé a cultivar de B. ruziziensis disponivel
no mercado (cultivar Kennedy), mas também as principais cultivares utilizadas no Brasil (SOUZA, 2007)
(Figura 2). Em todos os cortes houve progénies com produtividade de matéria seca estatisticamente igual ou
superior as melhores testemunhas.

Verificou-se que a as progénies de B. ruziziensis eram muito afetadas pelo periodo seco do ano, onde, além
da falta de 4gua, as temperaturas médias eram mais baixas. Nesse periodo, a produtividade média de forra-
gem foi reduzida, comparativamente as cultivares de B. brizantha e B. decumbens (Figura 3). Em funcéo da
importancia de producao de forragem nessa época, e como houve progénies que se destacaram, a selecao de
materiais com boa produtividade na seca foi priorizada.
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Figura 1. Produtividade de forragem seca (t/ha/corte) de cultivares comerciais de Brachiaria.
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Figura 2. Produtividade média de matéria seca de forragem (5 cortes) de progénies de meio-irmaos de B. ruziziensis obtida em
Coronel Pacheco (MG).
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Figura 3. Produtividade de massa seca de forragem de progénies de B. ruziziensis e das cultivares comerciais Marandu, Basilisk
e Kennedy (B. brizantha, B. decumbens e B. ruziziensis, respectivamente) na época das aguas e da seca.

Até mesmo para as cigarrinhas das pastagens, principal praga que ataca a maioria das espécies forrageiras
tropicais e para a qual a B. ruziziensis é considerada como padrao de suscetibilidade (MILES et al., 2006),
também foi verificada variabilidade entre as progénies avaliadas. Embora a maioria das progénies tenha se
mostrado boas hospedeiras, algumas apresentaram sobrevivéncia de ninfas e danos nas plantas intermedia-
rias (Figura 4) (SOUZA SOBRINHO et al., 2010).
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Figura 4. llustracdo da variabilidade para resisténcia a ninfas de cigarrinhas das pastagens nas progénies de meio-irmaos.



32

| Workshop sobre Citogenética e Genética Molecular Aplicadas ao Melhoramento de Forrageiras

O primeiro ciclo de selecao recorrente foi finalizado com o intercruzamento das melhores progénies e obten-
cao de uma populacdao melhorada, que seria utilizada como base para a continuidade do programa de melho-
ramento. A partir de sementes dessa populacao foram obtidas cerca de 1.000 plantulas que foram avaliadas
em solugao nutritiva completa contendo 30 g/L de Al. As melhores plantas, que apresentaram maior desen-
volvimento tanto de parte aérea como de raizes, foram selecionadas e clonadas para obtencdao de mudas para
avaliacdes a campo e também em casa de vegetacao. Neste segundo ciclo, entdo, o teste de progénies foi
substituido pelo teste clonal. As caracteristicas avaliadas foram semelhantes e os resultados confirmaram a
existéncia de variabilidade genética dentro da espécie, como pode ser ilustrado pelos resultados obtidos para
a qualidade da forragem dos clones de B. ruziziensis (Figura 5).

Kennedy Kennedy
Basilisk Basilisk
Marandu Marandu
100 100
55 55
33 85
40 29
64 32
45 43
15 23

50 55 60 65 0 5 10

DIVMS (%) Proteina (%)

Figura 5. Estimativas médias dos cinco melhores clones de B. ruziziensis e dois piores, além das cultivares Kennedy (ou
Comum), Basilisk e Marandu (B. ruziziensis, B. decumbens e B. brizantha, respectivamente) para a digestibilidade /in vitro da
matéria seca (DIVMS) e proteina bruta (PB).

Como nos sistemas produtivos de ILPF normalmente as forrageiras sdo submetidas, em algum momento do
seu desenvolvimento, a restricdes de luminosidade, é importante identificar materiais genéticos mais adaptados
a essas condicdes. Avaliando-se clones de B. ruziziensis em vasos (3 plantas/vaso), em casa-de-vegetacao
coberta com sombrite (restricdo de luminosidade de 40%), foram detectadas diferencas significativas para as
produtividades de matéria verde e seca de forragem. A amplitude de variacao para o peso verde de forragem foi
de 240 g/vaso, representando 181% da média de todos os clones avaliados. Dos 65 clones avaliados, 32 ma-
teriais apresentaram médias semelhantes a melhor testemunha (cultivar Kennedy — B. ruziziensis). Esses ma-
teriais (32 clones) mostraram superioridade média de 193% em relacéo as cultivares Basilisk (B. decumbens)
e Marandu (B. brizantha), que sao os materiais de Brachiaria mais difundidos no Brasil (Figura 6). Resultados
semelhantes foram observados para o peso seco de forragem, evidenciando-se, além da grande variabilidade
existente dentro de B. ruziziensis para a tolerdncia ao sombreamento, o potencial da espécie para a selecao
de materiais adaptados ao cultivo em ambientes com restricdo de luz (SOUZA SOBRINHO et al., 2009).

A selecao dos melhores clones para intercruzamento e obtencao de populacdao melhorada, finalizando o se-
gundo ciclo de selecao recorrente, levou em consideracao todas as caracteristicas avaliadas, com énfase na
resisténcia as cigarrinhas das pastagens e na produtividade de forragem.

Assim como nos ciclos anteriores de melhoramento, as avaliacdes dos clones de B. ruziziensis evidenciaram
a existéncia de variabilidade genética para todas as caracteristicas avaliadas. Esta variabilidade pode ser
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ilustrada na Figura 7 onde se observa a superioridade das médias de produtividade de forragem dos melhores
clones de B. ruziziensis em relacao aquela obtida para a cultivar Kennedy (B. ruziziensis) e também para as
cultivares Basilisk (B. decumbens) e Marandu (B. brizantha), reforcando o potencial produtivo e as possibilida-
des de sucesso com a selecao dentro da espécie.
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Figura 6. Média de peso verde (PV - g/vaso) dos cinco melhores clones de B. ruziziensis, das médias de todos os clones
avaliados e das testemunhas (cultivares Kennedy, Basilisk e Marandu de B. ruziziensis, B. decumbens e B. brizantha,
respectivamente) avaliados sob condicdes de sombremamento em casa-de-vegetacéo.
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Figura 7. Produtividade média de biomassa de forragem verde (t/ha/corte) dos 7 melhores clones, dos dois piores e das
testemunhas (B. ruziziensis — cv. Kennedy, B. brizantha — cv. Marandu e B. decumbens - cv. Basilisk). Dados de 6 cortes em
cada experimento, conduzido em dois locais (Coronel Pacheco/MG e Valenca/RJ).

Ao final do terceiro ciclo de selecéo recorrente, além da populacdo melhorada (C,) obtida pela identificacéo,
selecdo e intercruzamento dos melhores materiais genéticos, foram obtidas populacées com intensidades de
selecdo mais acentuadas, pelo intercruzamento de 2 a 5 clones. O objetivo dessas selecées foi a obtencao de
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populacdes mais homogéneas que pudessem, caso confirmassem o potencial produtivo, atender as exigén-
cias do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa) para um eventual lancamento como
novas cultivares. No caso da B. ruziziensis sao exigidas avaliacoes sob corte e sob pastejo. Essas popula-
coOes, entdo, estdo sendo avaliadas em experimentos para comprovacao do valor de cultivo e uso (VCU).
Inicialmente estao sendo conduzidos experimentos sob corte e os resultados do primeiro ano de avaliacées
confirmam o potencial produtivo de algumas populacodes (Figura 8).
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Figura 8. Produtividade média (sete cortes) de forragem (t/ha/corte) de populacées melhoradas de B. ruziziensis comparada
com as cultivares Kennedy (B. ruziziensis) e Marandu (B. brizantha). Coronel Pacheco, MG.

Os resultados obtidos nos experimentos de VCU evidenciam o sucesso obtido com a selegao recorrente. A
melhor populacdo produziu, na média dos sete primeiros cortes, cerca de 20% mais forragem verde que a
cultivar Kennedy.

A eficiéncia do programa de melhoramento pode ser evidenciada também para outras caracteristicas indi-
vidualmente. No caso da resisténcia as cigarrinhas os ganhos observados foram acentuados. Inicialmente
mais de 80% das plantas avaliadas apresentaram sobrevivéncia de ninfas superior a 50%. Apds dois ciclos
de selecao, cerca de 40% das plantas avaliadas apresentaram sobrevivéncia de ninfas do inseto inferiores
a 40%. Ou seja, houve aumento da frequéncia de alelos favordveis para a resisténcia ao inseto praga, faci-
litando a identificacdo e selecao de gendtipos favoraveis dentro da populacdo melhorada (Figura 9).
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Figura 9. Distribuicdo de frequéncias de plantas de B. ruziziensis avaliadas para resisténcia as cigarrinhas das pastagens. A —
Plantas oriundas do primeiro ciclo de selecéo recorrente; B — Plantas oriundas do terceiro ciclo de selecéo recorrente.

3.4. Perspectivas

Como os resultados obtidos nos primeiros ciclos de selegcao foram bastante significativos, a continuidade do
programa de melhoramento genético de B. ruziziensis parece ser um bom caminho visando-se a obtencao
de cultivares forrageiras que proporcionem alternativas aos agricultores, com boa producao e qualidade da
forragem.

Paralelamente a continuidade das avaliagcdes normalmente realizadas nos diferentes ciclos de selecao, as
populacdes melhoradas deverao ter seu mérito avaliado visando a confirmacao do potencial produtivo para
futuros langcamentos como novas cultivares forrageiras no mercado de sementes.

3.5. Conclusoes

e Existe grande variabilidade genética dentro de Brachiaria ruziziensis para a maioria das caracteristicas de
interesse.

e Foram selecionados muitos clones superiores as melhores testemunhas para caracteristicas de producao
e qualidade de forragem, bem como para tolerancia a estresses bidticos e abidticos.

e A selecdo recorrente intraespecifica podera ser eficiente no melhoramento genético de B. ruziziensis, per-
mitindo a obtencdo de novas cultivares no médio prazo.
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CariTtuLo 4

Citogenética Aplicada ao Melhoramento de
Brachiaria

Vidnia Helena Techio

4.1. Resumo

Os estudos citogenéticos em Brachiaria tem se concentrado em contribuir para a certificacdo de cruzamentos
e identificacao precisa dos hibridos obtidos pelos programas de melhoramento; obter gendétipos tetraploides
de B. ruziziensis e identificar anormalidades meidticas nos hibridos e seus genitores, a fim de detectar se ha
comprometimento para a viabilidade dos gametas. Estudos meidticos em seis plantas de B. ruziziensis tetra-
ploidizadas sinteticamente no Laboratério de Citogenética da UFLA indicaram a ocorréncia de baixa taxa de
anormalidades e alta viabilidade polinica, mostrando que estas plantas sao potencialmente adequadas para
uso no melhoramento genético. Andlises de recombinacdao meidtica em gendtipos diploides e tetraploides
de B. ruziziensise em poliploides e apomiticos de B. brizantha e B. decumbens e respectivos hibridos interes-
pecificos mostraram que a média de sinais de recombinacao foi maior nas espécies apomiticas de Brachiaria
quando comparadas com B. ruziziensis e com os hibridos. B. ruziziensis tetraploidizada artificialmente apre-
sentou média de sinais de recombinacdao semelhante a diploide.

4.2. Introducao

Brachiaria (Trinius) Grisebach [(syn. Urochloa Hochst. ex A. Rich.) R. D. Webster] consiste de um grande e
diverso género composto por aproximadamente 100 espécies nativas da Africa tropical (RENVOIZE et al.,
1996) com grande importancia econdmica na agropecudria brasileira, por viabilizar a pecuéria em solos acidos
e fracos (SOUZA SOBRINHO, 2005; ARAUJO et al., 2008; VALLE et al., 2009).

O género é caracterizado por uma maioria de espécies poliploides e apomiticas com numero basico de cro-
mossomos X = 6, 7 e 9, mas predominancia de x=9 (DARLINGTON; WYLIE, 1955; DUJARDIN 1979; MOR-
RONE; ZULOAGA, 1992; RISSO-PASCOTTO et al., 2006; VALLE; SAVIDAN, 1996). Brachiaria brizantha (A.
Rich) Stapf (2n = 4x = 36), Brachiaria decumbens Stapf (2n = 4x = 36), Brachiaria humidicola (Rendle)
Schweick. (2n = 6x = 36; 7x = 42 e 9x = 54) e Brachiaria ruziziensis Germain and Evrard (2n = 2x = 18)
(BERNINI; MARIN-MORALES, 2001), sdo as espécies forrageiras mais exploradas comercialmente.

O melhoramento genético das espécies de Brachiaria tem por objetivo avaliar e selecionar genétipos pro-
missores e obter hibridos que redlnam caracteristicas desejaveis dos genitores, tais como alta produtivida-
de, adaptacdes a solos acidos, bom valor nutritivo e resisténcia a cigarrinha das pastagens (PEREIRA et al.,
2001; VALLE et al., 2004). Uma das limitacdes do melhoramento é a diferenca de ploidia entre as plantas
sexuais e apomiticas, o que dificulta os cruzamentos, gerando um baixo nimero de hibridos e com alto grau
de esterilidade (VALLE et al., 2004). Sendo assim, uma estratégia interessante tem sido a tetraploidizacao
artificial da espécie diploide e sexual B. ruziziensis, para possibilitar a realizacao de hibridacoes interespe-
cificas com gendtipos tetraploides e apomiticos de B. brizantha e B. decumbens (ISHIGAKI et al., 2009) e
assim explorar a variabilidade genética para a selecao de materiais superiores (PEREIRA et al., 2001; SOUZA
SOBRINHO, 2005).

Dentre os estudos bdasicos necessarios em programas de melhoramento, como os de Brachiaria, a citogené-
tica mostra-se crucial ndo apenas para auxiliar na selecdo de genitores compativeis através da determinacao
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do nivel de ploidia, como também nas etapas pds-hibridacdo. Sendo assim, os estudos citogenéticos tem se
concentrado em contribuir para a certificacdo de cruzamentos e identificacao precisa dos hibridos obtidos
pelos programas de melhoramento; obter genétipos tetraploides de B. ruziziensis e identificar anormalidades
meidticas nos hibridos, bem como em seus genitores que comprometam a viabilidade dos gametas.

4.3. Inducao de Poliploides em B. ruziziensis e Avaliacao da
Meiose e Viabilidade de Pélen

A inducao da duplicacdo cromossdémica em plantas forrageiras tornou-se uma estratégia importante para ser
explorada pelos programas de melhoramento genético, pois permite a ampliacdo da expressao de caracteristicas
agronOdmicas de interesse, e, em alguns casos, a restauracao da fertilidade. Este procedimento tem sido muito
importante para os programas de melhoramento de varias gramineas, tais como: Pennisetum (BARBOSA et al.,
2007; CAMPOS et. al., 2009); Lolium (NAIR, 2004; PEREIRA et al., 2014) e a prépria Brachiaria (ISHIGAKI
et al., 2009; TIMBO et al., 2014).

As tentativas para obtencao de poliploides em Brachiaria tém por objetivo expandir o seu potencial de uti-
lizacdo como forrageira e, sobretudo, possibilitar o nivelamento da ploidia de B. ruziziensis, sexual, com as
tetraploides e apomiticas B. decumbens e B. brizantha.

Embora algumas plantas de B. ruziziensis tetraploidizadas artificialmente tenham sido usadas para o melhora-
mento genético, os trabalhos de duplicacdo cromoss6mica nao foram realizados com gendtipos previamente
selecionados para caracteristicas de interesse forrageiro. Dessa forma, em geral, as plantas geradas nao exi-
bem caracteristicas favoraveis no que diz respeito as condicdes ambientais brasileiras. Neste sentido, o uso
de gendtipos brasileiros selecionados provavelmente aumentaria a probabilidade de gerar plantas tetraploides
com caracteristicas favoraveis para a forragicultura, o que poderia levar a obtencao de hibridos interespecifi-
cos superiores (TIMBO et al., 2014).

Nos trabalhos realizados por Timbé et al. (2014) com sementes de uma populacao de B. ruziziensis originada do
segundo ciclo de selecdo recorrente intrapopulacional na Embrapa Gado de Leite — MG, foi observada taxa de
sobrevivéncia das plantas de 8%, das quais 11,45% eram tetraploides. A média viabilidade de grdaos de pdlen
das plantas tetraploides avaliadas variou cerca de 52 a ,55%, mostrando potencial de uso em cruzamentos.

Para que as plantas tetraploides artificiais sejam incorporadas ao programa de melhoramento e utilizadas em
hibridagGes, é importante que apresentem meiose normal e graos de pélen vidveis, favorecendo a obtencao
de progénies férteis. A analise do comportamento meidtico de seis gendtipos de plantas tetraploidizadas mos-
trou variacao de 2,8 a 10,37 % para taxa média de anormalidades. A viabilidade polinica também foi conside-
rada alta.

4.4. Meiose e Recombinacdao em Espécies Apomiticas e
Sexuais de Brachiaria e Hibridos Interespecificos

Nas etapas iniciais de um programa de melhoramento genético, a exploracao da recombinacao é uma estraté-
gia fundamental para a ampliacao da variabilidade existente, quando as diferentes caracteristicas dos genito-
res sdo combinadas em novas cultivares (WIJNKER; JONG, 2008). A recombinacédo genética é um processo
que possibilita gerar novas combinacoes alélicas com importante consequéncia para evolucao do genoma
(MASSY, 2013; SCHUERMANN et al., 2005). Esses motivos justificam o interesse dos geneticistas e melho-
ristas de plantas no entendimento dos mecanismos que regulam a recombinacao e na determinacao da sua
frequéncia.

Em algumas espécies, a frequéncia de recombinacado tem sido obtida por meio da contagem de quiasmas em
analises meidticas convencionais. No entanto, para espécies de Brachiaria, esse procedimento se torna invia-
vel, tendo em vista o tamanho reduzido dos cromossomos. Uma alternativa é realizar as contagens e estimar
os sitios de recombinagcdo por meio da imunolocalizacdao de proteinas recombinases.
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Vérias proteinas que integram o arcabouco do complexo sinaptonémico (CS) estao direta ou indiretamente
relacionadas a efetivacao do pareamento e da recombinacdao (OSMAN et al., 2011).

Durante a recombinacdo, apds a quebra da dupla fita de DNA (DSBs) pela proteina SPO11, atua um comple-
X0 proteico que visa remové-la. Posteriormente, o processo de reparo das DSBs é facilitado por duas recom-
binases, a RADiation sensitive 51 (RAD51) e Disrupted Meiotic cDNA1 (DMC1) que promovem a etapa de
invasao na dupla fita homéloga (OSMAN et al., 2011). A marcacao dos sitios onde estas proteinas se encon-
tram podem dar uma ideia dos locais propensos a recombinacéao.

Estudos tem demonstrado que a recombinacdao meidtica, ocorre em regidoes chamadas hotspots de recom-
binacao e sua distribuicao nao é aleatéria. Esses locais podem se expressar na forma de nédulos precoces
e tardios que aparecem, respectivamente, no zigdéteno e paquiteno e sao ricos em proteinas recombinases
(RAD51, DMC1, entre outras) (PAWLOWSKI; CANDE, 2005; OSMAN et al., 2011;).

A proteina RAD51 é altamente conservada entre os eucariotos e seu papel estd bem estabelecido na recom-
binacdo meidtica e em auxiliar na identificacdo/deteccdo da homologia cromossémica. Assim, por meio da
quantificacdo do nimero de sinais da proteina RAD51 no paquiteno é possivel identificar os genétipos com
maior frequéncia de sinais de homologia e recombinacéo.

A andlise da proteina RAD51 nos meidécitos das espécies e hibridos de Brachiaria revelou sinais difusos no nu-
cleo durante o leptéteno, quando os cromossomos estdo iniciando a condensacéo e o pareamento. No zigdte-
no, foram identificados sinais individuais da RAD51 em cromossomos nao pareados ou parcialmente parea-
dos e sinais adjacentes da RAD51 em cromossomos pareados, confirmando o seu estreito envolvimento com
a busca pela homologia cromossdmica. Durante o paquiteno, foram observados sinais da RAD51 localizados
entre os eixos cromossémicos em hotspots de recombinacado. A média de sinais de recombinacao foi maior
nas espécies apomiticas de Brachiaria (B. decumbens, 85.80 e B. brizantha, 83.87) quando comparadas com
os hibridos e com a espécie sexual, B. ruziziensis. Essa maior frequéncia de sinais pode estar relacionada com
o modo de reproducao da espécie. A espécie B. ruziziensis tetraploidizada artificialmente apresentou média de
sinais da RAD51 semelhante a espécie B. ruziziensis diploide como consequéncia do efeito da poliploidizacao.
As plantas hibridas apresentaram sobreposicdo da média de sinais de RAD51 em relacao as plantas diploide e
tetraploide de B. ruziziensis. Essa nao aditividade dos genomas pode representar uma adaptacao ao estresse
gendmico causado pela hibridacao e poliploidizacdo (PAULA et al., 2015).

4.5. Perspectivas

Contagens cromossdmicas e andlises do comportamento meidtico, via citogenética convencional, ja estao
bem estabelecidos em espécies de Brachiaria. Os novos estudos deverao contemplar andlises que permitam
discriminar e identificar cromossomos e genomas, com maior grau de detalhamento dos cariétipos, similari-
dades/dissimilaridades cromossémicas que permitam um maior grau de aprofundamento e entendimento da
historia evolutiva do género.
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CariTuLo b

Melhoramento Genético de Lolium: Hitorico e
Estratégias

Andréa Mittelmann

5.1. Resumo

O género Lolium contém algumas das principais forrageiras de clima temperado. No Brasil cultiva-se o Lolium
multiflorum, espécie anual, alégama e diploide, com 2n =14 cromossomos. A regido de adaptacao do aze-
vém no Brasil abrange o Rio Grande do Sul, Santa Catarina e a maior parte do Parana. Em parte da Regido
Sudeste do Brasil pode ser cultivado, como no sul do estado de Sao Paulo e em climas de altitude, condicio-
nado a disponibilidade de dgua no periodo de inverno. O Programa de Melhoramento de Azevém da Embrapa
foi estabelecido no ano de 2002 e encontra-se hoje em sua terceira fase, empregando predominantemente

a selecdo com teste de progénies. Entre os resultados obtidos até o momento destacam-se o lancamento da
cultivar BRS Ponteio e o registro de mais duas cultivares, com alta produtividade e diferente duracao do ciclo
vegetativo.

5.2. Introducéo

O género Lolium pertence a familia Poaceae, tribo Festucae e é formado por nove espécies, todas diploides e
com numero de cromossomos 2n=2x = 14. Este género é bastante préximo do género Festuca, o qual possui
espécies diploides e poliploides (BORRIL, 1976).

As espécies que compdem o género formam um grupo de autégamas anuais (L. temulentum, L. persicum, L.
remotum, L. canariense e L. loliaceum) e um grupo de alégamas, as quais variam quanto ao ciclo de vida [L.
perenne, L. multiflorum, L. rigidum e L. x boucheanum (=L. hybridum)]. As espécies de importancia econé-
mica pertencem todas ao segundo grupo (HUMPREYS, 2010).

A origem do género Lolium é mediterranea. Supde-se que a domesticacao ocorreu no Oriente Médio, junto
com os cereais graniferos como o trigo e a aveia. A partir dai, houve migracao em direcao ao Oeste, iniciando
o cultivo na Europa e entao para o restante das regioes temperadas do planeta.

O género Lolium contém algumas das principais gramineas forrageiras cultivadas. Somente na Europa, estas
espécies constituem cerca de 12 milhdes de hectares de pastagens (HUMPHREYS, 2010). Nas regidoes mais
frias, como no Norte da Europa, Estados Unidos e Nova Zelandia a espécie predominante é L. perenne. Na
Austrélia é cultivado L. rigidum, uma espécie de ciclo muito curto, com o nome comum de “Wimmera rye-
grass” ou “annual ryegrass”.

Na América do Sul, cultiva-se o azevém na Argentina, Brasil, Chile e Uruguai. Na Argentina, sdo mais utiliza-
das festucas e o azevém perene, assim como no Chile. J& no Brasil e no Uruguai predomina L. multiflorum,
espécie anual cujo nome comum em inglés é “/talian ryegrass”.

Além de sua importancia como forrageira, o azevém é cultivado também como cobertura verde, para contro-
le de erosao e recuperacao de areas degradadas, bem como para formacao de gramados, tanto ornamentais
como esportivos.
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5.3. Lolium no Brasil

No Brasil, o azevém cultivado é Lolium multiflorum, espécie que foi introduzida por imigrantes europeus e
adaptou-se a ponto de se tornar espontanea.

Esta espécie é subdividida por muitos autores em um grupo perene (/talian) e os azevéns chamados Wes-
terwolths, estritamente anuais, que teriam evoluido na regiao de mesmo nome. As populacdes aqui existen-
tes tem comportamento estritamente anual. As plantas florescem abundantemente no primeiro ano de cultivo
e morrem apds a maturacao das sementes. Mas nao parece haver relacao de origem entre estas e os chama-
dos Westerwolths, sendo mais provavel que este comportamento tenha sido selecionado de forma indepen-
dente (HUMPHREYS et al., 2010).

A regido de adaptacao do azevém no Brasil abrange o Rio Grande do Sul, Santa Catarina e a maior parte do
Parana. Em parte da Regido Sudeste do Brasil pode ser cultivado, como no sul do estado de Sao Paulo e em
climas de altitude, condicionado a disponibilidade de agua no periodo de inverno.

5.4. Caracteristicas Agrondmicas

O azevém apresenta uma série de caracteristicas que o tornam uma das mais importantes forrageiras de
inverno. Possui uma alta produtividade entre as espécies de clima temperado, atingindo de 8 a 10 t/ha de
matéria seca de forragem em nossas condi¢cdes. Possui qualidade superior a das demais forrageiras devido,
principalmente, a uma alta digestibilidade da matéria seca (HUMPHREYS et al., 2010).

A espécie com que trabalhamos possui caracteristicas de adaptacao e rusticidade que sao responsaveis por
sua ampla distribuicdo atual. Adapta-se a diferentes tipos de solo e é pouco exigente em relacao ao pH mas
é, por outro lado, muito responsiva a adubacao. Desenvolve-se em uma grande amplitude de temperaturas
e tolera bem o sombreamento. Uma vez estabelecida, tolera tanto periodos de seca como excesso hidrico.
A estrutura genética das populacdes, com alta variabilidade e alta heterozigosidade, determinada por uma
combinacdo de aspectos como a domesticacao recente da espécie, o modo de reproducao pela alogamia e a
existéncia de genes de incompatibilidade, contribui para esta grande adaptabilidade.

Além disso, a espécie possui alta producao de sementes, de até 1.000 kg/ha, para uma densidade de semea-
dura de 20 kg/ha, e apresenta dorméncia de sementes por um periodo de trés a quatro meses, o que permite
o escape de condicOes do tempo inadequadas e ajuda a garantir a ressemeadura natural das areas.

5.5. O Programa de Melhoramento

O Banco Ativo de Germoplasma de Azevém da Embrapa foi estabelecido no ano de 2002, com predominan-

cia de populacodes locais entre os acessos. Desde as primeiras avaliacdes, ficou evidenciada a grande variabi-
lidade fenotipica existente entre essas populacdes. Assim, foi iniciado também o Programa de Melhoramento
de Azevém da Embrapa.

5.5.1. Histérico

A primeira fase do Programa de Melhoramento consistiu na avaliacao de acessos do Banco de Germoplasma
em diferentes ambientes. A demanda existente era por uma cultivar de azevém com bom desenvolvimento
inicial e ciclo longo.

No ano de 2004 as primeiras 28 populacdes foram avaliadas. Foram realizados experimentos de caracteri-
zacao agrondémica a campo, em sete locais: Bagé, Capao do Leao, Eldorado do Sul, ljui e Passo Fundo (RS),
Ponta Grossa (PR) e Coronel Pacheco (MG), conduzidos pela Embrapa Pecudria Sul, Embrapa Clima Tempe-
rado, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Fepagro, Embrapa Trigo, Universidade Estadual de Ponta
Grossa e Embrapa Gado de Leite, respectivamente. Os experimentos contavam com quatro repeticoes, em
delineamento de blocos casualizados. As parcelas eram constituidas de uma linha de trés metros de com-
primento e a produtividade foi avaliada com base em cortes mecanicos, realizados sempre que as plantas
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atingiam cerca de 20 cm de altura. Foram utilizadas como testemunhas amostras da cultivar comum e da
cultivar uruguaia LE 284. Os resultados dessa avaliacao inicial mostraram grandes diferencas entre popula-
coes, principalmente na distribuicdo da producao de forragem e na duracao do ciclo vegetativo. Com base
nessas diferencas, decidiu-se iniciar ja em 2005 ensaios de Valor de Cultivo e Uso (VCU), avaliando quatro
das melhores populacodes.

Esta primeira fase resultou no lancamento da cultivar BRS Ponteio, que apresentou produtividade 7% acima
da cultivar comum, utilizada como testemunha, além de ciclo 25 dias mais longo e de uma maior proporcao
de folhas em relacao a colmos na forragem produzida (MITTELMANN, 2007). Devido a forma de selecao
utilizada, a cultivar BRS Ponteio é apenas registrada, ndo sendo passivel de protecao junto ao Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa).

A cultivar chegou ao mercado em 2011, com 21 toneladas de semente bésica disponibilizada aos produtores
de sementes e, em 2012, cerca de 400 toneladas de semente foram colocadas no comércio, o suficiente
para semear 20 mil hectares de azevém. Desde entao, vem tendo crescente producao e utilizacao.

Unidades de observacao realizadas em propriedades rurais do Rio Grande do Sul mostraram produtividade de
até 11 t/ha de matéria seca de forragem (Tabela 1) para a cultivar.

Tabela 1. Produtividade de matéria seca (kg/ha) em unidades de observacéao da cultivar BRS Ponteio.

Municipio Semeadura 1 2 Corte 3 1 Producdo acumulada
Capéo do Ledo 11/05 996 1.680 5.140 3.174* 10.990*
Arroio do Padre 8/06 645 2.592 1.924 5.161
Arroio do Padre 4107 924 979 3.524 5.427

*Foi realizada amostragem representando o quarto corte. Para os trés primeiros cortes, a producdo acumulada foi de 7.816
kg/ha.

A produtividade foi bastante influenciada pela data de semeadura e adubacao utilizada, correspondendo a
maior produtividade a propriedade que realizou adubacédo conforme recomendacao, inclusive aplicacado de
nitrogénio em cobertura (135 kg N/ha, parcelado em trés aplicacdes). Além de utilizar o azevém para pasto-
reio, nesta propriedade o terceiro corte foi usado para a producao de feno. Em todas as propriedades, apds
trés cortes, o rebrote foi deixado com o propdsito de se obter uma ressemeadura natural, diminuindo o custo
de implantacado da pastagem de inverno no préximo ano. Na percepcao dos produtores o uso da cultivar BRS
Ponteio aumentou significativamente a producao leiteira e o periodo de uso da pastagem, diminuindo o custo
de producado (PINHEIRO et al., 2012).

O inicio da selecao dentro de populacdes caracteriza a segunda fase deste Programa de Melhoramento. O mé-
todo utilizado foi a selecdo massal. Os objetivos a serem atendidos passaram a ser o aumento da produtivida-
de em populacdes de diferentes ciclos, uma vez que os produtores que utilizam a integracao lavoura-pecuaria,
semeando uma lavoura de verao, tém preferéncia por azevém de ciclo precoce.

Como resultado desta segunda fase, selecionou-se a cultivar BRS Integracdo, ainda mais produtiva que BRS
Ponteio, com ciclo mais curto e habito de crescimento semi-ereto, a qual encontra-se registrada e protegida
junto ao Mapa. Outra cultivar desenvolvida, de ciclo mais longo que o BRS Ponteio, é a BRS Estacdes, a qual
encontra-se registrada e com pedido de protecao encaminhado.

A cultivar BRS Integracao, na média dos experimentos realizados em 2006, mostrou-se 4,5% superior a culti-
var BRS Ponteio, superando também as testemunhas Comum e LE 284 (Tabela 2).

A alta produtividade da cultivar tem sido confirmada em experimentos realizados no Rio Grande do Sul e no
Parana. Em Pato Branco, foram obtidas 9,3 t/ha de matéria seca forragem e em Palma — PR foram obtidas
14,3 t/ha, das quais 8,3 t/ha apenas de folhas (MIOTO et al., 2014; AIOLFI et al., 2014).

a7
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Tabela 2. Produtividade (matéria seca, kg/ha) da cultivar BRS Integracdo em comparacdo com testemunhas,
inverno, 20086.

Local BRS Integracdo BRS Ponteio Comum LE 284
Capao do Ledo 4.225,71 3.764,36 3.648,37 3.518,15
Bagé 5.571,45 5.971,65 6.203,25 6.233,25
Ponta Grossa 7.326,40 6.731,55 6.907,85 6.382,55
Passo Fundo 9.568,20 9.068,84 7.960,60 7.451,20
Média 6.672,94 6.384,10 6.180,02 5.896,29
% 104,52 107,98 113,17

5.5.2. Fase atual e perspectivas

A terceira fase do Programa de Melhoramento teve inicio em 2008 e consiste na selecao com teste de progé-
nies. Como o azevém é uma espécie alégama, sado utilizadas familias de meio-irméaos. Como resultado deste
processo de selecdo, trés populacdes ingressaram em VCU em 2014 e trés novas populacdes encontram-se
em processo de selecao.

Avaliacdes da capacidade geral de combinacao das populagdes foram iniciadas, por meio de topcross, visan-
do a formacao de compostos como base para novos ciclos de selecao.

Em relacdo ao Banco de Germoplasma, a caracterizacdo citogenética e molecular vem avancando, com impor-
tante colaboracao da Universidade Federal de Lavras e Universidade Federal de Juiz de Fora. Estas atividades
serdo mais detalhadas em capitulos especificos.

5.6. Germoplasma Tetraploide

Azevéns tetraploides tendem a ter folhas e perfilhos maiores e produzem forragem com menor contetido de maté-
ria seca e estandes mais abertos (HUMPHREYS et al., 2010). A produtividade varia grandemente entre cultivares
tetraploides, e cultivares melhoradas diploides podem ser tdo produtivas quanto as tetraploides, como tem sido
observado em diversos experimentos (Tabela 3, adaptada de MITTELMANN et al., dados ndo publicados; AIOLFI
et al., 2014; MIOTO et al., 2014). Entretanto, existe um forte apelo comercial sobre a questao da poliploidia, com
a recente introducao e registro no Brasil de um grande ndmero de cultivares tetraploides importadas.

Tabela 3. Produtividade de forragem (matéria seca, kg/ha) de populacdes diploides (2x) e tetraploides (4x) de
azevém em trés ambientes.

Populacéo Capao do Ledo, RS, 2012 Palma, PR, 2013 Pato Branco, PR, 2013

BRS Estacdes (2x) 4.607,4a 15.977a 10.346,4a
LOL 135 (2x) 4.517,0ab - -

BRS Integracao (2x) 4.253,8abc 14.351ab 9.332,6h
BRS Ponteio (2x) 4.101,9¢ - 8.813,4b
Comum (2x) - 13.930b 9.079,1b
LE 284 (2x) - 8.161,6b
INIA Bakarat (2x) - - 9.118,3b
INIA Titan (4x) - 15.444a 10.534,9a
INIA Escorpio (4x) - - 10.401,8a
Barjumbo (4x) 4.147,1bc 12.727¢ 10.321,7a

Foi realizado o teste de Tukey, com probabilidade de 5% (alfa=0,05).

A fim de melhor estudar os efeitos da poliploidizacdo em populacdes de azevém adaptadas ao Sul do Brasil,
uma linha de desenvolvimento de germoplasma tetraploide foi iniciada, em colaboracdo com a Universidade
Federal de Lavras. As primeiras plantas foram obtidas em 2011 (PEREIRA et al., 2014) e a primeira avaliacdo
a campo ocorreu em 2014.

Em outra linha de trabalho, foram formados compostos utilizando o germoplasma tetraploide internacional,
visando explora-lo por meio de recombinacéao e selegcéo.
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5.7. Fungos Endofiticos

Muitas espécies de gramineas de clima temperado estabelecem associacdes simbidticas com fungos endo-
fiticos do género Neotyphodium. Os efeitos destes endéfitos sobre o crescimento e toleréncia a estresses
das plantas tem sido amplamente estudados em espécies como festuca alta (Festuca arundinacea) e azevém
perene (Lolium perenne).

Resultados preliminares na Argentina indicam que populacdes locais de azevém (L. multiflorum) e outras gra-
mineas apresentam altas frequéncias e niveis de infeccao endofitica (MEDVESCIGH et al., 2004; IANNONE et
al., 2009), sugerindo uma possivel vantagem adaptativa conferida pelos simbiontes flingicos. Por outro lado,
estudos realizados com azevém infectado indicam que estas associacdes nao produzem ergoalcaléides nem
lolitrem e, portanto, nao gerariam toxicidade para o gado, mas seriam capazes de produzir peramina e/ou
lolinas, metabdlitos responsaveis pela tolerancia/repeléncia a insetos herbivoros (SUGAWARA et al., 2006).
Assim, iniciou-se a caracterizacao das populacdes locais de azevém existentes no Banco de Germoplasma
quanto ao nivel de infeccao por fungos do género Neotyphodium.

5.8. Atividades Complementares

De forma complementar ao trabalho de desenvolvimento de cultivares, tem sido realizados experimentos de
manejo destas cultivares, em colaboracdo com pesquisadores da Embrapa Clima Temperado e da Universi-
dade Federal de Pelotas, visando tanto a producao de forragem como a de sementes. Teses e dissertacoes
envolvendo altura e freqiiéncia de cortes, niveis de adubacao e metodologia para confeccao de silagem pré-
-secada estdo em andamento. Foi estabelecida, por exemplo, para a cultivar BRS Ponteio a recomendacéao de
se realizar até dois cortes da forragem em éareas destinadas a producédo de sementes (CUNHA, 2012). Foram
realizados ainda, estudos sobre a dorméncia e a persisténcia no solo das sementes de azevém (SOUZA et al.,
2009; COSTA et al., 2013).
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CariTuLO 6
Citogenética Aplicada ao Melhoramento de Lolium

Viédnia Helena Techio

6.1. Resumo

Espécies de Lolium constituem um excelente modelo para estudos da organizacao e estrutura da cromatina, pois
apresentam cromossomos grandes e em nuimero reduzido. Os estudos com hibridos de Lo/ium e Festuca foram
pioneiros na demonstracao do potencial de uso das técnicas de hibridizacao /in situ gendbmica para separacao
dos genomas. No Brasil, as pesquisas na area de citogenética e melhoramento com esse grupo de plantas
tém sido realizadas em parceria com a Universidade Federal de Lavras e as unidades da Embrapa Clima Tem-
perado e Gado de Leite. Como resultado desses estudos foram obtidas informacdes para caracterizagédo do
banco de germoplasma, anélises de meiose e viabilidade de pdlen, inducao e obtencao de plantas tetraploides
e analises citomoleculares, os quais se encontram sumarizados abaixo.

6.2. Introducao

Lolium é constituido por oito espécies diploides (2n=2x = 14) e algumas cultivares poliploides obtidas por
inducao da duplicacdo cromossdmica (POLOK, 2007). As espécies sao distribuidas em duas secdes estabeleci-
das de acordo com o modo de reproducao (TERREL, 1968). A primeira secao inclui quatro espécies autégamas
(L. loliaceum, L. persicum, L. remotum e L. temulentum) e a segunda é composta por trés espécies aldgamas
(L. perenne, L. rigidume, L. multiflorum) (JENKIN, 1959; LOSS, 1993; BENNETT et al., 2002; INTEGRATED
TAXONOMIC INFORMATION SYSTEM, 2010). A excecao é Lolium canariense, endémica das llhas Canérias,
que apresenta modo de reproducao intermedidrio (POLOK, 2007).

A caracterizacao citogenética das espécies de Lolium estd bem estabelecida (MALIK; THOMAS, 1966; THOMAS,
1981; JAUHAR, 1993; CARNIDE et al., 1986; THOMAS et al., 1996). O grupo constitui um excelente mode-
lo para estudos da organizacao e estrutura da cromatina, pois apresenta cromossomos grandes e em nimero
reduzido. Os estudos com hibridos de Lo/ium e Festuca foram pioneiros na demonstracao do potencial de uso
das técnicas de hibridizacao /in situ gendmica para separacao dos genomas (PASAKINKIENE; JONES, 2005)
No Brasil, as pesquisas na area de citogenética e melhoramento com esse grupo de plantas tem sido realiza-
dos em parceria entre a Universidade Federal de Lavras (Departamento de Biologia)-Lavras-MG e as unidades
da Embrapa Clima Temperado-Pelotas-RS e Gado de Leite-Juiz de Fora-MG. Como resultado desses estudos
foram obtidas informacdes para caracterizacdao do banco de germoplasma, analises de meiose e viabilidade de
pélen, inducado e obtencao de plantas tetraploides e andlises citomoleculares.

6.3. Citogenética e Contetido de DNA de L. multiflorum

Para a implantacao do programa de melhoramento genético de azevém anual no Brasil, assim como ocorre
para outras espécies, foi necessario estabelecer uma colecao de trabalho, a partir da coleta de um gran-

de nimero de plantas oriundas de diferentes ambientes. Inerente a esse processo é fundamental conhecer
variabilidade genética disponivel, a qual inclui a caracterizacao citogenética. Entre as informacdes geradas
pelas andlises citogenéticas podem ser citadas a determinacdo do nimero cromossdmico e a ploidia, ambos
caracteres que possibilitam discriminar os gendétipos, identificar similaridades e dissimilaridades e auxiliar no
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planejamento acerca dos cruzamentos mais compativeis. Essas informagdes constituem o elo entre o uso
adequado dos recursos genéticos e os programas de melhoramento (DAVIDE et al., 2009).

Dentre as varias técnicas para screening do material genético durante a etapa de planejamento e coleta do
germoplasma, a determinacao da quantidade de DNA nuclear via citometria de fluxo constitui um método
réapido e pratico para estimar o nivel de ploidia das plantas (DOLEZEL, 1997). A citometria de fluxo pode se
mostrar Util também durante os testes e pré-selecoes de gendtipos e nas etapas de hibridizacdes e recombi-
nacdes. Em situacdes, por exemplo, onde parentais diferem no contelido de DNA (BENNET; LEITCH, 1995),
esse procedimento pode ser empregado, em larga escala, para confirmar a ploidia dos gendtipos envolvidos
nos cruzamentos e, sobretudo, certificar a ocorréncia desses cruzamentos por meio da comparacao dos
dados entre parentais e progénies em plantas ainda jovens. Assim, a quantificacdo do DNA nuclear mostra-se
como uma alternativa importante para uma triagem inicial dos inimeros genétipos que compdem as colecdes
de trabalho dos melhoristas. Posteriormente, os resultados obtidos com a citometria de fluxo podem ser
aferidos pelas contagens cromossdmicas, que fornecerdo uma caracterizacao precisa da ploidia das plantas,
sendo, especialmente, Uteis na identificacdo de materiais duplicados presentes na colecéao.

A partir da quantificacdo de DNA de 12 genétipos de L. multiflorum (04 parentais e 08 progénies) foi pos-
sivel separéa-los nas categorias diploide, triploide e tetraploide (Tabela 1). O conteido médio de DNA nos
diploides variou de 5,42 pg a 5,85 pg. O Unico individuo triploide (ABARP) apresentou 8,30 pg. Nos tetraploi-
des, o contelldo médio de DNA variou de 10,21 pg a 10,95 pg. Os resultados do screening para a quantida-
de de DNA mostraram que somente uma cultivar diploide (gen6tipo Comum) e uma tetraploide (Bar Jumbo)
apresentaram os valores esperados em todas as plantas avaliadas. Para os demais gendtipos avaliados foram
encontradas plantas diploides e tetraploides, sendo que para uma progénie (genétipo ABARP) foram confirma-
das plantas com trés ploidias diferentes (Tabela 1) (BUSTAMANTE et. al., 2015).

Tabela 1. Média do contetdldo de DNA nuclear (2C em picogramas, pg), nivel de ploidia e nimero de cromossémos
de genétipos de Lolium multiflorum.

Gendtipos 2C (pg) Nivel de ploidia Nimero cromossdmico
Comum 5.42a' 2x 14
Avance 5.64a 2x 2

10.91d 4x 28
Barjumbo 10.87d 4x 28
INIA Titan 5.65a 2x 14
10.37¢ 4x 28
A41 h.76a 2x 14
10.21c 4x
A42 5.82a 2x 14
10.57¢ 4x
A43 b.74a 2x 14
10.45¢ 4x 28
A44 b.71a 2x 14
Ad5 b.64a 2x 14
10.93d 4x 28
A46 b.8ba 2x 14
10.89d 4x 28
A47 10.95d 4x 28
ABARP 5.50a 2x 14
8.30b 3x 21
10.93d 4x 28

*'Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. *N&o determinado.
(BUSTAMANTE etal., 2015).
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A ocorréncia de progénies diploides e tetraploides em um mesmo grupo de plantas avaliadas pode ser devido
a mistura de sementes que pode ter ocorrido na multiplicacdo de sementes dos parentais em nivel comer-
cial, uma vez que é extremamente dificil separar visualmente plantas com diferentes ploidias. Esse fato é o
que provavelmente pode ter ocorrido com as sementes de dois parentais que apresentaram individuos com
diferentes ploidias (BUSTAMANTE et. al., 2015). Além disso, apesar de L. multiflorum ser uma espécie al6-
gama (FEARON; HAYWARD; LAWRENCE, 1983), em uma pequena quantidade das plantas pode ter ocorrido
autopolinizacdo, justificando, assim, a ocorréncia de progénies com diferentes ploidias. Essas informacdes
ratificam a importancia do uso da técnica de citometria de fluxo para selecao e certificacdo dos gendtipos e
na deteccao de cruzamentos em L. multiflorum em larga escala.

A vantagem observada para o uso da citometria de fluxo esta na possibilidade de realizar avaliacoes em
diferentes tipos de tecidos jovens e em pequenas fracoes, caracterizando-se por ser um método rapido e nao
destrutivo (PEREIRA et al., 2012). Entretanto, a limitacdo no seu uso é que as informagGes geradas sdao em
nivel de populacédo de células, nao sendo possivel avaliar o comportamento individual das mesmas. Nessas
circunstancias, a opcao mais confidvel é a anélise citogenética em metafases mitdticas. Esse procedimento
possibilita determinar com exatidao o nidmero de cromossomos em células individuais.

As andlises suplementares para o nimero cromossémico confirmaram a ploidia determinada por citometria

de fluxo para todos os gendétipos analisados (Tabela 1) (BUSTAMANTE et al., 2015). Ambas as técnicas
comprovaram a ocorréncia de trés niveis de ploidia. A combinacao das andlises por quantificacdo de DNA e
contagem cromossdmica mostrou ser eficiente para screening e diagnéstico de nivel de ploidia em parentais e
pés-cruzamentos dentro do género Lolium.

6.4. Meiose e Viabilidade de Podlen

A andlise da microsporogénese em 12 gendétipos de L. multiflorum mostrou meiose regular com a formacao
de sete bivalentes em forma de anel e com quiasmas terminalizados. Houve variacdo para o nimero de cro-
mossomos ligados ao nucléolo, com um, dois ou trés, demonstrando ocorrer variacdo em relagao a ocorréncia
de regides organizadoras do nucléolo (RONs) entre os acessos analisados (FREITAS et al., 2013).

Trés gendtipos apresentaram anormalidades meidticas, tais como cromossomos nao orientados na placa
durante a metafase |, pontes na anéafase |, cromossomos atrasados na tel6fase | e a presenca de até dois
microndcleos na tel6fase | (FREITAS et al., 2013). As anormalidades observadas podem resultar em elimina-
coOes de fragmentos ou cromossomos inteiros e formagao de grdos de pélen com nimero nédo balanceado de
cromossomos e inférteis, tornando os gendtipos inadequados para emprego em cruzamentos.

Em relacédo ao grao de pélen, os gendtipos de L. multiflorum avaliados apresentaram alta taxa de viabilida-
de (>89%), mas houve diferenca para os caracteres quantitativos eixo polar, didametro equatorial na vista
equatorial, exina, endoexina, ectoexina e razdo P/E. Os graos de pélen foram caracterizados como monoaper-
turados, com abertura ndo proeminente e com ambito circular. As diferencas morfométricas entre os graos
de pélen podem auxiliar na distingcdo entre os mesmos e, posteriormente, serem utilizadas para comparacao
entre os niveis de ploidia (NUNES et al., 2012).

6.5. Variabilidade nos Sitios de rDNA 45S e Sitios Frageis em
Cromossomos de L. perenne e L. multiflorum

Os sitios de DNAs ribossomais (rDNAs) representam cerca de 10% do genoma de plantas e sdo tradicional-
mente empregados como marcadores citogenéticos importantes em estudos filogenéticos e taxonémicos,
pois constituem unidades repetitivas altamente conservadas, cuja posicao e distribuicdo nos cromossomos
tem sido usadas para correlacionar com a especiacdao e com a definicao de tendéncias evolutivas em grupos
vegetais (CASTILHO; HESLOP-HARRISON, 1995; HESLOP-HARRISON, 2000; HUGHES; HAWLEY, 2009).

Os genes de rDNA 5S ocorrem como repeticdes em tandem e estao localizados em um ou mais sitios por
conjunto cromossémico. O sitio de rDNA 45S, por sua vez, corresponde a centenas ou milhares de cépias,
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em tandem, dos genes de rRNA 18S, 5.8S e 26S, separados por espacadores intergénicos nao transcritos.
No entanto, apenas poucos genes de rDNA 45S sao transcricionalmente ativos (CONCONI et al., 1989;
HESLOP-HARRISSON, 2000).

Estudos em vérias espécies de diferentes grupos, tais como A/llium (SCHUBERT; WOBUS, 1985), Triticeae
(ALTINKUT et al., 2006; DUBCOVSKY; DVORAK, 1995), Nemesia (DATSON; MURRAY, 2006), Crotalaria
(MORALES; AGUIAR-PERECIN; MONDIN, 2012), Passiflora (CUCO et al., 2005), Aegilops (RASKINA; BE-
LYAYEV; NEVO, 2004a, 2004b) e Rice (SHISHIDO; SANO; FUKUI, 2000) tem demonstrado a variabilidade
no ndmero e posicao dos sitios de rDNA 45S.

Recentemente, variacOes intraespecificas para a posicdo e nimero desses sitios vem sendo vastamente descri-
tas em Lolium (HUANG et al., 2008, 2009; KSIAZCZYK; TACIAK; ZWIERZYKOWSKI, 2010; LIDEIKYTE et al.,
2008; THOMAS; HARPER; MORGAN, 2001). Em cultivares de L. perenne L., por exemplo, a variacdo intraes-
pecifica no nimero e localizacao de /ocos de rDNA 45S e 5S indicam que variacOes intracromossémicas podem
ter ocorrido durante sua especiacao (KSIAZCZYK; TACIAK; ZWIERZYKOWSKI, 2010). A anélise de espacado-
res intergénicos e regides transcritas de Sinapis alba L. em sete taxa de Lolium, permitiu predizer que o rDNA
das espécies autdgamas é mais homogéneo do que o das espécies ald6gamas, uma clara diferenca na variacao
ribossémica entre espécies autégamas e aldégamas de Lolium (WARPEHA; GILLILAND; CAPESIUS, 1998).

Além dessas variacdes, estudos realizados também em L. perenne por Huang et al. (2008) mostraram que
em algumas células meristematicas havia maior nUmero de cromossomos que o esperado para a espécie e
sinais 45S na regiao terminal em ndmero varidvel. Os autores demonstraram que estes sinais terminais eram
provenientes da expressao de sitios frageis, fendbmeno ja descrito em cromossomos humanos (GLOVER,
2006; RICHARDS, 2001). Essa expressao causava a ruptura total ou parcial exclusivamente nos sitios rDNA
45S dos cromossomos de L. perenne, gerando fragmentos que resultaram na contagem equivocada do nime-
ro cromossomico.

Diferentes mecanismos podem estar envolvidos na variacdo do nimero e posicdo dos sitios de rDNA 45S
tanto interespecifica quanto intraespecifica, tais como: diferentes rearranjos cromossémicos; permuta ge-
nética desigual; conversao, transposicdo génica e a expressao dos sitios frageis (BROWN; O'NEILL, 2010;
DATSON; MURRAY, 2006; DUBCOVSKY; DVORAK, 1995; RASKINA; BELYAYEV; NEVO, 2004a, 2004b;
SCHUBERT; WOBUS, 1985; THOMAS; HARPER; MORGAN, 2001). Em Lol/ium, além de ser um mecanismo
potencial para variabilidade no nimero e posicdo dos blocos de rDNA 45S, a ocorréncia dos sitios frageis
pode levar a alterac6es no genoma que podem estar relacionadas a evolucao e surgimento de novas espécies
(BROWN; O’NEILL, 2010; RUIZ-HERRERA; ROBINSON, 2007).

As analises realizadas pelo nosso grupo de pesquisa se dedicaram a descrever as caracteristicas dos sitios
frageis na regido 45S dos cromossomos de genétipos diploides e poliploides de L. multiflorum e L. perenne,
assim como os efeitos transcricionais.

Nos cromossomos dessas espécies, os sitios de rDNA foram observados em trés situacdes: em cromossomos
intactos, em cromossomos com lesdao e em cromossomos com quebras. Os cromossomos intactos apresenta-
ram apenas um sinal de rDNA 45S proximal. Nos cromossomos que apresentaram lesdes, 0s sinais ocorreram
em apenas um dos lados da lesdo ou nos dois lados, ocorrendo variacao quanto ao tamanho e a intensidade
de fluorescéncia entre os sinais separados pela lesdo. Em alguns casos, uma fina fibra de cromatina ligava o
fragmento lesionado ao cromossomo. Nos cromossomos que apresentaram quebras, os sinais foram observa-
dos nas extremidades do fragmento ou do cromossomo ou em ambos, também com variacdo de tamanho e
intensidade de fluorescéncia entre os dois sinais separados pela quebra (BUSTAMANTE et al., 2014; ROCHA
et al., 2015)

O padrao de quebras e lesdes foi altamente heterogéneo, com variacao inclusive entre metafases do mes-
mo meristema. Algumas metafases apresentaram cromossomos intactos enquanto outras apresentaram
simultaneamente quebra e lesdo em diferentes frequéncias. Nao foram detectadas sequéncias teloméricas
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na extremidade dos fragmentos cromossdmicos correspondentes ao local de quebras no sitio 45S (BUSTA-
MANTE et al., 2014; ROCHA et al., 2015).

Sitios de rDNA 45S sinténicos foram observados tanto em cromossomos intactos quanto em cromosomos
com lesdes ou quebras. Nos cromossomos com quebras ou lesdes, os sitios 45S foram observados no cro-
mossomo e em seu respectivo fragmento. Os sinais detectados em sitios sinténicos apresentaram intensidade
e tamanhos iguais ou diferentes. A comparacao entre os sinais de rDNA 45S e as RONs marcadas pela colo-
racdo com prata mostraram ndo haver correspondéncia entre ambas nos gendtipos avaliados BUSTAMANTE
et al., 2014; ROCHA et al., 2015)..

Variacdo no numero de nucléolos no nicleo interfasico foi detectada para os genétipos de L. multiflorum e de
L. perenne. Além da variacdao numérica foi observado também consideravel heteromorfismo e a ocorréncia de
fusé@o nucleolar (BUSTAMANTE et al., 2014; ROCHA et al., 2015).

6.6. Inducao de Poliploides em L. multiflorum

A obtencao de plantas poliploidizadas tem sido um dos alvos dos programas de melhoramento genético
visando obter gendtipos diferenciados para maximizar caracteristicas de interesse agronémico. Dentre as
vantagens, a poliploidizacao possibilita ampliar a base genética, restaurar a fertilidade de hibridos interespeci-
ficos, obter linhagens em curto espaco de tempo e viabilizar cruzamentos quando estao envolvidos gendétipos
com diferencas na ploidia (BARBOSA et al., 2007; CAMPOS et al., 2009; ISHIGAKI et al., 2009; SOUZA-
-KANESHIMA, 2010).

Em espécies forrageiras, assim como para outras espécies, a substancia antimitética mais empregada para
inducao da poliploidia tem sido a colchicina (ISHIGAKI et al., 2009; SOUZA-KANESHIMA et al., 2010;
QUESENBERRY et al., 2010; BARBOSA et al., 2007; CAMPOS et al., 2009). A colchicina foi empregada
para obtencao de polipoides de L. perenne, de hibridos de L. perenne x Festuca arundinacea e L. perenne X
L. multiflorum (THOMAS & HUMPHREYS, 1991; JONES & HUMPHREYS, 1993; PASAKINSKIENE, 2000 e
NAIR, 2004).

As tentativas para obtencao de poliploides empregando gendtipos nacionais de L. multiflorum, realizadas até
o momento, possibilitaram gerar poliploides em diferentes frequéncias. As concentracdes de colchicina de O,
1% e 0,25% com DMSO 1% foram as mais eficientes na obtencédo de poliploides, os quais geraram graos
de pdlen vidveis. A partir dessas plantas foram obtidas 164 progénies, das quais 66% (109) apresentaram
estabilidade com relagcdo ao nivel de ploidia, quando avaliadas apds o estabelecimento das plantas em casa
de vegetacado. Esse monitoramento dos poliploides nas geracdes subsequentes é importante para observar
possiveis efeitos tardios da colchicina, em especial sobre a estabilidade genética e fenotipica dos individuos
(PEREIRA et al., 2014).

6.7. Perspectivas

Com o estabelecimento da linha de pesquisa, os trabalhos passaram a avaliar o Complexo Lolium-Festuca, incor-
porando a andlise das espécies de Festucae os hibridos interespecificos — Festulolium. Para o aprofundamento dos
estudos sobre a expressao dos sitios frageis estdao sendo realizadas analises sobre os mecanismos epigenéticos.

6.8. Referéncias

ALTINKUT, A. et al. Ac-like transposons in populations of wild diploid Triticeae species: comparative analysis
of chromosomal distribution. Chromosome Research, Oxford, v. 14, n. 3, p. 307-317, Apr. 2006.

ARAUJO, A. A. Forrageiras para ceifa: capineiras, fenacdo e ensilagem. Porto Alegre: Sulina, 1978. 196 p.

BARBOSA, S.; DAVIDE, L. C.; PEREIRA, A. V.; ABREU, J. C. Duplicacao cromossOmica de hibridos triploides
de capim-elefante e milheto. Bragantia, v. 66, p. 365-372, 2007.



56

| Workshop sobre Citogenética e Genética Molecular Aplicadas ao Melhoramento de Forrageiras

BENNET, M. D.; LEITCH, I. J. Nuclear DNA amounts in angiosperms. Ann Bot., v. 76, p. 113-176, 1995.

BENNETT, S. J.; HAYWARD, M. D.; MARSHALL, D. F. Electrophoretic variation as a measure of species
differentiation between four species of the genus Lolium. Genetic Resources and Crop Evolution, v. 49, p.
59-66, 2002.

BROWN, J. D.; O'NEILL, R. J. Chromosomes, conflict, and epigenetics: chromosomal speciation revisited.
Annual Review of Genomics and Human Genetics, Palo Alto, v. 11, p. 291-316, 2010.

BUSTAMANTE, F. O.; ROCHA, L. C.; TORRES, G. A.; DAVIDE, L. C.; MITTELMANN, A.; TECHIO, V. H.
Distribution of rDNA in diploid and polyploidy Lo/ium multiflorum Lam. and fragile sites in rDNA regions. Crop
Science, v. 54, p. 1-9, 2014.

BUSTAMANTE, F. O.; ROCHA, L. C.; SANTOS, N. S.; SILVEIRA, R. A. D.; NUNES, R. C.; MITTELMANN, A.;
TECHIO, V. H. Analysis of nuclear DNA content and chromosome umber for screening genotypes and cros-
ses in Lolium multiflorum Lam. Australian Journal of Crop Science, v. 9, p. 666-670, 2015.

CAMPOS, J. M. S.; DAVIDE, L. C.; SALGADO, C. C.; SANTOS, F. C.; COSTA, P. N.; SILVA, P. S.; ALVES,
C. C. S.; VICCINI, L. F.; PEREIRA, A. V. In vitro induction of hexaploid plants from triploid hybrids of Penni-
setum purpureum and Pennisetum glaucum. Plant Breeding, v. 128, p. 101-104, 2009.

CARNIDE, V.; ORELLANA, J.; RIBEIRO, M. A. M. V. Nucleolar organiser activity in Lo/ium and Festuca. 1.
Lolium multiflorum, Festuca arundinaceae and Lolium-Festuca Hybrids. Heredity, v. 56, p. 311-317, 1986.

CARNIDE, V.; ORELLANA, J. Analysis of nucleolar organizer regions by silver staining in two Lolium species.
Euphytica, Netherlands, v. 35, n. 2. p. 503-507, 1986.

CASTILHO, A.; HESLOP-HARRISON, J. S. Physical mapping of 5S and 18S-25S rDNA and repetitive DNA
sequences in Aegilops umbellulata. Genome, v. 38, p. 91-96, 1995.

CONCONI, A. et al. Two different chromatin structures coexist in ribosomal RNA genes throughout the cell
cycle. Cell, Cambridge, v. 57, n. 5, p. 753-761, June 1989.

CUCO, S. M. et al. Comparative karyotype analysis of three Passiflora L. species and cytogenetic characteri-
zation of somatic hybrids. Caryologia, Firenze, v. 58, n. 3, p. 220-228, 2005.

DATSON, P. M.; MURRAY, B. G. Ribosomal DNA /ocus evolution in Nemesia: transposition rather than struc-
tural rearrangement as the key mechanism? Chromosome Research, Oxford, v. 14, n. 8, p. 845-857, 2006.

DAVIDE, L. C.; TECHIO, V. H.; PEREIRA, R. C.; FONTES, B. P. D.; TORRES, G. A. Citogenética e suas aplica-
coes no melhoramento de plantas. Informe Agropecuario, v. 30, p. 53-63, 2009.

DOLEZEL, J. Application of flow cytometry for the study of plants genomes. Journal of Applied Genetics, v.
38, p. 285-302, 1997.

DUBCOVSKY, J.; DVORAK, J. Ribosomal-RNA multigene loci-nomads of the Triticeae genomes. Genetics,
Austin, v. 140, n. 4, p. 1367-1377, Aug. 1995.

FEARON C. H.; HAYWARD, M. D.; LAWRENCE, M. J. Self-incompatibility in ryegrass: V. Genetic control,
linkage and seed-set in diploid Lo/ium multiflorum Lam. Heredity, v. 50, p. 35-45, 1983.

FREITAS, A. S.; MITTELMANN, A.; TECHIO, V. H. Meiotic behavior of genotypes of Lolium multiflorum Lam.
of Brazil. Chromosome Science, v. 16, p. 23-27, 2013.



Citogenética aplicada ao melhoramento de Lolium| g7

GLOVER, T. W. Common fragile sites. Cancer Letters, Amsterdam, v. 232, n. 1, p. 4-12, Jan. 2006.

ISHIGAKI, G.; GONDO, T.; SUENAGA, K.; AKASHI, R. Induction of tetraploid ruzigrass (Brachiaria ruziziensis)
plants by colchicine treatment of /in vitro multiple-shoot clumps and seedlings. Grassland Science, v. 55, p.
164-170, 2009.

JAUHAR, P. P. Alien gene transfer and genetic enrichment of bread wheat. In: DAMANIA, A. B. (Ed.). Biodi-
versity and wheat improvement. Ciudad del Mexico: A. Wiley-Sayce, 1993. p. 103-104.

HESLOP-HARRISON, J. S. Comparative genome organization in plants: from sequence and markers to chro-
matin and chromosomes. The plant cell, Waterburry, v. 12, p. 617-635, 2000.

HUGHES, S. E.; HAWLEY, R. S. Heterochromatin: a rapidly evolving species barrier. Plos Biology, v. 7, p.
1-4, 20009.

HUANG, J.; MA, L.; YANG, F.; FEI, S.; LI, L. 45S rDNA regions are chromosome fragile sites expressed as gaps
in vitro on metaphase chromosomes of root-tip meristematic cells in Lo/ium spp. PLoS One, San Francisco, v.
3,n.5,p. 1-7, 2008.

HUANG, J.; MA, L.; SUNDARARAJAN, S.; FEI, S.; LI, L. Visualization by atomic force microscopy and FISH
of the 45S rDNA gaps in mitotic chromosomes of Lolium perenne. Protoplasma, Karlsruhe, v. 236, n. 1/4, p.
59-65, July 2009.

INTEGRATED TAXONOMIC INFORMATION SYSTEM [database on the internet]. Disponivel em: <http:www.
itis.gov>. Acesso em: 30 jun. 2010.

JAUHAR, P. P. Alien gene transfer and genetic enrichment of bread wheat. In: DAMANIA, A. B. (Ed.). Biodi-
versity and wheat improvement. Mexico: A Wiley-Sayce, 1993. p. 103-104.

JENKIN, T. J. The ryegrasses (Lo/ium L.). In: ROEMER, T. H.; RUDORF, W. (Eds.). Handbuch der Pflanzenzu-
chtung. Berlin, Hamburg: Paul Parey, 1959. p. 435-452.

JONES, M. L.; HUMPHREYS, M. O. Progress in breeding interspecific hybrid ryegrasses. Grass and Forage
Science, v. 48, p. 18-25, 1993.

KSIAZCZYK, T.; TACIAK, M.; ZWIERZYKOWSKI, Z. Variability of ribosomal DNA sites in Festuca pratensis,
Lolium perenne, and their intergeneric hybrids, revealed by FISH and GISH. Journal of Applied Genetics, Poz-
nan, v. 51, n. 4, p. 449-460, 2010.

LIDEIKYTE, L. et al. FISH assessment of ribosomal DNA sites in the chromosome sets of Lolium, Festuca and
Festulolium. Agriculture, London, v. 95, p. 116-124, 2008.

LOQS, B. P. Allozyme variation within and between populations in Lo/ium (Poaceae). Plant Systematic and
Evolution. v. 188, p. 101-113, 1993.

MALIK, C. P.; THOMAS, P. T. Karyotipic studies in some Lo/ium and Festuca species. Caryologia, v. 19, n.
2, p. 167-196, 1966.

MORALES, A. G.; MONDIN, M.; AGUIAR-PERECIN, M. L. R. Karyotype characterization reveals an up and down
of 45S and 5S rDNA sites in Crotalaria (Leguminosae Papilionoideae) species of the section Hedriocarpae sub-
section Macrostachyae. Genetic Resources and Crop Evolution, Dordrecht, v. 59, n. 2, p. 277-288, Feb. 2012.

NAIR, R. M. Developing tetraploid perennial ryegrass (Lolium perenne L.) populations. New Zealand Journal
of Agricultural Research, v. 47, p. 45-49, 2004.



58

| Workshop sobre Citogenética e Genética Molecular Aplicadas ao Melhoramento de Forrageiras

NUNES, R. de C.; BUSTAMANTE, F. O.; TECHIO, V. H.; MITTELMANN, A. Morphology and pollen viability of
Lolium multiflorum Lam. Ciéncia e Agrotecnologia, v. 36, p. 180-188, 2012.

PASAKINSKIENE, I. Culture of embryos and shoot tips for chromosome doubling in Lo/ium perenne and sterile
hybrids between Lolium and Festuca. Plant Breeding, v. 119, p. 185-187, 2000.

PASAKINSKIENE, I.: JONES, N. A decade of “chromosome painting” in Lolium and Festuca. Cytogenetic and
genome research, v. 109, n. 1-5, p. 393-399, 2005.

PEREIRA, A. V.; MITTELMAN, A.; LEDO, F. J. S.; SOBRINHO, F. S.; AUAD, A. M.; SILVA e OLIVEIRA, S.
Comportamento agrondmico de populagées de azevém anual (Lolium multiflorum L.) para cultivo invernal na
regiao sudeste. Ciéncia e Agrotecnologia, v. 32, p. 567-572, 2008.

PEREIRA, R. C.; DAVIDE, L. C.: TECHIO, V. H.: TIMBO, A. L. O. Duplicacdo cromossémica em gramineas
forrageiras: uma alternativa para programas de melhoramento genético. Ciéncia Rural, v. 42, p. 1278-1285,
2012.

PEREIRA, R. C.; FERREIRA, M. T. M.; DAVIDE, L. C.; PASQUAL, M.; MITTELMANN, A.; TECHIO, V. H.
Chromosome duplication in Lo/ium multiflorum Lam. Crop Breeding and Applied Biotechnology, v. 14, p. 251-
255, 2014.

POLOK, K. Molecular evolution of the genus Lolium sp. Olsztyn: Studio Poligrafii Komputerowej, 2007.

QUESENBERRY, K. H.; DAMPIER, J. M.; LEE, Y. Y.; SMITH, R. L.; AEUNA, C. A. Doubling the chromosome
number of bahiagrass via tissue culture. Euphytica, v. 175, p. 43-50, 2010.

RASKINA, O.; BELYAYEV, A.; NEVO, E. Activity of the En/Spm-like transposons in meiosis as a base for
chromosome repatterning in a small, isolated, peripheral population of Aegilops speltoides Tausch. Chromo-
some Research, Oxford, v. 12, n. 2, p. 1563-161, 2004a.

RASKINA, O.; BELYAYEV, A.; NEVO, E. Quantum speciation in Aegilops: molecular cytogenetic evidence
from rDNA cluster variability in natural populations. Proceddings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, Washington, v. 101, n. 41, p. 14818-14823, Oct. 2004b.

RICHARDS, R. I. Fragile and unstable chromosomes in cancer: causes and consequences. Trends in Genetics,
London, v. 17, n. 6, p. 339-345, June 2001.

ROCHA, L. C.; BUSTAMANTE, F. O.; SILVEIRA, R. A. D.; TORRES, G. A.; MITTELMANN, A.; TECHIO, V. H.
Functional repetitive sequences and fragile sites in chromosomes of Lo/ium perenne L. Protoplasma, v. 252,
p. 451-460.

RUIZ-HERRERA, A.; ROBINSON, T. J. Afrotherian fragile sites, evolutionary breakpoints and phylogenetic
inference from genomic assemblies. BMC Evolutionary Biology, New York, v. 7, n. 199, p. 1-15, 2007.

SCHUBERT, |.; WOBUS, U. /n situ hybridization confirms jumping nucleolus organizing regions in Allium.
Chromosoma, Berlin, v. 92, p. 143-148, 1985.

SHISHIDO, R.; SANO, Y.; FUKUI, K. Ribosomal DNAs: an exception to the conservation of gene order in rice
genomes. Molecular and General Genetics, New York, v. 263, n. 2, p. 586-591, May 2000.

SOUZA-KANESHIMA, A. M.; RISSO-PASCOTTO, C.; PAGLIARINI, M. S.; DO VALLE, C. B. Meiotic behaviour
in the first interspecific hybrids between Brachiaria brizantha and Brachiaria decumbens. Plant Breeding, v.
129, p.186-191, 2010.



Citogenética aplicada ao melhoramento de Lolium| 59

TERREL, E. E. A taxonomic revision of the genus Lo/ium. USDA Techn Bull, v. 1392, p. 1-65,1968.

THOMAS, H. M. The Giemsa C-band karyotypes of six Lolium species. Heredity, Great Britain, v. 46, p. 263-
267, 1981.

THOMAS, H.; HUMPREYS, M. O. Progress and potential of interspecific hybrids of Lo/ium and Festuca. Journal
of Agriculture Science, v. 117, p. 1-8, 1991.

THOMAS, H. M.; HARPER, J. A.; MORGAN, W. G. Gross chromosome rearrangements are occurring in an
accession of the grass Lolium rigidum. Chromosome Research, Oxford, v. 9, n. 7, p. 585-590, 2001.

THOMAS, H. M.; HARPER, J. A.; MEREDITH, M. R.; MORGAN, W. G.; THOMAS, I. D.; TIMMS, E.; KING, I.
P. Comparasion of ribosomal DNA sites in Lo/ium species by fluorescence in situ bybridization. Chromossome
Research, v. 4, p. 486-490, 1996.

WARPEHA, K. M. F.; GILLILAND, T. J.; CAPESIUS, I. An Evaluation of rDNA variation in species (Ryegrass).
Genome, v. 41, p. 307-311, 1998.



60 || Workshop sobre Citogenética e Genética Molecular Aplicadas ao Melhoramento de Forrageiras



CapiTtuLo 7

Melhoramento Genético e Citogenética do Género
Cynodon

Fldvio Rodrigo Gandolfi Benites
Fausto de Souza Sobrinho
Vania Helena Techio

7.1. Resumo

A Embrapa criou recentemente um programa de melhoramento do genéro Cynodon para as condicdes edafo-
climaticas nacionais. O programa conta com diferentes estratégias para criacdo e exploracédo de variabilidade
genética. Apesar de ser um programa recente, alguns resultados ja mostram ganhos com a selecao de plan-
tas mais produtivas e com resisténcia a cigarrinha das pastagens. E proposto também um nova classificacio
em relacdo ao nimero de espécies dentro do género. Os estudos iniciais sobre a citogenética dos clones
superiores dao suporte para acdes futuras para realizacdo de cruzamentos de interesse que permitirdo a sele-
cao de clones com maior nimero de caracteres. Desta forma, no presente texto estdo descritas as pesquisas
iniciais com o género Cynodon realizado pela Embrapa.

7.2. Introducao

Dentre as gramineas existentes como alternativas para exploracédo a pasto, o género Cynodon (Gramas
Estrelas e Bermudas) apresentam vantagens como a elevada produtividade e qualidade da forragem, capaci-
dade de resposta a adubacao, resisténcia ao pisoteio, boa adaptacado a diferentes tipos de solos e clima, boa
tolerancia a solos Umidos e a baixas temperaturas. Esses fatores distinguem o género Cynodon de outros que
predominam em condicdes tropicais e justificam como alternativa promissora para produtores que buscam
eficiéncia na atividade leiteira por meio da intensificacao sustentada da atividade (VILELA, 2005).

A Tabela 1, mostra a produtividade média da cultivar Tifton 85 comparadas a outras forrageiras. A Fundacéao
ABC conduziu experimentos comparando o hibrido interespecifico de Brachiaria - Convert HD 364 (Mulato 1)
durante os anos de 2007 a 2011, em Castro — PR. As médias de matéria seca apresentados na Tabela 1 séo
resultado das avaliacdes ocorridas durante os cinco anos de avaliacoes.

Tabela 1. Comparacao entre espécies e cultivares de forrageiras.

Género Espécie Cultivar Média (MS ha™)
Brachiaria briz. x ruziz. x decumbens Convert HD 365 14.562
Cynodon dactylon x nlemfuensis Tifton 85 14.371
Panicum maximum Tanzania 13.649
Brachiaria brizantha Marandu 9.784
Brachiaria decumbens Basilisk 10.694
Brachiaria brizantha MG-b 12.213

Fonte: Adaptado do folder de comercializacdo da cultivar Convert HD 364, promovido pela Fundacao ABC, 2012.

A cultivar Tifton 85 apresentou durante as avaliacoes média de producdo de matéria seca semelhante

a unica cultivar hibrida de Brachiaria lancada no Brasil. A cultivar de Cynodon apresentou superioridade
na producao de massa seca em relacdo as demais cultivares de outros géneros avaliadas, superando a
cultivar de Brachiaria Marandu, que é a cultivar forrageira mais plantada no Brasil. Os dados apresenta-
dos mostram o potencial de producao do Tifton 85. O principal fator pela ndo adocdo em areas maiores é
a dificuldade e gasto na implantacdao da pastagem. Por ser de reproducao assexuada, exige mao de obra
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que hoje é escassa e de elevado valor, além de um grande nimero de mudas. Tais fatores influenciam na
escolha da cultivar forrageira a ser implantada.

O género Cynodon passou a ter importancia na pecudria brasileira na década de 1990, sendo conhecidos
como “capins da moda”. Houve varias introducdes de material americano, desenvolvido principalmente pela
estacao de Tifton, no estado da Geodrgia. Apesar da ocorréncia das introducdes das variedades americanas,
nao houve nenhuma avaliacdo ou estudo realizado nas cultivares por institutos de pesquisa nacionais antes
de sua implantacdo como pastagens. Na época a cultivar Coastcross foi a mais plantada. Com o langcamento
e disseminacao do Tifton 85, ele passou a ser preferido em relacdo ao Coastcross.

Os estudos sobre o género Cynodon sao escassos quando comparados a outras forrageiras. Em relacao ao
melhoramento genético para as condicdes nacionais os estudos sdo praticamente inexistentes.

O potencial forrageiro do Cynodon foi avaliado em um Simpésio realizado em Juiz de Fora — MG (ALVIM et
al., 1996) e uma das conclusdes obtidas no simpdsio foi que o melhoramento das espécies e hibridos de
Cynodon nas condi¢cbes ambientais brasileiras poderia produzir nova linha de cultivares, com boas caracteris-
ticas de adaptacao.

No ambito da citogenética, a maioria das informacdes é escassa, antiga e se restringe as contagens cromosso-
micas, tais como os trabalhos de Avdulow (1931), Burton (1947), Darlington e Wyie (1956), Forbes e Burton
(1963), Harlan e de Wet (1969), Clayton e Harlan (1970), Silva e Snaydon (1995), Hunter (1934), Hurcombe
(1947), Moffett e Hurcombe (1947) e Rochecouste (1962). Ha poucos trabalhos recentes como o de compor-
tamento meidético (AKSHITA et al., 2011) e de distribuicao dos sitios de rDNA (ZHI-YUN et al., 2013). Também
nao foram encontradas, na literatura, informacdes sobre os genomas das espécies de Cynodon.

Assim, torna-se premente a realizacdo de estudos a partir de andlises de citogenética convencional e citomo-
leculares, a fim de comparar acessos diploides e poliploides de Cynodon visando a compreensao da organi-
zacao gendmica e cromossOmica do género e gerar informacdes para estudos taxondémicos, evolutivos e de
melhoramento genético. Os resultados obtidos também poderao dar suporte a possiveis reenquadramentos
taxonémicos, além de gerar informacdes importantes para os programas de melhoramento, intercdmbios e
programas de conservacao de recursos genéticos.

7.3. Taxonomia, Origem e Introducao do Género Cynodon no
Mundo

As poucas compilacdes nacionais que abordam a taxonomia, origem, e introducao do género Cynodon, Alvim
et al., (1996), Vilela (2005) e Pedreira (2010), apresentam a abordagem realizada por Harlan (1970b) na
classificacao das espécies, centro de origem e distribuicao.

Harlan, (1970b), citado por Pedreira (2010), comenta que o género Cynodon representa um grupo de grami-
neas pequeno e sistematicamente distinto dentro da familia Chloridoideae, sendo agrupado em nove espécies

e 10 variedades de acordo com sua distribuicao geogréafica. As espécies estudadas, incluindo C. dactylon, C.
nlemfuensis, C. plectostachyus e C. aethiopicus, sdo na sua maioria, encontradas na grande parte da porgao
tropical e as vezes subtropical do leste da Africa. C. incompletus e C. transvaalensis s&o encontrados na Africa
do Sul, enquanto C. arcuatus e C. barbieri ocorrem predominantemente no sul da Asia e llhas do Pacifico Sul.

A classificacao para as noves espécies e dez variedades de Cynodon de origem africana apresentadas por Har-
lan & De Wet (1969) e Harlan et al., (1970b) e Wu & Taliaferro (2009), sdo apresentadas a seguir (Tabela 2).

E as espécies de origem no sul da Asia e ilhas do Pacifico Sul (Tabela 3).
Os autores citados anteriormente apenas consideram as espécies e variedades encontradas na sua maioria

no continente Africano e Asiatico, porém ha trabalhos realizados por Caro e Sanchez (1969) e (1972) que
descrevem espécies origindrias do continente Americano. Os autores fizeram a classificacdo botanica de cada
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uma delas, reclassificando-as algumas como novas espécies, contando com auxilio do Instituto Smithsonian
em Washington D.C.

Tabela 2. Espécies de Cynodon de origem africana.

Espécies Ploidia
Cynodon dactylon var. dactylon 2n = 4x = 36
Cynodon dactylon var. elegans 2n = 4x = 36
Cynodon dactylon var. aridus 2n=2x =18
Cynodon dactylon var. Afghanicus 2n=2x=18e2n =4x = 36
Cynodon dactylon var. coursii 2n = 4x = 36
Cynaodon dactylon var. polevansii 2n=2x=18e2n=4x = 36
Cynodon nlenfuensis var. nlemfuensis 2n=2x =18e2n = 4x = 36
Cynodon nlenfuensis var. robustus 2n =2x =18e2n = 4x = 36
Cynodon plectostachyus 2n=2x =18
Cynodon aethiopicus 2n=2x=18e2n =4x =36
Cynodon incompletes var.incompletus 2n=2x =18
Cynodon incompletes var. hirsutus 2n=2x=18e2n=4x =36
Cynodon transvaalensis 2n=2x =18

Cynadon x magennisii

Tabela 3. Espécies de Cynodon de origem asidtica e das ilhas do pacifico.

Espécies Ploidia
Cynodon arcuatus 2n = 4x = 36
Cynodon barberi 2n = 2x = 18

As espécies de Cynodon descrita por Caro e Sanches (1969) e (1972), sdo apresentadas como novas
espécies, que eram confundidas com C. dactylon. Nos trabalhos realizados pelos dois autores portenhos,
sao apresentadas chaves descritivas de cada espécie, com desenhos de cada uma, morfologia e as dife-
rencas entre as espécies. Houve avaliacoes de espécies em herbarios da América do Sul, Estados Uni-
dos, Africa e in locu no campo. As espécies descritas pelos dois autores estdo apresentadas na Tabela 4.

Caro e Sanchez, consideram que o género Cynodon apresenta 20 espécies e nove variedades, nimero de
espécies bem diferentes das consideradas por Harlan & De Wet (1969), Harlan et al., (1970b) e Wu &
Taliaferro (2009), que apenas consideram espécies de origem africana.

Ainda hoje ha divergéncia na literatura quanto ao numero de espécies e variedades do género Cynodon.
Atualmente, no “The Plant List” (2015) foram catalogadas 13 espécies, 4 subespécies, 25 variedades,
96 sindbnimos e 5 espécies sem definicdo. Essas classificacdes geram complicacGes quanto a correta
taxonomia deste género, havendo a necessidade de trabalhos utilizando dados moleculares, biogquimicos,
citogenéticos e botanicos para agrupar essas espécies.
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Tabela 4. Espécies descrita por Caro & Sanchez provenientes da América.

Espécie Origem (Material Examinado)
Cynodon nitidus Endémica no Chile com ocorréncia no Peru
Cynodon aristulado Peru, Bolivia, Brasil (estados: SC e SP), Chile, Colombia, Equador, EUA, Guatemala,
Guiana, Havai, México e Panama
Cynodon erectus México e Peru
Cynodon pascuus Brasil (PI, PA, RS e SC), Paraguai, Guiana, Chile, Suriname, Haiti, México e EUA

Cynodon dactylon var. dactylon
Cynodon dactylon var. longiglumis
Cynodon dactylon var. pilosus
Cynodon dactylon var. biflorus
Cynodon plectostachyus

Argentina

Argentina, Uruguai, EUA e Paraguai
Argentina, Paraguai e EUA
Argentina e Brasil (RS)

Argentina e Africa

Cynodon laeviglumis Argentina

Cynodon hirsutissimus Argentina

Cynodon affinis Argentina, Uruguai, Franca e Bulgaria
Cynodon maritimus Argentina

Cynodon maritimus var. maritimus Argentina

Cynodon maritimus var. breviglumis Argentina

Cynodon maritimus var.grandispiculus Argentina

Cynodon aristiglumis Argentina

Cynodon mucronatus Argentina e Brasil (RS)

Cynodon hirsutus

Cynodon hirsutus var. hirsutus Argentina

Cynodon hirsutus var. sesquiflorus

Cynodon distichloides Uruguai

Cynodon grandispiculus Uruguai

Cynodon decipiens Africa

Cynodon iraquensis Iraque

Cynodon pedicellatus Uruguai

Cynodon scabrifolis Brasil (arredores de Brasilia)
Cynodon umbellatus Brasil (BA e RJ), Chile, Costa Rica, Grécia, Guatemala, Guiana Francesa, Inglaterra e Italia.
Cynodon dactylon Endémica

7.4. Gramas Estrelas e Gramas Bermudas

O género Cynodon foi classificado por Clayton e Harlan (1970) para diferenciar as espécies africanas, utili-
zando-se a presenca de rizomas.

As Gramas Bermudas (C. dactylon) apresentam rizomas e estolons, enquanto as Gramas Estrelas (C.
nlemfuensis, C. plectostachyus e C. aethiopicus) apresentam apenas estolons. As Figuras 1 e 2 ilustram a
diferenca entre as espécies rizomatosas e estoloniferas.

7.4.1. Gramas Bermudas

Representada pela espécie C. dactylon, sendo considerada a espécie mais importante, cosmopolita e de maior
diversidade genética. A espécie C. dactylon apresenta o maior valor econémico, pois envolve uso como forra-
gem, grama para relvados, feno e pastejo, além de possuir uma distribuicdo cosmopolita.

Vérios estudos realizados por Harlan (1970b), Harlan et al., (1970) Harlan et al., (1970a), de Wet & Harlan
(1970) e Harlan & de Wet (1969) descrevem a distribuicdo geografica das espécies do género Cynodon e
seus niveis de ploidia. E sabido que a distribuicdo de Cynodon diploide ocorre em &reas longas na india, Afe-
ganistdo e Oeste da Asia, estendendo-se até o Sul do continente africano. As ploidias maiores que 2n = 2x
= 18 em Cynodon, incluindo triploides, tetraploides, pentaploides e hexaploides, provavelmente evoluiram
das formas diploides. Com isso os trabalhos concluem que o centro de origem das Gramas Bermudas envol-
vem areas do Sul da Asia e Oeste da Africa ao longo do Oceano indico. Plantas pentaploides e hexaploides
ocorrem raramente, porem sao relatados por Wu et al. (20086).
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Figura 1. Grama Bermuda: Presenca de rizomas e estolons.

Figura 2. Grama Estrela: apenas presenca de estolons.
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baixa, mas varias plantas tem a capacidade de producdo de sementes permitindo a recombinacao e segrega-
cado genética (WU e TALIAFERRO, 2009).

Nas Gramas Bermudas hé vaérios relatos na literatura de auto-incompatibilidade reprodutiva, o que favorece o
cruzamento entre plantas diferentes (TALIAFERRO e LAMLE, 1997). A autofecundacdo das sementes variam
de 0.5 a 3.0% (TALIAFERRO et al., 2004). A polinizacao cruzada apresenta elevada variacdao nas Gramas
Bermudas, variando de extremamente baixa até aquelas com elevada producédo de sementes (WU et al.,
2006). A producao de sementes nas Gramas Bermudas é um carater quantitativo muito afetado pelas condi-
coes do ambiente e pela interacdo gendétipos por ambientes (WU e TALIAFERRO, 2009).

7.4.2. Gramas Estrelas

As Gramas Estrelas sao constituidas pelas espécies C. nlemfuensis, C. aethiopicus e C. plectostachyus e sao ca-
racterizadas por apresentarem apenas estolons. As Gramas Estrelas apresentam como o centro de origem o Leste
e o Centro da Africa, Clayton e Harlan (1970). As Gramas Estrelas apresentam menor importancia do que as
Gramas Bermudas nos EUA. E uma espécie tropical e subtropical, talvez devido a esse fato sua importancia seja
menor nos EUA do que em paises tropicais.

As plantas do grupo das Gramas Estrelas sao geralmente mais robustas e com folhas maiores que as das Bermu-
das. Na média, sdo plantas maiores e, em crescimento livre, podem chegar a 2 m de altura em condicoes extre-
mas Taliaferro et al., (2004). As Gramas Estrelas normalmente produzem estolons vigorosos que podem atingir
mais de 10 m de comprimento Harlan (1970), citado por Pedreira (2010).

Pedreira (2010) comenta que diversos cultivares comerciais de Grama Estrela tém sido descrito na literatura. Nao
raramente, a mesma planta é descrita sob denominacdes diversas, fenbmeno que pode ser atribuido, entre outras
causas, a coordenacdo menos que perfeita de esforcos de pesquisa de equipes diferentes atuando em localidades
distintas, além da frequente incerteza sobre qual o genétipo que realmente se tem na no campo ou na estacao
experimental. Esta situacdo faz com que um novo nome comercial seja atribuido a uma forrageira previamente
“batizada” e ja sendo até comercializada com outro nome.

Andrade et al. (2009) realizaram um estudo no Acre para diferenciar os trés tipos de Gramas Estrelas utilizadas
no estado. Foram avaliados caracteres morfolégicos e realizadas avaliacdes multivariadas para distingui-las. Os
autores observaram que a Grama Estrela Branca é facilmente distinguivel das outras duas, porém as analises
multivariadas ndo conseguiram separar a Grama Estrela Roxa da Grama Estrela Porto Rico, sugerindo que as duas
cultivares possam ser o mesmo gendétipo com nomes diferentes.

Essa hipétese ganha forca se considerarmos que a Grama Estrela foi introduzida de Porto Rico entre as décadas de
1960 e 1970 por fazendeiros e ndo passaram por avaliagoes de institutos de pesquisas, podendo ter sido introdu-
zidas em regioes diferentes recebendo nomes distintos e depois sendo disseminadas para outras regioes.

O Estado do Acre, através de trabalhos realizados pela Embrapa em parceria com produtores, vem desenvolvendo
pesquisas na implantacao de pastagens para bovinos, como alternativa para a “morte” do Capim Braquiardo. Ha
propriedades que possuem cerca de 2.000 ha de Grama Estrela Roxa e os resultados mostram que essa espécie

€ uma alternativa em relacao a outras forrageiras, mesmo com sua susceptibilidade a cigarrinha das pastagens
(ANDRADE et al., 2009). A Grama Estrela Roxa foi avaliada com outras forrageiras, como alternativa de pastagem
e apresentando resultados que satisfizeram os produtores (VALENTIM et al., 2004).

Harlan e de Wet (1969), citados por Pedreira (2010), Wu & Taliaferro (2009), Taliaferro et al. (2004) descrevem
trés racas na variedade dactylon. A primeira raca é descrita como Tropical e possuindo distribuicao pan-tropical.

As plantas apresentam estatura baixa (menor que 20 cm). A raca tropical é adaptada a solos &cidos, lixiviados e
pobres, comuns nas areas tropicais. Nos periodos da estacao chuvosa e seca apresentam potencial produtivo em
areas de encharcamento e de seca.

A segunda raca é a Temperada, sendo similar em aparéncia com a Tropical, diferindo mais drasticamente em
caracteristicas de adaptabilidade. A raca temperada é tolerante as baixas temperaturas e é encontrada em
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areas de clima frio. As plantas temperadas apresentam um desenvolvimento maior que a raga tropical, porem
sdao menos tolerantes as condicdes de encharcamento e de solos com baixo pH e fertilidade (WU E TALIA-
FERRO, 2009; TALIAFERRO et al., 2004).

A terceira raca é chamada de raca Seléucida. Apresenta esse nome devido seu centro de origem compreender
desde o Paquistdo até a Turquia, coincidindo com as fronteiras do Império Seléucida. As plantas sdao toleran-
tes a periodos frios, altas e frequentemente bem produtivas em solos férteis. As plantas seléucidas apresen-
tam coloracdo azulada, vigorosas, com alguma pilosidade.(HARLAN et al., 1970) (Figuras 3 e 4).

67
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Pedreira (2010) comenta que os melhores exemplos da raca Seléucida sao provenientes do Afeganistao, Ira,
Iraque e Turquia. O vigor, a tolerancia ao frio e a produtividade dessas plantas conferem melhores qualidades
agronOmicas (pastejo e producao de feno) quando comparadas as racas Tropicais e Temperadas.

7.5. Programa de Melhoramento Genético do Género Cynodon

Recentemente, a Embrapa Gado de Leite, iniciou um programa de melhoramento genético do género Cynodon,
buscando diversificar a op¢ao de forrageiras para os produtores e desenvolvendo espécies adaptadas as con-
dicoes edafoclimaticas nacionais.

O programa de melhoramento iniciado pela Embrapa Gado de Leite utiliza como estratégia de exploracdo da
variabilidade existente utilizando a coleta de sementes de Grama Estrela Roxa (C. nlemfuensis) em pastagens
e sementes de meios irmaos introduzidas no ILRI (/nternational Livestock Research Institute) - Etidpia, além
de acessos introduzidos do United States Department of Agriculture (USDA), com o objetivo de desenvolvi-
mento de cultivares adaptadas as condicdes edafoclimaticas nacionais.

Quanto a producao de sementes de C. nlemfuensis os relatos na literatura mostram que a producao de
sementes é baixa. Strickland (1976-1977) conseguiu obter sementes de apenas trés acessos (SKERMAN e
RIVEROS, 1990). Botrel (1983) comenta que apesar de florescer a producdo de sementes vidveis é baixa.
Andrade et al. (2009), comentam que embora haja producdo de sementes vidveis nas Gramas Estrelas, a
quantidade produzida é geralmente muito baixa, inviabilizando essa forma de propagacao.

Porém nos trabalhos de melhoramento realizados na Embrapa Gado de Leite mostram que a germinacao das
sementes de C. nlemfuensis é bastante elevada, ndo corroborando com os autores citados anteriormente.
Foram obtidos mais de 1.000 gendtipos provenientes de coletas de sementes em pastagens de Grama Estrela
Roxa para dar inicio ao programa de melhoramento. Essas plantas foram levadas para o campo e apresenta-
vam variabilidade onde o melhoramento atuou. Alguns estudos iniciais permitiram que o programa iniciado
pela Embrapa obtivesse resultados que norteassem as estratégias a serem utilizadas no programa.

As cigarrinhas das pastagens sao insetos sugadores e constituem a principal praga das gramineas forrageiras em
toda a América Tropical. Este inseto-praga é representado por diferentes géneros e espécies e no Brasil as espé-
cies de cigarrinhas das pastagens de maior importancia econdmica sao: Deois flavopicta (Stal), Deois incompleta
(Walke), Deios schach (Fabricius), Notozulia entreriana (Berg) recentemente Mahanarva sp. (VALERIO, 2009).

Avalia-se que em média as cigarrinhas ocorrem em cerca de 10 milhdes de hectares de gramineas, provocan-
do prejuizos varidveis entre 10 e 100 % (OLIVEIRA, 1997). Tem havido um grande esforco no sentido de se
identificar gramineas resistentes as cigarrinhas pelo mecanismo de antibiose.

Auad et al., (2012) avaliaram a resisténcia de 9 cultivares de Cynodon plantadas no Brasil quanto a resistén-
cia a cigarrinha das pastagens (Notozulia entreliana). Os melhores cultivares (Florona e Jiggs) na avaliacéo
apresentaram 50% de sobrevivéncia de ninfas de cigarrinha e o pior (Grama Estrela Branca) apresentou 76%
de sobrevivéncia, porem, segundo padrao estabelecido por Cardona (1999), a porcentagem de ninfas para
planta ser considerada resistente é abaixo de 30%. (Figura 5).

Dias (2015), avaliando a resisténcia a cigarrinha das pastagens (M. spectabilis) em 212 genétipos de Cynodon
provenientes do ILRI-Etiépia utilizando o mecanismo de antibiose observou variacdo de O a 100% de sobrevi-
véncia de ninfas nos gendtipos avaliados (Figura 6).

Outro problema que ocorre nao sé para cultivo de forrageiras, é a baixa fertilidade, acidez elevada e altas
concentracoes de aluminio téxico, fatores que limitam o crescimento das plantas nos solos brasileiros.

Benites et al. (2013b), estimando alguns parametros genéticos de clones de C. nlemfluensis relacionadas a
tolerancia ao aluminio téxico avaliaram 36 clones de Cynodon provenientes da introducao de progénies de
meios irmaos do ILRI. Juntamente com os clones foram avaliadas as cultivares Tifton 85 e Grama Estrela
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Figura 5. Avaliacdo de nove cultivares de Cynodon quanto a resisténcia a cigarrinha das pastagens N. entreriana.
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Figura 6. Média ajustada dos 17 clones selecionados, de sete clones com sobrevivéncia intermediéria, das testemunhas
resistente e susceptivel e de cinco clones susceptivel a Mahanarva spectabilis.

Roxa, em solucao nutritiva contendo aluminio (30 mg/L). A anélise de varidancia mostrou haver variabilidade
genética para todas as caracteristicas avaliadas. As estimativas de herdabilidade das cinco caracteristicas
avaliadas foram maiores que 86,71%.

Os valores elevados de alguns parametros genéticos encontrados no presente estudo mostram grande possi-
bilidade de sucesso na selecao de clones tolerantes ao aluminio em solucao nutritiva.

Rocha et al. (2013), analisando o comportamento de clones de Cynodon nlemfluensis cultivados em solu-
cao nutritiva contendo aluminio téxico, avaliaram 36 clones. As caracteristicas avaliadas foram a producéao
de biomassa do sistema radicular (g), o volume da raiz (cm?® e a mensuracdo do comprimento inicial e final



70 || Workshop sobre Citogenética e Genética Molecular Aplicadas ao Melhoramento de Forrageiras

das raizes. Para as trés caracteristicas avaliadas, mostraram presenca de variabilidade genética dentro desta
espécie forrageira para a toleréncia ao aluminio (Tabela 5).

Tabela 5. Dez melhores clones e cinco piores clones selecionados para as caracteristicas massa verde de raiz
(Massa Raiz- PV) cm, incremento de raiz (Iraiz) — cm e Volume de raiz (Vol) — mL, a média geral do experimento, a
média dos 10 melhores clones e proporcdo CV /CV, das caracteristicas relacionadas a raiz.

Clone Massa Raiz (g) PV SK Clone Iraiz (cm) SK Clone Vol (mL) SK

10 Melhores clones em relacéo a tolerancia ao aluminio
28 42,23 a 16 42,50 a 17 27,07 a
17 26,60 b 17 40,00 a 38 24,17 a
7 25,76 b 14 35,77 a 7 18,40 b
38 19,12 c 1 34,33 a 21 17,87 b
31 17,77 c 20 29,50 b 26 17,37 b
18 15,81 c 26 28,33 ] 30 17,33 b
30 15,67 c 31 27,67 b 23 16,97 b
21 15,57 c 4 27,33 b 31 16,70 b
32 15,29 c 17 25,67 ] 10 16,60 b
1 15,21 c 8 24,00 b 27 14,63 c

Média Geral 12,34 18,49 11,35

Média 10 melhores 20,90 31,51 18,17

Média 10 piores 3,24 6,40 4,21

CVg/Cve 1,61 1,81 1,87

Em relacdo a produtividade de forragem, Benites et al. (2013a), avaliaram 29 clones de C. nlemfuensis no
inverno. Houve diferenca significativa entre a producdo de matéria verde entre os clones. O clone 21 apre-
sentou produtividade superior 46,23% e 13,81% em relacédo as cultivares Grama Estrela Roxa e o Tifton 85,
respectivamente (Figura 7).
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Figura 7. Resultado do primeiro corte que apresenta os cinco melhores e os cinco piores clones em relacao a producéo de
matéria verde/ha em corte realizado no inverno, CESM, 2013.

Benites et al. (2015), avaliaram o potencial produtivo de 19 clones pertencentes a raca Seléucida em relacao
a Grama Estrela Roxa (Figura 8). Os clones da raca Seléucida mostraram-se superiores em relacdo a produ-
tividade de matéria verde, demonstrando que essa ragca tem um potencial muito grande para ser explorado
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no programa de melhoramento. O que chama a atencado dessa raca é a relagao folha colmo, que superou a
cultivar Grama Estrela Roxa em mais de duas vezes essa relacdo.
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Figura 8. Produtividade de forragem de 19 clones da raca Seléucida. BRS Lua (Grama Estrela Roxa). Letras diferentes nas
colunas evidenciam diferencas significativas (F < 0,05) entre as médias pelo teste de Scott-Knott (SK).

7.6. Contagens Cromossdomicas e Quantidade de DNA de
Acessos de Cynodon

Por meio da contagem cromoss6mica, da quantificacdo do DNA nuclear e da informacao sobre o nime-

ro basico de cromossomos do género (x=9) foi possivel determinar a ploidia de oito acessos de Cynodon
estudados (Tabela 4). O acesso EGL 6 (Cynodon incompletus var. hirsutus) apresentou 2n=2x=18¢e 1,17
pg de DNA nuclear, sendo a menor quantidade de DNA dentre os acessos avaliados. Um dos acessos, EGL 7
(Cynodon sp.), foi confirmado como triploide, com 2n=27 e 1,63 pg de DNA. Os acessos EGL 1 (Cynodon
dactylon var. dactylon), EGL 3 (Cynodon transvaalensis) EGL 4, EGL 14 e EGL 18 (Cynodon sp.) sao tetra-
ploides (2n =4x=36) com quantidade de DNA nuclear variando de 1,88 - 2,10 pg. Enquanto o acesso EGL
5 (Cynodon dactylon var. polevansii) apresenta o maior contetido de DNA nuclear (2,55 + 0,098 pg), sendo
um acesso pentaploide (2n=5x=54).

Para os demais acessos, a partir da determinacao do conteddo de DNA, foram feitas inferéncias da ploi-
dia, separando-os em trés grupos: diploides: quatro acessos, todos C.dactylon var. dactylon; triploides:
cinco acessos, todos C. dactylon var. dactylon; tetraploides: quatro tetraploides, também C. dactylon var.
dactylon (Tabela 6) Entretanto, para certificacado, essas informacdes serdo confrontadas com as contagens
cromossOmicas.
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Tabela 6. Niumero cromossémico, quantidade de DNA e ploidia proposta para acessos de Cynodon.

Codigo EGL Espécie Nimero cromossdmico Quantidade de DNA Ploidia
EGL 1 Cynodon dactylon var. dactylon 36 1,88pg Tetraploide
EGL 2 Cynodon dactylon var. dactylon ND 1,76pg Triploide
EGL 3 Cynodon transvaalensis 36 1,95pg Tetraploide
EGL 4 Cynodon sp. 36 1,90pg Tetraploide
EGL 5 Cynodon dactylon var. polevansii 45 2,55pg Pentaploide
EGL 6 Cynodon incompletus var. hirsutus 18 1,17pg Diploide
EGL 7 Cynodon sp. 27 1,63pg Triploide
EGL 8 Cynodon dactylon var. dactylon ND 1,4pg Diploide
EGL9 Cynodon dactylon var. dactylon ND 1,89pg Tetraploide
EGL 10 Cynodon dactylon var. dactylon ND 1,82pg Tetraploide
EGL 11 Cynodon dactylon var. dactylon ND 1,75pg Triploide
EGL 12 Cynodon dactylon var. dactylon ND 1,82pg Tetraploide
EGL 13 Cynodon dactylon var. dactylon ND 1,67pg Triploide
EGL 14 Cynodon sp. 36 2,10pg Tetraploide
EGL 15 Cynodon dactylon var. dactylon ND 1,66pg Triploide
EGL 16 Cynodon dactylon var. dactylon ND 1,05pg Diploide
EGL 17 Cynaodon dactylon var. dactylon ND 1,72pg Triploide
EGL 18 Cynodon sp. 36 2,02pg Tetraploide
EGL 19 Cynodon dactylon var. dactylon ND 1,96pg Tetraploide
EGL 20 Cynodon dactylon var. dactylon ND 1,46pg Diploide
EGL 21 Cynodon dactylon var. dactylon ND 1,57pg Diploide

*ND — nao determinado.
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