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Avaliacao da citologia, genética e
biologia reprodutiva de espécies de
Paspalum para o estabelecimento de um
programa de hibridagoes’

1 Introducéo

A pecuaria brasileira ocupa aproximadamente 180 milhdes de hectares do
territério nacional, sendo que 80% s&o ocupados com espécies forrageiras
exoticas, principalmente do género Brachiaria. Tal realidade torna a pecuaria
altamente vulneravel a danos por praga e/ou doenga, com consequéncias
potencialmente desastrosas. Além disso, a grande maioria das cultivares sao
apomiticas e, geralmente, cada uma representa um s6 genétipo, em razao
de seu sistema reprodutivo. Isso pode ser exemplificado com a infestacao
de cigarrinha-das-pastagens em Brachiaria decumbens na regido Centro-
Oeste (COSENZA, 1982) e a “Sindrome da Morte Subita” em pastagens de
Brachiaria brizantha na Regido Norte (BARBOSA, 2006).

Muitos campos naturais do Paraguai, Bolivia, sul do Brasil, norte da Argentina
e norte do Uruguai possuem espécies nativas pertencentes ao género
Paspalum. As introdugdes do cultivo e do melhoramento genético de espécies
nativas de Paspalum podem ser um caminho para diversificar a oferta de
cultivares forrageiras para o Brasil e paises vizinhos. Sendo nativas, as
espécies desse género oferecem menores riscos de provocar desequilibrio
ecolégico com a introdugdo de doencas e pragas desconhecidas quando
utilizadas em culturas extensivas, como gramados e pastagens, tornando-se,
assim, um agronegoécio de maior sustentabilidade.

O género Paspalum é o mais importante género da familia Poaceae nas
Américas (CHASE, 1929; BARRETO, 1974; GOMES, 1995; ALISCIONI,
2002). Dentro do género, ha diversas espécies nativas do Brasil com alto
valor forrageiro e, também, com possibilidade de uso como cobertura de solo.

' Alessandra Pereira Favero, Dra., pesquisadora da Embrapa Pecuaria Sudeste
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Essa realidade fundamenta o interesse por introduzir espécies do género ao
cultivo e melhora-las geneticamente com vistas a aumentar a diversidade
de forrageiras disponiveis. O género compreende cerca de 330 espécies
distribuidas em regides tropicais, subtropicais e temperadas, basicamente
no continente americano (ZULOAGA; MORRONE, 2005), das quais cerca de
220 sao encontradas no Brasil (Valls, 1994).

Além disso, ocorre em todo Brasil, no leste da Bolivia, no Paraguai, no norte
da Argentina e no Uruguai (QUARIN; VALLS; URBANI, 1997). No Uruguai,
Paraguai, Argentina e Brasil ocorrem cerca de trés quartos das espécies
conhecidas, em diferentes condigbes ecolégicas e nas mais variadas
formacgdes vegetais (BARRETO, 1974), com grande variagdo morfoldgica.

Apesar de o Brasil estar entre os paises com maior diversidade genética
de Paspalum disponivel, o uso comercial de espécies desse género € ainda
muito pequeno como forrageira. Contudo, ha muitas espécies de Paspalum
em ocorréncia natural nos campos sulinos, onde sédo pastejadas por bovinos
e representam grande parte da ecologia das pastagens nativas. As poucas
variedades comerciais de Paspalum disponiveis no mercado foram obtidas
por meio da selecdo de germoplasma nativo (ecoétipos). J& em outros
paises, como nos Estados Unidos, diversas espécies de Paspalum nativas
do Brasil, como Paspalum notatum, P. atratum, P. dilatatum, P. plicatulum
e P. guenoarum, sao utilizadas com sucesso (Acuia et. al, 2011). A grama
pensacola (Paspalum notatum cv Pensacola), cuja origem é do sul do
continente americano, € utilizada principalmente na Regiao Sul do Brasil, como
forrageira cultivada e, atualmente, esta bastante difundida no sul dos Estados
Unidos, principalmente na Flérida. Essa mesma espécie tem potencial para
gramados, sendo amplamente cultivada em jardins residenciais e comerciais,
conhecida popularmente como grama-batatais. Além dessa espécie, outras
de porte baixo e crescimento mais lento, como P. lividum, P. jesuiticum, P.
lepton e espécies do Grupo Notata, apresentam grande potencial para
cobertura vegetal de solo.

A Embrapa Pecuaria Sudeste, em Sao Carlos, SP, abriga o Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) de Paspalum. Atualmente, conta com aproximadamente
500 acessos de 49 espécies distintas, distribuidas em 17 grupos informais.
Diversos trabalhos publicados, desenvolvidos na Embrapa Pecuaria Sudeste,
demonstram seu grande potencial para uso como forragem (BATISTA;
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GODOY, 1992a, 1992b, 2000; BATISTA; GODOQY; PEREIRA, 1995; BATISTA;
GODOQY; REGITANO NETO, 1999), para fins de cobertura de solo e
ornamental. Um desses grupos, o Plicatula, caracterizado por possuir antécio
castanho-escuro a atropurpureo e brilhante, e lema inferior com ondulagdes
transversais (CHASE, 1929), se destaca por abrigar diversas espécies
de grande potencial forrageiro, como Paspalum atratum, P. plicatulum, P.
guenoarum, P. glaucescens e outras. Dos aproximadamente 500 acessos
do BAG, pelo menos 250 séo do grupo Plicatula. Esse grupo é considerado
complexo, com mais de 30 espécies, sendo que muitas das espécies séo de
dificil diferenciacéo, por causa de gradacdes morfologicas (AGUILERA et al.,
2011). Amaioria das espécies desse grupo taxonémico é tetraploide apomitica
e, como acontece naturalmente em apomiticos, s&o altamente heterozigotos.
Como se reproduz por apomixia, a selegdo de ecotipos superiores tem sido a
principal forma de melhoramento, resultando no langamento de cultivares de
P. plicatulum, P. nicorae, P. guenoarum e P, atratum (EVERS; BURSON, 2004).
A descoberta de citotipos diploides e sexuais, e a obten¢do de protocolos
de poliploidizagéao viabilizaram os cruzamentos intra e interespecificos no
género Paspalum, porém, poucas cultivares se originaram de atividades
de melhoramento com uso de hibridagdes (FORBES; BURTON, 1961a;b;
QUARIN et al., 2003; QUESENBERRY et al., 2010; URBANI et al., 2017).
Se um germoplasma sexual tetraploide de alguma dessas espécies puder
ser desenvolvido a partir de tipos sexuais de ocorréncia natural, estes
poderao ser cruzados com tetraploides apomiticos elite para a liberagao da
heterozigosidade nos apomiticos e novas cultivares apomiticas poderao ser
selecionadas a partir de um programa de melhoramento genético.

Este trabalho visou a adaptacdo de metodologias consagradas de
caracterizagao citogenética, reprodutiva, molecular, de poliploidizagao
de cromossomos e de resgate de embrides, para viabilizar a obtencao de
tetraploides sexuais sintéticos dentro do género Paspalum. A sequéncia de
atividades desde a identificacdo de um individuo diploide até seu uso em
cruzamentos esta ilustrada na Figura 1. Todas essas metodologias serao
aplicadas nessa sequéncia e serao de fundamental importancia para o
desenvolvimento do programa de melhoramento genético de Paspalum,
abrindo novas possibilidades de desenvolvimento de cultivares e ampliando a
diversidade de cultivares disponivel para o produtor, principalmente em areas
de ocorréncia de estresses bidticos e abidticos.
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Identificagdo de acessos dipldides e sexuais
(observacgdo de ploidia — uso da citometria de fluxo ou contagem de cromossomos em mitose ou meiose)

para observagdo do modo de reprodugdo — clareamento de ovarios

¥

Duplicagdo do niumero de cromossomos dos acessos dipldides
(via tratamento de sementes com colchicina)

¥

Identificagdo de plantas quimétricas ou tetrapldides e confirmagdo do
modo de reproducgdo sexual
(via citometria de fluxo e clareamento de ovarios)

J

Cruzamento das plantas sexuais e tetraploides com plantas
Tetraploides apomiticas elite

¥

Possivel necessidade de resgate de embrides hibridos

_—7

Uso de marcadores moleculares associados a apomixia para
selegdo das progénies

Figura 1. Sequéncia de atividades realizadas para a obtencdo de acessos tetraploides sexuais e seu uso em
cruzamentos.

2 Material e métodos

Foram utilizadas espécies de Paspalum conservadas na colecdo da Texas
A&M University, plantas espontaneas encontradas em jardins da universidade
e materiais comerciais.

2.1 Contagem do numero de cromossomos em mitose

Foram avaliadas plantas de Paspalum notatum. O protocolo para a contagem
cromossOmica se baseou na coleta de pontas de raiz entre 9h e10h da manha
e imersdo em solugdo de 1-bromonaftaleno por 2h. Em seguida, as raizes
foram fixadas em solugdo de Carnoy 3:1 (alcool absoluto: acido acético)
por duas horas. Posteriormente, foram lavadas em agua e hidrolisadas em
HCI 1N por 10 minutos em banho-maria a 60 °C. As raizes foram lavadas
e colocadas em solugao de Schiff por 2h. As amostras foram conservadas
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em agua. As pontas de raizes foram maceradas em laminas com carmin
acético 2%, cobertas com laminula e observadas em microscépio éptico com
e sem contraste de fase. Os cromossomos foram contados principalmente
em células em pro-metafase ou metafase mitoticas.

2.2 Numero cromossémico e o comportamento meiético

O numero cromossémico e o comportamento meiotico foram determinados
pela observacdo das células-mae de graos pdlen em desenvolvimento nas
anteras utilizando o microscopio de contraste de fase.

As espécies avaliadas foram P, dilatatum var. comum, P. pauciciliatum (Grupo
Informal Dilatata), P. notatum var. saurae (Grupo Notata), P. distichum (Grupo
Disticha) e P. pubiflorum (Grupo Livida). LAminas permanentes da colegéo
do USDA relativas a outras espécies de Paspalum também foram avaliadas
como treinamento de interpretagdo quanto ao comportamento meidtico.

Inflorescéncias dentro do cartucho foram coletadas e imersas em Solucao
Carnoy (6 Alcool Etilico: 3 cloroférmio: 1 acido acético) por 1h30min. Apds
esse processo, o material foi conservado em alcool 70%. As inflorescéncias
foram armazenadas dentro do cartucho, facilitando a identificacdo do estadio
e a localizagao das células-mae de graos de podlen. Os floretes foram
dissecados em microscopio estereoscopio e as anteras foram maceradas em
[&mina com uma gota de carmim acético 2%. Apds o aquecimento da lamina
em lamparina e colocagéo da laminula, o material foi avaliado em microscopio
6tico com contraste de fase. As melhores ldminas foram transformadas em
permanentes, com uso de terebentina. A técnica consiste em aplicar uma
gota de terebentina de um lado da laminula e, com um papel de filtro do outro
lado, absorver o carmin acético existente, de modo que a terebentina migre
por baixo da laminula substituindo o carmin acético.

2.3 Método de reproducao via clareamento de ovario

Inflorescéncias dentro do cartucho e em antese de cinco espécies (P.
distichum, P. pauciciliatum, P. dilatatum comum, P. notatum Pensacola e P,
pubiflorum) foram colhidas e fixadas em solu¢do de formol e acido acético
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(FAA) por 24h e conservadas em alcool 70%. Os floretes foram dissecados e
os pistilos foram colocados em pequenos quadrados de papel tipo Kimwipes e
foram posteriormente acondicionados em pequenos frascos com tampa para
a realizagao do clareamento. O protocolo de clareamento de ovario utilizado
foi uma adaptacéo do original descrito por Young; Sherwood; Bashaw (1979).
Os sacos embrionarios foram observados em microscopio 6ptico em aumento
de 100 x, 200 x e 400 x.

2.4 Poliploidizagao

Para realizar as atividades de poliploidizagdo em Paspalum, foi utilizada a
cultivar comercial Pensacola de P. notatum. Foram retiradas as estruturas
externas dos floretes com a fricgdo destes com uma borracha, em uma caixa.
Em seguida, as cariopses foram separadas dos floretes inteiros com o uso
de uma peneira 6/28. Para separar as cariopses da palha, as amostras foram
passadas no soprador na abertura trés. As cariopses que nao apresentaram
danos foram limpas e armazenadas em tubos Eppendorfs no freezer (-14°C)
até o momento do uso.

Foram utilizadas quatro repeticbes para cada tratamento, porém, o niumero
de sementes tratadas foi dependente da disponibilidade de cariopses.

Ao todo, foram testados 16 tratamentos distintos (Tabela 1). Foram testados
tratamentos previamente descritos na literatura para outras espécies de
Paspalum (SARTOR; QUARIN; ESPINOZA, 2009; QUARIN; HANNA,1980;
CACERES et. al, 1999). Nos tratamentos com papel de filtro embebido com
colchicina, foram utilizados 4 mL de solugdo. Nos tratamentos controle, foi
colocada agua destilada no lugar da colchicina + dimethyl sulphoxide (DMSO).
Todas as amostras foram agitadas para homogeneizagao da mistura.

Ao final de todos os tratamentos, as cariopses foram lavadas em agua
corrente em papel de filtro, com uso de funil e Erlenmeyer por cinco minutos.
Em seguida, as cariopses foram colocadas em placas de Petri com 4 mL
de solugdo de 0.2% KNO, + Captan em cada repeticdo. As condiges do
germinador foram de luz 35 °C por 12h e escuro 20 °C por 12h.
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Tabela 1. Tratamentos utilizados para poliploidizagdo de cariopses de P.
notatum e referéncias bibliograficas em que citam os protocolos de duplicacao
de cromossomos.

Tratamento Referéncias

T PF1 com colchicina 0,1% por 6h
T2 PF com colchicina 0,1% por 12h
T3 PF com colchicina 0,1% por 18h

T4 PF com colchicina 0,1% por 24h

P. hexastachyum — Quarin; Hanna
(1980).

T6 PF com colchicina 0,1% por 72h P. simplex - Caceres et. al (1999).

T5 PF com colchicina 0,1% por 48h

T7 PF com colchicina 0,1% + DMSO2 2% por 6h

T8 PF com colchicina 0,1% + DMSO 2% por 12h

T9 PF com colchicina 0,1% + DMSO 2% por 18h

T10  PF com colchicina 0,1% + DMSO 2% por 24h

T11 PF com colchicina 0,1% + KNO3 0,2% por 24h

T12  PF com agua por 24h / PF com colchicina 0,1% por 24h

T13  PF com agua por 24h / PF com colchicina 0,1% + DMSO 2% por 6h
T14  PF com agua por 24h / PF com colchicina 0,1% + DMSO 2% por 12h

T15  PF com agua por 24h / PF com colchicina 0,1% + DMSO 2% por 18h

P. plicatulum — Sartor; Quarin;

. . o o
T16  PF com agua por 24h / PF com colchicina 0,1% + DMSO 2% por 24h Espinoza (2009).

(™ Papel de Filtro - PF; @ Dimetilsulféxido — DMSO.

2.5 ldentificagdo do conteudo de DNA em cada planta
utilizando a citometria de fluxo

Para a identificacdo de plantas dipldides, tetrapldides ou quiméricas, foi
utilizada a técnica de citometria de fluxo.

Folhas de plantas de P. notatum, oriundas dos tratamentos descritos na
Tabela 1, foram coletadas em casa de vegetacao e acondicionadas em caixas
de isopor com gelo. Cerca de 1 cm? de tecido vegetal foi colocado em placas
de Petri e adicionados 1,4 mL de tampao LBO1 (DOLEZEL; BINAROVA;
LUCRETTI, 1989). O tecido vegetal foi triturado e a solucao foi filtrada em
filtros de 30 um e acondicionada em tubos Eppendorf. Em seguida, 25 pl de
solugao de iodeto de propideo foram adicionados por tubo. Apés 20 minutos,
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as amostras foram avaliadas no citdmetro de fluxo, marca Partec. Para
cada amostra, foram analisados pelo menos dois mil nucleos. O tecido foliar
padrdo utilizado foi de Stenotaphrum secundatum cv. Raleigh (padréo interno
de referéncia com 1,15 pg de conteudo DNA (MILLA-LEWIS et al., 2013)).

2.6 Resgate e cultura de embrides

A técnica de resgate de embribes foi realizada com inflorescéncias de
Cenchrus ciliaris pela facilidade de ocorréncia de florescimento. Essa técnica
pode ser utilizada da mesma forma com espécies do género Paspalum. As
inflorescéncias foram ensacadas um dia antes da antese. Como as plantas
séo do tipo protogamicas, no dia seguinte, foram retirados os saquinhos e
polinizados com pdlen de outra planta. Este procedimento foi realizado em
duas etapas; na primeira, foram aguardados sete dias, na segunda, 14 dias,
para a retirada dos pistilos e colocacédo nas placas de Petri. Com o auxilio
de um microscopio estereoscépio e pingas, os pistilos foram retirados das
espiguetas em camara de fluxo laminar. Os pistilos foram colocados em agua
destilada, em seguida, foram colocados em alcool 50% por um periodo entre
um e trés minutos, seguido de enxague por duas vezes em agua destilada
autoclavada. Por fim, os pistilos foram colocados nas placas de Petri com
meio de cultura.

O meio de cultura foi elaborado com a diluigao de 17,21 g de Meio Murashige &
Skoog, vitaminas e sucrose em forma de kit (Phytotechnologies Laboratory®)
em 500 mL de agua destilada e 2% de agar, autoclavado em sequéncia. Em
cada placa de Petri estéril foram adicionados 10 mL de meio de cultura em
condicao de camara de fluxo laminar.

Um pistilo foi colocado em cada placa de Petri e cada um mantido em
condic¢des de luz branca por 24h e temperatura ambiente.
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2.7 Marcadores moleculares

Paspalum notatum diploide, P. notatum tetraploide e acessos de P. plicatulum
(um acesso diploide e demais tetraploides) e P. guenoarum (tetraploide),
da colecdo de germoplasma do USDA, foram avaliados na tentativa de
identificacdo de marcadores moleculares tipo SSR e EST-SSR associados
a apomixia. Quinze marcadores EST-SSR desenvolvidos para Pennisetum e
ligados ao carater apomixia (JESSUP, 2005) foram testados como, também,
outros 14 marcadores EST-SSR nao ligados a apomixia (DOWLING;
BURSON; JESSUP, 2014), porém, amplificaram em Paspalum floridanum.
Além desses, outros 16 marcadores moleculares tipo SSR que foram
desenvolvidos a partir de sequéncias de P. notatum (dados nao publicados)
e desenhados em regides que continham as mesmas sequéncias génicas
para a apomixia em Pennisetum. Ao todo, foram testados 45 marcadores
moleculares: bm9, cyn 16, 0os4 21, os4 27, pcar 2, pcar 16, pcar 88, pcar 105,
pcar 107, pcar 175, pcar 177, pcar 239, pcar 251, pcar 300, PCAB 01, PCAB
02, PCAB 04, PCAB 05, PCAB 06, PCAB 07, PCAB 08, PCAB 09, PCAB 10,
PCAB 12, PCAB 13, PCAB 14, PCAB 15, PCAB 16, PCAB 17, PN 01, PN 02,
PN 03, PN 04, PN 05, PN 06, PN 07, PN 08, PN 09, PN 10, PN 11, PN 12, PN
13, PN 14, PN 15, PN 16.

O DNA total dos gendtipos foi extraido com o uso do kit NucleoSpin® Plant
II (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG). Foi realizada a PCR com um volume
final de 20 pL, composto por 50 ng de DNA genémico, 10,8 uyL PCR H20, 1
pL de 4mM desoxirribonucleotideos fosfatados (ANTPs), 2 yL de 1X Promega
MgCl2-free PCR buffer, 2 uL de 2.5 mM MgCl,, 0.2 uL de Taq polymerase e
1 uL de cada um dos primers forward e reverse. A reagao de PCR se deu em
40 ciclos de 25s a 95 °C, 25s a X °C e 45s a 72 °C, seguido de um ciclo de
elongacéo a 72 °C por cinco minutos, sendo ‘X’ a temperatura especifica de
cada par de primers. Foi utilizado gel de poliacrilamida 6% para a separagao
das bandas e coloragdo com Brometo de etidio para visualizagao das bandas.
O ladder utilizado foi de 50bp. A eletroforese foi realizada a 350 V por 2h ou
4h, a depender do primer utilizado.
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3 Resultados e discussao

3.1 Niumero cromossémico e comportamento meioético

Foram avaliados 14 acessos de Paspalum (Tabela 2) quanto ao nimero de
cromossomos (via técnica de analise meidtica ou mitética).

Tabela 2. NUmero e comportamento meidtico dos cromossomos.

Espécie No. acesso e, 6 Observagoes
Cromossomos
P. alcalinum 251 40 Meiose irregular
P. denticulatum 246 20 Meiose regular
P. dilatatum var. comum Coleta 50 Meiose irregular
P. distichum Coleta 60 Meiose regular
P. indecorum 346 20 Meiose regular
P. maculosum 646 40 Meiose regular
P. maculosum 645 40 Meiose regular
P. monostachyum Monosty 20 Meiose regular
P. notatum var. saurae Coleta 20 Meiose regular
P. paniculatum 685 20 Meiose regular
P. pauciciliatum Coleta 40 Meiose regular
P. paucifolium 19 40 Meiose irregular
P. paucifolium 662 40 Meiose irregular
P. pubiflorum Coleta 60 Meiose regular

Na Figura 2, é possivel observar algumas células e comportamento meiético.
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Figura 2. P. notatum (em meiose — 2n=20) (a); P. notatum (em mitose — 2n=20) (B);
P. dilatatum (em meiose — 2n=50) (C); P. pubiflorum (em meiose — 2n=60) (D); P.
distichum (em meiose — 2n=60) (E).

3.2 Método de reproducao via clareamento de ovario

Cinco espécies foram avaliadas quanto ao modo de reprodugédo via uso da
técnica de clareamento de ovarios (Tabela 3). Observou-se diferenga no
resultado do clareamento para acessos que tinham anteras roxas daqueles
com anteras amarelas, pois, na primeira situagédo, o clareamento nao é tao
eficiente, sendo algumas vezes melhor o uso da técnica de cortes histolégicos.

Tabela 3. Modo de reproducéo de espécies de Paspalum via clareamento de
ovarios.

Espécie Modo de reproducgao

P. dilatatum comum Apomitico
P. distichum Apomitico
P. notatum cv. Pensacola Sexual

P. pauciciliatum Apomitico

P. pubiflorum Apomitico
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Na Figura 3, é possivel observar sacos embrionarios de Paspalum distichum,
evidenciando que é um acesso apomitico.

Figura 3. Ovario de P.
distichum apés uso de
técnica de clareamento
de ovarios.

3.3 Poliploidizagao

Ao final de todos os tratamentos, 4668 cariopses foram tratadas com
colchicina. A germinagdo média do lote de sementes foi de 58%. Nos
tratamentos com colchicina em papel de filtro, observou-se a presenga de
estruturas que pareciam ‘calos’ (Figura 4), ou seja, a germinagao nao era
normal, com o aparecimento direto de primeiros brotos foliares. As vezes
surgiam so6 os brotos foliares, as vezes s6 as raizes.

Todos os tratamentos em que se utilizou a solugdo de colchicina em papel
de filtro com DMSO 2% apresentaram pelo menos uma planta quimérica.
Foi observado que, quanto maior o tempo de exposigdo, maior o0 numero de
plantas quiméricas. O mesmo aconteceu com os tratamentos com apenas a
solugdo de colchicina em papel de filtro, a exceg¢édo do tempo de exposigéo
de 12h, em que nao foi observada nenhuma plantula quimérica. Logo, dos
16 tratamentos iniciais, sete apresentaram plantas quiméricas. Apesar desse
resultado, as plantas aparentemente dipldides ndo foram descartadas,
pois, apds serem colocadas a campo, € possivel o aparecimento de tecidos
tetrapldides nao detectados anteriormente.



Fotos: Alessandra Pereira Favero
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Apenas 216 plantas sobreviveram e foram mantidas em casa de vegetacéo
para futuramente serem colocadas a campo. Na Tabela 4, é possivel
observar que houve grande diferenga na germinagéo de plantulas e na
obtencao de plantas quiméricas. Nao foi obtida, até o final do trabalho, uma
planta totalmente tetrapléide. Observaram-se apenas plantas quiméricas,
pois o conteudo de DNA tetraploide em algumas plantas era maior que
o esperado. Tal identificacdo foi realizada pelo uso do citdbmetro de fluxo.
Morfologicamente, as plantas ndo apresentaram diferengas. O préximo passo
€ aguardar as plantas crescerem e florescerem para colher espiguetas dos
perfilhos marcados como quiméricos. Nesse caso, serao refeitas as analises
de citometria de fluxo para identificar as plantas totalmente tetrapléides.

B e
Figura 4. Germinacédo normal das plantulas (controle) (A); Presenca de ‘calos’
em cariopses tratadas com colchicina no papel de filtro (B); Plantula tratada com
colchicina em papel de filtro sem emisséo de raiz (C); Tratamento T21 (D).
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3.4 ldentificagdo do conteudo de DNA em cada planta
utilizando a citometria de fluxo

Aproximadamente 800 analises foram realizadas. Das 413 plantas analisadas,
apenas 22 apresentaram comportamento quimérico. A interpretagédo se deve
a quantidade de células consideradas com conteudo de DNA duplicado, ou
seja, 0 pico 4x estava muito maior do que era esperado para se considerar
apenas ceélulas em divisdo. Na Figura 5, pode-se observar um histograma de
uma planta controle, sem tratamento com colchicina (A) e um histograma de
uma planta tratada com colchicina e quimérica (B). O niumero de células com
conteudo de DNA na situagéo B € muito maior que na A. Tomou-se sempre
a precaucdo de coletar folhas adultas, pois a divisao celular ndo estaria
acelerada, o que poderia mascarar os resultados.
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Figura 5. Histograma de uma planta de P. notatum sem tratamento com colchicina
(controle) (A) e Histograma de um individuo de P. notatum tratado com colchicina e
quimérica (B).
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Fotos: Alessandra Pereira Favero
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Tabela 4. Tratamentos utilizados para poliploidizagéo de cariopses de P. no-
tatum. Numero de sementes tratadas (NST), numero de plantas vivas (NPV),
porcentagem de plantas vivas (PPV), nUmero de plantas quiméricas (NPQ),
% de plantas quiméricas (%PQ), porcentagem de plantas quiméricas em re-
lacdo a plantas vivas (%PQxPV). Em vermelho, tratamentos em que foram
obtidas plantas quiméricas.

% % %

Tratamento NST NPV, NPQ P"Q PQXPV
T PF1 com colchicina 0,1% por 6h 352 18 5,1 2 06 111
T2 PF com colchicina 0,1% por 12h 328 6 18 0 0,0 0,0
T3 PF com colchicina 0,1% por 18h 308 32 104 1 03 31
T4 PF com colchicina 0,1% por 24h 680 19 28 3 04 158
T5 PF com colchicina 0,1% por 48h 100 O 0,0 0 0,0 0,0
T6 PF com colchicina 0,1% por 72h 100 0 0,0 0 0,0 0,0
T7 PF com colchicina 0,1% + DMSO2 2% por 6h 272 30 11,0 1 04 33
T8 PF com colchicina 0,1% + DMSO 2% por 12h 284 50 176 4 14 80
T9 PF com colchicina 0,1% + DMSO 2% por 18h 672 42 63 3 04 71
T10  PF com colchicina 0,1% + DMSO 2% por 24h 360 15 42 5 14 333
T11  PF com colchicina 0,1% + KNO3 0,2% por 24h 100 O 0 0 00 00
T12  PF com agua por 24h / PF com colchicina 0,1% por 24h 100 0 0,0 0 0,0 0,0
T13  PF com agua p/ 24h / PF com colchicina 0,1% + DMSO 2% p/ 6h 248 3 12 0 00 00
T14  PF com agua p/ 24h / PF com colchicina 0,1% + DMSO 2% p/ 12h/ 208 1 05 0 0,0 0,0
T15 PF com agua p/ 24h / PF com colchicina 0,1% + DMSO 2% p/ 18h 232 0 00 O 0,0 0,0
T16  PF com agua p/ 24h / PF com colchicina 0,1% + DMSO 2% p/ 24h 324 0 00 O 0,0 0,0

Total 4668 216 19

™ Papel de Filtro - PF; @ Dimetilsulféxido - DMSO.

3.5 Resgate e cultura de embrides

Aproximadamente 50 pistilos foram dissecados, 25 apds sete dias e os demais
apo6s 14 dias de polinizagdo. Nenhuma placa foi descartada por contaminagao
por bactérias ou fungos. Apesar de os pistilos resgatados apos sete dias de
polinizacdo nao terem se deteriorado até o final das avaliagbes, nenhum
embrido se desenvolveu para estadio de plantula, sendo considerado, entao,
um resgate muito precoce (Figura 6A). Ja os pistilos resgatados apos 14
dias de polinizagdo apresentaram uma morfologia mais proxima do que se
conhece de uma cariopse e foram considerados mais maduros (Figura 6B).
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Ap0s trés dias do resgate, ja foram observadas as primeiras plantulas (Figura
6C). De 25 pistilos dissecados, 18 plantulas foram obtidas. As plantulas foram
removidas das placas de Petri e colocadas em pequenos vasos em condigbes
de camara umida para aclimatagéo. Essa técnica sera muito util para resgate
de embrides oriundos de cruzamentos interespecificos em Paspalum quando
se observa o aborto pds-zigotico. Além disso, pode ser utilizada para acessos
suscetiveis a fungos de sementes, na tentativa de obtencdo de mais plantas
para conservagdo no banco de germoplasma.

Fotos: Alessandra Pereira Favero

Figura 6. Pistilo dissecado apos sete dias de polinizagéo (A); Pistilo dissecado apos
14 dias de polinizagéo (B); Plantula obtida apos trés dias de montagem da placa

de resgate (tratamento apos 14 dias de polinizagéo) (C); Plantulas apds 10 dias de
resgate (tratamento apds 14 dias de polinizagdo) (D); Vista geral do ensaio (E).
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3.6 Marcadores moleculares

Dos 15 marcadores PCAB testados, nenhum funcionou para nossas amostras.
Dos 16 marcadores desenhados para P. notatum, oito funcionaram para todos
os acessos (PN 05, PN 06 - Figura 7, PN 09, PN 11, PN 12, PN 13, PN 14 e
PN 16), quatro funcionaram somente para P. notatum (PN 01, PN 03, PN 07,
PN 10 e PN 15) e trés nao funcionaram para nenhum acesso (PN 02, PN 04
e PN 08). Dos marcadores que funcionaram previamente para P. floridanum,
apenas dois funcionaram para todos os acessos (Pcar 105 e Pcar 175). Logo,
de todos os 45 marcadores moleculares testados, apenas 10 funcionaram
para todos os acessos. Desses acessos que apresentaram bandas, houve a
observagédo da mesma banda em acessos sexuais e apomiticos, em todas as
situacoes. Esses resultados sugerem que, para a identificagdo de marcadores
ligados a apomixia em espécies do grupo Plicatula, talvez seja necessario o
uso de sequenciamento de RNA e o trabalho na linha de epigenética, pois
aparentemente ha indicios de eventos de metilagdo em acessos sexuais que
nao ocorrem em acessos apomiticos.

Figura 7. DNA de acessos de Paspalum
apos uso do primer PNO6. Setas brancas
indicam acessos sexuais. 2a. e 3a. coluna -
P. notatum. Demais colunas - acessos de
espécies do grupo Plicatula. Ladder de 50pb.
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4 Conclusao

Foi possivel adaptar metodologias consagradas de caracterizagao
citogenética, reprodutiva, molecular, poliploidizacdo de cromossomos
e resgate de embridbes em espécies de Paspalum. Tais técnicas serao
utilizadas na obtencdo de novas plantas tetraploides sexuais sintéticas do
grupo Plicatula, importantes dentro do programa de melhoramento genético
de Paspalum da Embrapa Pecuaria Sudeste.
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