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Resumo — As espécies do género Paspalum possuem ampla distribuigao
na América do Sul, pertencem a familia Poaceae e apresentam diversas
caracteristicas de interesse para uso como pastagem. Esse género
compreende mais de 300 espécies adaptadas tanto aos tropicos quanto
aos subtropicos e esta organizado em 25 grupos informais. A caracterizagéo
morfopolinica é importante tanto para a sistematica de plantas quanto
para a conservacdo e uso de recursos genéticos vegetais. O objetivo
desse trabalho foi identificar padrées de morfologia polinica de diferentes
acessos de Paspalum usados em programa de melhoramento genético.
Para caracterizagdo morfologica e ultraestrutural, as anteras de cada
amostra foram fixadas em solugdo de Karnovsky modificada. As anteras
foram seccionadas e os graos de pdlen foram analisados no microscopio
eletrénico de varredura convencional. Observou-se que ha pouca diferenga
entre os graos de pdlen estudados, os quais, no geral, apresentam-se como
modnades, de tamanho médio (25-50 um), com simetria radial, heteropolares,
com ambito circular, prolato esférico, monoporado, poro circular, exina
tectada com parede em forma de baculo. Embora tenha sido observada
pouca variagdo morfoldgica nas espécies analisadas nesse trabalho, é a
primeira vez que é feita a caracterizagdo morfolégica de gréos de polén para
Paspalum malacophyllum, Paspalum atratum, Paspalum regnellii € o hibrido
Paspalum plicatulum 4PT x Paspalum guenoarum cv. Azuldo. Assim, este
trabalho contribui para uma melhor compreenséo da diversidade polinica do
género Paspalum, podendo auxiliar na conservagao e uso destas espécies.

Termos para indexagao: gréos de pdlen, Poaceae, palinologia.

Pollen morphology of Paspalum spp. by the method of
acetolysis and scanning electron microscopy

Abstract — Species of the genus Paspalum are widely distributed in South
America, belong to the Poaceae family and have several characteristics of
interest for use as pasture. This genus comprises more than 300 species
adapted to both the tropics and subtropics and is organized into 25 informal
groups. The morphopollenic characterization is important both for the
systematics of plants and may be related to the success of fertility and the
ability to cross. The objective of this work was to identify patterns of pollen



morphology of different accessions of Paspalum
used in a genetic improvement program. For
morphological and ultrastructural characterization,
the anthers of each sample were fixed in modified
Karnovsky solution. The anthers were sectioned and
the pollen grains were analyzed using a conventional
scanning electron microscope. It was observed that
there is little difference between the studied pollen,
which, in general, appear as monads, of medium size
(25-50 pm), with radial symmetry, heteropolar, circular
scope, spherical prolate, monoporate, pore circular,
exine tectota with bacullum-shaped wall. Although little
morphological variation was observed in the species
analyzed in this work, it is the first time that the
morphological characterization of pollen has been
carried out for Paspalum malacophyllum, Paspalum
atratum, Paspalum regnellii, and the hybrid Paspalum
plicatulum 4PT x Paspalum guenoarum cv. Azulao.
Thus, this work contributes to a better understanding
of the pollen diversity of the genus Paspalum, and
may assist in the conservation and use of these
species.

Index terms: pollen, Poaceae, palynology.

Introdugao

As espécies do género Paspalum estdo
amplamente distribuidas na América do Sul
e sao pertencentes a tribo Paniceae e familia
Poaceae (Batista; Godoy, 2000; Aliscioni; Denham,
2008). Esse género apresenta uma vasta
biodiversidade e destaca-se entre as gramineas
brasileiras principalmente pelo valor forrageiro
(Valls; Pozzobon, 1987), pois € a base alimentar
para diferentes herbivoros (Prestes et al., 1976).
Paspalum compreende mais de 300 espécies
(Acufia et al., 2009), adaptadas tanto aos trépicos
quanto aos subtropicos, sendo a maioria cultivada
como forrageiras de verao (Novo et al., 2017).
Esse género foi organizado por Chase (1929) em
25 grupos informais, e até hoje sao utilizados por
taxonomistas (Essi; Souza-Chies, 2007). Dentre
eles ha quatro grupos com varias espécies com
caracteristicas importantes como alta produgao
e qualidade de forragem e boa aceitagdo pelos
animais, sendo eles: Plicatula, Notata, Dilatata e
Virgata (Barreto, 1974; Pereira et al., 2015).

O Brasil possui 216 espécies de Paspalum
descritas, 78 das quais endémicas (Bonasora et al.,
2015; Valls et al., 2023) e abriga a maior parte de sua
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diversidade. Além disso, as espécies apresentam
distintas caracteristicas morfolégicas, habitos de
crescimento, modos de reprodugéo, entre outras
(Burson,1997).

Uma correlagao alta e positiva entre o tamanho
do pdlen e a germinagdo (Nadeem et al., 2013)
e entre 0 numero de sementes produzidas por
hibridizacdo e o didametro do pdlen (Pipino et al.,
2011) ja foi descrita na literatura em hibridizagdes de
sucesso. Além disso, essa ferramenta é importante
para estudo da conservagao, taxonomia, filogenia e
melhoramento genético. Graos de polen da familia
Poaceae apresentam-se como ménades, de ambito
circular, prolato-esferoidais a oblato-esferoidais,
abertura do tipo poro, com presenca de anulo e
opérculo, exina rugulado-pilada (de dificil visualizagao
em microscopia optica) e areolada, com aréolas de
diferentes tamanhos, com contornos irregulares e
recobertos por espiculos quando vistos em microscopia
eletrénica de varredura (Corréa et al., 2005).

Estudos relacionados a taxonomia, citogenética,
reproducado e valor nutricional tém sido realizados
com espécies do género para sua conservagao
e uso (Fachinetto et al., 2017; Matta et al., 2023).
Justifica-se a importancia de ampliar essas pesquisas
nas espécies de Paspalum para auxiliar na
preservagao da espécie e conservagdo de podlen,
além de contribuir para estudos de taxonomia,
filogenia e diversidade evolutiva do género (Souza
et al., 2015).

A conservagdo genética é interessante para
diversas espécies de plantas, pois o pdlen pode ser
mantido em bancos de conservagao com a descricéo
da informacéo do genitor masculino (Franga, 2008),
sendo de grande interesse para programas de
melhoramento, pois permite o cruzamento entre
genodtipos que apresentam assincronia reprodutiva,
como materiais ndo adaptados e espécies afins
(Connor; Towill, 1993). Esse banco, também, pode
ser disponibilizado para melhoristas, permitindo
que além das hibridagdes desejadas, seja possivel
o intercAmbio entre as instituicbes (Damasceno
Junior et al., 2008).

Neste sentido, este estudo teve por objetivo
caracterizar padrdes da morfologia polinica de
diferentes acessos de Paspalum de espécies
de interesse para o programa de melhoramento
genético, sendo que algumas ainda nao sao
descritas na literatura.
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Material e métodos

Materiais de Paspalum pertencentes ao
programa de melhoramento genético para fins
forrageiros da Embrapa Pecuaria Sudeste
foram selecionados: dois acessos de Paspalum
malacophyllum Trin. BGP 6 (V5095) e BGP 293
(V14606), um de Paspalum regnelli Mez. BGP
215 (Lr2), e dois de Paspalum atratum Swallen
BGP 98 [V9880e BGP 308 (V14525)], Paspalum
urvillei Steudel BGP 393 (Af34), Paspalum notatum
(grama-batatais, coletada na Fazenda Canchim,
Embrapa Pecuaria Sudeste, Sdo Carlos, SP) e o
hibrido Paspalum plicatulum 4PT x Paspalum
guenoarum cv. Azuldo — plantas F1 #10, F1 #4, F1
#37 e F1 #42. O genitor feminino tetraploide sintético
da espécie Paspalum plicatulum denominado 4PT foi
desenvolvido por Sartor et al. (2009), pela duplicagao
cromossOmica de um acesso diploide sexual com
colchicina, e Novo et al. (2017), que obtiveram a
progénie F1 do cruzamento entre P. plicatulum
4PT e P. guenoarum cv. Azuldo. Os codigos BGP
referem-se ao Cédigo do Banco de Germoplasma
de Paspalum da Embrapa Pecuaria Sudeste e os
codigos entre parénteses referem-se ao coletor e
seu respectivo numero de coleta.

Para caracterizagdo morfolégica e ultraestrutural,
as anteras de cada amostra foram fixadas em
solucao de Karnovsky (Karnovsky, 1965) modificada
[glutaraldeido (2,5%), paraformaldeido (2%), CaCl,
(0,001 M), tampéao cacodilato de sédio (0,05 M),
em pH 7,2], por 24 horas. Posteriormente, foram
lavadas trés vezes em tampao cacodilato de sédio
(0,05 M) e imediatamente pés-fixadas em tetroxido
de 6smio (1%), por uma hora, em temperatura
ambiente, seguido de lavagens com agua destilada.
Em seguida, as amostras foram desidratadas em
séries crescentes de acetona (30-100%), por 10
minutos cada, sendo a ultima de 100%, repetidas
trés vezes de 10 minutos. Apds, as amostras foram
levadas a camara de ponto critico (Leica EM-
CPD300) utilizando diéxido de carbono, por uma hora
e 30 minutos, para eliminagéo da agua do tecido.

As amostras dos acessos (BGP 393, BGP 215,
BGP 308 e F1 #10) foram submetidas ao protocolo
de fixagdo com solugéo de Karnovsky, exceto para o
acesso BGP 393, o qual as amostras foram fixadas
em solugdo FAA (formaldeido, acido acético e
alcool etilico) por uma hora, pois com a metodologia
citada anteriormente, os grdos de pdlen estouravam.
Posteriormente, todas as amostras listadas acima
foram secas em liofilizador por, pelo menos, 18 horas.

As anteras foram seccionadas e os gréos
de pdlen colocados sobre uma fita carbono nos
stubs, as amostras entdo foram recobertas com

ouro [15 nm de ouro, 60 segundos com 40 pA, no
aparelho Sputter coater, modelo SCD050 (Leica)].
Na sequéncia, as amostras foram analisadas
no microscopio eletrénico de varredura (MEV)
convencional Modelo JSM — 6510 (Jeol).

Para as medidas, os grédos de pdlen foram
submetidos a acetdlise lactica fraca (ACLAC 40),
conforme Raynal e Raynal (1979). Foram medidos
aleatoriamente o didmetro polar, equatorial e exina
de 25 graos de polen, utilizando software da Axio
Vision 40 x 64 v. 4.9 1.0, estes foram caracterizados
de acordo com a nomenclatura proposta por Punt
et al. (2007) e Hesse et al. (2009).

Resultados e discussao

A caracterizagao morfopolinica é importante para
a sistematica de plantas e pode estar relacionada
com o sucesso da fertilidade e da capacidade de
cruzamento (Fratini et al., 2006). Essas informagdes
subsidiam agdes de manejo de germoplasma e
melhoramento genético da espécie, sobretudo
para a conservagao de podlen para posterior uso
em pesquisas, hibridizagbes e manutengdo da
variabilidade genética existente (Volk, 2011; Souza
et al., 2015).

O tamanho dos grdos de podlen é outra
caracteristica biolégica importante, além da relagéao
com o nivel de ploidia das plantas e volume
de citoplasma, bem como as interagdes entre
essas variaveis. Estudos da viabilidade polinica,
morfologia do gréo de pdlen e a compatibilidade na
interacdo polen-estigma possibilitam informagodes
cruciais sobre os sistemas de reprodugdo das
plantas (Tomaszewska; Kosina, 2022). Dentro do
género Paspalum é comum encontrar uma pequena
diversidade quanto ao tamanho e morfologia do
grao de polen. Em estudos recentes, Radaeski e
Bauermann (2018) identificaram, pela técnica de
acetolise proposta por Erdtman (1952), o didmetro
médio do grao de pdlen de cinco espécies de
Paspalum (P. nicorae, P. notatum, P. pauciciliatum,
P. plicatulum e P. urvillei), que variou de 33 a 42 um.
Shaheen et al. (2022) observaram que o didmetro
médio de trés espécies de Paspalum (P. dilatatum,
P. distichum e P. scrobiculatum) variam de 25 a
37,5 ym e a forma variou de prolato a oval. Observou-
-se no presente trabalho que os grdos de pdlen das
espécies avaliadas apresentam tamanho médio,
com didmetro variando entre 24,37 e 50,15 ym. Ha
pouca diferenga entre os graos de poélen estudados,
0s quais, no geral, apresentam-se ménades, com
simetria radial, heteropolares, de ambito circular e
formato prolato-esferoidal (Tabela 1 e Figura 1).



De acordo com Shaheen et al. (2022), os
graos de poélen de Poaceae sao geralmente graos
monoporados estenopalinosos com poros anulares
e operculados, sendo impossivel distinguir as
espécies pela ornamentacdo usando microscoépio
optico. No MEV, os recursos do pdlen sdo mais
visiveis e faceis de identificar. Na literatura, os graos
de podlen do género Paspalum nao apresentam
ormamentagdo na exina (Radaeski et al., 2014;
Radaeski; Bauermann, 2018), o que foi corroborado
por nossos resultados. Nas espécies aqui avaliadas, os
graos de podlen apresentaram-se todos monoporados,
com poro circular e exina tectada com parede em
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da parede é importante para a sobrevivéncia e
manutengao da integridade do gréo de pdlen, além do
aumento de volume devido a hidratagao, necessarios
para evitar a ruptura do mesmo (Matamoro-Vidal et al.,
2016). Muitos mecanismos estruturais, fisioldgicos
e moleculares sado utilizados pelos graos de podlen
para se ajustar as mudancas no teor de agua e para
manter a estabilidade interna (Dinato et al., 2020),
principalmente na fase da microsporogénese, onde
ocorrem mudangas no volume de pdlen e contetido
de agua durante o desenvolvimento do gametdfito
masculino (Firon et al., 2012).

forma de baculo (Tabela 1 e Figura 1). A morfologia

Tabela 1. Caracteristicas morfométricas de gréos de podlen de acessos do género Paspalum.

. Diametro Diémetl_'o .
Espécie Acesso polar (DP) equatorial Exina DP/DE®™ Forma®
(DE)
pm
Paspalum malacophyllum BGP 6 29,01+ 1,96 24,37 £ 2,37 1,58 £ 0,18 1,10 Prolato-esferoidal
P. malacophyllum BGP 293 39,32 +1,50 37,38 £ 1,51 1,50 £+ 0,16 1,05 Prolato-esferoidal
Paspalum atratum BGP 308 49,72 £2,20 45,36 £ 2,57 1,42 +0,14 1,10 Prolato-esferoidal
Paspalum atratum BGP 98 50,15+ 1,47 4579 + 1,84 1,40+£0,15 1,10 Prolato-esferoidal
Paspalum regnellii BGP 215 44,48 + 1,04 41,27 £ 1,02 1,50+0,12 1,08 Prolato-esferoidal
Paspalum urvillei BGP 393 36,37 + 1,65 32,83 +1,24 1,54 £ 0,10 1,11 Prolato-esferoidal
Paspalum notatum 42,17 £ 1,06 37,72 +1,24 1,34 £ 0,10 1,12 Prolato-esferoidal
Paspalum plicatulum 4PT x Paspalum F1#10 45,65 + 1,01 39,79 +1,14 1,59 +0,10 1,15 Subprolato

guenoarum cv. Azulao

n = 25 replicatas, + desvio padrao.
() Proporgao entre diametro polar e diametro equatorial em vista equatorial.
2 De acordo com a nomenclatura proposta por Labouriau (1973).

Figura 1. Visdo polar e equatorial de graos de pdlen acetolisados de gendtipos de Paspalum. Paspalum
malacophyllum: BGP 6 (A) e BGP 293 (B), Paspalum regnellii (BGP 215) (C), Paspalum plicatulum 4PT (D)
x Paspalum guenoarum cv. Azulao (E) e Paspalum atratum (BGP 98) e BGP 308 (F), Paspalum urvillei (BGP
393) (G), Paspalum notatum (H). Barras: 20 um. Imagens obtidas em microscopia de luz por acetdlise latica.
Crédito: Naiana Dinato.
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Figura 2. Aspecto geral do grédo de pdélen monosporado, mostrando opérculo. Exina com espinulos densamente dispos-
tos. Paspalum malacophyllum (BGP 6) (A); Paspalum atratum (BGP 98) (B); Paspalum regnellii (BGP 215) (C); Paspalum
notatum (D); Paspalum malacophyllum (BGP 293) (E); Paspalum atratum (BGP 308) (F); Paspalum plicatulum 4PT x
Paspalum guenoarum cv. Azuldo (G); Paspalum urvillei (BGP 393) (H). Imagens obtidas de microscopia eletronica de
varredura (MEV). Barras indicadas na figura. Fonte: Naiana Dinato.

Nas amostras que foram submetidas a
fotomicrografia em MEV (Figura 2), observou-se
pouca diferenga entre os acessos, exceto para
P, plicatulum 4PT x P. guenoarum cv. Azuldo — planta
F1#10, que apresentou uma estrutura mais ovalada,
0 que condiz com a analise de acetodlise, onde a
razdo entre o diametro polar e equatorial foi igual a
1,15. De acordo com a nomenclatura proposta por
Labouriau (1973), trata-se de um gréo de poélen com
forma subprolato, com corpo mais arredondado
(Figura 2G). Embora tenha sido observada pouca

variagdo morfolégica nas espécies analisadas
nesse trabalho, € a primeira vez que é feita a
caracterizagdo morfolégica de graos de pdélen para
P. malacophyllum, P. atratum, P. regnellii e o hibrido
P. plicatulum 4PT x P. guenoarum cv. Azulao. Assim,
a pesquisa apresenta caracterizagées polinicas
inéditas para estas espécies, contribuindo para
uma melhor compreensao da diversidade polinica
do género Paspalum e podendo auxiliar na
conservagao e uso destas espécies.



Conclusao

1) Foipossivelidentificar pela analise de morfologia
polinica que para os acessos de P. atratum,
P. malacophyllum, P. urvillei, P. regnellii e P. notatum,
os gréos de pdlen tém forma de prolato-esferoidal.
Ja para o hibrido P, plicatulum 4PT x P. guenoarum
cv. Azuldo, os graos de polen apresentam a
forma subprolato. Os acessos ndo apresentam
ornamentacdo na exina, porém diferem no
tamanho. A caracterizacdo morfométrica mostra
que ha pouca diferenca entre os graos de podlen
das espécies de Paspalum estudadas, embora
inédita para a maioria das espécies avaliadas,
contribuindo para um melhor entendimento da
diversidade polinica do género Paspalum.
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