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Resumo 

Em gramíneas forrageir as do gênero Brachiaria , popula ções poliplóides naturais 

sã o abund antes e geralmente apomít icas, enquanto as dipló ides , que se reprodu ­

zem sexualmente , são raras. Considerando -se a estreita correlacão existente entre 

poliploid ia e apomi xia neste gênero, e a necessidade de identificação de 

genótipos se xuais compatíveis para o suce sso da hibridação , conhecimentos de 

ca racteríst icas citológicas básicas como modo de reprodução , comportamento 

meiótico e níve l de ploidia tornam-se essenciais para direcionar os programas de 

melhoramento . Durante análises desenvolvidas na Universidade Estadual de 

Maringá, com acessos de várias espécies de uma coleção de germoplasma, 

mantida na Embrapa Gado de Corte, três acessos, sendo um de B. ruziziensis 

(BRA005568) e dois de B. decumbens (BRA007722 e BRA001058) apresen ­

taram anormalidades meióticas incomuns e foram analisados com especial 

atencão . Inflorescências em estágio ideal para estudos meióticos foram coletadas , 

fixadas em uma mistura de etanol 95 %, clorofórmio e ácido propiônico (6 :3:2) 

durante 24 horas e armazenadas sob refrigeração. Os microsporócitos foram 

I Bió l., M .Sc ., Doutoranda em Ciências Biológicas IÁrea de concent ração : Bio logia Celular) , Depart ament o 

de Biologia Celular e Genéti ca, Universidade Estadual de Maringâ. CEP 870 20-900 Maringá . PR o 
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preparados pela técnica de es magamento e co rados com ca rm im propl ôni co 

0 ,5 % . O acesso de 8 . ruziziensis (2n = 2x = 18) ap resen tou f reqüênci a de 

produt os meió ti cos anorma is não espe rada , com base em sua condição dip lóide . 

A meiose I apresentou bai xa freqüência de anorma lidades, enq uan to na meiose 11 , 

a freqüência de anormal idades aumentou de fo rma inesperada . A lguns 

cromossomos não conseguiram alcançar a pl aca equ ator ia l. A s cé lul as co m 

cromossomos não alinhados na placa não receberam o si nal para pro ssegui r em 

divi são . Ta is cromossomos deram origem a nú cleos telof ás icos de d iferen tes 

tamanhos , leva ndo à forma ção de produt os meió t icos anôma los. As obse rvacôes 

sugerem a presença de um erro qu e afeta o "ponto de checage m do fuso", 

interrompendo a segunda d ivi são meiótica . Cic lo nucleo lar anorma l relacio nado 

ao processo de desorgan ização do nucléolo e nu cleo logênese foi observado no 

acesso BRA007722 de 8 . decumbens (2 n = 4 x = 36 ). O acesso BR A00 1058 

de 8 . decumbens cv. Bas ilisk (2n = 4 x = 36) apresentou duas forma s di st intas de 

anormalidades quando coletado em diferente s épocas. Em uma das épocas, os 

m icronúcleos formados na primeira di v isão organizaram fusos na seg unda 

divi são e sofreram citocineses adicionais que leva ram à formação de m icrócitos 

de diferentes tamanhos . Na outra época de co leta , algumas plantas apresen taram 

uma anormalidade que afetou o desenvol v imento do gametófito mascu lino. As 

mitoses do grão de pólen não seguiram o padrão normal , comprometendo a 

formação das células vegetativa e generativa . As anormalidades encontradas no 

gênero 8rachiaria representam um materia l biológico ímpar para o entendimento 

do controle genético da meiose . Algumas delas podem representar, também , 

ferramentas úteis para programas de melhoramento. 

Termos para indexação: braquiária , citogenética, gramíneas forrageiras , meiose, 

mutantes, poliploidia . 



Unusual Cytological Pattern 
During Microsporogenesis 
in 8rachiaria ruziziensis and 
8. decumbens 

Abstract 

In forage grasses of the Brachiaria genus natural polVPloid and apomictic 

populations are abundant, whereas sexual diploid ones are rare . Taking into 

consideration the high correlation between polVploidV and apomixis in the 

genus, and the need to identifv sexua/lv compatible genotvpes to accomplish 

hvbridization, it becomes essential to obtain data on basic characteristics, such 

as mode of reproduction, chromosome behavior in meiosis, and ploidV leveIs 

within and among compatible species, to conduct a successful breeding 

programo During cvtological analvses performed in the State Universitv of 

Maringá laboratorv in accessions of different species co/lected in the germplasm 

bank maintained at Embrapa Beef Cattle Center, three accessions, one of B. 

ruz iziensis (BRA005568) and two of B. decumbens (BRA007722 and 

BRA001058), showed unusual meiotic behavior and were analvzed with special 

attention. Inflorescences at the right stage for meiotic analvsis were co/lected, 

fixed in a mix ture of 95 % ethanol, chloroform and propionic acid (6:3:2) for 24 

hours, transferred to 70 % alcohol and stored under refrigeration until use. 

Microsporocvtes were prepared bV squashing and staining with 0 .5 % propionic 

carmine. The accession of B. ruziziensis (2n = 2x = 18) presented a frequencv of 

abnormal meiotic products not expected based on its diploid condition . Meiosis I 

was quite normal, whereas in the second division the frequencv of abnormalities 

increased exceptiona/lv. Some chromosomes did not reach the metaphase pIa te. 

Ce/ls with scattered chromosomes did not receive the signal to continue their 

cvcle. The scattered chromosomes resulted in telophase nuclei of different sizes, 
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leading to the formation of abnormal meiorie produers . The resulrs sugges r rh e 

oeeurrenee of a mutarion affeeting rhe spindle eheekpoinr arresting the second 

division. A bnormal nueleolar eycle related to rhe process of nucleolus 

disorganization and nueleologenesis was observed in rhe aecession 

BRA00 77 22 of B. decumbens (2n = 4x = 36).The accession BRAOO 1058 o f B. 

decumbens cv. Basilisk (2n = 4x = 36) presenred two distinc r forms of 

abnormalities when collected in different periods. In one, mieronuclei from rh e 

first division, organized their own spindles in the second division , and suffered 

additional cytokinesis that led to microcytes formation . In the other p eriod, some 

plants presented an abnormality affecting the male gametophyte de velopment. 

The mitosis of pollen grain was abnormal, thus compromising the formarion of 

generative and vegeta tive cells. The abnorma/ities found in the genus Brachiaria 

makes it an extraordinary biological material to better understand the generie 

control of meiosis. Some of them could also represenr importanr tools for 

breeding programs. 

Index terms: braquiária, forage grasses, cytogenetics, meiosis, mutants, 

polyploidy. 

Introdução 

A meiose é um processo de crucial importância no ciclo de vida dos organismos 

e compreende uma série de eventos que envolve pareamento de cromossomos 

homólogos , ocorrência de permuta genética , formação de qui asmas e segregação 

cromossômica . 

Todos os eventos da meiose são geneticamente controlados . Mutantes meiót icos 

descritos em plantas e animais têm revelado que o processo meiótico é controla ­

do por um grande número de genes que operam numa ordem hierárquica 

(Gottschalk & Kaul, 1974; Baker et aI. , 1976; Golubovskaya, 1979, 1989) . 

Apesar de dezenas de mutantes meióticos terem sido descritos , na última 

década, o emprego de Arabidopsis thaliana como modelo para estudos biológi ­

cos nas mais diferentes áreas de conhecimento trou xe novas contribuições para 

o entendimento da meiose. Inúmeros mutantes meióticos originais foram descri­

tos recentemente nesta espécie (Chaudhury et aI. , 1992; He et aI. , 1996; 

Hülskamp et aI., 1995; Taylor et aI., 1998) . 
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Com o obje tiv o de subsidiar o programa de melhoramento genét ico desenvolvido 

pela Embrapa Gado de Cor te, iniciou-se há pou cos anos , no Depa rt amen to de 

Biologi a Ce lul ar e Genét ica da Un iversidade Estadual de M aringá , um ex tenso 

trabalho de carac teri zação ci togenética de acessos de 8rachiaria exis ten tes na 

co leção de germoplasma des te gênero. Estes es tud os visam determ ina r o número 

de cromossomos e ava liar detalhadamente o comportamen to meiótico dos 

acessos ali exis tentes . Qua se uma centena de acessos já foi ci tolog icamen te 

es tudada . A maioria deles mostrou-se poliplóid e, princi palmente tetraplóide, 

apresentando anormalidades meió t icas típi cas da polip loidia . Todavia, dentre os 

acessos anali sados , alguns apresentaram anormalidades nunca antes desc rita s 

para o gênero 8rachiaria , ou até mesmo para qualquer outra espécie vege tal. 

Tratam-se de anormalidades interessantes para serem usadas didaticamente ou, 

até mesmo, como ferramenta auxiliar nos programas de melhoramento . O 

objet ivo deste trabalho é detalhar quatro casos de anormalidades at ípicas em 

plantas poliplóides , encontradas em um acesso de 8 . ruziziensis e dois acessos 

de 8. decumbens. 

Material e Métodos 

Os acessos de 8 . ruziziensis (BRA005568) e 8 . decumbens (BRA007722 e 

BRAOO 1058) sob estudo foram coletados em parcelas no campo de conserva­

ção de germoplasma da Embrapa Gado de Corte , situado no município de Campo 

Grande (clima do tipo AW: savana tropical úmida; precipitação média = 1.526 

mm ; temperatura média = 22°C; altitude 520 m ; latitude = 200 28'S; longitude 

= 55°40'W) ; solo Latossolo Vermelho Escuro , álico (59 % areia; 8 % silte ; 33 % 

argila; pH = 4,2; 2,7 % matéria orgânica ; P = 1 ppm; 0 ,05 , 0 ,1 , 0 ,9 , 6,9 

Meq/1 00 cc de K, Ca + Mg , AI, CEC, respectivamente). O acesso BRAOO 1058 é 

usado comercialmente sob a denominação de cultivar Basilisk . O material para 

análise meiótica foi coletado mais de uma vez, entre 1999 e 2002 . 

Inflorescências jovens, ainda envolvidas pela folha bandeira , foram colhidas e 

fixadas em uma mistura de etanol 95 %, clorofórmio e ácido propiônico (6:3 :2) 

durante 24 horas e armazenadas sob refrigeração . Os microsporócitos foram 

preparados pela técnica de esmagamento e corados com carmim propiônico 

0,5%. Para determinação do número de cromossomos, foram analisadas , no 

mínimo, 20 células por acesso, nas fases de diacinese ou metáfase I. Para o 

estudo do comportamento meiótico, foram anal isadas, aproximadamente, 2 .000 

células por acesso, representando as diferentes fases da divisão . Todas as 
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Bloqueio da segunda divisão meiótica em 8rachiaria 
ruziziensis 
A anál ise Ci to lógica d mons trou cond i - o dlplold ( 11 181 I-h Hd U d e ' " o 

BRA005568 d Brach/8rta rul/llcns/s (F, 1 il ) LI prll11 lia d i IS U . U LO I11j) O I t" 

mento meló t lco fO I conSld 1 do normal p 1<1 0 11 1 I d plo ld lcl . 011(1 IJU U L " ~ 

anormal idades relaclon d s com termmal ll 

Algu ns cromossomos em scensão precoc 

origem a poucos m icronúc leos m teló l as I. 

o e UI srnd S I ram ou r dtl,, !> 

cromossomo s r t rd t fi OS d ' r Im 

Em geral . acessos diplóldes apresen tam algumas 110rm Ild d s na pflm Ir 

d ivisão como as aqu i descri tas . ma s a segund d ivisão m IÓ !lC s mpr mUito 

ma is regular e o produ to fin al da meiose é no rmal IM end s Bon to I . 200 I 

Todavia. es te acesso de B. rUl/z/ens/s ap res n tou . n s gund cl lVI ão . urna al ta 

freqüênc ia de produtos meló tic os anormaiS . não sper da não cond iZ n t com 

diplo id ia. Uma alta freqüência de cé lulas com anormal ldad s relaclon d s 

or ientação dos cromossomos na placa metafáslca e aSSlncronla d d ivisão n tr e 

as duas células-i rmãs fo i observada na segunda divisão . No In íCI O da seg unda 

divi são . ambas as células em prófase 11 apresen tavam co mport amento no rmal. 

mas ao f inal deste estág io. com O rompimen to do envo lt óriO nuc lea r. os 

cromossomos . mos trando típ ico grau máx imo de conden sação . apresen tar m -se 

espalhados pelo c itopl asma. ao invés de se orien tarem na placa metal slc a IFlg . 

1 bl. Nos estágios segu intes da segund~ di visão. alguns cromossomos permane ­

ceram espalhados no c itoplasma . enquanto outros alcan çaram a pl aca metafásica 

IFig. 1 c . el. sugerindo erros na ligação dos cinetócoros com as fibra s do fuso. 

Na maioria dos casos, o comportamento entre as duas células -irmãs fo i diferente . 

gerando uma assincronia de divisão . Em alguns casos. a incapac idade dos 

cromossomos de congregarem-se na placa metafásica levou à formacão de 

núcleos contendo diferentes quantidades de cromossomos IFig . 1 dI. os quais se 

formaram no local onde os cromossomos se encontravam IFig. 19 . jl . Estas 

células foram incapazes de prosseguir na meiose, de tal forma que não passaram 

por anáfase 11 e as cromátides irmãs não foram liberadas . 
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dlu no c.c lu A SS lf1cronla n t/ as dua ~ cf l ul.J ~ fOI obse l vada desde a rn '~ t . f iJ '>u 

tIl o es t<y lo do I tr ade A FIC] . 1 ilu str a ddo/ unl es aspec tos da a::'Slflc rO/lIa en tre 

eI S lula s Os dados mos t/ iH,, ' " lauuncn te que i'L c ful as com crOll1o ... ·;orno::. 

mio .Jllf l hudus n.J p laca mel of slc a t iveram (j rn ,:"os 11 bloqucad at qUI! us 

LlO"lO::'~OflI O~ Ilão a l l nhado ~ onscgUls sotn fOl mar Ill lcronúL lflo::. /105 l oc(jl~ UI" 

que se /1 con tr avam (FlCJ 1 el Esta aSSlnc /onla I vou tl fo /macão do pr odu tu s 

me,ó t lcos va rr ados . desd tdade s té héx ades, t tr ades com flll crósporos cl t! 

dder n tes tamanhos. 

A meloso é um t ipO de diVIsão ce lular pelo qual cé lula s r produt ivas d lplóldes 

dào origem a cÓlul as haplóides Que se diferenCiam em game tas . Este proces so 

envolve duas etapas , cada uma acompanhada por redu ção no número de 

c romossomos. Na pr imeira di Visão , os cromos somos homÓlogos separam se e 

são puxados para pólos opos tos e a cé lula se diV ide em dua s. Imed ia t amen te 

após, na segunda dIVisão, as crom át ldes Irm ãs são igualmente separadas para 

pólos opos tos . No In icio de ambas as divisões, um complexo espec ializado de 

prot eínas em cada cromátlde, conhecido como cinetócoro, captura microtúbulos 

vrndos dos dois pólos. Para Que a segregação sela regular , cada cromossomo 

homólogo na meiose I e cada cromátide Irmã na meiose 11 devem ligar-se aos 

mlcrotúbulos dos pólo s opostos (Sluder & McCollum, 20001 . A correta ligação 

dos cromossomos ao fuso é assegurada por um mecanismo complexo , conheci · 

do como " ponto de checagem de fuso" (spindle checkpointl . Este mecanismo 

detecta a presença de um único cinetócoro não ligado ao fuso e bloqueia o 

progresso da mitose até Que o cinetócoro não ligado capture um microtúbulo . O 

ponto de checagem funciona pela destruição de algumas proteínas. O Que é 

requerido para o início da anáfase (Gorbsky et aI.. 19991 . As proteínas envolvi ­

das no ponto de checagem são geralmente conhecidas como mad (mitotic arrest 

de licient 1 por terem sido isoladas de mutantes com bloqueios na divisão 

mitótica . 
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Fig . 1. Brachiaria ruziziensis IBRA005 568) : a) mic rosporócito em diacinese com nove 

bivalentes ; bom) diferentes estágios da segunda divisão meióti ca ; b) pró lase tardia 

com cromossomos espalhados no citoplasma; c) prólase/metálase assincrônica. Na 

célula em metálase , dois cromossomos ainda não alcança ram a placa; d) ambas as 

células apresentam cromossomos espalhados no citoplasma; e) metá l ase com 

cromossomos espa lhados em uma célu la; I , g, h) metálase/telólase com cromossomos 

ainda espalhados na célula em metáfase . Em f e g, observe a dife rença no tamanho 

dos núcleos te lofás icos; i) anáfase/te lófase ; j) te lófase/tétrad e. Observe a diferença no 

tamanho dos núc leos telofásicos; I) t elófa se/tét rade. A célula em tel ó l ase apresenta 

t rês núc leos de di f erentes tamanhos resu ltantes de cromossomos que não chegaram à 

placa metafásica ; m) pêntade com dois mic rócit os . 
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A m Jioria dos tud os so bre pontos de checagem de fu so foi desenvo lv ida em 

: Iulas mi tót icas (Go rbsk y , 1995 ; Nick las, 199 7 ; A ll shire, 199 7 ; Amon , 1999 ; 

Yu et aI. , 2000). A lguns pesqui sadores têm sugerido que a meiose também tem 

ponto s de checagem para asseg urar que um determinado evento es teja comple to 

antes que o subseqüente se in icie (Page & Orr -Weave r, 199 7). Pon tos de 

checagem , ou , mai s especificamente, pon to de checagem bloq ueando a meiose 

11 , como observado no presente aces so de B. ruziziensis, não fo i desc rito para 

nenhuma espécie animal ou vege t al. Este pos síve l mut an te mostr a um co mport a­

m en to mu ito sem elhan te ao do s mu tantes m ad2 id ent ifi cados em leveduras, 

po rqu e há um bloqueio na segund a di v isão meiót ica, cuj o processo de seg rega ­

ção c romo ssômica é idên t ico ao da mit ose, ou seja, há se paracão de cromá t ides 

irm ãs. 

A checagem de fu so previ ne que a transicão da metáf ase para a anáfase ocorra 

em cé lul as qu e ap resent em defei t os no fu so ou na lig ação dos crom osso m os às 

fib ras do fuso . El a bloqueia o iníc io da anáfase na mi tose ou m eiose se os 

crom osso mos não es tão alinhados na pl aca metafás ica . A int eração perfeita entre 

mi crotúbulos e cinetócoros parece ser essenc ial para a liberação des te evento 

(Gorbsk y et aI. , 199 9) . No presente acesso, as ob servações sugerem que a 

checagem de fuso impediu a transição da metáfase para anáfa se em cé lul as que 

continham cromossomos espalhados no ci topl asm a. Na verdade, estas cé lulas 

não rec eberam o sinal de " siga em frente" para a anáfase . Como conseqüência , a 

meio se II foi bl oqueada , as cromát ides irmãs não foram liberadas e os 

cromossomo s dispersos no c itoplasma formaram micronúcleos no local em que 

se encontravam. 

Mutaç ões que comprometem o ponto de checagem contribuem para a in stabilida­

de cromos sômica, uma característica de muitos tipos de câncer humano (Cahill et 

aI., 1998) . Há de se conhecer melhor os mecanismos determinantes dessa 

possível mutação . É da maior importância que haja controle na checagem de fuso 

na meiose por causa dos problemas relacionados com a segregação irregular de 

cromossomos que geram muitos tipos de síndromes com efeitos nefastos ou 

deletérios na espécie humana . A possível mutação bloqueando a segunda 

divisão meiótica encontrada neste acesso, quando estudada adequadamente do 

ponto de vista genético e molecular, poderá trazer novas informacões neste 

campo de conhecimento . 
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Ciclo nucleolar anormal em 8rachiaria decumbens 
Os estudos ci tológicos reve laram um padrão de cic lo nucleolar at ípI co durant e a 

meiose no acesso BRA007722 de B. decumbens (2n = 4 x = 361. At é a prófase 

tard ia, o comport ament o do nucléo lo fo i normal (Fig . 2a) , quando de sap areci a ao 

f inal da diacinese . Enqu an to em plan tas com me ioses no rma is nenhum re sídu o 

de nucléolo foi observado até a telófase I, nes te acesso , a pa rt ir da metáfase I, 

inúmeros nucléolos ex tracrom ossômicos fo ram observados espalhados no 

ci toplasma após a sua dissolução ao fina l da pró fase (F ig . 2b). Duran te a anáfase 

in icial , estes nucléolos extrac romossôm icos ain da eram observados em grande 

quant idade (F ig. 2c ), mas com o ava nço do cic lo ce lular envolveram -se em um 

processo de fusão , aument and o em tamanho e diminuindo em quan t idade (Fig . 

2d ). Este processo de fusão pers ist iu de ta l fo rma que, no iníc io da telófase I, o 

número de nucléolos era menor , porém est es eram de maio r tamanho, e algun s 

nucléolos podiam ainda ser vistos no c itoplasma (Fig. 2e ). Ao f inal da telófase , 

todos os nucléolos extracromossômicos foram reunidos em um ún ico nucléol o 

em cada núcleo e permaneceram nesta cond ição até ao f inal da prófa se 11 (Fig . 

2f) , quando desapareceram novamente . Na metá fase 11 , cada nucléolo foi 

frac ionado novamente em inúmeros nucléolos extracromossômicos (Fig . 2g ). 

Durante a anáfase 11 (Fig. 2h) e telófase II inicial e tard ia (Fig . 2i, j ), o comporta ­

mento do nucléolo foi idêntico ao observado na pr imeira divisão . Na maior ia das 

células em telófase 11 , os nucléolos extracromossômicos fund iram-se em um 

único nucléolo , enquanto em outras, a fusão só aconteceu nos estágios f ina is da 

formação da tétrade (Fig. 21, m). Este comportamento do nucléolo não afetou a 

fertilidade do pólen , a qual foi estimada em 89 ,68 % . A esterilidade do pólen 

observada neste acesso pode ser atribuída à poliploidia , em que assoc iações 

cromossômicas multivalentes são geralmente acompanhadas por segregação 

irregular de cromossomos e formação de gametas geneticamente 

desbalanceados. 

O nucléolo é o elemento estrutural mais óbvio do núcleo interfásico de células 

eucarióticas . Na microscopia óptica, aparece como uma estrutura esférica que 

ocupa uma porção substancial do espaço nuclear . Como uma estrutura dinâmica, 

seu volume e a proporção de seus componentes são geralmente modificados em 

função da atividade biossintética da célula (Giménez-Martin et aI., 1977). O 

nucléolo, como sítio de biogênese de ribossomos, contém genes de rRNA 

transcricionalmente ativos e partículas de precursores de ribossomos em diferen­

tes estágios de maturação (Sommerville, 1986) . O aparecimento e desapareci­

mento do nucléolo, em certos estágios do ciclo celular, sugerem um ciclo 
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nuc leo lar . Uma análise d e t alhada da rela ção en tre cic lo ce lula r e c iclo nuc leo lar 

foi fe ita por Giménez -M art in e t a I. ( 1974 . 1977), em que se mostrou que a 

desorganização nuc leo lar ocorre na prófase e a nuc leo logênese t em lugar na 

t elófase . 
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Fig . 2 . 8rachiaria decumbens (BRA001058) : a) microsporócito em diacinese com 

nucléolo normal ; b) metáfase I com inúmeros nucléolos extracromossômicos de 

diferentes tamanhos espalhados pelo citoplasma; c) anáfase I inicial com inúmeros 

nucléolos extracromossômicos; d) anáfase I tardia mostrando número menor de 

nucléolos de maior tamanho; e) telófase I precoce com poucos nucléolos de grande 

tamanho. após fusão ; f) prófase 11 normal com um único nucléolo em cada núcleo; g) 

metáfase 11 com inúmeros nucléolos extracromossômicos no citoplasma; h) anáfase 11 

tardia com número reduzido de micronucléolos; i) telófase 11 precoce com poucos 

nucléolos extracromossômicos de grande tamanho; j) telófase 11 completando o 

processo de fusão de corpúsculos pré-nucleolares; I) tétrade completando o processo 

fusional; m) tétrade com nucléolo normal em cada núcleo. 
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Muitos pesqu isadores têm estudado detalhad ment e o cic io nucleo l r n mi tose 

(Scheer & Benavente, 19901, mas há poucos es tud o acerca da nu cleo log · nese 

duran te a me iose (Loidl & Gre ilhuber , 1983 : Langer & Koul , 1985) . Normalm en 

te , os estudos de cic lo nu c)eolar envolvem téc nicas com marcadores que 

perm item acompanhar seu destino dur an te o cic lo ce lul ar . O compo rt amento 

nucleolar observado neste acesso de B. decumbens mostrou claram nte, se rn 

uso de marcador algum, detalhes prec io sos do cic lo nu cleo lar durant a meiose , 

não visíveis em plantas com div isões no rmais. O com port amen to do nucléo lo 

neste acesso pode ser atr ibuído a um erro que afetou algum passo Import an te da 

desorgan ização nucleolar , de tal fo rma que o nu cléo lo não co nseguiu ser 

f ragmentado em part ícul as invisíve is como gera lm ente acon tece . Não se encon · 

trou esse t ipo de comportamen to em outras ava liacões de qua se uma ce ntena le 

acessos de diferentes espécies de Brachiaria cul t ivados sob as mesma s condi ' 

ções ambientais na Embrapa Gado de Corte e ana lisados co m a mes ma téc nic a 

(Mendes-Bonato et aI. , 2002 1. 

Ut ilizando técnicas sof ist icadas , Giménez-Mart in et aI. (1977 ) e Torre & 

Giménez-Mart in (1982) propu seram que a nucleologênese em organismos 

superiores ocorre através da reun ião de material nucleolar pré-exis ten te an tes qu e 

nova síntese de rRNA ocorra no núcleo interf ásico . Por outro lado , Sato (1988 ) 

propôs que o material nucleolar pré -exis tent e não é ut ilizado na const rução do 

novo nucléolo. Sem ut iliz ar qualquer metodolog ia espec íf ica , este mutante de B. 

decumbens mostrou claramente que o novo nucléolo é reconstru ído a part ir da 

fusão de corpos pré-nucleolares originados da desorgan ização do nuc léo lo que o 

antecedeu . Dessa forma, este acesso constitui -se num excelente materia l didát ico 

para demonstrar o ciclo nucleolar, o que pode ser feito com uma metodologia 

simples. 

Ocorrências de persistência nucleolar durante o ciclo celular têm sido descr itas 

em mitose (Giménez-Martin et aI., 1977) e em meiose (Langer & Koul , 1985) , 

mas as estruturas semelhantes a nucléolos (nucleolus-like bodies - NLBs) só têm 

sido descritas durante a prófase. NLBs geralmente são estruturas grandes, 

esféricas e densas e encontram-se associadas ao nucléolo, à cromatina ou livres 

no citoplasma, e em pequeno número . Em nenhuma de suas ocorrências , NLBs 

foram relatadas persistir após a prófase ou envolverem -se em processo de fusão 

como observado no presente acesso . O significado dessas estruturas é ainda 

desconhecido . 
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Desenvolvimento gametofítico anormal em 8rachiaria 
decumbens 
A arac ter ização c ltogené t lca da cult iva r Ba si lisk (aces o BRAOO 1 0581 de B. 

decumbens fOI desenvolvida envo lvend o a mi cro porogénese e a 

mlc rogam etogénese. O acesso mos trou -se tetrap lólde (2 n - 4 x = 36), apr esentan ­

do anormalidades meió t icas t ípica s deco rrent es do níve l de pl oi di a. A sce nsão 

precoce de cromossomo s para os pó los e cromossomos reta rd at ár iO s levaram à 

fo rmação de mi cronú cleos em amba s as divisões , resu lt ando em tétrades 

gene t icamen te desbalanceadas . Após a dissolução da parede de ca lose, os 

mi crós poros , co m aparência norm al , for am liberados no interior da an tera. Cada 

mic rós po ro iniciou, então , a sua preparação para so fr er a pr imei ra mitose do 

pólen . Em plan tas com divisões normai s, no s es tágios inic iais da m itose, o 

núc leo torn a-se po lari zado (Fig . 3b-e), mas em alguns mi crós por os es tes 

es tágios fo ram ca rac t erizados por simetria , isto é, o núc leo não foi des locado do 

centro da cé lul a para a periferia (Fig. 3f -j) . A típ ica pla ca ce lular hem isfé rica não 

fo i observad a nestas célul as e todos os es tágios da mitose , da prófa se à 

telófase , ocorreram no centro da célula . Apó s a citocinese, duas células de igual 

tamanho re sultaram de uma divisão simétr ica (Fig . 31) . Ambas as células mo stra­

ram igual condensação de cromatina e apresentavam núcleos es féri cos e de 

mesmo tam anho . Ao invés de somente a célula generativa so frer a segunda 

m ito se do pólen, como esperado , nestes micrósporo s ambas as cé lula s so freram 

uma nova m itose . Ao final da segunda m itose do pólen, quatro núcleos de 

mesmo tamanho e forma e igualmente condensados foram observados em cada 

pÓlen (Fig. 3m -p) . Até este estágio, a parede do pólen não era visível. Ccntudo, 

após a citocinese , as células individualizaram-se e deram origem a quatro grãos 

de pólen de igual tamanho que inicialmente, permaneceram juntos, ex ibindo uma 

configuração típica de tétrade (Fig . 3q) . A parede do grão de pólen encontrava­

se perfeitamente formada neste estágio. Grãos de pólen estéreis resultaram 

destas células, Esta anormalidade não afetou a todos os micrósporos , mas 

43,24 % das células apresentaram mitose anormal de pólen . 
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Foto: Claudicéia Risso-Pascotto 
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Fig. 3. Brachiaria decumbens (BRAOO'058): a) tétrade de micrósporos com alguns 

micronúcleos; b-e) micrósporo em intérlase (b) , prólase (c), prometáfase (d) e 

metálase (e) em plantas com divisão normal. Observe a posição polarizada do núcleo 

nas células; f-j) micrósporo em intérlase (I), prometálase (g), metálase (h) , anáfase 

(i) e telófase (j) da primeira mitose do pólen nas plantas mutantes. Observe a não 

polarização do núcleo nestas células; I) metáfase da segunda divisão mitótíca do grão 

de pólen. Observe que, após a citocinese, as duas cé lulas apresentam o mesmo 

tamanho; m) diferentes estág ios de anáfase nas duas células; n) anáfase tardia; o) 

teló fase; p) citoci nese dividindo igualmente as cé lulas filhas ; q) quatro grãos de pólen 

es téreis resul tantes de duas divisões mitóti cas simétri cas. 
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Em plant as superi ores , o final da meio se masc ulina m arca o início da dif erencia ­

ção ce lul ar que leva à formação do gametófito (Twe ll et aI., 19981 . O de se nvo l­

vimen to do pólen e a gametogênese ma sculina são dependentes de polarizacão 

celular, a qual cont ribui para uma divisão celul ar alt amente ass imétrica , denomi ­

nada primei ra mitose do pólen. Em divisões normais, o núcleo é de slocado do 

centro para a periferia no estág io G 1 do c iclo ce lul ar do micrósporo . O desloca ­

mento continua e é mantido pela acão de microtúbulos do citoesqueleto (Tanaka , 

19971. De aco rdo com Heslop-Harri son (1968), para que a diferenciaçã o típica 

da cé lula generativa e vegetati va possa oco rrer , a di visão ce lular ass imétrica 

precisa ser completada pela formacão de uma placa ce lul ar típica , na qual a 

orientação do fuso é muito importante. O pó lo generativo se aloj a adjacente à 

membrana plasmática e o pólo vegetativo fica localizado na membrana interna do 

micrósporo. A formação da placa cel ular hemisférica não foi observada durante a 

primeira mitose do pólen neste acesso de 8rachiaria . 

A célula vegetativa e generativa em plantas com divisão normal diferem em 

morfologia e função (Tanaka , 1997; Twell et aI., 1998). A cé lula vegetativa é 

grande e acumula uma grande quantidade de metabólitos necessá ri os para o 

rápido crescimento do tubo polínico, enquanto a célula generativa é pequena e 

contém poucas organelas e metabólitos (Park et aI., 1998). Uma ca ract erística 

peculiar dos micrósporos anormais deste acesso foi a falta de diferenciação entre 

a célula vegetativa e a generativa . Segundo Tanaka (1997) , quando a divisão 

assimétrica é inibida ou substituída por uma divisão simétrica , a célula generativa 

não se forma. Divisões simétricas espontâneas , como observado ne ste acesso, 

são raras na natureza . Na maioria dos casos descritos, foram induzidas pela ação 

de alguma droga. 

Em 8. decumbens, após a primeira mitose do pólen , as duas células resultantes 

exibiram mesmo tamanho e igual condensação de cromatina . Em geral , o núcleo 

da cé lula vegetativa contém cromatina difusa e o da cé lul a generativa contém 

cromatina condensada. Esta diferenciação acontece logo após a primeira mitose 

do pólen e parece estar ligada à atividade gênica, pois o nú cleo generat ivo é 

transcricionalmente menos ativo que o vege tativo (Tanaka et aI. , 1998). Nos 

mi crósporos anormais deste acesso, ambos os núcleos passaram pela segunda 

mitose do pólen. Normalmente, somente o núcleo generativo , que contém 

cromatina condensada, sofre esta mitose e dá origem a dois núcleos gaméticos. 

A ausência de diferenc iação na condensacão da cromatina sugere que ambos os 

núcleos são igualmente ativos neste acesso. 
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Na maioria das plantas , a célula generati va comp leta sua divi são durante o 

crescimento do tubo polinico no esti lete . Assim , qu ando totalmente maduro , o 

gametófito co nsiste de três cé lulas, a cé lul a vegeta t iva e duas célul as 

espermáticas (Mascarenh as, 1989). Neste caso , com a cu lt iva r Bas il isk , as dua s 

células resultantes da primeira mitose sofreram a segunda mitose , também 

simétrica, resultando em uma estrutura com quatro núc leos de igual tamanho , 

que se diferenciou em quatro grãos de pólen estéreis. Em outras palavras , a 

segunda mitose do pólen não deu origem às cé lul as esperm áticas , sugerind o que 

a determinação genética para o desenvo lvimento do gametófito foi comp letamen ­

te alterada. Apesar de ser uma estrutura simples, a produção de pólen funcional 

envolve uma série complexa de processos regulados e requ er a exp ressão de um 

grande número de genes esporofiticos e gametofiticos (Sari -Gorl a et aI. , 1997) 

A primeira mitose do pólen parece ser um ponto críti co no desenvolvimento do 

gametófito masculino (McCormick , 1993) , pois um conjunto de genes especí fi ­

cos é ativado neste momento. Segundo Sari -Gorla et aI. (1997)', o fato de que 

mutantes macho-estéreis esporofiticos são expressos antes da mitose enquanto 

seus alei os que atuam no gametófito são expressos após a mitose, sugere que 

após a mitose do pólen o papel do genoma do esporófito em direcionar o 

desenvolvimento do pólen é reduzido. Em 8. decumbens, o comportamento 

citológico descrito para a primeira e segunda mitose do pólen sugere que genes 

esporofíticos estão sendo expressos antes da primeira mitose , afetando a 

simetria da primeira divisão e a diferenciação celular, enquanto seus alelos 

gametofíticos estão sendo expressos após a mitose , afetando a segunda mitose 

e a formação das células espermáticas. 

Visualização do fragmoplasto, fusos múltiplos e 
citocinese defectiva em 8rachiaria decumbens 
Algumas plantas da cultivar Basilisk (acesso BRA001 058) de 8. decumbens 

apresentaram alguns aspectos citológicos interessantes relacionados ao fuso . 

Fusos altamente corados foram observados na metáfase e anáfase da primeira 

divisão (Fig. 4a), fato não verificado em qualquer outro acesso de 8rachiaria 

fixado e preparado da mesma maneira. Em telófase I, os microtúbulos 

interzonais, ou microtúbulos do fragmoplasto, continuavam ainda evidentes (Fig . 

4b). Durante a formação do fragmoplasto propriamente dita, as fibras eram 

empurradas para a parede celular, persistindo até a prófase II (Fig. 4c), mesmo 

após a ocorrência de citocinese. De acordo com Staehelin & Hepler (1996), os 

microtúbulos do fragmoplasto originam-se a partir de microtúbulos remanescen­

tes do fuso . No final da anáfase, os microtúbulos coalescem numa região central 
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formando o fr agmop lasto. No momento da ci tocinese, esta estrutura torna -se 

mais curta e se expande, até que finalmente alcance a parede ce lul ar. As de­

monstrações deste comportamento dos microtúbulos formando o fragmoplasto e 

seu comportamento posterior têm sido feita s utiliz ndo -se técnicas especiais . No 

presente acesso de 8 . decumbens, este mecani smo pode ser visua li zado com 

co loração simples de carmim propiônico e sem a ap licação de qualquer out ra 

técnica mais sofisticada. Comportamento semelh ante de microtúbulos de 

fragmoplasto foi descrito em um híbrido intergenérico de cereais e esteve 

relacionado com a formação de núcleos de restituição na meiose I (Shamina et 

al. , 1999). 

Devido a sua condição poliplóide (2n = 4x = 36), este acesso apresentou uma 

conside rá vel quantidade de cromossomos em ascensão precoce para os pólos e 

cromossomos retardatários, os quais deram origem a micronúcleos na telófase I. 

O com portamento dos micronúcleos neste acesso diferiu do observado em 

qualquer outro acesso de 8rachiaria já analisado. Enquanto em outros acessos de 

8rachiaria os micronúcleos permanecem nesta condição até o momento da 

ocorrência da segunda citocinese , ou seja, antes da formação da tétrade (Men­

des-Bonato el ai. , 2002) , neste acesso, os micronúcleos formados na primeira 

divisão organizaram seu próprio fuso na segunda divisão (Fig. 4d) . Em muitos 

microsporócitos , os micronúcleos com seus fusos eram fracionados em 

micrócitos por citocineses adicionais (Fig . 4d-f). Como regra , nestas cé lula s o 

núcleo principal adquiriu um novo plano de orientação (Fig. 4d, e). Citocineses 

anormais foram observadas na segunda divisão também em células sem 

micronúcleos (Fig. 4g, h). Alguns planos curiosos de citocinese foram observa­

dos em algumas células, dividindo o citoplasma em células com formatos 

irregu lares (Fig. 4h, i). Estas citocineses deram origem a uma alta freqüência de 

produtos meióticos anormais (Fig . 4j -m). Pêntades , tétrades em forma de T, 

héxades e héptades foram observadas ao final da meiose. 
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Fig , 4, 8rachiaria decumbens (BRA001058): a) microsporócitos em metáfase I e 

anáfase I mostrando fusos intensamente corados ; b) telófase I mostrando microtúbulos 

interzonais intensamente corados e fragmoplasto. Em uma das células (seta), as fibras 

estão sendo empurradas contra a parede celu lar; c) prófase II com mic rotúbu los 

interzonais remanescentes próximos da parede ce lul ar; d) metáfase 11 com 

micronúcleos formando seus próprios fusos, A seta marca um loca l de citocinese 

precoce; e) divisão assincrônica em meiose 11. Note a presença de micrócito com um 

micronúcleo (cabeça de seta); f) metáfase II com um micrócito; g) tétrade em forma 

de T; h, i) tétrade (h) e pêntade (i) mostrando micrósporos de formato irregular 

resu ltante de citoc inese anormal; j. I, m) pêntades (j, I) e héxade (m) resu ltante de 

ce lularização precoce, Observe que em I um dos micrósporos está sofrendo uma 

citocinese precoce (cabeça de seta). 
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Muito pouco é conhec id o sob re o desen vo lv imento do fu so meiótico em plantas, 

muito s dos quais tornam -se multipolares na segunda divisão (Brown & Lemmon , 

1989, 1991, 1998). Nes te acesso, a formação de micronúc leos decorrente da 

poliploidização levou à form acão de fusos múltiplos na segund a di visão , seg ui­

do s, ou até mesmo antecedidos , por citoci ne se ad iciona l. Este fen ômeno causou 

uma celularização precoce, fracionando o genoma. Segundo Ba skin & Cande 

(1990), é o fu so quem determina onde e quando a ci t ocinese de ve oco rrer . O 

núc leo, in clu indo micron úc leos, organiza sis t emas de microtúbulos radiais que 

definem o vo lume de ci topl asma proporc ional ao seu t amanho. No presente 

acesso, toda via, citocineses aconteceram se m a presença de fusos ou seque r de 

cromos somos . A ocorrência de fusos múltiplos associada com citocineses 

adicionais tem sido descrita em várias espécies de plantas (Pagliarini , 1990, 

2000). 

Fu sos múltiplos podem ter origem genética . Um ou vá rios genes têm sido 

desc ritos como res pon sáveis por esta anomalia (Pagliarini , 1990). Segundo Tai 

(19 70), espéc ies poliplóides têm mais cha nces de apresentar fu sos múltiplos , 

sugerindo que exis tem cromossomos ligados à form ação do fuso. As ca usas da 

formacão de fu sos múltiplos neste acesso permanecem desconhecidas, pois 

acessos poliplóides de outras espécies , e mesmo outros acessos des ta espécie, 

inclusive plantas deste mesmo acesso co letadas em diferent es locais e épocas, 

não têm apresentado esta anomalia. Fertilidade de pólen reduzida é uma das 

conseqüências da formação de fusos múltiplos e celularização devido ao 

frac ionamento do genoma (Pagliarini, 1990, 2000) . Neste acesso, 44,26 % dos 

produtos meióticos foram representados por pên tades, héptades e héxades , 

comprometendo a fertilidade do pólen. 

Comentários Finais 

Mutações que causam macho-esterilidade em plantas são de grande interesse 

para os programas de melhoramento . O programa de melhoramento de 

Brachiaria, desenvolvido pela Embrapa Gado de Corte , objetiva produzir híbr idos 

através de cruzamentos intra- e interespecíficos , utilizando acessos sexuais ou 

híbridos como fêmeas e acessos apomíticos como machos . Considerando que os 

progenitores sexuais são alógamos e a emasculação manual é difíc il de se 

realizar, a ocorrênc ia de mutantes macho-estéreis poderia aumentar a eficiência 

do programa , evitando a autopolinização do progenitor sexual. Há que se 

considerar, todavia , que os acessos apomíticos de Brachiaria são também 
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pseudógamos , ou seja , necessitam de fe rt ili zacão do s núcleos sec undários do 

saco embrionário para o desenvo lvimento do endosperm a e forma ção da semente 

e, para isto , gametas masculinos viáveis são requ eridos. 

As anormalidades encontradas no gênero 8rachiaria sugerem ser result antes de 

mutações , algumas das quais ainda não descr it as em qualquer outra espéc ie 

vegetal , representando , portanto , um material bi ológico muito interessante para e 

entendimento do controle genético da meiose . Num dos casos , uma possível 

mutação que afeta o "ponto de checagem do fuso " , interrompendo a segunda 

divisão meiótica, fo i detectada em 8 . ruziziensis . 8 . decumbens cv. Bas ili sk 

apresentou duas formas distintas de anormalidades quando coletada em diferen­

tes épocas . Em uma das épocas , os micronúcleos formados na primeir a divisão 

organizaram fusos na segunda div isão e sofreram ci tocineses adicionais que 

levaram à formação de micrócitos de diferentes tamanhos. Na outra época de 

coleta, algumas plantas apresentaram uma anormalidade envolvendo o desenvol ­

vimento do gametóf ito masculino. As mitoses do grão de pólen não seguiram o 

padrão normal, comprometendo a formação das células vegetativa e generativa. 

Ciclo nucleolar anormal relacionado ao processo de desorganização do nucléolo e 

nucleologênese foi observado no outro acesso de 8 . decumbens (BRA007722) . 

Algumas destas anormalidades podem representar ferramentas úteis ou determi­

nar a eliminação de genitores nos programas de melhoramento : possíveis 

mutações originando macho-esterilidade em acessos e híbridos sexuais favorece­

riam a polinização cruzada sem necessidade de isolamento ou emasculação . Já 

macho-esterilidade nos acessos e híbridos apomíticos resultariam em altas ta xas 

de sementes vazias , pela falha na fecundação dos núcleos polares e conseqüente 

não-formação do endosperma, além de impossibilitar o uso desses genótipos 

como futuros genitores em novos cruzamentos no programa de melhoramento . A 

grande quantidade de anormalidades originais , conjugada com a alta freqüência 

de diferentes níveis de poliploidia, sugere que o gênero 8rachiaria esteja, ainda , 

sofrendo intensamente a ação de fatores seletivos que promovem evolução . 
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