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Comportamento Citologico
Atipico Durante a
Microsporogénese em
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Maria Suely Pagliarini'

Cacilda Borges do Valle

Resumo

Em gramineas forrageiras do género Brachiaria, populacoes poliploides naturais
sao abundantes e geralmente apomiticas, enquanto as diploides, que se reprodu-
zem sexualmente, sao raras. Considerando-se a estreita correlacao existente entre
poliploidia e apomixia neste género, e a necessidade de identificacao de
gendtipos sexuais compativeis para o sucesso da hibridacao, conhecimentos de
caracteristicas citoldogicas basicas como modo de reproducao, comportamento
meidtico e nivel de ploidia tornam-se essenciais para direcionar os programas de
melhoramento. Durante analises desenvolvidas na Universidade Estadual de
Maringa, com acessos de varias espécies de uma colecao de germoplasma,
mantida na Embrapa Gado de Corte, trés acessos, sendo um de B. ruziziensis
(BRAOO5568) e dois de B. decumbens (BRAOO7722 e BRAOO1058) apresen-
taram anormalidades meiéticas incomuns e foram analisados com especial
atencao. Inflorescéncias em estagio ideal para estudos meiéticos foram coletadas,
fixadas em uma mistura de etanol 95%, cloroformio e acido propiénico (6:3:2)
durante 24 horas e armazenadas sob refrigeracao. Os microspordécitos foram
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preparados pela técnica de esmagamento e corados com carmim propionico
0,5%. O acesso de B. ruziziensis (2n =2x = 18) apresentou frequencia de
produtos meidticos anormais nao esperada, com base em sua condicao diploide.
A meiose | apresentou baixa frequéncia de anormalidades, enquanto na meiose I,
a frequéncia de anormalidades aumentou de forma inesperada. Alguns
cromossomos nao conseguiram alcancar a placa equatorial. As células com
cromossomos nao alinhados na placa nao receberam o sinal para prosseguir em
divisdo. Tais cromossomos deram origem a nucleos telofasicos de diferentes
tamanhos, levando a formacao de produtos meioticos anomalos. As observacoes
sugerem a presenca de um erro que afeta o “ponto de checagem do fuso”,
interrompendo a segunda divisao meiotica. Ciclo nucleolar anormal relacionado
ao processo de desorganizacao do nucléolo e nucleologénese foi observado no
acesso BRAOO7722 de B. decumbens (2n=4x=36). O acesso BRAOO1058
de B. decumbens cv. Basilisk (2n=4x = 36) apresentou duas formas distintas de
anormalidades quando coletado em diferentes épocas. Em uma das epocas, 0s
micronucleos formados na primeira divisao organizaram fusos na segunda
divisao e sofreram citocineses adicionais que levaram a formacao de microcitos
de diferentes tamanhos. Na outra época de coleta, algumas plantas apresentaram
uma anormalidade que afetou o desenvolvimento do gametoéfito masculino. As
mitoses do grao de pdlen nao seguiram o padrao normal, comprometendo a
formacao das células vegetativa e generativa. As anormalidades encontradas no
género Brachiaria representam um material biolégico impar para o entendimento
do controle genético da meiose. Algumas delas podem representar, também,
ferramentas Uteis para programas de melhoramento.

Termos para indexacao: braquiaria, citogenética, gramineas forrageiras, meiose,
mutantes, poliploidia.



Unusual Cytological Pattern
During Microsporogenesis
in Brachiaria ruziziensis and
B. decumbens

Abstract

In forage grasses of the Brachiaria genus natural polyploid and apomictic
populations are abundant, whereas sexual diploid ones are rare. Taking into
consideration the high correlation between polyploidy and apomixis in the
genus, and the need to identify sexually compatible genotypes to accomplish
hybridization, it becomes essential to obtain data on basic characteristics, such
as mode of reproduction, chromosome behavior in meiosis, and ploidy levels
within and among compatible species, to conduct a successful breeding
program. During cytological analyses performed in the State University of
Maringa laboratory in accessions of different species collected in the germplasm
bank maintained at Embrapa Beef Cattle Center, three accessions, one of B.
ruziziensis (BRA0Q05568) and two of B. decumbens (BRA0OO7722 and
BRAQOO71058), showed unusual meiotic behavior and were analyzed with special
attention. Inflorescences at the right stage for meiotic analysis were collected,
fixed in a mixture of 95% ethanol, chloroform and propionic acid (6:3:2) for 24
hours, transferred to 70% alcohol and stored under refrigeration until use.
Microsporocytes were prepared by squashing and staining with 0.5% propionic
carmine. The accession of B. ruziziensis (2n=2x = 18) presented a frequency of
abnormal meiotic products not expected based on its diploid condition. Meiosis |
was quite normal, whereas in the second division the frequency of abnormalities
increased exceptionally. Some chromosomes did not reach the metaphase plate.
Cells with scattered chromosomes did not receive the signal to continue their
cycle. The scattered chromosomes resulted in telophase nuclei of different sizes,
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leading to the formation of abnormal meiotic products. The results suggest the
occurrence of a mutation affecting the spindle checkpoint arresting the second
division. Abnormal nucleolar cycle related to the process of nucleolus
disorganization and nucleologenesis was observed in the accession
BRAOQO7722 of B. decumbens (2n=4x = 36). The accession BRAOO1058 of B.
decumbens cv. Basilisk (2n =4x = 36) presented two distinct forms of
abnormalities when collected in different periods. In one, micronuclel from the
first division, organized their own spindles in the second division, and suffered
additional cytokinesis that led to microcytes formation. In the other period, some
plants presented an abnormality affecting the male gametophyte development.
The mitosis of pollen grain was abnormal, thus compromising the formation of
generative and vegetative cells. The abnormalities found in the genus Brachiaria
makes it an extraordinary biological material to better understand the genetic
control of meiosis. Some of them could also represent important tools for
breeding programs. ‘

Index terms: braquiaria, forage grasses, cytogenetics, meiosis, mutants,
polyploidy.

Introducao

A meiose é um processo de crucial importancia no ciclo de vida dos organismos
e compreende uma série de eventos que envolve pareamento de cromossomos
homologos, ocorréncia de permuta genética, formacao de quiasmas e segregacao
cromossomica.

Todos os eventos da meiose sao geneticamente controlados. Mutantes meidticos
descritos em plantas e animais tém revelado que o processo meidtico é controla-
do por um grande numero de genes que operam numa ordem hierarquica
(Gottschalk & Kaul, 1974; Baker et al., 1976; Golubovskaya, 1979, 1989).
Apesar de dezenas de mutantes meidticos terem sido descritos, na ultima
década, o emprego de Arabidopsis thaliana como modelo para estudos bioldgi-
cos nas mais diferentes areas de conhecimento trouxe novas contribuicoes para
o entendimento da meiose. Inimeros mutantes meidticos originais foram descri-
tos recentemente nesta espécie (Chaudhury et al., 1992; He et al., 1996;
Hulskamp et al., 1995; Taylor et al., 1998).
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Com o objetivo de subsidiar o programa de melhoramento genético desenvolvido
pela Embrapa Gado de Corte, iniciou-se ha poucos anos, no Departamento de
Biologia Celular e Genética da Universidade Estadual de Maringa, um extenso
trabalho de caracterizacao citogenética de acessos de Brachiaria existentes na
colecao de germoplasma deste género. Estes estudos visam determinar o numero
de cromossomos e avaliar detalhadamente o comportamento meidtico dos
acessos ali existentes. Quase uma centena de acessos |a fol citologicamente
estudada. A maioria deles mostrou-se poliploide, principalmente tetraploide,
apresentando anormalidades meidticas tipicas da poliploidia. Todavia, dentre os
acessos analisados, alguns apresentaram anormalidades nunca antes descritas
para o género Brachiaria, ou até mesmo para qualquer outra espéecie vegetal.
Tratam-se de anormalidades interessantes para serem usadas didaticamente ou,
até mesmo, como ferramenta auxiliar nos programas de melhoramento. O
objetivo deste trabalho é detalhar quatro casos de anormalidades atipicas em
plantas polipléides, encontradas em um acesso de B. ruziziensis e dois acessos
de B. decumbens.

Material e Métodos

Os acessos de B. ruziziensis (BRAOO5568) e B. decumbens (BRAOO7722 e
BRAOO1058) sob estudo foram coletados em parcelas no campo de conserva-
cao de germoplasma da Embrapa Gado de Corte, situado no municipio de Campo
Grande (clima do tipo AW: savana tropical umida; precipitacao média = 1.526
mm; temperatura média = 22°C; altitude 520 m; latitude = 20°28'S; longitude
= 55°40'W); solo Latossolo Vermelho Escuro, alico (59% areia; 8% silte; 33%
argila; pH = 4,2; 2,7% matéria organica; P = 1 ppm; 0,05, 0,1, 0,9, 6,9
Meq/100 cc de K, Ca+ Mg, Al, CEC, respectivamente). O acesso BRA0OO1058 é
usado comercialmente sob a denominacao de cultivar Basilisk. O material para
analise meidtica foi coletado mais de uma vez, entre 1999 e 2002.

Inflorescéncias jovens, ainda envolvidas pela folha bandeira, foram colhidas e
fixadas em uma mistura de etanol 95%, cloroférmio e acido propionico (6:3:2)
durante 24 horas e armazenadas sob refrigeracao. Os microsporoécitos foram
preparados pela técnica de esmagamento e corados com carmim propiénico
0,5%. Para determinacao do nimero de cromossomos, foram analisadas, no
minimo, 20 células por acesso, nas fases de diacinese ou metafase |. Para o
estudo do comportamento meidtico, foram analisadas, aproximadamente, 2.000
células por acesso, representando as diferentes fases da divisao. Todas as
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anormalidades meidticas foram consideradas e as mais representativas foram
microfotogratadas em filme preto e branco, Kodak Imagelnk  HQ Asa 25 ¢

ampliadas em papel fotogratico Kodachrome RC F3

Resultados e Discussao

Bloqueio da segunda divisao meidtica em Brachiaria
ruziziensis

A analise citolégica demonstrou condicao diploide (2n — 2x - 18) para 0 acesso
BRAQOS5568 de Brachiaria ruziziensis (Fig. 1a) Na prmeira divisao, 0 comporta
mento meidtico for considerado normal para o nivel de plodia. onde poucas
anormalidades relacionadas com terminalizacao de quiasmas foram observadas
Alguns Cromossomos em ascensao precoce e cromossomos retardatanos deram

origem a poucos micronucleos em telotase |

Em geral, acessos diploides apresentam algumas anormalidades na primeira
divisao como as aqui descritas, mas a segunda divisao meidtica é sempre muito
mais regular e o produto final da meiose é normal (Mendes Bonato et al . 2002)
Todavia, este acesso de B. ruziziensis apresentou, na seqgunda divisao, uma alta
frequéncia de produtos meidticos anormais, nao esperada e nao condizente com
diploidia. Uma alta frequéncia de células com anormaldades relacionadas a
orientacao dos cromossomos na placa metatasica e assincronia de divisao entre
as duas células-irmas foi observada na segunda divisao. No nicio da segunda
divisao, ambas as células em préofase |l apresentavam comportamento normal,
mas ao final deste estagio, com o rompimento do envoltério nuclear, os
cromossomos, mostrando tipico grau maximo de condensacao, apresentaram-se
espalhados pelo citoplasma, ao invés de se orientarem na placa metatasica (Fig.
1b). Nos estagios seguintes da segunda divisao, alguns cromossomos permane-
ceram espalhados no citoplasma, enquanto outros alcancaram a placa metafasica
(Fig. 1c, e), sugerindo erros na ligacao dos cinetécoros com as fibras do fuso.

Na maioria dos casos, o comportamento entre as duas células-irmas foi diferente,
gerando uma assincronia de divisao. Em alguns casos, a incapacidade dos
cromossomos de congregarem-se na placa metafasica levou a formacao de
nucleos contendo diferentes quantidades de cromossomos (Fig. 1d), os quais se
formaram no local onde os cromossomos se encontravam (Fig. 1g, j). Estas
células foram incapazes de prosseguir na meiose, de tal forma que nao passaram
por anafase Il e as cromatides irmas nao foram liberadas.
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A celula que nao conseguiu ahnhar seus cromossomos teve seu aiclo celular
normal bloqueado. enquanto a célula irma com cromossomos alinhados progre
diu no ciclo Assincroma entre as duas células tor observada desde a metatase
até o estagio de tétrade A Fig. 1 ilustra diferentes aspectos da assincronia entre
as celulas Os dados mostraram claramente que as células com cromossomaos
nao alinhados na placa metatadsica tiveram a meiose |l bloqueada até que os
cromossomos nao alinhados conseguissem formar micronucleos nos locars em
que se encontravam (Fig 1e) Esta assincronia levou a formacao de produtos
meioticos vanados, desde triades até héxades, e tétrades com mucrosporos de

diferentes tamanhos.

A meiose é um tpo de divisao celular pelo qual células reprodutivas diploides
dao onigem a células hapldides que se diferenciam em gametas. Este processo
envolve duas etapas, cada uma acompanhada por reducao no numero de
cromossomos. Na primeira divisao, os cromossomos homologos separam se e
sao puxados para po6los opostos e a célula se divide em duas. Imediatamente
apos, na segunda divisao, as cromatides irmas sao iqualmente separadas para
po6los opostos. No inicio de ambas as divisoes, um complexo especializado de
proteinas em cada cromatide, conhecido como cinetocoro, captura microtubulos
vindos dos dois pélos. Para que a segregacao seja regular, cada cromossomo
homélogo na meiose | e cada cromatide irma na meiose |l devem ligar-se aos
microtubulos dos pélos opostos (Sluder & McCollum, 2000). A correta ligacao
dos cromossomos ao fuso é assegurada por um mecanismo complexo, conheci-
do como “ponto de checagem de fuso” (spindle checkpoint). Este mecanismo
detecta a presenca de um unico cinetécoro nao ligado ao fuso e bloqueia o
progresso da mitose até que o cinetdcoro nao ligado capture um microtibulo. O
ponto de checagem funciona pela destruicao de algumas proteinas, o que é
requerido para o inicio da anafase (Gorbsky et al., 1999). As proteinas envolvi-
das no ponto de checagem sao geralmente conhecidas como mad (mitotic arrest
deficient) por terem sido isoladas de mutantes com bloqueios na divisao
mitotica.

11
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Fig. 1. Brachiaria ruziziensis (BRAOO5568): a) microsporocito em diacinese com nove
bivalentes; b-m) diferentes estagios da segunda divisao meidtica; b) profase tardia
com cromossomos espalhados no citoplasma; c) profase/metafase assincronica. Na
célula em metafase, dois cromossomos ainda nao alcancaram a placa; d) ambas as
células apresentam cromossomos espalhados no citoplasma; e) metafase com
cromossomos espalhados em uma célula; f, g, h) metafase/teléfase com cromossomos
ainda espalhados na célula em metafase. Em f e g, observe a diferenca no tamanho
dos nucleos telofasicos; i) anafase/telofase; j) telofase/tétrade. Observe a diferenca no
tamanho dos nucleos telofasicos; I) telofase/tétrade. A célula em teldfase apresenta
trés nucleos de diferentes tamanhos resultantes de cromossomos que nao chegaram a

placa metafasica; m) péntade com dois micrécitos.
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A maioria dos estudos sobre pontos de checagem de fuso foi desenvolvida em
células mitoticas (Gorbsky, 1995; Nicklas, 1997; Allshire, 1997; Amon, 1999;
Yu et al., 2000). Alguns pesquisadores tem sugerido que a meiose também tem
pontos de checagem para assegurar que um determinado evento esteja completo
antes que o subsequente se inicie (Page & Orr-Weaver, 1997). Pontos de
checagem, ou, mais especificamente, ponto de checagem bloqueando a meiose
I, como observado no presente acesso de B. ruziziensis, nao foi descrito para
nenhuma espécie animal ou vegetal. Este possivel mutante mostra um comporta-
mento muito semelhante ao dos mutantes madZ2 identificados em leveduras,
porque ha um bloqueio na segunda divisao meiotica, cujo processo de segrega-
cao cromossomica € identico ao da mitose, ou seja, ha separacao de cromatides

Irmas.

A checagem de fuso previne que a transicao da metafase para a anafase ocorra
em células que apresentem defeitos no fuso ou na ligacao dos cromossomos as
fibras do fuso. Ela bloqueia o inicio da anafase na mitose ou meiose se 0s
cromossomos nao estao alinhados na placa metafasica. A interacao perfeita entre
microtubulos e cinetdcoros parece ser essencial para a liberacao deste evento
(Gorbsky et al., 1999). No presente acesso, as observacoes sugerem que a
checagem de fuso impediu a transicao da metafase para anafase em células que
continham cromossomos espalhados no citoplasma. Na verdade, estas células
nao receberam o sinal de “siga em frente” para a anafase. Como consequéncia, a
meiose Il foi bloqueada, as cromatides irmas nao foram liberadas e os
cromossomos dispersos no citoplasma formaram micronucleos no local em que
se encontravam.

Mutacoes que comprometem o ponto de checagem contribuem para a instabilida-
de cromossdmica, uma caracteristica de muitos tipos de cancer humano (Cahill et
al., 1998). Ha de se conhecer melhor os mecanismos determinantes dessa
possivel mutacdo. E da maior importancia que haja controle na checagem de fuso
na meiose por causa dos problemas relacionados com a segregacao irregular de
Cromossomos que geram muitos tipos de sindromes com efeitos nefastos ou
deletérios na espécie humana. A possivel mutacao bloqueando a segunda

divisdo meidtica encontrada neste acesso, quando estudada adequadamente do
ponto de vista genético e molecular, podera trazer novas informacoes neste
campo de conhecimento.
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Ciclo nucleolar anormal em Brachiaria decumbens

Os estudos citologicos revelaram um padrao de ciclo nucleolar atipico durante a
meiose no acesso BRAO07722 de B. decumbens (2n =4x =36). Até a protase
tardia, o comportamento do nucléolo foi normal (Fig. 2a), quando desaparecia ao
final da diacinese. Enquanto em plantas com meioses normais nenhum residuo
de nucléolo foi observado até a teldéfase |, neste acesso, a partir da metatase |,
inumeros nucléolos extracromossomicos foram observados espalhados no
citoplasma apds a sua dissolucao ao final da profase (Fig. 2b). Durante a anafase
inicial, estes nucléolos extracromossomicos ainda eram observados em grande
quantidade (Fig. 2c¢), mas com o avanco do ciclo celular envolveram-se em um
processo de fusdao, aumentando em tamanho e diminuindo em quantidade (Fig.
2d). Este processo de fusao persistiu de tal forma que, no inicio da telotase |, o
numero de nucléolos era menor, porém estes eram de maior tamanho, e alguns
nucléolos podiam ainda ser vistos no citoplasma (Fig. 2e). Ao final da telofase,
todos os nucléolos extracromossdomicos foram reunidos em um unico nucléolo
em cada nucleo e permaneceram nesta condicao até ao final da profase Il (Fig.
2f), quando desapareceram novamente. Na metafase |Il, cada nucléolo foi
fracionado novamente em inumeros nucléolos extracromossomicos (Fig. 2g).
Durante a anafase Il (Fig. 2h) e tel6fase Il inicial e tardia (Fig. 2i, j), o comporta-
mento do nucléolo foi idéntico ao observado na primeira divisao. Na maioria das
células em teldfase Il, os nucléolos extracromossomicos fundiram-se em um
unico nucléolo, enquanto em outras, a fusao sé aconteceu nos estagios finais da
formacao da tétrade (Fig. 2I, m). Este comportamento do nucléolo nao afetou a
fertilidade do podlen, a qual foi estimada em 89,68%. A esterilidade do polen
observada neste acesso pode ser atribuida a poliploidia, em que associacoes
cromossdmicas multivalentes sao geralmente acompanhadas por segregacao
irregular de cromossomos e formacao de gametas geneticamente
desbalanceados.

O nucléolo é o elemento estrutural mais 6bvio do nucleo interfasico de células
eucaridticas. Na microscopia 6ptica, aparece como uma estrutura esférica que
ocupa uma porcao substancial do espaco nuclear. Como uma estrutura dinamica,
seu volume e a proporcao de seus componentes sao geralmente modificados em
funcao da atividade biossintética da célula (Giménez-Martin et al., 1977). O
nucléolo, como sitio de biogénese de ribossomos, contém genes de rRNA
transcricionalmente ativos e particulas de precursores de ribossomos em diferen-
tes estagios de maturacao (Sommerville, 1986). O aparecimento e desapareci-
mento do nucléolo, em certos estagios do ciclo celular, sugerem um ciclo
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nucleolar. Uma analise detalhada da relacao entre ciclo celular e ciclo nucleolar
foi feita por Giménez-Martin et al. (1974, 1977), em que se mostrou que a
desorganizacao nucleolar ocorre na profase e a nucleologénese tem lugar na

telofase.
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Fig. 2. Brachiaria decumbens (BRAOO1058): a) microspordcito em diacinese com
nucléolo normal; b) metafase | com inimeros nucléolos extracromossémicos de
diferentes tamanhos espalhados pelo citoplasma; c) anafase | inicial com inimeros
nucléolos extracromossdmicos; d) anafase | tardia mostrando numero menor de
nucléolos de maior tamanho; e) teléfase | precoce com poucos nucléolos de grande
tamanho, apés fusao; f) profase Il normal com um unico nucléolo em cada nucleo; g)
metafase |l com indmeros nucléolos extracromossémicos no citoplasma; h) anéafase Il
tardia com numero reduzido de micronucléolos; i) teléfase |l precoce com poucos
nucléolos extracromossdmicos de grande tamanho; j) teléfase |l completando o
processo de fusdao de corpusculos pré-nucleolares; 1) tétrade completando o processo

fusional; m) tétrade com nucléolo normal em cada nucleo.
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Muitos pesquisadores tém estudado detalhadamente o ciclo nucleolar na mitose
(Scheer & Benavente, 1990), mas ha poucos estudos acerca da nucleologenese
durante a meiose (Loidl & Greilhuber, 1983; Langer & Koul, 1985). Normalmen
te, os estudos de ciclo nucleolar envolvem técnicas com marcadores que
permitem acompanhar seu destino durante o ciclo celular. O comportamento
nucleolar observado neste acesso de B. decumbens mostrou claramente, sem
uso de marcador algum, detalhes preciosos do ciclo nucleolar durante a meiose,
nao visiveis em plantas com divisoes normais. O comportamento do nucleolo
neste acesso pode ser atribuido a um erro que afetou algum passo importante da
desorganizacao nucleolar, de tal forma que o nucléolo nao conseguiu ser
fragmentado em particulas invisiveis como geralmente acontece. Nao se encon
trou esse tipo de comportamento em outras avaliacoes de quase uma centena de
acessos de diferentes espécies de Brachiaria cultivados sob as mesmas condr-
coes ambientais na Embrapa Gado de Corte e analisados com a mesma tecnica
(Mendes-Bonato et al., 2002). '

Utilizando técnicas sofisticadas, Giménez-Martin et al. (1977) e Torre &
Giménez-Martin (1982) propuseram que a nucleologenese em organismos
superiores ocorre atraveés da reuniao de material nucleolar pré-existente antes que
nova sintese de rRNA ocorra no nucleo interfasico. Por outro lado, Sato (1988)
propos que o material nucleolar pré-existente nao € utilizado na construcao do
novo nucléolo. Sem utilizar qualquer metodologia especifica, este mutante de 8.
decumbens mostrou claramente que o novo nucléolo é reconstruido a partir da
fusao de corpos pré-nucleolares originados da desorganizacao do nucléolo que o
antecedeu. Dessa forma, este acesso constitui-se num excelente material didatico
para demonstrar o ciclo nucleolar, o que pode ser feito com uma metodologia
simples.

Ocorréncias de persisténcia nucleolar durante o ciclo celular tém sido descritas
em mitose (Giménez-Martin et al., 1977) e em meiose (Langer & Koul, 1985),
mas as estruturas semelhantes a nucléolos (nucleolus-like bodies - NLBs) so tém
sido descritas durante a profase. NLBs geralmente sao estruturas grandes,
esféricas e densas e encontram-se associadas ao nucléolo, a cromatina ou livres
no citoplasma, e em pequeno numero. Em nenhuma de suas ocorréncias, NLBs
foram relatadas persistir apds a profase ou envolverem-se em processo de fusao
como observado no presente acesso. O significado dessas estruturas é ainda
desconhecido.
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Desenvolvimento gametofitico anormal em Brachiaria
decumbens

A caracterizacao citogenética da cultivar Basilisk (acesso BRAOO1058) de B.
decumbens for desenvolvida envolvendo a microsporogenese e a
microgametogénese. O acesso mostrou-se tetraploide (2n - 4x = 36), apresentan
do anormalidades meioticas tipicas decorrentes do nivel de ploidia. Ascensao
precoce de cromossomos para os polos e cromossomos retardatarios levaram a
formacao de micronucleos em ambas as divisoes, resultando em tétrades
geneticamente desbalanceadas. Apos a dissolucao da parede de calose, os
microsporos, com aparéncia normal, foram liberados no interior da antera. Cada
Microsporo iniciou, entao, a sua preparacao para sofrer a primeira mitose do
polen. Em plantas com divisoes normais, nos estagios iniciais da mitose, o
nucleo torna-se polarizado (Fig. 3b-e), mas em alguns microsporos estes
estagios foram caracterizados por simetria, isto €, o nucleo nao foi deslocado do
centro da célula para a periferia (Fig. 3f-j). A tipica placa celular hemisférica nao
foi observada nestas células e todos os estagios da mitose, da profase a
teléfase, ocorreram no centro da célula. Apos a citocinese, duas células de igual
tamanho resultaram de uma divisao simétrica (Fig. 31). Ambas as células mostra-
ram igual condensacao de cromatina e apresentavam nucleos esféricos e de
mesmo tamanho. Ao invés de somente a célula generativa sofrer a sequnda
mitose do pélen, como esperado, nestes microsporos ambas as células sofreram
uma nova mitose. Ao final da segunda mitose do pdlen, quatro nucleos de
mesmo tamanho e forma e igualmente condensados foram observados em cada
pélen (Fig. 3m-p). Até este estagio, a parede do pélen nao era visivel. Centudo,
apos a citocinese, as células individualizaram-se e deram origem a quatro graos
de pélen de igual tamanho que inicialmente, permaneceram juntos, exibindo uma
configuracao tipica de tétrade (Fig. 3q). A parede do grao de pélen encontrava-
se perfeitamente formada neste estagio. Graos de pdlen estéreis resultaram
destas células. Esta anormalidade nao afetou a todos os micrésporos, mas
43,24% das células apresentaram mitose anormal de pdlen.
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Fig. 3. Brachiaria decumbens (BRAOO1058): a) tétrade de microsporos com alguns
micronucleos; b-e) micrésporo em intérfase (b), profase (c), prometafase (d) e
metafase (e) em plantas com divisao normal. Observe a posicao polarizada do nucleo
nas celulas; f-j) microsporo em intérfase (f), prometafase (g), metafase (h), anafase
(i) e telofase (j) da primeira mitose do pdélen nas plantas mutantes. Observe a nao
polarizacao do nucleo nestas células; I) metafase da segunda divisao mitdtica do grao
de polen. Observe que, apds a citocinese, as duas células apresentam o mesmo
tamanho; m) diferentes estagios de anafase nas duas células; n) anafase tardia; o)
teléfase; p) citocinese dividindo igualmente as células filhas; q) quatro graos de podlen

estéreis resultantes de duas divisoes mitdticas simetricas.
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Em plantas superiores, o final da meiose masculina marca o inicio da diferencia-
cao celular que leva a formacao do gametéfito (Twell et al., 1998). O desenvol-
vimento do pélen e a gametogénese masculina sao dependentes de polarizacao
celular, a qual contribui para uma divisao celular altamente assimétrica, denomi-
nada primeira mitose do po6len. Em divisoes normais, o nucleo e deslocado do
centro para a periferia no estagio G1 do ciclo celular do microsporo. O desloca-
mento continua e € mantido pela acao de microtubulos do citoesqueleto (Tanaka,
1997). De acordo com Heslop-Harrison (1968), para que a diferenciacao tipica
da célula generativa e vegetativa possa ocorrer, a divisao celular assimétrica
precisa ser completada pela formacao de uma placa celular tipica, na qual a
orientacao do fuso é muito importante. O polo generativo se aloja adjacente a
membrana plasmatica e o pdlo vegetativo fica localizado na membrana interna do
micrésporo. A formacao da placa celular hemisférica nao foi observada durante a
primeira mitose do polen neste acesso de Brachiaria.

A célula vegetativa e generativa em plantas com divisao normal diferem em
morfologia e funcao (Tanaka, 1997; Twell et al., 1998). A célula vegetativa é
grande e acumula uma grande quantidade de metabdlitos necessarios para o
rapido crescimento do tubo polinico, enquanto a célula generativa é pequena e
contém poucas organelas e metabdlitos (Park et al., 1998). Uma caracteristica
peculiar dos micrdésporos anormais deste acesso foi a falta de diferenciacao entre
a célula vegetativa e a generativa. Segundo Tanaka (1997), quando a divisdo
assimétrica € inibida ou substituida por uma divisao simétrica, a célula generativa
nao se forma. Divisoes simétricas espontaneas, como observado neste acesso,
sao raras na natureza. Na maioria dos casos descritos, foram induzidas pela acao
de alguma droga.

Em B. decumbens, apds a primeira mitose do pélen, as duas células resultantes
exibiram mesmo tamanho e igual condensacao de cromatina. Em geral, o ntcleo
da célula vegetativa contém cromatina difusa e o da célula generativa contém
cromatina condensada. Esta diferenciacao acontece logo apos a primeira mitose
do polen e parece estar ligada a atividade génica, pois o ntcleo generativo é
transcricionalmente menos ativo que o vegetativo (Tanaka et al., 1998). Nos
micrésporos anormais deste acesso, ambos os nucleos passaram pela segunda
mitose do pélen. Normalmente, somente o nucleo generativo, que contém
cromatina condensada, sofre esta mitose e da origem a dois nucleos gaméticos.
A auséncia de diferenciacao na condensacao da cromatina sugere que ambos 0s
nucleos sao igualmente ativos neste acesso.

19
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Na maioria das plantas, a célula generativa completa sua divisao durante o
crescimento do tubo polinico no estilete. Assim, quando totalmente maduro, o
gametofito consiste de trés células, a celula vegetativa e duas celulas
espermaticas (Mascarenhas, 1989). Neste caso, com a cultivar Basilisk, as duas
células resultantes da primeira mitose sofreram a segunda mitose, tambem
simétrica, resultando em uma estrutura com quatro nucleos de igual tamanho,
que se diferenciou em quatro graos de pdlen estéreis. Em outras palavras, a
segunda mitose do poélen nao deu origem as células espermaticas, sugerindo que
a determinacao genética para o desenvolvimento do gametofito foi completamen-
te alterada. Apesar de ser uma estrutura simples, a producao de polen funcional
envolve uma série complexa de processos regulados e requer a expressao de um
grande nimero de genes esporofiticos e gametofiticos (Sari-Gorla et al., 1997).
A primeira mitose do poélen parece ser um ponto critico no desenvolvimento do
gametofito masculino (McCormick, 1993), pois um conjunto de genes especifi-
cos é ativado neste momento. Segundo Sari-Gorla et al. (1997);, o fato de que
mutantes macho-estéreis esporofiticos sao expressos antes da mitose enquanto
seus alelos que atuam no gametofito sao expressos apos a mitose, sugere que
ap6s a mitose do polen o papel do genoma do esporofito em direcionar o
desenvolvimento do polen é reduzido. Em B. decumbens, o comportamento
citolégico descrito para a primeira e segunda mitose do polen sugere que genes
esporofiticos estao sendo expressos antes da primeira mitose, afetando a
simetria da primeira divisao e a diferenciacao celular, enquanto seus alelos
gametofiticos estdao sendo expressos apés a mitose, afetando a segunda mitose
e a formacao das células espermaticas.

Visualizacao do fragmoplasto, fusos multiplos e
citocinese defectiva em Brachiaria decumbens

Algumas plantas da cultivar Basilisk (acesso BRAO0O1058) de B. decumbens
apresentaram alguns aspectos citoldgicos interessantes relacionados ao fuso.
Fusos altamente corados foram observados na metéafase e anafase da primeira
divisao (Fig. 4a), fato nao verificado em qualquer outro acesso de Brachiaria
fixado e preparado da mesma maneira. Em telofase |, os microtibulos
interzonais, ou microtubulos do fragmoplasto, continuavam ainda evidentes (Fig.
4b). Durante a formacao do fragmoplasto propriamente dita, as fibras eram
empurradas para a parede celular, persistindo até a préfase Il (Fig. 4c), mesmo
ap0ds a ocorréncia de citocinese. De acordo com Staehelin & Hepler (1996), os
microtubulos do fragmoplasto originam-se a partir de microtibulos remanescen-
tes do fuso. No final da anafase, os microtubulos coalescem numa regido central
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formando o fragmoplasto. No momento da citocinese, esta estrutura torna-se
mais curta e se expande, até que finalmente alcance a parede celular. As de-
monstracoes deste comportamento dos microtubulos formando o fragmoplasto e
seu comportamento posterior tém sido feitas utilizando-se técnicas especiais. No
presente acesso de B. decumbens, este mecanismo pode ser visualizado com
coloracao simples de carmim propionico e sem a aplicacao de qualquer outra
técnica mais sofisticada. Comportamento semelhante de microtubulos de
fragmoplasto foi descrito em um hibrido intergenérico de cereais e esteve
relacionado com a formacao de nucleos de restituicao na meiose | (Shamina et
al., 1999).

Devido a sua condicao polipléide (2n=4x = 36), este acesso apresentou uma
consideravel quantidade de cromossomos em ascensao precoce para os polos e
cromossomos retardatarios, os quais deram origem a micronucleos na telofase |.
O comportamento dos micronucleos neste acesso diferiu do observado em
qualquer outro acesso de Brachiaria ja analisado. Enquanto em outros acessos de
Brachiaria os micronucleos permanecem nesta condicao até o momento da
ocorréncia da segunda citocinese, ou seja, antes da formacao da tétrade (Men-
des-Bonato et al., 2002), neste acesso, os micronucleos formados na primeira
divisao organizaram seu proprio fuso na segunda divisao (Fig. 4d). Em muitos
microsporocitos, os micronucleos com seus fusos eram fracionados em
microcitos por citocineses adicionais (Fig. 4d-f). Como regra, nestas células o
nucleo principal adquiriu um novo plano de orientacao (Fig. 4d, e). Citocineses
anormais foram observadas na segunda divisao também em células sem
micronucleos (Fig. 4g, h). Alguns planos curiosos de citocinese foram observa-
dos em algumas células, dividindo o citoplasma em células com formatos
irregulares (Fig. 4h, i). Estas citocineses deram origem a uma alta freqtiéncia de
produtos meioticos anormais (Fig. 4j-m). Péntades, tétrades em forma de T,
héxades e héptades foram observadas ao final da meiose.
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Fig. 4. Brachiaria decumbens (BRA0O01058): a) microspordcitos em metafase | e
anafase | mostrando fusos intensamente corados; b) teléfase | mostrando microtubulos
interzonais intensamente corados e fragmoplasto. Em uma das células (seta), as fibras
estao sendo empurradas contra a parede celular; c) profase Il com microtubulos
interzonais remanescentes proximos da parede celular; d) metafase Il com
micronucleos formando seus préprios fusos. A seta marca um local de citocinese
precoce; e) divisao assincronica em meiose |l. Note a presenca de micrécito com um
micronucleo (cabeca de seta); f) metafase || com um microcito; g) tétrade em forma
de T; h, i) tétrade (h) e péntade (i) mostrando micrésporos de formato irregular
resultante de citocinese anormal; j, |, m) péntades (j, I) e héxade (m) resultante de
celularizacdo precoce. Observe que em | um dos micrésporos esta sofrendo uma

citocinese precoce (cabeca de seta).
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Muito pouco € conhecido sobre o desenvolvimento do fuso meidtico em plantas,
muitos dos quais tornam-se multipolares na segunda divisao (Brown & Lemmon,
1989, 1991, 1998). Neste acesso, a formacao de micronucleos decorrente da
poliploidizacao levou a formacéao de fusos multiplos na segunda divisao, segui-
dos, ou até mesmo antecedidos, por citocinese adicional. Este fenémeno causou
uma celularizacao precoce, fracionando o genoma. Segundo Baskin & Cande
(1990), é o fuso quem determina onde e quando a citocinese deve ocorrer. O
nucleo, incluindo micronucleos, organiza sistemas de microtubulos radiais que
definem o volume de citoplasma proporcional ao seu tamanho. No presente
acesso, todavia, citocineses aconteceram sem a presenca de fusos ou sequer de
cromossomos. A ocorréncia de fusos multiplos associada com citocineses
adicionais tem sido descrita em varias espécies de plantas (Pagliarini, 1990,
2000).

Fusos multiplos podem ter origem genética. Um ou varios genes tém sido
descritos como responsaveis por esta anomalia (Pagliarini, 1990). Segundo Tai
(1970), espécies poliploides tém mais chances de apresentar fusos multiplos,
sugerindo que existem cromossomos ligados a formacao do fuso. As causas da
formacao de fusos multiplos neste acesso permanecem desconhecidas, pois
acessos polipléides de outras espécies, e mesmo outros acessos desta espécie,
inclusive plantas deste mesmo acesso coletadas em diferentes locais e épocas,
nao tém apresentado esta anomalia. Fertilidade de pélen reduzida é uma das
consequéncias da formacao de fusos multiplos e celularizacao devido ao
fracionamento do genoma (Pagliarini, 1990, 2000). Neste acesso, 44,26% dos
produtos meidticos foram representados por péntades, héptades e héxades,
comprometendo a fertilidade do pdlen.

Comentarios Finais

Mutacoes que causam macho-esterilidade em plantas sao de grande interesse
para os programas de melhoramento. O programa de melhoramento de
Brachiaria, desenvolvido pela Embrapa Gado de Corte, objetiva produzir hibridos
através de cruzamentos intra- e interespecificos, utilizando acessos sexuais ou
hibridos como fémeas e acessos apomiticos como machos. Considerando que os
progenitores sexuais sao alégamos e a emasculacdo manual é dificil de se
realizar, a ocorréncia de mutantes macho-estéreis poderia aumentar a eficiéncia
do programa, evitando a autopolinizacdo do progenitor sexual. Ha que se
considerar, todavia, que os acessos apomiticos de Brachiaria sao também
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pseudégamos, ou seja, necessitam de fertilizacao dos nucleos secundarios do
saco embrionario para o desenvolvimento do endosperma e formacao da semente

e, para isto, gametas masculinos vidveis sao requeridos.

As anormalidades encontradas no género Brachiaria sugerem ser resultantes de
mutacoes, algumas das quais ainda nao descritas em qualquer outra especie
vegetal, representando, portanto, um material biolégico muito interessante para e
entendimento do controle genético da meiose. Num dos casos, uma possivel
mutacao que afeta o “ponto de checagem do fuso”, interrompendo a segunda
divisdao meidtica, foi detectada em B. ruziziensis. B. decumbens cv. Basilisk
apresentou duas formas distintas de anormalidades quando coletada em diferen-
tes épocas. Em uma das épocas, os micronticleos formados na primeira divisao
organizaram fusos na segunda divisao e sofreram citocineses adicionais que
levaram a formacao de microcitos de diferentes tamanhos. Na outra epoca de
coleta, algumas plantas apresentaram uma anormalidade envolvendo o desenvol-
vimento do gametdfito masculino. As mitoses do grao de pélen nao seguiram o
padrao normal, comprometendo a formacao das células vegetativa e generativa.
Ciclo nucleolar anormal relacionado ao processo de desorganizacao do nucléolo e
nucleologénese foi observado no outro acesso de B. decumbens (BRAOO7722).

Algumas destas anormalidades podem representar ferramentas uteis ou determi-
nar a eliminacao de genitores nos programas de melhoramento: possiveis
mutacdoes originando macho-esterilidade em acessos e hibridos sexuais favorece-
riam a polinizacao cruzada sem necessidade de isolamento ou emasculacao. Ja
macho-esterilidade nos acessos e hibridos apomiticos resultariam em altas taxas
de sementes vazias, pela falha na fecundacao dos nucleos polares e conseqliente
nao-formacao do endosperma, além de impossibilitar o uso desses genotipos
como futuros genitores em novos cruzamentos no programa de melhoramento. A
grande quantidade de anormalidades originais, conjugada com a alta freqléncia
de diferentes niveis de poliploidia, sugere que o género Brachiaria esteja, ainda,
sofrendo intensamente a acdo de fatores seletivos que promovem evolucao.
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