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Resumo

No género Brachiaria, muitas espécies e acessos sao polipléides e apomiticos, o
que dificulta o melhoramento via hibridizacdo. Uma ampla caracterizagao
citogenética, incluindo determina¢cdo do nimero de cromossomos e avaliagao
detalhada do comportamento meidtico, vem sendo realizada na colecao de
germoplasma deste género a fim de auxiliar na selecdo de genitores e explicar
problemas na fecundidade dos acessos e hibridos do programa de melhoramento
desenvolvido pela Embrapa Gado de Corte. Neste estudo, 22 acessos de
Brachiaria brizantha foram analisados. Destes, um € dipléide (2n = 2x = 18),
18 sao tetraploides (2n = 4x = 36) e trés, hexapléides (2n = 6x = 54).
Anormalidades meiéticas variaram de 2,85% a 5,55% nas células em divisao no
acesso dipldide e de 1,03% a 69,48% nos acessos tetrapldides, com alta
concentracdo de anormalidades na anafase |, enquanto nos hexapléides, todos
os trés acessos avaliados tiveram elevado nimero de células (até 43%) com
anormalidades meiéticas em todas as fases de divisdao. Nestes, houve predomi-
nancia de anormalidades relacionadas a poliploidia, como formacao de
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Departamento de Biologia Celular e Genética, Universidade Estadual de Maring4a, CEP 87020-900
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multivalentes na diacinese, ascensdo precoce de cromossomos para os polos,
cromossomos retardatarios, e separacao irregular levando a formacgéao de
micrécitos e micronucleos nas tétrades, com frequiéncia variando de 6,98% a
44,24%. Alguns acessos como B 251 e B 214 apresentam outras anormalida-
des meidticas como aderéncias, fusdes celulares, formacéo de poliades com
micronucleos, que também comprometem a viabilidade gamética. Considerando-
se que, dentre os 22 acessos analisados de B. brizantha, somente um é diploide
e sexual, enquanto os demais apresentam diferentes niveis de anormalidades
meidticas e sdo apomiticos, a selecao de genitores femininos é bastante limitada.
Desta forma, estudos citogenéticos extensivos necessitam ser feitos na colecao e
posteriormente nos hibridos de Brachiaria para que acessos com potencial para
uso no melhoramento possam ser identificados.

Termos para indexacao: apomixia, comportamento meidtico, nimero de
cromossomos, poliploidia. '



Cytogenetical
Characterization of
Brachiaria brizantha
(Gramineae) Accessions

Abstract

In the genus Brachiaria, many species and accessions are polyploid and
apomictic, which complicates breeding through hybridization. Cytogenetic
characterization, including chromosome counting and detailed evaluation of the
meiotic behavior of accessions in the Brachiaria germplasm collection is
underway, to assist in the selection of progenitors ant to help explain fertility
problems in the accessions and hybrids produced by the breeding program at the
Embrapa Beef Cattle Center. In this study, 22 accessions of B. brizantha were
analyzed of which one was found to be diploid (2n = 2x = 18), 18 are
tetraploid (2n = 4x = 36) and three are hexaploid (2n = 6x = 54). Meiotic
abnormalities varied from 2.85% to 5.55% in dividing cells of the diploid
accession and from 1.03% to 69.48% in the tetraploids with a high frequency
occurring in anaphase |, whereas in the hexaploids, all three accessions display
up to 43% of cells with abnormalities in all phases of meiosis. Meiotic
abnormalities detected were those common to polyploidy, i. e., laggards and
multivalent chromosome association at diakinesis, early migration to poles, and
irregular chromosome segregation leading to micronuclei or microcytes formation
in the tetrad stage, with frequencies varying from 6.98% to 44.24%. Some
accessions such as B 2571 and B 214 display other meiotic abnormalities such
as stickiness, cell fusion, formation of polyads with micronuclei, which can also
impair gametic viability. Considering that among the 22 B. brizantha accessions
analyzed only one is diploid and sexual with regular meiosis and that the
polyploids exhibit various levels of meiotic abnormalities and reproduce by
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apomixis, the selection of female genitors for hybridization is indeed limited.
Thus, additional extensive cytogenetic screening needs to be done in the
Brachiaria collection and afterwards, in the hybrids so that the accessions with
breeding potential can be identified.

Index terms: apomixis, chromosome number, meiotic behavior, polyploidy.
Introducao

O potencial forrageiro de gramineas de origem africana, do género Brachiaria, tem
sido reconhecido héa cerca de cinco décadas tanto em regioes tropicais como
subtropicais de ambos os hemisférios (Renvoize et al., 1996). Por apresentarem
boa qualidade forrageira e adaptarem-se a solos pobres e acidos, algumas poucas
espécies deste género foram introduzidas no Brasil, nas décadas de 50 e 60. A
utilizacdo de algumas variedades, como B. decumbens cv. Basilisk e B.
brizantha cv. Marandu, em escala comercial, viabilizou a atual pecuéria no Brasil
Central, permitindo aumentar consideravelmente a producao animal (Valle,

1990). A notoriedade que este género alcancou deve-se ao bom desempenho
animal em pastagens de braquiédrias e a sua plasticidade genética, que lhes
permite adaptar-se a variadas condicoes de clima e solo, numa ampla faixa de
latitudes. Estimativas do inicio da década de 90 indicavam uma area de 70
milhdes de hectares na América Tropical (Fischer & Kerridge, 1996), ocupada
por estas pastagens. Um levantamento mais recente mostra uma expansao
dessas duas braquidrias que ocupam atualmente 85% da area de pastagens
cultivadas no Brasil tropical (cerca de 100 milhdes de hectares — Censo
Agropecuario, 1998).

O género Brachiaria compreende cerca de 100 espécies (Renvoize et al., 1996).
Dentre elas, destacam-se B. brizantha, B. ruziziensis, B. decumbens, e B.
humidicola, as duas ultimas de grande relevancia para solos acidos e pobres
(Valle, 1990). Apesar da importancia econdmica de algumas espécies deste
género, pouco se conhece sobre a biologia destas gramineas. Segundo Basappa
et al. (1987), apenas 35% das espécies de Brachiaria spp. eram conhecidas sob
o ponto de vista citogenético, sendo que para a maioria delas, o conhecimento
se restringia a contagens cromossdmicas. Alguns estudos envolvendo contagens
cromossdémicas (Bernini, 1997) e determinacao do nivel de ploidia por citometria
de fluxo (Penteado et al., 1996; 2000) foram, posteriormente, desenvolvidos.
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Tais estudos revelaram que grande parte dos representantes do género sao
poliploides, principalmente tetrapléides. A poliploidia no género Brachiaria tem
graves conseqliéncias para a fertilidade e fecundidade e, por isso, esta geralmen-
te associada com a apomixia (Valle & Savidan, 1296), uma forma de reproducao
assexuada em que o embrido se desenvolve diretamente de uma célula somatica,
impondo uma barreira a hibridacao, mas assegurando a perpetuacao do genotipo

via semente clonal.

Considerando-se que poucas espécies do género Brachiaria reanem qualidades
para serem usadas na formacao de pastagens, a producao de hibridos intra e
interespecificos, com novas combinacoes genéticas favoraveis, ganha extrema
importancia. Estas novas combinacoes podem ser obtidas através de cruzamen-
tos entre genitores selecionados a partir da grande diversidade genética existente
na colecao de germoplasma deste género. Todavia, para que a hibridacao seja
realizada com sucesso, Sao necessarios conhecimentos prévios de caracteristicas
biolégicas basicas como niumero e comportamento cromossdmico, nivel de
ploidia e modo de reproducao dentro e entre espécies compativeis. A colecado de
germoplasma da Embrapa Gado de Corte conta com aproximadamente 460
acessos de 15 espécies diferentes, oriundos de coletas feitas na Africa pelo
Centro Internacional de Agricultura Tropical = CIAT, na Colémbia. Dentre este
contingente, a espécie melhor representada é B. brizantha, com 234 acessos. A
primeira, apesar de sua excelente qualidade nutricional como forrageira e resis-
téncia a cigarrinha-das-pastagens, principal inseto-praga nos trépicos, nao se
adapta a solos pobres e a segunda, mais adaptada a esses solos, ndo possui
resisténcia ao inseto (Keller-Grein et al., 1996). Para solucionar estes problemas
e mais aqueles relacionados a vulnerabilidade genética pelo extenso cultivo
destas duas cultivares apomiticas, a Embrapa Gado de Corte busca novas
cultivares através de hibridacoes. Com a finalidade de subsidiar tal programa, foi
iniciado um extenso estudo que visa caracterizar citologicamente a colecao de
Brachraria, numa acao cooperativa entre a Universidade Estadual de Maringa e a
Embrapa Gado de Corte. O trabalho teve inicio com acessos de Brachiaria
brizantha, espécie de reconhecida importancia para as pastagens nacionais, e tem
os objetivos de estudar o comportamento meidtico, determinar o nimero de
Cromossomos, e caracterizar possiveis mutantes que afetem a viabilidade
gametica e, consequentemente, o potencial de formacao de hibridos e de
sementes viaveis.
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Material e Métodos

Foram analisados 22 acessos de Brachiaria brizantha, da colecao de

germoplasma da Embrapa Gado de Corte.

O material para analise meiotica foi colhido no ano agricola de 1999, na area de
conservacao de germoplasma da Embrapa Gado de Corte, situada no municipio
de Campo Grande (clima do tipo Aw: savana tropical umida (precipitacao média
anual = 1.526mm; 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 e 6,9 Meq/100cc de K, Ca+ Mg, Al e CEC, respectivamente).
Os acessos analisados encontram-se identificados por codigos na Tabela 1.
Inflorescéncias jovens, ainda envolvidas pela folha bandeira, foram colhidas e
fixadas em Carnoy (3 partes de alcool etilico: 1 parte de acido acético) por 24
horas. Apds este periodo, o material foi transferido para alcool 70% e, em
seguida, acondicionado sob refrigeracdo, até o momento de se iniciarem as
analises meidticas. Os microsporocitos foram preparados pela técnica de esmaga-
mento e corados com carmim propidnico a 0,5%.

Para determinacao do nimero de cromossomos foram analisadas, no minimo, 20
células por acesso, nas fases de diacinese ou metafase |. Durante a contagem
dos cromossomos, estes foram cuidadosamente desenhados, levando-se em
consideracao a presenca de cromossomos univalentes, bivalentes e associacoes
cromossOomicas multivalentes. Para o estudo do comportamento meidtico, foram
analisadas, aproximadamente, 2.000 células por acesso, representando as
diferentes fases da divisao. Todas as anormalidades meidticas foram considera-
das e as mais representativas foram microfotografadas em filme preto e branco
Kodak Imagelink - HQ ASA 25 e ampliadas em papel fotogréfico Kodabrome RC
Eo

Resultados e Discussao

Numero de cromossomos

Entre os 22 acessos de B. brizantha analisados, 18 mostraram-se tetrapléides
(2n = 4x = 36); trés, hexapldides (2n = 6x = 54) e um, dipléide (2n = 2x
= 18) (Tabela 1). Variacdes cromossdmicas numéricas podem ser decorrentes
de poliploidia ou da presenca de mais de um nimero basico de cromossomos
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para o género. No género Brachiaria, tém sido citados x = 7ex =9, como
nameros basicos de cromossomos para a maioria das espécies (Bernini, 1997).
Neste género, tem-se verificado também uma elevada frequéncia de formas
polipléides. Uma lista compilada por Valle & Savidan (1996) mostra uma
predominancia de niveis tetrapl6ides enquanto a ocorréncia de formas dipléides
nao é muito comum. Dentre os 22 acessos analisados, foi encontrado apenas
um dipléide (2n = 18), enquanto a grande maioria dos acessos apresentou 2n
— 36 cromossomos, sendo, portanto, tetrapléides. Acessos diploides de B.
brizantha foram citados por Valle & Glienke (1991) e Valle & Miles (1994). No
entanto, a maioria dos trabalhos refere-se a acessos tetrapldides (Sotomayor-Rios
et al., 1960; Bernini, 1997). Basappa et al. (1987) referem-se aos numeros
cromossémicos 2n = 36 e 2n = 54 como comuns para o género Brachiaria.
Acessos pentapléides (2n = 45) e hexapléides (2n = 54) também foram
relatados em B. brizantha (Letteriello et al., 1999; Penteado et al., 2000). Nos
acessos analisados (Tabela 1), as constituicoes cromossdmicas 2n = 2x = 18,
2n = 4x = 36 e 2n = 6x = 54 observadas sao derivadas do numero
cromossdmico basico x = 9.

Comportamento meioético

Muitas espécies de Brachiaria sao polipléides e, entre os diferentes niveis de
ploidia, sao encontrados especialmente tetrapldides (Valle & Savidan, 1996). Os
resultados aqui obtidos reforcam esta afirmativa. As analises realizadas revelaram
que o acesso dipldide B 105 apresentou baixa porcentagem de células anormais
na primeira divisao (Tabela 1), com os cromossomos pareando-se em nove
bivalentes (Fig. 1a) durante a diacinese (Tabela 2), enquanto a segunda divisao
foi totalmente regular. A Fig. 1 ilustra as anormalidades encontradas neste
acesso. Foram observados cromossomos em ascensdes precoces na metéafase |
(Fig. 1b), cromossomos retardatarios na anafase | (Fig. 1c) e micronucleos em
teléfase | (Fig. 1d). Acessos diploides de B. brizantha com meiose regular sao
relatados por Valle (1990), Valle & Glienke (1991) e Valle & Savidan (1996).
Espécies e acessos dipldides geralmente sao sexuais. No presente estudo, nao
se determinou o modo de reproducao dos acessos, mas a B 105 ja foi
detalhadamente examinada e é comprovadamente sexual (Valle, 1990; Valle &
Glienke, 1991; Pinheiro et al., 2000); a baixa frequéncia de anormalidades,
encontrada apenas na meiose | do acesso dipléide B 105, nao foi suficiente para
comprometer o produto final da meiose. Na segunda divisdo, nenhuma anormali-
dade foi encontrada entre as células analisadas.



Tabela 1. Cédigos dos acessos de Brachiaria brizantha, nGmero cromossémico, nimero de células-mae de pélen
analisadas (CMP) e porcentagem de anormalidades meidticas nas diferentes fases da meiose

acesso’ - somos
B 105

B 030 4n=36 2074 26,03 34,07 22,33 21,84 21,58 34,63 34,51 30,22
B_131 4n=36 2130 23,86 48,32 32,73 30,46 19,32 54,05 37,82 44,24
B 158 4n=36 2228 26,76 36,80 28,15 21,92 24,18 36,18 28,62 40,77
B 214 4n=36* 2487 42,03 69,48 48,02 25,73 32,33 47,77 59,156 35,52

B 217 4n=36 2290 27,83 38,46 29,81 15,90 26,78 36,12 31,53 33,83

B 226 4n=36 1918 5,84 20,33 4,19 1,43 4,94 12,50 5,16 71,76
B 230 4n=36 1985 19,75 36,36 8,86 5,41 14,96 27,39 16,11 11,563
B 232 4n=36 1939 17,26 23,08 10,51 1,03 - 14,18 23,01 3,23 6,98

B 234 4n=36 2479 26,89 58,10 2,57 19,20 31,60 37,02 11,29 15,38

B 236 4n=36 1873 16,28 34,80 10,22 11,67 16,26 37,86 16,86 25,81

e

Continua...
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Tabela 1. Continuacédo

_Anat

acesse ; : anE
4n=36 2253 6,79 30,07 10,17 5,94 30,30 16,94 9,92 10,45

B 256 4n=36 1860 24,90 7,42 10,93 1,80 17,58 14,16 2,81 9,24
B 259 4n=36 2078 18,97 34,80 17,29 10,93 21,94 32,72 20,57 28,75
B 262 4n=36 2342 27,01 41,86 30,75 25,16 23,74 43,78 30,63 37,05
B 264 4n=36 2138 31,67 38,57 24,91 15,60 25,76 40,61 28,28 30,45
B 290 4n=36 2693 49,51 56,96 31,96 25,29 27,69 54,21 30,45 26,55
B 291 4n=36 2074 27,55 43,08 25,81 20,53 25,49 38,28 31,18 32,19
B 295 4n=36 2780 10,03 28,03 1,93 1,67 13,04 14,00 1,06 11,89
B 221 6n=>54 1992 18,04 25,55 19,13 15,61 18,62 25,38 16,06 12,86
B 250 6n=54 2030 15,54 42,67 23,34 15,91 22,60 14,79 16,06 12,86

B 251 6n=54 2211 12,80 14,28 7.04 13,65 27,18 31,52 34,66 30,93

A A R T AT A

' Cédigos de campo da Embrapa Gado de Corte
2 Nimero de células-mae de p6len analisadas
3 Met = metéfase; Ana =anafase; Tel =tel6fase; Pro =préfase; Tetr = tétrades

I | (eeBUIWRID) eylueZIIq elIEIYORIg dp SOSSAde ap eonauabold oedezisioele)



Tabela 2. Cédigos dos acessos de Brachiaria brizantha, nimero cromossdmico, numero de células-mae de pélen analisadas
(CMP), variagdo das associagdes cromossdmicas e média das associagdes por célula, no acesso dipléide e nos polipl6ides.

Cédigo  Ploidia/Ne o : Associacoes cromossémicas

do cromos- ; Variagdo Media por célula
BLESS0.. - SNTO8 : /] v

B 105 2n=18 20 (0-0) 9 0,00 9,00

B 030 4n=36 20 (0-3) (10-14) (0-1) (1-4) 0,36 12,35 0,056 2,70
B 131 4n=36 20 (0-0) (14-18) (0-1) (0-2) 0,00 15,00 0,00 1,50
B 158 4n=36 20 (0-2) (10-18) (0-1) (0O-4) 0,20 14,40 0,00 1,75
B 214 4n=36 20 (0-0) (12-18) (0-0) (0-3) 0,00 15,75 0,00 1,356
B 217 4n=36 20 (0-2) (10-16) (O0-1) (1-4) 0,18 12,65 0,16 2,656
B 226 4n=36 20 (0-0) (12-18) (0-0) (0-3) 0,00 15,20 0,00 1,40
B 230 4n=36 20 (0-4) (10-16) (0-1) (1-4) 0,50 13,358 0,15 2,05
B 232 4n=36 20 (0-3) (12-18) (0-2) (0-2) 0,50 15,55 0,30 0,85
B 234 4n=36 20 (0-3) (09-18) (0-1) (0-3) 0,40 14,65 0,10 1,55
B 236 4n=36_ 20 (0-0) (10-18) (0-0) (0-4) _ 0,00 14,40 0,00 2,70
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Tabela 2. Continuacéao

B 237

B 256

B 259

B 262

B 264

B 290

B 291

B 295

B 221

B 250

B 251

4n=36

4n=36

4n=36

4n=36

4n=36

4n=36

4n=36

4n=36

6n=>54

6n=54

6n=54

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

(0-2)
(0-3)
(0-3)
(0-2)
(0-0)
(0-4)
(0-2)
(0-1)
(0-0)
(0-0)

(0-0)

(09-18)
(10-14)
(08-16)
(10-16)
(10-16)
(10-17)
(10-16)
(10-18)
(18-25)
(17-25)

(12-23)

(0-0)

(0-0)

(0-0)

(0-1)

(0-1)

(0-0)

(0-0)

(0-0)

(0-4)

(1-4)

(1-4)

(1-4)

(1-4)

(0-3)

(0-4)

(0-5)

(1-4)

(1-5)

(2-6)

(0-0)

(0-0)

(0-0)

(0-2)

(0-1)

(0-2)

0,10
0,00
1,00
0,40
0,20
0,00
0,00

0,00

13,75
12,05
12,95
12,65
13,20
15,25
12,55
12,565
20,80
23,056

18,55

0,00
0,20
0,00
0,00
0,00
0,00

0,10

2,05
2,65
2,50
2,65
2,40
1,35
2,55
2,80
2,65 0,00 0,30
3,20 0,00 0,15

4,35 0,00 0,45
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Fig. 1. Alguns aspectos do comportamento meidtico do acesso dipléide B 105 de
Brachiaria brizantha: a) diacinese mostrando nove bivalentes; b) metafase | com
cromossomo em ascensdo precoce; c) anafase | com cromossomos retardatarios; d)

telofase | com micronucleos em ambos os pélos.

Para os acessos tetrapldides (2n = 4x = 36), as anormalidades mais encontra-
das na primeira divisao da meiose foram cromossomos univalentes e associacoes
multivalentes nas diacineses (Fig. 2a e b), cromossomos univalentes em ascen-
sdo precoce nas metafases (Fig. 2c), cromossomos retardatarios nas anafases
(Fig. 2d) e micronucleos nas tel6fases (Fig. 2e). Conforme consta na Tabela 2,
na fase de diacinese, predominaram cromossomos bivalentes, enquanto associa-
coes cromossomicas tetravalentes foram observadas em menor frequéncia. A
frequéncia de bivalentes variou de 12,05 a 15,75 por célula e os tetravalentes
de 1,35 a 2,80 por célula, entre os dezoito acessos tetrapléides analisados.
Cromossomos univalentes e associacoes trivalentes ocorreram em baixa frequén-
cia. Anormalidades foram observadas também na segunda divisdo meidtica.
Ascensoes precoces foram observadas em metafases (Fig. 2f), cromossomos
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retardatarios em anafases (Fig. 2g) e micronucleos em teléfases (Fig. 2h) e em
tétrades (Fig. 2i). Em alguns casos, no final da microsporogénese, foi observada
a presenca de poliades, principalmente péntades. Todas estas irregularidades
meidticas sao caracteristicas da tetraploidia e tém sido descritas em tetrapléides
de diversas espécies de Brachiaria (Sotomayor-Rios et al., 1960, 1970;
Pritchard, 1967; Valle, 1986; Valle et al., 1987; Basappa et al., 1987; Valle et
al., 1989). Cromossomos univalentes podem apresentar ascensao precoce na
metafase | ou ser retardatérios na anafase | e, por isso, nao serem incluidos nos
nucleos telofasicos, formando micronucleos. Foi observada uma diferenca entre a
média de cromossomos univalentes encontrados por célula na diacinese e a
porcentagem de cromossomos ascendendo precocemente em metafase |. Esta
diferenca, ou seja, o aumento no numero de univalentes em metéafase |, poderia
ser explicada pela terminalizacao precoce de quiasmas. Quiasmas, em geral, sao
considerados como responsaveis pela manutencao dos bivalentes, para que a
perfeita segregacao possa ocorrer na anafase I. Os cromossomos univalentes, em
geral, migram, precocemente, para os pélos, formando micronucleos ou podem,
ainda, apresentar segregacao irregular, migrando ambos 0os homoélogos para o
mesmo poélo, originando nucleos aneupléides. Qualquer que seja o comporta-
mento dos cromossomos univalentes, eles causarao desbalanco génico, afetando
a fertilidade do pdlen.

Em alguns acessos, também foram encontradas pontes cromossémicas nas
anafases | e Il. Sugere-se que estas pontes formam-se pela nao terminalizacao
dos quiasmas ou por aderéncia cromossomica. A nao terminalizacao de quiasmas
poderia estar acontecendo por presenca de heterocromatina, a qual funciona
como uma barreira a terminalizacao. Pontes cromossdmicas resultantes de
aderéncia cromossdmica foram observadas em alta freqiiéncia no acesso B 214 e
serao discutidas a parte.

A porcentagem de células apresentando ascensoées precoces em metéfase | e
cromossomos retardatarios em anafase | foi mais alta do que a porcentagem de
células apresentando micronucleos em teléfase |, nos acessos B 230, B 234, B
256 e B 295, mostrando que a maiori~ dos cromossomos que haviam segrega-
do irregularmente foram inclufidos no ntcleo principal. O mesmo fenédmeno foi
observado para os acessos B 232, B 234, B 237, B 256 e B 295 que apresen-
taram esta diferenca durante a meiose Il. Aqueles microntcleos formados durante
a meiose |, e que nado se reintegraram ao nucleo principal, persistiram durante a
meiose Il até o estagio de tétrade.
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Fig. 2. Anormalidades meidticas observadas nos acessos poliploides de Brachiaria
brizantha: a) diacinese mostrando uma associacdo tetravalente, 15 bivalentes e duas
univalentes em acesso tetrapléide; b) diacinese mostrando trés associacoes
hexavalentes, uma tetravalente e 16 bivalentes em acesso hexapldide; c) metafase |
com cromossomos em ascensao precoce em ambos os pdlos; d) anafase | com
cromossomos retardatérios; e) tel6fase | com varios micronucleos; f) metafase |l com
cromossomos em ascensdo precoce; g) anafase Il com cromossomos retardatarios; h)

teléfase |l com microndcleos; i) tétrade com microndcleo em um micrésporo.

As anormalidades meidticas observadas nos acessos analisados podem compro-
meter a fertilidade do pdélen. Embora nao tenha sido possivel avaliar a fertilidade
do pélen nestes acessos, verificou-se consideravel freqtiéncia de micrésporos
com micronucleos nas tétrades, variando de 6,98%, para o acesso B 232, até
44,24%, para o acesso B 131. As porcentagens de células com anormalidades
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meidticas nos diferentes acessos analisados sao mostradas na Tabela 1. De
modo geral, o numero de células afetadas foi alto. Todavia, alguns acessos,
como B 226, B 230, B 232, B 237, B 256 e B 295, apresentaram frequéncia
menor de irregularidades em diversas fases da meiose, culminando com a
formacao de baixa freqiiéncia de tétrades irregulares. Somente um dos acessos
tetrapléides, o B 226, destacou-se por apresentar meiose com poucas irregulari-
dades e, nas diacineses analisadas, somente uma associacao tetravalente foi
encontrada, sendo que os demais cromossomos parearam-se na forma de
bivalentes. Somente um acesso tetrapldide sexual de B. humidicola, analisado
por Valle & Glienke (1991), também apresentou meiose regular, formando 18
bivalentes na diacinese. Acessos tetrapléides apomiticos da colecao de Brachiaria
da Embrapa Gado de Corte apresentaram irregularidades em graus variados numa
primeira andlise preliminar (Valle, 1986; Valle & Glienke, 1991).

Entre os acessos hexapldides B 221, B 250 e B 251, foram encontradas todas
aquelas anormalidades comuns aos acessos polipldides e ja descritas aqui para
0s acessos tetrapldides. Outro aspecto observado nos acessos hexapldides foi a
auséncia de cromossomos univalentes e de associacoes cromossémicas
trivalentes e pentavalentes (Tabela 2). A média de cromossomos bivalentes
variou de 18,55 a 23,05 por célula e as associacoes tetravalentes variaram de
2,65 a 4,35. Hexavalentes, por sua vez, variaram de 0,15 a 0,45 por célula. A
Fig. 2 ilustra as irregularidades meidticas observadas nos acessos hexapldides
de B. brizantha.

Uma anormalidade que apresentou alta frequéncia entre os acessos hexapldides,
e que nao havia sido encontrada nos acessos tetrapldides, foi a presenca de
cromossomos bivalentes nao orientados na placa equatorial. A ocorréncia desta
anormalidade variou de 2,08% no acesso B 250 a 8,41% no acesso B 251. A
presenca de bivalentes ndo orientados na placa equatorial pode ocorrer por falta
de habilidade de congressao desses cromossomos para a placa equatorial. Esta
falta de habilidade pode estar relacionada a algum problema no cinetécoro.
Nicklas & Ward (1994) relatam alguns fatores que podem impedir a ligacdo do
cinetécoro as fibras do fuso. Estes bivalentes podem ou nao ser incluidos no
nucleo telofasico. Se incluidos, um dos nicleos da teléfase | terd um
Cromossomo a mais e, 0 outro, um cromossomo a menos, gerando dois
micrésporos n + 1 e dois n - 1, respectivamente. Se nao forem incluidos, e
formarem microntcleos, os dois ndcleos da tel6fase | terdo um cromossomo a
menos, gerando quatro micrésporos aneupléides n — 1. Qualquer que seja o
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comportamento dos bivalentes nao orientados, o resultado sera a formacao de
gametas aneuploides, com importantes conseqiéncias no processo de cruzamen-
to para fins de melhoramento genético.

A ocorréncia natural de polipléides em gramineas forrageiras é da ordem de 60%
a 70%, podendo exceder 80% em alguns géneros (Stebbins, 1956). Segundo
Basappa et al. (1987), no género Brachiaria a maioria dos representantes sao
polipldides, fato também confirmado neste estudo, onde, dentre os 22 acessos
analisados, apenas um mostrou-se dipldide. Dentre os diferentes niveis de
ploidia observados em gramineas, incluindo Brachiaria, o mais frequente é o
nivel tetraploide. Nesta avaliacao, dentre os 22 acessos de Brachiaria brizantha
estudados, 18 mostraram-se tetrapldides. A tetraploidia pode o_riginar—se de duas
maneiras, ou seja, por duplicacao do préprio genoma ou por hibridizacao
interespecifica. A presenca de associacoes cromossomicas multivalentes na
diacinese indica autotetraploidia com dois genomas homdlogos, enquanto a
auséncia ou um pequeno numero de tetravalentes sugere ocorréncia de -
alopoliploidia. A baixa frequéncia de associacoes multivalentes (lll e IV), nos
acessos tetrapldides de B. brizantha analisados (Tabela 2), sugere que os
mesmos sao alopolipléides segmentais, isto é, 0s genomas das espécies
parentais sao apenas parcialmente homoélogos.

Comportamento de Micronucleos

A consequéncia mais comum da presenca de segregacao irregular de
cromossomos durante o processo meidtico é a formacao de microntcleos nas
tétrades. Estes micronucleos podem ser formados por cromossomos com
ascensao precoce ou retardatéria que ocorrem nas metafases e anafases da
primeira e/ou da segunda divisao da meiose. Cromossomos bivalentes nao
orientados também podem formar microntcleos.

Quando os micronucleos sdo formados nas teléfases da primeira divisdo, podem
ter diferentes destinos. Podem persistir como microntcleos durante a meiose Il e
chegar a tétrade como tal; podem reincorporar-se a placa equatorial da segunda
divisao e ndo serem mais visualizados na tétrade; podem sofrer desintegracio
durante a segunda divisdao; podem, ainda, excepcionalmente, sofrer citocinese ao
final da meiose | e separar-se como microcitos, ja na diade. O comportamento
dos microntcleos analisados em muitas espécies de vegetais superiores parece
ser especie-especifico ou, até mesmo, cromossomo-especifico (Pagliarini, 2000).
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Qualquer que seja o destino do micronucleo, o resultado sera perda de
cromossomos e a consequente formacao de graos de polen geneticamente
desbalanceados e estéreis.

Os acessos poliploides de B. brizantha analisados apresentaram frequéncias
elevadas, de tétrades anormais, variando de 6,98% a 44,24% (Tabela 1). Os
cromossomos que sofreram segregacao irregular durante a primeira e/ou segunda
divisao meiotica apresentaram diferentes comportamentos. Na maioria dos casos,
formaram micronucleos em um ou mais microsporos da tétrade; em outros casos,
separaram-se da tétrade como microcitos e, em casos raros, houve uma mistura
de ambos os comportamentos, ou seja, micronucleos e microcitos podiam ser
visualizados na mesma tétrade. A Fig. 3 ilustra estas irregularidades. Em diferen-
tes espécies, tem sido relatada apenas a formacao de micronucleos, na primeira
ou segunda divisao meiotica, que podem chegar até a tétrade na forma de
micronucleo ou microcito (Pagliarini, 2000), mas nunca ambos simultaneamente,

»

como observado nestes acessos de B. brizantha.

Fig. 3. Comportamento de microntcleos em Brachiaria brizantha: a) tétrade com
micronucleos nos micrésporos; b) tétrade com microntcleos em um dos microsporos e
dois micrdcitos; c) tétrade com um micrécito; d) péntade com micrésporos de
diferentes -tamanhos; e) péntade com micrésporos de mesmo tamanho: f) héxade com

microsporos de diferentes tamanhos.
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No presente estudo, a ocorréncia simultanea de microntcleos e microcitos, em
uma mesma tétrade, foi baixa. Os microcitos formados apresentaram diferenca de
tamanho, podendo ser pequenos ou de mesmo tamanho. Em geral, mostraram-se
menores e deram origem a pequenos graos de polen. Quando do mesmo tama-

nho dos demais micrésporos, formaram péntades ou héxades.
Outras anormalidades

Durante a anélise citoldgica, outras anormalidades meidticas nao tao caracteristi-
cas da poliploidia foram encontradas nos acessos de Brachiaria brizantha
analisados. Destacaram-se as aderéncias cromossomicas, fusoes celulares e
formacao de diades e triades no final da microsporogénese.

Aderéncia cromossémica

Embora aderéncias e pontes cromossdmicas tenham sido encontradas esporadi-
camente em alguns acessos, 0 acesso tetrapléide B 214 apresentou alta incidén-
cia e carater diferenciado destas anormalidades (Fig. 4).

O termo stickiness foi empregado pela primeira vez por Beadle (1932), ao
descrever o aspecto pegajoso dos cromossomos de milho em células que haviam
sofrido uma mutacao provocada por um gene recessivo. As aderéncias compre-
endem intensa aglomeracao cromatinica, a partir do estagio de paquiteno,
seguindo esta configuracao até a metafase |. Em anafase |, os cromossomos
formam iniUmeras pontes, as quais sao rompidas por forcas mecanicas, produzin-
do inumeros fragmentos. A manifestacao fenotipica da aderéncia pode apresentar
diferentes graus de expressao, variando de leve a intensa. E considerada leve,
quando poucos cromossomos estao envolvidos e, intensa, quando envolve todo
o genoma, levando a formacao de nucleos picnéticos, que podem ter como
consequéncia a degeneracao da cromatina.

Relatos de aderéncia para alguns acessos de Brachiaria foram previamente feitos
por Valle (1986), sem no entanto especificacao para as fases da meiose em que
ocorreram. No material em estudo, os resultados mostraram-se similares aos
descritos na literatura para a maioria das espécies que exibem aderéncia
cromossomica durante a meiose. Porém, neste caso, as aderéncias comecaram a
se manifestar a partir da metafase |. Em muitas células, nao foi possivel identifi-
car as fases de metafase | e anafase | inicial (Fig. 4a). No decorrer da anéafase |,
pontes cromossomicas de diferentes espessuras foram observadas (Fig. 4b).
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Muitas vezes, as pontes persistiram até a telofase | ou romperam-se, formando
micronucleos (Fig. 4c). Na meiose |l, grandes micronucleos centrais podiam ser
visualizados (Fig. 4d) ou varios micronucleos espalhados pela ceélula e os
cromossomos na placa equatorial apresentavam aspecto de aderéncia. Pontes
voltaram a se formar em anafase Il (Fig. 4e). Nucleos picnoticos foram observa-
dos em microésporos (Fig. 4f), todavia nao foi observada degeneracao croma-
tinica neste estagio. No acesso de B. brizantha aqui estudado, nao se conhece o
fator que levou a ocorréncia desta anormalidade. Talvez fatores genéticos este-
jam envolvidos, pois todos os demais acessos estudados foram cultivados no
mesmo local, sob as mesmas condicoes ambientais e nao apresentaram a irregu-
laridade. Embora muitos trabalhos relatem a ocorréncia de aderéncias cromos-
sOmicas, a causa primaria e a base bioquimica de sua origem sao desconhecidas.
Algumas hipoteses tentam explicar as possiveis causas. Gaulden (1987) postu-
lou que as aderéncias cromossomicas resultariam do funcionamento defectivo de
um ou dois tipos de proteinas nao histonicas especificas envolvidas na organiza-
cao dos cromossomos, sendo necessarias a separacao das cromatides.

Fig. 4. Aderéncia cromossoémica no acesso B 214 de Brachiaria brizantha: a) meta-
fase I/anafase | com cromossomos aderidos; b) anafase | tardia com ponte

cromossomica; c) telofase | com micronucleos centrais aderidos; d) profase |l com
grande micronucleo central; e) anafase Il com pontes cromossémicas; f) micrésporo

com nucleo picndtico e microntcleo.
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Por interferir na segregacao cromossoémica e levar a formagéao de ntcleos
picnéticos, seguida de degeneragao cromossémica, aderéncias tém sido conside-

radas causa de esterilidade de pdlen em muitas espécies.

Fusao celular

Fusédo celular foi observada no acesso B 251 (Fig. 5). Esta anormalidade s¢6 foi
encontrada nas anteras da espigueta hermafrodita. As células meiéticas fundidas
nao apresentavam fusao nuclear e foram observadas nas fases de préfase |, com
maior frequéncia nas fases iniciais de zigéteno e paquiteno, e em metafase |. Nao
foram encontradas fusoes celulares nas fases subsequentes da meiose | e
tampouco na meiose |l. O nimero de células envolvidas variou de duas a nove,
o que levou a formacao de sincicios. Nestes sincicios, todos os nucleos se
encontravam na mesma fase de divisao, apresentavam numero normal de
cromossomos e 0s genomas mantinham-se individualizados. A Fig. 5 ilustra
algumas das fusoes celulares encontradas neste acesso. '

d

Fig. 5. Fusdes celulares no acesso B 251 de Brachiaria brizantha: a) fusdo de duas
células em estdgio de paquiteno; b) fusdo de duas células em dipléteno/diacinese; c)
fusao de trés células em estégio de zigéteno; d) fusdo de seis células em estagio de
paquiteno; e) micrésporos binucleados ao lado de grdos de pélen normais; f) grios de
pélen com conexdo citoplasmatica.
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A fusao celular, com ou sem troca de cromatina entre microspordcitos, ¢ um
fenémeno descrito em vérias espécies de plantas e, geralmente, ocorre em fases
iniciais da meiose (Pagliarini, 1989). De acordo com Nirmala & Rao (1996), os
sincicios podem ser resultantes da nao formacgao da parede celular nas mitoses
pré-meidticas (sincicio arquesporial); da fusao de células-mae de pdlen, causada
pela dissolucado da parede celular durante a préfase | (sincicio fusional), ou da
migracao da cromatina de uma célula-mae de p6len para a outra (sincicio
migracional). Sincicios arquesporiais tém contorno regular e os outros dois tipos
tém contornos irregulares. A ocorréncia de sincicios com contornos regulares,
contendo nimeros pares ou Impares de genomas fundidos, e a presenca de
fusdo desde os estégios iniciais da meiose neste acesso de Brachiaria brizantha,
sugerem origem arquesporial para os mesmos, ou seja, seriam resultantes da nao
formacao de parede celular nas mitoses pré-meidéticas.

Neste estudo, a ocorréncia de fusao celular apenas em préfase e metafase | nao
descartou a possibilidade desta anormalidade ter ocorrido nas demais fases da
meiose | e Il. A existéncia da continuidade deste fendmeno é sugerida pela
presenca de produtos finais de meiose totalmente anémalos. A literatura relata
que as fusoes celulares podem levar & degeneracao da cromatina. A ocorréncia
de tais irregularidades contribuem, sem ddvida, para a esterilidade de pdlen.

Formacao de diades e triades

Uma outra anormalidade observada em alguns acessos de B. brizantha foi a
formacao de diades e triades (Fig. 6) no final da meiose. As diades e triades
foram encontradas entre as tétrades, porém, em freqiiéncia bem menor que estas
(Tabela 3). A porcentagem de diades e triades foi varidvel; a de diades variou de
zero a 3,44% e a de triades, de zero a 8,26%.

A meiose caracteriza-se pela ocorréncia de uma série de eventos mecanicos e
bioquimicos que resultam na formacao de quatro micrésporos hapléides. Diver-
sas pesquisas tém demonstrado que estes eventos sao geneticamente controla-
dos (Golubovskaya, 1989). Entre os genes que controlam os diversos passos
da meiose, estao aqueles que promovem a citocinese. Normalmente, na classe
das monocotiledéneas, ocorrem duas citocineses na meiose. A primeira
citocinese ocorre no final da tel6fase |, formando uma diade temporéria. Esta
diade sofrerd outra citocinese no final da tel6fase Il e formara a tétrade de
micrésporos. Falhas na primeira ou na segunda citocinese podem levar & forma-
¢ao de diades e triades no final da meiose.
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Fig. 6. Formacao de gametas 2n por auséncia de citocinese em Brachiaria brizantha:

a) diade; b) triade.

Diades sao formadas quando ocorrem falhas na primeira ou na segunda
citocinese. As triades, por sua vez, sao formadas somente por falhas na segunda
citocinese. Na verdade, as triades sao formadas quando a segunda citocinese
ocorre apenas em uma das células da diade temporaria. No presente estudo,
sugere-se que as diades (Fig. 6a) e triades (Fig. 6b) observadas foram originadas
por falhas na segunda citocinese, pois nao foram observados microsporocitos
sem a primeira citocinese na meiose |l. Pagliarini et al. (1999), estudando o
comportamento meiotico de acessos brasileiros de Paspalum, concluiram que a
falha de citocinese é mais comum na segunda divisdo da meiose.

A auséncia de citocinese pode levar a formacao de gametas 2n. Este fenédmeno
tem importante papel na evolucao. A poliploidizacao pode ocorrer pela formacao
de gametas 2n funcionais ou pela duplicacao dos cromossomos somaticos. De
acordo com Harlan & De Wet (1975), quase todos os polipléides se originam
através de poliploidizacao sexual via gametas 2n. Neste caso, a ocorréncia de
gametas 2n no género Brachiaria poderia também ser considerada como uma
fonte de origem de poliploidia.
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Tabela 3. Frequiéncia de diades e triades nos acessos de Brachiaria brizantha

analisados.

B 105 2n=18 458 0 0,00 0 0,00 458 100,00
B 030 4n =36 321 7 2,18 1 .32 313 97,50
B 131 4n=36 382 0 0,00 1 0,27 3B1 189,73
B 158 4n=36 363 0 0,00 7 1,92 356 98,08
B 214 4n =36 387 0 0,00 8 0,76 394 99,24
B 217 4n =36 300 0 0,00 0 0,00 300 100,00
B 226 4n=36 232 0 0,00 2 086 230 939,14
B 230 4n =36 347 3 0,87 0 0,00 344 99,13
B 232 4n=36 258 0 0,00 0 0,00 258 100,00
B 234 4n =36 351 0 0,00 0 0,00 351 100,00
B 236 4n=36 275 0 0,00 0 0,00 275 100,00
B 237 4n =36 258 0 0,00 0 0,00 258 100,00
B 256 4n=36 260 0 0,00 0 0,00 260 100,00
B 259 4n=36 327 11 3,36 2 0,62 314 96,02
B 262 4n=36 305 0 0,00 0 0,00 305 100,00
B 264 4n =36 312 0 0,00 0] 0,00 312 100,00
B 290 4n=36 290 0 0,00 0 0,00 290 100,00
B 291 4n =36 320 0 0,00 0 0,00 320 100,00
B 2956 4n =36 387 0 0,00 0 0,00 387 100,00
B 221 6n =54 241 0 0,00 0 0,00 241 100,00
B 250 6n =54 263 0 0,00 0 0,00 263 100,00
B 251 6n=54 278 0 0,00 2 0,72 241 99,28
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Conclusoes

A analise citolégica de 22 acessos de B. brizantha revelou predominancia de
nivel tetraploide, em relacao ao hexapldide e diploide. Verificou-se que o com-
portamento meidtico no acesso dipldide é levemente irregular. Porém é altamente
irregular nos hexapldides e outros tetrapléides como B 251 e B 214. Além das
anormalidades tipicas da poliploidia, como associacoes cromossdmicas multiplas
na diacinese e presenca de univalentes, seguidas de segregacoes irregulares nas
fases posteriores, observaram-se outras formas de irregularidades meidticas em
alguns acessos polipléides. Todas as anormalidades observadas podem compro-
meter a viabilidade gamética.

A andlise detalhada do comportamento meiédtico permitiu identificar acessos com
maior frequéncia de anormalidades e que devem ser descartados como genitores
no programa de melhoramento, como no caso de B 251.
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