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SECAO 1

Introducao e Justificativa



INTRODUCAO

O género Paspalum vém sendo estudado por seu valor ecoldgico, forrageiro e
ornamental, e principalmente por apresentar grande heterogeneidade interna, como apomixia,
alopoliploidia, autopoliploidia e hibridacdes nas espécies. Desde 1929, Chase considera
aspectos taxonémicos, subdividindo Paspalum em subgéneros, e dentro desses, em grupos
informais. Tais grupos, embora ndo possuam categoria taxondémica definida, sdo amplamente
utilizados pelos especialistas e sdo considerados artificiais, embora j4 possa ser discutido
monofilia de alguns deles.

Para Paspalum dilatatum Poiret, hipdteses filogenéticas sdo reportadas quanto a
composicdo da espécie; no entanto, alguns bidtipos ainda possuem origem filogenética
desconhecida. Nesta espécie, considera-se existir relacdo entre a coloragdo das anteras, o nivel
de ploidia e 0 comportamento sexual, onde anteras amarelas eram relacionadas a bidtipos que
apresentam reproducao sexual, anteras roxas eram relacionadas aos apomiticos. No entanto, a
descrigdo do biodtipo “Torres”, com anteras roxas por fora e amarelas na parte mais interna, e
que apresentava apomixia e meiose irregular, reforca a grande heterogeneidade do grupo.
Esse biotipo é originado de dois genomas conhecidos (Il e JJ) e de outro(s) genoma(s) que
ainda sdo se sabe quais sdo, porém obviamente distintos daqueles dos outros hexapléides da
espécie, denominados de bidtipos “Uruguaiana” e o “Uruguaio” (Chiru).

Essa variagdo tem sido estudada de forma que haja representatividade de cada novo
evento em acessos coletados na natureza, e sua manutencdo em bancos de germoplasma para
conservacao. Muitas variages decorrentes da evolucdo adaptativa da espécie, sobretudo sob
acdo antropica, podem estar sendo perdidas ou ndo ‘desvendadas’ dada a velocidade da

destruicdo de zonas em que predominam essas especies forrageiras, com a implantacdo de



novos cultivos exaticos e pela exploracao inadequada de areas. Sendo assim, a caracterizacao
do germoplasma €& importante para a conservacdo das espécies e quanto mais dados
levantados sobre eles, maior a contribuicdo para a sua conservacao, sendo otimizada a busca
pela representatividade dentro de um banco ativo de germoplasma.

Varios acessos de Paspalum foram coletados no sul do Brasil, onde verificou-se
numeros de cromossomos diferente do esperado para representar o bidtipo Torres. Desses
acessos, pentaploides ao invés de hexaploides, verificou-se formas intermediarias entre as
espécies, e concomitantemente a isso, outros pentapldides foram descobertos, possivelmente
de origem distinta do entdo “Gnico’ pentaploide descrito para P. dilatatum, chamado de
biotipo “Comum”.

O fato de haver rotas diferentes na formacdo de bidtipos dentro de uma mesma
espécie, por hora utilizando-se de hibridacbes entre espécies diferentes, com o passar do
tempo, pode se tornar uma rota evolutiva na formacdo e consolidacdo de novas espécies,
tendo em vista que em muitas espécies de Paspalum, o material que as originou é semelhante,
como evidenciado pela presenca dos genomas de P. juergensii Hack. e de P. intermedium
Munro ex Morong & Britton em espécies dos grupos informais Dilatata e Virgata.

Resta-nos investigar as semelhangas e diferencas entre os acessos de P. dilatatum e
relaciona-las com outras espécies, para melhor entender esses caminhos desenvolvidos pelas
plantas na tentativa de persistirem em seus ambientes naturais apesar da a¢do antropica, e para
isso, aspectos morfofisioldgicos e citogenéticos continuam sendo estudados, para inferir sobre
0 tema, sendo a problematica relacionada a grande diversidade da espécie e seus mecanismos
de sobrevivéncia, associados ao modo de reproducdo e hibridacdo, e a necessidade da

continuidade dos estudos.



JUSTIFICATIVA

Pelas observacBes que concernem hibridacGes, por eventos citogenéticos e ou
morfofisioldgicos, percebe-se distintas linhas evolutivas nas espécies de Paspalum, e a
quantificacdo e caracterizacdo desses eventos somente é possivel pela triagem e coleta de
germoplasma, de modo que a representatividade das espécies seja ampliada e cada vez mais
fiel aos eventos naturais, nos bancos de germoplasma. Assim a descri¢éo e a incorporacgéo do
maior numero de materiais coletados em expedicGes contribuem para ampliar o conhecimento
das espécies, sendo o objetivo geral, aplicando-se a presente pesquisa a busca de informacdes
para a melhor destinacdo do germoplasma, o que justifica sua realizacdo. Assim a descricao e
a incorporacdo do maior numero de materiais coletados em expedi¢bes contribuem para
ampliar o conhecimento das espécies, sendo 0 objetivo geral, aplicando-se a presente pesquisa
a busca de informacGes para a melhor destinacdo do germoplasma, o que justifica sua

realizacéo.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

O género Paspalum compreende cerca de 330 espécies, das quais 200 ocorrem no
Brasil, envolvendo varias das principais gramineas forrageiras nativas regionais. Algumas,
como P. atratum Swallen e P. notatum Flugge, tém permitido o lancamento de cultivares. A
analise da diversidade das espécies de Paspalum tem recebido atencdo especial. Varios
autores subdividiram o género em grupos informais, com base morfolédgica, o que tem sido
muito questionado, principalmente por ter-se atualmente o instrumento dos marcadores
moleculares, que permitem comparacBes genéticas mais acuradas (Valls, 2005). De acordo
com Batista (2005), o Banco Ativo de Germoplasma de Paspalum (BAG-Paspalum),
localizado em S&o Carlos, SP, tem a finalidade de preservar, multiplicar e caracterizar
acessos, para que possam ser usados em atividades de pesquisa, principalmente em
melhoramento genético, e a caracteristica base desse tipo de cole¢do é sua dindmica, pela qual
busca sempre atender as principais demandas por parte dos programas de pesquisa. Dentro da
familia Poaceae, Paspalum destaca-se em variabilidade genética, tendo suas espécies e
ecotipos distribuidos principalmente nas regides Centro-oeste e Sul do Brasil, leste da Bolivia,
norte da Argentina, Paraguai e Uruguai.

Os acessos mantidos no BAG representam 13 unidades federativas do Brasil,
sendo 31% coletados no Rio Grande do Sul, e apresentam maultiplos usos. Além da producao
de forragem para a alimentacdo animal, podem ser utilizados para fixacdo de dunas, na
contencdo da erosdo em encostas de rodovias e em aplicagdes ornamentais, além de serem
responsaveis pela alimentacdo de diversas espécies de aves migratorias. Umas poucas

espéecies sdo classificadas como plantas invasoras. Embora haja grande ndmero de



metodologias para estimativa da variabilidade nas espécies vegetais, nenhuma tem sido téo
usada para apoiar a classificacao sistematica como a aplicacdo de descritores morfologicos,
que ainda podem ser associados a marcadores moleculares e ao fenotipo, sendo esse ultimo,
resultante da expressdo génica, do ambiente e da expressdo e interacdo de ambos (Batista,
2005).

Os campos nativos do sul do Brasil apresentam uma maior performace estival em
detrimento a hibernal, fato evidente pela presenca mais comum de gramineas do tipo C4, que
contribuem de 75 % a 95 % da biomassa da area (Millot, 2001). A quase totalidade da
producdo pecudria dos estados do Sul provém dessas pastagens, compostas, em sua maior
parte, por espécies estivais, que paralisam seu crescimento e perdem a qualidade com o frio
no periodo de inverno, gerando uma reducdo quali-quantitativa, e significativas perdas no
peso dos animais, reducdo das taxas de fertilidade, elevacdo da mortalidade, reduzindo o
desfrute com grande prejuizo econdmico (Silva et al., 2001). No entanto, existem espécies
mais resistentes ao frio, com rapida regeneracdo ap6s a ocorréncia de geadas, e com grande
potencial forrageiro, que sdo passiveis de serem melhoradas.

Neste panorama, um conjunto de recursos genéticos vegetais importantes sdo aquelas
espécies faceis de serem domesticadas e/ou utilizadas in situ, tal como é o caso das
forrageiras, frutiferas, aromaticas, medicinais, dentre outras, das quais ja se investigam
algumas espécies, que tém sido domesticadas em outras regies do mundo, com base em
materiais genéticos coletados no Cone Sul da América do Sul (Ferrer & Clausen, 2001),
incluindo o Paspalum dilatatum.

As gramineas estivais, que fazem parte das pastagens nativas do sul do Brasil,
pertencem, em grande parte, ao género Paspalum, o qual inclui cerca de 200 espécies,

amplamente dispersas em regides tropicais e temperadas, especialmente no continente



americano (Burson, 1997). Paspalum dilatatum, capim melador, € uma graminea forrageira
cespitosa perene, com rizomas curtos, ciclo estival, origindria da América do Sul,
especificamente do Sul do Brasil, Uruguai e Argentina, tendo seu cultivo estendido para
outros paises como a Nova Zelandia, Australia, Estados Unidos e outros paises tropicais e
subtropicais, principalmente por apresentar a producao de forragem altamente apreciavel por
ruminantes (Burson, 1991). Dentro do género, o grupo “Dilatata” tem especial importancia
para a area subtropical, por seu valor como graminea forrageira e ampla distribuicdo na
regido. Este grupo estd formado por quatro espécies e sete bidtipos, sendo que diferentes
niveis de ploidia e comportamento reprodutivo foram descritos para as espécies e formas que
0 compde (Pereira et al., 2002).

O modo de reproducdo é um dos fatores principais que determinam a estrutura
genética das populacGes. De acordo com a espécie, que pode ser predominantemente
autdgama, alégama, apomitica ou de reproducdo vegetativa, a diversidade genética entre e
dentro de populagfes se estrutura de forma diferente. As atividades em recursos genéticos
vegetais, melhoramento e multiplicagdo de sementes requerem o conhecimento do sistema
reprodutivo para a conservagdo adequada, utilizacdo e manutencdo da diversidade genética de
espécies consideradas (Rivas, 2001), sendo a pesquisa nesse sentido, extremamente relevante.

Conforme Garcia et al. (2000/2001), P. dilatatum é uma espécie de alto valor
forrageiro, possui grande variabilidade, tendo formas sexuais e apomiticas, e pode ser
subdividido em diferentes biotipos. Duas subespécies sdo distinguidas por algumas
caracteristicas morfoldgicas e pelo grau de ploidia. Plantas que se enquadram no bidtipo
considerado “Comum”, Paspalum dilatatum subsp. dilatatum, de anteras roxas, usualmente
sdo pentapldides (2n=50) e apomiticas, enquanto as da subsp. flavescens, de anteras amarelas,

sdo tetraploides (2n=40) e sexuais.



O gendtipo mais freqiiente ¢ o chamado biotipo “Comum”, que apresenta pareamento
irregular, apomixia e formacdo de maltiplos sacos embrionarios, baixa viabilidade de pdlen e
sementes de baixa qualidade, fato que limita a expansédo de seu cultivo como planta forrageira
comercial (Souza-Chies & Cavalli-Molina, 1995). Gauer et al. (2002) também se referem aos
bidtipos com “anteras roxas” ou “Comum” e “Torres” como tendo reprodugdo assexual por
apomixia, comprovada em andlises citologicas do saco embrionario e também, testes de
progénie. Uma das consequéncias da apomixia é a perpetuacdo de gendtipos bem adaptados a
seu nicho ecoldgico, apresentando escassa flexibilidade evolutiva e alta especializacdo local
(Garcia et al., 2000/2001). Pentapldides originados por hibridactes de tetrapldides (11JJ) com
hexapléides (11JJXX) tém sido sugeridos como possivel estratégia de melhoramento do grupo.
Porém, conforme Speranza (2005), teriam sido originados naturalmente da unido de um
tetraploide (11JJ) com um dipldide ndo relatado (XX), ou entdo, de pentaploides com
habilidades de transmitir gametas eupléides (1JX) que ao cruzarem com um tetraploide (11J),
teriam formado novamente um pentapléide.

O processo denominado de apomixia € a formacdo de sementes assexualmente, onde a
fertilizacdo e a meiose podem ndo estar envolvidas, e € um método geneticamente controlado
de reproducdo de plantas. Nesse tipo de reproducdo, o embrido desenvolve-se no ovério a
partir de uma célula somaética do 6vulo, ocorrendo a formacdo de sementes férteis, sem haver
a unido do gameta feminino com o masculino, como ocorre na reproducdo sexual. A apomixia
pode seguir trés mecanismos basicos: diplosporia, aposporia e embrionia adventicia, baseada
no sitio de origem e subseqiiente padrdo de desenvolvimento da célula que dara origem ao
embrido. Para analises de ocorréncia de apomixia, existem varias metodologias ja testadas ou
em teste no grupo Dilatata, como: 1) estudos citologicos da megasporogénese e do

desenvolvimento do saco embrionario; 2) analise de progénies; 3) andlise eletroforética de



isoenzimas; 4) analise do nimero cromossémico e comportamento meidtico; 5) analise da
frequéncia de plantulas-gémeas; 6) analise de marcadores morfogenéticos especificos; 7) teste
de auxinas (Gauer & Cavalli-Molina, 2000).

Segundo Quarin et al. (1996) é comum na tribo Paniceae, em especial no género
Paspalum, a coexisténcia na natureza de citotipos dipldides e tetrapldides da mesma espécie,
sendo os dipldides sexuais alégamos e os tetrapldides apomiticos, ou com algum potencial
para a sexualidade, em casos de apomixia facultativa.

Para os bidtipos de P. dilatatum com anteras amarelas, segundo Souza-Chies &
Cavalli-Molina (1995), ha trés formas, o bidtipo ‘“Vacaria”, “Virasoro” ¢ a subsp.
“Flavescens”, todas com 40 cromossomos, pareamento regular e reproducdo sexual.
Entretanto, esses bidtipos ocorrem em locais diferentes e apresentam diferentes morfologias,
além de mostrarem comportamento distinto, quanto a formacdo de hibridos naturais, por
exemplo, com a espécie P. urvillei. Trés formas hexaploides, com 60 cromossomos, meiose
irregular e predominantemente apomiticos, tém sido descritas para o sul do Brasil: P.
dilatatum “Uruguaiana”, com anteras roxas, a forma conhecida como tipico P. dilatatum
“Torres”, com anteras amarelas e roxas, ¢ o “Torres armado”, com diferenca desse ultimo,
principalmente na forma da inflorescéncia e espiguetas, e na distribuicdo geogréafica.

No Uruguai, ocorre outro hexaploide, do qual descende a cultivar comercial “Chira”.
Klastornick et al. (2002) citam que todos os bidtipos sdo alopoliploides. A espécie inclui
citotipos tetraploides sexuais (2n=4x=40), com férmula gendmica 11JJ- bidtipo “Virasoso”- e
citotipos pentapldides (2n=5x=50, 11JJX - tipo “comum”) e hexaploide (2n=6x=60, I1JJXX,
biotipo “Chirt”) de reproducao apomitica, sendo o biotipo pentapldide o mais freqiiente. Nos
anos de 1997, 1998 e 1999, os autores testaram a hibridacdo de trés clones 2n=4x=40,

sexuais, com o polinizador do bidtipo hexaploide, os quais produziram hibridos pentaploides,



conforme o esperado, mas também, heptaploides (2n=7x=70). Esses hibridos heptapldides se
originaram provavelmente por fecundacdo de um saco embrionario 2n de um dos clones
sexuais e constituem uma forte evidéncia de que ha gametas ndo reduzidos e partenogénese
haploide em formas sexuais de P. dilatatum, e que a hibridacdo acontece também
naturalmente, sendo possivel a hibridacdo conduzida em programas de melhoramento.

Técnicas moleculares tém ajudado a identificar os gendétipos e suas principais
variagdes. E o caso de marcadores RAPD, pelos quais, Casa et al. (1996) puderam estabelecer
diferencas entre representantes de tipos apomiticos e sexuais de P. dilatatum, verificando
grande similaridade entre as bandas diferenciais. As bandas diferenciais encontradas no
bidtipo “Torres” devem ser originarias do genoma desconhecido X, ausente no tetrapldide
(113J) e presente nos pentapldides (11JJX) e nos hexaploides (11JJXX). Por sua vez, a analise
citogenética demonstra que, enquanto os bidtipos “Uruguaiana” e o “Uruguaio” (Chira)
apresentam variagdes de formula IIJJXX, o bidtipo “Torres”, parece ter formula bastante
distinta (Burson, 1991), ainda ndo conhecida.

Entretanto, Speranza (2005) relata que o bidtipo “Torres” (2n=6x=60), assinaptico,
pode ter sido originado de um tetraploide de P. dilatatum e um citétipo octopléide P.
virgatum L. simpatrico, sem considerar perdas de cromossomos no pareamento de “Torres”, o
que causaria variagcdes na formula gendmica, notada em P. dilatatum sexuais e no tetrapldide
P. virgatum.

Como importante recurso forrageiro, Carambula (2002) destaca as caracteristicas de
resisténcia ao pisoteio e pastoreio, quando em solo com boa fertilidade, resisténcia a estiagem
e também a excessos de agua, devido ao seu sistema radical extenso, capacidade de rebrotar
vigorosamente apds periodos de secas em resposta as chuvas, grande persisténcia e demora

em se extinguir em condicdes de degradacdo das pastagens. No entanto, a producgdo de
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sementes ¢ comprometida pela suscetibilidade ao “ergot”, causado pelo fungo Claviceps
paspali, que destroi as cariopses e ataca mais frequentemente a subespécie dilatatum (Garcia
et al., 2000/2001), denominada de anteras roxas por Souza-Chies & Cavalli-Molina (1995).

A deficiente qualidade das sementes produzidas por P. dilatatum é uma das principais
causas que limitam sua difusdo comercial e a busca de resisténcia a esse fungo tem sido por
muito tempo o objetivo mais importante do melhoramento da espécie, pois ao atacar as
inflorescéncias da planta, o fungo produz grande quantidade de esclerdcios, que além de
recontaminar, compromete a semente, e pode resultar em toxicidade para o gado (Schrauf,
2002).

Souza-Chies & Cavalli-Molina (1995) também citam o aumento da qualidade das
sementes de P. dilatatum como um dos maiores objetivos de programas de melhoramento
genético da espécie, ja que seu potencial forrageiro é bem conhecido. Em seus ensaios,
representantes do bidtipo de anteras roxas apresentaram producdo de sementes viaveis inferior
aos bidtipos de anteras amarelas, aproximadamente 40% contra 75%. No entanto, a
germinacdo global de todos os bidtipos testados do grupo Dilatata, em dois periodos
diferentes: novembro/dezembro/janeiro e margo/abril, foi inferior a 20%, taxa considerada
extremamente baixa. Além da susceptibilidade ao ergot, hipdteses, como a esterilidade
causada por perdas de desenvolvimento nucelar para a formacdo de sacos aposporicos, a
polinizacdo inadequada, a ocorréncia de multiplos sacos aposporicos em um Unico ovario,
dentre outras, podem ser levantadas para a baixa eficiéncia na formagéo de cariopses.

A reproducéo por apomixia permite, segundo Usbert Filho (1981), especialmente em
condigcdes naturais, a fixacdo de genotipos polipldides altamente heterozigotos (que
geralmente sdo vigorosos e com grande capacidade de adaptacdo as condi¢cbes ambientais

vigentes), os quais, por sua esterilidade sexual, seriam incapazes de sobreviver a ndo ser por
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este processo. Também permite o aparecimento de populacdes enormes de individuos
geneticamente semelhantes para a rapida colonizacdo de habitats recém disponiveis.

Como alternativa de melhoramento da qualidade das sementes de P. dilatatum é a
hibridacdo com P. urvillei Steudel, tendo a possibilidade de que esse cruzamento confira
alguma resisténcia ao “ergot”, ja que esse evento ¢ observado naturalmente em populacdes
naturais e produz sementes com niveis variados de viabilidade, ou mesmo, interespecifica,
com o bidtipo “Virasoro”, visto que este, ndo tem apresentado “ergot” (Costa & Scheffer-
Basso, 2003). Uma das limitagdes a serem superadas em P. urvillei é o seu prolongado
periodo de florescimento, conforme resultados de Scheffer-Basso et al. (2002), o que sugere a
necessidade de estudo de praticas de manejo que concentrem o florescimento em menor
periodo de tempo, de forma a manter as plantas em continua emisséo de folhas.

A poliploidia e a hibridacdo interespecifica sdéo modos de especiacdo de plantas
sumamente difundidos, sendo que 30 a 35 % das angiospermas sdo poliploides, e destes, a
maioria é alopolipléide, que tem origem da duplicacdo espontanea ou producdo de gametas
ndo reduzidos. Speranza (2002) utilizou como estratégia de melhoramento a hibridacdo do
biotipo “Virasoso”, tetraploide (I1JJ) com o cultivar “Chirt”, hexaploide (IIJJXX), e obteve
14 hibridos, os quais além de apresentarem diferentes taxas de cruzamentos para 0S acessos
usados como mae (bidtipo “Virasoro”), produziram tanto hibridos pentapldides, como o
esperado, e hibridos heptaploides, com meiose totalmente irregular.

A producéo de hibridos heptaploides pode indicar a primeira evidéncia de ndo reducéo
dos gametas e partenogénese haploide em P. dilatatum, e por outro lado, a maior
cruzabilidade observada na planta produtora de gametas 2n sugere a presenca de um
mecanismo de balance endospérmico como barreira a hibridagédo entre materiais com distintos

niveis de ploidia nesta espécie.
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Klastornick et al. (2002), em busca de acessos diferentes no Uruguai, em populacbes
naturais de P. dilatatum na localidade de Villa Serrana (Lavalleja) encontrou um biotipo
heptapldide, antes ndo descrito para a espécie, que demonstrou ser altamente estéril e com
meiose irregular, mas apresentando aposporia.

Gametas ndo reduzidos (gametas 2n), gametas com numero cromossémico somatico
ou ainda gametas com numero cromossdmico esporofitico sdo gametas que contém o mesmo
nimero de cromossomos que as células somaticas do individuo ndo sendo por tanto, hapldides
(Schiffino-Wittmann & Dall’ Agnol, 2001). Gametas ndo reduzidos sdo resultados de processo
meidtico anormal, ndo ocorrendo reducdo do numero cromossémico, e esse evento pode
ocorrer basicamente de duas formas, na meiose I, pela restituicdo na primeira divisdo (RPD),
em que 0S cromossomos nao se dirigem para 0s pélos na anafase e em vez de duas células
com numero hapldide de cromossomos na teléfase I, ha formacdo de uma célula com nimeros
diploide; ou na meiose |1, que ocorre normalmente, mas resulta em uma diade ao contrario da
tétrade esperada. Outra forma de surgimento dos gametas 2n € na meiose Il pela restituicdo na
segunda divisdo (RSD), em que ha falta de citocinese e restituicdo de nucleos dipléides com
formacao de diades e triades. A producdo desses gametas ndo reduzidos pode ser influenciada
por fatores ambientais, como a temperatura, estresse hidrico ou nutricional.

A maioria dos trabalhos relata a deteccdo de gametas ndo reduzidos na parte
masculina, na microsporogénese, devido a facilidade de acesso ao estudo das células mée do
gréo de polen. No melhoramento, os gametas 2n podem permitir a introgressao de genes em
especies diploides silvestres para o conjunto génico cultivado, aumentando a variabilidade das
especies de uma maneira geral (Schiffino-Wittmann & Dall’Agnol, 2001).

Segundo Ferrer & Clausen (2001) as coletas de germoplasma séo realizadas por varias

razdes: 1) dispor de materiais para os programas de melhoramento dos usuarios; 2) obter
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materiais de espécies de interesse atual ou potencial que estdo em perigo de extin¢do ou
submetidas a processos erosivos e 3) para obter amostras representativas da diversidade
genética que se encontra insuficientemente representada nas colecdes ex situ. Nas atividades
de prospeccao estdo previstas as coletas sistematicas, tendo por objetivo o conhecimento das
distribuicbes geograficas e ecoldgicas dos recursos geneticos vegetais, a diversidade genética
e nas espécies com valor potencial, realizar um primeiro parecer sobre seu valor real, como é
0 caso de P. dilatatum.

Em colecbes de germoplasma, as cinco regifes do Brasil sdo representadas. No
entanto, a grande maioria dos acessos reunidos provém do Sul e Centro-Oeste, onde 0 género
Paspalum tem maior importancia na composicao floristica das comunidades vegetais. A
grande diferenca de preferéncias ecoldgicas apresentadas pelas espécies envolvidas fez com
que o germoplasma fosse disperso em uma série de colecdes vivas e bancos ativos, onde
melhor se adaptasse, incluindo também, acessos disponiveis apenas como sementes,
conservadas em camaras frias. Atualmente, a maior parte do germoplasma de espécies do
grupo Dilatata, encontra-se reunida em bancos ativos de germoplasma de plantas forrageiras
da Epagri, em Lages-SC, com a maioria dos acessos armazenados por sementes (Valls, 1987).

Muitos esforcos de simples selecdo entre espécies forrageiras nativas, para
incorporacdo das melhores a matriz forrageira comercial, tém levado a descoberta de
gendtipos promissores que, eventualmente, até chegam ao langamento, mas nem sempre
alcancam adocéo entusiastica (Valls, 2005).

Contudo, dentre tantas caracteristicas importantes para a producdo animal apresentada
pela espécie, o conhecimento da ecologia e estado evolutivo de alguns bidtipos ainda é vago,
e e possivel que os dados agrondmicos venham sendo encarados como representativos de toda

a variabilidade da espécie, o que ndo é realista. Seguindo esquema para a investigacdo do
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histérico autoecologico da vida das espécies, conforme West (1967), destacando-se seis
classes de informacédo a serem buscadas na pesquisa, que sdo a taxonomia, a genecologia, a
historia do desenvolvimento, relacdes ecologicas, fisiologia e valor econémico. Nesse sentido,
0s estudos com P. dilatatum, além de sua importancia econdmica, posto que € uma graminea
nativa perene, devem abranger também, devido a sua ampla variabilidade, tanto genética
guanto morfologica, estudos mais aprofundados e que objetivem desvendar sua historia
autoecologica e a consequéncia da variacdo dos biotipos quanto a morfologia, niveis de
ploidia e sistemas reprodutivos sobre sua constituicdo genética, preferéncias ecoldgicas,
fenologia e potencial de producéao de forragem.

E necesséario que as plantas, com destaque especial para as plantas forrageiras que
ocorrem naturalmente no Brasil, sejam caracterizadas em todos 0s seus aspectos possiveis,
tendo em vista a importancia da caracterizacdo do germoplasma nativo do Brasil (Tedesco et
al., 1999). Com isto, o estabelecimento de linhas de pesquisa em melhoramento genético, que
tratem de incorporar resisténcias a patdgenos em materiais com bom potencial, passa a exigir
a busca mais intensa por diversidade, o estabelecimento de cole¢des amplas, as triagens
acuradas de resisténcia a fatores adversos e, enfim, os métodos de melhoramento muito mais
sofisticados que a simples selecdo entre espécies forrageiras potenciais distintas ou entre
acessos variados de uma mesma espécie para difusdo imediata (Valls, 2005), o que somente

faz sentido quando for baseado em colegdes representativas da variabilidade natural existente

na espécie.
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HIPOTESES

- Ha eventos de hibridacdo ndo descritos anteriormente em Paspalum dilatatum
compreendendo a variabilidade da espécie passivel de serem representados no banco de
germoplasma;

- Bidtipos de P. dilatatum apomiticos considerados obrigatorios podem ter originado hibridos
através de gametas ndo reduzidos;

- Existem caracteristicas morfofisioldgicas intermediarias nos possiveis hibridos
interespecificos entre P. dilatatum e P. urvillei;

- Ha uma ampla variabilidade no Bidtipo Torres quanto a sua capacidade de hibridacdo e de

outros individuos do grupo Dilatata, ainda ndo conhecidos completamente;

OBJETIVOS

- Caraterizar morfoldgica e citogenéticamente materiais discrepantes que compde o BAG de
Paspalum, para a composicdo de parametros seguros para a diferenciagdo, permitindo a
inclusdo adequada em categorias taxonémicas.

- Viabilizar um banco de dados, possibilitando que a manipulacdo destas plantas contribuia
para o desenvolvimento de tecnologias emergentes.

- Para atingir tais objetivos, ensaios foram conduzidos em casa de vegetacdo através de
acessos coletados no Sul do Brasil, onde verificou-se caracteristicas morfologicas e

citogenéticas.
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Caracterizacdo morfoldgica e citogenética de acessos de Paspalum
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RESUMO - Em coletas realizadas no sul do Brasil, acessos de Paspalum foram
caracterizados e comparados entre si, a partir da analise de grupos distintos, que sugerem a
ocorréncia de diferentes hibridacfes na origem dos materiais com distintos niveis de ploidia.
Para pentaploides supostamente oriundos de hibridacdes naturais interespecificas, foram
levantadas caracteristicas que aproximam o0s acessos V14285, V14289 e V14860 de
Paspalum dilatatum bidtipo “Torres” (V14401) ou de P. urvillei (V14392), com valores
intermediarios para o numero de afilhos e a altura do primeiro entrend visivel. Verificou-se
também, a presenca de grdos de pdlen ndo corados ou dimorficos em todos os pentaploides
deste primeiro grupo. Ja nos pentapldides supostamente oriundos de hibridacGes
intraespecificas, foram encontrados valores intermedidrios para as caracteristicas
morfologicas. Quanto aos aspectos citogenéticos, verificou-se desbalanco na divisdo celular
nos pentaploides, com dimorfismo e baixa viabilidade de polen. Um acesso heptaploide,
reportado pela primeira vez do Brasil, apresentou varios arranjos celulares, formando diades,
poliades e tétrades normais, configurando irregularidades na meiose. No entanto, houve

formagéo de sementes, com germinacao superior a 50%.

ABSTRACT - In germplasm collections undertaken in Southern Brazil, accessions of
Paspalum have been characterized and compared, according to distinct groups, that suggest
the occurrence of distinct hybridizations in the origin of materials with distinct ploidy levels.
Morphological features were surveyed for pentaploids supposed originated from interspecific
natural crosses, which locate the accessions V14285, V14289 e V14860 closer to the
Paspalum dilatatum “Torres” biotype (V14401) or to P. urvillei (V14392), with some features
presenting intermediate values, such as the number of shoots, and the height of the first

visible node. Unstained and dimorphic pollen grains were observed in all pentaploids of this

18



group. As concerns pentaploid accessions supposedly originated from intraspecific natural
hybridizations, intermediate values were found for morphological features. Concerning
cytogenetic aspects, unbalanced cell division, dimorphic pollen, and low pollen viability
estimates were observed in pentaploids. A heptaploid accession, for the first time reported
from Brazil, has shown variable and abnormal meiotic behavior, forming diads, polyads, and

normal tetrads. However, normal seed was developed, with germination above 50%.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Universidade de Passo Fundo, na Embrapa Trigo no

Rio Grande do Sul e em campo experimental particular, em parceira com a Embrapa Recursos

Geneéticos e Biotecnologia/Cenargen e Universidade Federal de Santa Catarina, e conta com

acessos do Banco Ativo de Germoplasma/BAG de Paspalum, além de um acesso tetrapldide

do bidtipo “Virasoso”, coletado localmente, em Passo Fundo-RS, de populagdo com nimero

cromossdémico 2n=2x=40 contado anteriormente por Hickenbick et al.(1992), conforme a

stagem na tabela 1:

Tabela 1. Contagem cromossdmica para espécie e possiveis hibridos de Paspalum e locais de

coleta dos acessos

Espécie ou hibrido de Paspalum NUmero 2n*
de coleta
P. dilatatum “Comum” V14349 50
P. dilatatum “Comum” V14371 50
P. dilatatum “Comum” V14201 70
P. dilatatum “Uruguaiana” V14251 60
P. dilatatum “Uruguaiana” X ”Virasoro” (?) V14253 50
P. dilatatum “Uruguaiana” X ”Virasoro” (?) V14930 50
P. dilatatum “Uruguaiana” X ”Virasoro” (?) V14949 50
P. dilatatum “Torres” V14401 60
P. dilatatum “Torres” V14887 60
P. dilatatum “Torres” X P. urvillei (?) V14285 50
P. dilatatum “Torres” X P. urvillei (?) V14289 50
P. dilatatum “Torres” X P. urvillei (?) V14860 50
P. juergensii X P. Urvillei (?) V14811 30
P. paniculatum L. V14347 20
P. paniculatum X P. urvillei (?) V14294 30
P. pauciciliatum Parodi V14570 40
P. regnellii Mez. X P. urvillei (?) /14348 40
P. regnellii X P. urvillei (?) V14779 40
P. dilatatum “Virasoro” Virasoro 40
P. urvillei Steudel V14392 40

Local de coleta

S&o José do Herval, RS,
Brasil

Passo Fundo, RS, Brasil
Passo Fundo, RS, Brasil
Uruguaiana, RS, Brasil
Uruguaiana, RS, Brasil
Alegrete, RS, Brasil
Alegrete,, RS, Brasil

Bom Jardim da Serra, SC,
Brasil

Florianopolis, SC, Brasil
Xangri-14, RS, Brasil
Torres, RS, Brasil

Porto Alegre , RS, Brasil
Erechim, RS, Brasil

Bom Retiro do Sul, RS,
Brasil

Dom Pedro de Alcantara,
RS, Brasil

Ponta Pord, MS, Brasil

Bom Retiro do Sul, RS,
Brasil

Santa Cruz do Sul, RS,
Brasil

Passo Fundo, RS, Brasil

Lages, SC, Brasil

Lat S

29° 02

28°13
28°16'
29° 52
29° 52
29° 58’
29°58
28°23

27° 41
29° 46'
29°20°
30° 04’
27° 38
29° 34

29°22

22°21
29° 34

29°41

28°16'
27° 49

Long
W

52°17

52022
52°2T
57°13
57°13
56° 08'
56° 08’
49° 32

48° 32
50°02'
49°43
51°07
52° 14’
51°50°

49° 50’

55°13
51°50°

52°24'

52°21
50° 14’

*Numeros de cromossomos somaticos fornecidos pela Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia, DF.
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Os acessos foram coletados por José F. M. Valls e colaboradores, originalmente
mantidos na Embrapa Cenargen, em Brasilia, Distrito Federal, em diversos pontos do Rio
Grande do Sul e em Santa Catarina, e submetidos a contagem cromossdmica em mitose
(Machado et al, 2005), pelo protocolo descrito por Pozzobon & Valls (1987).

Os acessos foram enviados em mar¢o de 2005 e clonados, mantidos em vasos com 4
kg de solo corrigido, em casa de vegetacdo, até o final de seu periodo reprodutivo, em
delineamento completamente casualizado, com trés repeti¢cbes, onde alguns individuos
perdidos, em decorréncia de geadas no periodo de inverno, foram repostos posteriormente,
sendo que tomou-se 5 repeticdes para as medidas de tendéncia central para dados
morfoldgicos.

No estadio de florescimento e frutificacdo das plantas, foram feitas avaliacdes
relativas a morfofisiologia, verificando-se as temperaturas médias diarias até o florescimento
considerando a temperatura basal de 10 °C desde o estadio vegetativo ao reprodutivo (dados

obtidos através do site da Embrapa Trigo: www.cnpt.embrapa.br) para a cidade de Passo

Fundo-RS.

Foram medidos também, caracteres morfolégicos como a estatura das plantas,
namero de afilhos, nimero de afilhos reprodutivos, comprimento e largura da ldamina da folha
bandeira, nimero de entrends e altura do primeiro entren6 nos afilhos, utilizando-se medidas
de tendéncia central para a composi¢do de tabelas descritivas, um metodo adotado pela
facilidade das comparacGes.

Em relacdo a morfologia das inflorescéncias, foram avaliados aspectos do eixo
floral, com observa¢Ges quanto a exposi¢do das paniculas, anteras, estigmas e espiguetas,
mediu-se o comprimento do eixo floral a partir do entrend original da inflorescéncia e o

comprimento a partir do ramo basal, o comprimento do ramo basal, nimero de ramos por
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inflorescéncia, nimero de espiguetas no ramo basal, e comprimento médio das espiguetas do
ramo basal, conforme esquema apresentado na figura 1.

Para essas avaliacdes, foram consideradas inflorescéncias das plantas a medida que
estas eram expostas, sendo algumas coletadas, fotocopiadas e herborizadas para avaliagdes e
comparacgOes entre si, através de médias desbalanceadas. O municipio de Passo Fundo, onde
os experimentos foram conduzidos estd localizado a 28°15’S e 52°24”W e a 687 m de
altitude, na regido do Planalto Médio do Rio Grande do Sul, com clima do tipo fundamental
umido (f) e variedade especifica subtropical (Cfa), com chuvas bem distribuidas durante o ano

e temperatura média do més mais quente superior a 22 °C (Moreno, 1961).

) \
1 " \/
> 3 | S j

Figura 1. Esquema de avaliacdo da inflorescéncia de Paspalum: 1) Distancia entre o ramo
basal e o ramo apical (distancia média dos ramos); 2) Comprimento do eixo da
folha bandeira ao ramo basal e 3) comprimento total do eixo floral 4) Imagem da
Panicula de Paspalum sp.

Os angulos e formatos das paniculas também foram observados, descritos e ilustrados
por exemplares fotografados e herborizados. Também foram feitas analises comparativas
descritivas, em tabelas, utilizando-se medidas de tendéncia central. Para fins de anlises

estatisticas, realizou-se Andlise de Variancia (ANOVA) para 14 variaveis, com 5 repetices,

comparados grupos de bidtipos e comparando todos os bi6tipos avaliados nesse trabalho, e as
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médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de significancia. Também usou-se uma
analise multivariada, em que uma matriz de dados de dissimilaridades pela Distancia de
Mahalanobis, Analises de Agrupamento pelo Método Hierarquico com Ligacdo Completa,
onde gerou-se um Dendograma para cada comparacao entre biotipos e com todos os bidtipos,
bem como, uma Analise de Caracteres com maior Contribuicdo (Singh), enfatizando a
importancia dos caracteres, que segundo Cruz (2006) avalia a importancia de cada caracter
para a diversidade e facilitando o descarte de caracteres para futuros estudos com 0s acessos.

Para andlises citogenéticas, para verificacdo das meioses dos acessos, utilizou-se a
técnica de esmagamento de anteras com corante Carmim Acético a 1%. As inflorescéncias
foram coletadas no momento em que se encontravam dentro da folha bandeira, antes da
antese, sendo fixadas em Alcool Absoluto (Etanol): Acido Acético (Glacial) nas proporcdes
(3:1) por 24 horas, e mantidas em Alcool (Etanol) 70 % para conservar. Preparou-se as
anteras das espiguetas, trés por lamina, e foram observadas em microscépio dptico.

Os materiais associados ao Bibtipo “Torres”, que originalmente, haviam sido
coletados como representantes do bidtipo “Torres” de P. dilatatum, sdo apresentados na
Tabela 2, assim como um acesso que representa P. urvillei, V14392, com o respectivo nimero
de coleta e numero de cromossomos. Em contagens cromossdmicas indicaram ndmero
diferente daquele observado no biotipo “Torres” (60 cromossomos) sugerindo a presenca de
pentaploides com origem distinta do bidtipo “Comum”, até entdo Unico pentaploide
conhecido na espécie e o mais amplamente difundido. Os dados citologicos, associados a
analise morfoldgica preliminar ainda sugeriram a possibilidade de hibridacdo natural de

plantas do bidtipo “Torres” com P. urvillei, espécie simpatrica aos acessos em pauta.
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Os matériais associados a hibridac6es intraespecificas, assim como 0s associados a

hibridacdes interespecificas também sédo relacionados na Tabela 2, com respectivo numero de

coleta e nimero de cromossomos.

Tabela 2. Identificacdo e contagem cromossdmica dos acessos de Paspalum agrupados para

comparacao morfologica

Espécie ou hibrido de Paspalum associados Numero de coleta 2n
ao biotipo “Torres”
P. dilatatum “Torres” V14401 60
P. dilatatum “Torres” V14887 60
P. dilatatum “Torres” X P. urvillei ? V14285 50
P. dilatatum “Torres” X P. urvillei ? V14289 50
P. dilatatum “Torres” X P. urvillei ? V14860 50
P. urvillei V14392 40
NUmero de coleta 2n
Acessos intraespecificos comparados
P. dilatatum “Comum” V14349 50
P. dilatatum “Comum” V14371 50
P. dilatatum “Uruguaiana” V14251 60
P. dilatatum “Uruguaiana” X “Virasoro” ? V14253 50
P. dilatatum “Uruguaiana” X “Virasoro” ? V14930 50
P. dilatatum “Uruguaiana” X “Virasoro” ? V14949 50
P. dilatatum “Virasoro” Virasoro 40
NUmero da coleta 2n
Acessos Interespecificos comparados
P. juergensii X P. urvillei ? V14811 30
P. paniculatum V14347 20
P. paniculatum X P. urvillei ? V14294 30
P. pauciciliatum V14570 40
P. regnellii X P. urvillei ? V14348 40
P. regnellii X P. urvillei ? V14779 40
P. urvillei V14392 40
P. dilatatum* V14201 70

* Acesso descrito separadamente, primeiro heptapldide descrito para o Brasil.

O cronograma de atividades no ensaio € apresentado na Tabela 3, onde as atividades

sdo descritas, bem como, o periodo de realizacdo das mesmas.
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Tabela 3. Cronograma de Atividades

Atividade Periodo

Recepcao dos acessos, transplante e Margo de 2005 a maio de 2008.

conducéo dos ensaios

Corte de uniformizacéo das plantas  Anual, apés o florescimento das plantas (marco/abril)

Adubacéo e escolha de substrato Utilizou-se substrato comercial com a seguinte anélise
de solo: M.O. (g.kg )= 35, pH (Hx0)= 5,5; P.
disponivel (mg.dm )= 36; K. disponivel (mg.dm )=
120; Al trocavel (cmolc.dm 73)= 0; Ca trocavel
(cmolc.dm 3)= 4,5; Mg trocavel (cmolc.dm 3)= 1,8;
CTC (cmolc.dm 3) = 12; Teor de Argila= < 30%.

- Utilizou-se Nitrogénio, 50 kg/ha no terceiro ano, em
setembro de 2007, para estimular a floracdo dos

acessos.
Coletas e medigdes
-Estadio Vegetativo - data: a partir de novembro de 2005.
-Estadio Reprodutivo - de acordo com o desenvolvimento dos acessos (sem
data precisa)
Anélises citogenéticas A partir de outubro de 2006
Analises e comparagoes A partir de marco de 2006

(descricdes)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo morfoldgica de novos pentaploides de Paspalum dilatatum Poir. associados
ao bidtipo “Torres”: colmos, folhas e inflorescéncias

Foram avaliados acessos de Paspalum dilatatum (Poaceae - grupo Dilatata), os quais,
em analise mitdtica, apresentaram comportamento distinto dos demais, com cinquenta
cromossomos, e de origem provavelmente diferente do bidtipo pentapldide de P. dilatatum
conhecido por “Comum”, conforme dados dispostos na tabela 4.

Conforme Machado et al. (2005) o biétipo “Comum” era o unico pentapléide descrito
para a espécie e de interesse agronémico e ha indicios de ter sido formado por um cruzamento
entre P. dilatatum subsp. flavecens (tetrapldide) com um bidtipo Uruguaio hexapldide, e que
tal hibridacdo natural teria originalmente ocorrido no Uruguai. No entanto, esses novos

pentapléides encontrados no Brasil ndo parecem ter a mesma origem, por terem sido
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encontrados em local distinto da ocorréncia dos primeiros, que deram origem ao pentapldide
“Comum” e por apresentarem caracteristicas morfologicas discrepantes, sugerindo que a
hibridacdo natural que os originou tenha sido com genitores diferentes, no caso o biotipo
“Torres”, que ¢ hexaploide, com P. urvillei, tetrapldide sexual.

Tabela 4. Contagem cromossémica de acessos de Paspalum e amplitude térmica até o inicio
do florescimento no ano de implantacéo

Espécie ou hibrido de Paspalum Numero de coleta  2n Amplitude térmica até o
inicio do florescimento (X°C)

P. dilatatum “Torres” V14401 60 2169,2 a 3395,7

P. dilatatum “Torres” V14887 60 *

P. dilatatum “Torres” X P. urvillei V14285 50 2917,5 a 3857,9

P. dilatatum “Torres” X P. urvillei V14289 50 2917,5

P. dilatatum “Torres” X P. urvillei V14860 50 3325,8 a 4519,9

P. urvillei V14392 40 2030,3 a 2169,2

No segundo ano de implantagdo esses genotipos apresentaram grande sincronia no florescimento * Acesso ndo
floresceu no primeiro ano, floresceu apenas no 3° ano da conducdo do ensaio e ndo foi estimado a soma térmica
mas coincidiu com a época de florescimento dos demais acessos estudados.

A distribuicdo geografica desses novos acessos pentapldides e a ocorréncia simpatrica
do biotipo “Torres” com P. urvillei reforcam a hipotese do evento ter ocorrido, pois 0 acesso
V14285 e V14289 foram coletados no Litoral Atlantico e o acesso V14860, na Depressao
Central (ambas do Rio Grande do Sul), areas associadas geografica e morfologicamente ao
bidtipo hexaploide “Torres” e onde ocorre abundantemente P. urvillei (Machado et al., 2005)

P. urvillei (Figura 2a) possui inflorescéncias ricas, nos salientes, glabros, bainhas
glabras na porcdo superior e hirsuta na parte inferior, ao passo que P. dilatatum possui grande
diversidade morfoldgica, e € conhecido por ser uma graminea cespitosa com rizomas curtos
(Figura 2b) (Aragjo, 1971). Com relagdo aos nimeros de cromossomos, um levantamento
realizado por Pagliarini (2005), apontou que pelo menos 110 espécies de Paspalum,
abrangendo cerca de 560 acessos pertencentes a diferentes grupos taxondmicos ja foram

citologicamente estudadas. Esse levantamento revelou que ha uma predominancia do numero

26



basico x = 10, e dentre os acessos estudados, 20,10 % mostraram-se diploides, enquanto 63,17
% foram tetraploides.

Mesmo sendo as repeticdes compostas por individuos clonais, elas parecem ter sofrido
influéncias do ambiente para iniciarem o processo de florescimento. Os acessos que
apresentaram maior sincronismo no inicio do florescimento foram o V14289, variando de
2030 a 2170 GD de soma térmica e 0 V14392 (P. urvillei), com média de 2900 GD, ao passo
que 0 acesso V14887 ndo apresentou florescimento em nenhuma repeticdo (Tabela 4).
Observou-se a formacdo extemporanea de uma inflorescéncia, mal formada, no acesso
V14285, que pode ser uma resposta a poda drastica para uniformizacao dos acessos, no inicio
do estabelecimento, ou ao frio intenso, ocorrido nessa mesma época e capaz de inviabilizar as

cariopses.

Figura 2. a. Paspalum urvillei (Conforme IFAS, Center for Aquatic Plants- University of
Florida, Gainsville, 1996); b. Paspalum dilatatum: 1) Habito de crescimento; 2)
Ligula; 3) Inlforescéncia e 4) espigueta.
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Aguado-Santacruz et al. (2004) referem-se ao nimero cromossémico de gramineas
temperadas, que tém o nimero basico de sete cromossomos, comum também em cereais como
trigo, cevada, aveia e centeio. Porém, em gramineas tropicais, 0 genoma haploide é de 8, 9 ou
10 cromossomos, mas ambos os tipos podem possuir poliploidia, sendo comum em pelo
menos 70 % das gramineas, um numero considerado altissimo, quando comparado com as
demais familias de plantas com flores, onde somente 30 a 35 % apresentam essa
caracteristica.

Grande parte das gramineas apresenta comportamento reprodutivo alogdmico, poucas
sdo autdgamas e mais raras sdo apomiticas. Entretanto, entre estas Ultimas situa-se uma
grande quantidade de linhagens das espécies ja estudadas de Paspalum (Valls, 2005).

Em analise inicial, os acessos V14285 e V14289 parecem ser plantas mais robustas do
gue as demais, onde o comprimento e a largura de suas folhas sdo maiores.

A partir da estacdo de crescimento, verificou-se que o incremento de biomassa dos
acessos foi aumentando de acordo com o aumento da temperatura, condizendo com seu ciclo
estival, confirmando a citacdo de Bennett (1976) de que a temperatura 6tima para o
afilhamento de P. dilatatum é de 27 °C.

Quanto a resisténcia ao frio, Venuto et al. (2003) se referem a baixa resisténcia ao frio
e por tanto, pouca persisténcia do bidtipo “Torres” no Texas (EUA). Em geral, o bi6tipo
“Uruguaio” apresentou melhores condi¢des de produgdo, quando comparado aos bidtipos
“Torres”, “Uruguaiana” e “Comum” nas condi¢des de frio do Texas e Louisiana, justificando,
por contraste, a maior sensibilidade ao frio apresentada pelos acessos de V14887 e VV14285.
Ja P. urvillei apresenta boa toleréncia a geadas, aspecto desejavel para a regido sul do Brasil

(Scheffer-Basso et al., 2002).
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Quanto a aspectos morfoldgicos, foi avaliado o numero de afilhos totais e de afilhos
reprodutivos no inicio do estadio de florescimento, ficando demonstrado haver maior nimero
de afilhos vegetativos em relacdo aos reprodutivos (Figura 3). Os supostos genitores
apresentam menor numero de afilhos totais, evidenciando, no entanto, mais afilhos

reprodutivos em média do que o0s acessos hibridos.

‘l Totais O Reprodutivos

itLLLh

Torres 14285 14289 14860 Urvillei

Figura 3. Afilhos totais e afilhos reprodutivos em acessos de Paspalum no estigio de
florescimento.

Observou-se a presenca de afilhos em nos afastados do solo (Figura 4) a partir do
primeiro n6, na maioria dos acessos, exceto nas plantas de V14887 (que ndo atingiu
florescimento) e VV14860.

J& 0s acessos V14285 e V14860 apresentaram 0 aspecto da touceira mais aberta que as
plantas dos demais acessos. O acesso V14887 ndo floresceu na época dos demais acessos,
somente no terceiro ano de estabelecimento do ensaio, apresentando maior densidade de
afilhos, ndo podendo ser comparada com os demais na epoca das avaliagdes por ndo obedecer
aos mesmos padrdes. Em geral o florescimento foi pouco denso, com inflorescéncia com

poucos ramos, com aspecto do bidtipo “Torres”.
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Os acessos do biotipo “Torres” apresentaram afilhos oriundos de nos afastados do
solo, com capacidade de enraizar-se, podendo ser considerado uma forma alternativa de
propagacao (Figura 4).

Conforme Venuto et al. (2003), o bidtipo “Torres” é descrito como portador de habito
semi-prostrado, assim como o bidtipo “Comum”, sugerindo que a presenca de afilhos axilares
contribua para essa caracteristica, tendo em vista que colmos com afilhos em nds elevados do
solo se tornam mais pesados e mais prostrados. Os autores referem-se também ao habito mais

ereto do bidtipo “Uruguaio”, o qual produziu mais forragem e foi mais resistente ao frio do

que os biotipos “Comum”, “Uruguaiana” e “Torres”, em ensaios realizados no Texas.

Figura 4. Estol6es em V14860 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei ?) e V14401 (P. dilatatum
“Torres”)

J& para P. urvillei, ha descricdo de estatura variando de 1 a 2,5 m (Scheffer-Basso et
al., 2002), assim como observado na média das plantas desse experimento. A estatura e a
altura do 1° no6 visivel de P. urvillei foi significativamente maior que 0s demais acessos pelo
Teste Tukey a 5%, ao passo que para 0 numero médio de nds, ndo houve diferencas
signiticativas (Tabela 5).

Garcia et. al. (2000/2001) analisando populagdes naturais do bidtipo “Comum” na
Argentina, verificaram de 3 a 3,15 afilhos reprodutivos nos nos e estatura variando de 93,86

cm a 100,01 cm, porém ndo se referem a altura do primeiro n6. Encontrou-se pilosidade nas
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laminas foliares logo no inicio da emissdo dos afilhos, onde apenas o0 acesso representante de
P. urvillei foi glabro, agrupando os acessos do biotipo “Torres” (V14401 e 14887) com seus
possiveis derivados V14285, V14289 e VV14860.

Tabela 5. Altura do primeiro n6 visivel, nimero de nds nos afilhos reprodutivos e estatura dos
acessos de Paspalum

Acessos Alturado 1°né Numero médio  Estatura
(cm)* de n6s** (m)***
V14392 (P. urvillei) 20,20 a 4,50 ns 1,25a
V14289 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei) 14,00 b 4,00 089 c
V14860 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei) 11,33 ¢ 4,00 0,76 d
V14285 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei) 10,00 c 4,00 1,07 b
V14401 (P. dilatatum “Torres”) 10,00 ¢ 4,50 1,04 b

Médias com letras iguais na coluna ndo diferem pelo teste Tukey a 5%. *C.V. 7,41% ** C.V.17,33%  ***
C.V.5,08%

A posigdo dos pélos na lamina foliar e a intensidade da pilosidade encontrada nos
acessos sdo apresentadas na Tabela 6, onde foram seccionados em macropélos (pélos
geralmente longos e esparsos) e micropélos (pélos mais curtos e mais densos).

Observou-se que o0s acessos V14887, V14401, V14285, V14289 e V14860
apresentaram a borda da lamina de coloragéo arroxeada, diferente de P. urvillei (V14392) e
antocianinas (pigmentos avermelhados) nas laminas foliares do acesso V14285,
principalmente nas folhas proximas a base dos colmos, porém presente também em folhas
novas.

Tabela 6. Disposi¢do de macropélos e micropélos na lamina foliar dos acessos

Pilosidade Face da lamina foliar Acessos
Ambas faces 14289 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei - ?);
14285 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei - ?)
Macropélos
Abaxial 14401 (P. dilatatum “Torres”™)
Micropélos Abaxial 14860 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei - ?);

14887 (P. dilatatum “Torres”™)
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Em relacdo a bainha, considerou-se, separadamente, micropélos (pilosidade curta e
mais abundante, densa, comprimento inferior a 2 mm) e macropélos (pilosidade esparsa e em
geral pélos mais longos, maiores que 2 mm) para medir a intensidade da pilosidade,
apresentados na tabela 7.

O carater observado referente a pilosidade das bainhas nos acessos coletados
originalmente como representantes do bidtipo “Torres” se assemelha com o observado em P.
urvillei (V14392), inferindo na possibilidade da hibridacéo ter ocorrido.

Tabela 7. Pilosidade das Bainhas de acessos de Paspalum

Pilosidade ACessos

Micropélos V14285 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei ?),
V14289 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei ?),
V14860 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei ?)
V14392 (P. urvillei)

Macropélos V14401 (P. dilatatum “Torres™)
V14887 (P. dilatatum “Torres™)

A pilosidade, proximo a ligula, apresenta grande variabilidade, conforme citado por
Oliveira (2004), porém ndo apresenta grande importancia taxonémica para a espécie.

Ainda em relacdo as folhas, percebe-se aproximacdo quanto a largura da 1amina foliar
nos acessos V1489, V14285 e V14401, apresentando maiores larguras, ao passo que V14860
se aproxima de P. urvillei (V14392), sendo mais estreitas € com comprimento inferior.
Verificou-se também a relacdo entre bainha e lamina da folha bandeira, em que o acesso
V14860 apresentou bainha maior em relacdo ao comprimento da I&mina da folha bandeira
(Tabela 8).

Caracteristicas relativas a morfologia dos acessos em estadio vegetativo e reprodutivo
podem ser influenciadas pelo ambiente, e variabilidade natural entre os acessos pode ser
considerada comum, no entanto as variagcBes foram observadas a nivel de ploidia nesses

acessos (Machado et al., 2005). Para pentapldides de P. dilatatum do tipo “Comum”, Garcia
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et al.(2000/2001) verificaram largura da folha bandeira variando de 0,68 cm a 0,72 cm e
comprimento de 13,67 cm a 15,18 cm, indicando serem mais estreitas que as observadas nesse
trabalho, porém com comprimento semelhante.

A largura da lamina foliar foi significativamente menor em P.urvillei e no acesso
V14860, bem como, o comprimento da lamina foliar, significativamente menor no acesso
“Torres” (V14401). Quanto a relacdo bainha/folha bandeira, em V14860, foi
significativamente maior que nos demais acessos comparados, ao passo que V14285 e
V14289 sdo semelhantes quando comparados pelo teste Tukey a 5%, diferentes
significamente do bidtipo “Torres” (Tabela 8).

Tabela 8. Largura e comprimento médio da lamina da folha bandeira e relacdo comprimento
da bainha e da ld&mina da folha bandeira de acessos de Paspalum

Acessos Largurada Comprimento  Relacdo bainha/
lamina foliar da lamina lamina da folha
(cm)* foliar (cm)** bandeira***
V14289 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei ?) 15a 27 a 1,77 b
V14285 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei ?) 1,3 ab 21 b 1,69 bc
V14401 (P. dilatatum “Torres”) 1,15Db 90 d 1,00 d
V14392 ( P. urvillei) 0,90 ¢ 16 ¢ 157 ¢
V14860 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei ?) 0,83 ¢ 155¢c 2,27 a

Médias com letras iguais na coluna ndo diferem pelo teste Tukey a 5%. *C.V.11,43.% **C.V.7,02% ***
C.V.6,34%

Skinner & Nelson (1995) referem-se que a folha mais curta em P. urvillei é a bandeira.
Os acessos V14887, V14285 e V14860 desprendem a bainha na por¢do basal das folhas,
sendo que esses dois Ultimos ainda apresentam pigmentos vermelhos marcantes (antocianinas)
e bastante pilosidade, 0 que parece ser uma caracteristica comum que aproxima esses acessos
coletados no Rio Grande do Sul.

Grande parte das diferencas entre os bidtipos de Paspalum é observada nas
inflorescéncias (Oliveira, 2004). Na Tabela 9 sdo apresentadas algumas caracteristicas em

relacdo as inflorescéncias dos acessos de Paspalum estudados, onde o acesso V14392 de P.
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urvillei apresentou inflorescéncia diferente dos demais, caracterizada por ser ereta, tipo lanca,
ou seja, mais lineares.

Ja os demais acessos apresentaram inflorescéncias inclinadas e em formato piramidal,
caracteristico do bidtipo “Torres”. Ramos da panicula também foram observados, no que, dos
acessos hibridos, apenas 0 V14285 ndo mostrou inser¢do oposta na raquis, assim como P.
urvillei, o que pode também ser um indicio dessa hibridacéo.

Tabela 9. Caracteristicas referentes as inflorescéncias de Paspalum

Caracteristicas Acessos

Inflorescéncia Ereta (Tipo Langa) V14392 (P. urvillei)

V14285 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei - ?);

Inflorescéncia Inclinada (45 °) - piramidal V14289 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei - ?);
V14860 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei - ?);
V14401 (P. dilatatum “Torres”);

V14401(P. dilatatum “Torres™);
Insercdo oposta dos ramos V14289 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei - ?);
V14860 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei).

A coloragcdo das anteras foi roxo-amarelada nos acessos exceto em P. urvillei
(V14392), ao passo que para 0 acesso V14289, alem dessa caracteristica de anteras roxo-
amareladas, mas também anteras amarelas vazias, sésseis, aparentemente sem pdlen.

Pozzobon et al. (2000) refere-se a um acesso coletado em Bagé-RS, o qual
apresentava anteras amarelas e um nivel de ploidia que ndo coincidia com a referéncia
morfolégica relacionada a cor de anteras, mostrando 50 cromossomaos.

Quanto a exposicdo das inflorescéncias, alguns acessos foram diferentes quanto ao
momento de inicio da antese. Alguns acessos expondo as anteras e estigmas antes mesmo da
inflorescéncia estar totalmente exposta da folha bandeira, e outros, apenas no momento em
que a panicula ja se encontrava exposta totalmente (Tabela 10).

O biotipo “Torres” ¢é descrito por Burson et al. (1991) como apresentando

inflorescéncias piramidais, ramos curtos e numerosos, assim como 0 observado nesse ensaio,
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e nos supostos derivados desse bidtipo: V14285, V14289 e V14860. Reconhecer essas
diferencas € um ponto importante para diferenciar 0s acessos, ja& que grande parte das
diferencas encontram-se nesse aspecto (Oliveira, 2004). O esquema da insercdo oposta dos

ramos na figura 5.

A

A
B
3

Figura 5. Inflorescéncias a) aspecto piramidal do bidtipo “Torres” e b) inser¢ao oposta dos
ramos (foto do acesso V14289 P. dilatatum “Torres” X P. urvillei ?).

Tabela 10. Antese das flores quanto a exposicdo da inflorescéncia em Paspalum

Eventos Acessos
Expbe estigmas e anteras apds expor a V14401 (P. dilatatum “Torres”);
panicula V14285 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei - ?);

Exp0e estigmas e anteras antes de expor V14860 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei - ?);
totalmente a panicula V14289 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei - ?);
V14392 (P. urvillei);

As anteras, que antes era um forte marcador morfolédgico relacionado a sexualidade

das plantas de P. dilatatum e também ao nivel de ploidia, passaram a ser mais um ponto de
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interrogacdo, pois ndo mais reflete 0 que se esperava, e sim, norteia algumas inferéncias
evolutivas ou adaptativas da espécie relacionada com outras ocorréncias simpatricas a essa.

O comprimento do eixo da inflorescéncia foi maior em P. urvillei (V14392), assim
como o comprimento do eixo de onde parte o primeiro ramo (mais basal) até o ultimo ramo
(apical), caracterizando a espécie pelo longo eixo floral, e a diversidade apresentada pelos
acessos, pode ser decorréncia das segregacOes decorrentes da hibridacéo (Tabelas 11 e 12)

Para 0 nimero de ramos por panicula, Garcia et. al. (2000/2001) verificaram menos
que 5 para o bidtipo pentapléide “Comum™, bem inferior ao apresentado pelos acessos
estudados (Tabela 11). Os autores também se referem ao comprimento do ramo basal,
variando de 7,18 cm a 8 cm, e ao numero de espiguetas no ramo basal, denominados de
sementes pelos autores, que variou de 85 a 91.

Tabela 11. Descricdo do eixo da inflorescéncia de acessos de Paspalum

Comprimento do Comprimento do Distancia Comprimento

eixo da eixo dainsercdo  média total do eixo
Acessos inflorescéncia do ramo basal entre da
até ainsercdo do  até a do ramo ramos inflorescéncia
ramo basal apical (cm)** Fxk (cm) ***x*
(cm*)
V14392 (P. urvillei); 50,57 a 19,57 a 1,83 a 70,14 a
V14401 (P. dilatatum “Torres”); 4328 b 963 ¢ 060 d 5291 b
V14860 (P. dilatatum “Torres” X 40,96 bc 13,00 b 1,34 b 53,96 b
P. urvillei - ?);
V14285(P. dilatatum “Torres” X 36,00 ¢ 12,27 b 1,15b 38,27 ¢
P. urvillei - ?);
V14289 (P. dilatatum “Torres” X 2233 d 13,63 b 093 ¢ 359 ¢
P. urvillei - ?);

Médias com letras iguais na coluna néo diferem pelo teste Tukey a 5%.
*CV.934.% **CV.979% ***C.V.7,75% ****C.V. 6,44%

Garcia et. al. (2000/2001) verificaram o comprimento da panicula no bidtipo
“Comum” de 14,41 cm a 15,46 cm, maiores do que as apresentadas pelos acessos estudados.
O maior comprimento da inflorescéncia foi de P. urvillei, diferente significativamente dos

demais acessos, enquanto a comprimento da panicula (inser¢do do ramo basal até o ramo
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apical) foi semelhante entre os possiveis hibridos, e significativamente diferentes do bidtipo
“Torres” ¢ de P. urvillei (Tabela 11). O menor comprimento do eixo da inflorescéncia até a
insercdo do ramo basal observado foi do acesso V14289. O acesso V14401, além de
apresentar formato piramidal e insercdo oposta dos ramos, apresentou menor distancia entre
0s ramos, caracterizando uma inflorescéncia mais adensada, significativamente diferente dos
demais acessos, ao passo que V14860 e V14285 foram semelhantes pelo teste Tukey a 5%
(Tabela 11 e Figura 6).

Em relacdo aos valores encontrados por Machado et al. (2005) para oS acessos
pentapldides (V14285, V14289 e VV14860), P. urvillei e biotipo “Torres”, houve concordancia
para o bidtipo “Torres”, com panicula de 9,49 cm, contra 9,63 cm encontrados nesse ensaio
(Tabela 12), enquanto os demais acessos avaliados no presente trabalho apresentaram valores
superiores, porém, cabe destacar que em locais e anos distintos, visto que Sd0 0S mesmos
acessos.

Ja para o nimero de ramos por inflorescéncias, os valores observados por Machado et
al. (2005), condizem com os apresentados por P. urvillei (13 x 14 ramos /inflorescéncia) e
pelo acesso V14285 (14 x 14,67 ramos /inflorescéncia). Essa variacdo pode ser atribuida a
condigBes ambientais, entretanto, os valores encontrados neste ensaio concordam que 0S
acessos V14285, V14289 e V14860 apresentam comprimento do eixo maior e maior nimero
de ramos por inflorescéncia que o bidtipo “Torres” (Tabela 11).

O acesso V14401 apresentou menor distancia entre os ramos dentro da panicula e
também o maior nimero de ramos por inflorescéncia (Tabela 11). O nimero médio de
espiguetas no ramo basal foi superior em V14401, enquanto o menor nimero foi em V14860,

porém, com espiguetas de maior tamanho que dos demais acessos (4,4 mm). O nimero de
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espiguetas nos provaveis hibridos, coletados no Litoral do RS, foi intermediario em relagédo ao
bidtipo “Torres” e P. urvillei, exceto em V14860 (Tabela 12), sugerindo a hibridacéo.

O bidtipo “Torres” foi significativamente diferente do acesso V14860 quanto ao
numero de ramos por inflorescéncia, apresentando em média, 5 ramos a mais, no entanto, nao
diferiu quanto ao comprimento do ramo basal. O nimero de espiguetas no ramo basal foi bem
superior em P. urvillei, significativamente diferente dos demais. O comprimento médio das
espiguetas foi significativamente superior no acesso V14860, onde had menor nimero de
ramos na inflorecéncia, o comprimento do ramo basal ndo difere dos outros acessos
derivados, mas, ha menor nimero de espiguetas, porém, essas de maior tamanho (Tabela 12).

Tabela 12. Caracteristicas dos ramos e espiguetas de inflorescéncias de acessos de Paspalum

Acesso NUmerode  Comprimento Numero de Comprimento
ramos do ramo basal espiguetas médio das
/inflorescéncia (cm)** noramo  espiguetas de
* basal***  ramos basais
(mm)****_
V14401 (P. dilatatum “Torres”); 15,33 a 6,77 b 85 ¢ 2.8 c
V14285 (P. dilatatum “Torres” X 14,67 a 6,34 b 76 ¢ 320 b
P. urvillei)
V14392 (P. urvillei); 14,00 ab 8,11 a 200 a 205 d
V14289 (P. dilatatum “Torres” X 12,67 b 6,50 b 114 b 2,94 bc
P. urvillei)
V14860 (P. dilatatum “Torres” X 10,33 ¢ 6,80 b 43 d 440a
P. urvillei)

Médias com letras iguais na coluna ndo diferem pelo teste Tukey a 5%.
*CV.6,18.% *>CV.511% ***C.V.10,31% ****C.V.6,04%

O bidtipo “Torres” apresenta inflorescéncia mais densa com média de 14 ramos,
enquanto para o bidtipo “Comum” apresenta inflorescéncia mais laxa, assim como Garcia et
al. (2000/2001) verificaram.

Aspectos das inflorescéncias dos acessos estudados s&o ilustrados na figura 6,
mostrando caracteristicas do eixo floral e figura 7, mostrando as paniculas. Conforme Araujo
(1971), P. urvillei possui de 15 a 25 ramos por panicula e o comprimento das espiguetas, em

média é de 2,2 a 2,7 mm, superiores aos dados apresentados pelo material avaliado (V14392).
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Burson (1979) classifica as inflorescéncias de P. urvillei como ricas, ramos numerosos, de

comprimento decrescente para o apice (Figura 7).

Figura 6. Aspecto do eixo floral do acesso V14289 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei?) e do
bidtipo “Torres” (V14401)

A

*

-
%
=SSk §

e\ [

Yhve
b S

'

Figura 7. Aspecto da panicula dos acessos pentaploides (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei
V14860, V14285 e V14289 e P. urvillei (V14392)
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No estadio de maturacédo dos frutos, observou-se que alguns acessos se apresentavam

diferentes dos outros quanto a facilidade de desprendimento da espigueta de seu pedicelo

(Tabela 13).
Tabela 13. Facilidade de desprendimento das espiguetas de Paspalum
Modo de desprendimento ACessos
Desprende as espiguetas facilmente V14289 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei ?)
V14860 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei ?)
Desprende parcialmente as espiguetas** V14392 (P. urvillei)

V14401 (P. dilatatum “Torres”) 2

V14289 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei ?)!
Retencdo das espiguetas na raquis * V14401 (P. dilatatum “Torres”) 2*

V14285 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei ?)

* ha necessidade de interferéncia mecanica mais intensa para separar as espiguetas em algumas inflorescéncias
** espiguetas permanecem aderidas na inflorescéncia mesmo ap6s maturacéo

1 apresentaram tanto inflorescéncias com facil desprendimento das espiguetas quanto intermediarias ou
persistentes na inflorescéncia 2 Cariopses podem ficar parcialmente ou totalmente retidas na raquis

Avaliou-se a germinacdo dos acessos V14285 e V14289, sendo que o primeiro além
de esparsas cariopses bem formadas, ndo apresentou germinagdo no periodo de 10 dias, ao
passo que o segundo que é considerado originado de processo semelhante ao primeiro, obteve
quase 50 % de germinacdo de suas sementes nesse periodo.

Para Paspalum, é comum a formacdo de sementes inferior a 50 % principalmente em
apomiticos (Quarin et al., 1997), semelhante ao que foi observado nesse experimento. No
entanto, o vigor das sementes formadas tem-se mostrado alto, o que pode ser uma evidéncia
de que os genoOtipos pentaploides coletados podem ser estaveis na natureza, formando
sementes e persistindo.

Pelo método de agrupamento através de ligacdo completa pelo vizinho mais distante,
avaliados pela distancia de Mahalanobis, onde 14 varidveis quantitativas foram comparadas
para 0s acessos, verificou-se que os acessos de P. urvillei e o biotipo “Torres” estdo mais
proximos, ao passo que 0 acesso V14285 e V14289 sdo mais parecidos em relacdo ao acesso

V14860, sendo, esse Ultimo, posicionado mais distante dos demais, ou seja, se agrupou com
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maior distancia com os possiveis hibridos de P. urvillei com o bidtipo “Torres”, o que sugere
um estadio de hibridacdo distinta dos demais (Figura 8).

O dendrograma é reforcado na Tabela 14, que apresenta a matriz de distancia, baseada
da distancia de Mahalanobis, onde indica a proximidade dos acessos. A maxima distancia
ocorre entre 0 acesso V14680 e V14392, ou seja, entre um dos possiveis hibridos e P. urvillei,
ao passo que 0s mais proximos foram os acessos V14285 e V14289, que pela semelhanca
morfoldgica, sugere origem semelhante.

O caracter que apresentou maior contribuicdo relativa para a divergéncia dos acessos
foi o comprimento do ramo basal, com 15% de contribuicdo, seguido pela estatura (14,8%),
comprimento médio da folha bandeira (14,6%) e pelo numero de ramos por panicula, com

10,64% de contribuic&o.

Tabela 14. Matriz de distancia do vizinho mais préximo e mais distante (Mah)

V14401 V14860 V14285 V14289 V14392

V14401 1808,93*  452,00** 12210 775,19
(P. dilatatum “Torres”)

V14860 1808,93 1497,75** 1674,43 2218,0*
(P. dilatatum “Torres” X P.

urvillei?)

V14285 4520 1497,75* 333,106** 1158,06
(P. dilatatum “Torres” X P.

urvillei?)

V14289 1221,67 1674,43** 333,10* 1158,06
(P. dilatatum “Torres” X P.

urvillei?)

V14392 775,19* 2218,00** 1158,06 1947,72

(P. urvillei)

* maior distancia ** menor distancia
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Figura 8. Dendrograma de agrupamento através do Método de Ligacdo Completa - pelo vizinho mais distante dos acessos de P. urvillei e
de P. dilatatum derivados do bidtipo “Torres”
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Caracterizacdo morfoldgica de novos pentaploides de Paspalum dilatatum Poir. associados
ao bidtipo “Torres”: citogenética

Conforme Pagliarini (2005), os primeiros estudos citogenéticos no género Paspalum
foram realizados na década de 20 por Marshall, Avdulov e Church, em 1920, 1928 e 1929
respectivamente, incluindo determinacdes do ndmero de cromossomos e avaliacdes do
comportamento meidtico. Os estudos citoldgicos sobre o género foram intensificados nas
décadas de 60 e 70 por Byron Burson e colaboradores, em paralelo aos de Fernandes et al.
(1974), no Brasil, e de Camilo Quarin, na Argentina. Nas Gltimas décadas, pesquisadores
brasileiros e argentinos concentram seus esforcos na analise de inUmeras espécies nativas, que
em sua maioria, direcionam estudos para as contagens cromossdmicas, ao passo que relatos
sobre o comportamento meiotico sdo mais escassos.

Segundo Pagliarini (2005), a grande maioria das espécies de Paspalum tem revelado
nameros cromossdmicos mdltiplos de 10, excepcionalmente incluem x=6 e x=9. Outros
nameros ndo maltiplos de 10 tém sido descritos em algumas espécies, sugerindo hibridagdes
interespecificas ou rearranjos cromossdmicos (Pefialoza et al., 2008). Vaio et al. (2005)
referem-se aos niveis de ploidia observados que variam de dipldides a octoploides,
predominando as espécies tetraploides.

As observacGes obtidas dos materiais indicaram formacdo do grdo de polen
morfologicamente semelhantes aos de gramineas, no entanto, funcionalmente, alguns acessos
demonstraram maior viabilidade, inferida atraves da reacdo positiva ao Carmin Acético. Isso
pode se dever a meiose que ocorre na microsporogénese, assinaptica, com Cromossomos
retardatarios, comprometendo a fertilizacdo nos acessos atipicos de pentapléides. No género

Paspalum, ha uma estreita correlacdo entre o nivel de ploidia e modo de reproducédo, onde a
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diploidia esta correlacionada com reproducdo sexuada e alogamia por autoincompatibilidade,
e a poliploidia esta correlacionada com apomixia (Pagliarini, 2005).

Quarin et al. (1997) referem-se a0 momento ideal para coleta das inflorescéncias antes
da antese dos acessos de Paspalum, que seria entre 7 e 9 da manha e onde as inflorescéncias
se encontram 2/3 encobertas pela folha bandeira. O que se percebeu nesse trabalho € que
nessa fase (anterior a antese), no ambiente de Passo Fundo e nos materiais em analise, as
meioses ja ocorreram, ja sendo encontrados, na grande maioria, graos de pdlen ja formados e
com deposicdo de amido em seu interior. Antecipando essa coleta para 0 momento em que a
inflorescéncia se encontra ainda envolvida pela folha bandeira, encontra-se ja o grdo de polen
em estadio avancado de formacdo, sendo necessario rastrear dentro das por¢fes do ramo em
que as espiguetas apresentam distintas fases de maturacao.

A maioria das plantas superiores reproduz-se sexualmente através de um gameta
feminino (oosfera) com um gameta masculino (nucleo espermatico). Nesse processo a meiose
é responsavel pela reducdo no nimero cromossémico dos gametas, seguido da fertilizacdo,
propiciam a recombinacdo génica e a consequente liberacdo da variabilidade genética. No
entanto, em muitas espécies de plantas, a meiose e a fertilizacdo ndo estdo envolvidas na
formacdo da semente, e esta é formada por um processo assexual denominado apomixia, € a
progénie dessas plantas €, entdo, constituida por réplicas exatas da planta mée, propiciando
uma oportunidade Unica de clonagem de plantas através da semente, sendo uma boa
ferramenta para o melhoramento de plantas.

Gauer e Cavalli-Mollina (2000) referem-se ao comportamento meidtico, que pode ser
um indicador de apomixia. Um nimero cromossdmico constante ou uma boa producdo de
sementes em plantas com grande irregularidade meidtica fornece fortes evidéncias de

apomixia, ou seja, a fertilidade em plantas com meiose irregular sugere apomixia, assim como
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0 observado nesse trabalho. O modelo esperado pelos pentapldides é apomitico, e isso pode
ser estimado pela condugdo da meiose nesses acessos, que sao irregulares, e apresentam
sementes, que germinaram e originaram plantula.

Além das anormalidades tipicas da poliploidia outras anormalidades meidticas tém
sido encontradas em varios acessos e comprometeram sobremaneira a fertilidade do pdlen.
Pagliarini (2005) se refere a deteccdo de uma mutacdo nunca antes descrita para qualquer
espécie vegetal, que ocorreu em P. regnellii, onde a meiose apresentou curso normal até a
Metafase I, quando 20 bivalentes organizaram-se corretamente na placa metafésica,
visivelmente ligadas as fibras do fuso, e a partir desta fase, as fibras entraram precocemente
em degeneracdo, de modo que a segregacdo de homdlogos ndo ocorreu. Os bivalentes
voltaram a ocupar o citoplasma, formando um ndmero variado de microntcleos, de acordo
com a proximidade entre eles. Assim, pela falta de fibras do fuso a meiose Il ndo ocorreu e o
produto meidtico caracterizou-se pela formacdo de poliades. Em outra espécie, a autora
observou também aderéncia cromossdmica, com pontes permanentes e de diferentes
espessuras verificadas nas teléfases, onde nucleos picnéticos, seguidos por degeneracdo
cromatinica levaram a esterilidade do pdlen.

Harlan & Wet (1975) mencionaram que a autoploidia é um evento freqliente que
origina a poliploidia, mas que nem sempre oferece habilidades competitivas a planta para
alcancar estabilidade do gendtipo. O sucesso da poliploidia pode estar associado a capacidade
de individuos em estabelecer cruzamentos com parentes proximos, como ragas, ecotipos e
citotipos com uma espécie bioldgica. Assim, poliploides espontaneos surgem frequentemente,
mas dependem do vigor e da habilidade competitiva para permanecerem na natureza.

Pagliarini (2005) refere-se ao sucesso da hibridacdo no género Paspalum, que néo

depende apenas de acessos diploides sexuais, mas também de estabilidade meidtica que
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potenciais acessos genitores masculinos tetraploides apomiticos apresentam. Podem ocorrer
outros mecanismos, mas a formagdo de gametas nao reduzidos é a mais importante para a
poliploidia, sendo 0 modelo de evento reprodutivo 2n+n (Harlan & Wet, 1975).

O acesso V14285 formou um circulo de cromossomos na anafase, um menor que o
outro, o que parece ilustrar divisdo desbalanceada. Nas tétrades, houve duas células vazias e
duas cheias ou viaveis, configurando irregularidades.

A determinacdo da viabilidade do pdlen pode ser feita por métodos diretos, tais como
a inducdo da germinacdo do poélen in vivo ou in vitro e métodos indiretos, baseados nos
parametros citoldgicos como o da coloracdo (Techio et al., 2006), o que também foi utilizado
nesse trabalho. Os corantes mais utilizados, conforme os mesmos autores, sdo Carmim
Acético, Azul de Anilina, Azul de Algoddo e lodeto de Potassio, além de Cloreto de
Trifeniltetrazdlio e Tetrazolio Vermelho, os quais promovem diferencas na coloracdo dos
grdos de pélen, fornecendo resultados de forma rapida e com baixo custo.

Usando-se Carmim Acético a 1 % em anteras recém coletadas, observou-se que 0s
acessos V14860 e V14289 apresentaram viabilidade média de gréos de pélen de 90 %.

J& no acesso V14285, os grdos de polen na porcdo 1 (sentido &pice base do ramo)
apresentaram 88 % de viabilidade, na por¢cdo 2, 100 % dos gréos de polen investigados eram
viaveis, e porcéo 3 e 4 células jovens, antes de formar os grdos de pélen, mas coradas, 0 que
significa que dentro do mesmo ramo, ha estadios diferentes de formagdo do pdlen, como o
descrito para a espécie.

A perda de viabilidade do polen em diversas espécies tem sido relacionadas com a
perda d’agua e a manuten¢do da desidratagdo em condi¢des naturais e de laboratorio. A
Festuca arundinacea, conforme Techio et al., 2006 tem os grdos de pdlen desidratados

parcialmente entre 48 e 72 horas, podendo estar totalmente desidratados quando as anteras se
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tornam deiscentes. E esse efeito também é esperado em Paspalum, principalmente quando o
processo de polinizacdo ocorre em periodos mais quentes, que é o caso dessas espécies. No
entanto espécies como o milheto (Pennisetum americanum Leeke) pode manter a viabilidade
por até 177 dias em condicGes de 0 a 50% de umidade e temperaturas variando de 16 a 35 °C
(Techio et al., 2006).

A maturacdo das células de graos de polen ocorre de maneira distinta em por¢des do
ramo, e no acesso V14285, as fases de transicdo ndo sdo claras, apresentando células em
diferentes estddios nas mesmas porgdes, apresentando microsporos e grédos de polen
concomitantemente, e formagé&o de triade.

O micrdsporo jovem, apos sua liberagdo da tétrade, possui um grande nucleo central,
citoplasma rico em ribossomos e com numerosos pequenos vacuolos. Ao longo do tempo
ocorre a coalescéncia desses vacuolos, resultando na formagdo de um Unico vactolo grande e
central, e conseqlientemente, no deslocamento do nucleo para junto da parede do micrésporo
(Kalchuk-Santos & Bodanese-Zanettini, 2002). Em todos os acessos pentapléides estudados,

foi verificada a presenca de graos de pdlen ndo corados e/ou dimérficos (Figura 9).

Figura 9. Micrdsporos de V14860 (P. dilatatum “Torres” X P. urvillei ?) com dimorfismo.
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Dimorfismo, ou seja, células do grdo de pdlen de tamanhos diferentes podem ser
associadas a falhas na meiose, sendo que aquelas de tamanho aumentado podem sao
associadas a gametas nao reduzidos (Schifino-Wittmann & Dall’Agnol, 2001). Quarin et
al.(1996), consideram que gametas ndo reduzidos favorecem a hibridacao de dois tetraploides
apomiticos com complexo agamico produzindo hexaploides apomiticos.

O microsporo jovem, apos sua liberacdo da tétrade, possui um grande nucleo central,
citoplasma rico em ribossomos e com numerosos pequenos vacuolos. Ao longo do tempo
ocorre a coalescéncia desses vacuolos, resultando na formacdo de um Unico vacuolo grande e
central, e conseqlientemente, no deslocamento do nucleo para junto da parede do micrésporo
(Kalchuk-Santos & Bodanese-Zanettini, 2002).

Um fenbmeno aparentemente relacionado com a androgénese é o dimorfismo polinico,
o qual se refere a populacdo de microsporos atipicos encontrados tanto em flores préximas
aos estadios de maturacdo in situ, bem como, em anteras in vitro. Estes grdos de pdlen tém
sido chamados de pdlen P, Pélens S ou Pdlens E (Kalchuk-Santos & Bodanese-Zanettini,
2002).

Anélises ultraestruturais mostram que 0s microsporos atipicos sdo menores, com
pouco contraste, podendo ser uni ou binucleados, com os ndcleos iguais ou desiguais, com
exina fina e o citoplasma atenuado com presenca de poucos ribossomos e mitocondrias
condensadas, podendo representar de 15 a 20 % dos grdos de polen de uma antera, e
encontram-se atrasados em relacdo aos normais (Kalchuk-Santos & Bodanese-Zanettini,
2002).

Na natureza o polen P é um gametdfito ndo funcional e pode ser considerado como um
tipo de macho-esterilidade. A formacao desse tipo de polen se da antes ou durante o evento

meiotico, possivelmente devido a falhas na eliminacdo de determinantes esporofiticos,
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podendo ser influenciada por fotoperiodo e temperatura (Kalchuk-Santos & Bodanese-
Zanettini, 2002).

Diferencas bioldgicas que separam os biotipos de P. dilatatum sdo fortes, envolvendo
distintas morfologias, tipos reprodutivos, niumero de cromossomos e nivel de ploidia, no
entanto em nivel molecular, esses ‘taxa’ ndo parecem distintos (Miz & Souza-Chies, 2006).

Conforme Speranza (2005) somente citogenética ndo responde a questdes do grupo
Dilatata, e cita problemas geralmente enfrentados ao estudar Paspalum, como a baixa
representatividade das colecGes e as técnicas pouco avancadas, considerando microssatélites
como um marcador ideal por ter condi¢bes de co-dominancia e alto nivel de variabilidade.
Assim, considera que os pentaploides de uma maneira geral, podem ter sido derivados
diretamente do “Chirtt’” (um biétipo Uruguaio) e de um tetraploide sexual. O autor refere que
todos o0s outros bidtipos apomiticos, incluindo pentapléides recombinantes sdo
hipoteticamente derivados de uma forma pentapl6ide, envolvendo mecanismos de gametas
ndo reduzidos ou grdos de pélen eu-tripldides formados pelos pentapldides, assumindo que a
variacdo existente decorre da recombinagéo e segregacao, e ndo de novas hibridacoes. Talvez
0s acessos analisados por Speranza (2005), ndo contemplem a totalidade de situacbes que
ocorre em plantas do sul do Brasil, e que o presente trabalho busca abordar.

Speranza (2005) discorda da possivel origem desses pentapldides brasileiros,
apontados por Machado et al. (2005), relatando que a heterozigosidade extrema observada
pode existir nos pentaploides devido a sucessivos ciclos de cruzamentos de outro tetraploide
membro do grupo, e uma das futuras evidéncias pode ser a sobrevivéncia extensiva da
variabilidade dentro dos biotipos. Alem do bidtipo “Torres” estar amplamente distribuido nas
porcdes mais orientais dos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana, as

variacdes apresentadas podem néo ser hibridacdes em F1, mas segregantes dessas hibridagdes,
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0 que posteriormente foi testado por Miz & Souza-Chies (2006), levando em conta as
variacdes morfologicas principalmente no que tange a caracteres intermediarios aos possiveis
doadores de gametas.

Miz & Souza-Chies (2006) utilizando marcadores moleculares RAPD detectaram
grande polimorfismo no grupo Dilatata, onde de 404 fragmentos gerados por 16 primers,
apresentaram media de 25,2 bandas para cada primers. Paspalum urvillei apresentou maior
nimero de marcadores (161), ilustrando grande afinidade com os demais acessos do grupo
Dilatata. Também observaram marcadores exclusivos apresentado por hibridos de Paspalum,
que sdo provavelmente, resultado da recombinacdo em genomas ndo correspondentes a
geracdo F1, ou do processo de especiacdo de individuos, e nesse caso, hibridacbes podem
estar ocorrendo ha muitas geracoes.

Caponio & Quarin (1990) referem-se a grande capacidade que P. urvillei possui de
doar e receber pélen, gerando hibridaces, como as sugeridas nesse trabalho. A importancia
da reviséo taxonémica de P. dilatatum, segundo Miz & Souza-Chies (2006), considerando
bidtipos e/ou novas espécies é que o conceito de espécie bioldgica ndo deve ser utilizado, pois
muitos bidtipos possuem processos agamicos/apomiticos complexos e também problemas no
caso de hibridos com P. urvillei (anteras amarelas) e com P. dilatatum bi6tipo Vacaria
(anteras amarelas), o qual apresenta morfologia intermediaria aos dois, que ndo se enquadram

Nnos conceitos.
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Caracterizacdo morfologica de novos pentapldides de Paspalum dilatatum Poir. oriundos de
hibridacdes naturais intraespecificas: colmos, folhas e inflorescéncias

Para se ter um padrdo comparativo entre os acessos, algumas caracteristicas compostas
nos descritores morfoldgicos da espécie foram analisadas, e em relacdo aos colmos, mediu-se
a altura do primeiro né visivel, onde os acessos candidatos a derivados de P. dilatatum bi6tipo
“Uruguaiana” (V14251) com o bidtipo “Virasoro” apresentaram altura superior aos
pentaploides conhecidos como pertencentes ao bidtipo “Comum” (V14371 e V14349), com
valores bem aproximados do primeiro biotipo citado (Tabela 15).

Tabela 15. Altura do primeiro né visivel, nimero de nos nos afilhos reprodutivos e estatura
dos acessos pentapldides de Paspalum

Acessos Altura do 1° Numero Estatura
né médio denés (M)
(cm)*
V14949 P. dilatatum “Uruguaiana” X “Virasoro”-? 11,00 a 5,66 a 1,18 a
V14251 P. dilatatum “Uruguaiana” 10,67 a 400 bc 1,03a
V14253 P. dilatatum “Uruguaiana” X “Virasoro”-? 8,50 b 3,75 bc 1,00 a
V14930 P. dilatatum “Uruguaiana” X “Virasoro”-? 833 b 475 abc 1,08 a
Virasoro P. dilatatum “Virasoro” 8,00 b 5,00 ab 1,00 a
V14371 P. dilatatum “Comum” 583 ¢ 4,80 abc 1,13a
V14349 P. dilatatum “Comum” 550 c 3,60 ¢ 0,74 b

Médias com letras iguais na coluna ndo diferem pelo teste Tukey a 5%.
*CVvV.807.% **C\V.13,75% ***C.V.10,007%

Quanto ao numero médio de nos desenvolvidos acima do solo nos afilhos
reprodutivos, 0 acesso que apresentou maior nimero de nés (V14949) também corresponde
ao de maior estatura. Para plantas forrageiras, e principalmente gramineas, o nimero de nds
corresponde ao numero de folhas, e quanto maior esse numero, associado a estatura das
plantas, maior a oferta de forragem para os animais, sendo uma caracteristica importante para
ser considerada, quando o objetivo é o melhoramento de plantas. Da mesma forma, enquanto
a estatura dos acessos investigados apresentou variacdes de 0,74 a 1,18 m, sendo 0 acesso

V14349 o que apresentou estatura média de 0,74 m e menor nimero de nods, assim como o
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acesso V14253 (Tabela 15). Observa-se que os acessos pentaploides do bidtipo “Comum”
apresentaram altura do primeiro entrend desenvolvido acima do solo semelhantes entre si e
inferiores aos demais, enquanto dois dos possiveis hibridos apresentam valores
intermediarios, sugerindo o cruzamento (Tabela 15).

Quanto a altura do primeiro no6 visivel, ndo houve diferencas significativas entre o
acesso V14949 e o bidtipo “Uruguaiana” (V14251), ao passo que os demais acessos
“Uruguaiana” X “Virasoro” (?), se mostraram significativamente diferentes dos acessos
“Comuns”. Quanto a estatura, apenas o acesso V14349 foi significativamente inferior aos
demais acessos, enquanto para 0 numero médio de nds, houve diferenca acentuada e
significativa entre o acesso V14949 e V14349 (Tabela 15).

Foram avaliados quanto a largura e comprimento da folha bandeira e a relacdo da
lamina foliar com a bainha dessas folhas. Em geral a largura variou de 0,7 cm a 0,9 cm, com
variacdes significativas entre o acesso V14371 e V14949 em relacdo aos acessos V14349,
V14253 e “Virasoro”. O comprimento de 7,10 cm a 22,5 cm, 0 que pode ser uma
caracteristica importante para diferenciar os acessos, e variou significativamente entre eles,
aproximando o acesso “Comum” V14371 ao “Uruguaiana” (V14251) (Tabela 16).

Tabela 16. Largura, comprimento médio da lamina da folha bandeira e relacdo bainha/ Iamina
da folha bandeira de acessos de Paspalum

Acessos Largura Comprimento Relacdo bainha/
(cm) (cm) lamina da folha
bandeira
V14371 P. dilatatum “Comum” 0,90 a 14,14 de 089 d
V14949 P. dilatatum “Uruguaiana” -X “Virasoro”™? 0,90 a 20,25 b 154 ¢
V14251 P. dilatatum “Uruguaiana”-? 0,80ab 16,00 d 1,49 ¢
V14930 P. dilatatum “Uruguaiana” X “Virasoro™? 0,80ab 18,00 ¢ 2,88 b
V14349 P. dilatatum “Comum” 0,76 b 2250a 327 b
V14253 P. dilatatum “Uruguaiana” X “Virasoro”™-? 0,73 b 13,30 e 0,38 d
Virasoro P. dilatatum “Virasoro” 0,70 b 7,10 f 3,856 b

Médias com letras iguais na coluna ndo diferem pelo teste Tukey a 5%.
*CV.859.% **C.V.6,17% ***C.V.12,59%
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Costa & Scheffer-Basso (2003) em relacéo do bidtipo Virasoro, referem-se aos colmos
suberetos, com aspecto de touceira mais aberta, assim como o observado nesse trabalho. A
relacdo da bainha para a lamina da folha bandeira foi menor no acesso V14253,
caracterizando uma bainha bastante curta em relagcdo a ldamina foliar, ao passo que no acesso
do bidtipo “Virasoro”, essa relagdo foi bem maior, indicando possuir bainha bem
pronunciada, porém, ndo diferente significativamente do acesso “Comum” (V14371). (Tabela
16).

Em estadio vegetativo, de uma maneira geral, acessos de Paspalum incluidos no
experimento sdo muito parecidos, salvo algumas diferencas que séo detectadas, muitas vezes,
somente em microscopio estereoscépico. No entanto, no estadio reprodutivo, muitas
diferencas surgem, e um dos marcos da diferenciacdo sdo justamente as inflorescéncias.

Avaliando-se caracteristicas das inflorescéncias, verificou-se que o biotipo
“Uruguaiana”, representado pelo acesso V14251 ¢ o que apresentou maior comprimento do
eixo da inflorescéncia, significativamente superior aos demais acessos, com medidas
superiores a 60 cm de comprimento, enquanto os acessos pentapldides e o bidtipo “Virasoro”
apresentaram seus eixos inferiores a 45 cm (Tabela 17).

O tamanho da panicula, caracterizado pela medida do comprimento do eixo da
insercdo do ramo basal até a insercdo do ramo apical também foi maior no bidtipo
“Uruguaiana” (V14251), caracterizando-se por uma panicula mais longa em relacdo aos
demais, e eixo total mais alongado, ao passo que 0s acessos pentapldides (V14253, V14930 e
V14949), o comprimento foi uniforme, variando de 8,6 a 9,73 cm.

A distancia média dos ramos foi maior que 2 cm, exceto no acesso V14949, e o

comprimento total, assim como o maior comprimento do eixo e da panicula, mencionado
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anteriormente, foi do acesso V14251, representante do bidtipo “Uruguaiana” (Tabela 17),
porém nao diferente significativamente do bidtipo “Virasoro”.

A menor distancia entre os ramos na inflorescéncia mostra uma caracteristica de
adensamento no acesso V14949, que foi significativamente diferente os demais acessos

(Tabela 17).

Tabela 17. Caracteristicas do eixo da inflorescéncia de acessos de Paspalum

Comprimento do Comprimento do Distancia  Comprimento

eixo da eixo da insercéo média total do eixo
Acessos inflorescéncia do ramo basal entre da
até ainsercdo do  até a do ramo ramos inflorescéncia
ramo basal apical (cm) **  (cm) *** (cm) ****
(cm)*
V14251 P. dilatatum 61,95 a 158 a 2,64 bc 77,75 a
“Uruguaiana”
V14253 P. dilatatum 46,50 b 9,73 bc 259 c 56,23 b
“Uruguaiana” X “Virasoro” ?
V14930 P. dilatatum 48,30 bc 8,80 bc 2,93 ab 57,10 b
“Uruguaiana” X “Virasoro” ?
V14949 P. dilatatum 47,76 bc 8,60 c 184 d 56,36 b
“Uruguaiana” X “Virasoro” ?
V14349 P. dilatatum “Comum” 49,78 bc 11,24 b 234 ¢ 61,02 b
V14371 P. dilatatum “Comum” 47,65 bc 9,75 bc 2,96 a 57,40 b
Virasoro P. dilatatum 44,00 c 15,50 a 3,10a 59,50 b
“Virasoro”

Médias com letras iguais na coluna ndo diferem pelo teste Tukey a 5%.
*CV.489.% **CV.1122% ***C.V.589% ****C.V.4,09%

O acesso V14251 apresentou mais ramos, porém ndo diferente significativamente do
bidtipo “Comum” V14371, e o maior comprimento do ramo basal, superior a 8 cm, porém
ndo diferente significativamente do bidtipo “Virasoro” (Tabela 18). O comprimento médio
das espiguetas dos ramos basais foi significativamente maior no biotipo “Virasoro”.

Com relagdo aos ramos e espiguetas das inflorescéncias, o nimero de ramos por
inflorescéncia dos acesos variou de 4 a 7, e ndo houve diferengas significativas pelo teste

Tukey a 5% (Tabela 18).
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A média de nimero de ramos por inflorescéncia foi de 5,32, sendo 0 acesso do biétipo
“Uruguaiana” (V14251) aquele que apresentou mais ramos e espiguetas de menor tamanho
(Tabela 18).

O menor comprimento do ramo basal da inflorescéncia do acesso V14349, com média
de 5,68 cm ndo condiz com o menor nimero de espiguetas, entretanto o acesso apresenta nos
ramos basais, espiguetas com comprimento médio superior as dos demais acessos comparados
(Tabela 18).

Tabela 18. Caracteristicas dos ramos e espiguetas de inflorescéncias de acessos de Paspalum

NUmerode  Comprimento NUmero de Comprimento

ramos do ramo basal espiguetas médio das
Acesso /inflorescéncia (cm) ** noramo  espiguetas de
* basal ***  ramos basais
(mm) *hkk_
V14251 P. dilatatum “Uruguaiana” 7,00 ns 8,10 a 770a 260 ¢
V14949 P. dilatatum “Uruguaiana” 5,80 6,68 bc 62,0 b 3,00 bc
X “Virasoro™?
V14349 P. dilatatum “Comum” 5,38 568 ¢ 62,0 b 3,33 b
V14930 P. dilatatum “Uruguaiana” 5,20 6,36 ¢ 74,0 a 3,10 bc
X “Virasoro™?
V14371 P. dilatatum “Comum” 5,00 7,56 ab 80,3 a 3,00 bc
Virasoro P. dilatatum “Virasoro” 5,00 8,51 a 420 c 4,10a
V14253 P. dilatatum “Uruguaiana” 3,89 6,30 c 465 ¢ 3,10 bc

X “Virasoro”?

Médias com letras iguais na coluna ndo diferem pelo teste Tukey a 5%.
*CV.11518.% **CV.731% ***C.V.7,37% ****C.V.10,43%

Steud (1855) descreve de 2 a 10 ramos por inflorescéncia em P. dilatatum, e de mais
de 25 ramos em P. urvillei, no entanto, os distintos bi6tipos de P. dilatatum sdo muito
variaveis, e revisdes taxonémicas devem ser constantemente atualizadas.

Verificou-se também, no acesso V14349, bidtipo “Comum” a formagdo excepcional

de duas inflorescéncias em um mesmo afilho reprodutivo (Figura 10).
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Figura 10. Afilho reprodutivo de V14349 (P. dilatatum “Comum”) com duas inflorescéncias

Caracterizacdo morfoldgica de novos pentapléides de Paspalum dilatatum Poir. oriundos de
hibridacGes naturais intraespecificas: citogenética

Caracteristicas das células maes de grdos de polen avaliadas dos pentapldides V14930,
V14949 e V14253, indicam que possivelmente tenham a mesma origem. Quarin et al. (1997)
referem-se a0 momento ideal para coleta das inflorescéncias antes da antese dos acessos de
Paspalum, que seria entre 7 e 9 da manhd e quando as inflorescéncias encontram-se 2/3
encobertas pela folha bandeira. O que se percebeu nesse trabalho € que nessa fase, as meioses
ja ocorreram, ja sendo encontrado na grande maioria, grdos de pélen completamente formados
e com deposicao de amido em seu interior. Antecipando essa coleta para 0 momento em que a

inflorescéncia encontra-se ainda toda envolvida pela folha bandeira, encontra-se o gréo de
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polen em estadio avancado de formacdo, sendo necessario rastrear dentro das porcdes do
ramo em que as espiguetas apresentam distintas fases de maturacéo.

Speranza et al. (2003) se referem também a dificuldade de observacédo dessas células,
principalmente devido a sobreposicdo do material preparado nas laminas, e mesmo com toda
a técnica e precisdo, o tamanho téo reduzido desses materiais torna a observacao mais dificil e
delicada quanto a conclusdes absolutas. Além desses fatores, podem mostrar na metéafase,
cromossomos homogeneizados, condensados, com morfologia similar e de tamanho muito
pequeno.

Em analise citogenética, para o acesso V14930, verificou-se micrésporos de menor
tamanho que V14949, a presenca de cromossomos retardatarios na meiose, fora do fuso de
divisdo da meiose, caracterizando desbalanco na divisao celular. J& no acesso V14949, assim
como no V14930, verificou-se na divisdo celular, cromossomos fora do fuso com formacéao de
micronucleos, com indicios de formacédo de células com nimeros diferentes de cromossomos.
Para 0 acesso V14253 verificou-se a célula mde do grdo de pdlen menor em relacdo aos
acessos V14930 e V14949.

Com marcadores moleculares RAPD, Miz & Souza-Chies (2006) verificaram em 404
marcadores, 16 encontrados apenas nesses hibridos dentro de Paspalum dilatatum, indicando
a formacdo desses pentaploides por rotas distintas da apresentada pelo bidtipo pentapldide
“Comum”, e que, possivelmente, 0s hibridos estudados nesse trabalho, também analisados por
Miz & Souza-Chies, podem ser a expressdo da segregagdo genética de cruzamentos ocorridos
no passado, os quais teriam resultado em alguns individuos pentapldides, justificando a
variabilidade dos acessos.

Quanto aos marcadores moleculares, Miz & Souza-Chies (2006) utilizaram 16

primers, revelando 404 fragmentos de RAPD para o grupo Dilatata, incluindo bidtipos de P.
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dilatatum, como os acessos de “Virasoro”, pentapldides derivados de P. urvillei e biotipo
“Torres”, e hibridos do biotipo “Uruguaiana” com bidtipo “Virasoro”, assim como neste
trabalho. Essas autoras referem-se ao grande nimero de marcadores apresentados pelo bi6tipo
“Virasoro” (18), ao passo que o acesso que representa a hibrida¢ao de P. dilatatum bidtipo
“Uruguaiana” X P. dilatatum biotipo “Virasoro”, apresentou apenas um desses marcadores.

Speranza (2005) refere-se a um Unico ancestral comum para 0s cinco biotipos
tetraploides, tendo o bidtipo “Virasoro’ e o bidtipo “Vacaria” muita similaridade, ao passo
que P. dasypleurum Kuntze ex Desv. e P. urvillei sdo mais parecidos com P. dilatatum ssp.
flavecens (anteras amarelas, sexual) e a contribui¢ao do bidtipo “Virasoro”, bidtipo “Chirtt” e
P. dilatatum em outros biotipos torna-se confusa, visto que analisando por microssatélites,
grande porcao de alelos sdo matuos.

Também no bidtipo “Virasoro”, Speranza (2005) refere-se a dificuldade de observar
alogamia, devido a semelhanca dos acessos, e isso talvez se deva a restrita representatividade
dos materiais onde coletas deveriam ser conduzidas numa escala maior.

Além das anormalidades tipicas da poliploidia, outras anormalidades meiéticas tém
sido encontradas em varios acessos e comprometem sobremaneira a fertilidade do pdlen.
Pagliarini (2005) refere-se ao sucesso da hibridacdo no género Paspalum, que ndo depende
apenas de acessos dipldides sexuais, mas também de estabilidade meidtica que potenciais
acessos genitores masculinos tetrapléides apomiticos apresentam.

Em dendograma gerado no trabalho de Miz & Souza-Chies (2006), o biotipo
“Virasoro” parece ser um tipo distinto, com somente um acesso localizado fora do grupo
formado por biétipos, e que poderia ser elevado taxonomicamente ao nivel de espécie.

Muitas caracteristicas morfoldgicas corroboram essa idéia e o fato do biotipo

“Virasoro” nao se hibridizar naturalmente com P. urvillei, mesmo quando se encontram em

58



simpatria na natureza. Segundo Miz & Souza-Chies (2006), RADP ¢é uma técnica que pode
ser usada para determinar relacbes genéticas entre os taxa, podendo detectar ancestrais
comuns, revelando a variabilidade em niveis intra e interespecificos.

A determinacdo da viabilidade do polen pode ser feita por métodos diretos, tais como
a inducdo da germinacdo do poélen in vivo ou in vitro e métodos indiretos, baseados nos
parametros citoldgicos como o da coloracdo (Techio et al., 2006), tal como utilizado nesse
trabalho. Os corantes mais utilizados, conforme os mesmos autores sdo: Carmim Acético,
Azul de Anilina, Azul de Algoddo e lodeto de Potassio, além de Cloreto de Trifeniltetrazélio
e Tetrazdlio Vermelho, os quais promovem diferencas na coloracdo dos grdos de pdlen,
fornecendo resultados de forma rapida e com baixo custo.

A perda de viabilidade do po6len em diversas espécies tém sido relacionado a perda de
agua e a manutencdo da desidratacdo em condi¢des naturais e de laboratério. A Festuca
arundinacea Schreb, conforme Techio et al. (2006), tem seus grdos de pdlen desidratados
parcialmente entre 48 e 72 horas, podendo estar totalmente desidratados quando as anteras se
tornam deiscentes. E esse efeito também é esperado em outras espécies de gramineas,
principalmente quando o processo de polinizacdo ocorre em periodos mais quentes, que € 0
caso das espécies de Paspalum. No entanto espécies como o milheto (Pennisetum
americanum), podem manter a viabilidade por até 177 dias em condicbes de 0 a 50% de
umidade e temperaturas variando de 16 a 35 °C (Techio et al., 2006).

Todavia, a viabilidade de pélen também pode ser baixa em sua origem, isto é sem que
tenha havido qualquer perda de germinabilidade, e por os grdos ndo se terem formado
corretamente, 0 que € uma das conseqiiéncias de irregularidades na meiose. Nesse trabalho,
observou-se tanto graos de podlen viaveis como inviaveis. O bidtipo “Virasoro”, apresentou

viabilidade de polen superior a 90 %, o bidtipo “Uruguaiana” apresentou grios de polen de
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menor tamanho, com viabilidade inferior a 80 %, ao passo que 0s pentaploides apresentaram
gréos de polen corados, de tamanhos diferentes e com proporcdes de viabilidade e estadios de
desenvolvimentos bem variaveis dentro do mesmo ramo e da mesma inflorescéncia.

Com relacdo as andlises citogenéticas, muitos fatores ainda podem ser analisados
quanto a estabilidade desses acessos por meio de seus comportamentos reprodutivos. O fato
da meiose estar sendo um evento irregular, a formacdo de sementes por esses acessos esta
relacionado a apomixia. Ao passo que a formacao de pélens com tamanhos diferentes (Figura
11) podem estar associados a capacidade de formacdo de gametas ndo reduzidos (Schiffino-

Wittmann & Dall’Agnol, 2001), possibilitando resultados diferentes nas hibridacdes.

Figura 11. Acesso V14253 (P. dilatatum “Uruguaiana” X “Virasoro”?) e Acesso V14349 (P.
dilatatum “Comum’) dimorfismo.

Quarin et al.(1996) referem-se a formacdo de gametas ndo reduzidos um evento que
favocere a hibridacdo de dois tetrapldides apomiticos com complexo agamico produzido
hexaploides apomiticos.

Para o bidtipo “Virasoro”, Speranza (2005) refere-se a dificuldade de perceber
alogamia, e a facilidade de ser detectada uma autogamia funcional, decorrente da morfologia

das anteras e estigmas, que sao mais curtos, relacionados a cleistogamia, assim como, anteras
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deiscentes durante ou logo apds a antese, assim como observado pelo acesso avaliado nesse
trabalho em relacdo as anteras.

Observou-se no bidtipo “Virasoro”, células em diferentes estadios de divisdo dentro da
mesma antera, em geral, observou-se uma meiose com pareamento formando 20 pares de
cromossomos (Figura 12), mas também, tétrades, que no final da meiose Il, o material
genético pode ter se concentrado em apenas um dos pdlos, dividindo-se em duas células

possivelmente com gametas ndo reduzidos e duas sem material genético, como na figura 6.

Figura 12. Final da meiose do acesso do bidtipo “Virasoro” com formagao de tétrades normais
e anormais

Speranza (2005) refere-se a observacdo de gametas nao reduzidos em tetrapléides, que
€ o caso do bidtipo “Virasoro”, assim como o sugerido nesse trabalho, com graos de polen de
diferentes tamanhos (maiores e menores) e tétrades apresentando células vazias.

Percebe-se que as diferencas mais marcantes desses acessos concentram-se na
morfologia das inflorescéncias, o que é esperado para Paspalum de uma maneira geral
(Oliveira, 2004).

Pela andlise de agrupamento pela Ligacdo Completa baseada na distancia de
Mahalanobis, verificaram-se varios grupos formados, mas o que realmente chama atencéo € o
1solamento do acesso “Virasoro”, sendo o mais distante, ao passo que os demais acessos Se
encontram mais proximos do bidtipo “Uruguaiana”, inclusive os acessos “Comuns” (Figura

14).
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Tabela 19. Matriz de distancia do vizinho mais préximo e mais distante pela distancia de

Acessos (\I\//:iglo ro V14930 V14949 V14253 V14349 V14371 V14251
Virasoro 1021,99* 2228,93** 1186,10 1542,58 1163,29 1471,99
V14930  1021,99** 497,80 374,19 137,41* 206,79 750,21
V14949  2228,92** 497,80 309,36* 336,73 561,00 574,88
V14253  1186,10** 374,19 309,36 418,83 294,45 380,59*
V14349  1542,58** 137,41* 336,73 418,83 408,53 860,39
V14371  1163,29** 206,79* 561,00 294,45 408,53 639,86
V14251  1471,99** 750,21 574,88 380,59* 860,39 639,86

*menor distancia

** maior distancia

A caracteristica que mais constribui para diferenciar os acessos foi o comprimento da

lamina da folha bandeira e a relacdo bainha: lamina da folha bandeira, com 33,91% e 19,76%,

respectivamente, de contribuicdo (Tabela 19).
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Method of Grouping : Complete Linkage - Heighboring more distant
14930 —
wy —
14253
1481
14949
14251

0 10 A H 4 ] 0 T i ] 100
0 2.8 518 663,67 891,56 111446 133,35 1560.24 178313 2006,03 ana

Figura 13. Dendrograma de agrupamento através do Método de Ligacdo Completa - pelo vizinho mais distante dos acessos biétipos de P.
dilatatum
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Estudo morfoldgico de algumas espécies de Paspalum e de um heptapléide de Paspalum
dilatatum coletados no Sul do Brasil: caracteristicas morfologicas

Os acessos que apresentaram as menores estaturas (V14347 e V14570), de P.
paniculatum e P. pauciciliatum, respectivamente, também apresentaram o primeiro no situado
acima do solo mais préximo da base da planta (Tabela 20).

O menor numero de nos por colmo reprodutivo foi verificado no acesso V14811
(Tabela 20), caracterizando-se por poucas folhas por colmo, porém, essas folhas, mostraram
maior largura que os demais acessos. Paspalum pauciciliatum apresentou ramificacbes ao
longo de alguns afilhos, com capacidade de enraizamento e formacdo de um outro individuo

através da propagacdo vegetativa por estoldo (Figura 14).

Figura 14. Aspec_to das ramificacBes de V14570 (. pauciciliatum) podendo proagar-se
vegetativamente

Também foi averiguado o numero de afilhos no primeiro ano de instalacdo dos

experimentos, foram classificados em afilhos reprodutivos e afilhos totais, a fim de que esse

componente de rendimento fosse avaliado para as diferentes espécies e hibridos desse

trabalho. A altura do primeiro né visivel foi significativamente superior no acesso V14294. O

nimero médio de nds foi igual nos acessos de P. regnellii X P. urvillei (V14348 e VV14779),

enquanto as menores estaturas foram de P. pauciciliatum e de P. paniculatum,
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significativamente inferiores aos demais acessos, respectivamente V14570 e V14347 (Tabela
20).

Tabela 20. Altura do primeiro nd, nUmero de nos nos afilhos reprodutivos e estatura dos
acessos de Paspalum

Acessos Alturado Numero  Estatura NUmero de  NUmero
1°né médio de (m) afilhos de

(cm)* nos** il Reprodutivost  afilhos

Totais
1
V14294 P. paniculatum X P. urvillei ? 23,83 a 4,4 bc 157 a 8 11
V14392 P. urvillei 20,20 b 4,4 bc 125 b 8 14
V14348 P. regnellii X P. urvillei ? 18,50 b 5,6 ab 1,36 ab 5 7
V14811 P.juergensii X P. Urvillei? 12,33 ¢ 40 c¢ 0,96 c 14 18
V14779 P. regnellii X P. urvillei ? 900 d 68a 1,48 a 3 7
V14570 P. pauciciliatum 660 d 48 bc 0,72 d 18 28
V14347 P. paniculatum 4,00 e 56ab 0,60 d 4 12

Médias com letras iguais na coluna ndo diferem pelo teste Tukey a 5%.
*CV.924% **CV.11,98% ***C.V.9,25% ! médiade 5 plantas

Considerando a reproducado, os acessos de P. regnellii X P. urvillei representados por
V14348 e V14779, mesmo com 0 mesmo numero de afilhos totais (sete), V14348 apresentou
maior nimero de afilhos reprodutivos (cinco reprodutivos). Paspalum paniculatum (V14347)
apresentou maior nimero de afilhos vegetativos mesmo em estadio reprodutivo, com apenas
um terco de florescimento, e V14811 foi 0 acesso que apresentou maior numero de afilhos
reprodutivos em relacdo ao total, com aproximadamente 80 % de florescimento (Tabela 20).

Skinner & Nelson (1995), citam P. urvillei como uma planta que a medida que tem
seus entrends se alongando, as laminas foliares encurtam em relacdo as bainhas, de forma que
as maiores laminas foliares situam-se no centro do dossel e a lamina foliar mais curta é a
bandeira, com longa bainha, assim como o observado nesse trabalho.

Em geral, exceto em P. pauciciliatum em que a inflorescéncia apresenta disposi¢éo
aplanada dos ramos (Figura 15), as demais foram eretas e piramidais, com 0s ramos mais

apicais mais curtos que 0s ramos basais.
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O acesso Paspalum paniculatum (V14347) morfolégicamente mostrou-se ser uma
planta mais compacta, com menor estatura, com folhas mais estreitas e curtas, e com menor
relagdo bainha/lamina foliar da folha bandeira. A relagdo bainha: [amina da folha bandeira foi
significativamente superior no acesso V14348 (Tabela 21).

Tabela 21. Largura, comprimento médio da lamina da folha bandeira e relacdo bainha/ Iamina
da folha bandeira de acessos de Paspalum

Largura Comprimento Relacdo bainha/
Acessos (cm) (cm) lamina da folha
bandeira
V14811 P. juergensii X P. Urville ?i 1,50 a 180 b 125 ¢
V14348 P. regnellii X P. Urvillei ? 1,00 b 157 b 453 a
V14294 P. paniculatum X P. urvillei? 095 b 125 ¢ 3,24 b
V14570 P. pauciciliatum 093 b 170 b 128 ¢
V14779 P. regnellii X P. Urvillei ? 0,80 b 26,0 a 3,50 b
V14392 P. urvillei 0,90 b 16,0 b 1,57 ¢
V14347 P. paniculatum 0,50 c 105 b 0,52 d

Médias com letras iguais na coluna ndo diferem pelo teste Tukey a 5%.
*CV.1222% **CV.867% ***C.V.12,21%

A largura da lamina foliar da folha bandeira foi significativamente superior no acesso

V14811, enquanto o comprimento foi significativamente superior no acesso V14779. A
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menor relacdo bainha/ lamina da folha bandeira foi em P. paniculatum (V14347)
significativamente diferente dos demais pelo teste Tukey a 5% (Tabela 21)

Em relacdo a inflorescéncia, esse acesso (V14347), mostrou-se com menor eixo (24
cm), bem inferior ao eixo floral de P. urvillei (V14392) com mais de 50 cm. No entanto, a
menor panicula, caracterizada pelo comprimento do eixo da insercdo do ramo basal até a
inser¢do do ramo apical, foi a de P. pauciciliatum (V14570), com menos de 7 cm e aspecto
aplanado (Figura 14). Steud (1855) refere-se aos numerosos ramos de P. paniculatum,
variando de 4 a 50, com comprimento de até 3 polegadas, ou seja, pouco mais de 8 cm, e da
inflorescéncia ereta de P. urvillei, com mais de 25 ramos por inflorescéncia.

Paniculas mais densas foram verificadas no acesso V14294 assim como em P.
paniculatum (V14347), representadas por menores distancias entre ramos, ambas menores
que 1 cm, e a panicula de P. urvillei, com maiores distancias entre 0os ramos, porém néo
diferente significativamente do acesso de P. pauciciliatum (V14570) (Tabela 22).

Tabela 22. Caracteristicas do eixo da inflorescéncia de acessos de Paspalum

Comprimento Comprimento  Distancia Comprimento

do eixo da do eixo da média total do eixo
Acessos inflorescéncia  insercdo do entre da
até ainsercdo ramo basal até ~ ramos  inflorescéncia
do ramo basal a do ramo (cm)*** (Cm)****
(cm)* apical (cm)**
V14392 P. urvillei 50,37 a 19,57 a 1,83a 70,14 a
V14811 P. juergensii X P. 44,70 b 18,75 b 1,50 ab 63,45 b
urvillei ?
V14779 P. regnellii X P. 33,30 ¢ 10,90 d 1,21 bc 44,20 ¢
urvillei ?
V14348 P. regnellii X P. 30,10 cd 13,15 ¢ 1,08 bcd 43,25 ¢
urvillei ?
V14570 P. pauciciliatum 26,30 d 683 e 186a 33,13 d
V14294 P. paniculatum X P. 26,13 d 1263 ¢ 0,78 d 38,76 cd
urvillei ?
V14347 P. paniculatum 240 d 1020 d 0,85 cd 3420 d

Médias com letras iguais na coluna néo diferem pelo teste Tukey a 5%.
*CV.953% **CV.699% ***C.V.16,68% ****C.V.9,81%
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O comprimento total do eixo da inflorescéncia foi maior em P. urvillei (V14392) e o
comprimento da panicula (comprimento do eixo da inser¢cdo do ramo basal até a do ramo
apical), foi diferente significativamente dos demais acessos (Tabela 22) perfazendo mais de
50 % da estatura do afilho, este com média de 1,25 m (Tabela 20). P. urvillei também teve o
comprimento total do eixo da inflorescéncia significativamente superior aos demais acessos
(Tabela 22).

Os acessos V14347 e V14570, de P. paniculatum e P. pauciciliatum, respectivamente,
apresentaram 0s menores numeros de ramos por inflorescéncia, sendo que o primeiro
apresentou 0 menor comprimento do ramo basal e o menor comprimento médio das
espiguetas nesse ramo (Tabela 23), ao passo que o0 segundo apresentou poucos ramos por
inflorescéncia, comprimento desse ramo relativamente curto em relacdo aos demais, no
entanto, as espiguetas apresentaram o maior comprimento, com cerca de 3 mm contra 1,1 mm
apresentado por P. paniculatum (V14347), sendo uma importante caracteristica para
diferencia-los (Tabela 23).

Tabela 23. Numero de ramos, comprimento do ramo basal, niUmero de espiguetas e
comprimento das espiguetas de inflorescéncias de acessos de Paspalum

Ndmero de Comprimento
NUmerode  Comprimento espiguetas  médio das

Acesso ramos/ do ramo noramo  espiguetas de
Inflorescéncia* basal (cm)**  basal***  ramos basais
V14294 P. paniculatum X P. urvillei ? 19.83 a 728 de 1075 c 1,30 d
V14811 P. juergensii X P. urvillei ? 1425 b 9,33 ab 2150a 1,90 c
V14392 P. urvillei 14,00 b 8,11 cd 200,0a 2,05 bc
V14348 P. regnellii X P. urvillei ? 1236 b 10,25 a 134,3 bhc 1,90 c
V14779 P. regnellii X P. urvillei ? 9,00 ¢ 8,57 bc 1360 b 240 b
V14347 P. paniculatum 7,00 cd 5,75 f 133,0 hc 1,10 d
V14570 P. pauciciliatum 438 d 6,37 ef 76,0 d 3,03a

Médias com letras iguais na coluna néo diferem pelo teste Tukey a 5%.
*CV.11,44% **CV.6,09% ***C.V.9,44% ****C.\V. 10,84%
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O maior numero de espiguetas no ramo basal foi encontrado no acesso V14811,
hibrido natural triploides de P. juergensii X P. urvillei, ndo diferente significativamente pelo
teste Tukey a 5% de P. urvillei (V14392), e 0 que apresentou menor nimero de espiguetas e,
menor possibilidade de formacdo de sementes, foi P. pauciciliatum (V14570). O
comprimento médio das espiguetas de ramos basais foi significativamente superior em P.
paucuciliatum (V14570), conforme Tabela 23.

Na figura 16 é mostrado o aspecto piramidal das inflorescéncias, mais densa no acesso

V14779 e mais laxa em VV14811.

a b V ,
Figura 16. Aspecto piramidal da inflorescéncia de a) V14779 (P. regnellii X P. urvillei ?) e b)
de V14811 (P. juergensii X P. urvillei ?).

Aspectos relativos a presenca de fungos também foram observados, principalmente
por esse ser um fator que pode limitar a producdo de sementes nas espécies. Foi observado a
presenca de fungos (néo identificado neste trabalho) que danificam as espiguetas e interferem
na formacdo das sementes no acesso de P. pauciciliatum. Nos demais acessos, essa

caracteristica ndo foi observada.
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Quanto ao formato das espiguetas P. paniculatum caracterizada por ser diminuta (Figura 17).

Figura 17. Espiguetas e cariopses de P. paniculatum

Pela analise de agrupamento pela Ligacdo Completa baseada na distancia de
Mahalanobis, verificou-se vérios grupos formados, chamando atencdo para 0s grupos
formados por V14811 (P. juergensii X P. urvillei) e V14392 (P. urvillei), deixando-os mais
distante dos demais, bem como o grupo formado por V14347 (P. paniculatum) e V14570 (P.
pauciciliatum), e um terceiro grupo, formado por V14348 (P. regnellii X P. urvillei) ,

V14294 (P. paniculatum X P. urvillei), e V14779 (P. regnellii X P. urvillei) (Figura 17).

Tabela 24. Matriz de distancia do vizinho mais préximo e mais distante pela distancia de
(Mah)

Acessos V14347 V14570 V14392 V14294 V14811 V14348 V14779

V14347 328,89* 709,69  777,82** 737,45 576,79 381,95
V14570  328,89* 1082,25 880,30 1384,42** 780,20 439,67
V14392 709,69  1082,25** 577,95 196,12* 416,44 440,16
V14294 777,82 880,30 577,95 955,41**  254,80* 496,04
V14811 737,45 1384,42** 196,12* 955,41 568,84 597,18
V14348 576,79  780,20** 416,44 254,80 568,84 216,76*

V14779 381,95 439,67 440,16 498,04  597,18**  216,76*

* Menor Distancia ** Maior Distancia
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O comprimento da panicula e a altura do primeiro no visivel foram as caracteristicas
que mais contribuiram para diferenciar os acessos, com 20% e 18,39% respectivamente, de
contribuicdo. Os acessos de P. pauciciliatum (V14570) e V14811 foram os mais distantes, ao
passo que os acessos de P. urvillei e 0 acesso V14811 foram os vizinhos mais proximos

conforme a matriz exposta na Tabela 24.
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Method of Grouping : Complete Linkage - Neighboring more distant
14392
14811
14341
14570
14348
141
14294

0 10 A 3 Ll ] 0 T 80 % 100
I 134 216,88 LR Wil f92.1 §30.65 969,09 107,54 12455 138442

Figura 18. Dendrograma de agrupamento através do Método de Ligacdo Completa- pelo vizinho mais distante dos acessos bidtipos de P. dilatatum
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Caracterizacdo morfoldgica de Paspalum dilatatum Poir. oriundos de hibridacdes naturais
intraespecificas: Citogenética

Estudos de viabilidade de grdo de polen foram iniciados, verificou-se tanto a presenca
de polen vidvel quanto de polen inviavel em todos os acessos, identificado pela coloragéo por
Carmim Acético a 1%.

Em geral, as células maes de grdo de polen de espécies de Paspalum apresentam 0s
cromossomos muito diminutos e de dificil observacdo. Speranza et al. (2003) referem-se a
dificuldade em anélises citogenéticas com Paspalum, principalmente pelo tamanho diminuto
dos cromossomos e pela ocorréncia de sobreposicdo. Speranza (2005) cita que apenas as
andlises citogenéticas nao respondem as questdes do grupo Dilatata e se refere a problemas
que geralmente ocorrem quando se estuda Paspalum, como a baixa representatividade das
coleces e as técnicas pouco avangadas.

Em anélises com marcadores moleculares RAPD, Miz & Souza-Chies (2006),
utilizando vérios acessos de plantas do Grupo Dilatata, inclusive os acessos V14294 (P.
paniculatum x P. jueguensii), V14347 (P. paniculatum) e outros desse trabalho, verificaram
404 marcadores, sendo quase 12 % exclusivo de biotipos de P. dilatatum. No entanto, 31 %
foram designados como sendo exclusivos de outros taxa de outros grupos, aproximadamente
7 % definidos como de outras espécies do grupo Dilatata, e 3,96 % para hibridos naturais.
Isso indica a grande variabilidade genética dentro dos bidtipos de P. dilatatum e a existéncia
de ancestrais comuns em acessos de espécies diferentes, inclusive hibridos, os quais contaram
com menos de 4 % de marcadores distintos.

Microssatélites desenvolvidos por Speranza (2005) foram aplicados em amostras
representativas, a fim de analisar as interrelacdes na evolucdo do grupo em diferentes niveis

de ploidia, detectando recentes hibridacdes e analisando a estrutura genética. O autor
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menciona 0s avangos nesses assuntos e que os conhecimentos tém sido usados ndo somente
para melhoramento, mas para definir um modelo interessante para o estudo da apomixia e
poliploidia.

O conhecimento da morfologia dos acessos das populacfes encontradas em distintos
lugares e suas associacOes, sobretudo com P. dilatatum, que possui tantos biotipos, €
importante para entender como essas especies podem refletir ancestrais comuns e como
taxonomicamente espécies, que continuam seu processo evolutivo, deve ser revisadas
constantemente para que um tratamento cladistico seja coerente, ja que Se mostra
problematico devido a alopoliploidia de algumas espécies.

Observou-se meiose irregular nos acessos triploides V14811 e V14294, Houve uma
grande formacéo de graos de polens viaveis nos possiveis hibridos de P. urvillei e P. regnellii,
acessos V14348, V14779 e em V14294. Na figura 19 € ilustrado a préfase, metafase e a
anafase em seguimento normal para P. urvillei, caracteristica que se espera para as espécies
sexuais de Paspalum, onde ha o alinhamento dos cromossomos e a separacdo dos
cromossomos sem a formacdo de micronlcleos. Se ha normalidade nessa fase, possivelmente

na parte feminina, ndo havera problemas.
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Figura 19. Profase (1), Metafase (2) e Anafase (3) de P. urvillei

Speranza (2005) verificou alta variabilidade para os loci de P. urvillei e pouca

variabilidade para do bidtipo de P. dilatatum “Vacaria”, porém ambos apresentaram altas
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taxas de indice de fixacao (0,793 e 0,734, respectivamente), ao passo em que outro bidtipo de
P. dilatatum, o “Virasoro”, o comportamento foi praticamente de homozigoto. Percebeu-se no
presente trabalho, o vigor das plantas de P. urvillei em relacdo a crescimento e
estabelecimento, assim como sua fonte de perpetuacao através de sementes, formando muitas
sementes e de tamanhos bem pequenos (aproximadamente 2 mm, com mais de 200 espiguetas
por ramos) (Tabela 23).

Espécies como P. urvillei, cosmopolitas e que se adaptam aos ambientes que 0 homem
vai perturbando, isto é, parantropéfitas, presumidamente associam-se a outros complexos,
utilizando mecanismos de hibridacdo para se manter mesmo com outra identidade (através da
formacéo de hibridos), além de investirem em mecanismos de sobrevivéncia individual, com

a formacéo de muitas sementes a fim de disseminar.

Caracterizacdo do acesso heptapldide V14201 de P. dilatatum

Até a descoberta desse acesso (V14201), nenhum outro heptapléide do grupo Dilatata
havia sido encontrado no Brasil. Esse acesso foi encontrado em Passo Fundo-RS, em area em
que ocorrem P. urvillei, P dilatatum bidtipo “Virasoro”, P. dilatatum bidtipo “Torres” e P.
dilatatum “Comum”. E especificamente, 0 presente acesso ao ser coletado, situava-se ao lado
de uma planta representante do biotipo “Virasoro” e do bidtipo “Comum”. Inicialmente foi
identificado como “Comum”, no entanto, apos a contagem cromossdmica, averiguou-Se que
haviam alguns aspectos que aproximavam essa planta do bidtipo “Virasoro”.

Avaliacdes morfologicas mostraram semelhancgas entre 0 acesso heptaploide
com o biotipo Virasoro, como a inflorescéncia mais pendente (Figura 20) e presenca de

macropélos. Na media, a largura da ldmina da folha bandeira foi maior no acesso V14201 do
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que nos bidtipos “Comum” e “Virasoro”, no entanto, o comprimento dessa lamina, apresentou
valores mais distantes daqueles apresentados pelo bidtipo “Virasoro” (Tabela 25).

Tabela 25. Caracteristicas morfoldgicas do acesso heptaploide (V14201) encontrado no Brasil

Caracteristicas Morfoldgicas

Largura da Lamina da Folha Bandeira 1,15cm

Comprimento da Lamina da Folha bandeira 19 cm

Relacédo bainha/ Folha bandeira 1,65

Cor da antera Roxa

Forma da inflorescéncia Pendente

Caracteristica da antese Expde anteras apos a exposicdo da panicula
Desprendimento das espiguetas Intermediario*

Germinacao das sementes ~50 %

*existéncia de espiguetas mais persistentes no ramo
A estatura da planta foi maior no acesso heptaploide do que os acessos do biotipo
“Comum” (V14349 e V14371) e que o bidtipo “Virasoro”, com cerca de 1,10 m. A altura do
primeiro no visivel, aéreo, de aproximadamente 10 cm, assemelha-se aos de “Virasoro”. Em
relacdo a inflorescéncia, destaca-se o numero de ramos que na média foi superior tanto aos
acessos representantes ao bidtipo “Comum”, quanto ao bidtipo “Virasoro”, apresentando 7

ramos por inflorescéncia (Tabela 26), contra5 a 5,4.

| / [ =
Figura 20. Aspecto da inflorescéncia de V14201 (P. dilatatum “Comum” heptaploide),
espigueta e germinagdo da semente
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Tabela 26. Caracteristicas morfologicas relativas a inflorescéncia do acesso heptapldide
(V14201) encontrado no Brasil

Caracteristicas Morfologicas

Comprimento do eixo da inflorescéncia até a inser¢do do ramo basal 48,6 cm
Comprimento do eixo da inser¢do do ramo basal até o ramo apical 14,9 cm
Distancia média entre ramos 2,83 cm
Comprimento total do eixo da inflorescéncia 63,46
NUmero de ramos por inflorescéncia 7
Comprimento médio do ramo basal 6,7 cm
Comprimento médio das espiguetas no ramo basal 3,03 mm
Numero de espiguetas no ramo basal 57
Aparecimento de fungo nas inflorescéncias Presente

Klastornick et al. (2002) se referem a um heptapléide antes ndo descrito para a
espécie, encontrado na localidade de Villa Serrana (Lavalleja) no Uruguai, que demonstrou
ser altamente estéril e com meiose irregular, embora apresentando aposporia. Nesse trabalho,
embora a fertilidade possa ser considerada baixa, inferior a 50 %, foram obtidas sementes
férteis, que germinaram em estufas a 22 °C, sem passarem por processos de quebra de
dorméncia. (Figura 20), sugerindo a formacdo de embrido através de apomixia.

O surgimento desse heptaploide sugere-se ter sido formado através de um gameta nao
reduzido do pentapldide de P. dilatatum “Comum” com um receptor sexual de P. dilatatum
bidtipo “Virasoro”. Quanto a formacdo de sementes pelo heptaploide, muitos eventos
levariam a infertilidade da cariopse, exceto a apomixia, que produziria um clone da planta
mée heptaploide. Observou-se no acesso V14201 meiose irregular, com ndo alinhamento e
divisdo desbalanceada, com formacdo de micronucleos, conforme a figura 21.

A meiose | caracteriza-se por uma longa profase, que em algumas espécies consome
mais de 90 % da duracdo de toda meiose. Nessa fase, ocorrem eventos seqlenciais de
fundamental importancia para a regularidade do processo meiético. Na préxima fase, a
metafase |, as fibras do fuso posicionam os bivalentes na regido equatorial, onde cada

homologo é direcionada para os polos, para que na anafase I, o encurtamento da fibra puxar
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0s cromossomos para 0s polos. Cromossomos pequenos podem ser mais rapidos do que
cromossomos maiores para se separarem, mas no final dessa fase, cada polo ira conter ‘n’
cromossomos, onde vao se descondensando, na tel6fase I, e logo inicia-se a meiose I, que

resulta em tétrades haploides (Pagliarini & Pozzobon, 2005).

Figura 21 Fases da meiose irregular de V14201 (P. dilatatum “Comum” heptaploide)
Irregularidades na meiose I, pode resultar em irregularidades na formacdo do gameta

masculino. Observou-se a formacao tanto de diades, poliades quanto de tétrades (Figura 22).

_ - ehiallad™
Figura 22. Arranjos celulares encontrados no acesso V14201 heptapl6ide

Plantas polipléides geralmente apresentam uma grande quantidade de anormalidades
meidticas relacionadas & segregacgdo irregular dos cromossomos, as quais acabam gerando
microsporos geneticamente desbalanceados, comprometendo a fertilidade do gréo de poélen, o
que pode limitar os programas de melhoramento para a geracdo da variabilidade genética

(Pagliarini & Pozzobon, 2005).
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CONCLUSOES

Caracteristicas morfoldgicas intermediarias mostradas pelos acessos pentaploides
analisados e seus possiveis genitores quanto aos colmos, folhas e inflorescéncias servem para
inferir sobre sua origem, como um guia a fim de justificar a hipotese de surgimento natural
dos novos pentapléides brasileiros (V14285, V14289, V14860), diferentes do bidtipo
“Comum”, e aproximando-os de P. urvillei e do bidtipo “Torres”, o que é importante para o
conhecimento dos processos evolutivos da espécie e possivelmente segregantes de geracdes
diferentes de F1, de modo que essa composicdo de parametros serve para a diferenciacgéo,
permitindo a inclusdo mais adequada em categorias taxondmicas dentro do BAG de
Paspalum, disponibilizando os dados para o desenvolvimento de outras tecnologias.

Para hibridaces intraespecificas de biotipos de P. dilatatum, morfologicamente,
caracteristicas intermediarias foram encontradas, sendo que o comprimento da lamina da
folha bandeira e a relagdo entre bainha e l1dmina da folha bandeira as caracteristicas que mais
contribuiram para diferenciar 0s acessos (mais de 50%). Os provaveis hibridos
interespecificos pentapldides (V14253, V14930 e V14949) estudados podem ser resultado da
segregacdo de cruzamentos ocorridos no passado, justificando a variabilidade, e as
caracteristicas intermedidrias entre o biotipo sexual “Virasoro” e o apomitico “Uruguaiana”.

Quanto ao acesso heptaploide atipico, sua descricdo e caracterizagdo morfofisioldgica,
bem como citogenética sdo dados importantes para compor as informagdes referentes a
variabilidade do grupo Dilatata, relevantes tanto para a conservagdo quanto para o
melhoramento e indicam a possibilidade de perpetuacdo desse genotipo, uma vez que produz

cariopses, muito provavelmente a partir de mecanismo de apomixia.
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Conhecer morfofisiologicamente e citogenéticamente acessos oriundos de populacbes
naturais € um recurso importante para compor banco de dados sobre a variabilidade das
espécies, tanto para uso na conservacdo dos recursos genéticos, quanto para sua

disponibilizacdo para melhoramento genético de plantas.
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SECAO 3

“Consideracoes Finais”



Paspalum compreende um género amplo, com muitos que ocorrem no Brasil,
compartilhados com outros paises, principalmente no Sul, como Uruguai, Argentina e
Paraguai, mas existem espécies, e sobretudo, bidtipos endémicos (de P. dilatatum por
exemplo), no entanto, tanta diversidade ndo tém sido contemplada com exemplares nos
Bancos de germoplasma, e com tantos eventos que seguem ocorrendo nos habitas dessas
plantas, novas coletas e estudos necessitam ser ampliados frequentemente.

O incremento de novos materiais as colecbes existentes servem ndo somente para
aumentar o numero de informacdes existentes do género, mas para sua conservacao no local
de onde foram coletados (in situ), fora deles (ex situ- em bancos ativos de germoplasmas e/ou
de sementes) e também, para utilizacdo em programas de melhoramento, tanto das espécies do
género Paspalum, como para espécies afins, inclusive cereais no que tange a heranca de
apomixia.

Conhecer mais sobre esse género e seus grupos envolve pesquisa basica e avancada,
seguindo um proposito conservacionista e também de avancos tecnoldgicos. Tanto que as
pesquisas com esse género sdo realizadas em varios paises e serve como ponto de integracdo
de muitos paises, inclusive onde Paspalum ndo sdo espécies nativas, pois apresenta valor
ecoldgico, cientifico e também econ6mico. Assim, pesquisa com o Género sempre
contribuem de forma significativa para a ciéncia e esta longe de findar, devido a ampla
diversidade genética que apresenta.

Dentre as diferencas, 0 nimero de ploidia e as caracteristicas morfoldgicas sdo bem
destacados e de grande valia para diferenciar os acessos. Com o intuito de ilustrar a
contribuicdo das caracteristicas estudadas para diferenciar todos os acessos, uma analise de

agrupamento pelo vizinho mais proximo, atraves de ligacdo completa, gerou um dendograma
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(Figura 23), onde chama atencdo justamente, para a formacdo de grupos e isolamento do
biotipo “Virasoro™. .

No dendograma, percebe-se que dos bidtipos de P. dilatatum, 0 acesso que representa
o bidtipo “Virasoro” € o que se encontra mais afastado do grupo, ha a formacdo de um grupo
composto pelo bidtipo “Torres” (V14401) com seus possiveis derivados (V14860, V14285 e
V14289), bem como, a formacdo de grupos compostos por acessos comparados dessa forma,

no presente trabalho.
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Figura 23. Dendrograma de agrupamento atraves do Método de Ligacdo Completa- pelo vizinho mais distante de todos os acessos biotipos de P.

dilatatum avaliados, onde claramente o bi6tipo Virasoro se distancia dos demais
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