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RESUMO

O género Cynodon, foi comumente conhecido como planta daninha por diversos anos, contudo,
houve um interesse crescente em estudar e utilizar as espécies apds ser verificado a sua
versatilidade, como a utilizagdo para forragem animal e também na recuperacdo de areas
degradadas. O estudos sobre meiose em Cynodon séo escassos, uma vez que as inflorescéncias
sdo de tamanho reduzido, sendo dificil a padronizagdo do estagio da coleta das espiguetas para
observacdo. O objetivo deste estudo foi avaliar a microsporogénese, a viabilidade e a
morfologia do grdo de polen de quatro acessos de Cynodon. Foram avaliados dois acessos
tetraploides de Cynodon dactylon var. dactylon (L.) Pers. (grama bermuda) e dois acessos
diploides de Cynodon nlemfuensis var. nlemfuensis Vanderyst, (grama estrela) onde foram
empregadas técnicas de citogenética classica para observacdo da meiose, avaliacdo da
viabilidade polinica utilizando corantes: Carmim Propidnico 2% e Corante de Alexander e
técnica de acetolise e analise de microscopia eletrénica de para avaliagdo da morfologia do gréo
de polen. As anormalidades observadas nas analises de microsporogénese foram inferiores a
2% em todos 0s acessos avaliados, contudo os testes de coloracdo mostraram variacdes na taxa
de viabilidade entre as espécies diploides e tetraploides. C. dactylon var. dactylon apresentou
maior viabilidade que os acessos de C. nlemfuensis var. nlemfuensis e ambos os corantes foram
eficientes nas classificagfes. Os graos de pdlen foram classificados como oblatos esferoidais,
monoaperturados e sem ornamentagdes na exina.

Palavras-chave: Gramineas forrageiras. Grdo de pdlen. Meiose. Grama bermuda. Grama
estrela.



ABSTRACT

The Cynodon genus was commonly known as weed for several years, however an increasing
interest in studying and using these species has been observed due to their versatile usage, such
as for animal forage and also for recovering degraded areas. There are few meiosis studies for
Cynodon spp, once the inflorescences are of reduced size, making difficult the standardization
of spikelet sampling for observation. The aim of this study was to evaluate the
microsporogenesis, pollen grain viability and morphology of four Cynodon accessions. We
analyzed two tetraploid accessions of Cynodon dactylon var. dactylon (L.) Pers. (Bermuda
grass) and two diploid accessions of Cynodon nlemfuensis var. nlemfuensis Vanderyst (African
Bermuda grass) for assessment using classical cytogenetic techniques for meiosis observation
and pollen grain viability using both 2% Propionic Carmine and Alexander stain, and acetolysis
and scanning electron microscopy to examine the pollen grain morphology. Less than 2% of
meiosis abnormalities were observed in the microsporogenesis analysis for all accessions
evaluated, nevertheless, the staining tests showed variations for the viability rate between
diploid and tetraploid species. C. dactylon var. dactylon pollens showed higher viability rate
than the accessions of C. nlemfuensis var. nlemfuensis and both dyes were efficient for this
analysis. The assessment of acetolysis and scanning electron microscopy allowed classifying
the pollen grains as spheroidal oblates, monoporates and with no ornaments in the exine.

Keywords: Forage Grass. Pollen grains. Meiosis. Bermuda grass. Star grass.
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1 INTRODUCAO

O género Cynodon L. C. Rich. pertence a familia Poaceae e suas espécies apresentam
valor econdmico consideravel, devido ao seu uso em diversas finalidades, tais como: forragem
para alimentacdo animal, protecdo contra eroséo e cobertura de campos esportivos (NEIVA et
al., 1999; TALIAFERRO; ROUQUETTE-JR; MISLEVY, 2004; WU; TALIAFERRO, 2009).

As plantas do género Cynodon sdo agrupadas em gramas bermudas que contém estoldes
e rizomas e gramas estrelas que apresentam apenas estolGes. As gramas estrelas também
apresentam folhas e talos maiores do que as das gramas bermudas (HARLAN, 1970;
ANDRADE et al. 2009).

Tratam-se de gramineas perenes de climas tropicais e subtropicais, com ampla
distribuicdo, chegando a serem consideradas cosmopolitas, como Cynodon dactylon (L.) Pers.
var. dactylon (CARO; SANCHEZ, 1972; NEIVA et al., 1999; WU; TALIAFERRO, 2009). As
espécies sdo bastante difundidas na Africa e possuem representantes na América do Sul. No
Brasil, encontram-se em praticamente todo o territério (CARO; SANCHEZ, 1969; HARLAN
et al., 1970, FILGUEIRAS; VALLS, 2015). C. Dactylon, é conhecida popularmente como
grama bermuda, sendo a espécie mais importante do género devido a sua prevaléncia, ampla
distribuicdo geografica e seus variantes morfoldgicos: var. afghanicus; var. aridus; var.
dactylon; var. coursii; var. elegans e var. polevansii. Em C. dactylon var. dactylon séo
encontradas trés racas: tropical, temperada e seléucida (WU; TALIAFERRO, 2009). A espécie
Cynodon nlemfuensis € a mais promissora do grupo de gramas estrelas, pois apresenta
caracteristicas favoraveis como forrageira e é geneticamente relacionada a C. dactylon (WU;
TALIAFERRO, 2009).

Até meados dos anos de 1940, as plantas de Cynodon foram consideradas como plantas
daninhas, devido sua alta capacidade de adaptacao, crescimento e estabelecimento no ambiente,
bem como pela competitividade. Ainda em 1950, os agricultores tentavam o seu controle por
métodos diversos, como capina, controle animal e quimico (HOROWITZ, 1996). De acordo
com Wu e Taliaferro (2009), importantes caracteristicas observadas nesse género, despertaram
o0 interesse em desenvolver cultivares, sobretudo devido a resisténcia ao frio, fator limitante
para diversas espécies, adaptacao ao clima temperado e eficiéncia no pastejo.

Em virtude do alto potencial expansivo, Cynodon spp., vem se tornando uma op¢éo para
agricultores (NEIVA et al., 1999), uma vez que o pastejo € uma fonte de alimentagdo com
menor custo (PRIMAVESI et al., 2004). No Brasil, as plantas desenvolvem-se satisfatoriamente
até mesmo em solos com baixa fertilidade (SOUSA; CARVALHO; ARAUJO-FILHO, 1998).
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Apesar da importdncia, ainda ha controvérsias quanto ao numero de especies
pertencentes ao género, pois ha relatos de 20 espécies (CARO; SANCHEZ, 1969); nove
especies e dez variedades (HARLAN et al.,, 1970a) e, mais recentemente, 10 especies
(CLAYTON et al. 2009) e treze espécies (“The Plant List 2016”). Além disso, estudos
citogenéticos para esse grupo ainda sdo escassos, resumindo-se, sobretudo em alguns
envolvendo contagens cromossdémicas. Quanto ao nivel de ploidia, ha variacGes de diploide a
hexaploide, numeros cromossoémicos entre 16 a 54 (AVDULOW, 1931; TALIFERRO;
ROUQUETTE-JR; MISLEVY, 2004; AKSHITA, DHALIWAL; GUPTA, 2011) e nimero
basico cromossdmico x=9 (AVDULOW 1931; FORBES; BURTON, 1963) e x=8 (AKSHITA,
DHALIWAL; GUPTA, 2011).

Os estudos de meiose para 0 género sao raros e alguns muito antigos. Este tipo de estudo
se torna um importante aliado para entender e acompanhar todo o processo para formacao dos
gametas. Durante as fases da meiose, ocorre o pareamento, a permuta genética, orientacdo e
segregacdo cromossdmica (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007), que sdo eventos
fundamentais associados a variabilidade genética e que, portanto, devem ocorrer com
normalidade e precisdo. Contudo, durante os diferentes estagios da meiose, podem ocorrer
falhas, que resultam em problemas com pareamento, orientacdo e segregacdo de
cromossomos/cromatides levando a formacdo de gametas com nimero ndo balanceado de
cromossomos e, geralmente, inférteis (PAGLIARINI, 2000; PAGLIARINI; FUZINATTO;
VALLE, 2007).

Adicionalmente, o acompanhamento dos eventos pds-meidticos que resultam na
formacdo do grdo de polen também é fundamental. Estudos envolvendo o grdo de pdlen
permitem avancar em conhecimentos aplicados a taxonomia, palinologia, melhoramento
genético e o conhecimento sobre o potencial de propagacdo que garante o sucesso da espécie.
De acordo com Knox (1984), estudos do grdo de pdlen sdo primordiais para manipulacdo e
hibridagdo de novas plantas, trabalhos onde envolvem também a ultraestrutura facilitam apontar
alteracdes morfoldgicas e deficiéncias que por ventura possam existir e comprometer 0 sucesso
reprodutivo das espécies.

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar a microsporogénese, a viabilidade

e a morfologia do gréo de pdlen de quatro acessos de Cynodon.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O género Cynodon L. C. Rich: Origem, aspectos taxondmicos, caracterizacdo botanica e

importancia

As espécies de Cynodon pertencem a familia Poaceae, tribo Cynodonteae e subfamilia
Chloridoideae (WU, 2011), com provavel origem na Africa (HARLAN et al, 1970).
InformagGes quanto ao numero de espécies sdo divergentes, Caro e Sanchez (1969) realizaram
um estudo com plantas vivas e com exsicatas provenientes de herbario, onde realizaram cortes
anatdmicos e se basearam em chaves de identificacdo postulando 20 espécies para 0 género
Cynodon. Harlan et al (1970a) avaliaram 700 acessos de Cynodon de uma cole¢do viva e
agruparam nove espécies e dez variedades de acordo com a distribuicdo geografica, outros
autores como Clayton, Harman e Williamson (2009) dez espécies.

O “The Plant List” (2016) descreve que 13 espécies estdo estabelecidas: Cynodon
aethiopicus Clayton e Harlan, Cynodon barberi Rang. e Tadul., Cynodon coursii A. Camus,
Cynodon dactylon (L.) Pers., Cynodon flexicaulis (Schwagr). Steud., Cynodon inclinatus
(Hedw.) Brid., Cynodon incompletus Nees, Cynodon x magennisii Hurcombe, Cynodon
nlemfuensis Vanderyst, Cynodon parviglumis Ohwi, Cynodon plectostachyus (K. Schum.)
Pilg., Cynodon radiatus Roth, Cynodon transvaalensis Burtt Davy. A lista ainda descreve 126
taxons que sdo sinonimias e cinco tdxons que apresentam classificacdo irresoluta. Estes sdo
fatores que contribuem para que a delimitagdo taxondmica do grupo fique comprometida.

As plantas do género apresentam folhas e hastes finas, o colmo é ereto e fino, de
coloracdo verde escuro ou claro, porte médio e alcanca até um metro de altura, as
inflorescéncias podem ser roxas ou verdes, com espiguetas fechadas em duas linhas e anteras
pendulas vermelhas (ATHAYDE et al., 2005; SIMPSON 2006; SEGHESE, 2009). As plantas
de Cynodon podem ser genericamente divididas em rizomatosas e ndo rizomatosas com base
na presenca ou a auséncia de rizomas na plantas adultas. As formas ndo rizomatosas s&o
conhecidas como gramas estrela e as rizomatosas como gramas bermuda (HARLAN, 1970;
ANDRADE et al., 2009). Geralmente, C. dactylon var. dactylon é referida como grama
bermuda comum; a variedade aridus € frequentemente denominada como grama bermuda
gigante e C. transvaalensis, como grama bermuda africana (KNEEBONE, 1966;
TALIAFERRO, 1992; BURTON; HANNA, 1995; WU, 2011). Taliferro; Rouquette-Jr;
Mislevy, (2004) usaram a denominagdo grama estrela para se referirem as espécies do Leste
Africano C. aethiopicus, C. nlemfuensis e C. plectostachyus. C. nlemufuensis € a mais
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promissora entre as gramas estrela, pois possui caracteristicas favoraveis como forrageira e é
geneticamente relacionada com C. dactylon (WU; TALIAFERRO, 2009)

A enorme variabilidade genética entre as espécies de Cynodon ¢ derivada da reproducao
sexual. Embora a capacidade de producdo de sementes seja baixa, a maioria das plantas tem
potencial para produzir alguma semente, permitindo assim a recombinacdo genética e
segregacdo. A reproducdo também se dé assexuadamente, por meio de partes vegetativas como
estolBes, rizomas, rebentos e gemas (WU; TALIAFERRO, 2009).

A polinizacdo cruzada e a auto-incompatibilidade favorecem os cruzamentos entre as
espécies, fator que contribui com o fluxo génico. Ainda em relacdo a reproducao, foi relatado
caso de apomixia na espécie Cynodon aethiopicus de acordo com Taliaferro e Lamle (1997) e
Bogdan, (1977) ambos citados por Wu et al, (2006).

As gramineas do género Cynodon sdo amplamente difundidas em areas pastoris, mesmo
tendo sido consideradas invasoras e esquecidas por algum tempo (LANGDON, 1954; NEIVA
et al., 1999). A capacidade dessa graminea de restabelecer-se em campo e a 6tima proporgao
folha/colmo, despertou o interesse dos produtores que comecaram a utiliza-la como forma de
pastejo, pois observaram que alguns animais consumiam a forragem tdo bem quanto outras
espécies, haja visto que um dos fatores limitantes da produtividade de rebanhos é a escassez de
pastagem (LEITE; MACHADO, 1999). Contudo, a produtividade pode variar de acordo com
fatores como o solo, clima, disponibilidade de nutrientes e outros (SOUSA; CARVALHO;
ARAUJO-FILHO, 1998).

Antes mesmo de iniciarem os trabalhos de melhoramento genético com espécies de
Cynodon, os pesquisadores e agricultores ja haviam percebido que certos clones diferenciavam-
se entre si e dependendo do grupo apresentavam caracteristicas distintas, além de serem
resistentes a doencas, pragas, pisoteio animal, devido a regido do meristema apical encontrar-
se escondida no solo que a protege contra o pisoteio facilitando seu restabelecimento (LEITE;
MACHADO, 1999).

A partir do interesse para forragicultura, diversas cultivares foram desenvolvidas na
Universidade da Georgia e na Universidade da Florida nos EUA. As plantas melhoradas deste
género apresentam tolerancia a diversidade de pH e alteracBes climaticas (HILL; GATES;
WEST, 2001), e com correcdes do solo tem estabelecimento vigoroso (LEITE; MACHADO,
1999).

Seghese (2009), refere-se as cultivares Coastal, Coastcrossl, Coastcross 2, Tifton 44,
Tifton 68, Tifton 78 de Cynodon dactylon como as de maior destaque para o grupo de grama

bermuda, sendo essas mais cultivadas nos EUA. Para as do grupo estrela pertencentes a espécie
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Cynodon nlemfuensis, as cultivares Florona, Florico e Estrela Roxa sdo as mais destacadas. A
Estrela Roxa é a mais cultivada no Brasil, pois apresenta resisténcia a pragas, adaptacdo a
diferentes ambientes e também pela aceitacdo dos animais sob pastejo.

De acordo por Beard (1973), citado por Wu e Taliaferro, (2009), plantas de Cynodon
sdo utilizadas em jardinagem e cobertura de gramados, nos mais diversos locais, como, campos
de golfe, campos esportivos, beira de estradas e até mesmo em cemitérios. Essas plantas sdo
bastante difundidas por possuirem diversos caracteristicas de interesse, variando de formas
pequenas a mais robustas e por suas raizes funcionarem como filtros para absorcéo de nutrientes
do solo, atuando também na eliminac&o de alguns residuos (TALIAFERRO; ROUQUETTE-
JR; MISLEVY, 2004). As gramas bermudas, sdo utilizadas na estabiliza¢do de solos, uma vez
que sdo tolerantes tanto a seca quanto inundacgdes e também por possuirem alta capacidade de
estabelecimento em campo, elas fornecem protecdo contra 4gua, vento e erosdo, além de serem
perenes, espalharem-se rapidamente e possuirem poucas pragas e insetos prejudiciais (WU e
TALIAFERRO, 2009). Os autores mencionaram que as gramas bermuda sdo mais adequadas
para controle de erosdo, pois crescem inclusive em areas degradadas, conforme ja havia sido
reportado por Tracy (1917) que de a gramas bermuda, eram a melhor encontrada para se

controlar a erosdo do solo.

2.2 Aspectos citogenéticos de Cynodon spp.

Os aspectos citogenéticos podem ser de inestimavel importancia para auxiliar na
identificacdo, classificacdo e conservacdo das espécies (GUERRA, 1988; AULER;
BATTISTIN; REIS, 2006). Estudos envolvendo o género Cynodon sdo insuficientes,
restringindo-se a informacgdes sobre contagens cromossémicas por meio de citogenética
convencional. Nesse sentido, além das divergéncias quanto ao numero de espécies, pesquisas
mostram também controvérsias para 0 nimero cromossémico (variando de 16 a 54) e o nivel
de ploidia das plantas do género Cynodon, variando de diploides a hexaploides (TALIFERRO;
ROUQUETTE-JR; MISLEVY, 2004; AKSHITA; DHALIWAL,; GUPTA, 2011).

Conforme relatos de Avdulow (1931) o nimero basico cromossdémico seria X=9, porém
Hunter (1934) sugeriu que o nimero basico cromossémico seria x=10. Forbes e Burton (1963)
ao analisarem 35 acessos de Cynodon, confirmaram o nimero basico x=9, afirmando que a
proposta de nimero x=10, provavelmente seria devido a contagem equivocada de satélites
desprendidos como cromossomos inteiros. No trabalho realizado por Akshita, Dhaliwal e Gupta

(2011), foi relatado nimero basico cromossdmico x=8, sendo um nimero inédito para o género.
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Gupta e Srivastava (1970) relataram a ocorréncia natural de triploidia com nimero
2n=3x=27 em Cynodon dactylon presumindo que poderia vir de um cruzamento entre uma
espécie diploide 2n=18 e uma tetraploide 2n=36.

Segundo Wu e colaboradores (2006), em funcdo da auto-incompatibilidade, ocorrem
polinizacBes cruzadas entre as plantas de mesma espécie, o que resulta em fluxo génico,
colaborando para formacdao de espécies com diferentes ploidias, no entanto casos de hexaploidia
ou pentaploidia sdo raros. De acordo com os resultados obtidos por Harlan, De Wet e
Richardson (1969) em um estudo de hibridacdo, podem ocorrer cruzamentos interespecificos
entre diferentes taxons de Cynodon. Esses autores observaram que a maioria das espécies (C.
aethiopicus, C. nlemfuensis var. nlemfuensis, C. nlemfuensis var. robustus, C. dactylon var.
aridus, C. dacylon var. coursii e C. dactylon var. dactylon) apresenta facilidade de se hibridar,
difundindo a ideia de que as mesmas compartilham de um mesmo genoma, porém os hibridos
constituiram-se estéreis.

No que se refere a quantidade de DNA, em anélises de citometria de fluxo realizadas
por Wu e colaboradores (2006), em 132 acessos de Cynodon provenientes da China e ainda
quatro acessos comerciais, variando de plantas triploides a hexaploides, observaram que a
quantidade de DNA difere entre as ploidias e entre as plantas com ndmero igual de
cromossomos, onde a quantidade de DNA variou entre 1.55pg/2C nos acessos triploides e 3.15
pg/2C nos acessos hexaploides.

Em relacdo a meiose, Gupta e Srivastava (1970) avaliaram acessos diploides e triploides
de Cynodon e observaram que nos diploides, a meiose foi normal, com formacdo de nove
bivalentes durante a diacinese e na metafase I. Nos acessos triploides foram observados
bivalentes e trivalentes na metafase | e nos casos em que foram observados cromossomos
atrasados na anafase I, estes, posteriormente, foram incluidos ao nucleo.

Posteriormente, Brilman, Kneebone e Endrizzi (1982) avaliaram a meiose de clones
diploides entre C. dactylon var. aridus e C. dactylon var. afghanicus x var. aridus e observaram
paquitenos com cromémeros e “knobs” proeminentes.

Em uma pesquisa um pouco mais recente de Akshita, Dhaliwal e Gupta (2011), em que
também foram utilizados acessos diploides (n=8 e n=9) e tetraploides (n=18) de Cynodon
dactylon, constatou-se oito bivalentes durante a diacinese nos diploides e os demais estagios
permaneceram normais. O tetraploide (2n=4x=36) apresentou meiose anormal devido a

presenca de cromossomos atrasados (12,4%) e também pontes nas anafases (7,7%).
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2.3 Estudos sobre o gréo de polen

O grédo de pdlen é o microgametdfito que permanece armazenado nas anteras até o
amadurecimento, possui morfologia diferenciada e pode ser classificado de acordo com a
abertura, por onde o tubo polinico emerge (JUDD et al, 2009).

Segundo Ferguson (1985), parte do genoma é expresso através do grdo de polen, sendo
utilizado em estudos com diversas finalidades como taxonomia, sistematica e evolucdo. Ao
estudar graos de pélen fossilizados é possivel, por exemplo, observar a sua evolugéo ao longo
do tempo. Observagdes quanto a forma, tamanho e espessura da parede do gréo de p6len podem
ser caracteres auxiliares para estudos taxondmicos. Os objetivos destes estudos agregam
interesse em explorar a biologia das espécies, sobretudo as de importancia comercial e também
o0 lado conservacionista.

Perveen (2006) avaliou a morfologia do grdo de polen de 20 espécies de gramineas,
utilizando microscépio de luz e de varredura, onde verificou, de forma geral, que os graos
possuem tamanho médio 18,7- 72 um de diametro, esferoidais, mono-aperturado e raramente
tricolpado e geralmente apresentam exina mais espessa que a nexina. Além da classificacao, de
modo geral, o pesquisador subdividiu as espécies em grupos baseando-se no tamanho dos gréos.
Uma das espécies avaliadas foi Cynodon radiatus que foi agrupada no grupo tipo Il, em que o
tamanho do grdo de pdlen esta entre 13,3 e 50,99 um de diametro, classificando-os como
esferoidais, operculados e ndo operculados, com anel reduzido, exina espessa (0,84-4,11 um).

Estudos de fertilidade do pdlen sdo um importante aliado do melhoramento genético,
uma vez que tendo informacgdes quanto a viabilidade do pélen podem auxiliar na selecdo de
espécies candidatas a cruzamentos (TECHIO et al, 2006). Segundo Shivanna e Rangaswamy
(1992) a viabilidade do gréo de pélen pode ser influenciada por diferentes condi¢des, como o
periodo de floracdo, abertura da antera, nutri¢cdo da planta e armazenagem do material coletado,
ocorrendo assim diversas variagdes na resposta do polen, entre espécies e até mesmo entre o
mesmo genatipo.

Para estudos de viabilidade polinica ha uma diversidade de técnicas que podem ser
utilizadas, tais como testes in vivo ou in vitro (TECHIO et al.,, 2006; SHIVANNA;
RANGASWAMY,1992). Para Shivanna e Rangaswamy (1992), quando empregada a técnica
de germinac&o in vivo devem ser aplicados testes primarios, visando informagdes das condicdes
apropriadas para a eficacia da técnica, por se tratar de um procedimento de polinizacéo
controlada que necessita que o estigma esteja receptivo para a introducéo do pélen. Por outro

lado, a germinacdo in vitro permite a reproducdo das condi¢des naturais em meio de cultura,
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induzindo a germinacgédo do tubo polinico, sendo que as condigdes de temperatura e teor de dgua
influenciam nesse tipo de teste (FERREIRA et al., 2007). Observacdes a partir de teste de
germinacao in vitro, permitem verificar o tamanho do tubo polinico sendo. Quando o tamanho
do tubo polinico é maior que o didmetro do grao de polen, considera-se que germinou, ou seja,
é viavel, quando o comprimento do tubo é menor ou inexistente é considerado inviavel
(SHIVANNA; RANGASWAMY, 1992).

Ao serem empregados os testes de viabilidade por meio de coloracdo, a determinacao
de graos de pélen viaveis e inviaveis depende do tipo e concentracao do corante, além de outros
detalhes como espessura da parede do gréo de pdlen e a presenca ou ndo de espiculas. Esses
detalhes na morfologia refletem na penetracdo do corante e na eficacia da técnica em determinar
a viabilidade. A exemplo disso, o corante de Alexander, a base de verde malaquita e fucsina
acida, permite corar diferencialmente os grdos abortados e ndo abortados, facilitando a
identificacdo e prevenindo classificagdo equivocada (ALEXANDER, 1980). Outros fatores
como temperatura, umidade e idade do grdo de pdlen podem afetar a fertilidade do grdo e
conforme a espécie permanecendo viaveis por horas e até mesmo por anos (JUDD et al., 2009).

Peculiaridades na estrutura do grdo de polen como nimero de aberturas e tamanho
conferem mais chances de propagacdo, além de anexos que permitem fixacdo ao corpo de
insetos polinizadores, dispersdo por anemofilia, hidrofilia, estruturas essas que resultam de
adaptacdo ao longo do tempo (KNOX, 1984). Analises realizadas com microscopia eletrénica
podem contribuir para o conhecimento da morfologia do p6len. Nunes et al (2012) avaliaram a
ultraestrutura do grdo de pdlen em acessos de Lolium e observaram através de microscopia
eletronica de varredura (MEV), caracteristicas relacionadas a ornamentacdo da exina e o
namero de aberturas no grdo de pélen. Segundo esses autores, quando ha um maior nimero de
aberturas, pode haver maior sucesso na emergéncia do tubo polinico e, consequentemente,
aumentar as chances de fertilizacdo da oosfera. Além desta informacdo préatica, o numero de
aberturas do grdo de pélen pode também ser usado para importantes inferéncias evolutivas,
pois, conforme Miranda e Andrade (1990), grdo de polen com apenas uma abertura Sao0 mais
primitivos do que aqueles com trés aberturas. Uma técnica também aliada aos estudos do gréo
de pdlen tradicionais, é a acetdlise que trata de destruir toda as substancias ndo esporopolenina
(HESSE E WAHA, 1989).

Para Cynodon, ha poucos estudos encontrados na literatura, elucidando a viabilidade
polinica, sendo estes em sua maioria complemento de estudos de meiose que também sdo raros
e quanto & ultraestrutura do gréo de po6len ndo foram encontradas descri¢des. Gupta e Srivastava

(1970) avaliaram espécies diploides (2n=2x=18) e triploides (2n=3x=27) de Cynodon dactylon
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e relataram que a fertilidade do gréo de pdlen foi maior em espécies diploides (93,6%) do que
em triploides (73,6%). No trabalho de Akshita, Dhaliwal e Gupta (2011), também foi observado
uma taxa de viabilidade inferior em acessos tetraploides (27,9%) em relacdo aos diploides
(63,7%).



20

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

O experimento foi conduzido no Laboratério de Citogenética no Departamento de
Biologia (DBI) da Universidade Federal de Lavras (UFLA). As andlises de microscopia
eletronica foram realizadas no Laboratdrio de Microscopia Eletronica e Andlise Ultraestrutural
do Departamento de Fitopatologia (DFP) da UFLA.

3.2 Material vegetal
As técnicas para avaliacdo da meiose, viabilidade e ultraestrutura do gréo de pélen foram
aplicadas em quatro acessos de Cynodon (TABELA 1), cedidos pela da Embrapa Gado de Leite,

Juiz de Fora - MG.

Tabela 1 — Acessos utilizados, apresentando espécie e ploidias.

Acesso Cadigo Espécie NUmero
cromossomico*
Pl 224141-29 EGL 9 Cynodon dactylon var. dactylon 2n=4x=36

P129117102 PL 18 EGL 10 Cynodon dactylon var. dactylon 2n=4x=36

*x ERX 7 Cynodon nlemfuensis var. 2n=2x=18
nlemfuensis

*x ERX 21 Cynodon nlemfuensis var. 2n=2x=18
nlemfuensis

*CHIAVEGATTO et al.,, 2016. **Acessos oriundos de programa de melhoramento,
desenvolvido pela Embrapa Gado de Leite.
Fonte: Do Autor (2017).

3.3 Avaliacdo da meiose e viabilidade do gréo de polen

As espiguetas jovens para analise da meiose e maduras para analise da viabilidade de

polen, foram coletadas e fixadas em: alcool etilico: acido acético: acido propiénico (6:3:2)
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armazenados em microtubos a -4°C. As espiguetas foram mensuradas com auxilio de um
paquimetro.

Para andlise meiotica, as espiguetas foram excisadas, sob microscépio estereoscopio,
para extracdo das anteras, as quais foram cortadas e maceradas sobre a ldamina com uma gota
de &cido acético 45%. Posteriormente, as laminas foram preparadas pela técnica de
esmagamento (GUERRA; SOUSA, 2002) e coradas com Carmim propionico 2%.

Para viabilidade de pélen, o procedimento foi similar ao da meiose, mas utilizaram-se
dois corantes: Carmim propionico 2% e Alexander 2% (ALEXANDER, 1980). Foram
avaliados 200 grdos de polen/lamina e 5 ldminas por corante. Para a coloragdo com Alexander
foram considerados viadveis 0s grdos corados de roxo e invidveis os graos fracamente corados
na cor verde. Para a coloracdo com Carmim propibnico, os grdos de polen que apresentaram
citoplasma corado fortemente de vermelho foram considerados viaveis e os incolores, inviaveis.

As laminas foram avaliadas em microscopio de campo claro (Carl Zeiss, AxioLabA1l),
equipado com microcamera (AxioCam ICcl), para captura das imagens. Foi aplicado teste
estatistico Scott-Knott (p < 0,05) utilizando o software SISVAR (FERREIRA, 2003) nas

analises de viabilidade polinica.

3.4 Avaliacédo do grdo de polen por meio da técnica de acetolise

A técnica empregada seguiu as recomendacfes de Erdtman (1960), modificado por
Melhem et al. (2003). As espiguetas coletadas foram maceradas com auxilio de agulha em
microtubo contendo &cido acético 45% e centrifugadas por 10 minutos a 2500 rpm. Em seguida,
o0 sobrenadante foi retirado e substituido por agua destilada e novamente centrifugado por 10
min a mesma velocidade, e descartado ao final. Foi acrescentada solucdo acetolitica 1mL (1
acido sulfarico: 9 anidrido acético puro) e colocado em banho-maria a 87° C por dois minutos.
O material foi entdo novamente centrifugado, por duas vezes, retirando o sobrenadante apos
cada centrifugacdo. Apos a ultima centrifugacdo, o sobrenadante foi substituido por agua
glicerinada 50%. O material foi armazenado em microtubo a 10 °C por 24h até 0 momento de
preparo da lamina.

A agua glicerinada foi descartada e o material colocado em laminas com porgdes de
gelatina glicerinada (100 mL de agua destilada, 100 mL de glicerina, 17 g de gelatina incolor e
1 g de fenol) submetidos a aquecimento em chapa aquecedora, coberto com laminulas, vedadas

para observacao.
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As laminas foram avaliadas em microscopio de campo claro (Carl Zeiss, AxioLabAl),
equipado com microcamera (AxioCam ICcl), para captura das imagens. Para cada acesso,
foram avaliadas cinco laminas e as medidas do eixo polar (P), eixo equatorial (E) e espessura
da exina foram realizadas em dez grdos de polen por lamina através do software software
ImageJ verséo 1.44 (Research Services Branch, U.S. National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA.). Os grdos de polen foram classificados de acordo com Erdtman (1943)
Posteriormente, os dados foram submetidos ao teste Scott -Knott (p < 0,05) utilizando o
software SISVAR (FERREIRA, 2003).

3.5 Anélise de ultraestrutura do grdo de pélen por meio de microscopia eletrénica de varredura

Para observacao da superficie do grdo de pdlen, amostras foram fixadas em solucao
Karnovsky, até o momento das analises. As amostras passaram por lavagens em tampé&o
cacodilato a 0,05M (3 vezes - 10 minutos cada) e pés fixadas em tetroxido de 6smio a 1%,
durante 4 horas, a temperatura ambiente. Entdo submetidas a desidratacdo em acetona em uma
série progressiva (25%, 50%, 75%, 90% e 100% - 3 vezes por 10 minutos), submetidas ao ponto
critico de dessecamento de CO2 em equipamento BAL-TEC, CPD-030, fixadas em suporte
metélico com cola de prata e recobertas com ouro metélico (10 nm) em aparelho BAL-TEC,
SCD-050. O material das anteras preparado foi observado e eletromicrografado em microscépio
eletronico de varredura LEO-EVO 40, XVP. Os gréaos de pélen foram classificados de acordo
com o numero de aberturas (ERDTMAN, 1943).
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4 RESULTADOS

A analise da meiose requer inicialmente a definicdo dos horarios de coleta dos botdes
florais e definicdo do tamanho e morfologia que sejam ideais para obtencdo dos meidcitos em
diferentes estagios. Para os acessos de Cynodon analisados, ndo houve diferenga quanto ao
horério de coleta realizada entre 9 e 16 horas, com temperaturas variando entre 25 e 35° C.
Quanto a escolha da espigueta (FIGURA 1), observou-se um gradiente relacionado ao tamanho,
morfologia e coloracao, pois nas menores, com cerca de 1 mm, e que apresentavam coloracao
mais clara foram encontrados os estagios iniciais da préfase | (FIGURA 1A); nas espiguetas de
tamanhos intermediarios, entre 1,5 e 2 mm, encontravam-se 0s estagios entre metéafase | a
metafase Il (FIGURAS 1B) e as maiores com 2,5 mm a 3mm e mais escuras apresentavam
meidcitos entre os estagios de anafase Il até a tétrade (FIGURA 1C) e grdos de pdlen,
respectivamente (FIGURA 1D).

Figura 1 — Relagdo entre o tamanho das espiguetas e as fases da meiose de Cynodon sp.

Legenda: Nas espiguetas com (A) 1 mm encontravam-se estagios de profase I; (B) 1,5 a 2 mm, de
metafase | até metafase Il; (C) 2,5 a 3 mm: anafase Il até a tétrade; (D) >3 mm: grdo de Pdlen. (Barra=
500 pm)

Fonte: Do Autor (2017).
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Para ambos acessos de C. dactylon var. dactylon (EGL 9 e EGL 10) foi confirmada a
tetraploidia (2n=4x=36), com diacineses e metafases | apresentando configuragdes univalentes,
bivalentes e tetravalentes (FIGURA 2C), sendo um bivalente ligado ao nucléolo e raramente
dois ou trés (FIGURA 2D-E). Para C. nlemfuensis var. nlemfuensis foram identificados,
invariavelmente, 9 bivalentes em diacineses e metafases | (FIGURA 3C-D), confirmando a
diploidia (2n=2x=18), com um bivalente ligado ao nucléolo (FIGURA 3C) e, em menor
frequéncia, dois e trés bivalentes ligados.

No acesso EGL 10 de C. dactylon var. dactylon foram observados dois knobs terminais
e 12 crom6meros em cromossomos paquiténicos (FIGURA 2B), sendo isso observado também
nos outros acessos (EGL9, ERX7 e ERX 21). No entanto, 0 acesso ERX 21 de C. nlemfuensis
var. nlemfuensis apresentou uma variacdo no nimero de cromdémeros entre 10 e 16, sendo mais
frequente 12 cromdmeros (FIGURA 3B).
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Figura 2 — Meiose na espécie Cynodon dactylon var. dactylon.

Legenda: (A) Leptdteno, (B) Paquiteno, setas indicam knobs terminais (C) Dipl6teno/Diacinese, seta:
indica configuracdo tetravalente, ponta de seta: configuragdo univalente, (D-E) Dipléteno/Diacinese,
seta indica bivalente ligado ao nucléolo, (F) Metafase I, (G) Anafase I, (H) Tel6fase I, (1) Préofase 11, (J)
Metafase Il com ndcleos assincronicos, (K) Anafase 11, (L) Tel6fase 11 com nicleos assincrénicos, (M)

Tétrade. (Barra 10pum)
Fonte: Do Autor (2017).
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Figura 3 — Meiose em Cynodon nlemfuensis var. nlemfuensis.
San

BNy .-f‘:-;

Legenda: (A) Leptéteno, (B) Paquiteno, seta indica knobs terminais, (C) Diacinese, seta indica bivalente
ligado ao nucléolo, (D) Metéfase | com cromossomos néo orientados, (E) Anéfase I, (F) Teldfase I, (G)
Profase 11, (H) Metafase I, (I) Anéfase I, (J) Tel6fase |1 com microndcleo, (K) Tétrade. (Barra 10um)
Fonte: Do Autor (2017).

De modo geral, a meiose dos quatro acessos/espécies avaliados foi regular. O acesso
com maior taxa de anormalidades (1,38%) foi ERX 7 (Cynodon nlemfuensis var. nlemfuensis)
e a menor (0,2%) foi observada em EGL 10 (Cynodon dactylon var. dactylon) (TABELA 2).
Apesar da ocorréncia de configuracdo univalentes e tetravalentes em C. dactylon var. dactylon,
as demais subfases da Préfase | ndo apresentaram irregularidade. Nas metafases Il e nas
anafases Il foram quantificados 7,7 e 1% de nucleos assincronicos, (FIGURA 2J), assim como

cromossomos/cromatides atrasados na telo6fase Il em uma frequéncia de cerca de 6,2%
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(TABELA 2). Contudo, nas tétrades os nicleos mostraram-se completamente normais em
ambos acessos.

Os acessos de Cynodon nlemfuensis var. nlemfuensis (ERX 7 e ERX 21), apresentaram
a profase I normal (FIGURA 3A-C). O maior indice de irregularidades foi observado a partir
da metafase | onde foram encontrados cromossomos néo orientados (9,4% para o ERX 7 e 0,8%
para 0 ERX 21). Além disso, foram observados cromossomos/cromatides atrasados em tel6fase
I e Il em uma frequéncia de 6 e 4,6% para 0 acesso ERX 7, respectivamente. O acesso ERX
21 apresentou essa anormalidade somente na tel6fase I, em uma frequéncia muito baixa

(inferior a 1%). Todas as tétrades avaliadas estavam normais em ambos acessos.

Tabela 2 — NUmero de meiécitos analisados e porcentagem de meidcitos anormais (entre parénteses) em
acessos de Cynodon sp.

Fase  Cynodon dactylon Cynodon dactylon Cynodon Cynodon
Meiose var. dactylon var. dactylon nlemfuensis var. nlemfuensis var.

(EGL9) (EGL 10) nlemfuensis nlemfuensis

(ERX 7) (ERX 21)

Pl 537 (0%) 647 (0%) 483 (0%) 308 (0%)
MI 91 (0%) 290 (0%) 96 (9,4%) 254 (0,8%)

Al 44 (0%) 47 (0%) 15 (0%) 38 (0%)
TI 49 (0%) 68 (0%) 50 (6%) 165 (0,6%)

Pl 45 (0%) 105 (0%) 105 (0%) 161 (0%)

Ml 39 (7,7%) 67 (0%) 82 (0%) 62 (0%)

All 10 (1%) 3 (100%) 35 (0%) 40 (0%)

TII 32 (6,2%) 21 (0%) 43 (4,6%) 55 (0%)

TET 32 (0%) 99 (0%) 176 (0%) 69 (0%)

Total 879 (0,68%) 1.347 (0,2%) 1.085 (1,38%) 1.152 (0,26%)

Legenda: Pl (Lept6teno/Zig6teno, Paquiteno, Dipldteno/Diacinese), MI (Metafase 1), Al (Anéafase 1), Tl
(Tel6fase 1), PII (Profase 1), MII (Metéafase 1), All (Anéfase 1), Tl (Tel6fase 1), TET (Tétrade).
Fonte: Do Autor (2017).

Os testes colorimétricos mostraram que os acessos de C. dactylon var. dactylon
apresentaram taxas de viabilidade de pdlen superiores a 75%. Em C. nlemfuensis var.
nlemfuensis, a maior porcentagem (56,02%) foi obtida para o acesso ERX7 com o corante
carmim propidnico 2%. (TABELA 3, FIGURA 4A-B)

A taxa estimada com ambos corantes para C. dactylon var. dactylon mostrou que nao
ha diferencas significativas (p >0,05) para a viabilidade do gréo de polen entre os acessos EGL
9 e EGL 10. Essa mesma observacdo foi confirmada ao analisar cada acesso na comparacao
entre os corantes (TABELA 3). Para C. nlemfuensis var. nlemfuensis, a taxa de viabilidade

estimada com o corante carmim propiénico mostrou diferencas significativas (p<0,05) entre os
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acessos ERX 7 e ERX 21. Como o corante de Alexander, as estimativas ndo diferiram
estatisticamente (p>0,05) para os dois acessos (TABELA 3, FIGURA 4C-D).

A andlise dentro de cada acesso na comparagdo entre 0s corantes mostrou que somente
para 0 ERX 7 houve diferencas significativas (p<0,05) para a viabilidade polinica determinada
por ambos corantes. Além disso, nos quatro acessos foram observados, em baixa frequéncia,
grdos de pélen de tamanhos diferentes, viaveis, sendo que os maiores apresentaram, em média,
28,8 um e os menores, 21,1 um (FIGURA 4B e 4D).

Tabela 3 — Porcentagem dos gréos de pdlen vidveis de Cynodon dactylon var. dactylon (EGL 9 e EGL
10) e Cynodon nlemfuensis var. nlemfuensis (ERX 7 e ERX 21), usando os testes
colorimétricos com os corantes de Alexander e carmim propidnico 2%.

Viaveis (%)
Corante (EGL 9) (EGL 10) (ERX 7) (ERX 21)
Carmin propi6nico 2% 87,38 Aa 94,94 Aa 56,02 Ab 18,52 Ac
Alexander 75,81 Aa 88,07 Aa 18,41 Bb 24,08 Ab

Letras mindsculas iguais nas linhas e maidsculas iguais nas colunas ndo diferem estatisticamente
(p>0,05) pelo teste de Scott Knott, letras maitsculas comparam corantes e letras mindsculas comparam
espeécies.

Fonte: Do Autor (2017).

As observacdes dos graos de polen obtidas a partir da técnica de acetélise evidenciaram
gue ndo héa diferenca estatistica (p>0,05) para a razdo entre eixo polar e equatorial (TABELA
4) entre 0s acessos, contudo os eixos polares dos graos de pdlen do acesso ERX 21 foram
estatisticamente diferentes do ERX 7, ambos C. nlemfuensis var. nlemfuensis e dos dois acessos
de Cynodon dactylon var. dactylon. Quanto a espessura da exina, ectoexina e endoexina, 0s
valores observados para 0s acessos EGL 10 (C. dactylon var. dactylon) e ERX 7 (C. nlemfuensis
var. nlemfuensis) foram estatisticamente iguais (p>0,05), assim como entre os acessos EGL 9
(C. dactylon var. dactylon) e ERX 21 (C. nlemfuensis var. nlemfuensis) (FIGURA 4).
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Tabela 4 — Valores médios (um) das caracteristicas do grao de pdlen de Cynodon dactylon var. dactylon
(EGL 9 e EGL 10) e Cynodon nlemfuensis var. nlemfuensis (ERX 7 e ERX 21).

Acesso Endoexina Ectoexina Exina Eixo Polar Razéao P/E
EGL9 0,411b 0,436 b 0,847 b 19,149 b 1,006 a
EGL 10 0,489 a 0,483 a 0,972 a 19,543 b 1,012a
ERX 7 0,512 a 0,520 a 1,032 a 22,676 a 0,990 a
ERX 21 0,425 b 0,422 b 0,847 b 16,264 c 1,001 a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente (p>0,05) pelo teste de Scott
Knott.
Fonte: Do Autor (2017).

Figura 4 — Grdos de P6len de Cynodon sp.

A -
&)

Legenda: (A-B) Gréo de Polen corado com corante Carmim propidnico 2%, ponta de seta indica gréo
de pdlen inviavel, seta indica gréo de p6len de tamanho diferente, (C) Gréo de P6len corado com corante
de Alexander, ponta de seta, indica grdo de pdlen inviavel, seta indica grdo de pdlen de tamanho
diferente, (E-F) Morfologia dos grdos de polen obtida pela técnica de acetolise, acessos EGL 9 e EGL
10 (C. dactylon var. dactylon, (G-H) Morfologia dos Graos de p6len obtida pela técnica de acetolise,
acessos ERX 7 e ERX 21 (C. nlemfuensis var. nlemfuensis, (1) Morfologia do Gréo de p6len obtida em
Microscopia Eletronica de Varredura (Barra 10 pum)

Fonte: Do Autor (2017).
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Os gréos de polen dos acessos/espécies de Cynodon avaliados foram morfologicamente
idénticos e apresentaram apenas uma abertura, sendo, portanto, classificados como
monocolpados e ndo apresentaram ornamenta¢fes como espiculas e outros anexos com exina

ndo rugosa, microreticulada (Figura 41).
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5 DISCUSSAO

Os dados obtidos em relacdo ao tamanho e cor das espiguetas, auxiliaram na escolha
dessas para as analises meidticas e de viabilidade polinica e poderdo subsidiar estudos futuros
com espécies do género. Estas informacgBes sdo importantes, pois de acordo com Wu e
Taliaferro (2009), os estudos sobre o pareamento e 0 comportamento meidtico de Cynodon,
sobretudo dos tetraploides e hibridos, sdo limitados e, provavelmente, um dos motivos é o
tamanho reduzido das inflorescéncias e a dificuldade para a definicdo dos estagios de coleta.

A ocorréncia de univalentes, bivalentes e tetravalentes nos acessos tetraploides de C.
dactylon ja havia sido descrita por Forbes e Burton (1963); Malik e Tripathi (1968), ambos
citados por Wu e Taliaferro (2009) e, ainda, por Hanna e Burton (1977).

Para que ocorra a segregacao cromossdémica normal, o ideal é que ocorra a formacao
de bivalentes, pois, de acordo com Obeso, Pezza, e Dawson, (2014), eles contribuem para que
ocorra 0 atachamento bipolar dos centrdmeros homélogos e o posterior posicionamento dos
cromossomos na placa equatorial da célula, eventos que contribuem para assegurar a
regularidade da segregacéo.

O comportamento classico dos univalentes é apresentar orientacdo e segregacao
irregular observadas sob a forma de cromossomos com ascensdo precoce ou retardatarios
durante as meté&fases | e anafases 1, como observado nos resultados desse estudo. Estes
univalentes podem se manter nas fases posteriores podendo gerar micronucleos (PAGLIARINI,
2000). Nas espécies em que ocorre segregacdo irregular observa-se a correlacdo entre esta
caracteristica e a fertilidade do pélen e a producdo de sementes (PAGLIARINI, 2000).
Cromossomos em configuracdes trivalentes e tetravalentes também se caracterizam por
apresentarem segregacdo irregular e resultarem em gametas com nimero cromossémico nédo
balanceado. Os trivalentes podem segregar Il + I ou como I1l. Os tetravalentes podem segregar
como Il + Il ou como IV. A segregacdo como Il + Il é desejavel porque pode resultar em
gametas balanceados (SYBENGA, 1992).

As falhas no pareamento podem ocorrer devido a alteragcbes cromossémicas numericas
ou estruturais ou ainda devido a combinacgdes hibridas. Neste Gltimo caso, o pareamento é
dependente do grau de afinidade entre os cromossomos/genomas das espécies parentais
envolvidas nos cruzamentos (APPELS et al 1998; SINGH, 2003). Quando os bivalentes estdo
parcialmente pareados (pareamento homeologo) é dito que possuem menor afinidade
cromossémica, e quanto maior o nimero de univalentes, menor a afinidade (TECHIO e
DAVIDE, 2007).
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C. dactylon é reconhecido como alotetraploide (ZHI-YUN et al., 2013), sendo assim, é
de se esperar que ocorra em sua meiose a formagdo de configuracdes em univalentes e
multivalentes, mas com predominancia de bivalentes, como observado nas analises realizadas
nesse estudo. Essas observagdes mostram que ha uma homologia parcial entre 0s cromossomos,
caracteristica de um alopoliploide segmental. Harlan (1970) e Harlan e De Wet (1969)
sugeriram que C. dactylon var. dactylon (diploide) tenha se originado provavelmente do
cruzamento dos parentais diploides C. dactylon var. aridus e C. dactylon var. afghanicus.
Entretanto, mais recentemente, Wu (2011) sugeriram que a raca tropical da variedade dactylon
tetraploide provem da fuséo de gametas néo reduzidos do diploide C. dactylon var. aridus.

A variagdo de um a trés bivalentes nucleolares ndo havia sido descrita em C. dactylon
var. dactylon nos trabalhos anteriores. Na analise da morfologia dos cromossomos paquiténicos
de plantas diploides de C. dactylon, Brilman, Kneebone e Endrizzi (1982) citaram a presenca
da regido organizadora do nucléolo (RON) no par cromossdmico 4. Na diacinese do citétipo
diploide de C. dactylon apresentado por Akshita, Dhaliwal e Gupta (2011), também se observa
um bivalente nucleolar. Normalmente, € de se esperar que os tetraploides, tal como avaliado
nesse estudo, apresentem mais do que uma RON. Em cromossomos mitoticos, Zhi-Yun et al
(2013) foram descritos trés e quatro sinais de rDNA 45S em duas linhagens tetraploides de
Cynodon e em observacoes feitas por Chiavegatto et al. (dados ndo publicados) em dois acessos
de C. dactylon var. dactylon foram observados, invariavelmente, quatro sitios de rDNA 45S.

O numero variavel de bivalentes nucleolares pode indicar locus extras de rDNA 45S nos
acessos avaliados nesse estudo. VariacOes intraespecificas e intravarietais para esse marcador
ja foram descritas em outras gramineas, tais como Setaria sphacelata (NANI et al., 2015),
Lolium multiflorum (BUSTAMANTE et al., 2014), Lolium perenne (KSIAZCZYK; TACIAK;
ZWIERZYKOWSKI, 2010), e em Brachiaria brizantha (NANI et al., 2016).

As anormalidades verificadas nas analises de meiose nos acessos de Cynodon dactylon
var. dactylon e Cynodon nlemfuensis var. nlemfuensis foram inferiores a 2%, neste caso pode-
se inferir que todas posteriormente foram reparadas, pois ndo foram observados micronucleos
nas tétrades. Nos acessos de C. dactylon var. dactylon (EGL 9 e EGL 10), a maior frequéncia
de anormalidades ocorreu na meiose 1, sobretudo na metafase 11 do acesso EGL9 e anéfase Il
do EGL 10. Akshita, Dhaliwal e Gupta (2011), nas avaliagbes com citotipos tetraploides de C.
dactylon, observaram maior indice de anormalidades na meiose I, apresentando cromossomos
atrasados em anafase | (9,8 a 20,3%) e pontes em tel6fase | (4,8 a 9,5%).

Os acessos diploides (C. nlemfuensis var. nlemfuensis —ERX 7 e ERX 21), apresentaram

maior taxa de anormalidade nas fases de meiose I, sobretudo na metafase | e tel6fase I. As
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anormalidades observadas somente em tel6fase Il de ERX 7 ndo se mantiveram nas tétrades,
indicando que os cromossomos/cromatides com segregacéo irregular foram incorporadas aos
nucleos.

A presenca de cromdmeros e knobs nos cromossomos paquiténicos ja havia sido descrita
por Brilman, Kneebone e Endrizzi (1982) em clones diploides de C. dactylon, onde observaram
knobs terminais em quase todos os cromossomos, diferente do que foi visto neste trabalho, onde
observou-se apenas dois knobs terminais.

Knobs e cromdmeros sdo regides de heterocromatina constitutiva, altamente
condensadas e observadas em cromossomos paquiténicos (SUMNER, 2003; SCHULZ-
SCHAEFER, 1980). A fusdo de um ou mais cromdmeros pode levar a formacao de knobs. De
acordo com Sumner (2003) ha uma estreita correlacdo entre a localizacdo dos cromémeros e
knobs paquiténicos com os padrdes de bandas G. O autor também cita Ambros e Sumner,
(1987) os quais descreveram que as bandas G ricas em AT tendem a formar os cromémeros
meidticos, geralmente localizados em posicéo terminal, e as bandas R ricas em GC formam as
regides intercromomeéricas (menos condensadas). Contudo, de acordo com Sumner (2003)
ainda sdo necessarios ouros estudos para confirmar se as bandas G cromomeéricas correspondem
as bandas T.

Schulz-Schaeffer (1980) relata que o nimero e a posicdo dos knobs costumam ser
constantes em uma espécie, mas que podem variar de espécie para espécie e também entre racas
da mesma espécie, e sdo mais frequentes em regides terminais e subterminais. Segundo Fransz
et al. (2000), a presenca dos knobs esta associada a baixa atividade de recombinacdo e
transcricao e estas regides foram denominadas por Petes (2000) como coldspots. Em um estudo
com milho, Gharrafi et al. (2013) demonstraram que a presenca de knobs reduziu a
recombinacdo, porém isso depende também do tamanho dos knobs e da presenca de certos
genes. Estes autores descreveram que a presenca do gene Ab10, minimiza os efeitos dos knobs.
Além disso, se os knobs forem de fato a juncao de varios cromémeros, seu impacto na permuta
dependera diretamente de seu tamanho.

A viabilidade polinica entre os acessos diploides (C. nlemfuensis var. nlemfuensis) e
tetraploides (C. dactylon var. dactylon) foi estatisticamente diferente (p>0,05). O acesso ERX
7 de C. nlemfuensis var. nlemfuensis apresentou maior taxa de viabilidade de pdlen entre os
acessos de C. nlemfuensis var. nlemfuensis, apesar de apresentar maior frequéncia de
anormalidades. Trabalhos de viabilidade polinica com a espécie C. nlemfuensis ndo foram

encontrados. As estimativas de viabilidade de pdlen observadas nesse estudo para C. dactylon
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var. dactylon foram superiores aos resultados obtidos por Akshita, Dhaliwal e Gupta (2011),
com cinco genotipos tetraploides de C. dactylon, cuja média foi 46,14%.

Nos trabalhos de Gupta e Srivastava (1970) e Akshita, Dhaliwal e Gupta (2011),
também foram mensurados o tamanho dos graos de pdlen, onde encontraram médias de 23,8 e
27,3 pum respectivamente, similar ao observado neste estudo que estiveram entre 21,1 e 28,8
pm.

Para complementacao de dados de testes colorimétricos deve-se associar outras técnicas,
como testes de germinacdo in vitro ou in vivo, dessa maneira a interpretacdo dos dados torna-
se mais confidvel. As anélises somente com corantes pode levar a interpretagdes equivocadas,
uma vez que a coloracdo dependerd da penetracdo deste no grdo de pélen (ALEXANDER,
1980). A utilizacdo de dois corantes, por exemplo, permite uma comparacao quanto ao indice
de viabilidade. O corante carmim propiénico por se tratar de um corante nuclear, geralmente
demonstra alta taxa de gréos viaveis, enquanto que o corante Alexander por ser constituido por
fucsina acida e verde malaquita, substancias com afinidades diferentes, permitem corar onde ha
parede celular e protoplasma, e na auséncia de protoplasma muda a coloracdo do gréo de polen,
sendo mais eficiente na apuracao dos dados (ALEXANDER, 1980; TECHIO et al., 2006).

Além disso, é preciso considerar que a viabilidade do pdlen pode variar
significativamente entre individuos de uma mesma espécie assim como amostras vindas de um
mesmo individuo. Outras variaveis podem interferir, tais como fatores abidticos e a diferenca
entre 0s gendtipos podem contribuir para a divergéncia de dados obtidos nos trabalhos
(TECHIO et al., 2006). Segundo Silva et al (2012), a diminuicdo da taxa de viabilidade em
Poaceae, isso quando a meiose se constitui normal, provavelmente esta relacionada com a
incapacidade de suportar a dessecagéo.

Os gréos de pdlen foram classificados como oblatos esferoidais conforme a classificacao
proposta por Erdtman (1943), onde a razdo entre eixo polar e equatorial esta entre 0,88 a 1 um.
Em um estudo realizado por Liu, Zhao e Hao (2004), os graos de pdlen de acessos de Cynodon
dactylon foram classificados como suboblatos, com razéo entre eixo polar e equatorial de 0,79
a 1,11 um, diferente também do que foi relatado por Morgado et al. (2015) em que 0s graos de
polen de C. dactylon foram classificados como prolatos esferoidais com medida do eixo polar
entre 10,0 e 12,0 um, e eixo equatorial entre 9,0 e 12,0 um. No mesmo trabalho, Liu, Zhao e
Hao (2004), observaram a partir de microscopia eletrénica de transmisséo (MET) que os gréos
de sdo insulares, com exina compacta, onde a fusdo de granulos (denominacéo de insular)
aparecem em densidade de 1-2 por pum?, relatando que essas caracteristicas s&o comuns dentro

da subfamilia Chloridoideae, na qual o género Cynodon esta inserido.
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As variagdes nos tipos morfoldgicos observadas em nosso estudo em comparagdo com
outros autores, podem ser explicadas por efeitos sobre o tamanho e estrutura do gréo de pdlen
provocadas pela técnica de acetdlise, que também foi empregada por Liu, Zhao e Hao (2004) e
Morgado et al. (2015) para avaliar o grdo de polen de Cynodon dactylon. De acordo com
O’keefe; Wymer (2015), essa técnica é a mais difundida nos estudos de morfologia polinica,
mas tem a desvantagem de provocar alteragcdes no tamanho e, em alguns casos, na estrutura de
grdos de polen. Estes autores propuseram uma técnica alternativa baseada em tratamento
enzimatico em graos de pdélens frescos. Embora aumente o tempo de processamento, € uma
técnica ndo toxica, de facil aplicacdo e comparavel em custos a acetdlise. Além disso, ndo causa
danos mesmo em gréos de polens frageis.

Com base nas imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV), os grdos de pdlen
dos acessos avaliados sao monoaperturados, ou seja, possuem apenas uma abertura por onde
emerge o tubo polinico, com exina microreticulada (PUNT et al, 2007) e também ndo
apresentaram ornamentacOes que facilitem dispersdo por meio de entomofilia, podendo se
inferir que a dispersdo neste caso pode ocorrer por anemofilia, pois segundo Culley, Weller e
Sakai (2002) esse tipo de dispersdo ocorre em cerca de 18% das angiospermas, incluindo a
familia Poaceae. No trabalho de Nunes et al (2012), com Lolium multiflorum, também foi
observado apenas uma abertura no grdo de pélen, caracteristica compartilhada entre as Poaceae,
de acordo com Linder e Ferguson (1985). Esse tipo de abertura caracteriza o pélen como sendo
mais primitivo (MIRANDA; ANDRADE, 1990). Contudo, devido ao tipo de ornamentacéo
exibido no grdo de polen, Liu, Zhao e Hao (2004) sugerem, que o tipo insular (fusdo de granulos
em espécie de mosaico) propdem tendéncia evolutiva, onde a exina passa de granulada para
insular e que esses indicadores também podem ser utilizados para indicar origem e também

distribuicdo de espécies.
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6 CONCLUSAO

Os acessos de Cynodon dactylon var. dactylon e Cynodon nlemfuensis var. nlemfuensis
apresentaram meiose regular com baixas taxas de anormalidades.

Os acessos tetraploides de Cynodon dactylon var. dactylon apresentaram taxas
superiores de viabilidade de pdlen comparado aos acessos diploides de Cynodon nlemfuensis
var. nlemfuensis.

Os acessos apresentam grdos de pélen oblatos esferoidais, monoaperturados e sem

ornamentacao na exina.
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