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Resumo

O melhoramento genético de plantas forrageiras busca por espécies mais adaptadas
a um determinado ambiente, facilita 0 manejo e aumenta a produc¢éo, conservando 0s
recursos naturais e diminuindo custos; desta forma promovendo a maior
sustentabilidade do sistema. O cenario atual € o de degradacédo rapidas surgindo a
necessidade de introduzir cultivares melhoradas através de selecdo em colecdes de
germoplasma. Exemplo disto sdo as plantas parentais o Paspalum lepton e os
genitores femininos os hibridos F1 sexuais de P. plicatulum x P. guenoarum. O género
Paspalum reproduz-se principalmente por apomixia o que pode limitar sua exploracao
em programas de melhoramento. Nessa espécie 0s acessos avaliados sé&o
tetraploides (2n=4x=40) nao diferindo quanto ao nimero cromossémico; além disso,
foi relatado alta taxa de germinacdo dos graos de polen, o que permite o uso da
espécie como progenitor masculino em programas de melhoramento. Por néo ter sido
encontrado, até o momento, nenhum acesso de P. lepton sexual na natureza e
existindo a possibilidade de cruzamentos no grupo Plicatula, uma estratégia possivel
de ser adotada € o cruzamento interespecifico. Neste estudo, a coleta do pdlen dos
genitores masculinos foi realizada no final manha. Com um auxilio de um saco de
papel encerado longo e estreito, posicionado no interior 0s racemos e com
movimentos de trepidacdo o podlen era liberado das anteras e depositado sob a
superficie interna do saco de papel, apos, esse polen foi passado para as 0s racemos
com espiguetas emasculadas e friccionado levemente. Foram obtidos hibridos destas
plantas e foram avaliadas a incidéncia de doencas e seu desenvolvimento
agronémico. O material genético foi coletado e enviado ao laboratorio de biologia
molecular da EMBRAPA Sao Carlos, SP para comprovacdoda origem hibrida das
plantas. Foram obtidos hibridos do cruzamento entre plantas sexuais de P. plicatulum
X P. guenoarum e ecétipos apomiticos de P. lepton. Sendo

400 cariopses dos cruzamentos, sO trés plantas conseguiram atingir a fase
reprodutiva. A utilizacdo de trés espécies em cruzamentos, e a mistura de trés
genomas, mesmo sendo espécies do mesmo grupo Plicatula, pode estar ligada a
baixa formacdo de germinacédo das sementes obtidas nos cruzamentos.

Palavras chave: Apomixia; Gramineas; Grama Cinzenta; Melhoramento Genético;



INTERSPECIFIC CROSSES IN THE GENUS PASPALUM TO OBTAIN TRIPLE
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Abstract

The forage plant breeding programs seeks species that are better adapted to an
environment, easy management and higher production, conserving natural resources
and reducing costs, thus promoting greater sustainability in the system. The current
scenario is a rapid degradation and the need has arisen to introduce improved cultivars
through selection in germplasm collections. An example of this are the parental plants
Paspalum lepton and the female genitors, F1 sexual hybrids of P. plicatulum x P.
guenoarum. The genus Paspalum reproduces mainly by apomixis, which can limit its
use in breeding programs. In this species, the accessions evaluated are tetraploid
(2n=4x=40) and do not differ in terms of chromosome number; in addition, a high pollen
germination rate has been reported, which allows the species to be used as a male
parent in breeding programs. As no sexual accessions of P. lepton have been found
in the wild to date and there is the possibilityof crosses within the Plicatula group, one
possible strategy to be adopted is interspecific crossing. In this study, pollen from the
male genitors was collected in thelate morning. With the help of a long, narrow waxed
paper bag, the pollen was released from the anthers and deposited under the inner
surface of the paper bag, after which it was passed on to the racemes. Hybrids were
obtained and the incidence of diseases and their agronomic development were
evaluated. The genetic material was collected and sent to the molecular biology
laboratory at EMBRAPA SaoCarlos/SP to prove the hybrid origin of the plants. Hybrids
were discovered from crosses between sexual plants of P. plicatulum X P. guenoarum
and apomictic ecotypes of P. lepton. With 400 caryopses from the crossings, only three
plants managed to reach a reproductive phase. The use of three species in crosses,
andthe mixture of three genomes, even though they are species from the same
Plicatula group, may be linked to the low germination rate of seeds obtained in crosses.

Keywords: Apomixis; Grasses; Grey Grass; Genetic Improvement
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1. Introducéo

Com a degradacao rapida das pastagens de gramineas surge a necessidade de
introduzir cultivares melhoradas através de selecdo em colecdes de germoplasma,
produzindo caracteristicas especificas. As forrageiras, durante muitas décadas,
asseguraram a producdo animal lucrativa, resistindo ao manejo inadequado ou a
restricbes bidticas. O melhoramento dessa espécie por exemplares adaptadas a um
determinado ambiente, facilitando o0 manejo e o aumento de producédo, conservando 0s
recursos naturais e diminuindo o0s custos; desta forma promovendo a maior
sustentabilidade do sistema (Valle, 2002).

Dentre as gramineas nativas do Brasil, as espécies do género Paspalum L.
(familia Poaceae) tém lugar de destaque, possuindo grande numero de espécies. As
espécies sdo dominantes e responsaveis pela produgcédo da maior parcela da forragem
disponivel em muitas dessas formacdes vegetais (Valls e Pozzobon, 1987). Grupos de
pesquisa tém trabalhado com o género Paspalum: no Uruguai, no National Institute of
Agricultural Research (INIA), principalmente com a espécie P. notatum e P.dilatatum
(Reyno et al., 2012); na Argentina,no Northeast Institute of Botany: Instituto de Botanica
del Nordeste (IBONE) com P. notatum, P. plicatulum, P. simplex, P.guenoarum, P. rufum,
P.malacophyllum, entre outras (Ortiz et al., 2020). Nos Estados Unidos da América o
grupo de pesquisa Forage Breeding and Genetics of University of Florida vem
trabalhando com as espécies P. notatum e P. vaginatum (Rios et al., 2015). Esse grupo
taxondmico informal é composto por espécies P. atratum, P. rojasii, P. parodii, P.
yaguaronense, P. guenoarum, P. lepton (syn P. nicorae) e P. plicatulum (Barreto, 1974;
Batista; Godoy, 2000). Segundo Steiner et al. (2017), P. plicatulum apresenta
caracteristicas bromatoldgicas compativeis com as exigéncias para producdo de
ruminantes, tem boa tolerancia a seca e mantém a producdo de matéria seca verde
durante o outono. P. guenoarum € uma espécie perene de crescimento estival com alta
tolerancia ao frio, podendo chegar a 1,5 m ou mais de altura no seu florescimento.

A maioria dos ecotipos existentes apresenta colmos, nds e bainhas glabras,
podendo apresentar pequena pilosidade nos bordos da lamina foliar, que é lisa com
nervura central bem marcada (Nabinger e Dall’agnol, 2008).

De acordo com Nabinger et al., (2009), P. lepton (syn. P. nicorae) apresenta ampla

adaptacdo a solos de baixa fertilidade, sendo tolerante as geadas, a secas
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moderadas e ao pisoteio. As plantas de P. lepton sdo perenes, cespitosas ou com
rizomas curtos obliquos ou verticais, touceiras em geral compactas, gluma e lema estéril
densamente pubescentes ou albo-pilosas. Em relagéo ao valor nutricional da forragem,
alguns acessos de P. lepton apresentaram valores semelhantes de proteina bruta a
cultivar comercial Pensacola (P. notatum) e superior ao de acessos de P. guenoarum
(Pereira et al., 2011). Freitas e Bered (2003) identificaram na regido dos areais, situada
no centro-oeste do Rio Grande do Sul, 123 espécies de plantas, entre elas o P. lepton
sendo importante fixador em solos arenosos. Boldrini (2006) relatou a importancia de P.
lepton como forrageira nativa e seu potencial para ser utilizado naosé para alimentagéo
de bovinos,como na recuperacado e conservacdo de solos degradados, porém poucos
trabalhos foram realizados. Em outro estudo, acessos de P. lepton, conhecido
popularmente como grama-cinzenta, demonstraram superioridade quanto a producéo de
matéria seca total, em ambos 0s anos e locais, em relacdo a cultivar comercial Pensacola
(P. notatum Flugge), no entanto foram inferiores aos ecotipos Baio e Azuldo de
P.guenoarum (Saraiva et al., 2013).

Outra caracteristica de P. lepton é a apomixia obrigatoria por meio de aposporia,
partenogénese e pseudogamia (Burson; Bennett, 1971) o que pode limitar sua
exploracdo em programas de melhoramento. De acordo com Reis; Schifino-Wittmann;e
Dall’agnol (2008), nessa espécie, 0s acessos avaliados apresentaram-se como
tetraploides (2n=4x=40) nao diferindo quanto ao niumero cromossdmico; além disso, foi
relatada alta taxa de germinacao dos graos de pdlen, o que permite o uso da espécie
como progenitor masculino em programas de melhoramento. Por ndo ter sido
encontrado, até o momento, nenhum acesso de P. lepton sexual na natureza e existindo
a possibilidade de cruzamentos dentro do grupo Plicatula, uma estratégia possivel de
ser adotada é o cruzamento interespecifico.

As plantas sexuais disponiveis no Programa de Melhoramento de Plantas
Forrageiras sdo uma geracao F1 hibrida interespecifica simples, porém se as plantas
sexuais fossem selecionadas para 0os ganhos genéticos possivelmente seriam muito
maiores, pois neste caso, além dos pais apomiticos (com alto potencial produtivo),
também as maes seriam oriundas de selecdes a favor de caracteristicas agronébmicas
desejaveis. Para isso, é necessario dentro do programa, realizar cruzamentos dirigidos
entre plantas sexuais tetraploides e, utilizando o método de melhoramento de sele¢éo
recorrente, realizar ciclos de cruzamentos para, apds isso, selecionar as plantas com

maior potencial produtivo. Paralelamente as progénies de plantas selecionadas devem
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ser avaliadas no campo com a finalidade de determinar quais as maes que possuem a
capacidade de gerar hibridos com maior potencial produtivo.

O Brasil tem assumido compromissos de conservacao e restauracdo dos seus
ecossistemas naturais, por meio da adeséo a tratados internacionais, como a Convencéao
da Diversidade Biologica (CDB) e a Convencéo de Areas Umidas (RAMSAR) e no &mbito
da Convencao-Quadro das Nac¢des Unidas sobre Mudancas Climaticas (UNFCCC), de
reduzir em 38% suas emissdes de gases de efeito estufa até2020. O Plano Nacional de
Recuperacdo de Areas Degradadas (Brasil, 2015), em baseda Lei 12.651, prevé a
restauracdo de, no minimo, 12,5 milhdes de hectares até o ano de 2035, incluindo a
recuperacdo de areas degradadas dentro de unidades de conservacdo, Areas de
Preservacao Permanente, e Reserva Legal, em todo o pais.

O Bioma Pampa tem sido sujeito a forte degradacdo dos seus ecossistemas
naturais, inclusive nas suas areas de campo (Paumam, 2023), e continua sofrendo
perdas rapidas das suas areas naturais para a agricultura e silvicultura. Hoje, o Bioma
Pampa € um dos biomas mais ameacadas do pais, apesar da sua alta biodiversidade
(Overbeck et al. 2015). No entanto, a restauracao ecologica de areas campestres ainda
€ muito incipiente, apesar da importancia do pais no cenario de pesquisa em restauracéo
ecolégica de forma geral: praticamente ndo existem, até hoje, experiéncias com e
técnicas especificas para a restauracdo dos ecossistemas campestres no sul do Brasil,
e nao existem, no mercado, sementes ou mudas de plantas campestres (Overbeck et
al., 2013), o que pode ser considerado um grande limitante para a restauracéo ecolégica
no Pampa, efetivamente impedindo que os beneficios da restauracédo ecoldgica sejam
alcancadas.

A regido ocupava originalmente cerca de 15 milh8es de hectares, porém hoje
conta com cerca de 25% desta (Matte e Waquil, 2020), perdendo para culturas como
Soja, arroz, eucalipto e uma parte desta area de pastagens se encontra degradada.

O objetivo do trabalho foi a obtencéo de hibridos interespecificos de Paspalum e

passiveis de registro e protecéo de cultivar.
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2. Reviséo Bibliografica

2.1 As Pastagens Naturais

O Brasil possui grande parte da sua area destinada a producao primaria coberta
por pastagens, sejam elas nativas, cultivadas e ainda nativas melhoradas. No entanto,
0 que se observa nos ecossistemas pastoris sdo os diversos niveis de degradacéo.
Segundo Araujo; Deminicis; Campos (2008), as pastagens nativas ou cultivadas cobrem
grandes extensdes de terra nos tropicos e estes ambientes naturais englobam um vasto
conjunto de géneros e espécies de plantas forrageiras. No entanto, as pastagens
cultivadas nas regides tropicais compdem-se perigosamente de poucas variedades, e no
caso das gramineas, de ecotipos apomiticos, criando assim, monoculturas sem
variabilidade genética. No Brasil ha cerca de 100 milhdes de hectares de pastagens
cultivadas e apenas oito géneros de gramineas e sete de leguminosas, com um total de
20 espécies registradas para a producado de sementesno Ministério da Agricultura e
Pecuaria. No entanto, se o0 mercado de sementes forrageiras no Brasil for analisado, a
conclusao é inequivoca, pois falta diversidade, ja que 45% da area e 60% da producao
de sementes é constituida somente de Brachiariabrizantha cv. Marandu. Além disso, do
total de sementes exportadas, 90% sao de quatro cultivares do género Brachiaria
(Euclides et al., 2010). A falta de biodiversidade expbe 0 ecossistema, ao exercer
grandes pressdes sobre pragas e/ou doencas que podem eliminar uma variedade
suscetivel (Araujo; Deminicis; Campos, 2008). Este cenario forca as Instituicdes,
Universidades e Institutos de pesquisas, a unirem esfor¢cos para que seja possivel gerar
Nnovos materiais como alternativas, ou mesmo para repor algumas cultivares forrageiras
antigas ja existentes, introduzindo cultivares melhoradas através de selecdo em colecbes
de germoplasma.

A fonte de material genético dos bancos de germoplasma sdo as pastagens
naturais. Estas ocorrem em todos os continentes do mundo, mas 0 sucesso da sua
utilizacdo e conservacao requer a adocao de praticas de manejo sustentaveis (Overbeck
et al., 2007). Estas pastagens garantem uma alimentacao diversificada para os animais
em pastejo e sdo de baixo custo para a producéo pecuaria. Além destes fatores, ainda
contribuem na conservagdo dos recursos hidricos, no acumulo de carbono no solo e

oferecem beleza cénica, dentre outros servicos ambientais (Pillar et al., 2009).
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Segundo Hasenack et al. (2007), a area de pastagens naturais do Rio Grande
do Sul j& apresentava reducdo em cerca de 49%, ocupando 23,03% da area total do
Estado e acredita-se que hoje seja menor. Essas estimativas da area remanescente
coberta pelas pastagens naturais apontam que ocorre uma diminuicdo em grande
velocidade da area pastoril coberta com espécies de bom valor forrageiro. Ultimamente
tem havido uma forte supressdo das pastagens naturais pelas lavouras anuais, com
perda de biodiversidade e de varios servigcos prestados pelo ecossistema (Carvalho et
al., 2006).

Grande parte dessa diminui¢do ocorre pelo avanco da fronteira agricola ou ainda
por parte da implantacdo de arvores exoéticas para processamento da celulose no Rio
Grande do Sul. De acordo com Carvalho et al. (2006), os cultivos anuais aumentaram
em cinco milhdes de hectares entre 1985 e 1995-1996, estimando-se que a soja tenha
ocupado aproximadamente 250.000 ha de pastagens naturais somente em 2002. Do
ponto de vista da diminuicdo para implantacdo de cultivos arboreos, ainda segundo os
mesmos autores, no ano de 2005, as industrias de celulose anunciaram investimentos,
com objetivos de plantarem um milhdo de hectares de Eucalyptus spp. e Acacia spp.

A perda de area de pastagens naturais representa um risco para a fauna e flora
caracteristicas deste habitat. Segundo Bilenca e Mifarro (2004), as pastagens naturais
do ecossistema Campos tem decrescido a taxas de 3,6, 7,7 e 11,9 % na Argentina,
Uruguai e Brasil, respectivamente. E as informacdes da biodiversidade dos campos
estdo longe de ser completas (Overbeck et al., 2007). Os mesmos autores afirmam que
s80 necessarios mais levantamentos floristicos e fitossociolégicos com a finalidade de
obter uma estimativa mais realista da riqueza de espécies para compara¢ao com outras
regides de pastagens, assim fornecendo informacdes sobre o estado da diversidade que
sirvam como uma base para os esfor¢cos de conservacao nestes biomas. Overbeck et al.
(2007) afirmam também serem necessarios mais dados relativos ao impacto das
plantacdes sobre a flora e fauna no sul do Brasil. Sobre a fauna, sabidamente os campos
servem de abrigo para diversas espécies. Bencke (2009) afirma que os campos
constituem o habitat principal de uma parcela expressiva da fauna do sul do Brasil e, em
especial, do Rio Grande do Sul, onde 25 de cercas de 96 espécies de mamiferos
continentais habitam campos; entre as aves, 120 espécies nativas continentais (21% do
total) sdo primariamente adaptadas a esse habitats campestres. Vinte e uma espécies
ameacadas de extincdo no Rio Grande do Sul sdo usuarias obrigatorias de campos e

dependem diretamente desse sistema, dai a
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importancia da sua conservagao.

Em trabalho relatando a flora dos campos naturais do Rio Grande do Sul, Boldrini
(1997) estimou que existam cerca de 3000 espécies inerentes aos campos no Estado do
Rio Grande do Sul, das quais cerca de 400 gramineas e 150 leguminosas, muitas delas
com adequado valor forrageiro. De acordo com Nabinger (2006), esta riqueza floristica
traz um fato pouco comum ao registrado no restante do mundo, que € a associacdo de
espécies C4, de crescimento estival, com espécies C3, de crescimento hibernal,
proporcionando uma dieta diversificada aos animais em pastejo. O autor relata ainda que
muitas dessas espécies apresentam diversos ecotipos adaptados as mais diferentes
condicdes de solo, clima e manejo. Portanto, este recurso natural representa uma fonte
de germoplasma forrageiro sem par em todo o mundo, ainda muito pouco estudado
guanto as suas potencialidades, tanto como constituinte das complexas comunidades
campestres naturais quanto a suas diferentes aptiddes para serem utilizadas como

pastagens cultivadas ou mesmo para outros usos (paisagismo e esporte, por ex.).

2.2 Grupo Plicatula e Espécies Utilizadas no Experimento

No grupo Plicatula € caracteristico as plantas apresentarem ramos unilaterais
espiciformes alternos nas suas inflorescéncias, habito rizomatoso ou cespitoso, antécio
superior castanho-escuro, brilhante, lema inferior ondulado. Fazem parte deste grupo
as espécies P. atratum, P. rojasii Hackel, P. parodii Barreto, P. yaguaronense Henrard,
P. guenoarum, P. lepton (syn. P. nicorae) e P. plicatulum (Barreto, 1974; Batista e
Godoy, 1998).

Devido a diversidade morfolégica e de adaptacdo a diversos habitats, Paspalum
€ dividido em 25 grupos taxondmicos nos quais ha diferentes modos de reproducao e
niveis de ploidia, o que torna possivel a exploracdo da variabilidade genética em
programas de melhoramento (Cidade et al., 2009). Os grupos Notata, Dilatata, Disticha
e Plicatula sdo apontados como 0s mais importantes por reunirem as maiores
guantidades de espécies de acordo com Boldrini; Longhi-Wagner; Boechat (2008).

Quase todas as espécies deste género tem origem na América e supdem-se que
o centro de distribuicdo seja a América do Sul, mais particularmente as savanas do
Chaco (Fernandes et al., 1968). Barreto (1974) ja afirmava que as espécies do género

Paspalum sdo as que apresentam maior importancia econdmica. Devido a tamanha
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importancia, os centros de pesquisa, mais especificamente os grupos de melhoramento
de plantas forrageiras, vém trabalhando bastante através de coletas de genotipos para
formacéo de bancos de germoplasma e posterior melhoramento destas espécies.
Varias estudos demonstram o maior potencial de producdo de forragem das
espécies do grupo Plicatula quando comparado com gendétipos do grupo Notata e Livida.
Um exemplo é o caso de P. lepton e P. guenoarum, que expressaram desempenhos
superiores em relacdo as espécies de P. notatum, P. urvillei, P. lividum (Steiner, 2005;
Sawasato, 2007; Townsend, 2008; Fachinetto et al., 2011; Pereira et al.,2011). Todos os
acessos estudados de P. guenoarum demonstraram ser tetraploides, com 2n=4x=40
(Moraes-Fernandes; Barreto; Salzano,1973; Takayama et al., 1998; Valls, 1990). E uma
espécie perene, de habito cespitoso, robusto, podendo atingir de 0,8 a 2,0 m de altura,
bainhas maiores que os entre nds, geralmente glabras, lamina folhar glabras, plicadas
nas margens, inflorescéncia formada por cinco a 15 racemos vigorosos (Barreto, 1974).
Trabalhos realizados com individuos deste grupo apontam P.guenoarum como uma
espécie promissora para ser utilizada como pastagem cultivada (Quarin, 1997; Batista;
Goddoy, 2000). Destaca-se pela sua qualidade na producédo forrageira, grande
aceitabilidade pelos animais, boa distribuicdo da producédo e alta resisténcia ao frio
(Steiner, 2005). Duas formas botanicas consideradas como altamente promissoras,
denominadas de “Baio” e “Azulao” (Paim e Nabinger, 1982). Segundo estes autores, 0s

exemplares do ecotipo “Azuldao” apresentam uma coloragao verde-azulada, em geral
com seis racemos por inflorescéncia, espiguetas glabras, baseda lamina foliar (ligula)
sem pélos (glabra) e laminas, com nervura centralesbranquicada; floresce no final do
verdo (marco/abril). Os exemplares do ecétipo “Baio” possuem coloracdo verde-
amarelada, dez a 12 racemos por inflorescéncia, espigueta levemente pubescente nas
fileiras exteriores, base da lamina foliar (ligula) com alguns pélos, principalmente nas
mais novas. Diferencia-se também do “Azulao” por florescer em duas épocas do ano
(novembro/dezembro e 25 marco/abril) e pelofato de suas laminas foliares serem mais
estreitas e desprovidas de nervura central esbranquicada.

Conhecido como capim-ramirez, de crescimento estival, mas com alta tolerancia
ao frio, podendo atingir altura de até 1,5 m ou mais no florescimento.

Na maioria dos ecotipos existentes, as formas mais comuns apresentam colmos,
nos e bainhas glabras, podendo apresentar ligeira pilosidade nos bordos da lamina,

gue € lisa e com nervura central bem marcada (Nabinger e Dall’Agnol, 2008). Nessas
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caracteristicas, destaca-se o ecétipo “Azulao” que apresenta uma coloracdo verde-
azulada, em geral com seis racemos por inflorescéncia, comprimento médio dos racemos
em torno de 14 cm, espiguetas glabras, base da lamina foliar sem pélos e laminas com
largura varidvel até 2 cm e apresentando a nervura central esbranquicada, com
florescimento no final do verdo. Além disso, os autores relatam sua resisténcia as
geadas, sendo um fator importante que destaca a espécie como promissora (Paim e
Nabinger, 1982). Ainda apresenta uma forragem com alta digestibilidade mesmo com o
avanco na idade, que aliado a seu bom potencial forrageiro e tolerancia ao frio, torna
interessante seu uso como pastagem cultivada (Steiner, 2005; Sawasato, 2007;
Nabinger e Dall’Agnol, 2008). No entanto, seu manejo exige uma desfolha leve, pois a
grande procura pelos animais determina uma desfolha exagerada em relagé&o a outras
espécies presentes, fazendo com que desaparega (Nabinger; Dall’Agnol, 2008).

Outra espécie importante do Grupo Plicatula € Paspalum lepton.nicorae, nativa da
América do Sul, é considerada uma forrageira de boa qualidade e producédo de forragem
(Burson; Bennett, 1969; Pereira et al., 2011). Segundo Barreto (1974), as plantas de P.
lepton sdo perenes, cespitosas ou com rizomas curtos obliquos ou verticais, touceiras
em geral compactas, gluma e lema estéril densamente pubescentesou albo-pilosas,
espiguetas de 3 a 3,5 mm de comprimento, racemo com raquis glabro, laminas planas,
pubescentes ou pilosas em ambas as faces, de 4 a 8 mm de largura. Ainflorescéncia
possui dois a cinco racemos (Barreto, 1974; Boldrini; Longhi-Wagner; Boechat, 2005).
Porém, de acordo com os estudos de Reis; Schifino-Wittmann e Dall’Agnol (2008), foi
observado o valor minimo de dois e maximo de seis racemos nas inflorescéncias, com
média de 3,54 cm de comprimento dos racemos da inflorescéncia. Segundo Bennett,
Burson e Bashaw (1969), a uniformidade na progénie e estudos dos sacos embrionarios
indicaram que as plantas de P. lepton sdo apomiticas obrigatorias, as quais se
reproduzem por aposporia e pseudogamia. Em pesquisa recente em uma colecao de P.
lepton, todos os acessos mostraram-se tetrapléides, com 2n=4X=40, ndoapresentando
diferencas quanto ao namero cromossémico. O estudo também evidenciou a alta taxa
de germinacao dos graos de pdlen, possibilitando o uso desta espécie como genitores
masculinos em programas de melhoramento genético (Reis et al., 2010). No Rio Grande
do Sul, esta espécie foi encontrada pela primeira vez no Posto Zootécnico de
Tupanciretd, em uma area de solo arenoso (arenito de Botucatu). Ha relatos de que em
poucos anos alastrou-se, ocupando superficie muito maior, inclusive com dominio sobre

a grama-forquilha (P. notatum) local. De acordo com
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Pizarro (2000), P. lepton apresenta ampla adaptacao a solos de baixa a alta fertilidade,
sendo tolerante as geadas, a secas moderadas e ao pisoteio, tendo uma grande
producéo de sementes, girando ao redor de 1000 kg/ha de boa qualidade. Conforme o
autor, esta espécie é utilizada na Austrélia, em regides com solos arenosos até solos
argilosos, com precipitacdo de 900 a 1500 milimetros por ano. A cultivar Blue Dawn
(derivado da cv. Americano Amcorae) mostrou-se altamente tolerante a periodos secos
e a temperaturas baixas até — 4 °C, mantendo a coloracéo verde nas folhas e talos. Neste
pais, P. lepton € uma alternativa para replantar pastagens de Pennisetum clandestinum,
Setaria anceps, Sporobolus pyramidalis e Eragrostis curvula atacadas por
enfermidades. Boldrini (2006) e Dall’Agnol et al. (2006) relataram a importancia de

P. lepton como forrageira nativa e seu potencial para ser utilizado ndo sO para
alimentacdo de bovinos, como na recuperacdo e conservacdo de solos degradados,
porém poucos trabalhos foram realizados. Em 2005, foram realizadas coletas desta
espécie em diversos ecossistemas do Rio Grande do Sul, formando uma colecéao
importante de estudos (Reis; Schifino-Wittmann; Dall’agnol, 2008; Pereira, 2009). Nos
estudos morfologicos realizados nesta colecéo, formada por 53 acessos, observou-se
gue 50,94% dos genodtipos apresentaram habito decumbente de crescimento e 59,62%
apresentaram coloracao do tipo acinzentado claro (Reis; chifino-Wittmann; Dall’agnol,
2008; Reis et al., 2010). Boldrini; Longhi-Wagner; Boechat (2005) citaram a existéncia
de bidtipos de P. lepton de coloracéo acinzentada e esverdeada. Ainda, segundo Reis et
al. (2010), a maior parte dos acessos de P. lepton da colecdo apresentou alguma
guantidade de pélos na lamina foliar, dividindo a colecdo em dois grupos distintos:
plantas com laminas foliares glabras e plantas com laminas foliares pilosas. Segundo
este mesmo trabalho, 73,58% dos acessos apresentaram cor de bainha verde, sendo
gue 54,71% das plantas apresentaram a nervura central da lamina foliar com coloracao
esbranquicada.

Paspalum plicatulum é oriundo da Argentina e foi disponibilizado ao Programa de
Melhoramento de Plantas Forrageiras da UFRGS pelo pesquisador argentino Camilo
Quarin e seu grupo de pesquisa, que em 1984, realizou um experimento onde concluiu
gue as espécies do género Paspalum sédo apomiticas facultativas, com uma expressao
sexual relativamente alta. A descoberta de plantas diploides sexuais em populacdes
naturais de P.plicatulum e a posterior duplicacdo cromossdmica das mesmas
possibilitam um grande universo no desenvolvimento de novos gendtipos a partir de

cruzamentos de espécies compativeis (Sartor; Quarin; Espinoza, 2009;
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Aguilera et al., 2011).

P. plicatulum caracteriza-se por ser uma espécie perene e cespitosa, suaslaminas
foliares apresentam a nervura principal translicida na face ventral, enquantona dorsal
€ muito saliente. Apresenta muitos bioétipos, de folhas glabras ou pilosas, estreitas ou
largas (Boldrini, 2006), sendo caracterizado por espiguetas com lema transversalmente
enrugada e antécio marron — escuro brilhante (Espinoza et al., 2001).Segundo Scheffer
- Basso & Gallo (2008), a espécie apresenta caracteristicas bromatoldgicas compativeis
com as exigéncias minimas para producédo de ruminantes, cerca de 11 a 22% de proteina
bruta (PB), 39 a 46% de fibra em detergente acido e 55 a 66% de fibra em detergente
neutro, tem boa tolerancia a seca e mantém a producdo de matéria seca verde durante
0 outono. Além disso, possui elevado afilhamento e forma touceiras compactas a partir
de brotacles basais, em habito tipicamente cespitoso.

Os trabalhos que vém sendo conduzidos pelo Grupo de Melhoramento Genético
de Plantas Forrageiras da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)
demonstram a capacidade de ecotipos nativos do género Paspalum em produzir
forragem, quando comparados a cultivares ja existentes no mercado. Steiner et al.
(2017), avaliando quatro ecotipos nativos do género Paspalum em comparacao com a
cultivar Pensacola de P. notatum, obteve maiores producfes de massa de forragem para
os materiais nativos, sendo que os ecétipos “Baio” e “Azuldo” de P. guenoarum
mostraram-se superiores aos demais testados quanto a producdo de MST (Massa
Seca Total). Pereira et al. (2012) também reportaram maiores producdes de MST e MSF
(Massa Seca Foliar)para os ecoétipos “Baio” e “Azulao” em comparagao a outros cinco
ecoétipos de P. lepton. Similarmente, Sawasato (2007), trabalhando com P. urvillei,
encontrou valores proximos a 17000 kg de MS ha. Esse autor também ressalta, para
essa espécie, a possibilidade da sua utilizagdo como forrageira comercial, uma vez que
os valores de producdo de forragem alcancados sdo comparaveis as producdes
atingidas por cultivares de espécies tropicais.

Em cruzamentos interespecificos de P. plicatulum x P. guenoarum (Pereira et al.,
2013), foi demonstrado o vigor hibrido dos materiais quando comparados aos genitores.

Mais recentemente, Motta (2014) relatou que a massa seca total, nUmero de
afilhos, diametro e massa seca de colmos sao os caracteres que mais se correlacionam

com a producgdo de massa seca de folhas em genétipos de Paspalum. O
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potencial do cruzamento entre P. guenoarum e P. plicatulum para a obtencdo de
cultivares melhoradas geneticamente € bem relevante. A massa seca total, altura e
rebrote s&o os caracteres que mais se correlacionam com a producao de massa seca de
folhas em gendtipos de Paspalum.

Embora vérios estudos tenham sido realizados, atualmente, uma das poucas
espécies do género Paspalum disponiveis no mercado brasileiro de sementes € a cv.
Pensacola de P. notatum, além de cultivar Pojuca de P. atratum. No entanto, como
demonstrado anteriormente, o potencial de producdo de outros gendtipos do mesmo
género é superior em comparacao ao de CV. Pensacola.

Paspalum é um grande e diverso género contendo diversas espécies que sao
importantes gramineas forrageiras de regides tropicais e temperadas do mundo
(Bennett; Bashaw, 1966).

2.3 Programa de Melhoramento de Gramineas Forrageiras

Vérias espécies de Paspalum estdo sendo melhoradas geneticamente nos
Estados Unidos, Brasil e Argentina, com o objetivo de gerar novas cultivares de
forrageiras para regides subtropicais. Informacdes relacionadas com a diversidade
presente em populacdes naturais de espécies de Paspalum também s&do necessarias
para melhorar esses programas de melhoramento (Brugnoli et al., 2013). Em 1995, Jank
afirmava que a busca por materiais genéticos superiores estava se iniciando, pois mais
de 90% das cultivares disponiveis no mercado, ou introducdes existentes nos Centros
de Pesquisa, Estacdes Experimentais ou Universidades do Brasil, eram selvagens, ou
seja, materiais tais quais encontrados na natureza e que nao sofreram qualquer tipo de
manipulacéo genética. Isso demonstra que os trabalhos com melhoramento genético de
forrageiras no Brasil sdo escassos.

Segundo Araujo; Deminicis; e Campos (2008), um dos objetivos primordiais do
melhorista consiste em aprimorar cultivares que sdo deficientes em certas caracteristicas
de interesse agrondémico. Este aprimoramento é feito por meio de cruzamentos de
cultivares comerciais com linhagens que possuam as caracteristicas desejadas. Os
autores afirmam que este processo, que envolve a adicao de genes de interesse, embora
efetivo, € relativamente lento, uma vez que envolve cruzamentos emvarias geracdes e

uma selec¢do fenotipica altamente criteriosa para a identificacdo dos materiais de elite.
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Ap6s as coletas para formagdo dos bancos de germoplasma, uma etapa
importante é a descoberta do modo de reproducéo da espécie, acesso e,ou cultivar, pois
assim torna-se possivel adotar a melhor pratica para o programa de melhoramento.
Segundo Espinoza et al. (2001), conhecer o modo de reproducéo e também o nivel de
ploidia é fundamental nos programas de melhoramento de espécies de interesse
forrageiro. Estudos citogenéticos, que demonstram o nivel de ploidia para espécies do
género Paspalum sé&o numerosos (Espinoza et al., 2001; Quarin et al., 1997; Quarin e;
Norrmann, 1987; Dahmer et al., 2008; Brugnoli et al., 2013), fomentando os programas
de melhoramento nas etapas iniciais.

O melhoramento de espécies apomiticas necessita de plantas sexuais para que
se tornem possiveis cruzamentos e desta forma liberar a variabilidade genética sobre a
gual o melhorista vai atuar (Savidan et al.,, 1989). Caso n&do haja uma fonte de
sexualidade para a espécie, esta deve seguir apenas com a selecdo dos ecotipos
coletados diretos da natureza e em diversos locais, avaliados por varios anos, com a
finalidade de comprovar o seu desempenho agronémico para uma determinada
caracteristica que se tenha interesse. Igualmente, Weiler et al. (2015) duplicaram
artificialmente acessos sexuais diploides dessa espécie e conseguiram poliploidizartrés
plantas, utilizadas em esquemas de cruzamentos intraespecificos desta espécie no
programa de melhoramento da UFRGS.

Quando ha uma fonte sexual para a espécie, € possivel programar esquemas de
cruzamentos, porém é fundamental que os genitores tenham o mesmo nivel de ploidia.
Caso contrario, € possivel induzir artificialmente a duplicacdo cromossémica nos
acessos diploides e sexuais, assim igualado o nivel de ploidia.Carneiro; Dusi; Ortiz
(2015). Quarin et al., (2001) induziram artificialmente a duplicacdo cromossdmica através
da aplicacao de colchicina em acessos de uma populacao de P. notatum dipléide natural,
produzindo plantas tetrapléides sexuais.

Apébs determinado o nivel de ploidia e 0 modo de reproducao dos genitores, pode-
se montar esquemas de cruzamentos artificiais. O genitor com modo de reproducéo
sexual é utilizado como a planta mae, em um cruzamento com um genitor apomitico, e
pode permitir a obtencéo de variabilidade e a selecdo de progénies elite, com fixacao
dos caracteres de interesse na primeira geracdo de autofecundagédo em virtude da
apomixia (Acufia et al., 2007; 2009). A progénie apomitica resultante desse cruzamento
€ passivel de registro e protecdo como uma cultivar, podendo ser mantidae multiplicada

como uma réplica exata por inUmeras geracdes via sementes (Ortiz et
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al., 2004). Segundo estes autores, a perspectiva de utilizar genoétipos hibridos superiores
e apomiticos poderia representar uma ferramenta importante para os produtores de
paises em desenvolvimento, pois permitiria sustentar altos rendimentos ano apés ano
utilizando parte das sementes colhidas sem perdas na producéo.

Weiler et al. (2018) realizaram cruzamentos dos ec6tipos nativos do Rio Grande
do Sul “Bagual” e “André da Rocha” de P. Notatum, tetraploides e apomiticos, com trés
genotipos nominados ‘Q4188’°, ‘Q4205’ (Quarin et al., 2003) e ‘C4-4X’ (Quarin et al.,
2001), tetraploides e sexuais, provenientes da Argentina, através da colaboracdo do
IBONE (Instituto de Botanica del Nordeste), da cidade de Corrientes. Estescruzamentos
objetivaram explorar adequadamente a variabilidade genética dos gendtipos sexuais,
utilizados como genitores femininos. A obtencdo de genotipos hibridos de reproducéao
apomitica que possuam adequada producao de forragem, aliado a outras caracteristicas
de interesse agronémico podem ser selecionados e assim serem passiveis de registro e
protecédo junto ao Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA).

A interacdo genotipo x ambiente € decorrente do comportamento diferencial dos
genotipos nos diferentes ambientes, podendo indicar que as melhores cultivares em um
ambiente podem nao sé-lo em outro (Nunes et al., 2006), ou seja € como um determinado
genotipo se comporta sob diferentes condi¢ces de fertilidade e compactacao do solo,
pluviosidade, fotoperiodo, entre outros. Segundo Ferreira et al. (2004), entender a
complexidade das interacdes gendtipos x ambiente é uma das grandes dificuldades dos
melhoristas. Os autores afirmam ainda que uma cultivar superior em um ambiente
podera apresentar desempenho inferior em outro, caracterizando uma interacao do tipo
complexa.

Piana et al. (2012) afirmaram que a presenca da interacdo gendtipo x ambiente é
um fato comum em pesquisas de melhoramento, constituindo-se num entrave para
obtencdo de genoétipos que mantenham rendimentos consistentemente elevados e
superiores aos demais, nos diversos locais de uma ampla regido. Ainda segundo os
mesmos autores, nessas circunstancias, dados de apenas rendimentos médios de
cultivares ndo formam uma base adequada para a indicacado de cultivares. Assim, para
otimizar o rendimento na presenca de interacdes genotipo x ambiente, deve-se tentar
obter-se cultivares adaptadas aos diversos meios e que apresentem alta estabilidade
produtiva. Uma forma de amenizar a influéncia da interacdo genoétipo x ambiente € a

realizacdo de andlises de adaptabilidade e estabilidade, que permitem identificar
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cultivares de comportamento previsivel e que sejam responsivos as variaces
ambientais, em condi¢Bes especificas ou amplas (Cruz e Regazzi, 1997). Este tipo de
andlise, além de auxiliar na escolha de cultivares, também pode ser uma ferramenta
utilizada para apontar os genitores a serem utilizados em programas de melhoramento.

Andlises de adaptabilidade e estabilidade sdo bastante utilizadas em cereais
como feijao (Piana et al., 1999; 2012; Coimbra et al., 1999), soja (Carvalho et al., 2002)
e trigo (Cargnin et al., 2006). Resultados de tais analises em plantas forrageiras também
demonstram que esta pode ser uma técnica interessante para auxiliar na selecao de
gendtipos promissores, conforme demonstram os trabalhos de Ferreira etal. (2004) e
Botrel et al. (2005) com alfafa, bem como o estudo de Oliveira e Valls (2002) com sorgo
forrageiro. Estes autores, de maneira geral, conseguiram, através da analise de
adaptabilidade e estabilidade, indicar as cultivares mais estaveis e produtivas para a
regido em estudo, bem como foi possivel apontar aquelas que produziriam mais em
condicOes favoraveis.

Os acessos utilizados foram obtidos de colecédo pertencente ao Departamento de
Plantas Forrageiras e Agrometeorologia, da Universidade Federal do Rio Grande doSul,
a partir de coletas realizadas em ecossistemas naturais do estado (Reis et al., 2010;
Pereira et al., 2011). Os acessos de maior potencial forrageiro, determinado em estudo
preliminar, foram selecionados para a realizacdo do experimento: P. lepton (acessos:
28B, 26A, 28C, 26D e 28E) e P. guenoarum (acessos: Azuldo e Baio). Além disso, foi
incluida, como testemunha, a cultivar Pensacola (P. notatum), também proveniente das
condi¢Bes naturais do Cone Sul e que apresenta alta relacéo folha/colmo e qualidade
nutricional (Pereira et al., 2011). Pereira et al. (2013) utilizaram analises de
adaptabilidade e estabilidade em acessos apomiticos do género Paspalum com o
objetivo de indicar genitores potenciais em futuros cruzamentos. O autor relatou que os
ecotipos “Baio” e “Azulao” de P. guenoarum demonstraram-se bons genitores, porém
com adaptacéo especifica a ambientes favoraveis.

Andlises de adaptabilidade e estabilidade podem, portanto, contribuir na
identificacdo de gendtipos promissores para lancamento comercial em um menor
periodo de tempo ou no direcionamento de cruzamentos potenciais para obtencdo de
gendtipos mais adaptados, estaveis e produtivos.

Os programas de melhoramento de forrageiras ainda estdo em evolucao, porém
€ possivel observar avancos nas metodologias de avaliacdo, coleta de germoplasma,

selecdo de progénies e até mesmo através da utilizacdo de marcadores moleculares,
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como os utilizados para o género Paspalum, relatado em diversas publica¢gdes (Espinoza
et al., 2006; Garcia; Balatti.; Arturi, 2007; Rebozzio et al., 2012; Brugnoli et al., 2013). A
evolucao dos programas de melhoramento trard um grande beneficio paraa producao
pecuaria, fomentando a producao de proteina de origem animal.

Identificar hibridos apomiticos em popula¢cdes segregantes para o modo de
reproducao é talvez a fase mais importante no programa de melhoramento das espécies
apomiticas. Na maioria destes programas, a determinacao se os hibridos sdo apomiticos
ou sexuais é realizada através de estudos citoembriolégicos do tipo de sacoembrionario
presente no ovario maduro (antese) e/ou teste de progénie no campo (uniformidade
fenotipica). Estas técnicas sao trabalhosas e exigem que a progénie atinga a floracdo e

gue estes produzam descendentes (Quarin, 1992).

2.4 Apomixia

A reproducdo sexuada €, basicamente, a regra nas plantas superiores, embora
em muitas delas ocorra naturalmente, a propagacao assexuada, a qual ocorre atraves
da propagacao vegetativa ou apomixia. A propagacao vegetativa pode ser realizada
através de escamas bulbares, bulbos, colmos, rizomas, tubérculos entre outros 6rgaos
vegetativos (Bueno; Mendes; Carvalho, 2006). Além desses tipos de propagacdo sexual
(albgamas, autdgamas e intermediarias) e sexual (vegetativa) existe outro tipo de
reproducao, que engloba a apomixia, a qual apresenta formacédo de sementes sem que
ocorra fecundacéo (Asker e Jerling, 1992).

O termo “apomiticos” tem origem do grego, onde “apo” significa longe e “mixis”
significa mistura, ou seja, formacao de sementes sem fecundacao (Dall’Agnol e Schifino-
Wittmann, 2005), foi proposto por Richards (1997), a fim de diferenciar esse processo
das demais formas de reproducdo assexuada. O termo € utilizado como sinénimo de
agamospermia. A apomixia ocorre na parte feminina da flor, mesmo que, amaioria das
plantas apomiticas produzam pélen reduzido viavel em suas anteras, que podem ser
utilizados em cruzamentos (Nogler, 1984; Acufia et al.,, 2009). Essa formade
reproducdo é encontrada em mais de 33 familias de angiospermas (Carman, 1997),
incluindo a familia das gramineas. Mais recentemente, a apomixia foi observada em
224 géneros dentre aproximadamente 14.000 géneros boténicos, sendo que, 41

pertencem a familia Poaceae (Carman et al., 2011). Nessa familia, em torno de 125
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espécies produzem sementes por apomixia, em um processo de reproducdo assexual
(Hanna; Bashaw, 1987).

Na reproducdo apomitica, o0 embrido se desenvolve de forma autbnoma a partir
de uma célula ndo reduzida e néo fertilizada, tendo o mesmo conjunto de cromossomos
maternos, e dando origem a progénie geneticamente idéntica a planta mae (Carneiro e
Dusi; Ortiz, 2006; Ortiz et al., 2013; Hand e Koltunow, 2014). Controlado geneticamente,
ocasionando o desenvolvimento embrionério a partir de mitoses das células-ovo, o que
origina sementes férteis sem a unido das gametas como ocorre na reproducdo sexual
(Koltunow, 1993; Carneiro e Dusi, 2002).

Em termos de melhoramento genético, a apomixia apresenta-se como uma
grande ferramenta, pois uma das principais vantagens desse modo de reproducdo é fixar
rapidamente genotipos superiores (Cruz; Federizzi; Milach, 1998), incorporando mais
caracteres desejaveis ou até mesmo possibilitando a recuperacao de genes especificos
através da hibridagdo com novos genitores sexuais (Bashaw; Hovin; Holt, 1970). Além
dessas, outra vantagem da apomixia € o potencial de utilizar o vigor hibrido,
possibilitando a rapida selecdo, sem necessidade de realizar testes de progénie para
verificar a estabilidade do genotipo (Cruz; Federizzi; Milach, 1998), e assim, 0 mesmo
torna-se apto a entrar em experimentos de competicdo, e posterior liberacdo desses
hibridos F1, como novas cultivares (Acufia et al., 2009). Outro ponto importante a ser
considerado € a producdo comercial de sementes hibridas, que nesse tipo de
reproducao, dispensa a necessidade de manutencao de linhas paternas ou isolamento
no campo (Hanna, 1995; Ortiz et al., 2004; Dall’Agnol e Schifino-Wittmann, 2005). Com
esse tipo de reproducdo, espera-se também, a possibilidade de fixar variedades
adaptadas a diferentes ambientes (Carneiro e Dusi; Ortiz, 2006).

Os mecanismos apomiticos foram divididos em apomixia esporofitica (embrionaria
adventicia) e gametofitica (Asker e Jerling, 1992). Esse, ultimo inclui um processo de
duas etapas, sendo a primeira a formacdo de um megagametofito ndo reduzido por
apomeiose (a meiose € alterada ou totalmente contornada), cuja célula-ovo (2n) se
desenvolve autonomamente por partenogénese em embrifes. Na segunda parte desse
processo, o endosperma pode surgir independentemente da fertilizacdo (apomiticos
autdbnomos) ou apoés a fertilizagdo dos nudcleos polares (apomiticos pseudogamicos)
(Savidan; Carman; Dresselhaus, 2001). Aposporia é o0 processo pelo qual
megagametofitos ndo reduzidos sdo formados apds uma série de divisdes mitéticas de

células somaticas (iniciais aposporas) no ovario (Bashaw; Hovin;
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Holt, 1970), etic é independente do processo meidtico sexual (Harlan e Wet, 1975;
Horandl; Hojgaard e 2012).

A apomixia pode ser facultativa, quando produz descendentes tanto de origem
sexual quanto apomitica ou obrigatdria, quando s6 produz descendentes através da
apomixia, com auséncia de reproducao sexual (Hanna, 1995; Dall’Agnol; Schifino-
Wittmann, 2005). Burton e Forbes (1960) realizaram o estudo pioneiro do controle
genético da apomixia.

Pelo que se percebeu na revisdo de literatura a utilizagdo de técnicas aplicadas
ao estudo da diversidade genética e ao melhoramento de espécies do género Paspalum
ainda sao incipientes, carecendo de informacdes mais aprofundadas, a fim de auxiliar no
processo de selecdo de progenitores apomiticos e hibridos superiores de Paspalum
lepton. Além disso, a producéo e qualidade de sementes ainda sdo desconhecidos nessa
espécie, bem como os parametros genéticos acerca dos caracteres relacionados a esse
carater.

A identificacdo de materiais promissores que, tendo as caracteristicas superiores
fixadas pela apomixia, poderao iniciar um processo de liberacdo de futuras cultivares
passiveis de registro e protecdo junto ao Ministério da Agricultura e Pecuaria,
possibilitando a Universidade a arrecadacéo de royalties, de modo a auxiliar no custeio

do programa de melhoramento de plantas forrageiras no futuro.

3. Materiais E Métodos

3.1 Localizacéo e data do experimento

A conducao das plantas parentais bem como 0s cruzamentos para a obtencao
dos hibridos ocorreram em casa de vegetacao, com irrigacao por aspersao controlada,
no Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia da Faculdade de
Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) localizada na cidade
de Porto Alegre, estado do Rio Grande do Sul, Brasil (latitude 30° 1'16,13" S e longitude
51°13'23,99” W). O experimento foi instalado em marco de 2022 e os cruzamentos foram
realizados durante o verdo de 2022/2023, época de florescimento das espécies do
genéro Paspalum (ciclo estival).

As plantas utilizadas nos cruzamentos foram obtidas do Banco Ativo de

Germoplasma (BAG) do Grupo de Melhoramento de Plantas Forrageiras da UFRGS.
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(latitude 30°29’S e longitude 51°06°'W), a cerca de 50 km da capital Porto Alegre/RS. As
plantas que compdem essa colecdo foram coletadas em ecossistemas naturais do
estado ou obtidas através de hibridacdes realizadas em trabalhos anteriores. A partir
de leivas do BAG, foram geradas mudas suficientes para compor as repeticdes de cada
planta, e estas foram transplantadas para vasos preenchidos com substrato comercial
composto por Turfa de Sphagnum, vermiculita expandida, calcario dolomitico, gesso
agricola e fertilizante NPK, da marca Carolina Soil. Os vasos foram identificados quanto
ao codigo da planta e modo de reproducao (sexual ou apomitico), e mantidos sob as

bancadas da casa de vegetacao. (Figuras 1 e 2).

Figura 1 - Ecotipos de P. lepton (apomiticos) recém transplantados e identificados na

data de instauracdo do experimento.

Fonte: Autoria prépria (2023), Departamento de Plantas Forrageiras, Faculdade de
Agronomia, UFRGS, Porto Alegre, RS.
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Figura 2 - Vista geral as plantas em casa de vegetacgao

Fonte: Autoria propria (2023), Departamento de Plantas Forrageiras, Faculdade de
Agronomia, UFRGS, Porto Alegre, RS.

Durante os dois anos de experimento as plantas foram mantidas em casa de
vegetacao, sendo adubadas duas vezes ao ano com adubo NPK formula 8-20-20 na
dose 5,0 gramas/vaso. Também eram realizados tratos culturais na parte aérea (podas
periddicas) antes do inicio do verdo e no final de cada verdo, com o objetivo de eliminar
folhas senescentes (mortas), estimular rebrote e manter as plantas com uma altura ideal

para a realizacdo dos cruzamentos.

3.2. Genitores femininos e masculinos

Como genitores femininos (méaes) foram utilizados oito hibridos F1 simples
tetraploides (2n = 4x = 40) sexuais de P. plicatulum X P.guenoarum obtidos através de
cruzamentos realizados no Programa de Melhoramento de Plantas Forrageiras da
UFRGS, e selecionados em trabalhos anteriores devido sua alta capacidade de
producdo de biomassa, alta relacdo folha/colmo, alta persisténcia e apresentarem
reproducao sexual obrigatéria permitindo assim a hibridizacdo com plantas apomiticas
(Motta et al., 2016). O genitor feminino destes hibridos (P. plicatulum) é autoincompativel
(Novo et al., 2020), porém néo sabe se essa caracteristica foi herdada, pode ocorrer

algum grau de autofecundacao, portanto se optou por fazer os
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cruzamentos em ambiente controlado, mesma técnica utilizada para cruzamentos
intraespecificos de Paspalum notatum, descrita por Burton (1948) e adaptada por Weiler
et al. (2018). Os hibridos selecionados como genitores femininos, além de apresentarem
performance agrondémica de interesse, conforme descrito acima,apresentam modo de
reproducdo 100% sexual, nominados : 106036, 103037, 104041,

104025, 103063, 104042, 104025 e 103010.

Como genitores masculinos (doadores de pdlen) foram utilizados dezesseis
acessos nativos tetrapléides (2n = 4x = 40) apomiticos de Paspalum lepton, coletados
na metade sul do Estado do Rio Grande do Sul e que hoje fazem parte do BAG. Estes
acessos foram coletados durante as atividades do projeto Nexus - Bioma Pampa do
CNPq.N° 20/2017. O critério de selecdo destes foi a alta producédo de biomassa e
sementes, persisténcia no campo e distancia geogréfica. Neste caso, o estado do Rio
Grande do Sul foi dividido em quatro regides de coletas, em cada regido foram
selecionados 4 acessos em circulos concéntricos de 50 em 50 km de distancia. Os
ecoOtipos selecionados para utilizagdo nos cruzamentos possuem as seguintes
identificagbes: 275, 325, 213, 332, 101, 339, 286, 149, 270, 312, 251, 230, 127, 16, 50
e 83.

Cada um dos dezesseis ecotipos de P. lepton contou com seis repeti¢coes,
enquanto que cada um dos hibridos sexuais F1 dos cruzamentos entre P. plicatulum X
P. guenoarum foram conduzidos em oito repeticdes. Esse niumero de repeticdes teve
como objetivo de aumentar a quantidade de pélen disponivel no momento dos
cruzamentos bem como aumentar as chances de combinacdo entre os genitores
femininos com os masculinos, melhorando a chance de ocorrer uma sincronia de antese

entre genitores femininos e masculinos.

3.3 Hibridizac&o interespecifica para obtencado dos hibridos triplos de Paspalum

Para a realizacdo dos cruzamentos, um dia antes era feita uma selecdo das
plantas com perfilhos que tinham inflorescéncias que possivelmente exporiam as anteras
e estigmas (antese) na manha do dia seguinte, no qual ocorreria a polinizacdo. Ainda no
dia anterior os genitores femininos eram acomodados, em uma camara com um
umidificador de ambiente (Figura 3A), saturando o ar dentro da camara, evitando-se
assim a liberacdo do podlen pelas anteras. A seguir, era feita a remocédo das flores

presentes no racemo que ja haviam entrado em antese nos dias anteriores, deixando
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nos racemos das méaes somente as espiguetas que iriam abrir (expunham o estigma e
as anteras) na manha da polinizagdo artificial. No dia dos cruzamentos, logo apés a
antese dos genitores femininos, era realizada a emasculacéo (retirada das anteras da
flor) de modo a garantir que ndo houvesse quaisquer contaminacao de pélen indesejado
através de uma autofecundacao (Figura 3B).

A coleta do pélen dos genitores masculinos era realizada no final da manha no dia
de realizacdo dos cruzamentos (horario de exposi¢cdo dos estigmas e anteras) com um
auxilio de um saco de papel encerado longo e estreito (Figura 3C). A inflorescéncia dos
pais era posicionada no interior do saco de papel e com movimentos de trepidacéo o
polen era liberado das anteras e depositado sob a superficie interna do saco de papel.

A polinizacdo se deu através de uma leve friccdo do racemo feminino recém
emasculado contra os graos de polen presentes no saco de papel encerado (Figura 3D).
O mesmo saco foi em seguida utilizado para o ensacamento da inflorescéncia feminina

e devidamente identificado com seus genitores.

Figuras 3 - Sequéncia de realizacdo de cruzamentos em ambiente saturado por agua a
fim de possibilitar a emasculacao sem a liberacdo de pélen e realizacdo de
cruzamentos interespecificos controlados: A — Camera com um umidificador; B —

Masculacéo; C — Coleta do polen; D — Polinizacao.
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Fonte: Autoria prépria (2023), Departamento de Plantas Forrageiras, Faculdade de
Agronomia, UFRGS, Porto Alegre, RS.

ApOGs a realizacdo dos cruzamentos, as plantas foram mantidas em ambiente
protegido, fresco e com luz, sendo regadas periodicamente durante o periodo de
maturacdo fisiolégica das sementes (Figura 4). Para garantir que o colmo da
inflorescéncia ndo se quebrasse com o peso do saco de papel foi utilizado como suporte
um pedaco de bambu adaptado. Cerca de 28 dias apoés a realizagdo dos cruzamentos e
ensacamento, as inflorescéncias eram coletadas e os racemos contendo as cariopses
eram separados e as sementes debulhadas, coletadas e armazenadas em frascos de
vidro devidamente identificados.

As sementes oriundas dos cruzamentos foram escarificadas com lixa comum e
postas a germinar em caixas do tipo gerbox sobre duas folhas de papel filtro umedecidas
com 2,5 vezes o peso do papel com solucdo de nitrato de potassio (KNOz)a 0,2%. Apos
a montagem da germinacdo, as gerbox identificadas contendo as sementes foram
colocadas em germinador de sementes modelo Mangelsdorf a 35°C +- 2°C de

temperatura e fotoperiodo de 16 horas (Figura 5).
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Figura 4 - Genitores femininos ap6s cruzamentos mantidos em ambiente protegido
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Fonte: Autoria prépria (2023), Departamento de Plantas Forrageiras, Faculdade de
Agronomia, UFRGS, Porto Alegre, RS.

Figura 5 - Cariopses postas a germinar em caixas do tipo gerbox sobre duas folhas de

papel filtro
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Fonte: Autoria propria (2023), Departamento de Plantas Forrageiras, Faculdade de

Agronomia, UFRGS, Porto Alegre, RS.
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Das sementes que germinaram, as plantas foram transplantadas para vasos
preenchidos com substrato composto por Turfa de Sphagnum, vermiculita expandida,
calcéario dolomitico, gesso agricola e fertilizante NPK, da marca Carolina Soil e mantidas
em casa de vegetacdo até o momento. Destas plantas foram avaliadas a incidéncia de
doencas, foi coletado material genético e enviado ao laboratério de biologia molecular
da EMBRAPA Sédo Carlos em Sédo Paulo para comprovacdo da origem hibrida das
plantas. Estdo sendo coletadas inflorescéncias para extracdo de ovéario para
determinacdo do modo de reproducao das plantas e analises citoembrioldgicas a fim de

analisar o comportamento meiotico.

4. Resultados E Discussodes

Dos cruzamentos entre 0s genitores femininos sexuais de P. plicatulum x P.
guenoarum e 0s genitores masculinos apomitipos de P. lepton foi possivel obter 10
combinacgdes, sendo elas: ‘106036 X ‘50’ (Progénie “A”), ‘103036 X “101 (Progénie
“B”), 103036 X ‘275’ (Progénie “C”), ‘103036 X ‘332 (Progénie “D”), ‘103036’ x ‘339’
(Progénie “E”), 1103042’ X ‘50’ (Progénie “F”), ‘103042’ X ‘101’ (Progénie “G”), ‘106056’
X 275 (Progénie “H”), ‘103037’ X “101’ (Progénie “I"), e ‘4PT X ‘230’ (Progénie “J”).
Cada uma das combinacdes realizadas gerou um numero variado de sementes (Figura
6).

Figura 6 - Combinacdes dos cruzamentos interespecificos realizados e numero de

sementes obtidas
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N° DE
FAMILIAS Q g SEMENTES

A 106036 X 50 ——— 16
B 106036 X 101 —_— 59
C 106036 X 275 i 7

D 106036 X 332 N—" 18
E 106036 X 339 B 107
F 103042 X 50 —_—> 51
G 103042 X 101 SR 32
H 106056 X 275 —_— 12
I 103037 X 101 e 1

| 4PT X 230 e 97

Através das combinacdes realizadas, foi possivel obter um total de 400 cariopses.
Essas foram postas a germinar pelo método descrito anteriormente no outono de 2023
em ambiente controlado. Apds 28 dias de teste, das 400 sementes postas a germinar,
apenas quatro germinaram, resultando em um percentual de germinacéo de apenas 1%.
Em trabalho realizado por Novo et al. (2016) foram feitos cruzamentos controlados entre
um genotipo autotetraploide de P. plicatulum induzido por colchicina, de reproducao
sexuada, e uma ecaotipo tetraploide apomitico natural de
P. oteroi que produziram hibridos interespecificos. A origem hibrida foi efetivamente
comprovada para 12 individuos, enquanto outros 10 individuos restantes da progénie
morreram antes que sua origem hibrida pudesse ser demonstrada. Assim, a
cruzabilidade destas espécies no nivel tetraploide foi bastante baixa. Se considerarmos
gue uma prole inteira de 22 individuos foi recuperada de 479 espiguetas polinizadas, a
cruzabilidade seria de aproximadamente 5%. Se considerarmos apenas 12 individuos
sobreviventes apés a primeira estacdo de crescimento, a cruzabilidade € inferior a 3%.

Devido a baixa germinacdo observada, foi realizado a dissecacdo destas
cariopses para verificar se 0 embrido estava dormente ou com incidéncia de patégenos.
Foi constatado que ndo houve formacdo de embrido, as cariopses estavam vazias como

pode ser observado na Figura 7.
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Figura 7 - Cariopses vazias colhidas de plantas F1 de P. plicatulum X P. guenoarum

cruzadas com P. Lepton.

Fonte: Autoria prépria (2023), Departamento de Plantas Forrageiras, Faculdade de
Agronomia, UFRGS, Porto Alegre, RS.

Os hibridos triplos que germinaram pertencem as combinagdes: ‘106036 x 339’
(trés germinaram), ‘106036 x 101’ (uma germinou). O hibrido E3 (106036 x 339) néo
sobreviveu no transplante, restando apenas os hibridos E1 e E2 da combinacéo ‘106036
x 339" e o hibrido B1 da combinagao ‘106036 x 101’. Assim, somente trés plantas se
estabeleceram (Figura 8).

A baixa germinacao pode ter ocorrido pelo fato da baixa quantidade de pdlen, pois
as inflorescéncias do P. Lepton sdo pequenas, consequentemente, cariopses e anteras
também sdo. Outro problema na coleta de pélen foi o momento da abertura dasflores e
exposicdo das anteras (antese), essa ocorrida em horéarios variados durante o dia,
ocorrendo das 11h até 15h. Ja as plantas hibridas de P. plicatulum X P. guenoarum
floresceram por volta das 11h30min da manhd e essas possuem antese de forma
irregular na inflorescéncia, ainda essa antese ocorre por cerca de uma semana,
dificultando a emasculacdo, sendo realizada a retirada dos reacemos jovens que

entrariam em antese tardiamente. Algumas combinac¢des ndo foram possiveis de
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realizar, pois justamente o florescimento do P. lepton e das plantas femininas n&o
coincidiram no mesmo momento ou dia. S6 foram cruzadas aquelas que coincidiram o

florescimento da planta mée e da planta pai com flores em antese no mesmo dia.

Figura 8 - Plantas obtidas por cruzamentos intraespecificos entres hibridos de P.

plicatulum X P. guenoarum e P. lepton.
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Fonte: Autoria propria (2023), Departamento de Plantas Forrageiras, Faculdade de
Agronomia, UFRGS, Porto Alegre, RS.

Cruzamentos entres essas espécies sdo inéditas e ndo se sabia até 0 momento
como estas se comportariam quanto ao momento da antese e certamente foi um dos
desafios neste trabalho. Outro motivo que pode explicar a baixa germinacdo é a origem
dos genitores, pois se trata de uma combinagéo entre trés genomas e pode ter ocorrido
alguma incompatibilidade e falha no pareamento cromossémico e consequentemente a
ndo formagdo de embrides. Em trabalho realizado por Novo et al. (2017), o
comportamento meiotico observado no genitor feminino autotetraploide de P. plicatulum,
no genitor masculino tetraploide natural de P. oteroi, e em cinco de seus
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hibridos interespecificos, sugerem que P. oteroi tetraploide tem origem autopoliploide.
O genoma do autopoliploide P. plicatulum tem alguma homologia parcial com o0 genoma
do natural autotetraploide P. oteroi, ou seja, sdo genomas homoélogos e
consequentemente, os hibridos interespecificos exibem um comportamento citoldgico de
alopolipléides segmentares. Nos hibridos obtidos neste trabalho na combinacdo destes
dois genomas houve elevada mortalidade de hibridos, a ampla gama de variabilidade
morfolégica caracteristicas, os padrdes inesperados de heranca de algumas
caracteristicas como a segregacao por presenca/auséncia de estoldes, mas também a
variagdo no comprimento e ramificacdo dos estoldes ou auséncia de hibridos com
pubescéncia espiguetas. Outra consequéncia genética importante foi a variacao
extraordinaria observada para a producéo de sementes entre os hibridos, da esterilidade
total a maior producédo de sementes do que qualquer um dos pais.

Possiveis anomalias que podem ocorrer na meiose, pode ser tanto na anafase |
como na Il pelo surgimento de erros na distribuicdo dos cromossomos, de tal maneira
gue ocasionalmente o que devia segregar migra conjuntamente para o mesmo polo da
célula: trata-se de nao-disjuncbes, e o seu resultado sdo gametas com n + 1
cromossomos (e, reciprocamente, n — 1, caso o gametofito sobreviva a auséncia de um
dos cromossomos). Este € um dos mecanismos que se sabe podem estar na origem de
esporofitos aneuploides: ao contrario das constituicbes cromossémicas que tém
multiplos inteiros do nimero basico n da espécie (euploidias), nas aneuploidias, ha um
desequilibrio entre as doses genéticas de diferentes grupos de ligacdo. Taldesequilibrio
traduz-se num fenotipo facilmente reconhecivel morfologicamente, sendo utilizado como
complemento da andlise mendeliana para o estabelecimento de uma correspondéncia
entre loci de interesse e o respectivo grupo de ligacéo.

Quanto a anomalias estruturais podem ocorrer consequéncias fenotipicas
derivando de um efeito de dose atribuivel (como nas aneuploidias) ao numero incorreto
de certos genes (a mais nas duplicacdes e a menos nas dele¢des), ou de um efeito de
posicdo resultante da presenca de um locus numa localizacdo anormal (inversdes,
translocacdes, cromossomas em anel). Ja as translocacdes Robertsonianas tém a
particularidade de envolver a fusdo ou cisdo de cromossomos ao nivel do centrdmero,
por exemplo a criagdo de um cromossomo metacéntrico a partir de dois acrocéntricos.
E ocorréncia relativamente comum na natureza espécies aparentadas terem cariotipos

muito diferentes por via de translocacdes deste tipo, sendo muito plausivel que a
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separacéo inicial entre as espécies tenha em tais casos envolvidos rearranjos que isolem
reprodutivamente dois grupos (Sybenga, 1992).

Nestas plantas foram avaliadas a incidéncia de doencas. Foi coletado material
genético e enviado ao laboratério de biologia molecular da EMBRAPA S&o Carlos em
Sao Paulo para comprovacéao da origem hibrida das plantas, mas pela morfologia distinta
da planta mé&e, temos indicativos de se tratarem de hibrido, como exemplo disso temos
a planta E1, que apresenta alta incidéncia de manchas foliares, enquantoo genitor
feminino (106036) apresenta folhas verdes e sem manchas nas mesmas condigdes de
desenvolvimento. A planta E2 apresenta menos perfilhos e com folhas mais estreitas,
guando comparado com o genitor 106036 (Figura 9). Diversos séo os trabalhos utilizando
biologia molecular em Paspalum, como por exemplo o realizadopor Rebozzio et al.
(2012), utilizando marcadores RAPD BCU 243 e BCU 259 juntamente com 11
marcadores AFLP, mostraram que esses marcadores, estdo previamente conectados a
regido aposporica de P. notatum. De acordo com 0s mesmos autores, na tentativa de
obter marcadores SCAR (regides amplificadas caracterizadas por sequéncia), que ser
mais especifico na identificacdo de plantas apomiticas, sO foi possivel desenvolver um
marcador SCAR a partir de um Marcador AFLP (polimorfismo de comprimento de
fragmento amplificado) (Espinoza et al., 2006). Também Weiler et al. (2017) utilizaram
marcadores do tipo RAPD para analises de modo de reproducéo de uma progénie hibrida
de 196 individuos ou ainda trabalhos de analise comparativa da diversidade molecular e
morfolégica em duas espécies dipléides de Paspalum com sistemas de fecundacao
(Reutemann et al. 2024).

Por se tratarem de planta perenes de ciclo estival, essas estdo em pleno
florescimento no mesmo momento entdo sendo coletadas inflorescéncias em antese
para extracdo de ovario para determinacdo do modo de reproducéo (trabalho sendo
realizado por outra estudante de mestrado no Laboratorio de Citogenética do DPFA).
Sartor; Quarin; Espinoza (2009), realizaram cruzamentos envolvendo um genitor
feminino autotetraploide sexual e um genitor masculino (apomitico facultativo
autotetraploide) ocorrendo segregac¢do quanto o modo de reproducdo na progénie. Ha
uma grande lista de trabalhos indicando que a segregacao para modo de reproducéo
ocorre entre individuos de um F1 quando um planta sexuada é cruzada com uma
apomitica em varios espécies de Paspalum (Aguilera et al., 2011; Novo; Espinoza;
Quarin, 2013; Weiler et al., 2017; Krycki et al. 2020). Neste ultimo Krycki et al. (2020)

analisaram 24 hibridos intraespecificos de P.notatum e foram e encontrados 13
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genotipos sexuais e 11 apomiticos. A proporgcdo sexual/apomitico dos gendtipos foi de
1,2:1, préxima do esperado 1:1 para heranca tetrassémica monogénica com aposporia
dominante. Em outras avaliagbes do modo reprodutivo de progénies hibridas
segregantes de P. notatum, foram encontradas relacdes sexual e apomitico 2,8:1
(Martinez et al., 2001); 6,5:1 (Stein et al., 2004); 4,6:1 e 4,3:1 na primeira e segunda
geracOes, respectivamente (Acufia et al., 2011) e 1:2,1 (Weiler et al., 2017).

Figura 9 — Planta genitora feminina 106036 hibrida de P. plicatulum X P. guenoarum.

Fonte: Autoria prépria (2023), Departamento de Plantas Forrageiras, Faculdade de
Agronomia, UFRGS, Porto Alegre, RS.

Inflorecéncias jovens seréo coletadas para analises citogenéticas com a finalidade
de analisar o comportamento meiotico dos hibridos. Krycki et al. (2020) em estudos

citogenéticos analisando o pareamento cromossémico meiotico de hibridos de
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P. notatum, observou a predominancia de associa¢des bivalentes na diacinese, mas
também foram observadas associacbes cromossémicas quadrivalentes. Nas
associacdes bivalentes, a correspondéncia cromossémica dos hibridos tetraploides
avaliados tendia a ser regular, embora Quarin et al. (2001) afirmaram que associagdes
quadrivalentes predominam em tetraploides apomiticos. Em outro trabalho, Krycki,
Simioni e Dall’Agnol (2016) avaliaram o comportamento meidtico em plantas
tetraploidizadas artificialmente com utilizagdo de colchicina, nominadas ‘WKS63’ e
‘WKS92'. Foi observado o predominio de associacfes bivalentes na diacinese e na
metafase |, enquanto também ocorreram associagfes uni, tri e quadrivalentes, embora
esporadicamente. Essas analises citogenéticas sdo de fundamental importancia para
obtencao de hibridos com alta producdo de sementes e sementes com alta germinacéo,
tornando os hibridos com boa performance agronémica, candidatos futuramente serem
lancados como cultivares pelo Programa de Melhoramento de Plantas Forrageiras da
UFRGS.

5. Considerag¢des Finais

Foi possivel obter hibridos do cruzamento entre plantas sexuais de P. plicatulum
X P. guenoarum e ecotipos apomiticos de P. lepton. Foram obtidas 400 cariopses dos
cruzamentos realizados, porém so trés plantas conseguiram se estabecer e atingir a fase
reprodutiva.

P. lepton tem sua antese ocorrendo das 11h até 15h e possuem baixa quantidade
de pdlen por inflorescéncia, o que dificulta a realizacédo de coleta de pdlen para realizacéo
de hibridizagGes artificiais. Ja as plantas hibridas de P. plicatulum X P. guenoarum
floresceram por volta das 11h30min da manha e essas possuem antese de forma
irregular na inflorescéncia. Essa antese ocorre por cerca de uma semana, dificultando a
emasculacado, nescessitando a retirada dos racemos jovens com antese tardiamente.

A utilizacdo de trés espécies em cruzamentos, e a mistura de trés genomas,
mesmo sendo em espécies do mesmo grupo Plicatula, pode estar ligada a baixa

formacédo e germinacéo das sementes obtidas nos cruzamentos.
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