U

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

FABIOLA CARVALHO SANTOS

CITOGENETICA E ANATOMIA FOLIAR DE
BRACHIARIA RUZIZIENSIS E SUA
ASSOCIACAO COM O VALOR NUTRITIVO DA
FORRAGEM

LAVRAS-MG
2011



FABIOLA CARVALHO SANTOS

CITOGENETICAE ANATOMIA FOLIAR DE BRACHIARIA
RUZIZIENSISE SUA ASSOCIACAO COM O VALOR NUTRITIVO DA
FORRAGEM

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pos

Graduacéo em Genética e

Melhoramento de Plantas, para a

obtencéo do titulo de Mestre.
Orientadora

Dra. VaniaHelena Techio

Coorientador
Dr. Fausto de Souza Sobrinho

LAVRAS-MG
2011



Ficha Catalogr &fica Preparada pela Divisdo de Processos Técnicos da
Biblioteca da UFLA

Santos, Fabiola Carvalho.

Citogenética e anatomiafoliar de Brachiaria ruziziensis e sua
associacdo com o valor nutritivo daforragem / Fabiola Carvalho
Santos. — Lavras: UFLA, 2011.

143 p. : il

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Lavras, 2011.
Orientador: Véania Helena Techio.
Bibliografia.

1. Melhoramento genético. 2. Plasticidade morfolégica. 3.
Forrageira. |. Universidade Federal de Lavras. II. Titulo.

CDD - 631.53




FABIOLA CARVALHO SANTOS

CITOGENETICAE ANATOMIA FOLIAR DE BRACHIARIA
RUZIZIENSISE SUA ASSOCIACAO COM O VALOR NUTRITIVO DA
FORRAGEM

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Poés

Graduacéo em Genética e
Melhoramento de Plantas, para a
obtencéo do titulo de Mestre.

APROVADA em 15 de abril de 2011.

Dr. Domingos Savio Campos Paciullo Embrapa Gado de Leite

Dr. Fausto de Souza Sobrinho Embrapa Gado de Leite

Dra. Lisete Chamma Davide UFLA

Dra. VaniaHelena Techio

Orientadora

LAVRAS-MG
2011



Aos meus pais Dorval e Sonia e aos meusirmaos Ivo e Flavia com a graca de
DEUS

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A DEUS.

Aos meus pais Dorva e Sonia, pelo amor ,afeto e pela pessoa que sou,
agradeco todos os dias

Aos meus irméos Ivo e Flavia, que sempre me apoiaram, agradeco pelo
carinho.

A professora Vania por cada dia que passa me surpreender com seu
carisma de orientadora e sua competéncia, sempre me guiando para os melhores
caminhos, sempre presente e aconselhando, agradeco pela paciéncia e ensino.

A professora Lisete sou eternamente grata pela confianga depositada para que eu
seguisse a linha de citogeneticista, pelos ensinamentos, pela grande mée durante
todo esse tempo, carisma e conselhos.

A Laboratorista lara agradeco pela gjuda, companhia durante toda
execucdo do trabalho.

A toda equipe de laboratério sou muito grata pela gjuda, carinho,
atencdo e amizade criada em especia: Aline e Luis Felipe que me gjudaram
perante a execucdo prética do projeto.

Ao Dr. Fausto de Souza Sobrinho pela confianca depositada, orientacéo,
disponibilidade dos materiais, sempre eficiente na colaboracao com o trabalho
Sou muito grata.

Ao Dr. Domingos Paciullo pelo tempo dedicado, sugestdes e
colaboracéo na banca.

Aos meus amigos do GEN por toda guda, amizade, companheirismo,
atencdo, conselhos sou grata e sentirei saudades. Em especia: Fernando
Henrique Toledo, Guedes, Gui, Marcela, Gui, Jeremias, Thiago, Joyce, Bel,
Lidi, Isabelae Flavia



Ao professor Evaristo e Ze Airton agradeco pela colaboragdo no
trabalho.

Aos funcionarios do DBI por nos propiciarem um ambiente limpo e
saudavel alem da atengdo e carinho que recebemos todos os dias.

A FAPEMIG agradeco pelo financiamento do projeto.

Ao CNPq agradeco a bolsa de estudos.

A Embrapa Gado de Leite pelo fornecimento do material agradeco com

carinho.



Deus concedei-me serenidade para aceitar as coisas que ndo posso modificar.
Coragem para modificar aquelas que posso.

E sabedoria para perceber a diferenca.



RESUMO

Recentemente as relagdes entre anatomia, digestibilidade e qualidade
vem sendo amplamente estudadas para dar subsidio aos programas de
melhoramento de espécies forrageiras na otimizacdo de tempo e custos ha
selecdo de gendtipos, bem como no estudo da plasticidade morfologica. Diante
disso, o objetivo do trabalho foi avaliar gendtipos de Brachiaria ruziziensis
cultivados na época das &guas (outubro a marco) e da seca (abril a setembro) em
relacdo as caracteristicas citogenéticas e anatbmicas e correlacionar os dados
anatdbmicos com a qualidade e digestibilidade . As andlises citogenéticas e
anatdbmicas foram redlizadas por meio de técnicas convencionais. A
determinagdo do contetdo de DNA foi redlizada por citometria de fluxo.
Existem gendtipos promissores para uso no programa de melhoramento, pois a
variabilidade anatbmica foi evidente entre eles, exceto para as caracteristicas
espessura das epidermes abaxia e adaxial. Também foi constatada a variacdo
entre épocas para as demais caracteristicas.  Verificou-se que existem
correlagdes entre 0os componentes quimicos da parede celular com a
digestibilidade. Entretanto, ndo foram observadas correlacbes significativas
entre as caracteristicas anatbmicas com a digestibilidade. Por meio da
determinagdo do contelido de DNA associado com a contagem de cromossomos
foi possivel discriminar gendtipos de B. ruziziensis, B. brizantha e B.
decumbens. B. ruziziensis apresentou formula cariotipica com 8 cromossomos
metacéntricos e 1 submetacéntrico (8m+1sm) e cariotipo simétrico.

Palavras-chave: Plagticidade morfoldgica. Melhoramento genético. Forrageira.
Citogenética.



ABSTRACT

Recently the relationship between anatomy, digestibility and quality has
been widely studied to give support to programs for improvement of forage
species in optimizing time and costs in the selection of genotypes, and the study
of morphological plasticity. Therefore, the aim was to evaluate genotypes of
Brachiariaruziziensis cultivated the dry (April to September) and rainy (October
to March) in relation to cytogenetic and anatomical characteristics, and
correlating the anatomical characteristics with the quality and digestibility.
Cytogenetic analysis and anatomy were evalueted using conventional
techniques. The determination of DNA content was analized by flow cytometry.
There are promising genotypes for use in the breeding program, because the
anatomical variability was evident between them except for the characteristics of
thickness abaxial and adaxial epidermis. And found the variation between
seasons for other traits. It was found that there are correlations between the
chemical components of cell wal and digestibility. However, there were
significant correlations between the anatomical traits with digestibility. By
determining the DNA content associated with the counting of chromosomes was
possible to discriminate genotypes of B. ruziziensis, B. brizantha and B.
decumbens. B. ruziziensis presented karyotype with 8 metacentric chromosomes
and a submetacentric (8m +1 sm) and symmetrical karyotype.

Keywords. Morphologica plasticity. Breeding. Forage. Cytogenetics.
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PRIMEIRA PARTE

1INTRODUCAO GERAL

A base para o crescimento da bovinocultura esta no uso de forrageiras
cuja relacdo de demanda por variedades novas e adaptadas é proporciona a
intensificacdo da atividade pecu&ia. No Brasil, a maioria das gramineas
forrageiras de importancia econdmica € de origem africana, a exemplo de
Brachiaria, Panicum e Pennisetum. Entre as nativas, apenas as espécies de
Paspalum apresentam valor forrageiro. Essa situagdo tem requerido dos
mel horistas esforcos naimplantacdo de programas de melhoramento genético de
forrageiras tropicais, para obtencdo e ou selecdo de materiais superiores que
possam aumentar a quantidade e qualidade da forragem produzida e a eficiéncia
da producdo animal.

As espécies de Brachiaria (Trin.) Griseb. apresentam potencia para
atingir bons resultados, pois viabilizaram a atividade pecuéria nos solos de baixa
fertilidade e &cidos do Cerrado e contribuiram para o surgimento de novos pélos
de desenvolvimento e colonizagdo no Brasil Central (VALLE et a., 2008).
Apesar disso, a quantidade de informacdes disponiveis sobre este grupo ainda é
insuficiente para uso no melhoramento genético.

Nos paises da Ameérica tropical, as fontes de variagdo para selecéo de
gendtipos superiores provém de apenas cinco acessos de quatro espécies do
género (B. decumbens Stapf., B. brizantha (Hochst. ex A. Rich.) Stapf. B.
humidicola (Rendle) Schweick. e B. dictyoneura (Fig. & De Not.) Stapf.) que
geraram as 20 cultivares disponiveis (KELLER-GREIN et al., 1996). Estas
espécies apresentam predominantemente poliploidia (2n=4x=36) associada com
modo de reproducdo apomitico. B. ruziziensis R. Germ. & C. M. Evrard, por

sua vez, apresenta reproducdo sexual e diploidia (2n=2x=18, genoma R)
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podendo ser uma alternativa para arealizac8o de cruzamentose ampliagéo da
variabilidade dentro do género.

Embora ndo segja a espécie com maior area cultivada, a demanda por
sementes de B. ruziziensis tem aumentado, acompanhando o incremento da
integracdo entre agricultura, pecudria e floresta. Além disso, em relacdo as
demais espécies do género, apresenta melhor adaptacdo a sobressemeadura e
menor uso de herbicida na dessecacdo para estabel ecer a cultura seguinte. Outra
vantagem € que a producdo de sementes é uniforme, pois floresce uma vez ao
ano, o que torna 0 seu controle mais fécil. Entretanto, 0 pequeno nimero de
cultivares disponiveis no mercado e a caréncia de informacdes referentes ao seu
potencia forrageiro dificultam a expansdo da area cultivada com a espécie
(SOUZA SOBRINHO, 2005a), justificando a realizagdo do melhoramento
genético.

Como parte inerente do programa de melhoramento genético, a
avaliagdo sistemdtica dos gendtipos deve ser feita em diferentes etapas visando
identificar os melhores materiais. Neste processo, a citogenética é indispensavel
para discriminacdo de gendtipos, certificacdo de ploidias, determinacdo do
nimero cromossdmico e de similaridades cariotipicas e, ainda, para verificagdo
de anormalidades cromossdmicas e indicagdo dos niveis de fertilidade. Estas
informagdes subsidiam as decisdes dos melhoristas e contribuem para reduzir o
tempo na escolha dos gendtipos mais estaveis e compativeis.

Considerando a existéncia de diferentes niveis de ploidia em Brachiaria,
a contagem do numero de cromossomos associada a quantificacdo do DNA via
citometria de fluxo constitui uma estratégia de seguranca para 0 melhorista no
periodo que precede a realizacdo dos cruzamentos, especiamente quando se
dispde de uma grande quantidade de gendtipos para avaliar e selecionar.

Outra contribuicdo ao programa de melhoramento da Brachiaria pode

ser dada por estudos de anatomia foliar. A proporcéo de tecidos tem sido a



13

caracteristica anatbmica usada como indicativo indireto do valor qualitativo, da
produtividade e da digestibilidade das forrageiras. A possibilidade de se associar
estas caracteristicas surgiu com a observagdo de que diferentes tipos de tecidos
apresentam taxa e extensdo de digestdo diferenciadas (AKIN; BURDICK,
1975). Tecidos com elevado contetido celular e ou delgada parede priméria (ndo
lignificada) apresentam alta digestibilidade e tecidos com baixo contetido celular
e espessa parede celular (freqlentemente lignificada) sdo normalmente
associados a baixa digestibilidade. As medidas da proporcéo desses tecidos,
relacionados com as é&eas, podem ser usadas para explicar diferencas
gualitativas entre espécies €/ ou cultivares de forrageiras (WILSON, 1997).

O objetivo do trabalho é caracterizar gendtipos de Brachiaria ruziziensis
guanto as caracteristicas citogenéticas, anatémicas e bromatol égicas e verificar a

associacdo entre essas duas Utimas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéancia e aspectos boténico-agron6micos de Brachiaria

No Brasil, 90% da carne é produzida em sistemas cuja alimentacdo do
rebanho est4 baseada exclusivamente em pastagens, com destague para as
gramineas do género Brachiaria e Panicum que apresentam maior valor
agregado ao comércio de suas sementes e maior &rea cultivada (FERNANDES
et a., 2000). Aproximadamente 85% das sementes comercializadas anua mente
no Brasil Central para implantagcdo, recuperacdo ou renovagdo de pastagens
utilizam o género Brachiaria, visto que estas pastagens cultivadas sGo mais
importantes e, as vezes, a unica fonte de alimentag&o dos bovinos de corte.

Essas gramineas ocupam uma posi¢do de destague na pecudria nacional,
pois se adaptaram bem a sol os &cidos e com baixa fertilidade. Além disso, afacil
multiplicagcdo por sementes, associada a agressividade na competicdo com
invasoras, explicam a rapida expansdo das braquiarias (VALLE et al., 2008).

O género Brachiaria pertence a tribo Paniceae e compreende cerca de
100 espécies, distribuidas pelas regides tropicais e subtropicais, mas com grande
concentracdo no continente africano, em habitats variados, desde vérzeas
inundaveis até savanas (VALLE et a., 2008). No Brasil, foram introduzidas a
partir de 1950 e se expandiram, principalmente nas regides de clima mais
guente, nas décadas de 1970 e 1980 (ZIMMER et al., 1988). Atua mente,
encontram-se 15 espécies deste género, sendo sete de introducdo recente: B.
brizantha, B. decumbens, B. dictyoneura, B. humidicola, B. arrecta, B.
ruziziensis e B. vittata. (SOARES FILHO, 1996).

B. decumbens € perene e se adapta bem ao clima moderadamente Umido,

em pastagens abertas ou em areas com arbustos esporédicos e em solos férteis
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(BOGDAN, 1977). No Brasil ha dois cultivares de Brachiaria decumbens. O
primeiro conhecido como cultivar IPEAN, introduzido pelo Instituto de Pesquisa
Agropecuaria do Norte em Belém — PA em 1952, cultivar que apresenta
crescimento mais decumbente, com raizes nos nos e folhas muito pilosas. O
segundo é proveniente da Austrdlia, porém de origem Africana e teve seu
desenvolvimento inicial no Estado de S&0 Paulo, sendo um cultivar mais
robusto, de crescimento sub-erecto e com folhas menos pilosas, sendo conhecido
como cultivar Basilisk ou cultivar Australiana (ALCANTARA, 1987). B.
brizantha difere de B. decumbens e B. ruziziensis em relacdo ao porte que é
guase ereto, pouco enraizamento nos nos, folhas pilosas em forma de canoa e
racemos geralmente mais longos. B. humidicola apresenta ata capacidade de
adaptacdo a varios tipos de solos, especialmente, os de baixa fertilidade, com
alto nivel de umidade e &cidos; tolera secas prolongadas e apresenta folhas de
cor verde-pdlida e fortemente denticuladas nas margens, resisténcia ao pastgjo e
acigarrinha (SOARES FILHO, 1996).

B. ruziziensis esta mais proximamente relacionada com B. decumbens,
da qual difere, no entanto por ser de porte maior e apresentar a gluma inferior
distante do resto da espigueta (SOARES FILHO, 1996). E uma espécie perene,
sub-ereta, com 1-1,5 m de altura e apresenta a base decumbente e radicante nos
nos inferiores. Possui rizomas fortes, em forma de tubérculos arredondados e
com até 15 mm de diémetro. As folhas s&o lineares e lanceoladas, de cor verde
amareladas (SEIFFERT, 1980). A inflorescéncia é formada por 3-6 racemos de
4-10 cm de comprimento. Raquis largamente alada, com 4 mm de largura,
geralmente de cor arroxeada. Espiguetas de 5 mm de comprimento, pilosas na
parte apical, bisseriadas a0 longo da raquis. A gluma inferior tem 3 mm de
comprimento e surge 0,5 a1 mm abaixo do resto da espigueta e o flosculo fértil
apresenta 4 mm de comprimento (SENDULSKY, 1977). A propagacéo de B.

ruziziensis se da por meio de sementes ou vegetativamente.
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Existem atributos exclusivos e vantajosos de B. ruziziensis em relacdo as
demais espécies de Brachiaria, tais como a diploidia e 0 modo de reprodugéo
sexual que permitem a realizagdo de cruzamentos e geracdo de variabilidade
paa selecdo de materiais com caracteristicas agronémicas superiores.
Entretanto, o pequeno nimero de cultivares disponiveis no mercado e a auséncia
de informagdes mais detal hadas referentes ao seu potencial forrageiro dificultam
a expansdo da area cultivada com essa espécie. Essa situacdo constitui um fato
motivador para aimplementacdo de um programa de melhoramento visando a
obtencdo de novas cultivares capazes de atender a demanda da pecudria
brasileira.

No que diz respeito a qualidade da forragem, Souza Sobrinho et al.
(2005b) avaliando diferentes cultivares de Brachiaria observaram gue a cultivar
comum de B. ruziziensis foi a Unica incluida em agrupamento superior para
todas as caracteristicas em todas as partes da planta avaliadas. Essa cultivar
apresentou 63,48%, 52,43% e 57,82% de digestibilidade das folhas, do caule e
da planta toda, respectivamente, e maior valor absoluto de proteina bruta
(9,47%) e os menores de fibra (FDN e FDA). A superioridade da B. ruziziensis
para caracteristicas bromatolégicas de forragem foi constatada também por
Hughes et a. (2000). Valle et a. (1988) resumiram estudos de 36 acessos de
Brachiaria e observaram que a B. ruziziensis se destacou na qualidade, pois
apresentou 0s menores teores de FDN, FDA, celulose e hemicelulose e cinzas
gue as demais espécies. A Brachiaria ruziziensis possui ata palatabilidade, ata
produtividade de massa, tem potencial produtivo de até 15t M S/ha/lano apresenta
boa tolerdncia a0 sombreamento e baixadas Umidas (ARAUCARIA
SEMENTES, 2010)
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2.2 Melhoramento genético de Brachiaria

A atencdo ao melhoramento de forrageiras é uma atividade recente no
Brasil e que requer equipes multidisciplinares envolvidas no desenvolvimento de
cultivares de melhor qualidade, mais produtivas e adaptadas as condicGes
ambientais encontradas em diferentes regifes do pais. Ha uma caréncia de
pesquisadores atuando na melhoria de forrageiras tropicais, apresentando uma
limitacdo de conhecimentos basicos e dificultando a obtencdo de resultados para
0 melhoramento genético.

Assim como para outras espécies, os programas de melhoramento de
forrageiras também utilizam a hibridacdo como melhor opcdo para gerar
variabilidade e novas cultivares. Poucas sd0 as cultivares obtidas pelo programa
de melhoramento, pois a maioria provem de selegBes coletadas no pais ou
introduzidas e outras de trabalhos de sdlecdo em grandes colegOes
representativas da variabilidade. O CIAT fez coletas na Africa e montou um
banco de germoplasma representativo do género Brachiaria. Acessos foram
cedidos para Embrapa Gado de Corte uma das responsaveis pelo programa de
melhoramento do género. A Embrapa Gado de Leite conduz um o programa de
melhoramento de Brachiaria ruziziensis e realizou coletas de recursos genéticos
explorando a variabilidade natural no Brasil com objetivo de gerar novas
variedades por meio de cruzamentos.

Os programas de melhoramento de forrageiras possuem objetivos
semel hantes aos das grandes culturas, quais sgjam, o aumento da produtividade e
da qualidade, a resisténcia a pragas e doencas, a producdo de sementes de boa
gualidade, o uso eficiente de fertilizantes e a adaptacdo a estresses edaficos e
climaticos (VALLE et a., 2008). Porém, constitui um desafio a um conjunto de
problemas diferentes daqueles encontrados para as culturas anuais, devido a

existéncia da complexa relagdo solo-planta-animal. Assim, o objetivo do
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melhoramento ndo se resume em somente obter uma planta mais produtiva, mas
em conseguir maior eficiéncia na producdo animal (SOUZA SOBRINHO,
2005c).

Entre as forrageiras, o género Brachiaria embora de introdugdo mais
recente nas Ameéricas, tem se destacado nos Utlimos 30 anos por apresentar boa
gualidade forrageira. Alguns autores relatam objetivos especificos deste género
nos programas como a resisténcia a cigarrinha, aumento do valor nutritivo,
adaptacdo a solos &cidos, producdo de sementes e resisténcia a Rhizoctonia
(MILES; VALLE, 1996; MILLES, 1999; PETERS ;LASCANO, 2003; VALLE,
2001).

Dentre as espécies de Brachiaria, somente cinco acessos de B.
brizantha, B. decumbens e B. humidicola deram origem aos 20 cultivares
liberados em diversos paises da América tropical, entre eles. Brasil, Cuba,
México, Venezuela, Costa Rica, Coldmbia, Panama e Equador. Poucos acessos
ligados somente a trés espécies (B. brizantha, B. humidicola e B. decumbens)
deram origem as cultivares comerciais, revelando que h4 uma estreita base
genética dos materiais cultivados de Brachiaria. Outro fator considerével pelo
estreitamento da base genética € o pequeno nimero de cultivares hoje
disponiveis para a formagdo de pastagens em relagdo a extensdo territoria e a
diversidade edafoclimatica do Brasil. Portanto, ha necessidade de programas de
melhoramento para gerar variabilidade e desenvolver cultivares mais
promissoras para essas condigdes (KELLER-GREIN et a., 1996).

A uniformidade genética existente pode ser explicada pelo modo de
reproducdo desse género e pelas barreiras impostas em cruzamentos devido a
poliploidia. O mecanismo principal de reproducdo é também fator determinante
dos métodos de melhoramento mais indicados para cada uma das espécies
estudadas (PEREIRA et a., 2001). Todas as cultivares registradas sdo

apomiticas, exceto aUnicade B. ruziziensis.
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A apomixia em Brachiaria é aposporica do tipo Panicum e geralmente
facultativa, isto é agumas flores exibem ocasionamente sacos meidticos
passiveis de serem fecundados e originarem hibridos permitindo gerar
variabilidade e formar novos gendtipos promissores que podem ser sel ecionados.
Portanto, 0 modo de reproducéo apomitico dificulta os cruzamentos, impedindo
a vaiabilidade e aumentando os riscos para 0s agricultores devido a
vulnerabilidade a doencas.

N&o existem recomendacfes especificas de métodos de melhoramento
para plantas polipléides e apomiticas como a Brachiaria, mas tanto o CIAT na
Colémbia quanto a Embrapa Gado de Corte em Campo Grande-MS, tem
utilizado a selecdo recorrente em populacbes geradas por cruzamentos de
individuos superiores sexuais x apomiticos envolvendo trés espécies com
destague nas caracteristicas agrondmicas. B. ruziziensis, como fonte de
sexualidade; B. brizantha e B. decumbens, como doadoras de polen (VALLE et
al., 2008).

B. brizantha, B. decumbens e B. ruziziensis sd0 empregadas em
programas de melhoramento genético, pois devido a proximidade genética
possibilitam a formacdo de hibridos interespecificos superando as barreiras da
ploidia. Cruzamentos entre B brizantha/B decumbens com B. ruziziensis sexual,
tetraploidizada artificialmente viabilizaram producéo de hibridos para avaliacdo
do desempenho agronémico, a0 mesmo tempo foi estudada a heranca da
apomixia que demonstrou ser simples e dominante sobre a sexualidade
(SAVIDAN;VALLE, 1999).

Existe ainda a limitagdo pela diferenca de ploidia entre os genitores
sexuais (dipléides) e os apomiticos (tetrapl dides). Para contornar esse problema

pode-se recorrer a haploidizacdo ou a duplicacdo cromossdmica.
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A identificacdo de variabilidade genética para as principais
caracteristicas forrageiras dentro de B. ruziziensis possibilita a realizacdo de
selecdo e obtencao de novas cultivares com ganhos significativos.

Além dadiploidia e do modo de reproducdo sexual, B. ruziziensis € uma
espécie perene e promissora para 0 melhoramento genético, pois apresenta
alguns atributos positivos como: elevada qualidade de forragem e valor
alimenticio, boa producéo de sementes, facilidade de estabelecimento, respostaa
adubacdo, alta palatabilidade e aceitacdo por bovinos. As caracteristicas
desfavoraveis que os programas de melhoramento tentam contornar se resumem
amenor adaptacdo a solos acidos, Umidos e de baixa fertilidade, susceptibilidade
a cigarrinha das pastagens, crescimento reduzido durante os periodos de seca e
baixa competicdo com invasoras.

O sucesso de um programa de melhoramento de B. ruziziensis podera
representar impactos altamente favoraveis para a pecuéria brasileira. Em um pais
onde a grande maioria do rebanho € criada a pasto, o desenvolvimento de
cultivares de forrageiras com ampla adaptac@o e pouco exigentes em fertilidade
€ importante para expansdo da area cultivada e consequentemente para o
aumento do rebanho bovino. Além disso, a B. ruziziensis é reconhecida dentro
do género como de qualidade superior da forragem e melhor paatibilidade em
relacdo as demais espécies, ou sgja, elevados teores de proteina bruta e
digestibilidade e baixo teor de fibras (SOUZA SOBRINHO et al., 2005b).

2.3 Aspectos anatémicos e relacdo com a qualidade e digestibilidade da

forrageira

O valor qualitativo das forrageiras € de grande importancia no subsidio
aos programas de melhoramento que desejam obter um resultado relevante no

complexo solo-planta-animal com base na adequada alimentacdo animal. O
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valor nutritivo € definido pela sua degradabilidade ruminal, digestibilidade e
composicdo quimica (POSSENTI;VALARINI, 2003) e pode ser prejudicado
pela presenca de algumas estruturas e compostos quimicos presentes nas
forragens.

A estrutura anatbmica dos 6Orgdos da planta pode influencias na
digestibilidade dependendo da constituicdo de seus tecidos. A proporcdo de
tecidos influencia na acessibilidade e o modo de a¢cdo dos microorganimos aos
polissacarideos resultantes da fragmentacdo das particulas da forrageira, estes
tem a capacidade de digerir a celulose e ndo a lignina. Segundo Brito e Rodella
(2001), as caracteristicas anatdmicas da planta podem fornecer uma série de
indicacbes antecipadas sobre o seu potencial de digestibilidade e serem
utilizadas como uma primeira aproximagéo para a caracterizacdo da qualidade
dasforragens.

Estudos multidisciplinares tem sido importantes na determinacdo do
valor nutritivo principalmente quando interligados com a caracterizagdo
anatbmica. Nas Ultimas décadas vérios autores tem relatado essa associagdo da
anatomia com qualidade de forrageira (ALVES DE BRITO, 1997;1999;
PACIULLO 2001; 2002). Diversos pesquisadores também tem avaiado a
influéncia da estrutura anatémica e composicdo quimica na digestibilidade
(AKIN et al., 1973, AKIN; BURDICK, 1975; CHESSON et al., 1986; HANNA
et a., 1973, JUNG;ALLEN 1995; JUNG et a., 1997; QUEIROZ et al.,2000
TWIDWELL et a., 1991;WILSON et a., 1991). Sendo que no Brasil esses
estudos sdo mais recentes (BRITO et d., 1997, LEMPP et al., 1997, 1998,
PACIULLO, 2000).

Alves de Brito et a. (1999) descreveram os tecidos em ordem
decrescente de digestibilidade: parenquimatico, floema, epiderme, bainha
parenquimética, xilema e esclerénquima e com a utilizagdo da microscopia de

varredura concluiu que tecidos lignificados sdo limitados na digestdo. O similar
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foi observado por Hanna (1973) e Akin (1989), o quais afirmaram que tecidos
lignificados s80 resistentes a digest&o.

Varios autores também enfatizam a complexidade do estudo da digestéo
em plantas forrageiras envolvendo varios fatores como idade, posicdo do
perfilho, tipo de tecido, temperatura entre outros. Akin (1989) afirmou que a
digestibilidade do parénguima decresce a medida que a forrageira se desenvolve.
Segundo Paciullo (2000), a digestibilidade reduz com aumento da idade,
enfatizando que o estédio de desenvolvimento € um dos fatores mais relevantes
na influéncia do valor nutritivo. Além disso, existe a influéncia da estacdo do
ano, em que os valores atos de digestibilidade sdo encontrados mais nas
estacoes frias do que nas quentes (MACADAM et d., 1996). De acordo com
Wilson (1982) em revisdo dos efeitos de fatores climaticos sobre o valor
nutritivo de espécies forrageiras, a temperatura € o fator mais importante, sendo
gue a digestibilidade diminui de 0,08 a 1,81 unidades percentuais para cada grau
centigrado de e€evacdo da temperatura. Também existem trabahos
contradizendo os anteiores que ndo apresentaram diferenca na estrutura dos
tecidos quanto ao clima levando em conta temperatura, fotoperiodo ou estacéo
de ano (AKIN et al.,1987; QUEIROZ, 1997).

Outro fator que compromete a digestibilidade € a composi¢cdo quimica
da parede celular composta principalmente de celulose, hemicelulose, pectina e
lignina compreendendo entre 20-80% do peso seco da forragem. Estudos tem
encontrado correlagBes baixas dalignina com a digestibilidade da parede celular
(HALIM et a.,1989, JUNG; CASLER, 1991; JUNG;VOGEL,1992) ou até
positivas (JUNG et al.,1994). Jung e Allen (1995) relatam que a composicdo da
lignina pode diferir entre espécies, cultivares, fracBes da planta e tecidos, o que
modifica o impacto da lignificagcdo sobre a digestibilidade explicando essas

diferencas nas rel acoes.
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A composicdo quimica da parede celular, principalmente alignina, sdo
fatores JUNG; ALLEN, 1995;). Dependendo da composicdo da lignina, ou do
tipo de lignina “core” ou “non core”, pode apresentar atas correlacdes
negativas com a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) (QUEIROZ et
al., 2000; JUNG et d., 1997; PACIULLO, 2001), ou até correlactes positivas
(JUNG et a., 1994). Jung et al. (1997) em gramineas forrageiras observaram
forte correlacdo negativa entre teores de lignina e DIVMS. A deposicdo de
lignina aumenta com a maturacdo fisioldgica e fatores ambientais como altas
temperaturas, diminuindo assim a digestibilidade dos polissacarideos estruturais
pelos ruminantes (JUNG; VOGEL, 1986; KAMSTRA et a., 1958; TERRY;
TILLEY, 1964).

Tecidos lignificados com parede secundaria espessa S30 pouco
digeriveis, apresentando correlacdo negativa com a digestibilide, como o
esclerénquima e o xilema, contribuindo para baixa qualidade da forrageira. Ja
tecidos como mesofilo e floema apresentam positiva com a digestibilidade
devido a facilidade de atuacdo ou colonizagdo dos microorganimos nestes
tecidos no rumem do animal e por ndo apresentarem parede celular espessa, ou
lignificada, sendo portanto digeridos rapidamente. Além disso, existem tecidos
com digestdo parcial e lenta como as células da epiderme e bainha
parenquimética dos feixes, (AKIN et a., 1973; 1989; BRITO et a., 1999). Os
constituintes fibrosos (fibra em detergente neutro e fibra em detergente acido )
também tem sido correlacionados negativamente com a digestibilidade
(QUEIROZ et al., 2000; WILSON et a., 1983;). Correlacdo dos teores de fibra
em detergente neutro e fibra em detergente acido com a digestibilidade, parece
estar condicionada ao grau de associacdo entre 0s teores de lignina e de fibra. Se
esta associacao € baixa, o contelido de fibra da forrageira ndo serd bom indicador
da digestibilidade (VAN SOEST, 1994; QUEIROZ et a., 2000). Os teores de

fibra em detergente &cido sdo, freqlientemente, utilizados para estimativas da



24

digestibilidade. Os coeficientes de correlacéo entre as concentragdes de fibra em
detergente &cido e a digestibilidade da matéria seca variam entre -0,5 e -0,95
(MINSON, 1982).

O vador nutritivo das gramineas que se desenvolvem em condic¢des de
clima tropica é limitado, ndo somente pela incidéncia das elevadas
temperaturas, gue promovem mais intensa lignificacdo da parede celular, mas
também por caracteristicas histolégicas e anatbmicas inerentes a estas
gramineas.

Alguns autores acreditam ser relevante a integracdo de conhecimentos
morfoldgicos e anatdmicos da planta com bioquimicos e fatores ambientais
(ASHTON; BERLYN 1992; PACIULLO et al.,2002).

De acordo com Sylvester et a. (2001) a estrutura anatdmica das plantas,
em especial, das folhas pode ser influenciada pela luminosidade durante seu
crescimento, uma mecanismo denominado de plasticidade morfol égica detectada
nainteracdo genotipo com ambiente.

A interacdo gendtipo x ambiente corresponde a resposta diferencial
dos gendtipos as mudancas dos ambientes (BOS ; GALIGARI, 1997),
evidenciando assim, a dependéncia entre os efeitos genéticos e ambientais.
Visto que o principal objetivo de um programa de melhoramento € selecionar
genétipos de consisténcia e elevada produtividade nos mais diversos
ambientes, a andlise da interacdo gendtipo com ambiente € de grande
importancia.

Alguns autores discutem a influéncia da luz e temperatura na anatomia
foliar, principamente no desenvolvimento do 6rgdo. Especificamente em
Brachiaria existem estudos da anatomia do colmo e da folha na alternéncia do
periodo seco e chuvoso, (PACIULLO, 2002).

Estudos recentes avaliando a influéncia da estrutura anatémica sobre a

gualidade de gramineas forrageiras ainda sdo escassos, tendo em vista o
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potencia de desenvolvimento desta &rea. A necessidade de se estabelecer um
banco de informacbes a respeito da anatomia das diferentes gramineas
forrageiras, incluindo a propor¢cdo de tecidos, os fatores que determinam a
digestdo da parede celular e, consequentemente, dos diferentes tecidos, a
influéncia da estrutura anatbmica sobre o consumo pelo animal, entre outros,
torna-se evidente para permitir avancos no conhecimento das relacdes entre os
fatores anatbmicos e a qualidade das gramineas forrageiras.

O estudo anatdmico de laminas foliares de gramineas forrageiras tem
auxiliado na compreensdo das diferencas qualitativas entre essas plantas, que
algumas vezes ndo sdo detectéveis em anadlises quimicas (LEMPP et al., 2002),
sendo possivel classificar os tipos de fatores de antiqualidade por meio da
anatomia e da histoquimica vegetal. Além disso, normal mente essas andlises sao
mais rdpidas e de menor custo, quando comparadas as andises das
caracteristicas bromatoldgicas da forragem. Esse fato permite a avaliacéo de
maior nimero de materiais em um periodo mais curto de tempo, com reducdo de

custos, contribuindo para maior agilidade do programa de melhoramento.

2.4 Aspectos citogenéticos de espécies de Brachiaria

Os primeiros estudos de citogenética com espécies do género Brachiaria
reportam-se a metade do século passado. Como resultado, informacfes basicas
importantes relacionadas a determinacdo do ndmero cromossdmico, a
construcdo dos cari6tipos, mapeamento fisiso e ao comportamento meiético
foram apresentadas por diferentes autores, congtituindo uma base de dados,
aindainsuficiente, sobre a estrutura genética e citogenética do género.

Na década de 80, o conhecimento citogenético do género Brachiaria se
restringia a apenas 35% das espécies, e abrangia somente  contagens

cromossomicas (BASAPPA et al., 1987). Alguns estudos envolvendo contagens
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cromossomicas (BERNINI, 1997) e determinacdo do nivel de ploidia por
citometria de fluxo, Ishigaki 2010; Leteriello, 1999; Penteado et al., 2000,
foram, posteriormente, desenvolvidos.

O nuimero béasico de cromossomos relatado parao géneroéx =7, 8e9,
com predominancia de x=9 (BASAPPA et a., 1987; DARLINGTON; WYLIE,
1955; DUJARDIN 1979; MORRONE; ZULOAGA, 1992; VALLE; SAVIDAN,
1996). Todavia, recentemente Risso-Pascotto et a. (2006) relataram a ocorréncia
de x = 6 para acessos de B. dictyoneura, os quais apresentaram 2n = 24, e B.
humidicola, com 2n=42. Boldrini et al. (2009) observaram na meiose presenca
de seis univalentes em B. humidicola propondo também o numero basico x=6
cromossomos. O grande nimero de anormalidades meidticas em espécies de
Brachiaria dificulta estudos como estes.

A maioria das espécies do género Brachiaria é poliploide,
preferencia mente tetraploide (2n=4x=36) e apomitica (BASAPPA et a. , 1987;
BERNINI; MARIN-MORALES 2001, MENDES BONATO et al., 2002, 2006;
PENTEADO et a., 2000; RISSO-PASCOTTO et a., 2006 ; SOTO-MAY OR-
RIOS et d ., 1968; UTSUNOMIYA et a. 2005, VALLE; SAVIDAN, 1996) .
Em B. ruziziensis, um estudo feito com 36 acessos por Valle e Savidan (1996)
nd encontrou saco embrionario apomitico, confirmando ser uma espécie
diploide sexual, utilizada como base nas hibridagBes interespecificas quando
tetraploidizada artificialmente.

Em 1987, Basappa e colaboradores publicaram resultados da contagem
de cromossomos de espécies de Brachiaria realizada em 260 populacGes
representativas de diferentes regides geogréficas do mundo. Foram descritas seis
espécies diploides, vinte tetraploides, cinco hexaploides e trés octaploides entre
0S materiais avaliados. Exceto para B. setigera var. setigera a qua foi
caracterizada como um complexo agamico com uma serie heteroplGide, para as

demai s espécies ndo foram distinguidas racas cromossdmicas.
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Posteriormente, em um estudo realizado no Brasil, Bernini e Marin-
Moraes (2001) caracterizaram o cariGtipo de 12 acessos e cinco espécies de
Brachiaria. Os autores relataram variacBes no nimero cromossdmico em B.
decumbens (2n=18 e 36) e em B. humidicola (2n=36, 42 e 54). B jubata e B.
brizantha apresentaram 2n=36 e B. ruziziensis, 2n=18. Nestas andises, com
excecdo de um acesso de B. humidicola (x=7), os demais apresentaram nimero
basico de cromossomos igual a 9. Os cari6tipos foram classificados como
simétricos com tendéncia a assimetria em diregdo aos polipléides. Foi sugerido
também que alteracdes estruturais como delecdes e adi¢Bes e, principa mente,
poliploidia estéo envolvidas na evolucdo desse género.

A associacdo das informacfes das andlises morfolégicas, citoldgicas e
moleculares possibilita estabelecer as relacbes de parentesco e observar muitas
caracteristicas intermediarias entre B. brizantha, B. decumbens e B. ruziziensis
(TOHME et a., 1996). Basappa et a. (1987) descreveram que as
irregularidades meidticas ocorrentes em B. decumbens, assemelham-se as
encontradas em B. ruziziensis (n=9) e B. brizantha var. brizantha (n=27),
indicando que a espécie é um hibrido natural desta Ultima. A proximidade entre
essas espécies permite a obtencdo de hibridos, tais como descrito por Hacker
(1988) entre B. ruziziensis tetraploidizada e B. decumbens e B. brizantha,
constituindo uma excelente aternativa para ampliacdo da base genética do
género e para aplicacbes no melhoramento genético.

Comparagfes entre as caracteristicas morfologicas e moleculares da
literatura e os dados cariotipicos propostos por Bernini e Marin-Morales (2001)
sugerem que a diferenciacdo cromossdmica observada nos acessos de
Brachiaria ndo foi acompanhada por grandes mudancas morfoldgicas. As
espécies B. brizantha, B. decumbens e B. ruziziensis mesmo apresentando
caracteres morfolégicos similares e capacidade de cruzamento, tém

caracteristicas cariotipicas distintas, o0 que fornece uma informacdo adicional



28

para 0 estabelecimento das relagbes de parentesco entre as espécies de
Brachiaria . No mesmo trabalho foi observado que a diferenca no nimero
basico e cariotipica indicou presenca de diferentes genomas ou rearranjos dos
Cromoss0MOS NOS acessos das especi es.

Stephan Nielen et al. (2010) estudou a morfologia dos cromossomos e
foi o primeiro a utilizar a hibridiza¢do in situ (FISH) com genes ribossomais 5S
e 45S para localizacgo de sitios de DNA ribossoma em acessos diploide sexual
e um tetraploide apomitico de Brachiaria brizantha. O autor encontrou
resultados de similaridades morfol bgicas entre os acessos tetrapl 6ides descritos
por Bernini e Marin Morales (2001) em relacdo a possicdo do centrébmero,
embora no tamanho dos cromossomos tenham sido maiores. Os resultados
morfoldgicos discutidos e comparados dos dois autores sugerem possivels
alteraces estruturais durante a evolucdo, aém de uma distancia filogenética
entre 0s acessos analisados por eles.

Estudos recentes tentaram elucidar a hipétese do tipo de ploidia no
género Brachiaria. Mendes-Bonato (2002), relatou ser uma alopoliploidia
segmental através da andlise do comportamento meiético com uma frequiéncia
baixa de multivalentes. Ja Stephan Nielen et al. (2010) utilizando a técnica do
FISH sugeriu a alopoliploidia pelo nimero de marcas encontradasdo DNAr 5s,
em acessos diploide e tetraploide de Brachiaria brizantha, um e trés pares
respectivamente. Outros autores corroboram com essa hipdtese da alopoliploidia
(BOLDRINI et al., 2009; MENDES-BONATO et d., 2002, MENDES et al.,
2006; RISSO PASCOTTO et d., 2006)

Trabalhos realizados por Ito et a (2000) e Akiyama et a, (2008)
pesguisando sequéncias atamente repitivas no genoma utilizando o FISH com
5S e 45S de DNA ribossomal em Brachiaria encontraram marcas localizadas em
cromossomos especificos podendo distingui-los Akiyama et al., 2010 encontrou

numero de marcas do 25S rDNA correspondendo ao nivel de ploidia, alem disso
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a morfologia dos cromossomos foi diferente dentro e entre espécies. Indicou
também presenca de diferentes genomas nas espécies.

Na descricdo do caridtipo feita por Bernini e Marin-Morales (2001), o
acesso dipléide R134 de B. ruziziensis (2n=18) apresentou dois pares de
Cromossomos metacéntricos stricto sensu e 0s outros sete pares metacéntricos,
com presenca de satélite no par de cromossomos 8. Stephan Nielen et a. (2010)
encontrou o satelite no mesmo par de crromossomos ho acesso analisado de um
dipl6ide sexual de Brachiaria brizantha sugerindo entdo possiveis alteracGes
estruturais durante a evolucdo desses acessos.  Anteriormente, Valle et al.
(1987) haviaidentificado os nove cromossomas por meio de mapas paguiténicos
e observando a distribuicdo e tamanho dos cromdmeros e medicOes
cromossdmicas. Esses dados mostraram que a maioria dos cromossomaos eram
submetacéntricos, com a regido organizadora do nucléolo (RON) no par 7.
Bernini e Marin-Morales (2001) descreveram a existéncia de similaridades entre
esse acesso de B. ruziziensis e o dipl6ide D5 de B. decumbens (2n=18) para o
comprimento do lote hapl 6ide e para a morfol ogia cromossdmica.

Especificamente para B. ruziziensis, os relatos na literatura sobre o os
Cromossomos mitéticos e o comportamento meidtico sdo restritos. Shank and
Sotomayor- Rios estudaram (1968) eventos citol 6gicos da megasporogénese em
uma populagéo de B ruziziensis relatando nimero cromossdmico somatico igual
a18. Ferguson (1974) confirmou n=9 em 22 plantas de 16 acessos, com meiose
regular apresentando 9 bivalentes formados na diacinese. N&o foram encontrado
relatos de saco embrionario apomitico nessa espécie em ambos trabal hos.

A citometria de fluxo vem sendo amplamente utilizada na quantificacéo
de DNA nuclear em plantas, ( BENNETT et a., 2000; SCHIFINO-
WITTMANN, 2001), Essa técnica vem sendo utilizada em diversos grupos de
gramineas, tais como , 1997), Pennisetum (MARTEL et a., 1997), Crepis
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(DIMITROVA; GREILHUBER, 2000) e Brachiaria (PENTEADO et a., 2000;
TIMBO, 2010) entre muitos outros.

Para a grande maioria, a técnica tem tido sucesso por permitir avaliar
grande numero de individuos, com precisgo e rapidez alem de apresentar pouca
variacdo dos resultados obtidos em diferentes laboratérios (LY SAK; DOLEZEL,
1998).

Essatécnica pode ser Util no melhoramento de plantas para monitorar a
estabilidade do nivel de ploidia, identificar haploides e duplohaploides em
culturas de anteras e ovarios, verificar novos niveis de ploidia em resultados de
cruzamentos, deteccdo de individuos aneuploides, no estudo da apomixia,
identificac8o do sexo em plantas didicas, identificacdo de hibridos, identificacdo
de polissomatia, acompanhamento do desenvolvimento da semente,
identificac&o do produto de fuséo de protoplastos, Dolezel (1997) .

Estudos de citometria de fluxo em espécies de Brachiaria também vém
sendo realizados com o intuito de quantificar o DNA e determinar o nivel de
ploidia de diferentes gendtipos. Letterielo et al. (1999) associaram resultados de
contagens de cromossomos e de determinacdo do teor de DNA para certificagéo
da ploidia em acessos de Brachiaria brizantha e mencionaram, pela primeira
vez, a ocorréncia de acessos pentapl 6ides, 2n=5x=45 nesta espécie.

Também por citometria de fluxo, Penteado et a. (2000) determinaram o
nivel de ploidia de uma colecdo de germoplasma de 435 acessos, pertencentes a
13 espécies de Brachiaria. A citometria mostrou-se muito eficaz nesta
determinacdo, possibilitando a andlise de grande nimero de individuos. Foram
observados varios niveis de ploidia para as diferentes espécies, alguns poucos
relatados literatura, como o caso dos pentaploides. Observou-se também grande
variacdo nas quantidades totais de DNA, tanto entre como dentro de espécies.

Para B. ruziziensis, foi determinada a quantidade de DNA de acessos

dipldides e tetrapl6ides induzidos por tratamento com colchicina. Os resultados
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da citometria de fluxo foram totalmente coerentes com este conhecimento prévio
e mostraram que na duplicagdo ndo houve perda ou alteracbes nas quantidades
de DNA, pois os dipldides apresentaram indice 1,00 na citometria, enquanto que
nos tetraploides esse valor variou de 1,87 a 2,18. Com base nesses dados,
verificou-se que B. decumbens, B. ruziziensis, B. dictyoneura, B. platynota
possuem quantidades de DNA muito semelhantes, apresentando indice 1,00 para
o nivel dipléide (PENTEADO et al., 2000). A mesma autora afirmou que a
citometria de fluxo permitiu uma precisao e rapidez na determinacéo do nivel de
ploidia da colecdo do germoplasma que consistia em 435 acesso de pelo menos
13 especies de Brachiaria,

Ishigaki (2010) também utilizou da citometria de fluxo para estimar o
tipo de genoma de quatro espécies de Brachiaria afirmando ser uma técnica
com acuracia e eficente para esse objetivo. Este autor revelou diferentes tipos de
genomas (C — quantidade de DNA gametico e Cx quantidade de DNA de cada
genoma), entre as cultivares, sendo que vaores de C aumentaram de acordo
com aumento do nivel de ploidia assim como observado por Timb6 (2010) .
Entretanto houve uma diferenca média variando de 222 a 316 Mpb nas
estimativas do valor C médio entre o trabalho de Timb6 (2010) , encontrando
para 2x foi de 852,1 Mpb do 3x foi de 1257 Mpb e dos 4x de 1829 Mpb eo
do Ishigaki et a. (2010). Provavelmente se deve as diferenca nos genétipos
dentro das espécies, na metodologia empregada tanto no preparo da amostra
como na conversdo de pg para Mpb.

Ja os resultados de Cx observados por Ishigaki (2010) mostrou maiores
valores em cultivares apomiticas comparada com a sexual concluindo gque o tipo
de genoma depende também do modo de reproducdo, apresentaram resultados
condizentes com a conclusdo.

Ishigaki et al. (2009) obtiveram valores para o contelido de DNA de B.

ruziziensis sendo: 1,41 pg para as plantas diploides e 2,77 pg para as plantas
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tetraploidizadas e Timbo (2010) relatou a quantidade média de DNA nos acessos
de B. ruziziensis foi de 1,74 pg para os gendtipos 2x afirmando que essas
diferencas de valores nas estimativas do conteudo de DNA se dever a varios
fatores como, por exemplo: calibracdo do aparelho, padrdo de referéncia,

material vegetativo, tampéo de extracdo dos nlcleos e fluorocromo utilizados.
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SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

ARTIGO 1

CARACTERISTICASANATOMICAS ADAPTATIVASDE
GENOTIPOS DE Brachiariaruziziensis EM DIFERENTES
AMBIENTES

Resumo

O estudo da interacéo gendtipo com ambiente é de grande importancia
para os programas de melhoramento que visam obter materiais promissores em
diversos ambientes ou ambientes especificos. O objetivo deste trabalho foi
redlizar a andlise de caracteristicas anatdbmicas nas folhas de clones de B.
ruziziensis cultivados na época das aguas (outubro a marco) e da seca (abril a
setembro). Folhas completamente expandidas, na segunda gema da parte
superior para basal das plantas foram coletadas e fixadas em FAA4 por 72h e
armazenadas em &cool 70%. Amostras foliares na parte mediana foram
avaliadas de acordo com os procedimentos usuais de anatomia vegetal. Foram
feitas as andlises de variéncia conjunta e individual e os desdobramentos para as
épocas daaguae seca. Os gendtipos 15, 27, 29, 40, 44, 53 e 0 90, comportaram
de maneira diferente entre épocas (plasticidade morfolégica) com pelo menos
quatro das nove variaveis. Jaos gendtipos 1, 8, 13, 14, 21, 23, 33, 43, 56, 77, 83
e 0100 comportaram de maneira semelhante nos dois ambientes de cultivo em
pelo menos oito das varidveis avaliadas sendo promissos para 0 melhoramento
gue visam obter materiais em diversas condic¢Oes edafocliméticas. Exceto para
espessura das epidermes abaxia (EBA) e abaxiad (EDA), os gendtipos
apresentaram comportamento diferente para as demas caracteristicas
avaliadas.espessura do mesofilo (EM), diédmetro do xilema (DX), distancia entre
feixes (DF), nimero de feixes (NF) e de células buliformes (NCB), area do
tecido esclerenquimético (AES) e das células buliforme (ACB). Entretanto, os
materiais apresentaram variabilidade.

Palavras-chave: anatomia foliar, Brachiaria ruziziensis, mehoramento
genético.



Abstract

The study of genotype with environment interaction is of great
importance for breeding programs that am to obtain promising materias in
various environments or specific environments. The objective of this work was
the analysis of anatomical features in leaves of clones of B. ruziziensis
cultivated in the rainy season (October to March) and dry (April-September).
Fully expanded leaves, the second gem from top to basal plants were collected
and fixed in FAA70 for 72h and stored in 70% acohol. Leaf samples were
evaluated at the median according to the usual procedures of plant anatomy. We
made the analysis of variance and individual and the consequences for the water
and dry seasons. Genotypes 15, 27, 29, 40, 44, 53 and 90, behaved differently
between seasons (morphological plasticity) with at least four of the nine
variables. Genotypes 1, 8, 13, 14, 21, 23, 33, 43, 56, 77, 83 and 100 produced
similar results in both environmental conditionsin at least eight of the variables
assessed and commitments for improvements aimed at obtaining materials in
various climate conditions. Except for the thickness of the abaxial epidermis
(EBA) and abaxial (EDA), the genotypes showed different behavior for the other
traits were: thickness of the mesophyll (MS), diameter of the xylem (DX),
distance between beams (DF), number of beams (NF) and cells bulliform
(NCB), area of sclerenchyma (AES) and bulliform cells (CBA). However, the
materials showed variability.

Keywords: leaf anatomy, Brachiaria ruziziensis, breeding



45

1. Introducéo

Em plantas forrageiras, a folha representa a principal fonte de matéria
seca para ruminante e, por isso € um dos mais importantes érgdos da planta
usados para determinar a produtividade e a qualidade de uma espécie para ser
usada na nutricdo animal. Ela também € o érgéo da planta que apresenta ata
plasticidade morfologica, ou sgja, capacidade, habilidade e mudanca na
expressdo genética em resposta a distintos ambientes (BRADSHAW, 1965;
SULTAN, 2004).

A plasticidade pode ser evidenciada por ateracbes morfologicas,
fisiolégicas ou bioquimicas podendo afetar caracteristicas estruturais e a
proporcao dos tecidos da planta, notadamente na folha, tais como: espessura do
mesofilo e da parede celular, nimero de feixes e de células buliformes, disténcia
entre os feixes vasculares, espessura das epidermes abaxia e adaxial, densidade
estomatica .

De acordo com Carvalho e Pires (2008), nenhum fator isolado afeta
tanto a qualidade da forragem quanto a idade, embora 0 ambiente no qual a
planta se desenvolve também desempenha papel relevante. As condicBes de
intensidade e qualidade da luz (radiacdo), disponibilidade hidrica, temperatura,
fotoperiodo, e diferentes condi¢des edéficas sdo determinantes nas respostas do
desenvolvimento das forrageiras nos diversos ambientes.

Varios autores tém pesquisado a relacéo das caracteristicas anatdbmicas
com os fatores ambientais (ASHTON; BERLYN, 1992; CASTRO et a., 2005;
MARTINS et al., 2009; MELO et a., 2007; NAPP-ZINN, 1988; NERY et al.,
2007; PACIULLO et a., 2001; 2002; PINTO et a., 2007; VIEIRA, 1990;
VIEIRA; MACHADO, 1992). Trabalhos vém destacando a influéncia da

guantidade da radiacdo luminosa sobre a organizac&o dos tecidos como Vieira
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(1995), Smith et a. (1998). Outros tém relacionado 0 nimero de feixes com as
condic¢des de disponibilidade de &gua (DENARDI; MACHIORI 2005).

A plasticidade morfolégica, segundo Via e Lande (1985) é um atributo
comum das espécies gque apresentam vantagens adaptativas em diversas
condic¢des edafocliméticas, visto que as mudancas morfol bgicas podem facilitar
na tolerdncia ambiental. Esperase que plantas que ocupam ambientes
heterogéneos apresentem um grande potencial pléstico em suas caracteristicas
fisiol 6gicas e/ou morfol dgicas (FUZETO; LOMONACO, 2000).

Essa plasticidade fenotipica é detecatada pela interacdo gendtipo x
ambiente que significa diferentes respostas dos gendtipos nos ambientes de
avaliacdo. A selecdo e recomendacdo dos gendtipos mais produtivos em um
programa de melhoramento € um objetivo basico que geramente é avaliada com
o desempenho dos genétipos nos diversos ambientes. Entretanto dependendo da
significancia da interacdo pode ser recomendado para os diversos ambientes
(ndo significativa) ou para ambientes especificos (significativa),

As gramineas, em especial, tém um grande potencial na adaptacdo dos
tecidos a0 ambiente de forma a maximizar a funcdo destes nas mais variadas
condi¢bes edafoclimaticas. Dias Filho 2000; 2002 em seu trabalho com
Brachiaria brizantha encontrou reducdo da capacidade fotossintética em
ambiente sombreado, mesmo assim apresentou plasticidade morfolégica e
tolerdncia ao sombreamento. Carvalho et a. ( 2002) estudaram desempenho de
seis gramineas sob condi¢Oes de luz direta e sombreada em sistema silvipastoris;
somente uma ndo tolerou 0 sombreamento, apresentando menor desempenho
devido arestricdo de luz nesse sistema.

Para os melhoristas, informacBes sobre o grau de plasticidade
morfologica e/ ou anatbmica sdo de extrema importancia devido as diversas
condicdes edafocliméticas encontradas no Brasil e considerando que

caracteristicas anatdmicas interferem na qualidade da forrageira (ALVES DE
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BRITO et a., 1999). Paciullo (2001; 2002) estudos como estes s80 recentes,
especialmente, quando se trata de andlises comparativas das forrageiras em
diferentes estagdes do ano. 1sso enfatiza a necessidade de um aprofundamento de
trabalhos dessa natureza, ja que h4 escassez de pesquisadores atuando nessa
area, principalmente que analisem a estrutura anatébmica foliar em diferentes
tiposdeclima (PACIULLO et a., 2002).

Este trabalho teve por aobjetivos avaliar as caracteristicas anatémicas de
gendtipos de B. ruziziensis, nas épocas chuvosa e seca do ano, e identificar

aqueles com potencial para uso no programa de melhoramento de plantas.

2. Material e Métodos

Foram avaliados 38 gendtipos de Brachiaria ruziziensis oriundos do
programa de melhoramento desta espécie, desenvolvido pela Embrapa Gado de
Leite — Juiz de ForaMG, em parceria com a Universidade Federal de Lavras —
UFLA, Lavras, MG. Esses materiais foram cultivados no Campo Experimental
de Coronel Pacheco (MG), onde esta localizada a Estacdo Climatoldgica da
Embrapa Gado de Leite — Juiz de Fora—MG.

Os dados climéticos (luminosidade, temperatura, insolagdo, umidade e
precipitacdo), cujos valores médios estdo apresentados na Tabela 1, foram
obtidos junto a Estacdo Meteoroldgica situada no Campo Experimental de
Coronel Pacheco (MG) da Embrapa Gado de Leite.
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Tabela 1 — Variaveis climaticas médias observadas no periodo experimental.
Dados fornecidos pela Estacdo Climatolégica do Campo Experimental de
Coronel Pacheco (MG) da Embrapa Gado de L eite.

Umidade
Meses/Ano Relativa Temperatura Insol ang\o Luminosidade Preci pitaﬁ;éo
(%) (°C) (hora/més) (watt/m?) (mm/Més)
jan/09 92,50 24,08 183,75 621,25 38
fev/09 89,61 24,15 207,68 642,14 118
mar/09 88,00 24,69 215,75 645,00 424
abr/09 87,67 20,20 214,67 621,67 0,2
mai/09 91,29 19,18 149,94 578,71 38
jun/09 90,13 17,22 153,77 553,33 37,6
jul/09 88,97 18,92 158,23 561,13 3,2
ago/09 86,16 18,64 164,90 589,19 4,2
Set/09 84,33 22,08 192,63 609,83 1134
out/09 89,26 22,23 159,21 600,00 58

Foram realizadas coletas de amostras de forragem de cada um dos
materiais genéticos em duas épocas do ano de 2009, sendo uma realizada em 12
de marco (44 dias), representativa da estagdo das aguas (outubro a marco) e a
outra realizada em 31 de agosto (126 dias), representativa da estacdo da seca
(abril a setembro). As datas mais proximas de realizacdo dos cortes de avaliagdo
do potencial produtivo e da qualidade da forragem que foram 27/01/2009,
16/03/2009 (48 dias), 27/04/2009 e 19/10/2009 (175 dias). No total foram
realizados 8 cortes de avaliacéo.

Foram coletadas trés folhas completamente expandidas localizadas na
segunda gema do pice para base no perfilho de cada genétipo. Estas folhas
foram fixadas em F.A.A, (formaldeido: écido acético glacial: écool etilico) por
72 horas (KRAUS; ARDUIM, 1997) e posteriormente preservadas em etanol
70% até a data das andlises. Utilizou-se micr6tomo de mesa para obtencdo de

seccOes transversais do terco médio foliar. As secgBes foram clarificadas em
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solugdo de hipoclorito de sddio 50%, sendo, em seguida, lavadas em égua
destilada, neutralizadas em &gua acética 1%, coradas com azul de astra-safranina
(KRAUS; ARDUIN, 1997) e montadas em glicerina 50%.

Nas seccles transversais das laminas foliares, a partir de imagens
capturadas por uma camera acoplada a um microscépio, foram avaliadas as
seguintes caracteristicas: espessura do mesofilo (EM), espessura da epiderme
abaxia (EBA) e adaxia (EDA), diametro do xilema (DX), distancia entre os
feixes vasculares (DF), numero de feixes (NF), numero de células buliformes
(NCB), é&rea das células buliformes (ACB), &ea do tecido esclerenquimético
(AES) (Figural).

As medicdes foram realizadas em uma érea sel ecionada entre o primeiro
e 0 segundo feixes vasculares maiores subseguientes, tendo o feixe central como
referéncia (Figura 1), os quais também foram avaliados. O nimero de repeticoes
das observacBes do campo para cada folha variou para cada caracteristica
analisada. Para avaliar a espessura da epiderme nas faces abaxial e adaxial,
assim como do mesofilo, fora, feitas mensuragdes em trés regides distintas de
cada seccdo, com auxilio do software Image tool®, perfazendo um total de nove
repeticOes por folhaPara as demais caracteristicas, foram também observados

duas regides distintas de cada campo totalizando em seis repetigoes.
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Figura 1 - Fotomicrografias esqueméticas representando a padronizacdo das
medicbes A) As setas representam as medicBes das espessura das epidermes
abaxia e adaxial (EBA e EDA) (preta), EM (vermelha) e didmetro do xilema
(DX) (branca). B) As setas e 0 nimero (preto) indicam as medi¢fes do distancia
entre feixes (DF) e numero de feixes (NF), respectivamente; o ndmero
(vermelho) indica o nimero de céulas buliformes (NCB). C) Area das células
buliformes (ACB). D) Area do tecido esclerenquimético representada em

vermelho escuro AES.
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Os dados anatdémicos foram submetidos a analise de variancia individual
(por estagdo), considerando um delineamento inteiramente casualizado.
Procedeu-se a analise conjunta de acordo com o seguinte modelo estatistico:

O modelo estatistico adotado foi:

Yiw= H+0+86. 06+ figj) + Cin

Yix = €aobservacdo do genotipo i, naépocaj, nafolhak, no cortel

H = éamédiagerd;

g = éoc¢efeitofixodogendtipoi;

g = eocé€fetofixodaépocaj;

ge; = e€o efeito fixo dainteracéo do gendtipo i com aépocaj.

fui) = €oefeitoda folhak dentro dainteragdo genétipo com a época

Cij= € o efeito do corte | dentro da folha k dentro da interacéo

gendtipo com a época.

Para as comparagdes entre as médias dos gendtipos utilizou-se o teste de
agrupamento Scott-Knott com 5% de probabilidade (Ramalho et al., 2007).

As andlises foram realizadas com o auxilio do software SISVAR.

A qualidade experimental foi aferida pela estimagcdo do par@metro
acurécia seletiva (RESENDE; DUARTE,2007).

3. Resultados e Discussao

Na andlise de variancia individual (por época) apenas a AES ndo houve
efeito significativo dos gendtipos na época da seca (p>0,05). Para as demais
caracteristicas houve efeito significativo dos genttipos na andlise em cada época
(Tabelas 2 e 3). Naandlise de variancia conjunta de épocas (“aguas” e “seca”)
para todas as caracteristicas avaliadas, 0 comportamento dos gendtipos foi

significativo (p<0,01) (Tabelas 4 e 5) . Estas informages confirmam que os
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gendtipos apresentam variabilidade genética para as caracteristicas anatbmicas
das folhas, que podera ser explorada pelo melhoramento genético.

Exceto para NF, o qual apresentou acuracia moderada de 69,02% para o
efeito dos genGtipos, para as demais caracteristicas avaliadas, a precisdo
experimental foi considerada alta, variando de 74,92% até 89,82%, conforme
critérios de Resende e Duarte, (2007).

Quando se trata de intensidade luminosa, um grande nimero de
trabalhos leva em consideracdo as variagdes na estrutura foliar (GIVNISH,
1988; VOGELMANN et al., 1996). Segundo Dickson (2000), a folha é o 6rgéo
da planta que mais responde anatomicamente as variagdes luminicas de um
determinado habitat. Esse mecanismo de alteracdo fenotipica de acordo com as
condicoes ambientais € denominado de plasticidade morfolégica.  Diversos
autores definem a plasticidade morfol 6gica como a habilidade de um organismo
aterar sua fisiologia e/ou morfologia em decorréncia dessa interagdo genotipo
com ambiente (BRADSHAW, 1965; SCHILICHTING, 1986; STEARNS, 1989;
SCHEINER 1993).

Para as espessuras das epidermes (EBA e EDA) ndo foi observada
diferenca significativa entre épocas na andlise conjunta (p>0,05), contudo foi
observada interaco gendtipo com ambiente (p<0,05) (Tabelas 4, 5 e 6) (Tabela
4). O efeito das épocas (diferenca entre épocas) para 0s genotipos 2, 27, 29, 40,
53, 54, 64, 71 e 97 foi significativo para EBA (p<0,01) (APENDICES A e B).
Destes, 0s gendtipos 29 e o 71 apresentaram  as maiores médias ha época da
seca, com 5,38 um e 7,13 um, respectivamente. Para os demais, as médias
foram superiores na época das &guas (APENDICES A e B). Em relacdo a EDA,
0s genotipos que tiveram efeito significativo entre épocas e apresentaram médias
superiores estacdo das &gua, sfo eles: 2, 27, 54 e 0 97 (p<0,05), com médias
de 7,60, 7,55, 8,08 6,75 um, respectivamente (APENDICE A e B).



Tabela 2 — Resumo da ANAVA individual por época, “aguas”’ e “seca’, para as variaveis: espessura das epidermes
abaxia - ym, (EBA) e adaxia - pum (ADA), espessura do mesofilo - um (EM), distancia entre os feixes - um (DF) e

didmetro do xilema pum (DX).

EBA EDA EM DX
Epoca  GL* QM** P+ * QM P QM P QM p
Agua 37 1.93 <.0001 1.50 <.0001 527.76 <005 2886  <.0001
Seca 37 151 <.0001 1.04 <.0001 756.24 <0001 3158 <.0001

*GL-Grau de liberdade; ** QM- Quadrado Médio : ***p — grau de significancia

Tabela 3 — Resumo da ANAVA individual por época, “aguas”’ e “seca’, para as variavels: espessura das epidermes
abaxia - distancia entre os feixes - um (DF), niumero de feixes (NF) e células buliformes (NCB), area do de tecido

esclerenquimético - um?2 (AES) e &reada célula buliforme - pm2 (ACB).

DF NF NCB AES ACB
Epoca GL* Qm** po** QM D oM D oM D oM D
Agua 37 2975 >0001 020 <005 026 000 343577800 <0001 613076.00 <0.05
Seca 37 6472 <0001 022 <005 029 0.00 1164809.00 >0.05 1595476.00 <.0001

*GL-Grau de liberdade; ** QM- Quadrado Médio : ***p — grau de significancia.

€S



Tabela 4 — Resumo da ANAVA conjunta para espessura das epidermes abaxial - um, (EBA) e adaxial - um (ADA),
espessura do mesofilo- um (EM) e diémetro do xilema pm (DX) nas épocas das aguas e da seca dos 38 gendtipos de

Brachiaria ruzizensis em 2009.

EBA EDA EM DX
FV GL QM P QM P QM P QM P
G 37 1.86 <0.01 1.64 <0.01 873.01 <0.01 4559 <0.01
Ex* 1 1.75 >0.05 1.46 >0.05 14706.99 <0.01 258243  <0.01
G'E 37 1.57 <0.01 0.88 <0.01 410.99 <0.05 14.84 >0.05

*G = Efeito dos Genétipos; ** E =Efeito de épocas(“aguas” e “seca’);*** G*E.

Tabela 5 — Resumo da ANAVA conjunta para espessura das epidermes abaxia - distancia entre feixes - um (DF),
nimero de feixes (NF) e células buliformes (NCB), &rea do tecido esclerenquimatico- pm2 (AES) e area de células

buliformes - um2 (ACB) nas épocas das aguas e da seca dos 38 gendtipos de Brachiaria ruzizensis em 20009.

DF NF NCB AES ACB

FV 6L qm P QM p QM p QM p QM p
G* 37 6925 <001 025 <001 032 <001 246425991 <0,01 1309206,73 <0,01
Ex* 1 808 <005 458 <001 38 <001 47010000,3 <0,01 29609052,68 <0,01
G*E*** 37 2521 <001 016 >005 022 <005 2136327,06 <001 8993451  <0,01

*G = Efeito dos Genétipos; ** E =Efeito de épocas(“aguas” e “seca’);*** G*E.
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Observando os dados climéticos da Tabela 1, podemos constatar que 0s
resultados obtidos para EBA e EDA, maiores nas épocas das &guas que na seca,
s80 coincidentes com a literatura. No més de mar¢o (época das &guas), os niveis
de insolagdo hora/dia a luminosidade foram superiores aos observados no més
de agosto (época da seca). A variacdo das faces da epiderme é diferenciada em
relacdo as variagbes na intensidade luminosa, podendo diminuir (DICKINSON,
2000; GRATANI et a., 2006; PANDEY; KUSHMAHA, 2005) ou aumentar
(MORAISet al., 2004; VOLTAN et al., 1992).

Considerando a variavel EM, na andlise conjunta houve diferenca entre
as épocas de cultivo (p<0,05) com maior média na seca comparada com as aguas
e também houve interacdo gendtipo com ambiente (Tabela 4 e 6). Os gendtipos
4, 6, 15, 29, 35, 40, 41, 44, 90, 93 e 97 (FIGURAS 2A-D) também
apresentaram médias de magnitudes superiores na época da seca comparada com
as éguas, com valor médio de 170,68 um (APENDICES A e B).

A espessura do mesofilo pode ter sido influenciada (p<0,05) pelas
condic¢des de luminosidade e insolac&o, apresentando maior valor para a folhas
no cultivo das “éguas” (Tabelas 4 € 6).

Os resultados obtidos neste estudo ndo foram coincidentes com os
encontrados na literatura, quando se considera as respostas esperadas frente aos
indices de temperatura, insolacdo e luminosidade dos meses de agosto e marco
(Tabelal). O mesofilo tem a propriedade de absor¢do uniforme da luz que
incide nas folhas. Para varias espécies, tem sido observado que as plantas,
guando cultivadas em pleno sol, apresentam folhas bastante espessas devido ao
desenvolvimento dos parénquimas palicadico e esponjoso, o qual é induzido
pela ata intensidade de luz, acarretando um aumento da &rea do mesofilo
(ABRAMS et al., 1994; BOARDMAN, 1977; CUI et d., 1991; LEE et 4.,
2000).
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Figura 2 — Fotomicrografias de seccBes transversais (Objetiva de 20x) dos
gendtipos 41 (A e B) e 29 (C e D) representando a diferenca da espessura do

mesofilo entre as épocas das aguas (A e C) edaseca (B eD).

Quanto ao tecido esclerenquimatico (AES), na andlise conjunta
observou-se diferenca entre épocas com a maior média na época das &guas e
também interacdo do gendtipo com ambiente (Tabelas 5 e 6). O maior efeito
ambiental é provocado pela temperatura sob a qual a planta acelera seu
desenvolvimento, além da lignificagdo da parede celular também ha o aumento
na proporgéo dos tecidos lignificados (ALVES DE BRITO et a., 1999; JUNG,
1989; PACIULLO et a., 2002 ; WILKINS, 1972;). Segundo Akin e Burdick
(1973), os sitios de lignificagdo podem ser mais importantes que a quantidade de
lignina presente na planta. Sua constituico predominante € a lignina, principal
fator limitante da digestibilidade. Nove gendtipos (3, 41, 44, 51, 58, 64, 66, 99,
100) apresentaram comportamentos distintos entre épocas, com médias
superiores nas “aguas’ (p<0,05) (APENDICES A e B) (Figura 2 A-F). Neste
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periodo, a temperatura, a insolacdo e a luminosidade foram maiores do que na

época da seca (Tabela l).

F
Figura 3 — Fotomicrografias de sec¢Oes transversais (Objetiva de 20x) dos

genétipos 27 (A e B); 40 (C e D) e 41 (D e F) representando a diferenaca da
area do esclerénquima entre as épocas da éguas (A, C eE) edaseca (B, D eF).

Na andlise conjunta, 0 nimero de células buliformes (NCB) apresentou
diferenca significativa entre épocas (p<0,05) com média de magnitude superior
nas aguas comparada com a seca, sendo a interagéo do gendtipo com ambiente
também significativa (p<0,05) (Tabela5 e 6).
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Constatando o efeito de épocas dentro de genétipos para NCB (Figura
2B), o gendtipo 27 (na épocada “seca’) com amédia de 5,33 e os genétipos 15,
53, 70, 90, 93 e 96 (na época das “aguas’), com vaor médio de 5,35,
apresentaram diferencas (p<0,05) entre as épocas (APENDICES A e B). Jaa
area dessas células (ACB) (Figura4 A-D), em cada um dos treze genétipos (4, 6,
15, 21, 29, 40, 44, 48, 51, 54, 64, 90 € 93 ) na “seca’, as médias foram maiores
comparadas as “aguas’ (p<0,05) (APENDICES A e B).

Figura 4 — Fotomicrografias de seccles transversais (Objetiva de 20x) dos
gendtipos 18 (A e B) e 7 (C e D); representando a diferenca da érea das células

buliformes entre as épocas da dguas (A e C) edaseca (B e D).

A presenca das células buliformes foi constatada somente na parte
adaxial, o que é comum em gramineas (ELLIS, 1976). Os gendtipos 8, 43, 44 e
58 formaram um agrupamento como as menores médias (4,38) (p<0,05) de
NCB comparado com os demais. JA para ACB, foram formados dois grupos,
sendo gque o grupo com maiores médias foi composto por 14 gendtipos, (2, 6, 7,
8, 21, 35, 40, 43, 51, 54, 56, 58, 64 e 97). Esta é uma das caracteristicas que
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pode ser usada como bom indicador do cultivo em ambientes com déficit
hidrico ou altas temperaturas, pois as células buliformes estéo envolvidas com o
mecanismo de enrolamento foliar, de modo a diminuir superficie a perda de
agua por transpiracdo. Portanto, quanto maior a area de células buliformes,
melhor a resposta do genétipo em relacdo as condi¢bes ambientais supra-citadas.
Em um trabalho de Melo (2007), plantas de Paspalum submetidas as condicoes
de deficiéncia hidrica tiveram grupos de células buliformes com um maior
tamanho em altura quando comparadas as plantas do tratamento controle. Estes
resultados corroboram com os obtidos neste estudo em que se observou maior
area de células buliformes no cultivo na “seca”, periodo em que é necessario
maior economia/aproveitamento de &gua pela planta devido a menor
precipitacéo (Tabelal).

Para o didmetro dos vasos do metaxilema foi constada maior média na
epoca das aguas com resultados significativos na andlise conjunta (Tabela 4 e 6).
N&o foi observada interagdo do gendtipo com ambiente (p>0,05) (Tabela 4).
Cerca de 65% dos gendétipos apresentaram diferencas avaliadas entre épocas
(“Aguas”’ e “seca’), para a caracteristica DX (Figuras 5 A-D), sendo todos com
médias superiores nas “aguas’(APENDICE A).

O didmetro dos vasos do metaxilema também € um importante fator no
fluxo de &gua, pois vasos com calibre maior sGo mais propensos a cavitagdo do
gue os de calibre menor (VASELLATI et a., 2001). Dickison (2000) estudou
diversas espécies e afirmou que a fregiéncia de vasos maior por milimetro
guadrado da mais seguranca contra 0 embolismo em plantas que ocorrem em
ambientes de condices secas. O teste Scott Knott resultou em trés
agrupamentos, sendo que o grupo com média inferior parao DX foi formado
pelos gendtipos 33, 48, 66 e 0 93. Portanto, considerando o calibre do xilema,

esses gendtipos sdo interessantes para avaliacdo de cultivo na época da seca.



Tabela 6 — Médias da ANAVA para as variaveis. espessura das epidermes abaxia -um, (EBA) e adaxia - um (ADA),
espessura do mesofilo - um (EM), distancia entre feixes - um (DF), nimero de feixes (NF) e células buliformes (NCB),

areado tecido esclerenquimético - um2 (AES) e &rea de células buliformes - pm2 (ACB) nas épocas das &guas e da seca

dos 38 gendtipos de Brachiaria ruzizensis em 20009.

Epoca EBA EDA EM DX DF NF NCB AES ACB
Seca 6,37 a* 590a 15799 a 22,09b 2517 a 4,87b 477b  3437,13b 4254,75a
Agua 654 a 6,06a 14192 b 2882a 2398Db 515a 503a 434528a 3534,01b

* M édias seguidas de mesma letra na colunando diferem pelo teste de F.

09



61

De acordo com Baas e Schweingruber (1987); Carlquist (1988); Alves e
Angyalossy-Alfonso (2000), os fatores ambientais afetam as dimensdes e até
mesmo o arranjo dos elementos vasculares. Quando a planta esta sujeitaa algum
tipo de estresse, a diminuicdo dos vasos condutores pode garantir um aumento
na seguranca do transporte de agua, uma vez que fatores como seca, inundacgao,
atitude, latitude, congtituicdo e fertilidade do solo, estédios sucessionais da
vegetacdo e poluicdo podem aterar significativamente sua estrutura anatbmica
(BAAS, 1983; BAAS; SCHWEINGRUBER, 1987; CARLQUIST; HOEKMAN,
1985). Esse comportamento parece ter sido observado nos genétipos avaliados
na época da seca, 0s quais apresentaram menor diametro de feixes do xilema.
Neste periodo, os gendtipos sofreram com a escassez hidrica, pois a precipitagdo
média em agosto/2009 foi de 0,14 mm (Tabela 1). Segundo Baas et al. (1983),
vasos de maior didmetro sdo mais €ficientes, porém menos seguros devido ao

maior risco de aparecimento de bolhas.

Figura 5 — Fotomicrografias de secgdes transversais (Objetiva 20x) do genétipo
15 (A e B) gendtipo 83 (C e D) representando a diferenca entre as épocas do
didmetro do xilema entre as épocas das aguas (A e C) edaseca (B e D).
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A distancia entre feixes na andlise conjunta apresentou a média superior
na seca em relacdo as aguas e também interacdo do gendtipo com ambiente
(Tabelas 5 e 6). Com excegdo do gendtipo 13, na época das &guas, com média
de 26,18 um (p<0,05) para DF (Figura 6 A-B), os genétipos 7, 14, 29, 53 e 70
apresentaram valores superiores no cultivo na seca, variando de 30,99 um até
39,3 um (APENDICE A). Os dados climéticos observados no periodo do
experimento (Tabela 1) mostram menores niveis de insolago e luminosidade na
época da seca. Resultados semelhantes foram obtidos por Gobbi (2007) também
em folhas de Brachiaria, em que a distancia entre os feixes aumentou
diretamente de acordo com os niveis de sombra.

A distancia entre os feixes pode estar relacionada com o transporte e a
distribuicdo mais eficiente de carboidratos e &gua para as células do mesofilo.
Uma menor distancia condiciona uma translocacdo de fotossintatos e maior
distribuicdo de agua em ambientes com restricdo hidrica e atas temperaturas.
Como a B. ruziziensis apresenta baixo crescimento no periodo da seca, 0s
gendtipos, 2, 9, 13, 15, 16, 86, 95 e o 97 com menor distancia entre feixes
podem apresentar vantagens para uso nos programas de melhoramento genético
pelo fato da distribuicdo de &gua e sais minerais ser potencialmente mais eficaz
e, consegquentemente, podendo otimizar a producdo. Essa mesma consideracdo
pode ser feita para agueles gendtipos (2, 8, 13, 14, 15, 35, 43, 44, 58, 96, 100)
gue apresentaram maior numero de feixes.

Na andlise conjunta para 0 niumero de feixes foram observadas médias
de maior valor nas 4guas aém da interacdo significativa do genétipo com
ambiente (Tabelas 5 e 6). Ao avaiar 0 nimero de feixes NF entre épocas, a
maior média foi observada para o gendtipo 27 (5,44), no periodo da seca,
guando os niveis de luminosidade e insolacdo foram inferiores aos observados
na época das aguas (Tabela 1) . Os gendtipos 15, 40, 48, 53, 90 e 96 ,
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apresentaram médias  diferentes com magnitudes superiores nas “aguas’
(APENDICE A).

Figura 6 — Fotomicrografias de secgdes transversais (Objetiva 10x) do genotipo
15 representando as diferenca de numero de feixes e celulas buliformes entre as
épocas das aguas (A) daseca(B).

Os programas de melhoramento visam obter gendtipos mais produtivos
que podem ser cultivados em diversas condic¢fes edafocliméticas, ou sgja, nao
apresente a plasticidade fenotipica que € identificada pela interacdo gendtipo
com ambiente. Em espécies perenes como a Brachiaria ruziziensis um dos
objetivos € abter materiais com comporamento uniforme em ambas estactes, e
ndo em ambientes especificos como &guas e seca representado pela significancia
dainteracdo gendtipo com ambiente.

Nas figuras 7 e 8 demonstram os gendtipos (15, 27, 29, 40, 44,53 e 0 9)
com um maior nimero de caracteristicas adaptaveis a ambientes especificos
(Aguas e seca), ou sgja, apresentaram comportamento distindo entre as duas
épocas. para, pelo menos, quatro das nove variaveis analisadas. Os genétipos 1,
8, 13, 14, 21, 23, 33, 43, 56, 77, 83 e 0 100 apresetaram uma ou nenhuma
interagdo gendtipo com ambiente significativa das nove varidveis analisadas.



Figura 7 — Representacéo do comportamento dos gendtipos 1, 8, 13, 14, 15, 21,
23, 27, 29, 33, 40, 43, 44, 53, 56, 77, 83, 90 e 0 100 na época das aguas.
didmetro do xilema (XILE), disténcia entre feixes (DF), nimero de feixes (NF),
numero de células buliformes (NCB), &rea do tecido esclerenquimético (AES),
area das células buliformes (ACB), espessura da epiderme abaxia e adaxial
(EBA E EDA) e espessura do mesofilo (MES).
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Figura 8 — Representacdo do comportamento dos gendtipos 1, 8, 13, 14, 15, 21,
23,27, 29, 33, 40, 43, 44, 53, 56, 77, 83, 90 e 0 100 na época da seca: didmetro
do xilema (xile), distancia entre feixes (DF), nimero de feixes (nf), nimero de
células buliformes (ncb), &rea do tecido esclerenquimatico (aes), area das células
buliformes (acb), espessura da epiderme abaxial e adaxia (eba e eda) e

espessura do mesofilo (mes).
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4.Conclusao

Considerando as caracteristicas anatdmicas avaliadas, existem gendtipos
promissores para uso no programa de melhoramento genético, pois a
variabilidade anatdbmica foi evidente entre eles, exceto para EBA e EDA.
Também foi constatada a variagdo entre épocas para as demais caracteristicas.

A plasticidade morfol6gicafoi evidente nos gendtipos 15, 27, 29, 40, 44,
53 e 0 90 os quais apresentaram interacdo com 0 ambiente para pelo menos
guatro das nove caracteristicas avaliadas e podem ser indicados para ambientes
especificos. Diferente destes, os genétipos 1, 8, 13, 14, 21, 23, 33, 43, 56, 77, 83
e 0 100, apresentaram interacdo em somente uma ou nenhuma das variaveis

podendo ser indicados para as condicdes das épocas da dgua e da seca.
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APENDICE A — Médias da espessura das faces das epidermes abaxia - um, (EBA) e adaxial - pm (ADA), espessurado
mesofilo - um (EM), distancia entre feixes - um (DF), diémetro do xilema (DX), nimero de feixes (NF) e células
buliformes (NCB),area do tecido esclerenquimatico - um? (AES) e area de células buliformes - um?2 (ACB) nas épocas de
cultivo das &guas e da seca para os 38 gendtipos de B. ruziziensis avaliados, em 2009.

Gendtipo 1 2 3 4 6 7

Epoca agua seca agua seca agua seca agua seca &gua seca &gua seca
EBA 6.51 6.24 8.30 6.59 6.12 5.60 5.93 6.87 6.16 6.62 7.14 8.25
EDA 5.83 6.43 7.56 6.23 5.50 5.08 5.67 6.19 5.50 6.10 6.80 7.38
MES 143.76 143.70 13456 14556 140.49 138.79 14745 18821 133.08 164.35 155.01 157.34
DX 2554 2232 2734 2346  29.99 1833 28.03 1953 29.03 2587 3010 2348
DF 2557 2855 3115 31.39 2368 2501 2547 2490 26.08 2395 2237 33.28
NF 5.06 5.00 4.89 4.56 517 5.00 517 4.61 5.39 4.83 511 478
NCB 4.94 4.67 4,78 4.61 517 511 5.22 4.78 5.00 4.83 4.89 444

AES 3645.41 3333.80 2763.56 4201.29 5195.90 3466.10 4434.59 3413.25 4481.71 3890.93 4248.02 3148.42
ACB 3578.64 3728.88 3832.28 4202.70 3670.03 3249.55 3679.56 5978.58 3498.35 4838.11 4079.27 4276.05

Genotipo 8 13 14 15 21 23

Epoca agua seca agua seca agua seca agua seca agua seca agua seca
EBA 7.08 7.99 6.64 6.49 6.07 6.21 6.27 5.81 6.95 6.23 6.22 7.18
EDA 6.84 7.30 6.47 6.54 5.67 553 6.04 5.29 6.40 6.26 5.75 6.05
MES 16547 17469 156.17 150.79 14166 16659 119.18 16251 152.64 171.18 12344 134.89
DX 3327 2417 2951 2581 2511 2202 2804 2033 3069 2897 2813 2099
DF 23.04 2177 2619 1943 2018 31.03 2561 2937 2484 2490 1998 2164
NF 5.00 4.67 4.94 4.83 5.00 4.78 5.39 4.39 5.17 5.11 5.44 5.22

~
N



APENDICE A, continuagéo

NCB 4.50 4.22 4.89 5.00 4.78 4.67 5.28 4.44 5.22 4.72 5.33 517
AES 5502.66 4073.08 5201.01 4074.11 2805.50 3578.13 3758.77 3233.46 3649.80 3581.26 3725.89 2981.99
ACB 4827.87 5060.95 3884.28 3757.59 3553.31 4082.54 2959.25 4153.67 3536.52 4746.42 2730.14 3651.74

Genotipo 27 29 33 35 40 41

Epoca agua seca agua seca agua seca agua seca agua seca agua seca
EBA 8.21 4.96 5.94 7.13 5.96 6.05 5.83 5.45 7.62 6.44 6.82 6.50
EDA 8.09 5.10 6.08 6.84 6.11 6.23 5.74 5.32 6.73 6.26 6.08 6.05
MES 134.85 118.63 13991 176.46 13216 15352 120.98 168.60 140.93 17531 139.31 165.52
DX 2933 1569 2443 2002 2409 2020 2740 2010 3036 1983 3222 26.82
DF 2532 2190 2231 3137 2370 2193 2039 2369 2323 2552 2061 19.14
NF 4.67 5.44 511 4.83 5.28 4.94 511 4.67 5.22 4.56 5.50 511
NCB 4.50 5.33 5.00 4.72 5.39 5.06 4,94 4.72 511 4.50 517 4.72

AES 4235.58 2676.55 4045.73 3848.98 3415.21 2865.04 2482.49 2691.35 3816.96 3585.73 5490.66 3612.61
ACB 3798.81 2870.30 3654.74 5536.09 3253.26 4240.54 3064.43 5671.27 3957.60 5400.48 3153.08 3550.41

Genotipo 43 44 48 51 53 54

Epoca agua seca agua seca agua seca agua seca &gua seca &gua seca
EBA 7.01 7.18 6.26 5.89 5.59 6.65 5.04 5.39 7.80 6.26 6.61 5.32
EDA 5.97 5.93 5.92 5.47 5.48 5.79 4.85 5.19 6.77 5.87 6.75 5.31
MES 156.51 156.98 152.68 189.54 120.23 14348 147.83 151.68 126.04 136.13 14598 141.98
DX 2992 2406 3727 2478 2160 1664 2692 2069 3201 2519 2964 26.12
DF 2712 3143 2759 2485 2768 2781 2464 2287 31.82 3931 2226 26.02
NF 4.83 4.50 4.67 4.44 5.61 4.89 5.00 5.22 5.50 4.78 5.06 4.94

€L



APENDICE A, continuagéo

NCB 4.78 4.22 4.39 4.17 5.67 511 511 4.89 5.39 4.39 4.67 4.83
AES 4485.48 3175.50 7909.76 3094.45 3398.76 2711.19 5034.56 2764.27 4388.30 4907.59 3490.90 4104.41
ACB 3926.84 4635.03 3179.65 4554.39 2935.20 4102.92 3403.50 4869.71 2900.88 3379.28 4150.52 4246.13

Genotipo 56 58 64 66 70 71

Epoca agua seca agua seca agua seca agua seca agua seca agua seca
EBA 6.16 6.02 6.85 6.40 7.79 551 6.91 6.10 6.54 6.27 5.39 7.06
EDA 6.07 6.11 6.03 5.73 6.33 5.40 6.17 6.03 5.87 5.05 5.63 6.28
MES 134.15 159.25 16543 180.30 156.72 157.92 147.81 15191 14548 156.27 139.66 137.68
DX 2943 2162 3107 2457 3296 2249 2388 1790 3082 2588 3027 21.20
DF 2117 21.02 2533 2618 2474 2523 3099 2761 2278 3100 1842 1881
NF 511 4.89 450 461 5.44 5.28 5.33 5.00 5.39 4.83 5.06 5.22
NCB 4.89 5.06 4.56 450 5.06 511 5.06 5.17 5.39 4.39 5.06 511

AES 3845.03 3598.39 6084.53 4302.56 6161.48 2852.56 4668.86 2778.06 4064.76 3794.97 5447.54 4036.47
ACB 3730.53 4579.59 3895.63 4726.08 3658.80 4806.24 3781.76 3765.31 3384.69 3617.55 3386.48 3005.82

Genotipo 77 83 90 93 96 97

Epoca agua seca agua seca agua seca agua seca &gua seca &gua seca
EBA 6.77 6.75 6.20 6.29 5.99 6.54 5.50 5.97 6.28 7.20 8.28 6.99
EDA 6.05 6.22 5.38 5.34 5.06 5.83 5.38 5.44 5.91 6.36 7.61 6.14
MES 136.67 139.05 14226 16450 131.28 159.79 111.85 149.22 15226 17154 139.06 178.04
DX 2854 2110 2943 2215 3124 2227 2394 1479 2748 2499 2531 2301
DF 2173 1916 2275 2371 2417 2232 1991 2432 21.88 2519 2227 1885
NF 5.28 4.83 5.28 4.83 5.50 4.72 5.61 5.33 5.22 4.56 5.00 5.22

V.



APENDICE A, continuagéo

NCB 5.06 5.00 5.28 4.94 5.22 4.61 5.67 4.67 5.22 4.56 4.89 5.06
AES 3778.92 2299.76 4480.50 2960.28 4352.46 3483.62 2847.70 2892.62 4682.25 4763.98 3389.26 4163.91
ACB 3514.61 3682.04 3221.91 4006.67 3190.44 4964.62 2843.65 4262.40 3012.74 3721.25 4430.10 4365.58

Genotipo 99 100

Epoca dua  seca  égua  seca
EBA 6.15 535 5.85 6.34
EDA 512 4.85 5.20 5.79
MES 164.11 153.19 156.15 168.52
DX 3112 1736 29.76 24.69
DF 23.57 20.34  20.72 21.70
NF 511 5.22 4.89 4.56
NCB 494 5.33 494 4.61

AES 493222 2673.31 4778.21 2997.23
ACB 3795.25 3465.51 3238.06 3928.53

GL
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ARTIGO 2

INTER-RELACOES ENTRE ANATOMIA FOLIAR E VALOR
NUTRITIVO DE GENOTIPOS DE Brachiaria ruziziensis NA EPOCA
DASAGUASE DA SECA

Resumo

Recentemente as relacbes entre anatomia e valor nutritivo da forragem
vem sendo amplamente estudadas para dar subsidio aos programas de
melhoramento na otimizacdo de tempo e custos na selecdo de gendtipos. O
objetivo do trabalho foi correlacionar os dados anatémicos com o valor nutritivo
da forragem de 34 gendtipos de Brachiaria ruziziensis coletadas em duas
épocas do ano (época das &guas e da seca). Amostras foliares na parte mediana
de folhas completamente expandidas foram utilizadas para reaizacdo das
andlises anatbmicas, conforme procedimentos usuais. Os dados de qualidade e
de digestibilidade foram fornecidos pela Embrapa Gado de Leite. Para os 34
gendtipos de B. ruziziensis avaliados, verificou-se que existem correlacdes entre
0s componentes quimicos da parede celular com a digestibilidade. Entretanto,
ndo foram observadas correlacbes significativas entre as caracteristicas
anatbmicas com a digestibilidade. Na época da seca, a relagdo entre as
caracteristicas anatdmicas e 0os componentes quimicos foi baixa (p<0,05) e
evidente para epiderme abaxial e espessura do mesofilo com a celulose, e
espessura do mesofilo com fibra em detergente neutro. Nas aguas somente foi
observada relacdo (p<0,05) baixa e negativa (-0,34) entre proteina bruta e
distancia entre os feixes. Nas duas épocas de cultivo, correlacbes altas e
positivas (p<0,05) foram observadas entre digestibilidade in vitro da matéria
seca, proteina bruta e celulose. Entre a digestibilidade in vitro e as fibras FDA,
FDN elignina, acorrelacdo foi alta e negativa também para ambas as épocas.

Palavras-chave: digedtibilidade in vitro da matéria seca, componentes
anatémicos, componentes quimicos, forragem
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Abstract

Recently the relationship between anatomy and nutritional value of
forage has been widely studied to give support to breeding programs in the
optimization of time and cost in the selection of genotypes. The objective was to
correlate the anatomical data with the forage nutritive value of 34 genotypes of
Brachiaria ruziziensis collected in two seasons (rainy season and drought). Leaf
samples in the middle part of fully expanded leaves were used for anatomical
analysis performance, as usua procedures. Data quality and digestibility were
supplied by Embrapa Dairy Cattle. For the 34 genotypes of B. ruziziensis
evaluated, it was found that there are correlations between the chemical
components of cell wal and digestibility. However, there were significant
correlations between the anatomical features with digestibility. In the dry season,
the relationship between the anatomical and chemical components was low (p
<0.05) and evident for lower epidermis and mesophyll thickness to the pulp and
thickness of mesophyll with neutral detergent fiber. Waters only relationship
was observed (p <0.05) low and negative (-0.34) between protein and distance
between the beams. In two seasons, high and positive correlations (p <0.05)
were observed between in vitro digestibility of dry matter, crude protein and
cellulose. The correlation was also high and negative for both periods between
the in in vitro dry matter digestibility, neutral detergent fiber, acid detergent
fiber and lignin.

Keywords: in vitro dry matter digestibility, anatomical traits, quimical traits,
forage.
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1. Introducéo

O conhecimento do valor qualitativo das forrageiras € de grande
importancia para subsidiar programas de melhoramento de plantas forrageiras
gue desgjam obter um resultado relevante no complexo solo-planta-animal com
base na adegquada alimentacdo animal. De modo geral, a qualidade de qualquer
alimento é dada pelo seu valor nutritivo, representado pela sua composicéo
guimica, pela digestibilidade dos seus constituintes, pelo consumo voluntério e
pelo desempenho animal (CRAMPTON et al., 1960; VAN SOEST, 1994).

Estudos multidisciplinares tem demonstrado a associagdo das
caracteristicas anatbmicas e da composicao quimica com a qualidade forrageira
(ALVES DE BRITO, 1997; ALVES DE BRITO et a., 1999; ALVES DE
BRITO, 2004; PACIULLO 2001; 2002 ; RODELLA et a., 1982). Também
existem avaliagbes da influéncia da estrutura anatbmica e da composicéo
quimica na digestibilidade da forragem (AKIN et a., 1973, AKIN; BURDICK,
1975; CHESSON et a., 1986; HANNA et al., 1973, JUNG ; ALLEN, 1995;
JUNG et a., 1997; QUEIROZ et al.,2000; TWIDWELL et a., 1991; WILSON
et al., 1991).

Varios autores enfatizam a complexidade do estudo da digestibilidade
envolvendo fatores como idade, posicdo do perfilho, tipo de tecido, variagOes
climéticas, entre outros (PACIULLO et &.,2002; QUEIROZ et a., 2000).
Segundo Macandam et a. (1996), a estacdo do ano influencia na
digestibilidade, sendo que normamente sdo observados altos valores de
digestibilidade nas estacdes frias comparadas com as quentes.

Tecidos lignificados com parede secundéria espessa tais como 0
esclerénguima e o xilema sdo pouco digeridos, apresentando correlacdo negativa
com a digestibilidade e positiva com componentes da parede celular,

contribuindo para baixa qualidade da forrageira. A maioria dos tecidos que
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constituem o mesofilo e o floema tem uma correlagdo positiva com a
digestibilidade por ndo apresentarem parede celular espessa e lignificada, sendo,
portanto, digeridos rapidamente. Além destes, existem os tecidos com digestdo
parcia e lenta, como a epiderme e bainha parenquimética dos feixes (AKIN et
a., 1973;1989; BRITO et al., 1999). Tratando-se da composi¢cdo quimica, 0s
constituintes fibrosos, como as fibras em detergente &cido e neutro e a lignina,
correlacionam-se negativamente com a digestibilidade, enquanto que a proteina
bruta apresenta correlagdo positiva (QUEIROZ et a., 2000; WILSON et al.,
1983).

O estudo anatdmico de laminas foliares de gramineas forrageiras tem
auxiliado na compreensdo das diferencas qualitativas entre essas plantas, que
algumas vezes ndo sdo detectéveis em anadlises quimicas (LEMPP et al., 2002),
sendo possivel classificar os fatores de antiqualidade por meio da anatomia e da
histoquimica vegetal. Além disso, norma mente essas andlises s80 mais répidas e
de menor custo, quando comparadas as andlises das caracteristicas
bromatol gicas da forragem. Esse fato permite a avaliagdo de maior nimero de
materiais em um periodo mais curto de tempo, com reducdo de custos,
contribuindo para maior agilidade na geracdo de informacfes para uso nos
programas de melhoramento genético.

Este trabalho objetivou correlacionar caracteristicas da anatomia foliar
com o valor nutritivo da forragem de gendtiposde Brachiaria ruziziensis nas

estacOes das &guas e da seca.
2. Material e Métodos
Foram avaliados 34 clones de Brachiaria ruziziensis oriundos do

programa de melhoramento desta espécie, desenvolvido pela Embrapa Gado de

Leite — Juiz de ForaMG, em parceria com a Universidade Federal de Lavras—
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UFLA, Lavras, MG. Esses materiais foram cultivados no Campo Experimental
de Coronel Pacheco (MG), pertencente a Embrapa Gado de L eite.

Os dados climaticos cujos valores médios estéo apresentados na Tabela
1, foram obtidos na Estacdo Meteoroldgica localizada no Campo Experimental
de Coronel Pacheco (MG).

Tabela 1 — Varidveis climéticas médias observadas no periodo experimental.
Dados fornecidos pela Estacdo Climatolégica do Campo Experimental de
Coronel Pacheco (MG), pertencente a Embrapa Gado de L eite.

Umidade
Meses/ Relativa Temperatura Insolagdo  Luminosidade Precipitagdo
Ano (%) °C (hora/dia) (watt/m2) (mm/Més)

jan/09 92,50 24,08 183,75 621,25 9,50
fev/09 89,61 24,15 207,68 642,14 421
mar/09 88,00 24,69 215,75 645,00 2,65
abr/09 87,67 20,20 214,67 621,67 0,07
mai/09 91,29 19,18 149,94 578,71 0,12
jun/09 90,13 17,22 153,77 553,33 1,25
jul/o9 88,97 18,92 158,23 561,13 0,10
ago/09 86,16 18,64 164,90 589,19 0,14
set/09 84,33 22,08 192,63 609,83 3,78
out/09 89,26 22,23 159,21 600,00 3,05

Foram realizadas coletas de amostras de forragem de cada um dos
materiais genéticos em duas épocas do ano de 2009, sendo uma realizada em 12
de marco (maturidade de 44 dias), representativa da estacdo das dguas (outubro a
marco) e a outra redizada em 31 de agosto (maturidade de 126 dias),
representativa da estacéo da seca (abril a setembro). As datas mais proximas de

realizacdo dos cortes de avaliacdo do potencial produtivo e da qualidade da
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forragem foram 16/03/2009 (maturidade de 48 dias) e 19/10/2009 (maturidade
de 175 dias). No total foram realizados oito cortes de avaliagéo.

Foram coletadas trés laminas foliares completamente expandidas
localizadas na segunda gema do perfilho, da parte aérea para basal, de cada
gendtipo. Estas folhas foram fixadas em F.A.A4 (formadeido: acido acético
glacial: &cool etilico) por 72 horas (KRAUS;, ARDUIM, 1997) e
posteriormente, preservadas em etanol 70% até a data das andises. Utilizou-se
micrétomo de mesa modelo LPC para obtencéo de secgdes transversais do terco
médio foliar. As secgdes foram clarificadas em solucdo de hipoclorito de sbdio
50%, sendo, em seguida, lavadas em &gua destilada, neutralizadas em agua
acética 1%, coradas com azul de astra-safranina (KRAUS ; ARDUIN, 1997) e
montadas em glicerina 50%.

Nas seccles transversais das laminas foliares, a partir de imagens
capturadas por uma camera acoplada a um microscopio, foram avaliadas as
seguintes caracteristicas: espessura do mesofilo (EM), espessura da epiderme
abaxial (EBA) e adaxial (EDA), diametro do xilema (DX), distancia entre os
feixes vasculares (DF), nimero de feixes (NF), nimero de células buliformes
(NCB), &rea das células buliformes (ACB), &ea do tecido esclerenquimatico
(AES).

As medigOes foram realizadas em uma area sel ecionada entre o primeiro
e 0 segundo feixes maiores tendo o feixe central como referéncia em todos os
gendtipos (Figura 1). O numero de repeticdes das observagdes do campo para
cada folha variou para cada caracteristica analisada. As fotomicrografias foram
analisadas com o software para andlise de imagens UTHSCA-Image tool®,
perfazendo um total de nove repeticdes por folha. Para as demais caracteristicas,
foram também observados duas regifes distintas de cada campo, totalizando em

seis repeticles.
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D

Figura 1 - Fotomicrografias esqguematicas representando a padronizagdo das
medicbes A) As setas representam as medigBes das espessura das epidermes
abaxia e adaxial (EBA e EDA) (preta), EM (vermelha) e diédmetro do xilema
(DX) (branca). B) As setas e o numero (preto) indicam as medic¢des do distancia
entre feixes (DF) e numero de feixes (NF), respectivamente; o numero
(vermelho) indica o nimero de células buliformes (NCB). C) Area das céulas
buliformes (ACB). D) Area do tecido esclerenquimético representada em

vermelho escuro AES.

De cada uma das trés parcelas contendo 34 genétipos foram retiradas
duas amostras de perfilhos sendo uma utilizada para a obtencéo da porcentagem

de matéria seca da planta inteira e a outra, separada em caule e folha, para
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estabel ecimento da relacéo entre folhas e caules (RFC). Apés a secagem destas
porcdes (folha, caule e planta inteira), procedeu-se a moagem, a 1mm, para
realizacdo das andlises bromatoldgicas das fragOes da planta (caule e folha). As
estimativas das porcentagens de proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro
(FDN), fibra em detergente &cido (FDA), celulose (CEL), lignina (LIG) e
digestibilidade de matéria seca (DMS) foram obtidas em equipamento NIR’s
(espectroscopia do infravermelho proximo) no laboratério de andlise de
forragem da Embrapa Gado de Leite.

Os dados anatbmicos foram submetidos a andlise de variadncia
individual (por época), considerando um delineamento inteiramente casualizado.
Realizou-se também a analise conjunta de acordo com 0 seguinte modelo
estatistico:

O modelo estatistico adotado foi:

Yi = U+ 0+ 6. g8+ fi) + G

Yik = éaobservacdo do gendtipo i, naépocaj, nafolhak, no cortel;

p = éamédiagerd;
g = éoefeitofixodogendtipoi;
g = éoefeitofixo daépocaj;

ge; = éo efeito fixo dainteragéo do gendtipo i com aépocaj;
fwijy = € o efeito da folhak dentro dainteragéo gendtipo* época;
Ci«ij) = € o efeito do corte | dentro dafolhak dentro dainteragdo genotipo

com a época.

Para as comparaces entre médias de gendtipos utilizou-se o teste de
agrupamento Scott-Knott com probabilidade de 5%.
Correlacbes lineares de Pearson foram realizadas entre os dados

gualitativos, anatémicos e de digestibilidade.
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As andlises de variancia foram feitas com o auxilio do software
SISVAR, exceto paraas correlacfes lineares em que foi utilizado o SAS.

A qualidade experimental foi aferida pela estimagcdo do parémetro
acurécia seletiva (RESENDE; DUARTE, 2007)

3. Resultados e Discussao

3.1. Caracteristicas anatémicas e digestibilidade

A precisdo experimental baseada na acurécia seletiva em valores de F
para efeito dos genétipos foi classificada, segundo Resende e Duarte (2007),
como baixa para FDA (34,05%) e Celulose (36,41%), moderada para Lignina
(64,16%) e de alta magnitude para DIVMS (71,66%) e PB (81,22%). Para os
dados anatdémicos, a acuracia pode ser considerada alta ou muito alta, variando
de 76,66% paraNF a 90,07% para DF (Figura 2B).

Na andlise de varidncia, todas as fontes de variacdo para todos 0s
componentes anatdbmicos avaliados apresentaram diferencas significativas
(p>0,05), evidenciando a existéncia de variabilidade genética entre gendtipos,
entre épocas e interagdo gendtipos com as épocas (Tabelas 4 e 5). Naandise
considerando o efeito entre épocas, as caracteristicas EM, DF e ACB (Figura 2
A, B e D) apresentaram maiores médias na época das &guas. Ja as mensuragoes
de EDA, EBA, NF, NCB, AES(Figura2 A;B e C) apresentaram maiores médias
na seca (Tabela ).

Para cada face da epiderme, os gendtipos foram separados em trés
grupos (APENDICE A). Os gendtipos classificados com maior média para EDA
(Figura 2A) foram 2, 8, 27, 71 e 97, com a média desses gendtipos de 6,90 um.
Exceto para 0 gendtipo 27, os demais apresentaram 0 mesmo comportamento
paraEBA (Figura2A) (APENDICE A).
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Em gramineas C4 a epiderme é classificada como tecido de digestéo
lenta e parcial de acordo com Akin (1989), além de ser a maior rota de invasdo,
via lesdo, dos microorganismos que colonizam as particulas no ramem do
animal. Paciullo (2002) observou em trés gramineas forrageiras que a epiderme
apresentou digestdo parcial em todas elas. Ou sgja, um dos fatores que gjudam
na digestibilidade é a espessura da epiderme, de modo gue quanto menor a sua
espessura da epiderme mais facilmente sera digerida e lesionada permitindo
maior acessibilidade dos microorganismos ao conteldo celular dentro do rimem
do animal., I1sso sem levar em consideracdo 0s componentes quimicos que
também afetam a digestibilidade.

Para EM (Figura 2 A), os gendtipos foram divididos em dois grupos
(p<0,05) considerando ambas as épocas (“aguas” e “seca”): grupo 1, contendo
14 gendtipos, com a média 137,85um e grupo 2 contendo 20 genotipos com a
média 157,92 um. Células do mesofilo e do floema que possuem parede
delgada priméaria e ndo lignificada (AKIN et a., 1973; HANNA et a., 1973). sdo
rapida e totalmente digeriveis devido a facilidade de fragmentacdo em pequenas
particulas pela biota ruminal. De acordo com Wilson e Mertens (1995), a biota
ruminal tem facilidade de acessar 180 vezes mais tecidos do mesofilo
comparados com 0 esclerénquima e o xilema devido a érea superficia de
colonizagdo com o volume de espessamento da parede a ser digerida.

Para a AES (Figura 2C), os gendtipos foram divididos em dois grupos
(p<0,05), o primeiro constituido pelos gendtipos 3, 6, 8, 13, 41, 44, 53, 58, 64
e 0 96 (média de 4706,81um?) superando 0s demais que foram incluidos no
segundo grupo (APENDICE A). Esses tecidos em razdo da lignificacdo e da
dificil acessibilidade dos microorganismos resultam em particulas de tamanho
grande e pouco digeriveis (WILSON; MERTENS, 1995). Rodella (1982), Akin
(1989) e Chesson et al. (1986) afirmaram que maiores proporcdes de tecidos

lignificados e esclerenquiméaticos proporcionam menores taxa de digestibilidade.
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Considerando a varidvel DX (Figura 2B), formaram-se trés
agrupamentos (grupo 1= 20,38um, grupo 2= 24,26um e grupo 3 = 27,97 um)
(APENDICE A). DX e AES (Figura 2B e C) correspondem ao xilema e as
porcdes lignificadas com esclerénquima e, portanto, sdo indigeriveis, pois
possuem paredes secundarias espessadas e, em geral, apresentam correlacéo
positiva com teores de fibra e lignina e negativa com digestibilidade, (AKIN et
al., 1973,1989; BRITO et d., 1999; CHESSON et a., 1986; PACIULLO et d.,
2001). As maiores médias obtidas nas aguas pode estar relacionada as altas
temperaturas (Tabela 1) que resultam em aumento na lignificacdo da parede
celular (Van Soest, 1994), eisto pode comprometer a digestibilidade.

Em relacdo ao NF (Figura 2B), os gendtipos que se destacaram com
médias inferiores (4,79 e p<0,05) foram 2, 7, 8, 13, 14, 15, 35, 40, 43, 44, 58, 96
e 100. Para DF, o genétipo 53 apresentou maior média (APENDICE A) seguido
do gendtipo 2 e de dois outros grupos com média de 27,73um e de 22,97um, em
ordem decrescente

Os feixes vasculares em gramineas apresentam disposi¢do paralela o que
confere grande resisténcia fisica ao limbo. Um maior nimero deles associado
com a menor distancia dificulta a ruptura dessas fragcbes quando consumidas
pelos animais, resistindo assim a digestdo. Segundo Lechner-Doll et a., (1991)
as particulas grandes no rumen do animais tem uma maior contribui¢do devido
os feixes vasculares e 0 esclerénquima gue juntamente com a epiderme, mantém
a integridade da folha ou do caule. Os feixes junto com esclerénquima,
apresentam grupo de células de parede espessa, sdo também responsaveis pela
ligacdo da epiderme com restante dos tecidos, apresentando maior resisténcia a
danos fisicos e quimicos, impedindo desprendimento da epiderme com a folha
Essa estrutura que limita digestibilidade e chamada de girder |, pois possui em
ambas faces. (Wilson et a., 1989).
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Tabela 4 — Resumo da andlise de variancia conjunta por época (dguas e seca)
para espessura das epidermes adaxial, (EDA, pm) e abaxial (EBA- um),
diametro do xilema (DX- um)e espessura do mesofilo (EM- um) de gendtipos

de Brachiaria ruziziensis, conforme a época: agua e seca.

EDA EBA DX EM
FV GL QM P QM P oM P QM P
G 33 175 <005 207 <005 4832 <005 88L12 <005
E 1 341 <005 536 <005 222962 <005 1132087 <0.05
G'E 33 085 <005 142 <005 1576 <005 39004  <0.05
Erro 136 0.36 051 9.52 239.28




Tabela 4 — Resumo da andlise de variancia conjunta por época (&guas e seca) para espessura das epidermes abaxial,
disténcia entre feixes (DF- um), nimero de feixes (NF) e células buliformes (NCB), &rea de tecido esclerenquimatico

(AES- um?) e area de células buliformes (ACB- um?) de gendtipos de Brachiaria ruziziensis, conforme a época: &gua e

seca.
DF NF NCB AES ACB
FV GL QM P QM P QM P QM P QM P
G 33 69.76 <005 028 <005 0.36 <005 262545654 <005 111824454 <0.05
E 1 6448 <005 383 <005 328 <0.05 4242910429 <005  20993370.15  <0.05
G*E 33 2485 <005 016 <005 024 <0.05  2360097.03  <0.05 718638.45 <0.05
Erro 136 13.15 0.12 0.12 1043591.76 380194.14

Tabela 5 — Médias da ANAVA para espessura das epidermes abaxial, (EBA, um) e adaxia (ADA- um), espessura do
mesofilo (EM- um), distancia entre feixes (DF- um), nimero de feixes (NF) e células buliformes (NCB), é&rea de tecido
esclerenquimético (AES- um?) e area de células buliformes (ACB - um?) de gendtipos de Brachiaria ruziziensis,

conforme a época: agua e seca.

Epoca EBA EDA EM DX DF NF NCB AES ACB
Seca 6.30 a 585 a 157.10 b 2224 a 2526 b 4.87a 477 a 3406,73a  4182,21b
Agua 6.63Db 6.11 b 142.20 a 28.86b 24.14a 515b 5.02b 4318,84b  3540.63 a

83
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Os resultados obtidos para nimero e distancia entre feixes NF e DF
(Figura 2B) sdo contraditorios, pois nem sempre a menor disténcia observada
entre os feixes coincidiu com 0 maior nimero deles, impedindo ser uma
caracteristica comparativa de relacdo entre eles havendo necessidade de
comparacdo individual. Como por exemplo, o gendtipo 53 apresentou maior
média para DF, mas se enquadrou no grupo (APENDICE A) com as maiores
médias para NF. Para o genétipo 2 houve consisténcia entre 0 esperado e o
observado, pois constatou-se uma maior distancia entre os feixes associado com
um numero de feixes menor. O gendtipo 40 apresentou a maior média de
digestibilidade e foi incluido no grupo (APENDICE A) com menores médias
para NF, fato que concorda com as discussdes anteriores.

Para NCB (Figura 2B), o teste de Scott-Knott reuniu os genétipos em
trés grupos (APENDICE A), sendo que no primeiro foram incluidos os
gendtipos 8, 43, 44 e 58 com amédiade 4,42. Osgendtipos 1, 2, 7, 14, 35, 40,
54 e 0 100 com média de 4,76, integraram o segundo grupo e os demais
gendtipos enquadraram-se no terceiro grupo, em ordem crescente de médias
(5,04) (APENDICE A). Para ACB (Figura 2D) , adivisdo foi somente em dois
grupos, cuja maior média (4300,59um?, p<0,05) foi observada para 0s
genctipos 2, 6, 7, 8, 21, 35, 40, 43, 51, 54, 56, 58, 64 e 97 (APENDICE A).

As células buliformes sdo células epidérmicas que apresentam ata
digestibilidade devido a presenca de paredes celulares finas recoberta por uma
fina cuticula com composi¢do quimica distinta daquela que recobre as demais
células epidérmicas (ALVES DE BRITO, 1997; WILSON, 1976;). Segundo
Chesson et al. (1986) as paredes internas da epiderme, principalmente das
células buliformes, ndo oferecem resisténcia a digestdo microbiana, pois a
composicao de sua parede celular equivale a do mesofilo. Alves de Brito et al.

(2004) afirmou gque na grande maioria dos trabalhos realizados com anatomia
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guantitativa, associada a degradacdo ruminal, o tecido parenquimatico encontra-
se somado a &rea de células buliformes, por afinidades estruturais.

Neste trabalho observou-se que o genétipo 64, classificado com maior
média para o teor de lignina e no grupo de maior média para DX (Figura 2B)
(APENDICE A), também foi incluido entre os gendtipos com maiores médias
de AES (Figura2 C) (APENDICE A). O inverso ocorreu para o genétipo 33.

O gendtipo 64 esta entre os gendtipos com maior média para NCB e
ACB (Figura 2B e D) pelo teste de agrupamento (APENDICE A). O gendtipo
40 também foi incluido no grupo de maior média de ACB quando comparado
aos demais gendtipos. Entretanto, ambos diferiram quanto a digestibilidade,
sendo maior no genétipo 64 (APENDICE A).

O comportamento dos 34 gendtipos para os dados qualitativos naandlise
conjunta de épocas (“aguas e seca”) foi coincidente somente para celulose, FDA
e FDN (p>0,05) (Tabela 6). Houve diferencas significativas (p<0,01) entre as
épocas para os dados qualitativos avaliados, exceto paravariavel DIVMS que
apresentou a maior média (62,42%) na “seca’. As demais apresentaram as
maiores médias nas “aguas” (Tabela 7). A interagdo gendtipo com ambiente
somente foi significativa (p<0,05) parateores de DIVMS e PB.

Na andlise de variancia conjunta, todos 0s 34 gendtipos se comportaram
de maneira diferente entre as épocas, tanto para celulose quanto para lignina,
com a maior média observada no desdobramaneto da andlise para a época das
“aguas”’ (Tabela 6 e 7). Mudancas ambientais como aumento de temperatura
tém sido uma das causas do aumento de teores de lignina e estrutura dos
polissacarideos (HANDERSON; ROBINSON,1982). As correlacdes superiores
da celulose com a lignina observadas neste estudo na época das “aguas’
corroboram com esta observacdo, pois neste periodo a temperatura foi superior

aépocada“seca’ (Tabelas1,3e4).
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Naandiseindividua de gendtipos entre as épocas, 0s gendtipos: 1, 3, 6,
8, 14, 15, 21, 23, 27, 33, 35, 40, 41, 43, 44, 48, 51, 53, 54, 56, 58, 64, 66, 70,
77,83,93,96,97,99e100 paraFDA e osgendtipos 2, 3, 14, 33, 40, 41, 43,
44, 56, 58, 66, 70, 77, 93 e 0 100 para FDN obtiveram as maiores médias nas
“aguas’ (APENDICE C). Vadoresde FDA mais altos (p<0,01) foram também
observados no verdo (59,9 contra 53,8% obtido no outono) por Paciullo (2001),
0 que pode ser atribuido aos mais elevados teores de lignina e de celulose
(50,2% no verdo e 45,9% no outono) observados nesta estacdo. Resultado
coincidente foi demonstrado neste trabalho onde teores de lignina (3,41%) e
celulose (32,41%) considerando a média dos 34 gendtipos, foram maiores na
épocadas aguas (p<0,05) (Tabela 7).Além disso, ndo foi verificada interacdo do
gendtipo com a época (p>0,05) para estas caracteristicas (Tabela 6) como
também para Lignina.

Paraaandiseindividual daDIVMS por época, 0 comportamento dos 34
gendtipos foi coincidente paraa épocadas “aguas’. Naavaiacdo do efeito de
épocas /gendtipos, os gendtipos 2, 6, 14, 21, 27, 33, 40, 41, 43, 51, 53, 56, 58,
64, 66, 70, 77, 83, 93, 96, 97, 99 e 100 apresentaram maiores médias na época
da“seca’ , sendo que os gendtipos 3, 27, 48, 56, 64, 70, 93 e 100 se destacaram,
no grupo com maior média (APENDICE C), em relagdo aos demais para esta
caracteristica.

Fatores ambientais, tais como fotoperiodo e temperatura, influenciam na
digestiblidade. Em geral, mais atos valores de digestibilidade sdo observados
durante as estagdes frias (outono/inverno) que durante as estacBes quentes
(primaveralverdo), sendo que ataxa de declinio na digestibilidade é mais alta na
estacdo quente (JONHSON et d., 1973; MACADAM et d., 1996) Temperaturas
elevadas comprometem a digestibilidade da matéria seca da forragem, seja de
gramineas ou leguminosas e de colmos ou folhas (WILSON, 1982; WILSON et
al., 1991).
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Considerando as dicusses anteriores e 0 comportamento dos gendtipos
no agrupamento, € esperado que quanto maior a média da AES ou DX, menor
seria a digestibilidade. Para a digestibilidade, os genétipos foram divididos em
dois grupo (APENDICE B) (grupo 1 = 55,37 egrupo 2 =60,68), e parao EM,
dois grupos ( grupol =137,85um e grupo 2 =157,92 um) (APENDICE A) . Os
gendtipos 64 e o 70 foram incluidos no grupo com menor meédia para
digestibilidade, mas com maiores médias para DX e EM no teste Scott-Knott
(Tabelas A e B). Diferente do esperado, o gendtipo 40 foi classificado no
grupo de clones com a maior media de digestibilidade e foi enquadrado no
segundo grupo crescente de classificagdo paraa variavel DX (Figura2 A e B) .
O genttipo 48, por sua vez, foi classificado grupo de menores médias de
digestibilidade e DX (Tabelas A e B).

Para os teores de PB, comparando efeito da época/gendtipo, os
gendtipos 14 e 56 apresentaram diferencas (p<0,05) entre as épocas, com
médias superiores no cultivo da “seca”, e os genétipos 1 e 7 foram superiores
no cultivo das “aguas” (APENDICE C). O teste Scott-Knott gerou dois
agrupamentos: grupo 1 (média 7,51) e grupo 2 (média 8,51) (APENDICE B).
Carvaho (1999) concluiu que na época da seca o teor de proteina de folhas sob
a copa das arvores sdo bem mais altos que aquelas em pleno sol. Esse fato pode
ser judtificado também pelas temperaturas menores provocada pelo
sombreamento, corroborando com os resultados observados para 0s  genotipos
14 e 56.

No teste de agrupamento para teores de lignina, foram formados dois
grupos com médias de 2,53 e 2,88. O gendtipo 64 apresentou a maior média
(3,29) e 0 gendtipo 40 amenor média (2,25) (APENDICE B). ParaDIVMS, na
analise do comportamento dos gendtipos no teste de agrupamento, 27 gendtipos
foram agrupados com médias, sendo o genotipo 40 (63,66) com a maior média

entre agueles do primeiro grupo comparado com 0 segundo grupo com a médias
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de menores valores composto pelos genotipos 3, 27, 48, 56, 64, 70 e 93, sendo o
64 apresentando a menor média (57,72) (APENDICE B). O fato do gendtipo 40
ter apresentado a menor média de teor de ligninae amaior de digestibilidade no
teste de agrupamento (APENDICE B) corrobora com informacfes amplamente
relatadas na literatura de que alignina é um fator limitante da digestibilidade da
parede celular (BUXTON; RUSSELL, 1988; JUNG, 1989; JUNG; VOGEL,
1986).



Tabela 6 — Resumo da ANAVA conjunta para: celulose, digestibilidade da matéria seca (DIVMS), fibra em detergente

acido (FDA), fibra em detergente neutro (FDN), lignina e proteina bruta (PB) em gendtipos de Brachiaria ruziziensis, nas

duas estagdes: agua e seca.

Celulose DIVMS FDN FDA Lignina PB
FV GL QM P QM P QM P QM P QM P QM P
G 33 457 >005 871 <001 584 >005 532 >005 029 <005 230 <001
E 1 251449 <001 98806 <00l 56407 <00l 2657.75 <001 10062 <001 717 <001
G'E 33 428 >005 939 <001 618 >005 565 >005 016  >005 119 <005

G = gendtipo;E = época; G*E.

Tabela 7 — Resultados das medias da ANAVA do comportamento individual das epocas para os teores de celulose,

digestibilidade da matéria seca (DIVMS), fibra em detergente acido (FDA), fibra em detergente neutro (FDN), lignina e

proteina bruta (PB) em gendtipos de Brachiaria ruziziensis, conforme a época: agua e seca.

Epoca  Celulose DIVMS FDN FDA

Lignina PB
Seca 25.39 A 62.42 A 64.91 A 31.01 A 2.00 a 7.77 a
Agua 3241 B 58.02 B 68.23 B 38.23 B 341 b 8.14 b

Médias seguidas de mesmaletrana colunas ndo diferem pelo teste de F.

v6
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E 1oom F

Figura 2 — Fotomicrografias de secgdes transversais das folhas de genétipos
cultivado na época das aguas A) Espessura das epidermes — genétipo 7- (EBA e
EDA) (Objetiva 20x), B) Numero de feixes e nimero de células buliformes —
gendtipo 19 - (Objetiva 10x), C) Area do tecido esclerenquimético — genotipo
29- (Objetiva 20x) D) Area das células buliformes — gendtipo 17 - (Objetiva
20x) E) Feixe central — gendtipo 3 - (Objetiva de 20x) F) Feixe central-
gendtipo 3- (Objetiva de 20x).
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3.2. Correlacbes entre as caracteristicas anatdmicas, quimica e
digestibilidade

Considerando os dados anatébmicos e de qualidade, foi observada
correlacdo baixa e negativa (p<0,05; -0,34) entre PB e DF na época das aguas
(Tabela 8). Na época das secas, também foram observadas correl agcBes negativas
e baixas (p<0,05) para EM com a celulose e com a FDN, (-0,41 e -0,36,
respectivamente), e entre EDA com a celulose (-0,40) (Tabela 9). Entretanto,
considerando a comparacdo dos dados em ambas as 4pocas, ndo houve
correlacdo entre as caracteristicas anatbmicas e a digestibilidade (p>0,05)
(Tabelas 8 e9).

Fatores como maturidade fisioldgica, nivel de insercdo da folha nos
perfilhos, fragbes do perfilho (caule, folha), condigbes ambientais (estacdo do
ano) e composic¢ao quimica podem influenciar os resultados da associagdo entre
0s caracteres anatdmicos e de digestibilidade (PACIULLO, 2000; PACIULLO et
al., 2002; QUEIROZ et a., 2000; WILSON 1976)

Os dados anatémicos obtidos neste estudo compreendem os valores
absolutos das medigdes. Outros estudos que apontam correlacdes significativas
entre os componentes anatdmicos e o valor nutritivo em forrageiras adotam
como medidas, a propor¢do dos tecidos (PACIULLO et a. 2001a; 2001b;
QUEIROZ et al., 2000) . Mesmo que a propor¢do do tecido representa melhor o
volume se comparada aos valores absolutos, ndo necessariamente ha relacdo
direta entre esta e a digestibilidade. Paciullo et a. (2001), por exemplo,
correlacionando a proporcdo de tecidos com o0s componentes quimicos de
l&minas foliares de trés gramineas forrageiras, incluindo uma espécie de
Brachiaria, ndo encontrou correlacdo significativa entre o mesofilo e FDN.

A celulose, um dos principais componentes da parede celular,

apresentou correlacdo significativa (p<0,05) com aguns caracteres, sendo
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negativa em relacdo & PB e positiva com os teores de fibras (FDA e FDN) e
lignina (Tabelas 8 € 9). Esse comportamento foi observado nas duas épocas,
sendo maior para FDA e FDN nas “aguas”’ (0,93 e 084) em comparagdo com
0 periodo da “seca” (0,81 e 0,71). O inverso foi observado para os teores de
lignina (0,88 na “seca” versus 0,67 nas “aguas”) (Tabelas8e9).

A relacdo da celulose com as fibras e com aligninadeve-se aconstituicdo
dos materiais fibrosos, que apresentam basicamente celulose, hemicelulose e
lignina. Além disso, compreendem um complexo onde a celulose e a hemicelulose
estéo aglutinadas em um arranjo incrustado por lignina, (PINTO, 2003).

Houve correlacdo positiva (p<0,05) em ambas as épocas (Tabelas 8 e 9),
para os teores de FDA e FDN com alignina, porém com valores superiores na
“seca’ (Tabela 3). Asfibras correlacionaram-se entre si com um indice alto e
positivo, 0,80 e 0,83 (p<0,05) nas “aguas” e na “seca”’, respectivamente (Tabelas
8 e 9). Resultados semelhantes para trés gramineas forrageiras. capim-
braqui&ria (Brachiaria decumbens), capim gordura (Melinis minutiflora) e
capim-bermuda Tifton 85 (Cynodon sp.) foram obtidos por Paciullo et a. (2001)
gue encontraram correlacbes atas entre alignina e asfibras e negativa com a
PB. Queiroz et a. (2000) avaliando composi¢do quimica de trés espécies de
gramineas forrageiras. capim-elefante (Pennisetum purpureum, cv. Mott),
capim-setéaria (Setaria anceps, cv. Kazungula) e capim-jaragua (Hyparrhenia
rufa, Nees Stapf ) observaram correlagBes positivas (p<0,05) considerando
todas fragBes juntas ou separadas do topo, base e bainha foliar de FDA e FDN
com alignina.

A reacdo das fibras com a lignina influencia diretamente a
digestibilidade. As fibras ndo sdo um bom indicador de digestibilidade quando
os teores de lignina e os de FDA e FDN s8o baixos (QUEIROZ et al. 2000;
VAN SOEST, 1994). Esse fato esse pode ser comprovado pela comparacéo das

relacdes obtidas nas duas épocas (Tabelas 8 € 9). Na época da seca, observaram-
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se correlacbes mais altas e positivas entre alignina e as fibras (0,90 e 0,77), e
consequentemente, maiores valores negativos entre as fibras e digestibilidade (-
0,78 e-0,74), quando comparados os valores das correl agdes na época das aguas
(Tabelas2 e3) .

A DIVMS apresentou correlagBes significativas (p<0,01) com todos os
dados de composicéo quimica avaliados (celulose, FDA, FDN, lignina e PB) em
ambas as épocas, sendo somente positiva com os teores de PB (Tabelas 8 e 9).
Existem diversos relatos da correlacdo significativa entre DIVMS e teores de FDA
e FDN (MOIR et d., 1975; VAN SOEST, 1965; WILSON et a., 1983;
WILSON;HATTERSLEY, 1989). Na literatura observa-se que, em gerd, 0s
congtituintes fibrosos (FDA, FDN e lignina) correlacionam-se negativamente com
aDIVMS (PACIULLO 2001; QUEIROZ et a.,2000; WILSON et al., 1983).

Paciullo (2007) avaliando caracteristicas morfofisiolégicas e o valor
nutritivo da Brachiaria decumbens em um sistema silvipastoril concluiu que o
sombreamento provocado pela presenca das arvores possibilita aumento dos
teores de proteina bruta e reducdo dos de fibra em detergente neutro, e
incrementa a digestibilidade in vitro da matéria seca de laminas foliares da B.
decumbens, cultivada no subbosque. Neste mesmo trabalho, o autor verificou
gue a maior DIVMS esteve relacionada ao maior teor de PB foliar e menor de
FDN, em condi¢bes de sombreamento.

Maiores concentragdes de PB contribuem para o acesso de N aos
microorganismos no rdmen do animal e também para criar regides mais
susceptiveis & acdo dos microrganismos. Justificando afirmativa e
corroborando com este trabalho Alves de Brito (2003) encontrou correlacdo ata
entre PB e digestibilidade (0,89) em Brachiaria brizantha e B. humidicola.
Queiroz et al. (2000) justificaram a baixa digestibilidade da fracéo fibrosa pelos

menores teores de PB encontrados em capim Jaragua.



Tabela 8 - Correlacdes lineares (Pearson) entre as caracteristicas anatdbmicas [EDA (espessura da epiderme adaxial -
pum), EBA (espessura da epiderme abaxia- um), EM (espessura do mesofilo- um), DX (didmetro do xilema- um), DF
(distancia entre feixess um), NF (nimero de feixes), NCB (nimero de células buliformes), AES (&rea do tecido
ederenquimatico- um?), ACB (érea de células buliformes - unm?)]., digestibilidade (DIVMS) e componentes quimicos de
laminas foliares [FDA (fibra em detergente acido), FDN (fibra em detergente neutro), lignina, celulose, PB (proteina
bruta)] de genétipos de Brachiaria ruziziensis (N=34 observactes) na época das dguas para: digestibilidade, componentes

guimicos e componentes anatémicos.

Celulose DIVMS FDA FDN LIGNINA PB EBA EDA EM DX DF NF NCB AES ACB

Celulose 1 -0.72 093 084 0.67 -0.66 0.04 -0.08 -0.01 -0.12 0.14 0.11 0.22 -0.02 -0.04
rrx rEE L HE rrx *** 084 066 097 050 042 0.54 0.21 0.90 0.80

DIVMS 100 -059 -0.66 -0.47 058 -002 016 -004 011 -0.06 -0.07 -0.14 -0.05 0.07
FREL IR *x *** 093 036 080 052 074 0.69 0.43 0.77 0.71

FDA 1.00 0.80 0.52 -0.61 0.02 -0.07 -0.04 -0.23 0.09 0.12 0.24 -0.14 -0.04
rrE * *** 092 068 081 020 0.62 0.50 0.17 0.44 0.82
FDN 1.00 0.49 -0.62 001 -0.08 -0.12 -019 0.01 0.06 0.17 -0.09 -0.03

*x *** 096 064 052 028 0.93 0.72 0.34 0.60 0.85

66



Tabela 8, conclusdo

Lignina 1.00 -0.10 -0.08 -0.21 0.15 011 0.05 0.16 0.08 0.25 0.04
058 0.65 023 039 055 0.79 0.38 0.67 0.16 0.80

PB 100 -0.03 -001 028 022 -034 -005 -0.28 0.08 0.27
085 09 011 021 * 0.80 0.11 0.64 0.12

Tabela 9 - Correlacdes lineares (Pearson) entre as caracteristicas anatdbmicas [EDA (espessura da epiderme adaxial -
pum), EBA (espessura da epiderme abaxia- um), EM (espessura do mesofilo- um), DX (didmetro do xilema- um), DF
(distancia entre feixess um), NF (nimero de feixes), NCB (ndmero de células buliformes), AES (&rea do tecido
ederenquimatico- um?), ACB (érea de células buliformes - um?)]., digestibilidade (DIVMS) e componentes quimicos de
laminas foliares [FDA (fibra em detergente acido), FDN (fibra em detergente neutro), lignina, celulose, PB (proteina
bruta)] de gendtipos de Brachiaria ruziziensis (N=34 observagdes) na época das seca para: digestibilidade, componentes
guimicos e componentes anatémicos.

Celulose DIVMS FDA FDN LIGNINA PB EBA EDA EM DX DF NF NCB AES ACB

Celulose 1.00 -062 081 071 0.88 -0.37 -0.07 -040 -041 -027 010 004 010 -0.22 -0.08
*x o il * 0.68 * * 012 056 083 059 020 0.65

DIVMS -0.78 -0.84 -0.73 048 002 031 034 017 -008 -0.14 -010 0.14 0.17
KrRE HEE il ** 093 007 005 033 065 042 057 042 0.33

00T



Tabela 9, conclusio

FDA

FDN

Lignina

1.00 0.83

* k%

1.00

0.90

* k%

0.77

1.00

-0.31
0.07

-0.39

-0.24

0.17

1.00

-0.04
0.83

-0.06
0.75

-0.02
0.91

-0.03
0.85

-0.24
0.16

-0.29
0.09

-0.18
0.31

0.31
0.08

-0.27
0.12

-0.36

-0.27

0.12

0.28
0.11

-0.18
0.30

-0.24
0.17

-0.12
0.50

0.10
0.56

0.26
0.14

0.09
0.60

0.10
0.58

-0.07
0.71

0.02
0.91

0.18
0.31

0.06
0.75

0.07
0.68

0.00
0.98

0.13
0.48

0.04
0.82

0.19
0.28

-0.08
0.67

-0.29
0.10

-0.15
0.41

0.10
0.57

-0.04
0.81

-0.17
0.33

-0.06
0.72

0.06
0.75

TOT
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4, Conclusao

Nos genétipos de B. ruziziensis avaliados, verificou-se que existem
correlagbes entre 0os componentes quimicos da parede celular com a
digestibilidade. Entretanto, ndo foram observadas correlacbes significativas
entre as caracteristicas anatémicas com a digestibilidade.

Houve associacdo entre a espessura da epiderme abaxial e espessura do
mesofilo com celulose e espessura do mesofilo com as fibras em detergente
neutro e &cido na época de cultivo da seca.

Correlacdes positivas foram observadas entre DIVMS, PB e celulose e
negativas com FDA, FDN e Lignina.

Na época das aguas (outubro a margo), periodo em gque a temperatura é
mais alta, observou-se que os teores de lignina e fibras, area de tecidos
lignificado e didmetro de xilema dos gendtipos de B. ruziziensis foram

superiores em relagdo ao observado na época da seca.
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APENDICE

APENDICE A - Teste de agrupamento Scott Knott (s.k.) de 34 gendtipos de B.
ruziziensis das caracteristicas anatdbmicos: EDA (espessura da epiderme adaxial -
pm), EBA (espessura da epiderme abaxial- pm), EM (espessura do mesofilo-
pm), DX (didmetro do xilema- um), DF (disténcia entre feixess um), NF
(ndmero de feixes), NCB (nimero de células buliformes), AES (&rea do tecido

esclerenquimatico um?), %CB (area de células buliformes - pumg).

Genotipo EDA sk. Genotipo EBA sk. Genotipo DX sk. Genotipo EM sk.
99 499 al 51 522 al 48 1912 a1 27 126.74 al
51 502 al 35 564 al 93 1937 al 23 129.17 al

3 529 al 93 573 al 66 2089 al 93 130.54 al
83 536 al 99 575 al 33 2215 al 53 131.09 al
93 541 al 3 586 al 27 2251 a2 48 131.86 al
70 546 al 54 597 al 14 2357 a2 7 137.86 al
100 549 al 33 6.01 al 35 2375 a2 3 139.64 al
35 553 al 15 6.04 al 51 2380 a2 2 140.06 al
14 560 al 44 6.07 al 1 2393 a2 15 140.85 al
48 564 al 56 6.09 al 97 2416 a2 33 142.84 al
15 567 al 100 610 a1 3 2417 a2 1 143.73 al
44 570 al 48 612 al 15 2419 a2 54 143.99 al

6 580 a1 14 6.14 al 99 2424 a2 35 144.79 al
64 587 al 83 624 al 23 2456 a2 56 146.70 al
58 588 al 1 6.38 al 77 2482 a2 6 148.72 a2
23 590 a1 6 639 al 40 2510 a2 51 149.76 a2
43 595 al 70 641 al 2 2541 a2 66 149.86 a2
54 6.04 a2 66 6.50 a2 56 2552 a2 70 150.88 a2
41 6.06 a2 13 657 a2 83 2579 a3 41 152.42 a2
56 6.09 a2 27 6.59 a2 9 2623 a3 83 153.38 a2
66 6.10 a2 21 6.59 a2 7 26.79 a3 13 153.48 a2

1 6.13 a2 58 6.63 a2 43 27.00 a3 14 154.13 a2
77 6.13 a2 64 6.66 a2 100 2723 &3 7 156.18 a2
96 6.14 a2 41 6.66 a2 6 2745 a3 43 156.75 a2
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Médias seguidas de mesma letrana colunas ndo diferem pelo teste de F.



APENDICE A - Teste de agrupamento Scott Knott sk. de 34 genétipos de B. ruziziensis das caracteristicas anatdmicos:
EDA (espessura da epiderme adaxial - pm), EBA (espessura da epiderme abaxial- um), EM (espessura do mesofilo- pm),
DX (didmetro do xilema- um), DF (distancia entre feixess um), NF (nimero de feixes), NCB (nimero de células

buliformes), %L (&rea do tecido esclerenquimatico um2), %CB (&rea de células buliformes - um2).

Genotipo DF sk. Genotipo NF sk. Genotipo NCB sk. Genotipo %L sk. Genotipo ACB sk.
41 19.87 al 44 456 al 44 4.28 al 35 2586.92 al 97 3140.09 al
77 20.45 al 58 456 al 8 436 al 93 2870.16 al 48 319094 al
97 20.56 al 43 467 al 43 450 al 77 3039.34 al 93 333456 al
23 20.81 al 100 4.72 al 58 453 al 48 3054.98 al 13 335175 al
56 21.09 al 2 472 al 7 467 a2 33 3140.13 al 8 3367.00 al
100 21.21 al 8 483 al 2 469 a2 14 3191.82 al 99 3450.79 al
99 21.96 al 15 489 al 14 472 a2 23 3353.94 al 2 3501.12 al
35 22.04 al 13 489 al 54 475 a2 27 3456.07 al 23 3519.06 al
93 2211 al 14 489 al 100 478 a2 2 3482.42 al 14 3553.03 al
8 2241 al 96 489 al 1 480 a2 1 3489.61 al 3 3556.46 al
13 2281 al 35 489 al 40 481 a2 15 3496.12 al 70 3583.29 al
33 2281 al 40 489 al 35 483 a2 21 3615.53 al 66 3598.33 al
83 23.23 al 7 495 al 15 486 a3 7 3698.22 al 56 3614.29 al
96 2354 al 56 5.00 a2 70 489 a3 40 3701.35 al 58 3630.38 al
27 2361 al 54 5.00 a2 96 489 a3 83 3720.39 al 83 3653.76 al
51 23.76 al 1 5.03 a2 53 489 a3 56 3721.71 al 21 3746.90 al
54 24.14 al 27 5.06 a2 6 492 a3 66 3723.46 al 41 377353 al
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522
5.25
5.39
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99
43
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70

3776.59
3797.66
3802.77
3830.49
3887.73
3899.42
3929.86
4186.32
4331.00
4507.02
4551.64
4637.56
4647.95
4723.12
4787.87
5193.54
5502.11
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40
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3817.93
3820.93
3867.02
4017.49
4136.60
4141.47
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4177.66
4198.32
423252
4280.94
4310.86
4367.85
4397.84
4679.05
4944.41
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APENDICE B - Teste de agrupamento Scott Knott (s.k.) dos 34 genétipos de B. ruziziensis para as variaveis qualitativas:
FDA (fibra em detergente &cido), FDN (fibra em detergente neutro), lignina, celulose, PB (proteina bruta).

Gendtipo  Celulose sk. Gendtipo DIVMS sk. Gendtipo FDA sk.
41 27.15 al 64 57.72 al 41 32.53 al
35 27.28 al 70 57.87 al 35 32.64 al
97 277 al 3 57.89 al 21 33.46 al
40 27.85 al 43 58.58 al 51 33.56 al
14 28.08 al 27 58.78 al 40 33.61 al
58 28.11 al 56 59.14 al 8 33.67 al
53 28.19 al 93 59.27 al 14 33.69 al
51 28.26 al 43 59.68 a2 100 33.71 al
44 28.28 al 7 59.72 a2 97 33.87 al
6 28.36 al 15 59.82 a2 23 34.01 al
21 28.42 al 66 59.98 a2 53 34.30 al
100 28.43 al 44 59.99 a2 3 34.35 al
8 28.5 al 83 60.08 a2 13 34.37 al
23 28.61 al 1 60.25 a2 44 34.45 al
3 28.63 al 53 60.28 a2 6 34.52 al
96 28.66 al 97 60.29 a2 58 34.53 al
7 28.67 al 2 60.32 a2 77 34.55 al
66 28.67 al 6 60.35 a2 66 34.66 al
13 28.81 al 13 60.40 a2 96 34.70 al

1 28.9 al 99 60.51 a2 7 34.75 al

AN
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APENDICE B - Teste de agrupamento Scott Knott (s.k.) dos 34 genétipos de B. ruziziensis para as variaveis qualitativas:
FDA (fibra em detergente &cido), FDN (fibra em detergente neutro), lignina, celulose, PB (proteina bruta).

Gendtipo FDN sk. Gendtipo Lignina sk. Gendtipo PB sk.
40 64.96 al 40 2.25 al 93 6.67 al
41 65.06 al 97 2.37 al 27 6.95 al
35 65.23 al 41 2.46 al 7 7.06 al
97 65.29 al 14 2.46 al 66 7.23 al
14 65.32 al 35 2.48 al 70 7.26 al
21 65.43 al 21 251 al 48 7.4 al
96 65.51 al 53 251 al 1 7.41 al
54 65.65 al 58 254 al 100 7.45 al
51 65.93 al 66 2.55 al 15 7.53 al
13 65.94 al 96 2.55 al 35 7.56 al

100 65.96 al 77 2.58 al 2 7.57 al
53 66.05 al 51 2.6 al 21 7.75 al
58 66.16 al 6 2.6 al 40 7.76 al
44 66.18 al 3 2.61 al 99 7.77 al
66 66.19 al 100 2.61 al 14 7.79 al

7 66.43 al 23 2.64 al 51 7.8 al
2 66.44 al 27 2.7 al 41 7.8 al
6 66.44 al 33 2.72 a2 6 7.94 al
56 66.58 al 2 2.73 a2 54 8 al
33 66.70 al 70 2.74 a2 23 8.1 a2

Vil
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66.70
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67.13
67.28
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67.42
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APENDICE C — Médias das FDA (fibra em detergente &cido), FDN (fibra em detergente neutro), lignina, celulose, PB

(proteina bruta) nas épocas de cultivo das &guas e da seca para 0s 38 gendtipos avaliados.

GenGtipo 1 1 2 2 3 3 6 6 7 7 8 8 13 13 14 14
Epoca Agua Seca Agua Seca Agua Seca Agua Seca Agua Seca Agua Seca Agua Seca Agua Seca
Celulose 31.37 26.42 33.01 26.61 32.48 24.77 32.16 24.57 30.62 26.72 31.50 25.49 30.58 27.05 31.92 24.24
DIVMS 59.78 60.72 58.47 62.17 56.33 59.44 57.47 63.24 59.59 59.84 59.37 62.04 60.73 60.08 55.71 67.25
FDA 37.67 32.05 38.26 31.39 37.82 30.88 38.08 30.96 36.24 33.27 36.28 31.05 36.22 3252 38.21 29.17
FDN 67.95 66.64 68.29 64.59 69.48 65.83 68.00 64.89 66.21 66.66 67.92 66.06 66.08 65.80 68.64 61.99
Lignina 335 222 327 218 323 198 342 178 337 251 368 209 329 243 320 173
PB 849 664 775 732 776 705 785 765 958 782 974 763 846 7.06 858 10.36
Gendtipo 15 15 21 21 23 23 27 27 33 33 35 35 40 40 41 41

Celulose 3259 2854 31.74 25.10 31.01 26.20 33.69 25.56 34.10 25.75 29.25 25.30 31.85 23.85 30.88 23.42
DIVMS 58.49 61.15 5895 62.96 59.93 61.67 56.05 61.51 58.18 62.85 60.02 61.30 60.55 66.77 59.60 64.91
FDA 37.47 33.78 37.45 29.48 37.15 30.86 39.19 31.01 40.49 30.91 34.74 30.54 38.63 28.58 36.40 28.65
FDN 67.93 67.73 66.70 64.16 67.50 65.90 71.03 65.99 69.00 64.40 65.23 65.24 68.55 61.37 66.95 63.17
Lignina 324 245 314 1838 325 202 342 198 355 189 305 190 305 146 332 159
PB 755 656 797 761 888 823 69 756 7.67 722 936 803 835 764 858 891
Gendtipo 43 43 44 44 48 43 51 51 53 53 54 54 56 56 58 58
Celulose 34.16 25.36 31.38 25.18 33.99 26.17 31.14 25.39 32.09 24.29 32.28 26.40 33.66 26.37 32.80 23.42
DIVMS 56.41 62.95 59.77 60.21 56.90 60.25 58.34 63.80 57.98 62.57 60.45 62.85 56.91 61.36 57.35 63.96

91T
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FDA 40.02 30.52 37.36 31.54 40.01 32.47 36.21 30.92 37.87 30.73 38.80 31.48 39.68 32.04 38.38 30.68
FDN 69.62 64.64 66.62 65.74 69.96 66.63 66.79 65.07 67.35 64.75 67.34 63.97 68.70 64.45 68.98 63.33
Lignina 367 194 336 213 377 224 318 201 334 168 331 221 373 238 345 162
PB 737 710 846 793 753 761 822 738 777 783 873 797 738 896 742 811

Celulose 34.05 25.85 32.36 24.97 33.91 25.25 32.83 25.60 34.36 24.01 33.45 26.76 32.10 25.21 31.78 23.62
DIVMS 54.48 60.95 56.95 63.02 55.01 60.73 58.48 62.88 56.97 63.19 57.54 61.00 58.21 63.54 57.78 62.80
FDA 38.60 33.54 38.79 30.53 40.12 31.88 38.87 30.23 40.61 30.10 39.07 32.38 38.14 31.25 38.35 29.39
FDN 68.48 67.22 68.51 63.88 69.88 65.58 70.16 64.69 70.67 64.91 69.68 65.17 66.88 64.14 67.03 63.54
Lignina 412 246 336 174 333 215 324 191 39 177 373 227 301 209 313 161
PB 837 883 771 852 689 646 812 671 820 799 750 640 812 860 842 7.78
Gendtipo 99 99 100 100
Celulose 33.62 26.29 33.30 23.55
DIVMS 57.84 63.18 56.20 65.29
FDA 39.78 30.92 38.81 28.61
FDN 68.40 66.15 69.38 62.54
Lignina 385 214 352 1.70
PB 9.02 872 803 7.85
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ARTIGO 3

CARACTERIZACAO CITOGENETICA E QUANTIFICACAO DE

DNA DE Brachiariaruziziensis

Resumo

A andlise da quantidade de DNA nuclear por citometria de fluxo € uma ferramenta
dternativa para certificacdo da ploidia em um grande nimero de individuos.
Entretanto, quando a quantidade de DNA das espécies é muito similar, é necessaria
arealizacao de contagens de cromossomos para determinar com seguranca a ploidia
das espécies. Com esse proposito, foi determinada a quantidade de DNA e o nimero
cromossdmico de gendtipos de Brachiaria ruzizensis da colecdo de germoplasma
da Embrapa Gado de Leite- Juiz de ForadMG. A determinacdo da quantidade de
DNA foi feita por citometria de fluxo, utilizando o tampdo MgSO, e como padréo
interno de comparacdo as espécies Solanum lycopersycum e Raphanus sativus. Os
cromossomos metafasicos foram obtidos peo método de esmagamento em é&cido
acético 45%. A colorago foi feita com Giemsa 5%. A andlise de variancia seguida
do teste de Scott Knott confirmou que ha diferencas significativas (p<0,05) em
relacdo ao contelido de DNA e indicou a formacéo de trés grupos de gendtipos. O
primeiro grupo incluindo 83 gendtipos de B. ruzzensis, com média de 1,48pg
DNA/2C e com 2n=2x=18 cromossomos. O segundo grupo congtituido por B.
decumbens com 2,90pg DNA/2C e 2n=4x=36 Cromossomos e 0 tercero
agrupamento com B .brizantha, contendo 3,47pg de DNA/2C e 2n=4x=36 . O
cariotipo da B. ruzzenss gpresentou 8 cromossomos metacéntricos e 1
submetacéntrico e foi considerado simétrico.

Palavras-chave: nimero de cromossomos, ploidia, contetido de DNA, cari6tipo,

Brachiaria.
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Abstract

The analysis of nuclear DNA by flow cytometry is an alternative tool for
certification of ploidy in a large number of individuals. However, when the
DNA content of species is very similar, it is necessary chromosome counts to
determine with certainty the ploidy of the species. With this purpose, we
determined the DNA content and chromosome number of genotypes of
Brachiaria ruziziensis germplasm collection of Embrapa Gado de Leite, Juiz de
Fora / MG. The determination of the DNA content was evalueted by flow
cytometry using the buffer and MgSO4 as an reference pattern of comparison
Solanum lycopersycum species and Raphanus sativus. The metaphase
chromosomes were obtained by the method of crushing 45% acetic acid.
Staining was performed with 5% Giemsa. The analysis of variance followed by
the Scott Knott test confirmed that there were significant differences (p <0.05)
compared to DNA content and indicated the formation of three groups of
genotypes. The first group including 83 genotypes of B. ruziziensis, averaging
1.48 pg DNA/2C and 2n = 2x = 18 chromosomes. The second group consists of
B. decumbens with 2.90 pg DNA/2C and 2n = 4x = 36 chromosomes and the
third group with B. brizantha, containing 3.47 pg of DNA/2C and 2n = 4x = 36.
The karyotype of B. ruziziensis showed 8 metacentric chromosomes and a
submetacentric and was considered symmetrical

K eywor ds: chromossome number, ploidy, DNA content, karyotipe, Brachiaria.
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1. Introducao

O género Brachiaria pertence a familia Poaceae e é constituido de
aproximadamente 100 espécies (Reinvoize et a., 1996) distribuidas peas
regioes tropicais e subtropicais do planeta, mas com grande concentracdo no
continente africano, em habitats variados. Atualmente, as espécies mais
cultivadas sdo B. decumbens, B. brizantha, B. humidicola e B. ruziziensis.
Embora ndo seja a espécie com maior area cultivada, a demanda por sementes de
B. ruziziensis tem aumentado, acompanhando o incremento da integracdo entre
agricultura e pecuaria e despertando interesse para 0 melhoramento genético
(SOUZA SOBRINHO, 2005).

O numero basico de cromossomos relatado parao géneroéx =6, 7,8 e
9, com predominancia de x=9 (DARLINGTON; WYLIE, 1955;; BASAPPA et
a., 1987; VALLE; SAVIDAN, 1996; RISSO-PASCOTTO, 2006; BOLDRINI et
al., 2009).

A maioria das espécies é poliploide, preferenciamente tetraploide
(2n=4x=36) e apomitica (BASAPPA et a. , 1987; BERNINI; MARIN-
MORALES, 2001; MENDES BONATO et a., 2002; 2006; RISSO-PASCOTTO
et a., 2005, SOTO-MAYOR-RIOS et a ., 1968; UTSUNOMIYA et al., 2005;
VALLE; SAVIDAN, 1996). O destague € para a B. ruziziensis que apresenta
modo de reproducdo sexua e diploidia (2n=2x=18) (VALLE; SAVIDAN,
1996), o que a credencia como uma excelente alternativa para ampliacéo da base
genética do género e para aplicacGes no melhoramento genético.

Os relatos na literatura sobre a citogenética da B. ruziziensis séo
restritos e as informagbes ndo sdo suficientes para a caracterizagdo
cromossomica da espécie. A primeira descricdo feita por Bernini e Marin-
Moraes (2001) com um acesso de B. ruziziensis caracteriza o cari6tipo com a

presenca de nove pares de cromossomos metacéntricos e posicionamento do
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satélite no par de cromossomos 8. Anteriormente, Valle et a. (1987) havia
identificado os nove cromossomos por meio de mapas paquiténicos e relatou que
0S Cromossomos eram submetacéntricos, com a regido organizadora do nucléolo
(RON) no par 7.

Como parte dos programas de melhoramento genético, a avaliacdo
sistemética dos gendtipos deve ser feita em diferentes etapas para identificar
materiais duplicados e potenciais candidatos ou €lites presentes na colegdo de
trabalho. Dentre as avaliacdes, a citogenética é indispensavel para discriminacdo
de gendtipos, certificacdo de ploidias, determinacdo de nimero cromossdmico e
de similaridades cariotipicas, entre outros. Estas informaces podem auxiliar a
tomada de decisdo dos melhoristas e contribuir para reduzir o tempo na escolha
dos gendtipos mais estévels e compativeis.

Considerando a existéncia de diferentes niveis de ploidiaem Brachiaria,
a contagem do nimero de cromossomos associada a quantificacdo do DNA via
citometria de fluxo constitui uma estratégia de seguranca para o melhorista no
periodo que precede a realizacdo dos cruzamentos, especialmente quando se
dispde de uma grande quantidade de gendtipos para avaliar.

A determinacdo da quantidade de DNA por citometria de fluxo tem sido
amplamente utilizada na determinacdo de ploidia em gramineas (BUSO et d.,
1999; JARRET et a., 1995; JOHNSON et a., 1998, PENTEADO, 2000;
RAYBURN et a., 1989; SEAL, 1983). Ishigaki (2010) e Timbd (2010)
utilizaram a citometria de fluxo para estimar o tipo de genoma (C e Cx) de
diferentes espécies de Brachiaria afirmando ser uma técnica eficiente e com boa
acuracia.

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo determinar o
conteldo de DNA e o nimero cromossdmico de genétipos de Brachiaria

ruziziensis
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2. Material e Métodos
2.1. Material Vegetal

Foram avaliados 85 genétipos de Brachiaria pertencentes ao programa
de melhoramento genético de Brachiaria ruziziensis , desenvolvido pela
Embrapa Gado de Leite, em parceria com a UFLA. Esses materiais foram

cultivados no Campo Experimental de Coronel Pacheco (MG).
2.2. Andlise do contetido de DNA

Para a determinacdo da quantidade de DNA, seis amostras de cada
planta foram avaliadas, das quais foram utilizadas, aproximadamente, 20 e 30
mg de tecido foliar jovem, juntamente com a mesma quantidade de tecido foliar
jovem de Solanum lycopersicum e Raphanus sativus (padrao de referéncia de
guantidade de DNA 2C = 1.96pg e 2C= 1.11pg respectivamente). Os tecidos
foram triturados em placa de Petri contendo 1mL de tampdo MgSO,
(DOLEZEL; BARTOS, 2005; DOLEZEL ; BINAROVA) gelado para a obtencéo
de suspensdo nuclear (DOLEZEL, 1997). O tecido triturado foi aspirado por
meio de duas camadas de gaze e a suspensdo nuclear posteriormente filtrada em
uma malha de 50pm. A suspensio nuclear foram adicionados 25uL de iodeto de
propidio e 2,5uL de RNase. Para cada amostra foram analisados, pelo menos, 10
mil nGcleos.

A andlise foi realizada no citdmetro Facscalibur (Becton Dickinson),

sendo os histogramas obtidos no software Cell Quest e analisados no software

O contetdo de DNA nuclear (pg) das plantas foi estimado por
comparagdo com a posicdo em relacdo ao pico G1 do padréo interno de

referéncia, como mostrado a seguir:


http://facs.scripps.edu/software.html
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As quantidades de DNA nuclear (pg) das amostras foram estimadas por

meio da equacao:

DNA amostra= (Gl amostra | x DNA padr&o, onde:
[Gl padréo J

DNA amostra = quantidade de DNA nuclear da amostra (pg);

G1 amostra = posi¢do do pico G1 da amostra;

G1 padrao = posicao do pico G1 da planta padréo

DNA padréo = contelido de DNA da planta padrdo Em seguida, com
base na estimativa de DNA da amostra também foi calculado o Vaor C
(quantidade de DNA gamético — com nimero cromossdmico n) e o Valor Cx
(quantidade de DNA de cada genoma- com nlmero cromossdomico bésico x) e
transformado para a unidade mega pares de bases (Mpb) onde, 1pg de DNA é
igual 2978 Mpb (DOLEZEL et ., 2003; GREILHUBER et al., 2005).

Para confiabilidade dos resultados de citometria, foram utilizados
somente histogramas com coeficientes de variagao abaixo de 5%.

O delineamento experimental foi inteiramente a0 acaso com duas
repeticdes. A andlise de varidncia foi realizada, com o auxilio do software
SISVAR, e as médias do contelldo de DNA foram comparadas pelo teste de
média Scott-Knott (p<0,05).

A qualidade experimental foi aferida pela estimagcdo do parémetro
acurécia seletiva (RESENDE;DUARTE, 2007).

2.3. Andlise citogenética

Para a obtencdo de cromossomos sométicos foi utilizada a metodologia

proposta por Techio et a. (2002) com algumas modificacdes para Brachiaria.
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Pontas de raizes foram coletadas e submetidas a pré-tratamentos com
ciclohexamida 25 mg.L e hidroxiquinoleina 300 mg.L (1:1) por 2 horas e 45
minutos, a 4°C. ApoOs o tratamento, as raizes foram lavadas em agua destilada
por 5 min. (3x), secadas e fixadas em soluc&o de Carnoy (etanol: &cido acético -
3:1) por, no minimo, 24 horas. Em seguida, as raizes foram submetidas a
maceracdo enzimatica em solucdo de pectinase (50%): celulase (100%), por 3
horas e 30 minutos, seguida de hidrélise em HCI 1N, a 60°C, por 5 minutos. Para
a montagem das laminas, foi utilizada a técnica de esmagamento e coloracdo
com Giemsa 5%, por 10 minutos.

As melhores metéfases foram capturadas por meio de camera acoplada
ao microscopio. Os cromassomos foram medidos por meio do programa Image
Tool 3.0 da UTHSCA (The University of Texas Health Science Center in San
Antonio). Para a construcdo dos idiogramas foram usadas as médias do
comprimento do brago curto e do braco longo (BC e BL, respectivamente) de
cada par homdlogo, medido em cinco metafases mitéticas de cada espécie.
Foram calculados o comprimento total do cromossomo (CT = BC + BL), o
comprimento total do lote hapléide (CTLH = Y Cti), o indice centromérico
(IC=[BC/(BC+BL)]x100) e o comprimento relativo de cada cromossomo (CR =
Cti/CTLH). Os cromossomos foram classificados de acordo com a posi¢do do
centrémero segundo Levan et a. (1964) e confirmada pelos critérios propostos
por Guerra (1986). A assimetria cariotipica foi calculada de acordo com
Stebbins (1958) e Zarco (1986), sendo este Ultimo estimado pelo indice de

assimetria intracromossdmica (A;) e intercromossdmica (A,), por meio das

equacoes.

A2=

XX 1w
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onde: A; = indice de Assimetria intracromossomal, variando entre 0 e 1 (n&o
depende do nimero e tamanho do cromossomo); n = numero de pares de
cromossomos homélogos, b = comprimento médio dos bragos curtos em cada
par de cromossomos homdlogos; B; = comprimento médio dos bracos longos
em cada par de cromossomos homdlogos, A, = indice de Assimetria
intercromossdmica (ndo depende do nimero cromossdmico); s = desvio padréo e
X = média do comprimento dos cromossomos.

Também foi caculado o indice TF% (indice de assimetria),
considerando a soma de todos os indices centroméricos de cada par e dividindo-
se pelo nimero de pares cromossomicos (HUZIWARA, 1962).

O idiograma foi construido com base na posicdo do centrdmero e

comprimento médio dos cromossomos homélogos em ordem decrescente.

3. Resultados e Discussado

Considerando que todos histogramas gerados pelas andlises do contelido
de DNA apresentaram coeficientes de variacOes inferiores a 5%, a metodologia
utilizada foi considerada adequada para determinagdo da quantidade de DNA de
Brachiaria (Figura 1 A-F), de acordo com Galbraith et al. (1983) e Dolezel e
Bastos (2005).
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Tabela 1 — Resumo da ANAVA para o contetido de DNA (pg) de 85 gendtipos
de Brachiaria sp. da Embrapa Gado de Leite.

DNA
Fv GL SQ QM P
Gendtipo 84 35.220 0.41 <0.001
Erro 425 3.130 0

Totd 509 38.360

Timbd (2010), concluiu em seu trabalho que CVs a partir de 1,60% ja
sd0 suficientes para gerar erros nas estimativas do contelido de DNA para alguns
gendtipos de Brachiaria devido a super estimativa da quantidade de DNA para
alguns gendtipos, sendo um deles o gendtipo B. brizantha cv. Marandu (3,91 pg)
observado no tratamento com o tamp&o MgSO, com o padrdo de referéncia
ervillha, um C.V de apenas 1,60% e uma nota de 3,66 do histograma (alta
qualidade).

Seguindo a escala de notas propostas por Timbo (2010), os histogramas
gerados para todos os materiais analisados (Figura 1 A-F), foram avaliados com
notas 4 e/ou 5, ou sgja, apresentaram baixa quantidade de particulas Sub G1 com
ocorréncia dos picos G1 da amostra e do padréo mais definidos que em 3 ou
baixa quantidade de particulas Sub G1 com ocorréncia dos picos G1 da amostra
e do padrdo com mais alta definicéo, respectivamente.

Naandlise de variancia para o teste de médias da quantificacdo de DNA,
0s materiais analisados foram separados em trés grupos (p<0,001) (Tabela 1 e
Apéndice A), sendo que para o primeiro grupo o contelido médio de DNA foi de
3,47pg (Vaor C = 1696,83Mbp C* e Valor Cx = 424,20 Mbp C*) eincluiu um
gendtipo identificado como B. brizantha no programa de melhoramento
genético. O segundo grupo incluiu B. decumbens (Tabela 2), a qual apresentou
2,90pg de contetido de DNA, com valores C e Cx, de 1418,1 Mbp Cle 354,52
Mbp C* (Tabela 3 e Apéndice A). O terceiro grupo reuniu os gendtipos de B.
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ruziziensis com 1,48pg de DNA (Valores C e Cx = 724,35 Mbp C™) variando de
1,42 até 1,56pg, utilizando dois padrdes de referéncias ( Solanum lycopersicum e
Raphanus sativus) e tampdo MgSOa. A acuracia do experimento foi considerada
muito alta (98,99%) conforme Resende e Duarte (2007).

Para 0 segundo gendtipo considerando somente os valores obtidos pela
citometria de fluxo, ndo seria possivel relacionar a qual espécie pertence.
Entretanto, a identificagdo na colegdo de trabalho da Embrapa Gado de Leite,
confirma que trata-se da espécie B. decumbens. Essa € uma situacdo que reguer
necessariamente o uso das contagens cromossomicas para certificagdo da ploidia

e daespécie.



Solanum lycopersicum
1,96/2C

256

Eventos

10° 0 10° 10°
Intensidade de fluor escéncia

512

Fventn

Intensidade de fluor escéncia

512

Raphanus sativus
B. decumbens
2n=4x=36
1.42 pa/2C

Eventos

A

10*

o T T
10° 10" 10% 10°
Intensidade de fluorescéncia

To*

256

Eventos

Fv

Eventos

256

128

Solanum lycopersicum
1,96/2C

107 o 10 To? o

Intensidade de fluorescéncia

Solanum lycopersicum
N 1,96
B.ruziziensis
2n=2x=18
1,80 pg/ 2C

o . -
107 107 10° 10° 10*

Intensidade de fluorescéncia

Raphanus sativus
1,11

512

B. decumbens
2n=4x=36
1,42 pg/2C

Intensidade de fluor escéncia

Figura 1 - Histogramas do contetido de contetido de DNA nuclear em folhas de
Brachiaria obtidos por citometria de fluxo. O primeiro pico em cada histograma
é referente ao Pico G1 das espécies de Brachiaria e o segundo é o Pico G1 da
amostra de referéncia. A) B. Brizantha -genétipo 74 demostrando sobreposi¢éo
dos picos na andlise do contelido de DNA; B) B. decumbens - gendtipo 94

demostrando sobreposi¢do dos picos na andlise do contelido de DNA;

eC)B

ruziziensis - genétipo 28; D) B. ruziziensis - gen6tipo 127; E e F) representa B.
decumbens - gendtipo 56 com o padrdo de referéncia (Raphanus sativus).
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Timbo (2010) encontrou valores médios de conteido de DNA, 3,52
+0,07 e 3,74 £ 0,06, para B. brizantha. Os valores obtidos para B. ruziziensis
também coincidem com os descritos na literatura. Ishigaki et al. (2009)
obtiveram valores de contelido de DNA para esta espécie de 1,41 pg para as
plantas diploides e 2,77 pg para as plantas tetraploidizadas. Os autores
utilizaram o tampéo contendo TrissHCl e como padréo de referéncia a Oriza
sativus. Timb6 (2010) estimou a quantidade média de DNA nos acessos de B.
ruziziensis em 1,74 pg para 0s gendtipos 2x, utilizando o padréo de referéncia
Pisum sativum e tamp&o MgSQO,,

Estas variacdes nos valores das estimativas do contelido de DNA se
devem a vérios fatores como, por exemplo: calibracdo do citbmetro de fluxo,
planta padréo de referéncia, material vegetativo, tampéo de extracéo dos nlicleos
e fluorocromo utilizados.

Neste trabalho observou-se que os valores de C aumentaram conforme a
ploidiae o inverso ocorreu para valores de Cx, sendo condizente com aliteratura
(Tabela 3). Nos trabalhos de Ishigaki (2010) e Timb6 (2010) a citometria de
fluxo também foi usada para estimar a quantidade de DNA gamético (C) e a
quantidade de DNA de cada genoma (Cx) de diferentes espécies de Brachiaria
e observaram que os valores C aumentaram de acordo com aumento do nivel de
ploidia. Ja os resultados de Cx foram maiores em cultivares apomiticas
comparada com a sexual estabelecendo um relaco entre a quantidade de DNA
de cada genoma com o modo de reproducdo. Timbo (2010) apresentaram

resultados condizentes com a conclusao.
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Tabela 2 - Estimativa da quantidade de DNA, Vaor C, Vaor C,, nimero
cromossodmico e nivel de ploidiadaBrachiaria sp.

Médias NuUumero Nivel de
Conteido de DNA Valor C Valor Cx Cromossdmico ploidia
Espécie (P9)* (**MbpC?) (MbpC.?) (2n)
Bruziziensis 148a 724,35 724,35 18 2X
B.decumbens 29 b 1418,1 354.52 36 4x
B. brizantha 347 ¢ 1696,01 424,00 36 4x

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente aos 5% de
probabilidade pelo Teste de Tukey. ** Mpb= Mega pares de bases.

A técnica de citometria de fluxo tém sido amplamente utilizada na
determinacdo de ploidia em gramineas (BUSO et a., 1999; JARRET et 4.,
1995; JOHNSON et al., 1998; PENTEADO, 2000; RAYBURN et a., 1989;
SEAL, 1983) neste estudo permitiu discriminar todos os genétipos com
seguranca. Contudo uma das espécies ndo pode ser certificada sendo necessario
incluir as contagens cromossdmicas para fazer a certificacdo da ploidia e auxiliar
na discriminagdo taxondmica dos gendtipos.

Em Brachiaria, Ishigaki et al. (2009) utilizaram a citometria de fluxo e a
contagem de cromossomos para a constatacdo da eficiéncia de protocolos de
inducdo de duplicacdo cromossdmica. Timbo (2010) confirmou a estimativa do
contetido de DNA por meio da contagem cromossdmica, sendo observados 18,
27 e 36 cromossomos para as espécies diploides, triploides e tetraploides,
respectivamente.

Em outro estudo, Penteado et a. (2000) utilizaram B. decumbens como
planta padréo para determinar a quantidade de DNA em espécies de Brachiaria.
Para interpretacéo dos resultados foi considerado indice 1 para plantas com 2x =
18 visando gjustar o citbmetro de fluxo. A partir desta padronizacdo, foram
comparados os indices obtidos na determinacéo da ploidia de 435 acessos de 13

espécies de Brachiaria. Os autores também encontraram dificuldades na
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interpretagdo de dados devido a variagdo no contetido de DNA tanto dentro de
espécies quanto entre e recorreram a contagem cromossomica.

Nas contagens cromossomicas realizadas neste estudo foram
confirmados 2n=18 para B. ruziziensis e 2n=36 para B. decumbens e B.
brizantha (Figura 2).

O comprimento total do lote hapléide (CTLH) foi 22,69um, 36,95um e
43,75um para B. ruziziensis, B. decumbens e B. brizantha, respectivamente.
Bernini e Marin-Morales (2001) na andlise de um acesso B. ruziziensis e
descreveram a existéncia de similaridades entre o valor do CTLH (18,22 ym) ea
morfologia cromossdmica desse acesso e 0 dipl6ide D5 de B. decumbens
(2n=18). Para B. brizantha e B. decumbens, os valores de comprimento do lote
hapléide relatados pelos autores, variaram de 36,52 a 41,55um e 17,94 a
36,49um respectivamente. Essas diferencas no comprimento do lote hapléide
indicam variacdo no contelido total da cromatina e podem ser devido a
diferencas de gendtipos e a condensagcdo dos cromossomos visuaizados nas
metéfases.

Em fungdo do tamanho reduzido dos cromossomos e devido a
dificuldades em obter cromossomos espalhados e com morfologia bem definida
ndo foi possivel obter o idiograma para B. brizantha e B. decumbens. Para B.

ruziziensis, o idiograma esta apresentado na Figura 3.
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Figura 2 - Metafases mitéticas de Brachiaria sp. A. B. brizantha, 2n=36; B. B.

decumbens, 2n=36 e C) B. ruziziensis, 2n=18.

Os resultados obtidos corroboram com a descricéo na literatura para as
trés espécies. Bernini e Marin-Morales (2001) caracterizaram o cari6tipo de 12
acessos e cinco espécies de Brachiaria. Os autores relataram variagdes no
nimero cromossomico em B. decumbens (2n=18 e 36), B. brizantha
apresentaram 2n=36 e B. ruziziensis, 2n=18.

Em relacdo a caracterizagéo cariotipica de B. ruziziensis foi observado,
de acordo com aclassificagdo de Levan et al. (1964) e confirmada pelos critérios
de Guerra (1986), oito cromossomos metacéntricos e um submetacéntrico,
resultando na férmula cariotipica (8m + 1sm) (Tabela 4, Figuras 2 e 3). A
diferenca observada entre 0 maior e 0 menor cromossomo foi de 0,58um. O ato
grau de condensacdo dos cromossomos e as similaridades no tamanho
cromossdmico dificultaram a identificacdo das caracteristicas morfolgicas,

exceto o centrdmero, sendo possivel a visualizagdo de satélite no  par de
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cromossomos 7. Provavelmente, o nuimero de constricbes secundérias foi
subestimado devido ao posicionamento terminal ou intersticial o que torna dificil
a deteccdo da mesmapor coloracdo convencional.  Portanto, sGo necessdrias
técnicas mais refinadas, tais como FISH, para caracterizagdo mais precisa do
caridtipo.

Na primeira descri¢do do caridtipo feita para B. ruziziensis por Bernini e
Marin-Morales (2001) a férrmula cariotipica cita a ocorréncia de dois pares de
Cromossomos metacéntricos Sstricto sensu e 0s outros sete pares metacéntricos
(2M e 7m), com presenca de satélite no par de cromossomos 8. Os autores

classificaram o cari6tipo como simétrico.

X0 0 X X X XX X

Figura 3 - Idiogramade Brachiaria ruziziensis (2n=18).

Anteriormente, Valle et a. (1987) havia identificado os nove
Cromossomos por meio de mapas paquiténicos e observando a distribuicéo e
tamanho dos cromdmeros e medicBes cromossdmicas. Esses dados mostraram
gue a maioria dos cromossomos eram submetacéntricos, com a regiéo
organizadora do nucléolo (RON) no par 7.

O comprimento dos cromossomos, incluindo o comprimento dos bragos
longo e curto (Tabela 4), sdo critérios usados para determinacdo dos indices de

Assimetria Intracromossomica (A;) e Assimetria Intercromossdomica (Ay),
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conforme proposto por Zarco (1986). Para B. ruziziensis foi observado A1=0,23
e A2=0,09, o que caracteriza um cariotipo smeétrico (Figura 2). Essa
classificagdo foi confirmada pelo indice TF (43,41%), o qua é considerado alto
guando atinge valores proximos a 50% (HUZIWARA, 1962) e pelos critérios
de Stebbins (1971)

Tabela 4 — Morfometria dos cromossomos (homologos) da B. ruziziensis: brago
longo (BL), braco curto (BC), comprimento total do cromossomo (Cti), razéo
entre bracos (RB), indice centromérico (IC), comprimento relativo dos
cromossomos (CR), comprimento total do lote haploide (CTLH), e classificacdo
dos cromossomos de acordo com Levan et al. (1964) e Guerra (1986).
Cromossomo BL BC x Ct RB IC RB IC RB CR

1 118 102 110 220 116 4639 m m m  9.68
2 152 123 137 274 124 4470 m m m 1208
3 131 101 116 232 131 4336 m m m 1022
4 121 104 113 225 117 4613 m m m 992
5 127 106 117 233 119 4556 m m m 1027
6 158 116 137 274 136 4245 m m m 1209
7 157 122 139 278 129 4368 m m m 1227
8 171 098 134 268 175 36.37 sm sm sm 1183
9 153 111 132 264 137 4214 m m m 1165

CTLH=22.69

Caridtipos mais simétricos estdo relacionados com valores de TF%
préximos de 50%, enquanto que valores mais baixos indicam assimetria.

Os indices de assimetria cariotipica tém sido extensamente utilizados
para inferir mecanismos de evolucdo cromossdmica em plantas (PASZKO,
2006). Aumentos na assimetria cariotipica sdo decorrentes de translocagoes,
inversdes e transocagbes desiguais detectdveis através da andlise do
comportamento meiético (ZARCO, 1986). Bernini e Marin Morales sugeriram
para o género Brachiaria que alteraces estruturais como delecdes e adicles e,

principalmente, poliploidia estdo envolvidas na evolugéo .
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Em B. ruziziensis, Bernini e Marin Moraes (2001) encontraram indices
semelhantes para A1=0,15 e A2= 0,07 e observaram tendéncia de assimetria em
direcdo a poliploidia em espécies do género Brachiaria através dos indices
calculados.

Segundo Stebbins (1971) caridtipos simétricos sdo compostos por
cromossomos com tamanhos aproximadamente iguais e com posicao
centromérica mediana ou submediana. Ja nos caridtipos assimétricos, o
complemento cromossdmico é constituido de cromossomos com centrémeros
em posicdo mediana a subterminal ou terminal e com grandes diferencas nos
comprimentos cromossdomicos, formando um cariétipo heterogéneo. O autor
ainda afirmou gue a evolucdo tende a assimetria, ou sgja, caribtipos simétricos
s80 considerados primitivos. Sendo um primeiro caminho para assimetria
proposto por Stebbins (1958) a formacdo de cromossomos acrocéntricos e um
segundo o incremento na diferenca de tamanho do maior para o menor

cromossomo do cari6tipo.

4, Conclusao

Por meio da determinacdo do conteldo de DNA associado com a
contagem de cromossomos foi possivel discriminar gendtipos de B. ruziziensis,
B. brizantha e B. decumbens.

B. ruziziensis apresentou formula cariotipica com 8 Cromossomos

metacéntricos e 1 submetacéntrico (8m-+21sm) e cari6tipo simétrico.
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APENDICE

APENDICE A — Médias da ANAVA da quantificacdo de DNA (pg) dos 85 gendtipos das trés espécies Brachiaria
brizantha (BB), Brachiaria decumbens (BD), Brachiaria ruziziensis (BR) e Brachiaria ruziziensis comercial (BRC e
BRCO).

M édias NUmero

Espécie sk. Conteudo de *:/Glgr g-l VaJorCC_x:'L (Mbp Cromossdmico NllvgldQe
8 al 1.42 695.20 695.20 18 2x
9 al 1.44 701.72 701.72 18 2x
65 al 1.44 704.98 704.98 18 2x
2 al 1.45 708.23 708.23 18 2x
6 al 1.45 709.05 709.05 18 2x
50 al 1.45 709.87 709.87 18 2x
4 al 1.45 709.87 709.87 18 2x
70 al 1.45 709.87 709.87 18 2x
85 al 1.45 709.87 709.87 18 2x
76 al 1.45 709.87 709.87 18 2x
30 al 1.46 711.50 711.50 18 2x
31 al 1.46 711.50 711.50 18 2x
56 al 1.46 713.94 713.94 18 2x
99 al 1.46 713.94 713.94 18 2x
55 al 1.46 713.94 713.94 18 2x
1 al 1.46 715.57 715.57 18 2x
34 al 1.46 715.57 715.57 18 2x
53 al 1.46 715.57 715.57 18 2x
75 al 1.47 716.39 716.39 18 2x
83 al 147 716.39 716.39 18 2x

ovt



APENDICE A, continuagéo

82
98
95
40
37
58
64
51
45
21
22
27
66
25
46
72
77
28
54
80
69
26
32
42
20
48
13
35
90

PRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRR

147
147
147
147
147
147
147
147
147
147
147
147
147
147
147
147
147
1.48
1.48
1.48
1.48
1.48
1.48
1.48
1.48
1.48
1.48
1.48
1.48

716.39
716.39
716.39
717.20
717.20
717.20
718.01
718.01
718.01
718.01
718.83
718.83
718.83
719.65
719.65
719.65
720.46
722.09
722.09
722.09
722.09
722.09
722.09
722.09
722.90
722.90
722.90
722.90
723.72

716.39
716.39
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717.20
717.20
717.20
718.01
718.01
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718.83
719.65
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722.90
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723.72
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18
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18
18
18
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18
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18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
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2X
2X
2X
2X
2X
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2X
2X
2X
2X
2X
2X
2X
2X
2X
2X
2X
2X
2X
2X
2X
2X
2X
2X
2X
2X
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89
86
23
71
15
97
49
73
36
29
24
3
62
16
10
84
33
7
11
92
5
52
93
41
59
96
43
BRC
BR
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1.48
1.48
1.48
1.48
1.48
1.49
1.49
1.49
1.49
1.49
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1.50
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150
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150
150
150
151
151
151
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1.52

72454
72454
725.35
725.35
725.35
727.79
727.79
728.61
728.61
730.24
731.87
731.87
731.87
733.50
734.32
734.32
734.32
734.32
735.95
735.95
736.76
738.39
739.21
739.21
740.84
741.65
741.65
744.10
744.91
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19
100
39
a4
14
ENI
BB

BRERRRR

153
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1.56
2.90
347

745.73
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763.66
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