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RESUMO

A combinacdo da citologia envolvendo o estudo dos cromossomos e
outros componentes celulares, com a genética ou estudo da heranca, faz da
citogenética uma ferramenta poderosa para explicar fenédmenos hereditarios de
dificil explicacéao por outros meios.

Explicitar a contribuicdo dessa ciéncia para o melhoramento de plantas é
descrever o préprio progresso do melhoramento nos ultimos 50 anos. Desde a
caracterizagdo de ploidias, da descricdo da meiose e mitose, a cariotipagem,
bandeamento e identificacdo de alterac6es cromossémicas, ao desenvolvimento
de linhas de adi¢ao, estudos da mutagénese e da herdabilidade por mapas de
ligacédo, a citogenética acompanhou par e passo 0s sucessos na evolugao dos
métodos de melhoramento e producdo de hibridos e variedades. Apesar da
citogenética tradicional ter perdido parte do apelo inicial, a citogenética
associada a métodos moleculares e ao rol de equipamentos sofisticados
continua a ser uma ferramenta poderosa no arsenal do melhorista
principalmente quando a planta envolvida impde barreiras como poliploidia e
infertilidade. Além disso, a citogenética é um dos belos exemplos do que a
somatéria de esforcos multidisciplinares pode fazer pelo avango do
conhecimento: assim a bioquimica, a imunologia, a genética molecular, a
microscopia eletrénica, entre outras permitiram que essa fronteira fosse

expandida a ponto de permitir a manipulacao das moléculas que compde ou sao



determinadas pelos cromossomos, quais sejam, o DNA, os RNA e as proteinas.
Com o progresso das técnicas de coloracdo € mapeamento 0 Cromossomo
exibiu variagdes inesperadas e reveladoras permitindo a compreensdo de
fendbmenos até entdo inexplicaveis.

O suporte citogenético a um programa de melhoramento como o de
braquiarias (envolvendo poliploidia, hibridacdo interespecifica e filogenia
desconhecida) tornou-se crucial ndo apenas para auxiliar na selecdo de
genitores compativeis - determinando-se o nivel de ploidia e a auséncia de
anormalidades meioticas que comprometam a viabilidade dos gametas - como
na elucidacdo de problemas de fertiidade e fecundidade na producédo de
sementes viaveis em hibridos selecionados pelo bom desenvolvimento

vegetativo.

INTRODUGAO

A combinacdo da citologia envolvendo o estudo dos cromossomos e
outros componentes celulares, com a genética ou estudo da heranca, faz da
citogenética uma ferramenta poderosa para explicar fenbmenos hereditarios de
dificil explicagdo por outros meios. Esta ciéncia é talvez um dos mais belos
exemplos do que a somatéria de esforcos multidisciplinares pode fazer pelo
avanco do conhecimento. Assim a bioquimica, a imunologia, a genética
molecular, a microscopia eletrdnica, entre outras, permitiram que essa fronteira
fosse expandida a ponto de permitir a manipulacdo das moléculas que compde
ou sdo determinadas pelos cromossomos, quais sejam, o DNA, RNA e
proteinas. Com o progresso das técnicas de coloracdo e mapeamento o
cromossomo exibiu variacbes inesperadas e reveladoras permitindo a
compreensao de fendmenos até entdo inexplicaveis.

As primeiras idéias sobre cromossomos surgiram no final do século XIX,
quando o nucleo foi identificado como a figura central das células e o principal
agente responsavel pela sua divisdo. Em 1865 Mendel publicou as leis de
heranca a partir da experimentacdo com plantas, apesar destas terem sido
reconhecidas apenas em 1900. Nos 30 anos seguintes, muito se estudou sobre



0S cromossomos e a meiose e mitose foram descritas. O inicio do século XX
trouxe rapidos avancos como a determinacdo do sexo pelo cromossomo X,
teorias de linkage e quiasmas, desenvolvimento de mapas de ligagéo.
Entretanto, foi apenas a partir dos meados do século que as técnicas se
modernizaram. Associadas a poderosos microscopios e equipamentos tornaram
possivel elucidar a molécula de DNA e a forma como esta, associada a
proteinas e diferentes RNAs agem como fonte de informacao codificada que
controla a célula e todo o organismo vivo. Estas moléculas, apesar de imensas e
complexas podem ser manipuladas hoje com relativa facilidade e confianca e até
suas atividades in vivo podem ser duplicadas em tubos de ensaio. A microscopia
eletrdnica, espectroscopia, cromatografia, eletroforese, enzimas de restricao
com agao especifica, marcadores radioativos, cultura de tecidos, fusdo de
protoplastos, e principalmente uma efusdo de novas idéias fazem da
citogenética uma ciéncia extremamente dindmica e abrangente.

Explicitar a contribuicdo dessa ciéncia para o melhoramento de plantas é
descrever o proprio progresso do melhoramento nos ultimos 50 anos. Apesar da
citogenética tradicional ter perdido parte do apelo inicial, a citogenética
associada a métodos moleculares e ao rol de equipamentos sofisticados € uma
ferramenta poderosa no arsenal do melhorista principalmente quando a planta
envolvida impde barreiras como poliploidia e infertilidade. Para facilidade de
exposicao, os tépicos a serem discutidos foram divididos em: efeitos da ploidia
sobre a reproducéo, problemas de meiose e mitose na fertilidade, relacdes entre
espécies, e biotécnicas.

NUMERO CROMOSSOMICO (PLOIDIA) E REPRODUCAO

Muitas plantas de importancia agrondmica apresentam variacdes no
namero de cromossomos, como o trigo que é hexapléide, ou a alfafa —
tetrapléide e grande parte das gramineas forrageiras tropicais, como o coloniao
(4x) e as braquidrias com grande variacdo de ploidia desde 2x até 8x. A
poliploidia esta muitas vezes associada a problemas de pareamento



cromossémico com consequiente comprometimento da fertilidade do pdélen e
formagéo de sementes.

A poliploidia é considerada como um evento comum na evolugdo das
plantas. Estimativas da freqléncia de espécies polipléides entre as
angiospermas oscilam entre 30-35% até 80% (Masterson, 1994; Soltis & Soltis,
2000). Apesar de frequente, a deteccao de poliploidizacdo nem sempre é facil.

O levantamento do numero de cromossomos caracterizou os trabalhos
preliminares de citologia. Entre as gramineas, estes sdo conhecidos em apenas
um terco (cerca de 3500) do taxon (Hunziker & Stebbins, 1986). Justamente
nesta familia a poliploidia é muito comum entre géneros e até espécies do
mesmo género. Stebbins (1985) afirma que mais de 80% dos membros sofreram
poliploidizacao durante sua evolugao histérica. As conseqiéncias mais comuns
da poliploidia sdo anormalidades meidticas devido a problemas de sinapse e
segregacao irregular de cromossomos.

No caso de gramineas forrageiras, a Setaria spachelata € um complexo
poliploide, variando de dipléide a decapldide, e foi considerada por Hacker
(1966; 1968) uma séria autotetraploide em estagio incompleto de especiacao.
No género Brachiaria, constituida por cerca de 100 espécies, a poliploidia é
freqlente entre espécies e acessos (Valle & Savidan, 1996; Penteado et al.,
2000; Bernini & Marin-Morales, 2001; Mendes-Bonato et al.,, 2002), mas ha
predominancia de tetrapléides (2n=4x=36). Detectou-se uma clara série
polipldide em B. brizantha com acessos di, tetra, penta- e hexapléides (Valle &
Glienke, 1991; Penteado et al., 2000; Risso-Pascotto et al, 2003b). Além da
variacdo em ploidia, o género é predominantemente apomitico e por essas
complicagdes e da falta de variabilidade natural em cole¢cbes de trabalho, o
melhoramento genético sé teve inicio a partir da importacdo de uma grande
colecdo africana e elucidacédo de caracteristicas basica de reproducao (Valle &
Savidan, 1996; Miles et al., 2004). Os cruzamentos sao interespecificos devido a
auséncia de acessos tetraploides sexuais entre as duas espécies de maior
importancia. Estudos recentes de hibridos interespecificos identificaram
problemas de fertilidade no pdlen devido a produtos anormais da meiose



(aneuploidia, apoptose em tétrades, eliminagdo de genoma). Apesar de
apomiticas, estas gramineas sdo pseudogamicas, portanto o endosperma
necessita fecundagdo para o bom desenvolvimento da semente. Assim, altas
taxas de inviabilidade polinica comprometem a producdo de sementes viaveis,
essenciais a adocao e dispersao de novas cultivares hibridas.

O suporte citogenético a um programa de melhoramento como o de
braquiarias tornou-se crucial ndo apenas para auxiliar na selecao de genitores
compativeis - determinando-se o nivel de ploidia e a auséncia de anormalidades
meibticas que comprometam a viabilidade dos gametas - como na elucidacao de
problemas de fecundidade e producao de sementes vidveis em hibridos

selecionados pelo bom desenvolvimento vegetativo.
COMPORTAMENTO CROMOSSOMICO (MEIOSE E MITOSE) E FERTILIDADE

A meiose caracteriza-se pela ocorréncia de uma série de eventos
mecanicos e bioquimicos que resultam na formacdo de quatro micrésporos
hapléides. A seqiéncia de eventos na meiose envolve pareamento de
cromossomos homdélogos, ocorréncia de permuta genética, formacdo de
quiasmas e segregacao cromossémica. Todos o0s eventos da meiose sao
geneticamente controlados (Golubovskaya, 1989). Mutantes mei6ticos descritos
em plantas e animais tém revelado que o processo meibtico é controlado por um
grande numero de genes que operam numa ordem hierarquica (Gottschalk &
Kaul, 1974; Baker et al., 1976; Golubovskaya, 1979, 1989). A utilizacdo de
plantas modelo como Arabidopsis thaliana incrementou a ja extensa lista de
mutantes meioticos e trouxe novas contribuicées para o entendimento da meiose
(Chaudhury et al., 1992; He et al., 1996; Hllskamp et al., 1995; Taylor et al.,
1998).

Anormalidades tipicas da poliploidia, como associacées cromossdmicas
multiplas na diacinese e presenca de univalentes, seguidas de segregacoes
irregulares nas fases posteriores, fazem do estudo do comportamento

cromossdmico uma ferramenta essencial em programas de melhoramento



envolvendo espécies e hibridos polipldides. Essas anormalidades observadas
podem novamente comprometer sensivelmente a viabilidade gamética. A andlise
detalhada do comportamento meidtico permite identificar genobtipos
problematicos que devem ser descartados como genitores no programa de
melhoramento.

Uma das consequéncias mais comuns de anormalidades meioticas €
migracao precoce dos cromossomos para os pélos na metafase e retardatérios
levando a formacdo de micronlcleos que permanecem nas tétrades mesmo
apos a dissolucdo da parede de calose e liberacdo do micrésporo. Outras
anormalidades como aderéncia dos cromossomos ou assincronia na divisao
seguida de citocinese podem gerar produtos an6malos como poliades e
micrésporos anucleados. Fusdes nucleares dao origem a sincicios e falhas na
citocinese podem originar diades ou triades ou ainda nucleos de restituicao
dando origem a gametas 2n.

Dependendo do grau de severidade das anormalidades, o resultado pode
ser completa macho-esterilidade, caracteristica de grande utilidade em
programas de melhoramento por prescindir da emasculacdo, mas podendo
comprometer um programa que dependa da fertilizagdo, como € o caso das
apomiticas pseudégamas. Dai o grande interesse e importancia do estudo do
comportamento cromossdmico no melhoramento de plantas.

As anormalidades encontradas em meiose de inUmeros acessos do
género Brachiaria sugerem ser resultantes de mutacdes, algumas das quais
ainda nao descritas em qualquer outra espécie vegetal, representando, portanto,
um material biolégico muito interessante para o entendimento do controle
genético da meiose. Num dos casos, uma possivel mutacao que afeta o “ponto
de checagem do fuso” interrompendo a segunda divisdo meiética foi detectada
em B. ruziziensis (Risso-Pascotto et al, 2003a). Brachiaria decumbens cv.
Basilisk apresentou duas formas distintas de anormalidades quando coletada em
diferentes épocas do ano: numa os micronucleos formados na primeira divisao
organizaram fusos na segunda divisdo e sofreram citocineses adicionais que

levaram a formacao de micrécitos de diferentes tamanhos. Na outra, algumas



plantas apresentaram uma anormalidade envolvendo o desenvolvimento do
gametofito masculino. As mitoses do grdo de pélen ndao seguiram o padrao
normal, comprometendo a formacdo das células vegetativa e generativa
(Mendes-Bonato et al., 2001; Risso-Pascotto et al., 2002, 2003c).

No melhoramento de alégamas como as braquiarias, possiveis mutacdes
originando macho-esterilidade em acessos e hibridos sexuais favoreceriam a
polinizagdo cruzada sem necessidade de isolamento ou emasculagdo. No
entanto, algumas destas anormalidades podem determinar a eliminacdo de
genitores nos programas de melhoramento, pois macho-esterilidade nos
acessos e hibridos apomiticos resultaria em altas taxas de sementes vazias,
pela falha na fecundagcédo dos nucleos polares e conseqliente ndo formagéao do
endosperma. Além disso, a macho esterilidade inviabilizaria o uso desses
genodtipos como futuros genitores em novos cruzamentos no programa de
melhoramento.

A grande quantidade de anormalidades originais, conjugada com a alta
frequéncia de diferentes niveis de poliploidia, sugere que o género Brachiaria
esteja, ainda, sofrendo intensamente a agcao de fatores seletivos que promovem
evolucao, mais uma razao para envolver estudos de citogenética nas atividades

do programa de melhoramento.
RELACOES ENTRE ESPECIES

A citogenética tradicional é uma ferramenta muito util no estudo de
espécies passiveis de utilizacgdo em hibridacbes dentro do programa de
melhoramento. O estudo do pareamento cromossdémico em hibridos
interespecificos permite determinar a relacdo gendmica entre espécies (Alonso
& Kimber, 1981; Crane & Sleper, 1989). Além disso, fornece um importante
ponto de partida em programas de introgressao de genes exéticos (Gale &
Miller, 1987). Muitos programas tém langado méao desta ferramenta com o
objetivo de introduzir caracteres de importancia agronémica a partir de parentais
selvagens das grandes culturas. A transferéncia é facilitada quando ha



recombinacdo de homdlogos ou homedlogos na meiose (King et al, 1998).
Afinidade de pareamento de cromossomos garante que, uma vez quebradas as
barreiras separando as espécies, os “pools” genéticos fazem livre intercambio
(Zwierzykowski et al., 1999).

Segundo Crane & Sleper (1989), com base no relacionamento entre
conjuntos cromossémicos observados em hibridos durante a meiose, pelo
menos trés hipoteses fundamentais podem ser feitas: a sinapse de
cromossomos e a formacao de quiasma estao positivamente correlacionadas a
similaridade entre sequéncias de DNA; os bracos de cromossomos fazem
sinapse independentemente, de tal forma que multivalentes possam se formar; o
padrdao de sinapse e frequéncia de formacado de quiasmas sao similares entre
homedlogos em um determinado hibrido.

A dificuldade na ampla utilizacdo dessa técnica estd no resultado da
combinacdo de dois genomas distintos num hibrido interespecifico, ou seja,
divisbes mitéticas e meidticas com grandes aberracdes. Ciclos celulares
assincronicos em mitoses de hibridos interespecificos nos estagios iniciais de
desenvolvimento do embrido foram relatados (Stutz, 1962; Gupta, 1969). No
entanto, assincronia no ritmo meio6tico é muito mais rara.

Como exemplo de estudos de relacbes entre espécies, hibridos entre
Brachiaria brizantha (B) e B. ruziziensis (R) foram estudados e a predominancia
de pareamento em bivalentes indicou a estreita relacdo entre essas espécies
(Risso-Pascotto et al., 2005). Um pequeno numero de associacoes multiplas foi
encontrada, porém esta informacao permite antever a possibilidade de transferir
genes da apomitica (B) para a sexual (R) ja que uma alta taxa de recombinacao
pode ser esperada nos hibridos. No entanto, anormalidades observadas como
segregacao cromossémica irregular e aderéncia afetaram a viabilidade do pélen:
mais de 65% dos graos eram estéreis. O mais relevante foi a citocinese anormal
indicando que os genomas parentais foram incapazes de coordenar este
fendmeno citologico. O uso desses hibridos no processo de desenvolvimento de
variedades ficou comprometido. Outro hibrido entre (R) e B. decumbens
estudado teve a meiose suspensa apdés metafase | (Risso-Pascotto et al., 2004).



Sincicios envolvendo grande numero de células foram observados em mais de
15% dos meidcitos. Citocinese anormal fracionou sincicios em produtos
meiodticos andbmalos cobertos pela parede de pdlen, apesar de conterem apenas
nucleos leptoténicos. Os meibcitos portanto receberam o sinal para entrar em
meiose mas faltou o sinal para seguir além de leptoteno. Neste caso, apesar
dessa anormalidade atingir 15% dos meid6citos no hibrido, a esterilidade do
pbélen foi completa, pois ocorreram ainda outras anormalidades ligadas a
poliploidia.

Um outro estudo citogenético interessante envolvendo estudos de
genomas e assincronia na meiose foi realizado em dois acessos pentaploides
naturais de B. brizantha (Mendes et al., 2005). O nivel pentaploide
provavelmente se deve a um evento de hibridacdo entre duas espécies nao
muito relacionadas: um apomitico tetrapléide e uma planta sexual dipléide. A
falta de afinidade entre genomas foi evidenciada pela assincronia na divisdo dos
dois genomas. O genoma hapléide permaneceu como univalente durante a
profase |, separou-se em cromatides apds a metafase e retardou-se na anafase
I. Nem sempre alcangou o pdlo em tempo de ser incluido no nucleo telofasico.
Mesmo quando alcangou, permaneceu isolado e alterou o formato do nucleo.
Esses acessos podem ser considerados alo-autotetrapléides com o genoma de
B. brizantha tetrapléide e um genoma dipléide exd6tico com pouca afinidade. Pela
similaridade em assincronia observada anteriormente em um hibrido tripléide
entre B. brizantha e B. ruziziensis (R), sugeriu-se como parental dipléide uma
planta de (R).

Em Paspalum subciliatum (Adamowski et al., 1998), provavelmente um
anfidipléide natural (2n=4x-40), também foi observado assincronia entre os dois
genomas na meiose e o0 genoma retardatario terminou eliminado. Um correlagao
positiva entre eliminagcdo de cromossomos e distancia genética entre espécies
foi relatada em Brassicaceae (Sundberg & Glimelius, 1991).

Hibridos Fi interespecificos e intergenéricos sdo normalmente estéreis
devido a genomas divergentes e cromossomos sem afinidade que podem formar

um pequeno numero de sinapses nos bivalentes. Pareamento normal de



cromossomos e fertilidade sdo recuperadas pela duplicacdo de cromossomos.
Dai a maioria de alopolipléides serem tetra- ou hexapldides (Singh, 1993).
Alopolipl6ides sdo ocasionalmente encontrados na natureza como ocorréncias
espontaneas e transientes e muito raramente como apomiticos estabelecidos
(Sybenga, 1992).

A importancia de alopolipléides para o melhoramento de plantas é
principalmente como material experimental para a analise de relacdes
gendmicas e para a introducdo de genes de interesse. No entanto, devido a
composicado desbalanceada do genoma estes tendem a ser estéreis devido a
meiose e desenvolvimento  anormais. A progénie, se houver, também
apresentara constituicdo cromossdémica anormal caso nao seja de origem
partenogénica. Dai a limitagdo do uso em programas de melhoramento como
intermediarios na transferéncia de genes ou na construcdo de sistemas
genéticos especiais. Por outro lado, a segregacao de tipos inéditos € a grande
oportunidade para selecionar progénies com combinagcdes cromossémicas

desejaveis (Sybenga, 1992).

BIOTECNICAS

Muito tem sido alardeado quanto ao valor da biotecnologia na solucdo de
problemas no melhoramento tradicional e desenvolvimento de novas variedades.
No entanto, o grande ganho em produtividade e adaptacao das novas variedade
de culturas resultou de esforgos das equipes de melhoristas. Um programa de
melhoramento em andamento pode sim usufruir das tecnologias disponiveis e
tornar mais eficiente e eficaz a selecao de genétipos, seja pela identificacao de
modo de acdo de determinados genes ou pela introgressdo de genes de
interesse e sua deteccao por mapas genémicos. Como discutido por Ramalho
(2004), o ideal é reunir as equipes de melhoristas e biotecnélogos num sélido
programa de melhoramento e redistribuir os recursos para uma atuagao
coordenada e de suporte mutuo. E com preocupacdo que o autor comenta a
reducdo no numero de profissionais treinados em melhoramento classico em

favor de interessados em métodos moleculares e engenharia genética.
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Técnicas como a fusdao de protoplastos, ou mutagénese ainda nao
causaram o impacto prometido na producao de alimentos. Portanto é prematuro
descartar o melhoramento tradicional e o suporte da citogenética na elucidacao
dos fendbmenos identificados nas progénies. O mapeamento de cromossomos e
construgcdo de mapas genéticos de ligagdo usando ou nao a sintenia entre
familias, géneros e espécies, podem se tornar muito interessantes para o
melhoramento de caracteristicas qualitativas ou oligogénicas. Para algumas
caracteristicas quantitativas de grande expressdo como valor nutritivo e
produtividade, porém, o melhoramento tradicional e a persistente acumulagao de
alelos, desde que factivel, podera resultar em cultivar melhorada de forma mais
garantida e eficiente.

Da mesma forma que melhoristas tradicionais estdo em falta,
citogeneticistas sdo também raros no meio académico e profissional. Ha,
atualmente, uma grande procura dos jovens por programas de pés-graduacao
gue abordam técnicas moleculares, em detrimento da citogenética classica, o
gue devera agravar ainda mais o panorama para o futuro préoximo.

Finalmente, a grande contribuicdo da citogenética ao melhoramento de
plantas advém da possibilidade de solucionar problemas identificados e nao
explicaveis no andamento do programa e da producdo das progénies. A
citogenética é especialmente valiosa no caso de culturas ndo domesticadas,
com ainda poucas informacdes basicas disponiveis como nimero cromossémico
e afinidade entre espécies, e onde técnicas de hibridacdo tradicionais nao

podem ser aplicadas.
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