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A aplicagao e adequacao de técnicas de pré-selecéo para identificar individuos com
caracteres de interesse possui elevada importancia junto a programas de
melhoramento genético, assim como o ganho de selegcdo nas populagdes
estudadas. Em populacdes que sobreviveram a pré-selecédo e selecdo do ambiente,
o estudo da dissimilaridade nos gendtipos é de elevada importancia, buscando
identificar e selecionar individuos superiores. O objetivo deste trabalho foi estudar o
efeito da indugdo de mutagdo quimica com o surgimento da variabilidade genética
em genotipos apomiticos de Brachiaria brizantha, com aplicacdo de pré-selegao
para toleréncia ao frio calculando-se o ganho de selegao estimado dentro e entre
populacdes, também proceder de estudos relativos a dissimilaridade dos individuos
mutantes e comerciais, apds passarem por selecdo ambiental em dois anos de
cultivo. O trabalho foi realizado, no municipio de Frederico Westphalen-RS, junto ao
Laboratério de Melhoramento Genético e Producédo de Plantas, UFSM. O estudo foi
realizado com uma populagcdo de gendtipos obtidos por indugdo quimica de Metil
Metano Sulfonado a 0,5% em 50.000 sementes de gendtipos comercias, apos
embebicdo do agente mutagénico iniciaram processo de germinagado e
desenvolvimento em baixas temperaturas, as quais em sequéncia transplantados
em condicbes de campo para exposicao a selecdo, em funcdo das condigcbes
edafoclimaticas presentes no clima em questdo. Sobreviventes aos crivos seletivos
formaram populagcdo de 35 individuos, que foram coletadas as sementes em seus
descendentes para estudos nas geragdes M2 e M3. Em condigdes de camara
controlada aplicou-se pré-selecao dos individuos nos niveis de frioa 1 °C, 0 °C, -1
°C, -2 °C e -3 °C e 0os mesmos em associacdes a -5°C para verificar a resposta dos
gendtipos, calculando-se o ganho de selegdo estimado dentre e entre populagéao.
Procedeu-se do estudo da dissimilaridade genética dos acessos em fungédo de 21
variaveis através da distancia euclediana média para verificacdo da variabilidade
genética gerada apos indugdo de mutagdo quimica e selegdo do meio sobre os
gendtipos. A pré-selegdo pode ser induzidas para selecionar individuos com pre-
disposicéo a tolerancia em todos os niveis de frio, entretanto o ganho de selegao foi
maior nos niveis de frio 0 °C e -1 °C em associagcao a frio extremo, assim entre
populagdes a geracdo M2 teve maior ganho de selecdo que a geragao M3 em
fungcdo da maior selegcdo presente. Houve elevada dissimilaridade entre gendtipos
estudados, dos 38 individuos estudados formou-se 18 grupos. Dos 35 gendtipos
mutantes, apenas um agrupou conjuntamente com as trés testemunhas comerciais,
indicando que a mutagao induziu os genoétipos a maior aclimatagao para crescimento
em baixas temperaturas e producao de inflorescéncias.

Palavras chave: Geadas. Mutagao quimica. Pré-selecdo. Selecao. Adaptacgao.
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The application and adaptation of pre-selection techniques to select individuals with
traits of interest is of high importance with the breeding programs, as well as the gain
selection in the populations studied. In populations that survived the pre-selection
and middle selection, study the dissimilarities in genotypes is of high importance in
order to identify and select superior individuals. The aim of this work is to study the
effect of chemical induction of mutation with respect to the emergence of genetic
variability in apomictic Brachiaria Brizantha genotypes, with the applying pre-
selection for cold tolerance by calculating the estimated gain of selection within and
among populations, also to behave studies on the dissimilarity of the mutants and
commercial subjects after passing the scrutiny of environmental selection in two
years of cultivation. The study was conducted in the city of Frederico Westphalen-
RS, at the Laboratory of Genetic Breeding and Plant Production, UFSM. The study
was behaved in a population of genotypes formed after chemical induction of Methyl
Methane Sulfonate 0.5% in 50.000 seeds of commercial genotypes, that after
soaking mutagen initiated germination and development process at low
temperatures, which result in transplanted to field conditions for exposure selection,
depending on the environmental conditions present in the environment in question.
Survivors to scrutiny selective formed population of 35 individuals, which seeds were
collected in his descendants for studies in M2 and M3 generations. Under conditions
of controlled chamber was applied pre-selection of individual levels of cold 1 ° C, 0 °
C,-1°Cand -2 °C and 3 ° C in the same associations at -5 ° C to verify the
response of genotypes, calculating the estimated gain selection within and among
populations. Proceeded to study the genetic dissimilarity of accesses according to 21
variables by averaging Euclidian distance to verify genetic variability generated after
chemical induction of mutation and selection of the medium on the genotypes. The
pre-selection may be induced to select individuals with predisposition to tolerance at
all levels of cold, however the selection gain was higher in the levels of cold 0 ° C
and -1 ° C in association with extreme cold, so among populations the M2 generation
had greater gain selection to the M3 generation due to higher this selection. There
was high dissimilarity among genotypes studied, the 38 subjects studied was formed
18 groups. Of the 35 mutant genotypes, only one clustered together with the three
commercial witness, indicating that the mutation induced genotypes better adaptation
to growth at low temperatures and inflorescence production.

Key-words: Frosts. Chemical. Mutation. Preselection. Adaptation.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Dendrograma formado pela método de agrupamento UPGMA, a partir da
distancia euclediana média, representando a dissimilaridade entre 35 acesso de
Brachiaria brizantha e as cultivares comerciais B. brizantha MG-5, B. brizantha Piata,
B. brizantha Marandu, formados a partir de 21 caracteres morfolégicos conduzido
em condi¢cdes de campo em clima sub-tropical, estudados durante dois anos de
cultivo, Frederico Westphalen, 2014............uuuuiiiiiiieee e e e e 53

Figura 2 - Crescimento linear de genoétipos de Brachiaria brizantha (Hochst. ex A.
Rich.) expresso em centimetros, com medidas referentes da semeadura ao
florescimento pleno, Frederico Westphalen-RS, 2014..........cooooviiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 57

Figura 3 - Crescimento linear de gendtipos de Brachiaria brizantha (Hochst. ex A.
Rich.) expresso em centimetros, com medidas referentes do rebrote ao
florescimento pleno, Frederico Westphalen-RS, 2014.............coovvviiiiiiiiiiniieee e 58

Figura 4 - Surgimento de inflorescéncias de Brachiaria brizantha (Hochst. ex A.
Rich.) expresso em unidades por parcela de avaliacdo, com medidas semanais
expressas do rebrote ao florescimento pleno, Frederico Westphalen-RS,



LISTA DE TABELAS

CAPITULO I

Tabela 1 - Comparacado entre testemunha x controle, para a variavel tolerancia ao
frio em mutantes da geragdo M2 e M3 em relagdo a testemunhas comerciais de
Brachiaria brizantha, para o nivel de 1°C e associacdo a -5°C, Frederico
WeStPhalen-RS, 2014.. . ..o e e e e e e e e e e eeann s 36

Tabela 2 - Comparacao entre testemunha x controle, para a variavel tolerancia ao
frio em mutantes da geracdo M2 e M3 em relacdo a testemunhas comerciais de
Brachiaria brizantha, para o nivel de 0°C e associacdo a -5°C, Frederico
WeStPhalen-RS, 2014 ..ot e e e e e e 37

Tabela 3 - Comparacdo entre testemunha x controle, para a variavel tolerancia ao
frio em mutantes da geracdo M2 e M3 em relacdo a testemunhas comerciais de
Brachiaria brizantha, para o nivel de -1°C e associacdo a -5°C, Frederico
QAT =211 0] g F= 1T S TR O 38

Tabela 4 - Comparacao entre testemunha x controle, para a variavel tolerancia ao
frio em mutantes da geracdo M2 e M3 em relacdo a testemunhas comerciais de
Brachiaria brizantha, para o nivel de -2°C e associacdo a -5°C, Frederico
WeStPhalen-RS, 2014, .. ... e eaa s 40

Tabela 5 - Comparacdo entre testemunha x controle, para a variavel tolerancia ao
frio em mutantes da geracdo M2 e M3 em relacdo a testemunhas comerciais de
Brachiaria brizantha, para o nivel de -3°C e associacdo a -5°C, Frederico
QAT =211 0] g F= 1T S T O P 41

Tabela 6 - Comportamento de genétipos dentro da populacdo em fungcdo dos niveis
de frio, para ganho de selecdo estimado, para NF (niveis de frio) e N.F. + Ass. -5°C
(niveis de frio associado a frio extremos de -5°C) em genatipos oriundos de indugéo
guimica de mutacdo em funcdo de testemunhas comerciais de Brachiaria brizantha,
Frederico Westphalen-RS, 2014 ........coooeiiii i 42

Tabela 7 - Comportamento de gendtipos entre populacdo de 4000 individuos em
func@o dos niveis de frio, para ganho de selecdo estimado, para NF (niveis de frio) e
N.F. + Ass. -5°C (niveis de frio associado a frio extremos de -5°C) em gendtipos
oriundos de inducdo quimica de mutacdo em funcéo de testemunhas comerciais de
Brachiaria brizantha, Frederico Westphalen-RS, 2014...........ccccoooeeiiiiiiiieeeeeeeeen, 43

Tabela 8 - Valores referentes a atributos quimicos do solo de semeadura do
experimento Frederico Westphalen-RS, 2014 ... 50

Tabela 9 - Valores referentes a contribui¢do relativa dos caracteres para divergéncia
de singh, com 21 caracteres morfolégicos em estudo, referente a populacédo formado
por individuos mutantes em geracdo M2, testemunhas Brachiaria brizantha MG-5,
Brachiaria brizantha BRS Piata, Brachiaria brizantha Marandu, em dois anos de
estudo, Frederico Westphalen, 2014 .........cooouiiii oot eeeeeees 56



SUMARIO

1 INTRODUGAO GERAL ...ttt 12
1.2 OB OEIVOS. ... 13
1.2.1 Objetivos geral ... 13
1.2.2 Objetivos eSPeCIfiCOS .........cccooiiiiiiiiiiii 14
CAPITULO | ...ttt 15
2 REVISAO DALITERATURA ..ot 15
2.1 Histoérico e origem da Brachiaria ............................cocoeiiiiiiiiiiiii i, 15
2.1.1 Descrigao botanica da braqUIAria .............cceuiieiiiiiiiiiii e 16
2.1.2 Caracteristicas morfolégicas da braquiaria.............cccccceeiiiiiiiiiii e, 17
2.2 Melhoramento de braquidria ....................oooooiiii e 17
2.2.1 Apomixia e 0 cultivo braquiaria............cccoooiiiiiiiii 19
2.3 Toler@ncia @o frio .........cooouiiii i e 20
2.4 Mecanismos para resisténcia a baixas temperaturas ........................c.......... 21
2.5 INduGa0 de MUEAGAO............. oo 22
2.6 Testes de pré-selecao e selegao aplicada...............cccccooeeeiiiiii e, 23
2.7 Analise da dissimilaridade genética e ganho de selecéo.............................. 24
2.8 Referéncias bibliograficas.................cccccoooi i, 25

CAPITULO I
3 GANHO DE SELECAO PARA TOLERANCIA AO FRIO, DENTRO E

ENTRE POPULACOES MUTANTES DE BRAQUIARIA ....................... 29
B INIOAUGAO ... e eaaen 30
3.2 Material @ MELOUOS..........oeeiiii e 32
3.3 Resultados € diSCUSSOES .........ccooiiiiiiiiiiiiiii e e e 35
B3 0001 s Lod [ 1 =7 o Y=Y 43
3.5 Referéncias bibliograficas.................ccccooiii s 44

CAPITULO I
4 VARIABILIDADE E ACLIMATACAO DE MUTANTES DE

BRAQUIARIA . ... ... e 46
Ny I 3 € Yo [ L= T TP 48
4.2 Material @ MELOUOS...........ouiiiiii e 50
4.3 Resultados € diSCUSSOES ...........ooovuiiiiiiiiiiiie e 52
O 040 Y 4 U [ 1 1= Lo T 62
4.5 Referéncias bibliograficas.................cccooooi s 62

5 CONSIDERAGOES FINAIS ............cocooviiieeeeceeeeeee e 66



1 INTRODUCAO GERAL

A partir da década de 1960 as espécies de braquiaria proporcionaram uma
verdadeira revolugcdo agrostoldégica na pecuaria nacional. Atualmente a area de
cultivo é superior a 90 milhdes de hectares, equivalente a trés vezes maior que a
area cultivada de soja, e com valores de comercializacdo de sementes que
equiparam ao mercado de sementes de milho (KARIA et al., 2006).

A busca por gendtipos aclimatados ao ambiente, com potencial produtivo que
atenda a demanda regional, e foco em producdo de alimentos de baixo custo ao
rebanho, € uma busca constante por parte de programas de melhoramento e
pecuaristas. A introducdo de pastagens cultivadas perenes, caracterizadas por
tolerancia ao frio e rpido rebrote apds a ocorréncia de geadas, seria uma
alternativa para diminuir o vazio forrageiro, causado pela auséncia de forragem junto
as pastagens naturais em alguns periodos de outono e inverno no Rio Grande do
Sul (SIMIONI et al., 1999).

O género Brachiaria constitui a mais importante forrageira dos tropicos,
desempenhando importante papel na producdo de carne e leite no Brasil, além de
viabilizar a pecuaria em solos fracos e acidos (ARAUJO et al., 2008)

Atualmente esta disponivel no mercado brasileiro maior nimero de cultivares
de B. brizantha, além de pesquisas voltadas a espécie de B. ruziziensis, as quais
sdo destinadas a integracdo lavoura-pecuéria e a adicdo de massa seca ao sistema
de semeadura direta em regides do centro-oeste brasileiro (SILVA et al., 2013).

A B. brizantha é cultivada a mais de 30 anos em climas tropicais e sub-
tropicais em diversas regides do mundo, entretanto possui maior expressao e area
de cultivo em regides tropicais nas Ameéricas. Dentre as cultivares em destaque, tém-
se a BRS Piatd e a BRS Xaraés, que aumentam sua area de cultivo frente ao
monocultivo da braquiaria cultivar Marandu (VIGNA et al., 2011).

O melhoramento genético encontra dificuldade para aumentar a variabilidade
presente em espécies do género Brachiaria. Grande parte dos gendtipos lancados
até o momento no mercado brasileiro deve-se a selecdo por variabilidade natural,
em funcdo de barreiras encontradas como a apomixia presente e diferentes niveis
de ploidia (RESENDE et al., 2008).
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Para formacdo de um programa de melhoramento deve-se formar um banco
de germoplasma com variabilidade. Estudos desenvolvidos por Muller (1927) com o
intuito de aumentar a variabilidade genética por meio de inducdo de mutacéo
quimica sao trabalhos considerados pioneiros.

A inducédo quimica de variabilidade genética é a Unica forma dos melhoristas
nao serem reféns das mutacfes que ocorrem na natureza (ALLARD, 1971). A
inducédo de mutacao caracteriza-se por promover alteracbes em sequéncias de DNA,
levando a um aumento de variabilidade dentro de uma populagéo (TAIZ e ZEIGER,
2013).

Programas de melhoramento que visam desenvolver cultivares adaptadas a
regides sub-tropicais devem partir da selecdo de gendtipos que se caracterizam pela
producdo de novas folhas e pelo crescimento em baixas temperaturas (LUDLOW,
1980). Também € importante uma elevada capacidade de afilhamento, com
destaque aos afilhos axilares (SOUZA et al., 2013). Além de modificacles,
estruturais, fisioldgicas e bioquimicas, encontradas a nivel celular (ALCAZAR et al.,
2011).

A aplicagdo de técnicas de melhoramento como pré-selecdo, estudo da
dissimilaridade, ganho de selecéo estimado dentro e entre populagdes e estudo dos
genotipos em condi¢cdes de campo, sdo ferramentas que podem vir a auxiliar na
selecdo de individuos superiores. Com os programas de melhoramento conduzidos
nas condicbes mais proximas possiveis que as cultivares irdo encontrar apds seu
langcamento (RAMALHO et al., 2012).

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivos geral

Selecionar gendtipos de braquiaria adaptados as condigdes sub-tropicais da

regiao noroeste do estado do Rio Grande do Sul.



14

1.2.2 Objetivos especificos

Encontrar metodologia adequada para avaliar o efeito da simulacdo de frio
como pré-selecdo em populacdo formada por mutantes de Brachiaria brizantha, com
avaliacdes na geracdo M2 e M3 em comparacao a testemunhas comerciais.

Avaliar os efeitos dos diferentes niveis de frio para tolerancia ao frio dos
genotipos estudados, bem como a influéncia dos diferentes niveis em associacao
ao ganho de selecéo estimado dentro e entre populagdes.

Avaliar a variabilidade genética dos individuos mutantes sobreviventes a
selecbes aplicadas na populacédo, auxiliado pelo estudo da dissimilaridade genética,
verificando o desenvolvimento dos melhores individuos em comparacdo as

testemunhas comerciais.



CAPITULO |

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Histérico e origem do género Brachiaria

O género Brachiaria pertence a tribo Paniceae, compreendendo mais de 100
espécies de regides tropicais e sub-tropicais. As mesmas sao encontradas em maior
namero no continente africano, com acessos que habitam de varzeas inundadas a
savanas. Sua introducdo nas Américas data de 1952, com as principais espécies de
importancia econdmica: Brachiaria arrecta, B. brizantha, B. decumbens, B.
dictyoneura, B. humidicola, B. mutica e B. ruziziensis (VALLE et al., 2009).

A utilizacdo das espécies de Brachiaria em sistemas de pastoreio ocorre por
pecuaristas locais a milénios, porém a semeadura e cultivo com gerenciamento
prévio teve inicio somente a partir de 1960 (ADAMOWSKI et al, 2008). O cultivo por
semeadura teve iniciou em escala limitada com area umida e litoranea na Australia
tropical, logo ap6s Africa do Sul e, em 1970, no Brasil (MILES et al., 1996).

De acordo com Miles et al., (1996), a grande expansao do cultivo no Brasil
ocorreu em funcdo das espécies de Brachiaria apresentarem boa aclimatacdo a
areas anteriormente subutilizadas, isso ocorreu pelo fato das espécies implantadas
serem tolerantes a solos de baixa fertilidade, chegando a ocupar aproximadamente
85% das pastagens cultivadas no Brasil.

No inicio da década de 1960, foi introduzido pelo International Research
Institute a cultivar australiana “Basilisk” no interior de S&o Paulo. Esta foi
considerada a primeira cultivar de Brachiaria cultivada em larga escala no Brasil. A
otima adaptacdo desse genotipo, conhecido popularmente como “braquiarinha”,
despertou o interesse de grandes projetos subsidiados pelo governo na década de
1970 (KARIA et al., 2006).

Devido a grande demanda existente por diversificagdo de pastagens tropicais,
o0 Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) liderou, entre 1984 e 1985,
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viagens de coleta no leste africano, local considerado o centro de origem Brachiaria
spp. (RESENDE et al., 2008). Acdo que proporcionou a formacéo do terceiro maior
banco de germoplasma do mundo, com 430 acessos junto a Embrapa em Campo
Grande - MS, ficando atras do ILCA na Etidpia com 520 acesso e CIAT na Colémbia
com 687 acesso (MILLES et al., 1996).

As duas espécies com maior area de cultivo sdo B. decumbens cv. Basilisk e
B. brizantha cv. Marandu, tanto no Brasil quanto nos outros paises que cultivam
braquiaria em sua base pecuaria (ADAMOWSKI et al., 2008). O monocultivo causa
aumento na mortalidade das plantas em fungéo de fatores biéticos e abioticos, com
destaque para a B. brizantha a qual ocupa aproximadamente 60% da area de cultivo
(GUARDA e GUARDA, 2014).

2.1.1 Descrigao botanica da braquiaria

B. brizantha (Hochst. ex. A. Rich) Stapf. pertence a familia Poaceae, pode vir
a ser encontada em diversas regides do mundo. Esta espécie apresenta fruto do tipo
cariopse (SILVA e FERRARI, 2012), com sementes que possuem elevados niveis de
dorméncia momentos apos a colheita (DIAS e ALVES, 2008).

De acordo com Resende et al., (2008), dos 275 acessos estudados junto ao
banco de germoplasma brasileiro de B. brizantha, a maior parte dos acessos
apresentaram apomixia do tipo Panicum, geralmente facultativa, com flores que
ocasionalmente apresentam sacos meidticos passiveis de fecundacdo e sistema
reprodutivo tido como alégamas (VALLE et al., 2009).

Estudos com dipléides férteis, encontrados no acesso brasileiro BRA-002747,
afrmam que os baixos niveis de formacdo de sementes ndo estdo ligados a
anomalias florais, estruturas dos gametas ou rejeicdo do tubo polinico, mas
provavelmente relacionada a depressao endogamica (ARAUJO et al., 2007).

Em exames microscopicos para identificacdo de sacos meiéticos, 0s mesmos
foram encontrados em 30 a 40 ovarios examinados, entretanto dificilmente as
progénies sdo encontradas em condi¢cdes de campo. Isso ocorre possivelmente pelo

fato de os genotipos apomiticos serem mais adaptados e pelo fato dos sacos
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coexistirem no mesmo ovario, com 0s sacos apospoéricos desenvolvendo-se mais

rapidamente que os meidticos (RESENDE et al., 2008).

2.1.2 Caracteristicas morfolégicas da braquiaria

A B. brizantha (Hochst. ex A. Rich.) é uma espécie perene, cespitosa,
caracterizada pela sua rusticidade e plasticidade, apresentando sobrevivéncia a
geadas (MACHADO, 2010). Sua morfologia condiz com rizomas curtos, colmos
eretos e pouco ramificados com 4 a 6 nés presentes, ndo emitindo raizes
adventicias junto aos nos, folhas de glabras a pubescentes, com laminas foliares
agudas com 5 a 30 cm de comprimento e 0,6 a 1,6 cm de largura. Quando
totalmente desenvolvida, tem o hébito de formacdo de touceiras, atingindo
dimensdes de dois metros de altura, possuindo boa tolerancia a condicbes de secas
como frias (BRITO e RODELLA, 2002).

N&o existe chave adequada para classificacdo de espécies de Brachiaria,
entretanto podemos citar caracteristicas eficientes para isso, como a forma do
contorno da espigueta, a forma tridimensional da espigueta, o comprimento relativo
da gluma inferior, a forma da gluma inferior, 0 nimero de racemos e a forma da
raquis (MILES et al., 1998). Para discriminacdo de Brachiaria brizantha em relacéo a
outras espécies os caracteres reprodutivos foram os mais eficientes (ASSIS et al.,
2003).

2.2 Melhoramento de braquiaria

A cultura da braquiaria agregou acréscimo produtivo para a pecuaria
brasileira, levando o Brasil a posicdo de maior produtor, consumidor e exportador de
sementes do género (DIAS e ALVES 2008).

O melhorista de plantas tem como base de seu trabalho a variabilidade
genética, buscando genoétipos que apresentem caracteristicas de interesse que

superam as médias. Entretanto, entre os crivos seletivos que as populacdes estédo
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sujeitas, a selecdo ndo cria variabilidade genética, somente atua na variabilidade
existente (ALLARD, 1971).

Para geracdo de variabilidade os programas de melhoramento encontram
dificuldades com a presenca de apomixia e os diferentes niveis de ploidia presentes
nos acessos. Atualmente, programas de melhoramento brasileiros buscam identificar
genotipos dipléides de reproducdo sexual, a fim de induzir cruzamentos com
individuos apomiticos, gerando variabilidade e selecionando-se individuos
apomiticos para lancamento de cultivares (RESENDE et al., 2008).

Os dois maiores programas de melhoramento genético de braquiaria nos
tropicos pertencem ao CIAT e a Embrapa. Com pesquisas voltadas a producao de
hibridos gerados de material de B. ruziziensis, cujos cromossomos foram duplicados
na Bélgica na década de 1980 e do acesso BRA-002747, cujos cromossomos foram
duplicados nos anos 2000, apds as plantas tornarem-se tetrapldides e confirmacao
de serem sexuais e férteis (KARIA et al., 2006).

No inicio do estudo de inducdo de poliploidia, acreditava-se em uma
verdadeira revolugéo, visto que individuos gerados apresentariam maiores nimeros
de cromossomos e produziriam maiores 6rgdo vegetativos, com adaptacdo ao
ambiente. No entanto observagdes em condigcfes de campo, identificaram que o
desempenho dos gendtipos modificados pode vir a ser inferior a individuos com
menor numero de ploidia, justificavel pelos longo periodo de adaptacdo na escala
evolutiva para sua conformacao genética (WITTMANN e DALL’AGNOL, 2003).

Para o melhoramento de braquidria com as caracteristicas combinadas em
nova cultivar, € interessante proceder cruzamentos artificiais entre individuos
apomiticos e plantas sexuais. Entretanto para viabilizar esses cruzamentos €
necessario a uniformizacdo da ploidia dos genitores, podendo ser obtida pela
haploidizacao de tetrapléides ou duplicagéo de diploides (PEREIRA et al., 2012).

Atualmente os programas de melhoramento trabalham com gendétipos sexuais
para introduzir em novas cultivares genes de resisténcia a determinado insetos ou
doencas. ApOs, cruza-se com gendtipos elite apomiticos e seleciona-se na
segregacao individuos que incorporaram as caracteristicas de interesse associadas
a comportamento apomitico (RESENDE et al., 2008).

A inducéo de variabilidade genética através da inducdo quimica pode vir a ser
uma alternativa viavel para fixar nos genotipos caracteristicas de interesse. Com

base na afirmacdo de que o0s genotipos apomiticos de B. brizantha podem
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apresentar menor variabilidade genética que muitas espécies autdgamas (AMBIEL
et al., 2008). De acordo com trabalho desenvolvido por Coimbra et al., (2004), gerou-
se variabilidade genética para caracteres de interesse na cultura da aveia com
indugéo quimica e fisica de agente mutagénico.

Em relag&do ao registro de novas cultivares as mesmas devem distinguir-se
das cultivares registradas e comercializadas, por minimo numero de descritores,
além de caracteristicas inerentes a homogeneidade e estabilidade (BRASIL, 2011).
Demonstrando qualidades que atendam as exigéncias dos critérios minimos que o
mercado exige (BOREM e MIRANDA, 2009).

2.2.1 Apomixia e o cultivo braquiaria

A palavra apomixia vem do idioma grego, que significa “sem mistura”, em
referéncia ao embrido ser produzido sem a fusdo dos gametas femininos e
masculinos, com a progénie descrita como um clone da planta mae. Assim tem-se o
embrido resultante do desenvolvimento autbnomo da oosfera (KARIA et al., 2006).

A apomixia pode ocorrer através de gemas vegetativas, bulbilhos e
proliferagéo no lugar de flores ou inflorescéncias, podendo vir a ser definida como a
reproducdo vegetativa que substitui o método sexual (STEBBINS, 1941). Em
braquiaria a apomixia é tida como facultativa, proporcionando que algumas flores
reproduzam-se sexualmente, entretanto em baixas frequéncias (VALLE et al., 2009).

A maior parte das plantas superiores apresentam reproducdo sexual com
unido dos gametas através do processo de meiose e fertilizacdo, gerando
recombinacdo génica e variabilidade genética. Entretanto, em algumas espécies de
plantas esse processo ndo ocorre para a formagao das sementes e sim um processo
assexual denominado apomixia, formando individuos idénticos a planta mae (CRUZ
et al., 1998).

As plantas apomiticas ndo necessitam de polinizacdo para formar sementes
viaveis, porém pode ocorrer apomixia e reproducdo sexual simultaneamente num
mesmo 6vulo ou planta. As espécies da familia Poaceae sao apomiticas facultativas,

podendo combinar apomixia e reproducao sexual (ASKER, 1979).
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O processo de apomixia gera sementes as quais contém embriées puramente
maternos, originados por uma “fuga” da reducdo meidtica e pela formacdo do
embrido na auséncia de fertilizacdo. No entretanto o processo pode utilizar-se do
guadro de desenvolvimento existente para a producéo sexual, com os dois tipos de
processos existindo simultaneamente em 6vulos (KOLTUNOW, 1993).

Nos acessos de Brachiaria polipléides o saco embrionério é do tipo Panicum
com origem aposporica e meioticamente ndo reduzido. JA em acessos sexuais
dipléides, o saco embrionario formado € do tipo Polygonum. Entretanto, as plantas
apomiticas apresentam saco embriondrio aposporico e apomitico, caracterizando-se
como apomixia facultativa (ARAUJO et al., 2004).

Segundo Asker (1979), dentre as vantagens da apomixia, tem-se a de nao
ocorrer problemas relativos a distarbios meidticos, como a poliploidia com formacao
de triploides, além da fixacdo da homozigose independente da geracdo a qual
seleciona-se, com os individuos sendo idénticos a planta mé&e, ndo ocorrendo
recombinacao.

A auséncia total ou parcial da recombinacdo génica e a baixa variabilidade
sdo os principais entraves para o melhoramento de espécies apomiticas. Contudo, a
variabilidade pode ser induzida via cruzamento entre espécies apomiticas e néo
apomiticas desde que apresentem pariedade genética com relacdo a ploidia,
podendo também realizar-se inducdo de mutacdo ou selecdo de mutacOes

espontaneas que ocorrem na natureza (CRUZ et al., 1998).

2.3 Tolerancia ao frio

A regido sul do Brasil, apresenta microrregides onde as temperaturas médias
minimas ficam préximas aos 6 °C. As geadas ocorrem com frequéncia nos meses de
inverno, com intensidade e periodo de ocorréncia variavel (SOUZA et al., 2013).
Geada consiste na deposicao de gelo em objetos expostos durante a noite, onde o
desequilibrio entre solugdes extracelular e intracelular proporcionam desidratacdo da
ruptura da membrana plasméatica (PEREIRA et al., 2002).

O estadio de maior susceptibilidade das plantas ao frio € o de plantula, com o

vigor das mesmas e a velocidade de crescimento podendo ser considerado um
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mecanismos de escape. O maior numero de afilhos com destaque aos afilhos
axilares também sdo estruturas de adaptacao das plantas (SOUZA et al., 2013).

A resisténcia ao frio, geralmente € associada a quantidade de dano foliar e a
sobrevivéncia das plantas em condi¢cdes de campo. Em gramineas tropicais, por
exemplo, a baixa aclimatagcdo pode estar associado com a incapacidade de
producao de novas folhas nessas condi¢cées (LUDLOW, 1980).

O fendtipo € influenciado por caracteristicas genéticas associadas a pressao
ambiental. Deste modo, a expressdo génica pode estar associada a atribuicdo de
genes especificos que sdo induzidos apenas em algumas células e momentos, se
houver estimulo para o mesmo (RAMALHO et al., 2012).

Para tolerancia ao frio, a melhor forma de verificacdo do efeito sobre os
gendtipos é a associacdo das espécies forrageiras em condicbes de campo.
Segundo Allard (1971), as populacdes estdo sujeitas a selecdo ambiental que
favorecem individuos mais adaptados, com maior capacidade de deixar
descendentes, proporcionando ganho de selecdo para as caracteristicas de

interesse.

2.4 Mecanismos para resisténcia a baixas temperaturas

A aclimatacdo de plantas consistem em mecanisSmos que as mesmas
desenvolvem para adaptacédo as condigcdes ambientais. Tanto o ambiente quanto o
genotipo exercem papel fundamental na expressao fenotipica, com os programas de
melhoramento devendo ser conduzidos nas condicdes mais préximas que 0s
descendentes irdo encontrar, de modo a apresentarem maiores chances de sucesso
(RAMALHO et al., 2012).

A resisténcia ao frio pode estar associada a modificacbes de estruturas ao
nivel celular, mecanismos bioquimicos e fisioldgicos, os quais podem vir a condizer
com a acumulacg&o de agucares sollveis e aminoacidos (ALCAZAR et al., 2011).

Temperaturas baixas alteram as propriedades fisicas dos lipidios, levando a
um aumento na rigidez da membrana, com a ativacdo de genes especificos. A
sinalizacdo de baixas temperaturas € regulada através de ions calcio, acido

abscisico, proteinas especificas, cinases e fosfatases (TAIZ e ZEIGER, 2013).
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As espécies tropicais apresentam tolerancia ao frio moderada, em funcdo da
limitada capacidade de endurecimento das paredes celulares. Pequenas diferencas,
de aproximadamente 0,5 °C podem ser decisivas na morte ou sobrevivéncia dos
tecidos (LUDLOW, 1980).

2.5 Indugao de mutagao

A origem da variabilidade genética sdo as mutagcdes, as quais correspondem
a mudancas herdaveis, servindo de matéria prima para o melhoramento genético e a
evolucao, elas agem junto ao nucleotideos dos genes provocando alteracdes
herdaveis junto aos mesmo, dando origem na maioria das vezes a um novo fenoétipo
(RAMALHO et al., 2012).

As mutacdes ocorrem espontaneamente na natureza, sendo consideradas o
principal fator responsavel pela modificacdo e evolucdo dos genotipos. Contudo as
mutagOes em condi¢des naturais ocorrem em uma baixa frequéncia. Deste modo, a
inducdo de mutacdo pode ser considerada uma ferramenta para aumentar as
chances de encontrar genoétipos com mutacdes de interesse. De acordo com Allard
(1971), a indugdo de mutacdes é a unica forma dos melhoristas de plantas nao
dependerem somente da natureza.

Em trabalho desenvolvido por Coimbra et al., (2004) com inducdo de mutacgéo
fisica e quimica em aveia, 0os agentes mutagénicos fisico (raios gama-*Co) e
guimicos (etilmetanossulfonato-EMS), nas dosagens 100 Gy e 0,5 %,
respectivamente, revelaram maiores graus de divergéncia genética.

No comeco do século passado tornou-se consenso entre 0s cientistas a
existéncia e a importancia das mutacfes para a evolucdo das plantas. Estudos
posteriores foram realizados para a inducao artificial de mutacdes, com o intuito de
acelerar o processo, agregando caracteristicas desejaveis as plantas (MULLER,
1927).

As mutagdes podem ser classificadas como mutagdes de substituicdo de
bases, silenciosas, sentido errado, sem sentido, adicdo ou delecdo de bases
(RAMALHO et al., 2012). Quando induzidas, as mesmas ndo sao controladas,

podendo ocorrer em qualquer parte do germoplasma. As principais mutacdes
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relatadas junto a literatura, correspondem a alteracées em caracteristicas facilmente
mensuraveis, tais como mutacdes a nivel de cloroplastos, carater ando ou gigante,
tamanho ou forma de inflorescéncias, tipos precoce ou tardio. Enquanto que com
baixa herdabilidade, como tolerancia ao calor e frio, s&o pouco publicados (ALLARD,
1971).

2.6 Testes de pré-selegao

Com a aplicacdo de pré-selecdo em populacéo inicial, identifica-se individuos
com possivel tolerancia a caracteristica de interesse e, principalmente, elimina-se os
individuos com grande suscetibilidade. O estagio de plantula € o mais sensivel a
baixas temperaturas (SOUZA et al., 2013).

Segundo Oliveira et al.,, (2013), é de extrema importancia que o
desenvolvimento de novas cultivares em um programa de melhoramento genético
para tolerancia a determinado estresse abibtico seja realizado com rapidez e
eficiéncia. Dentre as vantagens da utilizacdo de selecao artificial est4 a certeza da
presenca do evento que proporcionara o estresse, o qual pode néo ocorrer durante
determinado periodo de avaliacdo ou ndo ocorrer repetibilidade do mesmo, como a
ocorréncia de geadas.

A Brachiaria spp. apresenta-se com estrutura reprodutiva de planta albgamas,
mas em funcdo da apomixia pode expressar-se com maior homozigose do que
algumas plantas autégamas (AMBIEL et al., 2008). A selecdo em plantas de
braquiaria apomiticas pode ser efetuada em qualquer geracao, pois os individuos
apresentam elevada homozigose por serem clones da planta mae (RESENDE et al.,
2008).

De acordo com Allard (1971) no melhoramento de plantas autbgamas, a
selecdo deve ocorrer apenas na quinta geracao apés o cruzamento artificial de dois
pais. Deste modo, mantém-se a maior variabilidade possivel e aumentam as
chances de encontrar genoétipos de interesse.

Em braquiarias apomiticas utilizar a pré-selecdo em fase inicial pode ser
considerada uma técnica eficaz, com a qual o melhorista pode diminuir esforcos

humanos e financeiros, além de poder conduzir popula¢gdes de igual tamanho com
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maiores chances de sucesso. O melhoramento de plantas, deve ser aprimorado
para realizacdo de procedimentos cada vez mais rapidos, com menores custos e
elevada eficiéncia (BOREM e MIRANDA, 2009).

A pré-selecdo pode ser um mecanismo de grande interesse para 0sS
programas de melhoramento, pois eliminam os individuos mais suscetiveis, porém
nao substitui o melhoramento nas condicdes ambientais. Selecionar plantas
forrageiras com crescimento em baixas temperatura, traz beneficios como a
tolerancia a geada (LUDLOW, 1980).

2.7 Analise da dissimilaridade genética e ganho de selegao

A diversidade genética e o nivel de diferenciacdo existente entre populacdes
sdo essenciais para definicho dos estoques genéticos, apresentando-se em
associacdo com a capacidade natural das mesmas em responder a mudancas
climéticas associadas a estresses bidticos e abibticos (CRUZ, 2005).

Uma maneira de medir a variabilidade de uma populagdo em relagdo a um
carater qualquer é através da utilizacdo da variancia. Deste modo, as diferencas
genéticas sao representadas pela variancia genética, e o efeito do ambiente mais a
segregacao e recombinacdo dos genes representam a variancia fenotipica
(CARVALHO et al., 2001).

A braquiarias possuem estrutura reprodutiva de espécies alégamas (VALLE et
al., 2009), porém devido a presenca da apomixia, as mesmas caracterizam-se por
maior homozigose que espécies autégamas (AMBIEL, 2008). Em clones
homozigotos podemos calcular o ganho de sele¢do estimado através do estudo da
variancia genotipica e da variancia fenotipica (VENCOVSKY e BARRIGA, 1992).

Em uma populacdo, a realizacdo da selecdo ou descarte dos gendétipos é
facilmente procedido, quando existem grandes diferencas na expressao fenotipica.
Ha maiores chances de escolha de bons genétipos se a expressao fenotipica for
confiavel e condizente com os valores genotipicos (CRUZ, 2005).

A analise de agrupamento tem por finalidade reunir critérios de classificagao,
de tal modo que haja elevada homogeneidade dentro do grupo e heterogeneidade

entre grupos, segundo critérios de similaridade ou dissimilaridade. Desta maneira,
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procura-se identificar combinacdes hibridas com elevada heterozigose, com

possibilidade de recuperacéo de genotipos superiores (CRUZ et al., 2004).
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CAPITULO I

3 GANHO DE SELEGAO PARA TOLERANCIA AO FRIO, DENTRO E
ENTRE POPULAGOES MUTANTES DE BRAQUIARIA

RESUMO: A pecuaria brasileira é destaque mundial, considerada uma das principais
atividades econdmicas do Brasil. Entretanto a area de pastagens teve avango
consideravel com a introdugdo de espécies de Brachiaria, proporcionando nas
décadas posteriores uma revolugédo agrostologica para o setor. Dentre os problemas
enfrentados o baixo numero de cultivares, que ocupam grandes extensdes de
cultivo, e a dificuldade de langamento de novos gendtipos em fungdo da apomixia
presente na maior parte do banco de germoplasma. Os objetivos do trabalho, visam
elucidar a avaliagao da populagado de mutantes de Brachiaria brizantha submetidas a
pré-selecao artificial de diferentes niveis de frio, em comparagao entre individuos de
geracao M2 e M3 e avaliagbes condizentes a variabilidade genética presente dentro
e entre as populagdes. As avaliagbes foram realizadas em 4000 individuos,
selecionados manualmente para identificagdo de individuos com endosperma
totalmente formado, dentre os quais oriundos e correspondentes a populagdo M1,
M2 e testemunhas Brachiaria brizantha BRS Piata, Brachiaria brizantha Marandu.
Foi realizada a pré-selecao dos individuos em diferentes niveis de frio a 1°C, 0°C, -
1°C, -2°C e -3°C e 0s mesmos em associagoes a -5°C para verificar a resposta dos
genotipos a pré-selecéo ao frio. Procedeu-se o ganho de selegéo estimado dentre e
entre populagdo dos gendtipos. A indugcdo de mutagao quimica, gerou variabilidade
genética para individuos de Brachiaria brizantha, o maior ganho de selegédo foi
encontrado para nivel de frio em 0°C, em associagao para o nivel -1°C, dentro da
populagdo a associagdo com o frio extremo, proporcionou maior ganho de selegao
estimado, entre populacido a geragao M3 revelou menores valores que a M2.

Palavras chave: Variabilidade; apomixia, ploidia; adaptagdo, melhoramento.
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GAIN OF SELECTION FOR COLD TOLERANCE, AMONG AND
BETWEEN MUTANT POPULATIONS OF BRACHIARIA

ABSTRACT: The Brazilian livestock is global prominence, considered one of the
main economic activities of Brazil. However the area of pastures had considerable
advance with the introduction of Brachiaria species, providing in later decades one
agrostoldgica revolution for the sector. Among the problems facing the low number of
cultivars, that occupy large tracts of farming, and the difficulty of launching new
genotypes according to the present apomixis most of the germplasm bank. The
objectives aim to elucidate the population estimate of mutants Brachiaria brizantha
submitted to artificial pre-selection of different levels of cold, in compared between
individuals of generation M2 and M3 and consistent reviews the genetic variability
among and between the populations.The evaluations were conducted in 4000
individuals, manually selected for identifying individuals with endosperm fully formed,
among whom come and corresponding to M1, M2 and witnesses Brachiaria
brizantha BRS Piata, Brachiaria brizantha Marandu population. The pre-selection of
individuals was performed at different levels of cold1°C,0°C, -1 °Cand -2 ° C and
3 ° C in the same associations at -5 ° C to verify response of genotypes to preset the
cold. Proceeded to gain selection estimated among and between populations of
genotypes. The chemical induction of mutation generated genetic variability for
individuals Brachiaria brizantha, the largest selection gain was found for level of cold
0 ° C, in association to level -1 ° C, among the population the association with
extreme cold, the major gain selection estimated between population generation M3
showed lower values than M2.

Keywords: Variability. Apomixis. Ploidy. Adaptation. Improvement.

3.1 Introducao

O Brasil é destaque mundial na criacdo de bovinos de corte, apresenta
constante desenvolvimento e crescimento do setor produtivo, com condi¢cbes
edafocliméticas favoraveis ao desenvolvimento das pastagens, principal fonte
alimentar para a bovinocultura de corte e leite (SILVA et al.,, 2013). Variacbes na
producéo e qualidade das forrageiras destacam-se como 0s principais limitadores na
produtividade do rebanho bovino brasileiro (MARANHAO et. al., 2010).

Buscam-se nos programas de melhoramento de espécies forrageiras,
desenvolver genotipos com elevada adaptacdo, producdo e rusticidade, com

caracteristicas de facil adaptacdo as adversidades climaticas e ambientais,
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relacionadas ao cultivo. A introducédo do género Brachiaria nas Américas aconteceu
a partir de 1952, as principais espécies com importancia econémica do género
encontradas nas Ameéricas sdo: B. arrecta; B. brizantha; B. decumbens; B.
dictyoneura; B. humidicola; B. muticae e B. ruziziensis com origem do leste da Africa
(VALLE et al., 2009).

As espécies de braquiaria sdo cultivadas em todo territdrio nacional,
entretanto apesar de serem recomendados cultivos em regibes tropicais,
comumente sdo encontradas em pastagens na regiao sul, motivado pela busca dos
produtores por espécies forrageiras que apresentam facil adaptacdo e manejo. Um
dos problemas enfrentados nesses cultivos € a ocorréncia de geadas, as quais
impedem o crescimento e producdo de fitomassa durante o periodo de inverno.
Destacando-se que as espécies do género apresentam grande capacidade de
adaptacao a varias condicfes edafoclimaticas (COSTA et al., 2007).

As cultivares de B. brizantha sdo predominantemente tetrapldides e
apomiticas, trazendo baixa variabilidade para o género (ASSIS et al., 2003). Dentre
estudos procedidos em Campo Grande junto ao banco de germoplasma brasileiro
pode corroborar com essa afirmag&o, num universo de estudo correspondente a 222
acessos de B. brizantha, as amostras de individuos com nivel de ploidia de 2n, 3n,
4n, 5n e 6n, com 70% dos acessos serem correspondentes a individuos tetraploides.
Com relacdo ao modo de reproducdo, de 275 acessos estudados apenas um
expressou-se com reproducdo sexual, o restante corresponde a predominancia da
apomixia para a espécie (RESENDE et al., 2008).

ModificacBes morfoldgicas como habito de crescimento, presenca de tricomas
estdo relacionados a capacidade de aclimatacdo das espécies, entretanto o
aumento da tolerancia ao frio e a geadas expressam dependéncia das condicdes
climaticas que as plantas foram submetidas em periodo anterior, com o estadio de
maior susceptibilidade ao frio correspondente ao de plantulas (SOUZA et al., 2013).
Entretanto a tolerancia ao frio pode estar associada a modificacfes estruturais,
fisiologicas e bioquimica a nivel celular expressa pelo acamulo de agucares soluveis
e aminoacidos (ALCAZAR et al., 2011), atividade enzimatica, proteinas anti
congelamento e mudanca para com a composicao lipidica do individuo (WANG et
al., 2006).

Nas primeiras décadas do século XX a sociedade cientifica verificou a

ocorréncia de mutacdes naturais, as quais procedem modificacbes ao DNA das
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plantas. Em trabalhos desenvolvidos Muller (1927), iniciou estudos com mutac¢oes
induzidas para aumentar as frequéncias de mutacdes, objetivando buscar o
aprimoramento de caracteristicas desejaveis as plantas. Alguns anos apés Allard
(1971) afirma que as mutac6es induzidas sdo a Unica esperanca dos melhoristas de
plantas para livrar-se da dependéncia unicamente da natureza e acelerar o processo
de ampliacdo da variabilidade genética..

As variacdes ocorrem no decorrer do tempo por mutacdes, as quais ocorrem
em frequéncias muito baixas na natureza. A utilizacdo do agente mutagénico MMS
(Metil Metano Sulfonado) é uma técnica empregada em espécies agronémicas para
aumentar a variabilidade dentro de uma mesma popula¢do. Os individuos que se
encontram com alteracfes especificas na sua sequéncia de DNA sdo denominados
mutantes (TAIZ e ZEIGER, 2013).

Neste trabalho, foi proposta uma metodologia para avaliar o efeito da
simulacdo de diferentes niveis de frio, em populacdo de mutantes de Brachiaria
brizantha com avaliagbes na geracdo M2 e M3 em comparacdo a testemunhas
comerciais. Avaliando-se a variabilidade dos efeitos da pré-selecédo para tolerancia
ao frio, a influéncia dos diferentes niveis e associacfes de frio sob as respostas a
tolerdncia e o ganho de sele¢do estimado dentro e entre populacbes, para as

geracdes de mutantes em comparacao as cultivares comerciais.

3.2 Material e métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Melhoramento Genético e
Produgdo de Plantas na Universidade Federal de Santa Maria, Frederico
Westphalen — RS nas coordenadas 27°23'26” latitude sul, 53°25'43” longitude oeste
e altitude de 461,3 metros. O solo é classificado como Latossolo Alumino Férrico,
clima descrito por Kdppen como do tipo 3, ou seja, subtropical umido, com
precipitacdo média anual de 2.100 mm.

Utilizaram-se 50 mil sementes da testemunha comercial B. brizantha cv.
Marandu adquirida em estabelecimento comercial no comércio de Campo Grande-
MS, para inducédo de agente mutagénico Metil Metano Sulfonado (MMS) os quais

procedeu-se da indugcdo na concentracédo de 0,5% conforme metodologia utilizadas



33

por Coimbra et al., (2004), na dosagem a qual o mesmo encontrou maior
variabilidade genética para a cultura da aveia.

Posteriormente apdés a inducdo das sementes e inicio da germinacéo
procedeu-se da selecdo a baixa temperatura a 0°C, procedendo-se da selecao de
plantulas normais e com tolerancia ao frio para formacdo de uma populacdo com
variabilidade para selecdo de novos individuos tolerantes ao frio. Dando origem a
populacdo segregante MO, a qual foi semeada em condicbes de campo com
posterior colheita para avancgo de geracoes.

Com o avancgo de geracoes, foi procedida a avaliacdo em sementes coletadas
na geracdo M1 e M2, coletando-se um “bulk” de sementes disponiveis para a
mesma nas geracfes de estudo. Apos procedendo-se de homogeneizacdo das
sementes para avaliar o quanto de selecédo pode ser atribuido a indugdo quimica da
variabilidade no avanco das geracgfes, verificando-se também o comportamento dos
diferentes niveis de frio, na selecéo artificial de gendtipos tolerantes.

As sementes coletadas nessas geracbes, geraram individuos
correspondentes a plantulas em geracdo M2 e M3, induzindo-se nos mesmos a pré-
selecdo por diferentes niveis de frio simulado, para verificacdo do comportamento
dos gendtipos frente a tolerancia ao frio. Procedeu-se o estudo em cinco diferentes
niveis de frio, 1° C, 0° C, -1° C, -2° C e -3° C, e ap0s induc¢éo ao frio extremo de -5°
C para todos os tratamentos.

Procedeu-se da utilizacdo de 4000 individuos dentre os quais oriundos e
correspondentes a populacdo M1 (1000), M2 (1000) e testemunhas comerciais BRS
Piata (1000), Marandu (1000), devidamente selecionadas nas mesmas condi¢des de
amostragem, para fazer-se presente o principio da casualizacdo. Para cada nivel de
frio estudado procedeu-se da utilizacdo de 200 sementes, totalizando 80 unidades
experimentais compostas de 50 sementes cada.

O planejamento experimental condiz com a utilizacdo de sementes colhidas
na populacdo M1 e M2 do banco de germoplasma do Laboratério de Melhoramento
Genético e Producdo de Plantas, as quais colhidas respectivamente no ano de
2012/2013, com pré-selecdo aplicada em condic6es de laboratério a partir do dia
07/05/2013.

Para conducdo do experimento foram utilizadas caixas UHT de area de 1000
cm?, as quais devidamente esterilizadas com imersdo em hipoclorito de sédio na

concentracdo de 2% por periodo de meia hora, apds esterilizagdo com alcool na
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concentracédo de 70%. O substrato para instalagdo do experimento foi composto por
50% do volume de substrato comercial com especificacbes de pH com 6,5 e
densidade de massa de 500 kg m3, com os 50% do volume restante condizente a
solo coletado em horizonte superficial de 20 cm em lavoura comercial,
compreendido como um Latossolo Alumino Férrico.

Apés a mistura e alocacdo do substrato nas unidades experimentais,
procedeu-se da saturacdo do mesmo com agua destilada até o mesmo atingir a
capacidade de campo, procedendo-se da perfuracdo das caixas para drenagem do
excesso de agua. Com semeadura de 50 sementes selecionadas por unidade
experimental.

As sementes utilizadas foram avaliadas individualmente, procedendo-se o
fornecimento de pressdo manual individualmente por sementes, com o intuito de
proceder selecdo em individuos com endosperma totalmente cheio, proporcionando
maior padronizacdo para qualidade das sementes. Para superacdo da dorméncia
procedeu-se da superacdo quimica da mesma com a utilizacdo de nitrato de
potassio na concentragéo de 0,2% (BRASIL, 2009).

Conforme metodologia de avaliacdo aplicada para selecdo de individuos
superiores, a mesma favoreceu em condi¢cées de “bulk” selecionar individuos que
sobreviveram a pressdo de selecdo ambiental, correspondendo as condicGes
edafoclimaticas, mais precisamente a formacdo de geadas, juntamente com essa
caracteristica selecionando-se em maior propor¢do individuos que apresentam
maior capacidade de producdo de sementes e sementes com endosperma
completamente desenvolvido, aplicando-se essas caracteristicas na populacdo de
individuos com o avanco de geracdes para identificacdo dos superiores.

AplGs a semeadura as unidades experimentais foram conduzidas em camera
de germinacdo controlada, procedendo-se casualiza¢do diaria para diminuicdo dos
fatores de interferéncia, as temperaturas foram utilizadas de maneira alternada de
35 °C por um periodo diurno de 8 horas e 20 °C por um periodo noturno de 16 horas
(BRASIL, 2009), até o sétimo dia, para favorecer a superacdo de dorméncia das
sementes.

Apoés procedeu-se da estabilidade da temperatura a 20 °C até o 21° D.A.S.
(dias apdés semeadura), realizando a contagem da emergéncia e submeteu-se as
plantulas aos diferentes tratamentos de associacdes em niveis de frio. Ao 26° D.A.S.

realizou-se a contagem para verificar o efeito dos diferentes niveis de frio no
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percentual de sobrevivéncia aos diferentes tratamentos. ApOs mensuracdo
procedeu-se do procedimento de submeter todos os tratamentos a choque final de
frio de -5°C, os quais associam-se aos diferentes tratamentos, procedendo-se da
contagem de plantas sobreviventes ao 31° D.A.S.

Os dados analisados condizem ao indice de sobrevivéncia dos individuos,
apos os niveis de frio empregados com contagem no 26° D.A.S. e niveis de frio
extremo associado para todos os tratamentos, no 31° D.A.S. de avaliagcdo, em

relacdo a germinacdo final aos 21 D.A.S. Expresso pela formula:

26 DAS IS_ 31 DAS
21 DAS 21 DAS

is=

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos de Federer,
considerando cada individuo com interesse para o estudo como Unico e sem
repeticdo. Com a constatacao de diferencas minimas significativas mutantes vs
testemunha, passaram-se as analises complementares. Foram realizadas as
analises de ganho de selecdo dos mutantes avaliando a variabilidade presente e a
influéncia da selecdo ambiental, do melhorista e mutacdes sobre a populacéo.

O ganho de sele¢do estimado foi expresso pela formula:

GSE=h.s2.i

Com GSE correspondente ao ganho de selecéo estimado, h = herdabilidade,
s2G = variancia genética, i = indice de selecao correspondente a 0,1 para todos os
tratamentos.

Os dados foram submetidos a analise de variacdo pelo teste f, conforme
modelo proposto por Federer, considerando-se as testemunhas como fixas,
procedendo-se a comparacao da variancia das testemunhas vs mutantes atraves da

diferenca minima significativa para cada nivel de frio.

3.3 Resultados e discussoes

A andlise de variacao revelou efeito significativo para nivel de frio de 1°C em
associacdo a -5°C para efeito de repeticdes e teste x controles, para a temperatura

ao nivel de -1°C ocorreu efeito para controles, em -2°C com associacdo a -5°C
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houve efeito significativo para tratamentos, testes e testes x controles, para o nivel -
3°C ocorreu efeito significativo para repeticoes.

De acordo com a tabela 1, para a comparacédo entre testemunhas em relacéo
a individuos mutantes em geracdo M2 e M3, para avaliagdo de tolerancia ao frio ao
nivel de 1°C e o0 mesmo em associacdo ao frio de -5°C, houve diferencas entre os

genotipos mutantes em relacdo a testemunhas comerciais.

Tabela 1: Andlise de variancia e comparacédo pela diferenca minima significativa, em estudo com
blocos aumentados entre testemunha x controle, para a variavel tolerancia ao frio em mutantes da
geracdo M2 e M3 em relacéo a testemunhas comerciais de Brachiaria brizantha, para o nivel de 1 °C
e associagdo a -5 °C, Frederico Westphalen-RS, 2014.

Temperatura de exposicao

Genotipos
1°C (1°C+-5°C) 1°C (1°C+-5°C)

1-BRS Piata - - 0,640628 0,2014815

2-Marandu 0,51388875 0,1555555 - -
3-M2 0,98243088* 0,6017095* 0,98243088* 0,6017095*
4-M2 0,75114738* 0,6374075* 0,75114738 0,6374075*
5-M2 1* 0,2239735 1* 0,2239735
6-M2 0,58202087 0,3689945* 0,58202087 0,3689945*
7-M3 0,98243088* 0,2555555* 0,98243088* 0,2555555
8-M3 0,87614738* 0,1731215 0,87614738 0,1731215
9-M3 1* 0,3035185* 1* 0,3035185*
10-M3 0,46513687 0,4512455* 0,46513687 0,4512455*

*Diferenca minima significativa de 0,2343, 0,0717, 0,2343, 0,0717 da esquerda em
direcéo a direita respectivamente entre testemunhas e mutantes.

Para a geragcdo M2 a cultivar BRS Piatd expressou-se com 50% dos
individuos com diferenga minima significativa a 1° C, a mesma cultivar em
associacdo ao frio extremo expressou 75 % de inferioridade para tolerancia ao frio,
em relacdo aos mutantes avaliados. Para a mesma geracao os genotipos estudados
expressaram-se com 75% de diferenca e superioridade para os indices niveis de frio
1°C e o mesmo associado ao frio extremo -5°C.

Na geracdo M3 a 1°C a cultivar BRS Piatd expressou-se com 50% de
inferioridade para a relagdo com nivel de frio, mantendo a mesma proporcao de

individuos com diferenca minima significativa na associacdo ao frio de -5°C, a
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cultivar Marandu expressou-se com indice de 75% para as duas avaliacdes de
temperaturas baixas, expressando-se com maior diferenca minima significativa que
a cultivar BRS Piatd em ambas as afericbes, expressando que para esse nivel de
temperatura e geracdo de estudo a expressdo de individuos tolerantes ao frio na
cultivar Marandu foi menor.

A expressdo fenotipica € dependente do gendtipo associado ao ambiente
(RAMALHO et al., 2012). A utilizacdo da variancia é usual para a mensuracao da
variabilidade que ocorre em uma populacdo em relacdo a um carater, entretanto a
diferenca genética existente entre os individuos expressa-se em fungéo da variancia
genética, a variancia fenotipica corresponde ao efeito do ambiente mais a
recombinacao dos genes (CARVALHO et al., 2001).

A tabela 2 expressa reposta de genétipos de braquiaria submetidos a
temperatura de 0°C e o0 mesmo em associacédo a -5°C, ocorrendo diferenca entre

mutantes e testemunhas.

Tabela 2: Andlise de variancia e comparacéo pela diferenga minima significativa, em estudo com
blocos aumentados entre testemunha x controle, para a variavel tolerdncia ao frio em mutantes da
geragdo M2 e M3 em relagéo a testemunhas comerciais de Brachiaria brizantha, para o nivel de 0°C
e associagéo a -5°C, Frederico Westphalen-RS, 2014.

Temperatura de exposi¢cado

Gendtipos
0°C (0°C + -5°C) 0°C (0°C + -5°C)
1- BRS Piata - - 0,5359063 0,16055718
2-Marandu 0,39360119 0,04166667 - -
3-M2 0,56265584 0,08071566 0,56265584 0,08071566
4-M2 0,71566949* 0,06555474 0,71566949 0,06555474
5-M2 0,67567924* 0,08843911 0,67567924 0,08843911
6-M2 1* 0,64846041* 1* 0,64846041*
7-M3 0,50111738 0,0731305 0,50111738 0,0731305
8-M3 0,16951565 0,06555474 0,16951565 0,06555474
9-M3 0,96139353* 0,38605816* 0,96139353* 0,38605816*
10-M3 1* 0,08596041 1* 0,08596041

*Diferenca minima significativa de 0,2791, 0,1327, 0,2791, 0,1327 da esquerda em direcdo a direita
respectivamente entre testemunhas e mutantes.

Na geracdo M2 na comparacdo entre mutantes e a testemunha BRS Piata,
para resposta relativa ao fator niveis de frio os mutantes expressaram-se 25 %

superiores, na comparacdo com a cultivar Marandu os mutantes expressaram-se
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com 75% de superioridade. Para a associagcdo com o frio de -5° C os mutantes
foram 25% superiores em relagdo a ambas as testemunhas estudadas.

Assim como qualquer mudanca herdavel, a mutacdo pode ser uma
modificacdo especifica de um gene, identificada como mutacdo de ponto, ou ser em
funcdo da modificacdo do niamero ou estrutura dos cromossomos (ALLARD, 1971).
A inducdo de mutacéo por produtos quimicos pode vir a proporcionar alteracdées nos
nucleotideos aleatoriamente ao longo do genoma, proporcionando distintas
mutacdes no material genético, gerando individuos selecionaveis em funcdo de
caracteristica de interesse (TAIZ e ZEIGER, 2013).

Analisando-se a geracdo M3, os mutantes foram diferentes e superiores em
50% dos individuos para a variavel nivel de frio. Para a variavel nivel de frio mais
associagcao com frio extremo houve superioridade de 25 % dos mutantes em relagao
as testemunhas.

A tabela 3 corresponde aos testes de simulacdo de frio correspondente a
temperatura negativa de -1°C, dos quais houve diferenca minima significativa entre

0S genotipos para a maior parte dos testes procedidos.

Tabela 3: Andlise de varidncia e comparacdo pela diferenca minima significativa, em estudo com
blocos aumentados entre testemunha x controle, para a variavel tolerdncia ao frio em mutantes da
geracdo M2 e M3 em relacdo a testemunhas comerciais de Brachiaria brizantha, para o nivel de -1°C
e associagdo a -5°C, Frederico Westphalen-RS, 2014.

Temperatura de exposicdo

Gendtipos

-1°C (-1°C + -5°C) -1°C (-1°C + -5°C)
1- BRS Piata - - 0,85024025 0,33641525

2-Marandu 0,51106225 0,0261905 - -
3-M2 0,76768825* 0,05922662 0,76768825 0,05922662
4-M2 0,74492275* 0,06869713 0,74492275 0,06869713
5-M2 1* 0,08887888 1* 0,08887888
6-M2 0,70598025* 0,46904487* 0,70598025 0,46904487
7-M3 0,46768825 0,23077338 0,46768825 0,23077338
8-M3 0,86992275* 0,93130288* 0,86992275 0,93130288*
9-M3 0,63974175* 0,08887888 0,63974175 0,08887888
10-M3 0,55042425 0,14904488 0,55042425 0,14904488

*Diferenga minima significativa de 0,1233, 0,2296, 0,1233, 0,2296 da esquerda em direcdo a direita
respectivamente entre testemunhas e mutantes.
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A segunda geracdo M2, para o0 nivel de frio estudado os mutantes
apresentaram-se com 25% de superioridade em relacdo a testemunha BRS Piata e
100% em relacdo a cultivar Marandu. Na mesma geracdo com o nivel de frio
associado a temperatura de -5°C, na comparagao entre as testemunhas e a cultivar
marandu houve 25 % de superioridade. Todavia com relagdo a cultivar BRS Piata
nao foi expresso diferenca minima significativa, demonstrando uma possivel maior
tolerancia dessa condicdo de temperatura em individuos da populacdo da cultivar
BRS Piata. Diferentes gendtipos geram diferentes respostas para tolerancia ao frio,
com a terceira geracao de individuos mais adaptado ao mesmo que 0s progenitores,
muito influenciado pela selecdo ambiental (BERTIN e BOUHARMONT, 1997).

A geracdo M3 para o nivel de frio estudado condiz de superioridade de 50%
para os mutantes em relagéo a cultivar Marandu e nenhuma diferenca em relagcéo a
cultivar BRS Piata, para a associa¢cédo com frio de -5 °C, os mutantes apresentaram-
se com superioridade de 25% em relacdo as testemunhas. Conforme pesquisa
desenvolvidas por Jank et al., (2002), para aclimatacdo de forrageiras ao frio, o
mesmo encontrou consideravel herdabilidade para tolerancia ao frio em dois ciclos
de cultivos.

Para os individuos avaliados com temperatura de -2°C, houve superioridade
dos mutantes para todos os testes em geracdo M2, entretanto para a geracdo M3
alguns mutantes ndo expressaram diferenca minima significativa. A apomixia traz
reducdo na variabilidade genética de forrageiras (RESENDE et al., 2008),
naturalmente pode ser denominado de apomixia a reproducdo vegetativa que
substitui o método sexual (STEBBINS, 1941)

Na geracdo M2 para os diferentes niveis de frio, 0s mutantes expressaram-se
com superioridade de 25% em relacdo a cultivar BRS Piatd e 75% em relacdo a
cultivar Marandu, com relacdo ao nivel de frio em associacdo a -5°C houve
superioridade de 50% para ambas as cultivares. Existem duas maneiras de
ocorrerem modificacbes genéticas nos individuos, ocasionadas por inducdo ou
naturalmente, constituem-se de mutagcdes (MULLER, 1927) ou poliploidia
(WITTMANN, 2003).

Em geracdo M3 houve diferenca minima significativa com 75% de
superioridade dos mutantes em relagdo a cultivar Marandu para o nivel de frio de -
2°C, para os demais tratamentos estudados nessa geracdo associado ao nivel de

frio, ndo houve diferenca. A aclimatacdo a estresses ambientais € de grande
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importancia em programas de melhoramento de forrageiras, onde existe elevada
variabilidade natural a ser explorada, junto ao banco de germoplasma brasileiro
(VALLE et al., 2009).

Tabela 4: Andlise de varidncia e comparacao pela diferenca minima significativa, em estudo com
blocos aumentados entre testemunha x controle, para a variavel tolerancia ao frio em mutantes da
geragcdo M2 e M3 em relagdo a testemunhas comerciais de Brachiaria brizantha, para o nivel de -2°C
e associagdo a -5°C, Frederico Westphalen-RS, 2014.

Temperatura de exposicéo

Genotipos
-2°C (-2°C + -5°C) -2°C (-2°C + -5°C)
1-BRS Piata - - 0,6234025 0,1547325
2-Marandu 0,389955 0,0755 - -
3-M2 0,68565875* 0,34486125 0,68565875 0,34486125
4-M2 1* 0,75955625* 1* 0,75955625*
5-M2 0,66348375* 0,33046625 0,66348375 0,33046625
6-M2 0,35132375 0,63711625* 0,35132375 0,63711625*
7-M3 0,48565875 0,29486125 0,48565875 0,29486125
8-M3 0,58958375* 0,08007625 0,58958375 0,08007625
9-M3 0,56904375* 0,18046625 0,56904375 0,18046625
10-M3 0,62238375* 0,19203625 0,62238375 0,19203625

*Diferenca minima significativa de 0,1635, 0,2707, 0,1635, 0,2707 da esquerda em dire¢do a direita
respectivamente entre testemunhas e mutantes.

A tabela 5, relativa ao estudo de individuos no nivel de frio de -3°C,
procedendo-se diferenca minima significativa para a maior parte dos tratamentos
estudados.

Para a geracdo M2 em diferentes niveis de frio os individuos mutantes
expressaram-se com 25% de superioridade em relacdo as testemunhas, para a
associacdo de diferentes temperaturas com frio associado de -5°C os mutantes
expressaram-se com 75% de superioridade em relagdo a cultivar BRS Piata,
entretanto sem expressar diferenca minima significativa para a cultivar Marandu.

A geracdo M3 no nivel de frio de -3°C expressou superioridade de 75% dos
mutantes em relacdo a ambas as testemunhas comerciais, todavia a mesma
temperatura em associagcdo a -5°C expressaram-se com superioridade de 25% dos
individuos mutantes em relacdo as testemunhas. Dentre 0s mecanismos

desenvolvidos pelas plantas para aumentar a tolerancia ao frio, esta a maior
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acumulacdo de aminoacidos e acucares (ALCAZAR, 2011) fluidez da membrana
(TAIZ e ZEIGER, 2013) acao de proteinas anti-congelamento (WANG et al., 2006).

Tabela 5: Andlise de variancia e comparacéo pela diferengca minima significativa, em estudo com
blocos aumentados entre testemunha x controle, para a variavel tolerancia ao frio em mutantes da
geracao M2 e M3 em relacdo a testemunhas comerciais de Brachiaria brizantha, para o nivel de -3°C
e associagdo a -5°C, Frederico Westphalen-RS, 2014.

Temperatura de exposicéo

Gendtipos
-3°C (-3°C + -5°C) -3°C (-3°C + -5°C)
1- BRS Piata - - 0,34857469 0,04181185
2-Marandu 0,33640351 0,15657895 - -
3-M2 0,45777732 0,26460893 0,45777732 0,26460893*
4-M2 0,3934992 0,32192267 0,3934992 0,32192267*
5-M2 0,84590743* 0,21200028 0,84590743* 0,21200028*
6-M2 0,39356045 0,14267366 0,39356045 0,14267366
7-M3 0,22444399 0,03539107 0,22444399 0,03539107
8-M3 0,54804465* 0,3491954* 0,54804465* 0,3491954*
9-M3 0,55424076* 0,08700028 0,55424076* 0,08700028
10-M3 0,6702403* 0,0991954 0,6702403* 0,0991954

*Diferenca minima significativa de 0,1815, 0,1685, 0,1815, 0,1685 da esquerda em dire¢do a direita
respectivamente entre testemunhas e mutantes.

A pré-selecédo de individuos para tolerancia ao frio, ocorre nas populacdes
testemunhas e comerciais, podendo a pré-selecdo ser uma importante ferramenta
para auxiliar os programas de melhoramento genético.

Percebe-se que a selecdo de individuos com exposicdo moderado ao frio,
expressa-se com maior frequéncia, todavia em situagbes com maior pressdo do
ambiente para selecdo de individuos, aumenta as chances dos programas de
melhoramento a encontrarem individuos superiores. A aclimatacdo de gramineas
tropicais ao frio é avaliado pelo dano foliar e sobrevivéncia das plantas em
condi¢cdes de campo (LUDLOW, 1980), entretanto o estadio de plantula apresenta-
se como a fase de maior susceptibilidade ao frio (SOUZA, 2013).

Em trabalho desenvolvido por Bertin e Bouharmont (1997) para estudo de
tolerancia ao frio em diferentes populacbes de Oryza sativa, com 0sS estresses
induzidos pelo frio € diretamente ligado a sensibilidade presente nas variedades e

entre variedades, com avaliagdes procedidas com “bulk” e pedigree revelando haver
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variacao entre geracfes estudadas. Para grande parte das espécies de Brachiaria o
indice de variabilidade genética expressa naturalmente, pode ser considerado com
valores inferiores aos encontrados para algumas espécies caracterizadas como
autdgamas (AMBIEL et al., 2008).

Tabela 6:Comportamento de gendtipos dentro da populagdo em funcéo dos niveis de frio, para ganho
de selecdo estimado (%), para NF (niveis de frio) e N.F. + Ass. -5°C (niveis de frio associado a frio
extremos de -5°C) em gen6tipos oriundos de inducéo quimica de mutacdo em funcéo de testemunhas
comerciais de Brachiaria brizantha, Frederico Westphalen-RS, 2014.

1°C 0°C -1°C -2 °C -3°C
N.F. 14,15 28,62 0,19 7,11 0,03
N.F.+ Ass. -5 °C 18,85 19,6 46,85 45,68 9,69

De acordo com a tabela 6, condizente ao ganho de selecdo estimado em
funcdo do nivel de frio, dentro da populagéo, para a aplicacdo do ganho de selecéo
estimado, o nivel 0 °C foi o maior valor, seguido pelo nivel de 1°C, com o nivel -3 °C
0 menor valor com ganho de selecdo proximo a zero. Em trabalho desenvolvido com
0 uso de agentes mutagénicos em aveia, também foi encontrado diferentes
respostas para caracteres fenotipicos (COIMBRA et al., 2004).

Na associacdo entre niveis de frio, mais a associacdo com frio extremo de -
5°C, os maiores valores de ganho de selecédo estimados condizem as associacdes
de -1°C e -2°C respectivamente, com o menor nivel expresso em -3°C.

De acordo com a tabela 7, a pré-selecdo pode ser considerada uma
ferramenta atil a programas de melhoramento, visto tender a eliminacdo de
individuos susceptiveis ao estresse por frio. Possivelmente o aumento da frequéncia
de incidéncia de frios, proporcionam a selecdo de individuos os quais passam por
crivos mais extremos, os programas de melhoramento devem conduzir 0s genoétipos
em condi¢bes 0 mais proximo da realidade que os mesmos encontrardo para seu
desenvolvimento e crescimento (RAMALHO et al., 2012).

Para o ganho de selecdo estimado entre populacdo, os niveis de frio
expressam menores valores em comparagcado com 0S mesmos em associacao ao frio
extremo. Na avaliacdo dentro e entre familias a resposta de diferentes genotipos é
influenciada pela herdabilidade do carater e da presséo de sele¢éo utilizado (SOUZA
et al., 2005).
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Tabela 7: Comportamento de gendtipos entre populagdo de 4000 individuos em fun¢éo dos niveis de
frio, para ganho de selecdo estimado (%), para NF (niveis de frio) e N.F. + Ass. -5 °C (niveis de frio
associado a frio extremos de -5 °C) em genétipos oriundos de inducdo quimica de mutacdo em
funcdo de testemunhas comerciais de Brachiaria brizantha, Frederico Westphalen-RS, 2014.

populacdo M2 populacdo M3
N.F. 6,59 3,37
N.F.+Ass. -5 °C 26,78 17,33

Na comparacéo entre geracdes a populagcdo M3 expressou menores valores
gue a geracdo M2, possivelmente em fungcdo da menor variabilidade presente, em
funcdo do efeito da selecdo. Na evolucdo natural como em técnicas aplicadas pelo
melhoramento, as populacdes estdo submetidas a crivos seletivos e através de um
processo continuado de peneiramento age a forca primordial da selecéo,
favorecendo individuos com determinadas caracteristicas (ALLARD, 1971).

A baixa aclimata¢ao de forrageiras como o género Brachiaria para tolerancia
a geada, pode vir a ter uma estreita relacdo com a baixa capacidade de producédo de
novas folhas em baixas temperaturas, para essas culturas os tropicos de alta altitude
e regides sub-tropicais sao locais indicados para a busca de variacdo de
germoplasma, procedendo-se da selecéo para crescimento em baixas temperaturas

e pontos de crescimento abaixo da superficie do solo (LUDLOW, 1980).

3.4 Conclusoes

A inducdo de mutacdo quimica, gerou variabilidade genética para individuos
de B. brizantha com o auxilio da pré-sele¢cdo em baixas temperaturas, selecionando-
se individuos aclimatados em todos o0s niveis de temperatura.

O ganho de selecéo estimado foi maior para o nivel de frio em 0°C, em nivel
de frio associado ao frio extremo e a temperatura de -1°C teve expressao de
maiores valores.

Para o ganho de sele¢ao estimado dentro da populagdo a associagcdo com o

frio extremo, proporcionou maior ganho de selecdo estimado, entre populacdes
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(geragbes) a populacdo M3 expressou menores valores que a M2, pela menor
variabilidade presente em funcédo da selecdo aplicado pelo meio nos individuos em

aclimatacao.
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CAPITULO Il

4 VARIABILIDADE E ACLIMATACAO DE MUTANTES DE
BRAQUIARIA

RESUMO: O melhoramento genético de forrageiras encontra dificuldades para gerar
e aumentar a variabilidade genética das espécies de interesse agronémico devido a
presengca de apomixia e diferentes niveis de ploidia encontrada nos gendtipos. O
presente estudo foi desenvolvido com o intuito de analisar a variabilidade genética,
expressa por caracteres fenotipicos, procedendo-se a avaliagdo do efeito da indugao
quimica de mutagdes na dissimilaridade entre acesso apomiticos, de Brachiaria
brizantha em adaptacédo a condi¢gdes sub-tropicais. Foi induzido 4000 sementes de
genotipos comerciais ao agente mutagénico Metil Metano Sulfonado (MMS) na
dosagem de 0,5%, os quais foram pré-selecionados em condigbes de baixa
temperatura em camara de germinagao controlada, avaliados por dois anos sob
condi¢cdes sub-tropicais, em Frederico Westphalen - RS 27°23'26”S e 53°2543”0,
com altitude de 461,3 metros. Procedeu-se do estudo da dissimilaridade genética
dos acessos em funcdo de 21 variaveis através da distancia euclediana média,
foram estabelecidas as contribuigdes dos caracteres pela metodologia proposta por
Singh (1981), e avaliagao da adaptacgéao e crescimento dos gendétipos com potenciais
de gerarem individuos superiores as testemunhas comerciais. A indugado de mutagao
quimica amplia a variabilidade genética entre os gendtipos, a pré-selegcéo associada
a selegao natural em dois anos de cultivo, foram favoraveis inicialmente para
identificar individuos com potenciais para selegcdo de gendtipos superiores em
condi¢cdes sub-tropicais.

Palavras chave: Geada, crescimento, variabilidade, melhoramento, mutacao.



48

VARIABILITY OF MUTANT AND ACCLIMATIZATION BRACHIARIA

ABSTRACT: The forage breeding finds difficult to generate and increase the genetic
variability of the species of agronomic interest due to the presence of apomixis and
different levels of ploidy found in genotypes. This study was developed in order to
analyze the genetic variability, expressed by phenotypic characters, proceeding to
evaluate the effect of chemical induction of mutations at the dissimilarity between
apomictic access Brachiaria brizantha in adaptation to sub-tropical conditions. 4000
commercial seed genotypes was induced to Methyl Methane Sulfonate (MMS)
mutagen at a dosage of 0.5%, which were preselected under low temperature in a
controlled growth chamber, evaluated by two years under sub-tropical conditions in
Frederico Westphalen - RS 27 ° 23'26" S and 53 ° 25'43" O, with an altitude of 461.3
meters. We proceeded to study the genetic dissimilarity of accesses according to 21
variables by euclediana middle distance, the contributions of the characters by the
methodology proposed by Singh (1981), and evaluation of adaptation and growth of
genotypes with potential to generate superior individuals to the commercial
witnesses. The chemical induction of mutation enlarge the genetic variability between
genotypes, the pre-selection associated with natural selection in two years of
cultivation, were initially favorable to identify individuals with potential for selection of
superior genotypes in sub-tropical conditions.

Keywords: Frost, growth, variability, breeding, mutation.

4.1 Introducgao

A Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich.), € uma forrageira tipicamente de
cultivo tropical, todavia é considerada uma espécie com grande resisténcia a seca,
podendo tolerar determinados niveis de frio e solos com elevada umidade,
classificada com via fotossintética C,4, associado a anatomia de Kranz (BRITO e
RODELLA, 2002).

As espécies do género Brachiaria expressam-se com grande importancia para
a pecuaria brasileira, entretanto o melhoramento genético encontra dificuldades para
aumentar a variabilidade genética junto aos bancos de germoplasma brasileiro,
muito influenciado pelo modo de reproducdo apomitico, encontrado na maioria dos

acessos estudados (RESENDE et al., 2008). De acordo com o mesmo, dentre 0s



49

desafios dos programas de melhoramento esta a formacdo de populagbes
segregantes, para diversificacao e liberacdo de novas cultivares.

Estudos procedidos por Muller (1927) deram inicio a trabalhos com mutacdes
induzidas, com o objetivo da agregacdo de caracteristicas desejaveis com maior
frequéncia em plantas de interesse. Dentre 0s gendtipos apomiticos lancados no
Brasil, grande parte € formada por acessos introduzidos ou coletados no pais,
baseado na variabilidade natural presente, entretanto a falta de diversidade, com
individuos apresentando base genética estreita, torna os gendétipos susceptiveis ao
ataque de pragas e doencas (ARAUJO et al., 2008).

De acordo com Bueno et al., (2006) a poliploidia € um dos principais
fendbmenos na evolucédo das plantas e estima-se que 70% das forrageiras cultivadas
sao polipléides. Em estudo com acessos de Brachiaria brizanta junto ao banco de
germoplasma da Embrapa, dos 222 acessos estudados todos expressaram-se
poliploides, dentre os quais 2 diploides, 157 tetraploides, 41 pentaploides e 22
hexaploides, entretanto estudos vem sendo realizados para cruzar individuos
apomiticos com individuos sexuais, encontrando dificuldades visto o baixo niumero
de individuos com reproducdo sexual e paridade quanto ao nivel de ploidia
(RESENDE et al., 2008).

Em estudo conduzido por Garcia et al.,, (2013) com 172 acessos e seis
cultivares de Brachiaria brizantha, foi encontrado indices de similaridade com
variacédo de 0,40 a 1,00, entretanto o tipo de reproducéo e barreiras relacionadas a
ploidia restringem a melhores e eficazes exploracdes da inter-relagéo entre acessos.

Dentre o género Brachiaria, em trabalhos com o uso de marcadores
moleculares RAPD, a espécies B. brizantha apresentou maior fluxo génico intra-
espécies que as demais, entretanto o indice de variabilidade genética presente é
considerado menor que algumas espécies autogamas (AMBIEL et al., 2008).

De acordo com Allard (1971) a indugdo de mutacdo é uma ferramenta para os
melhoristas ndo dependerem das mutacdes espontaneas geradas na natureza. As
mutacdes sdo a base para a selecdo natural, todavia em grande nimero de eventos
expressam-se deletérias e recessivas, para que a mutacao se confirme as mesmas
devem passar pelas forgas seletivas do ambiente (BUENO et al., 2006).

Em trabalhos realizados para a construgdo de ideotipo de graminea para
regides sujeitas a geadas, duas caracteristicas destacam-se, a tolerancia a geadas e

a intensidade de afilhamento, principalmente afilhos axilares, ambos com 20% de
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contribuicdo (SOUZA et al., 2013). O método utilizado para a selecdo de novas
cultivares expressa diferentes respostas junto a herdabilidade, devendo-se levar em
consideracdo o modo de reproducdo e o alvo de interesse a ser melhorado
(RESENDE et al., 2013)

O presente estudo foi desenvolvido com o intuito de analisar a variabilidade
genética, em mutantes de Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich.) em aclimatacéo
as condicdes sub-tropicais, através de caracteres fenotipicos em populacbes

Sujeitas a crivos seletivos.

4.2 Material e métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Melhoramento Genético e
Producdo de Plantas da Universidade Federal de Santa Maria — Campus de
Frederico Westphalen-RS, localizado nas coordenadas 27°23'26” latitude sul,
53°25'43” longitude oeste e altitude de 461,3 metros, Frederico Westphalen - RS. A
area experimental € composta por solo classificado como Latossolo Aluminico
Férrico, clima descrito por Képpen como subtropical imido, com precipitacdo média
anual de 2.100 mm.

As caracteristicas quimicas referentes ao ano de implantacdo do experimento

seguem na tabela 8.

Tabela 8: Valores referentes a atributos quimicos do solo de semeadura do experimento, Frederico
Westphalen-RS, 2014.

% Ca Mg CTC % Sat. da CTC
Argila pH P mg/L Kmg/L % M.O. cmolc/lL cmolc/L cmolc/L Bases
60,0 6,3 25 179,5 2,3 7,3 34 13,9 80,5

Induziu-se mutagdo em 50.000 sementes de B. brizantha cv. Marandu
adquiridas em Campo Grande-MS, induzindo-se mutacdo quimica com 0 agente
mutagénico Metil Metano Sulfonado (MMS), na dosagem de 0,5 % (COIMBRA,
2004).
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As sementes ap6s germinadas, foram induzidas em condi¢c6es para frio de
0°C aos 21 D.A.S., procedendo-se de pré-selecdo em camera de germinacao
controlada, com os individuos sobreviventes transplantados para condicbes de
campo, para formacao de populagédo em aclimatacdo na regido sub-tropical.

Apos aclimatagéo coletou-se sementes dos 35 individuos sobreviventes para
formacdo da geracdo M2 juntamente com as testemunhas comerciais. Os genétipos
foram semeados em linhas, as quais constituidas de dois metros de comprimento e
0,45 metros de distancia entre genotipos, utilizando superacdo de dorméncia com o
auxilio de nitrato de potassio a 0,2%, junto a linha de semeadura (BRASIL, 2009).

O delineamento utilizado para a alocacdo dos acessos foi o de blocos de
federer, os trés gendtipos, utilizados como testemunha, correspondendo a cultivar B.
brizantha MG5, B. brizantha BRS Piatad e B. brizantha Marandu, em comparacéao a
35 acessos em geracdo M2 sobrevivéntes a inducdo de mutagdo, pré-selecao e
selecdo natural em condicdes sub-tropicais. Procedeu-se da avaliacdao de 21
caracteres para estudo da dissimilaridade entre os diferentes genétipos estudados.

Os caracteres estudados constituem-se; a altura final 1° ano (AF1); Namero
final de inflorescéncia 1° ano (NFI1); Numero final de afilhos (NFA); Valor médio de
clorofila (VMC); Altura final 2° ano (AF2); Numero final de inflorescéncia 2° ano
(NFI12); indice de notas relativo a rebrote apés geadas (NRG); Numero de fileiras de
sementes por espiga (NFE); Comprimento da ultima folha aberta (CFA); Largura da
ultima folha aberta (LFA); Comprimento da haste floral (CHF); Comprimento do eixo
da inflorescéncia (Cl); Niumero de racemos por inflorescéncia (NRI); Comprimento do
racemo basal (CRB); NUumero de espiguetas por racemos basal (NERB); Cor do
estigma (CE); Cor da antera (CA); Comprimento pilosidade da raquis (CPR);
Densidade da pilosidade do limbo (DPL); Densidade da pilosidade da bainha (DPB);
Densidade da pilosidade do colmo (DPC).

As avaliacOes foram realizadas semanalmente apos o inicio da emergéncia
dos genotipos, para aferir os caracteres propostos, NFA, VMC, NRG. As demais
avaliacdes procedidas para mensuracao da dissimilaridade foram aferidas quando
0s genatipos atingiram o florescimento pleno e afilhos finais aos 140 DAS.

Procedeu-se da analise do crescimento e caracteristicas morfologicas
semanalmente dos genotipos, para avaliar a aclimatacdo e comportamento dos
mesmos frente as condicbes ambientais presentes, em condi¢cdes sub-tropicais, com

as avaliacbes que seguem:
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- Taxa de crescimento semanal primeiro ano: A semeadura foi realizada dia
03/04/2012, mensurando-se o desenvolvimento semanal dos acessos estudados,
relativo a leitura através do incremento em altura, avaliados do inicio da emergéncia
ao florescimento pleno dos gendétipos.

- Taxa de crescimento semanal segundo ano: Foi mensurado o
desenvolvimento semanal dos acessos estudados, relativo a mensuracédo de leitura
através do incremento em altura, ap6s rocada de uniformizacdo. As leituras tiveram
inicio dia 17/07/2013 antes da formacao da primeiras geadas, correspondendo do
inicio do rebrote ao florescimento pleno.

- Surgimento das inflorescéncia segundo ano: Foi procedido leitura semanal,
para avaliacdo do surgimento das inflorescéncias, avaliando as inflorescéncias
presentes nas unidades de avaliacdo correspondente a semana, as avaliacdes
foram realizadas em segundo ano apdés rocada de uniformizacdo, com avaliagdes
iniciadas do dia 18/09/13 ao florescimento pleno.

Apés a coleta dos dados de adaptacdo dos gendtipos, os mesmos foram
submetidos a regressao polinomial para aferir seu comportamento em condicbes
sub-tropicais.

Para a avaliagdo da dissimilaridade com base nas 21 caracteristicas propostas,
utilizou-se do método de agrupamento da distancia euclediana média. Apos
procedeu-se do estudo entre as contribuicbes relativas dos caracteres pela
metodologia de Singh (SINGH, 1981).

Apos coleta e processamento dos dados os mesmos foram analisados com o
auxilio do programa Genes (CRUZ, 2006).

4.3 Resultados e discussoes

Os dados analisados foram submetidos ao método de agrupamento distancia
euclediana média, procedendo-se da andlise de dissimilaridade dos gendétipos,
realizou-se a analise da contribuicdo relativa dentre os 21 caracteres utilizados para
proceder a analise dos genotipos, apés avaliacdo e estudo da aclimatagéo e taxa de
crescimento dos melhores genoétipos mutantes em comparacdo as testemunhas

comerciais.
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De acordo com a figura 1, ocorre formagéo de 18 grupos distintos, através da
dissimilaridade média de 23,51%, dentre os quais, houve formacdo de 18 grupos
gue apresentam-se com dissimilaridade em relacéo as testemunhas comerciais.

Dentre os 18 grupos formados sdo compostos pelos gendétipos: Grupo I:
gendtipos FW 0028, FW 0029, FW 0031, e FW 0032; grupo IIl: FW 0035; grupo Il
FW 0011; grupo IV: FW 0034; grupo V: FW 0001, Brachiaria brizanta MG-5,
Brachiaria brizanta BRS Piatd, Brachiaria brizanta Marandu; grupo VI: FW 0009;
grupo VII: FW 0005, FW 0006, Fw 0017, FW 0019; grupo VIII: FW 0002; grupo IX:
FW 0015; grupo X: FW 0030; grupo XI: FW 0004; grupo XlI: FW 0023; grupo XIlI:
FW 0024; grupo XIV: FW 0003, FW 0007, FW 0013, FW 0020, FW 0021; grupo XV:
FW 0008, FW 0010, FW 0012, FW 0014, FW 0018, FW 0027; grupo XVI: FW 00186,
FW 0025, FW 0026; grupo XVII: FW 0022; grupo XVIII: FW 0033.

Método de agrupamento : Ligagio Média Entre Grupo{UPGMA)
FWo028 |

FW0031 }—H ‘
FWI0029 :

FW0032 J ;

FW0035 :
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FW0034 |
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FW0009
FW0005
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FW0015
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FW0013
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Figura 1: Dendrograma formado pela método de agrupamento UPGMA, a partir da distancia
euclediana média, representando a dissimilaridade entre 35 acesso de Brachiaria brizantha e as
cultivares comerciais Brachiaria brizantha MG-5, Brachiaria brizantha Piatd, Brachiaria brizantha
Marandu, formados a partir de 21 caracteres morfol6gicos conduzido em condicdes de campo em
clima sub-tropical, estudados durante dois anos de cultivo, Frederico Westphalen, 2014.
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As trés testemunhas comerciais agruparam-se em um mesmo grupo,
juntamente com o genotipo FW 0001, expressando com caracteristicas comuns para
formacdo do estudo de dissimilaridade dentre os 21 caracteres estudados.
Afirmando que 0s mesmos possuem caracteristicas incomuns que trazem a eles
elevada similaridade, com a mutacao e sele¢cdo do ambiente agindo para aumentar a
dissimilaridade com mutantes em relacdo a testemunhas comercias que ficou em
mais de 97%. Os genotipos em associacdo com o ambiente, apresentam resposta
direta na expresséo de suas caracteristicas fenotipicas (RAMALHO et al., 2012).

Ocorreu a formacdo de um grupo com seis genotipos, um grupo com cinco
genotipos, trés grupos com quatro gendtipos cada, um grupo com trés gendtipos, 12
grupos com apenas um genétipo. Demostrando que a inducdo de mutacao
proporcionou elevada dissimilaridade para os genétipos, fator de elevada
importancia para os programas de melhoramento genético. Devido a elevada
presenca de apomixia em populacdes de braquiaria (VALLE et al.,, 2009) que
segundo Stebbins (1941) a mesma vém a substituir o método sexual (STEBBINS,
1941).

Apés a inducdo de mutacao e pré-selecdo ao frio, dos 35 acessos gerados,
em geracdo M2, 34 individuos ndo formaram agrupamento com nenhuma das trés
cultivares comerciais utilizadas como testemunhas, expressando que esses
genotipos apresentam-se com dissimilaridade as testemunhas comerciais e com
potencial para a continuidade dos estudos junto ao programa de melhoramento
genético. Uma importante ferramenta ao melhoramento genético é a diversidade
genética das espécies, mantendo a capacidade natural dos individuos
representativos a espécie, serem responsivos as mudacas climaticas e a estresses
biéticos e abioticos (CRUZ, 2005).

Dentre os fatores que podem vir a gerar essa dissimilaridade é a eficiéncia da
inducdo quimica do agente mutagénico MMS e a sele¢do simulada e artificial do
meio, junto a geracdo de genotipos promissores. A adaptacdo ao meio para
tolerancia ao frio em condicbes de campo em Ona na Florida, procedeu-se de
herdabilidade para sobrevivéncia com ganho de 0,39 a 0,50 em dois ciclos,
sugerindo novas selecbes em geracgao posterior (JANK et al., 2002).

De acordo com Cruz (2005), a selecdo e o descarte de gendtipos sdo mais
fidedignos quando a expressédo fenotipica € confiavel e facilitada quando ocorre

grande diferengas fenotipicas entre os individuos.
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Esta variabilidade ampliada € de grande importancia para programas de
melhoramento, visto a baixa variabilidade presente em programas de melhoramento
de espécies forrageiras (RESENDE et al., 2008). Barreiras como o nivel de ploidia
dos gendtipos e apomixia trazem restricdo a troca de informacgfes genéticas entre
acessos de Brachiaria (GARCIA et al., 2013).

As 21 variaveis estudadas (tabela 9) para formacdo do dendrograma,
algumas apresentaram-se com maior contribuicdo para formacdo de diferentes
grupos de gendtipos.

Dentre elas apresentam-se em destaque com elevada dissimilaridade o
namero final de inflorescéncias 2° ano (31,60%), comprimento da haste floral
(30,03%), comprimento eixo da inflorescéncia (20,38%), altura final 1° ano (5,95%),
namero final inflorescéncias (3,99%), altura final 2° ano (3,44), numero de
espiguetas por racemos basal (3,34%). As populacdes estéo sujeitas a processos de
adaptacdo, onde a selecdo ambiental favorece individuos com determinadas
caracteristicas (ALLARD, 1971).

As demais 14 variaveis estudadas apressentam-se com elevados valores de
similaridade, os quais contribuem para a dissimilaridade abaixo de 1%. O estudo da
dissimilaridade entre gendtipos é importante para proceder a triagem de individuos
com potencial para seguir junto aos programas de melhoramento genético. Para
registro de uma cultivar a mesma deve apresentar-se distinguibilidade de outras
cultivares, por nimero minimo de descritores, com 0s mesmos apresentando-se
homogéneos e estaveis (BRASIL, 2011).

O grande monocultivo de espécies forrageiras torna os genotipos suscetiveis
a morte de pastagens por fatores biodtipos e abidtipos, dentre o monocultivo a B.
brizantha Marandu apresenta-se com destaque, chegando a ocupar 60% das areas
destinadas a producdo de sementes no Brasil (GUARDA e GUARDA, 2014).

Apesar da predominancia apomitica as espécies de braquiaria apresentam
apomixia facultativa aposporia do tipo Panicum (VALLE et al., 2009), entretanto as
mutacbes sdo a principal responsavel para a evolugcdo das espécies (ALLARD,
1971). Estudos procedidos por Ambiel et al., (2010) sobre variabilidade natural de
braquidarias com ampla distribuicdo geografica, encontrou altos niveis de

dissimilaridade, com variacao de 0,262 e 0,907.
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Tabela 9: Valores referentes a contribuicdo relativa dos caracteres para divergéncia de singh, com 21
caracteres morfolégicos em estudo, referente a populacdo formado por individuos mutantes em
geracdo M2, testemunhas Brachiaria brizantha MG-5, Brachiaria brizantha BRS Piatd, Brachiaria
brizantha Marandu, em dois anos de estudo, Frederico Westphalen, 2014.

Variavel Contribuicdo Relativa

Altura final 1° ano 5,9599

Numero final inflorescéncias 1° ano 3,9901
Numero final de afilhos N.F.AF 0,073
Valor médio de clorofila 0,5094

Altura final 2° ano 3,4451

Numero final de inflorescéncias 2° ano 31,6081
indice de notas relativo a rebrote apos geadas 0,0105
Numero de fileiras de sementes por espiga 0,0231
Comprimento Ultima folha aberta 0,2485
Largura ultima folha aberta 0,0004

Comprimento haste floral 30,0382

Comprimento eixo da inflorescéncia 20,3874
Ndmero de racemos por inflorescéncia 0,027
Comprimento do racemo basal 0,3091
Ndmero de espiguetas por racemos basal 3,3463
Cor do estigma 0,0067

Cor da antera 0,0064
Comprimento pilosidade da raquis 0,0051
Densidade pilosidade do limbo 0,0018
Densidade pilosidade bainha 0,0019
Densidade pilosidade do colmo 0,0021

De acordo com a figura 2, referente ao crescimento linear dos individuos
estudados, da semeadura ao florescimento pleno, a qual expressa o desempenho
das testemunhas comerciais e os dois genétipos mais adaptados as condicdes de
estudo, figuram como destaque dentre os 35 individuos em condi¢gdes de avaliacdo
no campo, com maior adaptagcdo os gendtipos FW 0005, FW 0006.

Dentre a curva de crescimento, 0s cinco genotipos em estudo expressaram-
se com o crescimento explicado pela curva de regressédo polinominal de ordem de
segundo grau para todos os individuos.

O momento de utilizacdo da pastagem para o primeiro corte ou pastejo, € de
suma impotancia para o melhoramento. Durante o crescimento dos gendtipos até
fase inicial do florescimento, existe uma elevada translocacao de fotoassimilados da
parte aérea para as raizes, reservas que ficam disponibilizadas para o rebrote
vigoroso das forrageiras (MACHADO, 2010).
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Figura 2: Crescimento linear de genotipos de Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich.) expresso em
centimetros, com medidas referentes da semeadura ao florescimento pleno, Frederico Westphalen-
RS, 2014.

O inicio do florescimento para os genoétipos correspondeu aos 208 DAS,
conforme o valor estimado para a taxa de crescimento de B. brizantha MG-5 22,96
cm, B. brizantha BRS Piata 25,75 cm, B. brizantha Marandu 42,59 cm. Valores
inferiores aos gendtipos mutantes, que expressaram-se para 0 genoétipo FW 0006
com 48,29 cm e FW 0005 57,51 cm.

Entretanto os maiores valores estimados expressam influéncia da maior
tolerancia ao frio em periodo inicial, representado com o0s genétipos com 0s
melhores rebrotes. Dentre as caracteristicas necessarias para a tolerancia ao frio em
regido sub-tropical, destaca-se a utilizacdo de plantulas mais vigorosas, capacidade
de afilhamento, com afilhos axilares e rapido rebrote, apds periodos de temperaturas
baixas estremas (SOUZA et al., 2013).
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Dados o0s quais expressam existir variabilidade genética para a tolerancia ao
frio, onde plantas com maior area foliar durante esse perido de inverno conseguem
armazenar maior quantidade de reservas para o mesmo. O vigor expresso pelo
rebrote tem uma estreita relacdo com as reservas disponiveis pelas plantas (LENZI,
2012).

De acordo com a figura 3, referente a taxa de crescimento, em segundo ano
de estudo de adaptacdo e crescimento dos individuos em condi¢cbes de campo, é
expresso o desenvolvimento das trés testemunhas comerciais juntamente com o0s

dois individuos mutantes de melhor desempenho.

Genttipo FW 0006 Y = 20,86 -0,277X +0,004X 2 r*=0.85
--------------------------- Genodtipo FW 0007 Y =2501 -0,114X +0,003X= r>=0 91
200 — — — — — B. brizantha cv MG-5Y= 3378 0,473 +0,004X=r==0 02
—_———— e —— B. brizantha cv Marandu Y= 30,85 -0,312)X +0,004X2 r>=0 01
—— o — —— B. brizantha cv BR Hatd ¥ = 30,33 -0.18X +0.002¥= r==0_85
—
E .f
©.150 A
©
€
T
o
[4b]
T 100 ~
©
| -
=]
=
<
50 -
D T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Dias Apos o Rebrote

Figura 3: Crescimento linear de genétipos de Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich.) expresso em
centimetros, com medidas referentes do rebrote ao florescimento pleno, Frederico Westphalen-RS,
2014.
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Analisando-se a curva de crescimento gerada pelos genoétipos, 0s cinco
genotipos em estudo expressaram-se com o crescimento explicado pela curva de
regressao polinominal de ordem de segundo grau.

Para o crescimento em espécies forrageiras, 0 momento de proceder o inicio
do pastejo € de suma importancia. De acordo com 0 manejos racional das
pastagens o momento de iniciar-se o pastejo é referente a fase inicial de
florescimento, pois o momento anterior € prejudicial as reservas estruturais
translocadas e armazenadas e 0 momento posterior ao momento ideal de pastejo
diminui a qualidade das mesmas (MACHADO, 2010).

O momento em que 0s genoétipos expressam o inicio do florescimento, condiz
com a data de 119 dias ap0s o rebrote, correspondente ao momento adequado para
iniciar-se 0 pastejo.

O valor estimado para as testemunhas comerciais Brachiaria brizantha MG-5
foi de 34,14 cm, Brachiaria brizantha BRS Piatd 37,23 cm, Brachiaria brizantha
Marandu 50,36 cm. Os genoétipos mutantes apresentaram valores proximos a cultivar
Marandu porem superiores, com valores de 53,54 e 53,92 cm respectivamente para
0s gendtipos FW0006 e FW0007. Justificando elevada adaptacdo ao meio, onde um
rapido rebrote apos periodo de temperaturas baixas é desejavel para que ocorra a
utilizacdo de animais junto as pastagens (SOUZA et al., 2013).

O gendtipo FW0006 expressou-se entre os melhores individuos, referente ao
crescimento linear, nos dois anos de avaliacdo, caracterizando-se como um genétipo
com estabilidade e elevado potencial, caracteristica buscada por programas de
melhoramento genético. Caracteristicas quantitativas, caracterizam-se por
apresentarem variagcdo continua, controladas pelas associacdo de muitos genes,
sob grande influéncia do ambiente (CRUZ, 2005).

Expressando haver potencial para sele¢cdo de individuos superiores as
testemunhas comerciais em estudo. O aumento da variabilidade genética é
importante para diminuir a susceptibilidade das espécies a eventuais ataques de
pragas e doencas, fato que apresenta maior risco para genétipos de braquiaria os
guais apresentam-se com base genética estreita, devido ao modo de reproducao
apomitico (ARAUJO et al., 2008).

Analisando-se a figura 4, correspondente ao surgimento de inflorescéncias em
segundo ano de avaliacdo, foi procedido a comparacdo dos trés genotipos

estudados como testemunhas B. brizantha MG-5, B. brizantha BRS Piata, B.
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brizantha Marandu, juntamente com o0s dois gendétipos mutantes que melhor
adaptaram-se para as condi¢cGes de estudo, correspondente ao gendtipo FW 0025 e
FW 0013.

500
Genétipo FW 0025 Y= 2187 -28 52X +0,885) r*=0,86
--------------------------- Genotipo FW 0013 Y= 307.6 -41 83X +1,395)¢ 1*=0,93
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Figura 4: Surgimento de inflorescéncias de Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich.) expresso em
unidades por parcela de avaliagdo, com medidas semanais expressas do rebrote ao florescimento
pleno, Frederico Westphalen-RS, 2014.

Os individuos avaliados semanalmente tem desenvolvimento explicado pela
curva de regressao polinominal de ordem de segundo grau para a variavel
surgimento das inflorescéncias apos rebrote de inverno.

A importancia de selecionar-se genétipos com elevado potencial produtivo e
gualidade, adaptado ao meio, esta dentre o0s objetivos dos programas de
melhoramento genético, entretanto se 0s mesmos apresentarem baixa producéo de
sementes, inviabiliza o lancamento do gendtipo. Em trabalho desenvolvido por Jank
et al., (2007) com Setaria sphacelata, foi encontrado para a populacdo estudada

aumento de 17% do namero de inflorescéncias em relacdo a populagao original.
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Ao proceder-se a sele¢cdo de inviduos superiores, associado a elevada
producdo de sementes, encontra-se maior probabilidade de aceitacdo e sucesso de
genotipos lancados, influénciado pelo almejo e busca de individuos que
proporcionem diminui¢do dos custos produtivos, junto aos produtores de sementes,
chegando ao consumidor final com pregcos mais competitivos. Segundo Costa et al.,
(2012) em estudo com a integracdo de braquiaria como cobertura de solo, a
Brachiaria brizantha destacou-se como o tratamento de melhor desempenho técnico
e econOmico.

De acordo com KRUTZMANN et al.,, (2014) a espécie de B. brizantha
apresentou-se com viabilidade para sistemas de integracdo lavoura-pecuaria.
Entretanto procedendo-se analise econdmica 0 uso da mesma tornou-se de baixa
viabilidade para sistemas, em fung¢édo do elevado custo para implantacédo da lavoura,
justificado alto custo das sementes (GARCIA, 2012).

A curva de tendéncia estimada correpondente, expressa a producdo de 66
inflorescéncia junto a testemunha comercial MG-5, 115 inflorescéncias para B.
brizantha BRS Piatd e 80 para a B. brizantha Marandu. Os melhores gendtipos
expressos durante a avaliacdo FW0013 e FWO0025, ambos com 308 e 159
inflorescéncia por unidade de avaliagdo respectivamente. Com consideravel
superioridade em relacdo as testemunhas comerciais, possivelmente com maior
producdo de sementes, podendo considera-los gendtipos com potencial produtivo
para os programas de melhoramento.

O planejamento e decisdo de sele¢cdo € um momento vital para um programa
de melhoramento, entretanto a questdo de associar-se elevada producdo de massa
e producao de sementes junto aos gendtipos, deve apresentar-se com equilibrio. Em
trabalho denvolvido em programa de melhoramento de Setaria sphacelata o
aumento do numero de inflorescéncia diminuiu a altura do dossel vegetativo,
sobretudo em mesmo trabalho o autor cita a necessidade de maior estudo para a
eminente informacéo (JANK, et al., 2007).

O maior numero de inflorescéncias possivelmente proporciona maior
producdo de sementes, importante para o melhoramento genético. Souza et al.
(2013) afirma que uma forrageira ideal deveria apresentar diminuicdo da
contribuicdo relativa das estruturas reprodutivas sem prejuizos a produtividade de
forragem e sementes. O aumento da massa das inflorescéncias € um grande

responsavel pelo aumento da producdo de sementes, entretanto a massa das
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sementes e fertilidade das inflorescéncias expressam relacdo direta na massa das
inflorescéncias (BEAN, 1972).

4.4 Conclusao

A inducdo de mutagdo com Metil Metano Sulfonado amplia a variabilidade
genética junto a gendtipos de B. brizantha, com 34 dos 35 gendtipos mutantes
sobreviventes a pré-selecdo e selecdo com dissimilaridade em relacdo as
testemunhas.

O uso da pré-selecao ao frio, associado a selecdo natural, tem como
resultados iniciais favoraveis para geracao de genoétipos com adaptacao a condi¢des
sub-tropicais, para taxa de crescimento e niamero de inflorescéncias.

Ao avaliar a aclimatacéo, taxa de crescimento e dissimilaridade dos genaétipos
estudados, foi encontrado individuos com potenciais para prosseguir os trabalhos de

selecao de gendtipos superiores.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos procedidos indicam ser viavel a geragao de variabilidade genética
através da indugcdo quimica de mutagcdo em B. brizantha, gerando individuos com
elevado potencial de aclimatacéo.

A cultura da braquiaria constitui-se uma das principais forrageiras da pecuaria
brasileira, representando elevada importancia econémica para o pais. Pesquisa,
lancamento de cultivares e tecnologia para producdo de sementes, fizeram que o
pais se torna em poucos anos, 0 maior produtor, exportador e consumidor de
sementes, com a principal espécies comercializada a cultivar Marandu, que esta
presente no mercado a mais de duas décadas.

Dentre os problemas que os programas de melhoramento genético enfrentam
estd a limitada variabilidade existente em seus bancos de germoplasma, limitada
pela grande maioria dos acessos serem classificados como apomiticos, dificultando
0 cruzamento artificial para geracdo de variabilidade.

Uma alternativa proposta é a inducdo quimica de mutacdo, para geracdo de
maior variabilidade genética, com resultados importantes expressos nesse trabalho,
gue identificou bons niveis de variabilidade gerados em mutantes com relacdo as
testemunhas comerciais.

O estudo da dissimilaridade vem a ser uma ferramenta importante, para
identificacdo dos genétipos com caracteristicas fenotipicas que distinguem-se do
material de origem, nesse trabalho foi possivel identificar pela analise da
dissimilaridade genética de 34 gendtipos formacao de grupos diferentes ao material
de origem, dentre os 35 mutantes analisados.

A inducdo de mutacdo quimica, gerou variabilidade genética para individuos
de B. brizantha, selecionados para pré-disposicao de tolerancia ao frio, podendo ser
procedido selecao de individuos em todas as temperaturas a partir da pré-selecao.

Para o ganho de selecédo estimado dentro da populacdo a associacdo com o
frio extremo, proporcionou maior ganho de selecdo estimado, entre populagdes
(geragbes), a populagcdo M3 expressou menores valores que a M2, pela menor

variabilidade presente em fungao da selecéo do meio.
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A aplicacdo da pré-selecdo em programas de melhoramento genético, torna-
se uma importante ferramenta, que vem a auxiliar os melhoristas de plantas na
selecdo dos individuos que possuem tendéncia a caracteristica de interesse, ou
eliminar em primeiro momento 0s que apresentem maior susceptibilidade, trazendo
aos programas de melhoramento menor necessidade de aplicagdo de recursos
financeiro e humano.

Esse trabalho € de grande importancia, com seus resultados afirmando que a
inducéo de variabilidade genética € uma ferramenta a qual pode vir a ser utilizada na
busca de individuos mais aclimatados. De grande importancia em um pais como o
Brasil de proporcbes continentais que assume a posicdo de maior produtor,

consumidor e exportador de sementes de braquiaria.



