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RESUMO

ABREU, Juscélio Clemente de. Mixoploidia em hibridos de capim-elfante x
milheto tratados com agentes antimitéticos. 2002. 72 p. (Tese — Doutorado
em Agronomia — Genética e Melhoramento de Plantas). Universidade Federal de
Lavras, Lavras - MG*

Do cruzamento entre capim-elefante (Pennisetum purpureum

| Schum.) e milheto [Pennisetum glaucum (L.) R. Br.] sfio produzidos

hibridos tripléides
(2n=3x =21, genomas AA’B) de grande interesse forrageiro. Entretanto,
a esterilidade desses hibridos torna-se uma barreira para o programa de
melhoramento genético e produgfio de sementes para implementagio de
pastagens, economicamente mais vidveis. Com o objetivo de promover a
restauracio da fertilidade dos hibridos entre capim-elefante ¢ milheto,

| foram utilizadas solugSes de colchicina 0,05% e 0,1% e de ciclohexamida

25 mg/L:8-hidroxiquinoleina 300 mg/L (1:1) aplicadas em gemas in vivo
¢ in vitro, sementes, plintulas e perfilhos, em diferentes periodos de

- exposiglio. O efeito dos antimitéticos foi avaliado por meio da taxa de
- sobrevivéncia apés tratamento, mimero cromossdmico e presenga de

anomalias no ciclo celular em meristemas de raizes. Ndo houve
sobreviventes quando foram tratadas sementes e gemas, tanto in vitro
como in vivo. A colchicina apresentou melhor efeito sobre plintulas,
enquanto que a ciclohexamida:8-hidroxiquinoleina (1:1) atuou melhor
. sobre perfilhos. De modo geral, nos diferentes experimentos, observou-se
.8 ocorréncia de mixoploidia, com células apresentando desde 14 até 42
cromossomos, sendo que em média 86,4% das células analisadas
‘apresentaram nimero cromossdmico diferente de 21. Estes resultados
-indicam que houve tanto duplicagZo quanto eliminagfo cromossdmica.

*Comité Orientador: Dra. Lisete Chamma Davide ~ UFLA (Orientadora),
| Dr. Anténio Vander Pereira — Embrapa Gado de Leite e Dr.
Moacir Pasqual - UFLA.



ABSTRACT

| ABREU, Juscélio Clemente de. Mixoploidy in napiergrass x pearl millet
hybrid treated with antimitotic agents. 2002. 72 p. Thesis (Doctoral degree
in Genetics and Plants Breeding). Federal University of Lavras, Lavras-
MG *

Triploid hybrids (2n = 3x = 21, genome AA'B) production from
crosses between napiergrass (Pennisetum purpureum Schum.) and pearl
millet [Pennisetum glaucum (L.) R. Br.] presents high forage value.
- However, sterility of these hybrids becomes a barrier to include them in
breeding programmes. With the objective of recovering fertility of
napiergrass x pearl millet hybrids, it was used colchicine 0.05% and 0.1%
solutions and 25 mg/L:300 mg/L cycloheximide, 8-hidroxyquinoline (1:1)
applied to shoots in vivo and in vitro, seeds, seedlings and tillers. The
effect of the antimitotic substances was evaluated through the survival rate
' after treatment, chromosome number and presence of anomalies in the cell
 cycle. There were no survivors when seeds and shoots were treated. Best
results were obtained when seedlings were treated with colchicine and
tillers with cycloheximide: 8-hidroxyquinoline. In these cases, it was

observed the occurrence of mixoploidy. Cytogenetic analysis showed
' cells presenting since 14 up to 42 chromosomes, with 86.4% presenting
chromosome number different from 21. Such results indicate the
occurrence of chromosome duplication, as well as chromosome
elimination.

*Guidance Committee: Lisete Chamma Davide - UFLA (Major

| Professor),

; Antdnio Vander Pereira - Embrapa Gado de Leite and Moacir
Pasqual - UFLA.
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1 INTRODUCAO

Uma das preocupagBes da pecudria leiteim no Brasil tem sido a
utilizacdo de gramineas forrageiras que possuam elevado potenbial de produgéo
de forragem e qualidade nutritiva. Estas, quando manejadas adequadamente,
podem elevar as produgdes de leite por unidade de érea.

Como tentativa de atender a esta demanda, vérios s&o os estudos sobre o
capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum.), espécie alotetrapléide, com
genoma A’A’BB e 2n = 4x =28 cromossomos e o milheto [Pennisetum glaucum
(L.) R. Br.], espécie dipléide, com genoma AA e 2n = 2x = 14 cromossomos.
Ambas as espécies apresentam larga distribuic#io tropical ¢ subtropical e estéo
entre as principais forrageiras que poderio proporcionar uma melhoria
substancial na produtividade de leite a pasto. Essas gramineas s@o importantes
forrageiras, com larga distribuig8o tropical e subtropical.

O capim-elefante, além da elevada produglio de matéria seca, apresenta
boa palatabilidade, alto valor nutritivo e perenidade, quando comparado com
outras espécies. Segundo Pereira (2001), esta forrageira esté entre as espécies de
maior eficiéncia fotossintética, apresentando elevada capacidade de produgdio e
actimulo de matéria seca de boa qualidade. A sua utilizagio mais freqliente
ocorre no regime de corte (capineiras), podendo também ser utilizada para
ensilagem e pastejo rotativo. Nesse Gitimo sistema, ji se obteve produtividade
. acima de 15.000 kg de leite/ha/ano (Deresz, 1999).

Uma das grandes limitagSes 4 expansfio da #rea cultivada com capim-
elefante ¢ a necessidade do uso da propagegSo vegetativa, visto que a maioria
das cultivares produz sementes minisculas, deiscentes e de baixo vigor.
Segundo Pereira (2001), existem poucas cultivares melhoradas para diferentes
ecossistemas e sistemas de utilizag#io, especialmente sob pastejo rotative. O



melhoramento da maioria das caracteristicas de importincia forrageira do
capim-elefante pode ser conseguido por meio da exploragio da variabilidade
existente na propria espécie. Porém, considerando a capacidade do capim-
elefante em trocar alelos com outras espécies de Pennisetum, o programa de
melhoramento pode recorrer a utilizagdio de germoplasma de espécies
pertencentes a conjuntos génicos compativeis, como é o caso do Pemnisetum
glaucum. Este tipo de combinagfo genética busca reunir no hibrido algumas
caracteristicas desejiveis do milheto, como qualidade da forragem, resisténcia a
seca e tolerdncia a doengas, com a rusticidade, agressividade, perenidade e
elevada produtividade de matéria seca do capim-elefante (Diz, 1994). Além
disso, a forragem deste hibrido interespecifico apresenta melhor aceitagdio pelos
bovinos que o préprio capim-elefante (Jauhar, 1981; Pereira et al., 2000).

O hibrido interespecifico de capim-elefante com milheto, conhecido
como “bana grass”, é um triplide estéril, com 2n = 3x = 21 cromossomos ¢
genoma AA’B, que pode ser mantido via propagaglio vegetativa. Entretanto, a
esterilidade desse hibrido torna-se uma barmreira para o programa de
methoramento genético do capim-clefante e produgio de sementes para
implementagfo de pastagens, economicamente mais vidveis.

A restauraglio da fertilidade do hibrido pode ser conseguida pela
duplicag#o do conjunto cromossdmico pelo uso de colchicina (Hanna, 1981;
Hanna et al., 1984; Dujardin e Hanna, 1985; Hanna & Dujardin, 1986). Um
hexapléide sintético é produzido, o qual apresenta meiose bastante regular,
progénie com alta freq@i€ncia de pdlen e sementes de tamanho grande, vidveis e
com menor deiscéncia, quando comparadas as do capim-elefante, viabilizando a
propagagdo via semente. De acordo com Jauhar e Singh (1969), esses individuos
hexapl6ides geralmente formam 21 bivalentes na meiose e raramente ocorre
associagio multivalente, comportando-se meioticamente como um tipico
dipl6ide.



Apesar de existir metodologia de duplicago cromossémica do hibrido
tripldide de capim-elefante com milheto (Hanna, 1981 ¢ Hanna et al., 1984),
nenhum estudo ainda foi feito neste sentido para os hibridos deset}volvidoé no
Brasil. Além disso, até agora, somente “seedling” foi duplicado, o que n#o
permite uma avaliagio prévia do comportamento agrondmico do tripldide,
podendo-se duplicar os cromossomos de hibridos sem valor forrageiro. Neste
sentido, o presente trabalho teve como objetivo implementar novas metodologias
de duplicagio cromossomica, para restaurar a fertilidade dos hibridos tripl6ides
e contribuir para a obtengio de cultivares superiores que se propaguem via

semente.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Capim-elefante e milbeto: distribuicio e caracteristicas botdnico-
agronbmicas

2.1.1 Capim-clefante

O capim-clefante (Pennisetum purpureum Schum.) é uma graminea
originéria da Africa, onde ocorre naturalmente em vérios paises, encontrando-se
distribuida entre as latitudes de 10°N ¢ 20°S (Rodrigues et al., 1975). Os
primeiros estudos sobre esta forrageira foram realizados na Africa do Sul, em
1910, pelo Coronel Napier (Bennett, 1972). Desde entfio, tem sido introduzida e
utilizada na maioria das regiSes tropicais e subtropicais do planeta, em
decorréncia do seu reconhecido valor forrageiro (Bogdan, 1977). Entre suas
principais caracteristicas, destacam-se a elevada capacidade de produgio de
matéria seca ¢ a tolerfincia a perfodos secos e a queimadas. Entretanto, segundo
alguns autores, nfio tolera geadas e solos encharcados (Whyte et al., 1959;
Souza, 1971; Nascimento Jr., 1981).

No Brasil, esta espécie foi introduzida, em 1920, a partir de estacas
procedentes de Cuba (Granato, 1924), sendo mepidamente difundida para
utilizagio como capineira. O sucesso na disseminagdio da espécie estd
relacionado ao seu valor nutritivo e 4 sua alta eficiéncia fotossintética, com uma
produgdio de até 300 tha/ano de matéria verde (Carvalho, 1985). Além destas, o
capim-elefante possui outras caracteristicas favordveis que contribuiram para sua
disseminagiio, tais como facilidade de propagacdio vegetativa, resisténcia a
pragas, boa palatabilidade e valor nutritivo quando jovem (Mozzer et al., 1986).
Estes resultados tém contribuido para a seleglio do capim-elefante como a
espécie de maior potencial para produgiio de leite a pasto (Pereira et al., 2001).



Segundo Pereira et ,aiﬁm capim-elefante é a forrageira mais
—— <

utilizada para a formagio de capineiras, devido 4 sua elevada capacidade de
produgdo. No arragoamento animal, o capim-elefante tem sido fornecido como
verde picado, sob a forma de silagem, feno e em pastejo direto. O uso sob
pastejo, embora seja uma forma de utilizagio mais recente, tem se expandido
rapidamente, em fungo dos excelentes resultados obtidos, com produgdes de até
20 t de leite/ha/ano. Esse valor poderd ser ultrapassado com uma cultivar
melhorada que se adapte melhor ao pastejo.

O capim-clefante ¢ uma graminea pertencente & subfamilia Panicoidea,
da tribo Paniceae e do género Pennisetum, o qual possui mais de 140 espécies.
Desde a sua primeira descrigio, Pennisetum purpurewm Schum. tem sido
incluido em diferentes segBes. Inicialmente, fez parte da seglio Penicillaria,
sendo atualmente incluido na secBo Pennisetum (Brunken, 1977).

P. purpureum é uma espécie que apresenta ciclo vegetativo perene,
crescimento cespitoso, porte elevado, colmos eretos, cilindricos e cheios, folhas
largas e compridas, inflorescéncia priméria terminal do tipo panicula e
abundante langamento de perfilhos aéreos e basais (Diz, 1994). Além disso, é
preferencialmente alégama, protoginica, mostrando forte depresséo endogmica
(Javier, 1970; Pereira et al., 1997).
| Os caracteres morfolégicos do capim-elefante podem apresentar ampla
+ variaglo entre diferentes ecotipos. O grau de variagio morfolégica chega a ser
tio contrastante que, na evolugfio da classificagdo da espécie, P. purpureum
passou por diversas denominagdes, tais como P. macrostacyum Benth; P.
benthamii Stend; Gymmothry nitens Anderss; P. nitens (Anderss) Hack; P.
" benthamii var. nudum Hack; P. pallescens Leeke; P. lachonorrhachis A. Peters;

- P. purpureum subsp. flexispica (K. Schum.) Maire e Weiller; P. purpureum
. subsp. benthamii (Stend) Maire e Weiller (Pereira et al., 2001).



Uma das primeiras tentativas de se classificar a variabilidade dentro de
P. purpureum foi apresentada por Maire (1952), que sugeriu a divis#io da espécie
em trés subespécies: benthamii (Stend) Maire e Weiller, purpureum (Schum) ¢
Slexispica (K. Schum) Maire ¢ Weiller

Outros critérios de divisdo da variabilidade foram apresentados em
relagéio 4 presenga de pélos (Bogdan 1977), época de florescimento, difmetro do
colmo e formato da touceira (Xavier et al., 1993).

Segundo Percira et al. (2001), a época de florescimento pode variar com
a cultivar ¢ com as condigdes ambientais. Na regidio sudeste, o florescimento,
normalmente, ocorre no periodo de margo a agosto. De acordo com Xavier et al.
(1993) e Pereira (1993), as cultivares podem ser classificadas quanto & época de
florescimento em precoces (margo e abril), intermedidrias (abril e maio) e tardias
(junho e julho), podendo ocorrer isolamento reprodutivo temporal entre
variedades, principalmente entre as precoces e tardias.

Além destas, muitas outras caracteristicas morfolégicas de capim-
elefante tém sido utilizadas para agrupar as variedades. Pereira (1993) classifica
a variabilidade dentro do germoplasma de capim-elefante em cinco grupos
distintos: cameroon, napier, merker, anéio e hibridos Interespecificos.

2.1.2 Milheto

Os primeiros cultivos do milheto foram realizados no norte e oeste da
Africa. Esta espécie foi domesticada como cereal, no sul do Sahara, h&
aproximadamente 4.000 a 5.000 anos. Hoje em dia, a espécie estd distribuida nas
fireas tropicais semi-dridas da Africa e Asia (Davies, 1968 e Munson,1975,
citados por Diz, 1994). J4 na India, além de fazer parte da alimenta¢#o humana,
comegou a ser pesquisado ¢ melhorado como forragem para o gado, o que o



levou a conquistar espago como "pastagem da seca”, também nos Estados
Unidos.

Os primeiros relatos de sua presenca no Brasil situam-se no Rio Grande
do Sul (RS), mais especificamente na Estagio Zootécnica de Montenegro.
Datam de 1929, tendo sido avaliado por Anacreonte A. de Aradjo (Medeiros,
1977). Segundo Bonamigo (1999), a avaliagio sistemética por meio de testes de
pesquisas teve infcio no RS com a Secretaria de Agricultura ¢ com a
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), no final dos anos 1960 ¢
infcio dos anos 70, com a introdugio de diversos materiais do estado norte-
americano da Gedrgia. Outro local significativo da pesquisa com milheto foi
Pemambuco, no Instituto de Pesquisa Agropecuaria (IPA) e com a Universidade
Federal de Pernambuco, com muitos trabalhos de testes, avaliagSes e
divulgagio. Atualmente, a drea ocupada com o milheto, no Brasil, estd proxima
de 2,1 milhBes de ha (Bonamigo, 1999).

O milheto apresenta boa resisténcia a seca e a doengas, ¢ tolerante a
baixos niveis de fertilidade do solo e apresenta boa produgdio de sementes n#io
deiscentes, produzindo cerca de 500 kg/he. Além disso, essa graminea
proporciona elevado rendimento de matéria seca, chegando préximo de 22 tha
(Andrade & Andrade, 1982).

Pernisetum glaucum também é comumente denominado de pasto
italiano, capim-charuto e tiféide. Seus griios sdo utilizados na alimentaglio
humana e a planta inteira ¢é utilizada como forragem verde ou conservada para o
gado, pois produz grande quantidade de folhagem tenra, nutritiva, palativel ¢
livre de compostos téxicos (Minocha, 1991).

O milheto ¢ considerado o sexto cereal mais importante do mundo.
Nutricionalmente, o griio do milheto é superior ao do trigo, do arroz e do milho
em relag#o ao contetido mineral (Pantulu & Rao, 1982), além de apresentar 16%
de proteina.



O milheto, assim como o capim-elefante, pertence a familia Poaceae,
subfamilia Panicoidea e género Pennisetum. Esta espécie apresenta ciclo
vegetativo anual, porte ereto, podendo apresentar um Gnico caule, de 1 2 3 m,
compacto, exceto abaixo da panicula. As folhas medem de 20 a 100 cm de
comprimento e de 5 a 10 mm de largura. A inflorescéncia é uma panicula densa
ou contraida com 10 a 50 cm de comprimento de 0,5 a 4 cm de dimetro
(Alcéntra & Bufarsh, 1988).

2.2 Melbhoramento genético do capim-elefante e a obtenclio de hibridos
interespecificos

Buscando obter novas combinagBes génicas para atender & demanda
nacional dos produtores por cultivares forrageiras superiores, a Embrapa Gado
de Leite, a partir de 1991, iniciou o desenvolvimento de um programa de
melhoramento genético do capim-elefante. Esse programa visava explorar a
variabilidade genética existente entre 120 acessos de capim-elefante, 50 acessos
de milheto e 15 acessos de outras espécies de Pemnisetum que compdem o
Banco Ativo de Germoplasma do Capim-Elefante (BAGCE).

Segundo Pereira et al. (2001), as principais colegBes de capim-elefante
do Brasil encontram-se localizadas na Embrapa Gado de Leite, Universidade
Federal de Pelotas/RS, Empresa de Pesquisa Agropecuéria de Santa Catarina/SC
e Instituto Pernambucano de Agropecuéria/PE. Entretanto, a maioria dos acessos
destas colegdes sdo comuns e foram introduzidos do Banco de Germoplasma da
Embrapa Gado de Leite (BAGCE).

Pelo exposto, percebe-se que o capim-elefante é uma espécie
amplamente difundida por todo o Brasil, sendo cultivada em condigSes
ambientais bastante diversificadas. Entretanto, existem poucas cultivares
melhoradas para os diferentes ecossistemas e sistemas de utilizagdo,



especialmente sob pastejo rotativo. A excegdio ¢ a recente cultivar langada pela
Embrapa Gado de Leite, denominada Pioneiro, que é destinada ao uso sob
pastejo (Pereira ct al., 1997).

Uma das grandes limitagSes & maior expansiio da utilizagfio do capim-
elefante € a necessidade do uso da propagagiio vegetativa, visto que a maioria
das cultivares produz sementes de baixo vigor. Considerando que a maioria das
cultivares existentes ¢ de siio clones e sendo esta forrageira quase sempre
cultivada sob condicdes de manejo deficiente, a expressio do potencial da
espécie é comprometida pela dificuldade da planta de se adaptar aos diferentes
ambientes. Uma solugio econdmica para este problema € o desenvolvimento de
cultivares superiores, adaptadas s diferentes condigdes edafocliméticas. O uso
de cultivares melhoradas, além de contribuir para o sumento e redugo do custo
da produgdo animal, constitui uma tecnologia acessivel & maioria dos produtores
(Pereira et al., 2001).

No programa de melhoramento genético do capim-elefante conduzido
pela Embrapa Gado de Leite, buscam-se cultivares que apresentam: maior
velocidade de crescimento, maior produtividade, melhor qualidade forrageira,
maior eficiéncia na utilizagfio de nutrientes, distribuicio mais eqiitativa da
produgio de matéria seca durante o ano, elevada produglio de sementes vidveis
para a propagacdo via semente, tolerincia 4 seca e resisténcia ao pisoteio, a
pragas e doencas (Pereire, 1994).

O melhoramento da maioria das caracteristicas de importéncia forrageira
do capim-elefante pode ser conseguido por meio da exploraglio da varisbilidade
existente na prépria espécie (methoramento intravarietal). Porém, considerando
a capacidade do capim-elefante de trocar alelos com outras espécies de
Pennisetum, o programa de melhoramento pode recorrer a utilizagio de
germoplasma de espécies pertencentes a conjuntos génicos préximos, tais como
o milheto (Pereira et al., 2001). Este tipo de combinacfio genética busca reunir



no hibrido algumas caracteristicas desejéveis do milheto. Entre essas
caracteristicas estfio: qualidade da forragem, resisténcia & seca e tolerfincia a
doengas, a rusticidade, agressividade, perenidade e elevada produtividade de
matéria seca do capim-elefante (Diz, 1994). Além disso, a forragem deste
hibrido interespecifico apresenta melhor aceitagdo pelos bovinos que o préprio
capim-elefante (Jauhar, 1981). De acordo ainda com Jauvhar (1981), em fungéo
da ampla variabilidade genética do milheto, sua utilizagio no melhoramento
genético do capim-clefante permitird maiores avangos na cbteng#o de cultivares
hibridas superiores.

Os hibridos triplides tém apresentado grande variabilidade para
caracteres de importéncia forrageira, j4 tendo sido selecionados materiais com
23% de proteina bruta nas folhas, valor este superior & média de 16% encontrada
para o capim-elefante (Pereira et al,, 2000). Entretanto, estes hibridos s#o
estéreis, 0 que constitui uma barreira para 0 programa de melhoramento
genético. Por isso, torna-se indispensdvel a restauragiio da sua fertilidade, para
que os mesmos voltem ao programa de melhoramento genético, transferindo
alelos de caracteristicas desejadas ao capim-elefante.

Por meio da duplicagfio cromossémica, Hanna (1981) e Hanna et al.
(1984) produziram um hibrido hexapléide com meiose regular, que apresenta
sementes maiores e mais vigorosas quando comparadas com as minisculas
sementes de baixo vigor do capim-elefante. Fica assim facilitada a propagacio
do hibrido via semente. No entanto, até o momento ndio foram realizados
trabalhos sobre duplicagiio cromossémica com os hibridos obtidos em
programas de melhoramento nacionais.

10



2.3 Citogenética do capim-elefante, milheto ¢ seus hibridos
2.3.1 Capim-elefante

O género Pennisetum tem nimeros béasicos de cromossomos iguais a 5,
7, 8 ¢ 9. A seglio Pennisetum, que inclui o capim-clefante e o milheto, tem
nimero bésico 7. O capim-clefante é alotetrapldide (2n = 4x = 28
cromossomos), com comportamento citogenético dipléide normal (Brunken,
1977), possuindo genomas A’A’BB (Jauhar, 1981). O primeiro destes apresenta
grande homologia com o genoma A do milheto (P. glaucum) e o outro é
proveniente de um ancestral desconhecido (Jauhar, 198]; Dujardin & Hanna,
1985). Para Martel et al. (1997), as técnicas de citogenética molecular, como
hibridagdo in situ, podem testar a origem alotetrapléide ou dipléide de P.
purpureum. O autor descreve, ainda, que essa espécie pode ter sido originada
por mecanismo de produgéio do anfidipléide por meio de gametas no reduzidos,
seguido pela diminuigio do tamanho dos cromossomos. Por outro lado, o
caribtipo de P. purpureum pode ter sido originado da fragmentagfio de
cromossomos maiores de um suposto ancestral com 2n = 14 cromossomos. Para
esse proposito, 0 DNA gen6mico total de P. glaucum (4,71 picogramas) pode
ser investigado nos cromossomos de P. purpureum (4,59 picogramas) (Marte] et
al.,1997).

Segundo Pantulu e Venkateswarlu (1968), estudos sobre a morfologia
dos cromossomos no paquiteno mostraram que os cromossomos 1 ¢ 14 do
capim-elefante apresentam os organizadores nucleolares e o primeiro mostrou-se
2,7 vezes maior que o iltimo, caracterizando um cari6tipo assimétrico. Para
Javhar (1981), o cariétipo do capim-elefante & constituido de cromossomos
metacéntricos, submetacéntricos e um acrocéntrico. Com base nestas

11



observagdes, o cariétipo do capim-elefante foi incluido na categoria 2b da
classificag#io de assimetria proposta por Stebbins (1958).

No entanto, Manara (1973), analisando oito variedades de capim-
elefante, relatou a ocorréncia de cromossomos metacéntricos e
submetracéntricos e que a relag#io entre 0 maior e o menor cromossomo foi
inferior a 2:1. Esses dados, associados & auséncia de cromossomos
acrocéntricos, levaram a autora a incluir o cari6tipo das oito variedades na
categoria la de Stebbins (1958). Barbosa (2000), estudando cinco acessos de
capim-elefante do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Gado de Leite
(BAGs 54, 63, 65, 75 e 91), observou a presenga de cromossomos metacéntricos
e submetacéntricos em algumas metéfases. Contudo, ao obter as médias das
metifases avaliadas para cada acesso, os cromossomos submetacéntricos foram
suprimidos por estarem presentes em algumas poucas metéfases. Foi observado
ainda que, entre os sete primeiros pares de cromossomos, hé, pelo menos, dois
pares submetacéntricos e entre os sete pares restantes ocorre pelo menos um par
submetacéntrico. Este fato, associado 3 diferenga de comprimento relativo ser
praticamente o dobro entre o maior e o menor par nos BAGs 54, 65 e 91, sugere
a incluso do cari6tipo desses acessos na categoria 2b, de acordo com a
classificagio de Stebbins (1958). Para os acessos BAGs 63 e 75, devido &
relaglo entre o maior e menor brago ter sido menor que 2:1, o caribtipo
enquadra-se na categoria 1a - simétrico.

Essa divergéncia de resultados confirma a ocorréncia de variagiio
intravarietal em P. purpureum e permite inferir que as alteragBes estruturais,
como delegdes e adigBes, devem ter contribuido para aumentar ou diminuir a
diferenga de tamanho entre 0 maior e 0 menor cromossomo dos diferentes
acessos de capim-elefante (Barbosa, 2000).
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2.3.2 Milheto

O milheto ¢ uma espécie dipléide anual com 2n = 2x = 14 cromossomos
¢ genoma AA, de polinizagfio cruzada, principalmente por causa do seu hébito
de floragdo protoginica (Powell et al., 1975).

P. glaucum & um excelente material para a pesquisa de citogenética, mas
foi somente nas duas tltimas décadas que estas pesquisas avangaram. Segundo
Minocha (1991), as pesquisas tém avangado mais em relagfio aos seguintes
tépicos: nomenclatura; producfio de hapldides, polipbides, incluindo tripléides e
tetrapldides; aneupldides, incluindo trissomicos primérios e tercidrios; variagGes
cromossdmicas, incluindo procedimentos citolégicos e identificaglio
cromossomica; designagio de grupos de ligagfio e hibridizaglio de células
sométicas, além das transformac3es genéticas.

Os relatos sobre o cari6tipo do milheto tém sido divergentes. Alguns
autores (Avdulov, 1931; Burton & Powell, 1968; Pantulu & Venkateswarlu,
1968) determinaram que o cariétipo do milheto é constituido de cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos ¢ que o0 menor cromossomo &,
aproximadamente, 2/3 do comprimento do maior cromossomo. J4 para Virmani
e Gill (1972) e Tyagi (1975), o caribtipo do milheto, além de apresentar
cromossomos metacéntricos (pares 1, 2, 3 e 5) e submetacéntricos (pares 4 ¢ 6),
apresentam também um cromossomo acrocéntrico com satélite (par 7).

Jauhar (1981) apresentou o cariétipo do milheto como simétrico, devido
A presenca de cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, e pelo fato de o
maior deles ser 1,5 vez maior que o menor. Portanto, ¢ incluido na categoria 1a
de Stebbins (1958). Este mesmo resultado foi verificado por Barbosa (2000),
que observou que, além dos cromossomos do milheto serem metacéntricos ¢
submetacéntricos, a diferenga entre 0 maior ¢ 0 menor par de cromossomos € 1,6
de vez, classificando também o cari6tipo como simétrico.
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Jauhar (1981) e Barbosa (2000) relatam que as divergéncias entre os
trabalhos relacionados 4 classificagéo dos cromossomos e localizagio do satélite
sdo notérias. Considerando uma metéfase mitbtica com os cromossomos
condensados, n#io seria inesperado que um pesquisador classificasse o
centrdmero como mediano, tendo outro classificado-0 como submediano.
Acrescentam, ainda, que essas diferengas podem estar relacionadas & magnitude
de erro na medig#io dos cromossomos, tendo em vista que esse procedimento é
geralmente feito na metifase, apés pré-tratamentos para condensaclio e
espalhamento dos cromossomos.

2.3.3 Hibridos interespecificos de P. purpureume P. glaucum

Os hibridos de capim-elefante ¢ milheto s&o obtidos com grande
facilidade por meio do cruzamento interespecifico, pois sfo espécies
estreitamente relacionadas. Estes hibridos apresentam florescimento precoce,
esterilidade resultante de constituig#o cromossdmica desbalanceada (2n = 3x =
21 cromossomos) do genoma AA’B, morfologia e caracteristicas quimicas
intermedidrias 4s dos progenitores. Os principais exemplos sfio pusa napier, bana
grass (badala napier grass), mineiro x 23A e mineiro x 29DA (Pereira, 1994).

O interesse primordial na obtengfo desses hibridos, como citado
anteriormente, foi combinar as qualidades do milheto como forrageira (boa
produgio de sementes, sementes nfio deiscentes e resisténcia a doengas) com a
agressividade, rusticidade e hébito perene do capim-elefante. Além disso, a
forragem destes hibridos é mais produtiva e mais aceitdvel pelos bovinos do que
a do capim-elefante (Jauhar, 1981).

Na meiose destes hibridos interespecificos estéreis, foi observada a
formag@o de pontes, tétrades anormais e aborto de todas as quatros megésporas
(Hanna, 1981 e Jauhar, 1981). De acordo com Techio et al. (2001), na meiose
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dos hibridos interespecificos produzidos pela Embrapa Gado de Leite (F94-60-
01; F94-52-02 e F94-53), foram observados 7 bivalentes ¢ 7 univalentes.
Também foram encontradas anormalidades relacionadas & segregagfo irregular
dos cromossomos, caracterizada pela presenga de cromossomos com ascensdo
precoce nas metéfases I e 11 ou retardatérios nas anifases I e II. Os autores
acrescentam, ainda, que foram observados micronicleos nas telofases 11 e
tétrades, possivelmente como conseqiiéncia das irregularidades citadas, além de
pontes cromossdmicas miltiplas nas anifases I e I ¢ aderéncia entre
CTOMOSSOMOS.

A restauraglio da fertilidade do hibrido pode ser conseguida pela
duplicagio do conjunto cromossdmico (Hanna, 1981; Hanna et al., 1984;
Dujardin & Hanna, 1985; Hanna & Dujardin, 1986), produzindo um hexapléide
sintético que apresenta megasporogénese e desenvolvimento do saco
embrionério normal, como no capim-clefante (Hanna, 1981). Para Jauhar e
Singh (1969), esses individuos hexapléides geralmente formam 21 bivalentes na
meiose ¢ raramente ocorre associagio multivalente, comportando-se
meioticamente como tipicos dipl6ides.

Para Barbosa (2000), a contribuigio do genitor capim-elefante, em
termos de quantidade de DNA, determinada com base no comprimento do lote
hapléide (CTLH), ¢ similar aquela fomecida pelo milheto, embora os hibridos,
fenotipicamente, assemelhem-se mais ao capim-elefante. De acordo com
Gonzalez & Hanna (1984), 0 genoma B tem um efeito dominante sobre o
genoma A em capim-elefante com relacéio ao tamanho da semente, juvenilidade
e caracteristicas de inflorescéncia e folha.

Vérios autores citados por Jauhar (1981) descreveram que o hibrido
hexapléide tem uma maior semelhanga ao capim-¢lefante, devido a uma maior
contribuigiio gendmica deste. Comentam também que o genoma A de P.
glaucum e A’ de P. purpureum s¥o similares no contetido génico. Estes, no
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hexapléide, tém um efeito de quatro genomas A, embora a maior semelhanga do
hexapléide 3 P. purpureum demonstre que os genomas A e A’ sdo
suficientemente diferentes, apresentando expressdes fenotipicas diferentes.
Também, mais provavelmente, que o genoma B domina os genomas A ¢ A’.
Krishnaswamy e Raman (1949, 1953, 1954, 1956), citados por Jauhar (1981),
consideram o genoma B dominante pois, alterando-se a proporgio do genoma A
em relagiio ao genoma B de 2:1 para 5:1, a manifestagéo fenotfpica do genoma B
é maior que a dos genomas A combinados. No hibrido com constituigio
gendmica AAAAA’B, por exemplo, a tinica dose do genoma B faz com que este
se assemelhe mais ao P. purpureum. Isso indica que o genoma B foi dominante
ou, talvez, epistético sobre as cinco doses do genoma A.

De acordo com Burton (1942) e Jauhar (1981), existe grande facilidade
para identificar os cromossomos sométicos das duas espécies pelo tamanho e
pela forma, pois os cromossomos de P. glaucum sdo maiores que os de P.
purpureum. Porém, Barbosa (2000) relata ser possivel distinguir parcialmente os
cromossomos parentais no hibrido, por meio de pequenas diferengas no
caribtipo. Mas, sugere que a utilizagio de técnicas de bandeamento
cromossdmico possibilitariam acompanhar de maneira mais precisa o
comportamento dos dois conjuntos cromossdmicos das espécies genitoras no
tripléide, auxiliando na ordenagio precisa dos cromossomos no cariograma.

A maioria das caracteriza¢Ses citogenéticas existentes para os hibridos
entre capim-elefante e milheto é baseada no comportamento cromossémico
durante a meiose (Burton, 1942; Burton & Powel, 1968; Jauhar, 1981; Pantulu e
Rao, 1982). Contudo, Barbosa (2000), estudando a mitose de acessos de hibridos
cedidos pela Embrapa Gado de Leite, verificou que, com relagdo ao
comprimento relativo, em células sométicas, o maior cromossomo do hibrido
chega a ser 2,6 vezes maior que o menor cromossomo. Baseado nesta
informag#o, esse mesmo autor determinou que os cari6tipos dos acessos hibridos

16



analisados incluem-se na categoria 2b de Stebbins (1958) e relatou que, na
maioria destes acessos, foram observados cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos,

2.4 Indugiio de poliploidia: duplicagiio cromossbmica e avaliagio da ploidia

A hibridagio e a poliploidia s#o dois processos estreitamente
relacionados e de grande importincia na evolug#o das plantas (Stebbins, 1971) e
para o melhoramento genético. Segundo DeWet (1980), a poliploidia é um
notével aspecto da evolugdo dos cromossomos. Os polipléides, como definigdo
geral, combinam trés ou mais genomas bésicos de um grupo taxonSmico ao qual
eles pertencem.

Stebbins (1971) referese & poliploidia como sendo o processo
citogenético mais difundido e mais distintivo que afetou a evoluglo das plantas
superiores. Esse autor estima que de 30% a 35% das espécies de faner6gamas
tém nGmero de cromossomos gaméticos multiplos do ntmero bdsico
caracteristico do género ao qual elas pertencem. Para Guema (1989), a
poliploidia é um fenémeno muito comum em plantas, especialmente em
pteridbfitas, cuja maioria das espécies tem niimero gamético muito elevado.

Os polipléides sdo classificados, sobre a base da sua origem, em
autopolipléides (genoma basico repetido) e alopolipléides (dois ou mais
genomas distintos). Segundo DeWet (1980), a tetraploidia é o maior sucesso
natural da poliploidia e, provavelmente, combina dois diferentes genomas
adaptados, mas citogeneticamente de taxa aparentado. Para Guerra (1989),
embora existam muitos exemplos de poliploidia intraespecifica, como
Caesalpinia ferrea ¢ Odontophrynus americanuns, a maioria dos polipléides
conhecidos é de origem interespecifica, isto &, os polipléides constituem
espécies isoladas.
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Implicagdes genéticas e evolutivas dos polipléides sdo freqiientemente
discutidas, mas a origem € pouca debatida. Segundo DeWet (1980), as
duplicagdes cromossdmicas meristemética e zigética tém sido aceitas como os
eventos naturais mais comuns da origem dos polipléides. Entretanto, a origem
pode também ocorrer pela ndo redugio de gametas femininos e masculinos.

rRoth (1984), em ampla revisdo de literatura, dgcre;\(.e*glg a
poliploidizagioﬁ produz uma série de efeitos morfo-fisioldgicos. O efeito ﬂ
. imediato € o aumento do tamanho das células devido ao volumm maior,
- conduzindo a uma reduglio do nimero de divisSes w 0.
 desenvolvimento. O conhecido efeito “gigas” encontra-se comun_:g_t_e:mi
de padriio de crescimento altamente determinado, como ﬂor&sl e sementes.

A literatura cita diversas técnicas fisicas e quimicas de se obter
polipléides artificiais, tais como injiirias, choques térmicos, centrifugacfo, uso
de agentes quimicos como podofilina, vincaleucoblastina (VLB), 6xido nitroso
(N0), hormdnios, herbicidas, ciclohexamida, 8-hidroxiquinoleina e colchicina.
Segundo Chalak & Legave (1996), a colchicina tem sido usada desde 1937, na
indugio de plantas polipléides. Em muitas espécies, a colchicina € conhecida por
causar efeitos, como esterilidade, desenvolvimento anormnal e indug#o de plantas
quimeras, devido & assincronia da divisio celular (Wan et al., 1989). Jensen
(1974) descreve que, em concentragdes elevadas, a colchicina possui efeitos
téxicos, levando a morte células ¢ plantas e que a tolerfincia & colchicina varia
de acordo com a espécie.

Para Geoffriau et al. (1997), outros agentes, tais como herbicidas
antimicrotubulares [orizalina, trifuralina, amiprofosmetil (AMP) e pronamide]
tém demonstrado maior especificidade para a tubulina de plantas i vitro, do que
a colchicina. Segundo Van Tuyl et al. (1992), os compostos dinitroanilinas,
usados como herbicidas tém alta atividade de poliploidizagio com baixa
toxicidade. Um destes compostos, a orizalina (3,5-dinitro-N4.N4-
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dipropilsulfanilamida), possui alta atividade, na despolimerizagdo dos
microtibulos, em baixas concentragdes (Morejohn et al., 1987, citados por
Duren et al., 1996). Porém, a manipulagio desta substéncia, pelo homem, é
considerada arriscada pelas empresas que a sintetizam, podendo ser fatal se
absorvida através da pele ou inalada.

Wan et al. (1991) descrevem que os herbicidas orizalina, trifuralina,
amiprofosmetil (AMP) ¢ pronamide, aplicados na cultura de calos de antera de
milho, foram eficientes. No entanto, a orizalina, além de induzir eficientemente
a duplicaglio cromossdmica, também afetou a capacidade de regeneragdo dos
calos. Geoffriau et al. (1997) relataram que a proporgfio de explantes de Allium
cepa (L.) sobreviventes foi maior nos tratamentos com orizalina do que nos com
colchicina. Porém, a orizalina induziu poucos dihapléides quando comparada
com a colchicina.

Sree Ramulu et al. (1991), Wan et al. (1991) e Bouvier et al. (1994),
citados por Chalak & Legave (1996), demonstraram que a orizalina ¢ mais
eficiente que a colchicina para a duplicagio cromossdmica. DeBuyser & Heary
(1980), citados por Chalak & Legave (1996), demonstraram que mais de 54,4%
das plantas hapléides de trigo tratadas com colchicina produziram sementes
depois de duplicadas. Metz et al. (1988), estudando o efeito do emprego da
colchicina em duas linhagens de trigo, demonstraram que 98% das plantas
tratadas produziram sementes. Em milho, calos tratados com 0,025% a 0,05% de
colchicina por 24 horas regeneraram 50% de plantas dihapléides e aqueles
tratados por 72 horas regeneraram 100% de plantas dihapléides (Wan et al.,
1989).

Seis hexaplbides de trigo cultivado e cinco linhagens de centeio foram
usadas para o estudo da influéncia do genétipo parental sobre a duplicagfio
cromossémica depois do tratamento com colchicina. Di_ferem;as significativas
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foram demonstradas e atribufidas aos efeitos independentes dos parentais
(Tanner, 1981).

A investigagdo citolégica da meiose de trés hibridos do cruzamento de
Hordeum chilense com triticale, tratados com colchicina, demonstrou que o
namero cromossémico dos polihapléides e anfidipléides foi bastante estével
(Scharder & Pohler, 1985). Segundo Dahleen & Joppa (1992), os tratamentos
com colchicina tém sido usados para dobrar o nlimero cromossdmico de muitos
hibridos. Mas, o sucesso n#o ¢ garantido, pois, trabalhando com hibridos de H.
vulgare com Elymus canadensis (centeio selvagem), os autores sé conseguiram
dobrar o nimero cromossdmico de 2n = 21 para 2n = 42 em apenas dois clones.

Roth (1984), citando vérios autores, descreve que as principais varidveis
no tratamento com colchicina s#o (a) concentrag#io variando de 0,0006% a 3,0%,
(b) tempo de exposig#o 3 droga variando de uma hora a vérios dias, (c) forma de
aplicagio, desde a imersio de sementes e embrites ao tratamento local de
meristemas em plantas desenvolvidas.

O maior problema da indugio via colchicina resulta do fato de a
substéincia s6 agir efetivamente sobre as células que estio em divisfio. Desse
modo, a poliploidizagio geralmente nfo atinge todas as células do material
tratado, sendo comum o aparecimento de mixopldides e quimeras. Em
conseqliéncia, surge o problema relativo a estabilidade da condig#io polipléide. E
freqliente a revers#o parcial ou total & condigfio dipléide, apés alguns ciclos de
divisdo, principalmente devido & proliferagio das células dipléides
remanescentes que se multiplicam a taxas superiores aquelas das células
polipléides. Em decorréncia dessas dificuldades, tem-se variado bastante a
forma de aplicagfio dos indutores de poliploidia, buscando uma maior eficiéncia
do tratamento (Roth, 1984).

Em gramfneas (Poaceae), o que s¢ tem observado na literatura € que a
colchicina tem apresentado bons resultados na poliploidizag¥io. Saisingtong et al.
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(1996) conseguiram a produgdo de dihapléides de milho, partindo de culturas de
anteras em meio de cultura contendo colchicina. Hanna (1981) e Hanna et al.
(1984) obtiveram sucesso na produgdo de hexapldides, derivados de triploides
interespecificos de capim-elefante com milheto, usando colchicina. Viérios
outros trabalhos, tais como em sorgo (Sun, 1994) e em arroz (Huang, 1995),
também obtiveram sucesso na poliploidizagéo com o uso da colchicina. Hassawi
e Liang (1991), estudando o efeito de trés agentes antimitoticos em duas
concentragdes, demonstraram que a colchicina € mais eficiente do que a
trifuralina e a orizalina para induzir a duplicagdo cromossomica em células de
calos de antera de trigo. Neste trabalho, 89% das plantas regeneradas foram
tratadas com colchicina e apenas 18,8% e 7,7% de plantas regeneradas foram
tratadas com trifuralina e orizalina, respectivamente. Sanford (1983), citado por
Duren et al. (1996), descreve que a colchicina é muito usada para a indugdo de
polipléides em um grande nimero de espécies de plantas. Hassawi e Liang
(1991) descrevem que, apesar de a colchicina ser o melhor agente antimitético,
ela é muito dispendiosa e carcinogénica. Assim ¢ necessdrio que outros agentes
antimitoticos sejam testados em vdrias concentragdes e duragdes para se obter o
méximo de eficiéncia.

Na literatura, percebe-se que a indugdo de poliploidia em vegetais ndo é
uma tarefa facil. Em vérios trabalhos verifica-se que as metodologias variam
muito, principalmente com relagd@o aos tipos e tempos de ag@o dos indutores, as
concentragdes e os tecidos alvo, buscando sempre uma maior eficiéncia do
tratamento. Observa-se também que, uma vez conseguida a poliploidizagdo, a
fregiiéncia de plantas mixoploides é grande e as de poliploides estaveis € muito
pequena. Além disso, quando altas freqiiéncias de plantas induzidas & poliploidia
sdo obtidas, estas sdo, na verdade, dihapléides. Isso porque a propria condigdo

hapléide favorece a duplicagdo cromossomica, como no caso de regeneragdo de
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plantas com base no cultivo de anteras de cevada, quando foi possivel observar
duplicagio cromossdmica espontanea superior & 92% (Hanson, 1984).

Segundo Duren et al. (1996), o método mais usado para confirmar s¢ a
induggo A poliploidia deu certo é o de contagem de cromossomos. Porém, este
método gera algumas dificuldades para a investigaglio em larga escala. A andlise
do conteido de DNA por meio da citometria de fluxo tem sido muito utilizada

atualmente para a investigagio de polipléides, por produzir resultados com
maior confiabilidade e facilidade de anélise.

2.5 Eliminac¢iio cromosstmica somdtica

O fen6meno da eliminagiio cromossdmica somftica foi descoberto
inicialmente na Franga, por Cauderon e Cauderon, em 1956, por meio de
cruzamentos entre Hordeum vulgare e Hordeum bulbosum, apresenténdo grande
potencialidade no melhoramento genético (Kasha & Kao, 1970; Picard et al.,
1994).

A eliminagio cromossfmica somética é um mecanismo que pode levar
ao isolamento reprodutivo, podendo ser total ou parcial de um dos genomas
parentais como conseqiiéncia da condigio hibrida, ou seja, desajuste entre os
genomas de espécies diferentes. As espécies mais estudadas neste aspecto s&o os
hibridos de Hordeum, Avena, Brassica e de trigo com centéio (triticale)
(Sundberg & Glimelius, 1991; O'Donoughue & Bennett, 1994; Picard et al.,
1994).

A combinagio de dois genomas distintos em hibridos freqlientemente
resulta em divisdes mitéticas e meidticas aberrantes e, s vezes, conduz a
eliminagéio de cromossomos. Uma correlagio positiva entre a eliminagéio de
cromossomos e a distincia genética entre as espécies parentais foi observada em
Brassicaceae (Sundberg & Glimelius, 1991).
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As plantas hibridas exibem eliminag#o espontinea de cromossomos em
regides meristematicas, como nas pontas das raizes (Noda & Kasha, 1981).
Virias hipbteses foram sugeridas para explicar o mecanismo de eliminagéo de
cromossomos. Estas hipbteses incluem o tempo do ciclo celular assincrdnico
entre os dois genomas do niicleo hibrido e fatores assincrdnicos que regulam o
movimento dos cromossomos durante a mitose, como ma formagéo do fuso ou
supress#o da funglio do centrdmero (Kasha, 1974).

As eliminagBes cromossémicas também ocorrem espontaneamente em
organismos de populagdes naturais (hibridos de H. vulgare com H. bulbosum) e,
como alternativa, podem ser induzidas experimentalmente. Na agricultura, o tipo
mais explorado de eliminagio cromossémica induzida tem sido a eliminaglio
somética para a produg#o de hapléides. Ela envolve o resgate e a cultura in vitro
de embrides imaturos resultantes de cruzamentos interespecificos e
intergenéricos, os quais s#o originados por eliminagfio somitica do genoma
doador do pélen (Peters et al., 1999).

Evidéncias de sucesso na fertilizag&o intergenérica para a produgéo de
embribes imaturos que, posteriormente, resultaram em hapldides
gimnogenéticos, foram demonstradas entre arroz e Pennisetum sp., cana-de-
aglicar e sorgo e arroz e sorgo. Mais recentemente, também entre trigo e milho,
milheto e milho, trigo e sorgo, cevada e milho, aveia e milho, Triticum durum e
mitho (Ahmad & Comeau, 1990; Rines & Dahleen, 1990; O’Doncughue &
Bennett, 1994). ‘

Riera-Lizarazu et al. (1996), apés realizarem o cruzamento intergenérico
entre aveia hexapléide (2n=6x=42) e milho (2n=2x=20), conseguiram recuperar
90 progénies por cultura de embrides. Destas, 58% eram hapléides de aveia
(2n=3x=21), demonstrando que ocorreu a eliminaglo total dos cromossomos de
milho; 31% eram hibridas parciais e estdveis com 1 ou 4 cromossomos de mitho



além do lote hapléide de 21 cromossomos de aveia (2n = 21+1 a2n =21+H4) e
11% apresentaram quimeras.

A eliminago somédtica do genoma paterno em hibridos imaturos obtidos
de cruzamentos interespecificos ou intergenéricos é progressiva. Isso se deve a
dessincronizagdo dos ciclos mitdticos entre as duas espécies, anomalias do fuso
mit6tico e inativagiio do genoma paterno e depende do sentido do cruzamento e
do genbtipo dos genitores masculino e feminino. A eliminagio dos
cromossomos envolve uma progressiva perda da atividade centromérica e
reducio no tamanho dos cromossomos (Peters et al. 1999), mas o mecanismo
exato em muitas espécies é, ainda, obscuro (Giacomelli, 2000).

No género Hordeum, a eliminagio somética estd sob controle de genes
localizados, tanto na cevada (H. vulgare) como em H. bulbosum (Picard et al.,
1994). A taxa de eliminag#io de cromossomos em hfbridos de H. vuigare x H.
bulbosum é dependente de uma relagio bem definida entre a proporgio dos
genomas parentais, bem como pela influéncia de “fatores genéticos de
eliminago” dos cromossomos de H. vulgare. A proporgéio em relagio aos
“fatores genéticos de estabilizagiio” de cromossomos de H. bulbosum ¢ critica
(Subrahmanyam ¢ Kishor, 1997).

Nos hapléides, produzidos via eliminagio somética, a formag¢io do
embrifio ocorre entre cinco e dez dias apds o cruzamento de trigo x milho e de
trigo x sorgo. A eliminag#io do genoma parental masculino ocorre durante as trés
primeiras divisdes mitéticas e o embriio formado apresenta seis ou mais células,
com muitos micronticleos (Comeau et al., 1988; Laurie & Bennett, 1986, 1988).

Vérios autores, citados por Peters et al. (1999), sugerem que, em trigo o
método de produgfio de hapléides gimnogenéticos apresenta limitacSes devido 4
presenga de genes para incompatibilidade. Os alelos Kr I, Xr 2 ¢ Kr 3,
localizados nos cromossomos 5B, 5A e 5D do trigo de panificaglio (7. aestivum),
sfo responséveis pela incompatibilidade, tanto nos cruzamentos trigo x centeio
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como trigo x H. bulbosum (Falk & Kasha, 1981, 1983). Segundo Barclay
(1975), hapléides de trigo podem ser produzidos quando, em vez de dipléides, '
utilizam-se plantas tetraploides de H. bulbosum.

Peters et al. (1999) descrevem que os cruzamentos entre ﬁ'igo e milho
tém sido explorados para a obtengdo de dihapléides de trigo. Inimeros trabalhos
foram desenvolvidos, utilizando tanto cultivares hexapléides como tetrapléides
de trigo, bem como diferentes gendtipos de milho. Os autores enfatizam,
também que a utilizagiio do milho como polinizador elimina a incompatibilidade
causada pelos alelos Kr. Para Trificum durum, espécie recalcitrante a cultura de
anteras, o uso do milho como polinizador é relatado como boa soluglio para
produzir plantas hapldides (Amrani et al., 1993; Riera-Lizarazu et al., 1992).

Laurie (1989) descreve que a hibridizagdo intergenérica de trigo com
mitho ¢ trigo com mitheto (P. americanum) é uma das altemativas para
produgio de hapléides de trigo, por meio da eliminag#o cromossémica.

Na literatura, é relatado que o uso de auxinas exdgenas tem efeito
benéfico para o embrifio, principalmente durante os estigios iniciais de
desenvolvimento. Tratamento de ovérios in vivo, por 20 a 120 horas apds a
polinizag#o, com reguladores de crescimento, tais como o 2,4-D, tem sido muito
utilizado para promover o desenvolvimento de embries imaturos.
Provavelmente, o 2,4-D favorece o desenvolvimento do embrifio, bem como
aumenta a taxa de fertilizag#io (Peters et al., 1999).

No género Pennisetum, poucos sdo os trabalhos que descrevem a
eliminagfio cromossdmica, Gildenhuys & Brix (1961, 1964), citados por Jauhar
(1981), descrevem que o anfidipléide hexapléide de capim-elefante com
mitheto, induzido pelo tratamento do hibrido tripldide com colchicina,
demonstrou instabilidade no nimero cromossémico somético. Ele apresentou
uma variagio cromossdmica de 36 a 49, com 2n = 42 cromossomos ocorrendo

mais freqlientemente. Os autores concluiram que a variagio do nimero
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cromossémico é, provavelmente, controlada geneticamente e que esses genes s6
se expressam quando estio em dose dupla ou elevada. Aparentemente, estes
genes sdo hemizig6ticos ineficientes.

A eliminagio dos cromossomos de P. glaucum também foi observada
quando este foi utilizado para produciio de haplSides gimnogenéticos de trigo
(Laurie, 1989; Matzk & Mahn, 1994).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material genético

Foram utilizados hibridos triploides (2n = 3x = 21) obtidos do
cruzamento entre capim-clefante (P. purpureum — 2n = 4x = 28), utilizado como
parental masculino, ¢ milheto (P. glaucum — 2n = 2x = 14), utilizado como
parcntal feminino. Ambos estfio descritos na Tabela 1. Eles foram selecionados
por apresentar caracteristicas genéticas de importéncia  forrageira
complementares. Os acessos foram obtidos no Banco Ativo de Germoplasma da
Embrapa Gado de Leite, Coronel Pacheco, MG. A dnica excegdo foi para os
hibridos tripléides obtidos dos cruzamentos entre capim-clefante F92-38-02
(hibrido intraespecifico) x milhelo M64, uma vez que cruzamentos reciprocos
foram realizados.

TABELA 1 Hibridos interespecificos selecionados pela Embrapa Gado de Leite,
Coronel Pacheco, MG ¢ utilizados nos experimentos. UFLA.

Lavras, MG, 2002.
Genitores Hibridos
Capim-elefante milheto
BAG75 M24 F94-60-01
BAGS65 M42 F94-54-03
BAG54 M36 F94-43-01
BAG91 M38 F94-49-05
BAG65 M36 F94-61-01
F92-38-022(BAG49 x BAGS57) M643 F2000-120
F92-38-023(BAG49 x BAG57) M64Q F2000-120
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3.2 Certificagio do niimero cromossémico dos hibridos interespecfficos

Para a confirmag#io da condig#o tripléide (2n = 3x = 21) dos hibridos
citados na Tabela 1, foi feita a contagem do niimero cromossdmico de, no
minimo, 10 metéfases mitéticas de 5 meristemas radiculares por hibrido. As
l&minas foram preparadas pela técnica de esmagamento, de acordo com o tépico
34.

3.3 Indugiio de duplicagiio cromossémica

Foram utilizados diferentes protocolos, variando-se as concentragdes de
substincias antimitoticas, os tempos de exposi¢fio ds mesmas, bem como o
tecido alvo (Quadro 1).

Para cada experimento utilizou-se um tnico hibrido, de acordo com a
disponibilidade de material botdnico. Nos experimentos onde foram utilizadas
estacas como fonte de material botfinico a ser submetido & duplicag#io, o hibrido
foi selecionado em fung#io da disponibilidade e uniformidade deste material para
a condugo de um dado experimento.

Nos experimentos em que sementes foram submetidas 4 duplicagéio,
procurou-se trabalhar com os cruzamentos hibridos mais prolificos. J& no
experimento no qual pléntulas cultivadas in vifro foram expostas aos
antimit6ticos, utilizou-se o hibrido que melhor se adaptou a essas condigdes.

Dos sobreviventes de cada experimento, obtiveram-se raizes que foram
utilizadas para avaliagfio citogenética, de acordo com o tépico 3.4.

Os experimentos realizados s3o descritos a seguir, de acordo com o
material botanico utilizado.
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QUADRO 1 Resumo dos tratamentos utilizados para indugiio de duplicagio cromossomica em hibridos de

capim-elefante x milheto.
Material botinico Hibrido Antimitético Concentraciio Tempo
Pléintulas (in vivo) F94-61-01 Colchicina 0,1% 12h
0,05% 24h
_ C:H(l:1) 25mg/L:30mg/L. 2:30 e 4:30h
Gemas (in vivo) F94-60-01 Colchicina 0,05¢0,1% 24h
. C:H(1:1) 25mg/L:30mg/L 2:45 e 5:30h
Gemas (in vitro) F94-43-01 | Colchicina + DMSO 2% 0,05% 3,5e7dias
Colchicina + DMSO 2% 0,1% 3,5 e 7 dias
C:H(1:1) + DMSO 2% | 25mg/L:30mg/L 3,5 e 7 dias
Perfithos Protocolo A | F94-54-03 | Colchicina+ DMSO02% | 0,05¢0,1% 24h
_ C:H(1:1) + DMSO 2% | 25mg/L:30m 2:30 e 4:30h
Protocolo B | F94-49-05 C:H(l:1) 25mg/L:30mg/L | 2:30, 3:00, 3:30, 4:00 e 4:3Ch
Protocole C | F2000-120 C:H(l1:1 25mg/L:30mg/L 4:30h
Sementes F94-60-01 | Colchicina + DMSO 2% 0,05% 3,5 e7dias
Colchicma + DMSO 2% 0,1% 3,5 e 7 dias
C:H(1:1)+ DMSO 2% | 25mg/L:30mg/L 3,5e7dias
Pléntulas (in vitro) F94-43-01 Colchicina _ 0,05% 1,3, 6 ¢ 9 dias
0,1% 1,3, 6 e9 dias
0,2% 1,3,6¢9dias
0,4% 1,3, 6 ¢9 dias

C:H (1:1) - Ciclohexamida:8 hidroxiquinolefan (1:1)

DMSO — Dimetilsulféxido




3.3.1 Exposiciio de plintulas

Sementes obtidas do cruzamento de capim-elefante BAG 65 x milheto
M36 (hibrido F94-61-01) foram semeadas em copos plasticos contendo
substrato (vermiculita) adubado conforme recomendagdes existentes para capim-
elefante (Martins e Fonseca, 1994). Quando as plantulas hibridas atingiram
aproximadamente 10 cm de altura (do colo & ligula da primeira folha
completamente expandida), tiveram suas raizes lavadas até a retirada total da
vermiculita e foram submetidas aos seguintes tratamentos: solugfo de colchicina
nas concentragdes de 0,05% por 24 horas e 0,1% por 12 horas e solugdo de
ciclohexamida 25 mg/L:8-hidroxiquinoleina 300 mg/L (1:1) por 2:30 e 4:30
horas. Em cada tratamento foram utilizadas 30 plantulas. Em seguida, as raizes
foram lavadas em dgua corrente por 30 minutos e as plantulas foram submetidas
a cultura hidropdnica, conforme recomendado no kit de hidroponia residencial®,
da empresa Aquaplanta Vigosa LTDA (Figura 1).

FIGURA 1 Plantulas hibridas de capim-elefante x milheto, apds tratamentos
com as solugBes antimitéticas, cultivadas no kit de hidroponia
residencial® da empresa Aquaplanta Vigosa LTDA.
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As pontas das rafzes das plantulas sobreviventes de cada tratamento
foram coletadas para anlise citogenética, apbs ficarem vigorosas e terem
desenvolvido novas raizes com aproximadamente 0,5 cm de comprimento.

3.3.2 Exposiciio de gemas axilares
3.3.2.1 Invivo

Estacas do hibrido F94-60-01, contendo apenas um nd, foram imersas
em solugdio de hidroxiuréia a 2,5mM por 14 horas, para induzir a sincronizago
da divisdo celular da gema (Techio, 1998). Apds esta etapa, as estacas foram
lavadas e imersas em 4gua destilada por 6 horas para a retomada da divisio
celular. Depois do tempo de recuperagfio, as estacas contendo as gemas axilares
em estigio inicial de desenvolvimento foram submetidas aos seguintes
tratamentos: solugfio de colchicina nas concentragdes de 0,05% e 0,1% por 24
horas e solugfio de ciclohexamida 25 mg/L:8-hidroxiquinoleina 300 mg/L (1:1)
por 2:45 horas e por 5:30 horas. Em cada tratamento, foram utilizadas 20
estacas, Aps esta etapa, as estacas foram lavadas até a retirada do excesso da
solugio e foram mantidas em sistema de hidroponia, conforme relatado no
protocolo anterior, pama posterior andlise citogenética dos meristemas
radiculares.

33.22 In vitro

Em placas de Petri esterilizadas contendo meio composto pelos sais do
MS (Murashige e Skoog, 1962) suplementado com 3 mg/L de 6-benzilamino-
purina (BAP) e acrescido de solugBes antimitéticas de colchicina ou
ciclohexamida:8-hidroxiquinoleina, em diferentes concentragles, foram
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colocados segmentos nodais de aproximadamente 0,5 cm, retirados do hibrido
F94-43-01 cultivado in vitro (sais do MS + 3 mg/L de BAP),

Os tratamentos foram compostos de 3, 5 e 7 dias de exposi¢io dos
segmentos nodais nas solugdes de ciclohexamida 25 mg/L:8-hidroxiquinoleina
300 mg/L (1:1) mais DMSO 2% (dimetilsulféxido) e de colchicina nas
concentragdes de 0,05% e 0,1% mais DMSO 2%. Em cada tratamento foram
utilizados 10 segmentos nodais. Para adicionar as solugGes antimitSticas ao meio
de cultivo utilizou-se filtro Millipore de 20 pum em céimara de fluxo laminar.
Apds estes procedimentos, os segmentos nodais foram transferidos para o meio
composto pelos sais do MS, suplementado com 3 mg/l. de BAP para
desenvolvimento e posterior anélise.

3.3.3 Exposigiio de perfilhos desenvolvidos de gemas axilares

3.3.3.1 Protocolo A

Estacas do hibrido F94-54.03 com um ndé contendo perfilho
desenvolvido, com aproximadamente 10 cm do n6 até o inicio do limbo
expandido (Figura 2), partidas longitudinalmente ao meio (corte radial), foram
separadas em 2 grupos de 60 estacas cada. Um dos grupos passou pelo
tratamento com hidroxiuréia a 2,5mM por 14 horas e o outro n#o. Estacas dos
dois grupos foram submetidas aos seguintes tratamentos: colchicina nas
concentragdes de 0,05% e 0,1%, mais DMSO 2%, por 24 horas e solugdo de
ciclohexamida 25 mg/L:8-hidroxiquinoleina 300 mg/L (1:1) mais DMSO 2%
por 2:30 horas e por 4:30 horas. Em cada tratamento foram utilizadas 15 estacas.
Apbs&staetapa,aswmcasforamlavadaspor30minuwsesubmeﬁdasiwltum
de hidroponia, como relatado anteriormente.
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FIGURA 2 Estaca do hibrido de capim-elefante x milheto contendo perfilho.

Quando os perfilhos sobreviventes apresentaram raizes de
aproximadamente 0,5 cm, estas foram coletadas para anélise citogenética deste
estagio de desenvolvimento (fase jovem). As plantulas sobreviventes foram
mantidas em cultivo hidropdnico até atingirem a fase adulta, que foi determinada
pela presenga de paniculas. Nessa fase, as estacas das plantas sobreviventes
foram coletadas, cortadas em colmo de 2 nés e colocadas para enraizar em dgua
para comparagdo do comportamento citogenético nas duas fases do

desenvolvimento.

3.3.3.2 Protocolo B

Para verificar o efeito do tempo de exposi¢do & solugdo antimitotica
ciclohexamida 25 mg/L:8-hidroxiquinoleina 300 mg/L (1:1), estacas do hibrido
F94-49-05 selecionadas da mesma forma como descrita no Protocolo A foram
submetidas aos tratamentos de 2:30, 3:00, 3:30, 4:00 e 4:30 horas. Em cada

tratamento utilizaram-se 10 estacas. Apds esta etapa, as estacas foram lavadas
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por 30 minutos ¢ submetidas a cultivo hidropdnico, como relatado
anteriormente. Quando os perfilhos sobreviventes, em cada tratamento,
comegaram a enraizar, suas raizes, de aproximadamente 0,5 cm de comprimento,
foram coletadas para anélise citogenética.

3.3.3.3 Protocolo C

Para verificar se a diregio do cruzamento que gerou o hibrido
interespecifico F2000-120 influencia na eliminagio cromossbmica, estacas dos
cruzamentos reciprocos (F92-38-029 x M643 e F92-38-028 x M649Q),
contendo perfilhos desenvolvidos de gemas axilares, como descrito no
Protocolo A, foram submetidas ao tratamento com solug#o de ciclohexamida 25
mg/L:8-hidroxiquinoleina 300 mg/L (1:1) em um unico tempo de exposicio
(4:30 horas). Neste experimento foram utilizados 15 perfilhos por cruzamento.
Depois do tratamento com a solugdo antimitStica, as estacas de cada cruzamento
foram lavadas por 30 minutos e submetidas a cultivo hidropdnico, como relatado
anteriormente. Quando os perfilhos sobreviventes de cada cruzamento
comegaram a enraizar, coletou-se material para anélise citogenética.

3.3.4 Exposiclio de sementes germinadas em placas de Petri

Sementes obtidas do cruzamento de capim-elefante BAG 75 x milheto
M24 (hibrido F94-60-01) foram desinfestadas em 4lcool etlico 70% durante um
minuto. Subseqlientemente, foram mergulhadas em uma solu¢io de hipoclorito
de sédio a 1,25%, por 15 minutos. Apés esta etapa, as sementes foram lavadas
trés vezes em #gua destilada e autoclavada e foram colocadas para germinar em
Placa de Petri previamente esterilizada, contendo papel filtro umedecido com as
seguintes substincias antimitéticas: solugiio de colchicina nas concentragSes de
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0,05% e 0,1% mais DMSO 2% e solugfio de ciclohexamida 25 mg/L:8-
hidroxiquinoleina 300 mg/L (1:1) mais DMSO 2%. Em cada tratamento foram
colocadas 50 sementes para germinar.

Os tempos de permanéncia nas duas substéincias antimitoticas foram 3, 5
e 7 dias. Como testemunha, utilizaram-se sementes germinadas em papel filtro
umedecido com solugio de DMSO 2%. Para adicionar as substincias
antimitoticas nas placas utilizou-se filtro Millipore 20 um em cémara de fluxo
laminar. Apés os tratamentos, as plintulas que enraizaram tiveram suas raizes
coletadas para andlise citogenética. Em seguida, foram transferidas para meio de
cultivo (sais do MS suplementado com 4 mg/L de BAP mais 5 mg/L de
giberilina - GAs) para o desenvolvimento.

3.3.5 Exposi¢io de plintulas cultivadas in vitro

Meios de cultivo (sais do MS suplementado com 3 mg/L de BAP)
adicionados de solugfio de colchicina nas concentragSes de 0,05%, 0,1%, 0,2% e
0,4% mais DMSO 2% foram autoclavados a 120°C por 20 minutos. Segmentos
nodais de aproximadamente 5 cm do hibrido F94-43-01, cultivados in vitro em
sais do MS adicionado de 3 mg/L de BAP, foram transferidos para os meios de
indugdo de poliploidia onde permaneceram por 1, 3, 6 ¢ 9 dias. Cada tratamento
foi repetido 16 vezes. Apds estes dias, 0s segmentos nodais foram transplantados
para meio de cultivo sem colchicina, onde permaneceram até o
desenvolvimento. As plintulas que se desenvolveram em cada tratamento foram
transplantadas para meio de cultivo liquido composto pelos sais do MS mais 0,5
mg/L de 4cido indolbultirico (AIB) para enraizarem. Apés o enraizamento, as
raizes foram coletadas para anélise citogenética.
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3.4 Anslise citogenética

A eficiéncia dos métodos empregados para a induglio da duplicago
cromossdmica dos hfbridos tripléides foi averiguada pela da contagem do
niimero cromossémico em meristemas de raizes ¢ pelo acompanhamento do
ciclo celular para detecgdo de anomalias no processo mitético. Para isso, as
raizes das plantas sobreviventes dos tratamentos com os agentes antimit6ticos
foram separadas em dois grupos. Para obtengfio de metéfases as raizes foram
pré-tratadas com solugio de ciclohexamida 25 mg/L:8-hidroxiquinoleina 300
mg/L (1:1) por 2:45 horas. Para a anélise do ciclo celular néio foram realizados
pré-tratamentos.

As raizes dos dois grupos foram fixadas em solugio de Camoy (3 partes
de 4lcool : 1 parte de 4cido acético glacial), hidrolisadas em &cido cloridrico
(HCI) IN a 60°C por 8 minutos foram, entdio, coradas com reativo de Schiff (por
aproximadamente 15 minutos) e esmagadas com dcido acético 45%. As liminas
foram montadas com Entellan®, apés a retirada da laminula em nitrogénio
liquido.

Para cada experimento, foram analisadas 10 raizes por tratamento. Cerca
de 290 methfases foram analisadas por tratamento/experimento. O nimero total
de metéfases contadas por tratamento/experimento ficou préximo do nimero
determinado pelo do dimensionamento de amostras com nfvel de significéincia
de 95% e erro amostral de 2%. Para a contagem de aberragdes cromossdmicas
avaliaram-se todas as células meristemdticas da l&mina, por tratamento, nas 10
laminas confeccionadas.

A contagem do nimero de cromossomos € a avaliag8o das anomalias
foram feitas em objetiva de imersdo (100x), em microsc6pio Olympus BX 60.
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As melhores metifases colchicinicas foram fotomicrografadas
utilizando-se filmes preto e branco Fuji ASA 100, revelados com D-76 e
copiados em papel Kodabrome Printe RCF3. As melhores liminas contendo as
anomalias cromossémicas foram fotomicrografadas utilizando-se filmes
coloridos Kodak ASA 400 e revelados automaticamente.

3.5 Anilise estatistica

As andlises estatisticas foram feitas de acordo com cada experimento que
gerou hibridos sobreviventes apds os tratamentos de indugio de poliploidia.
Foram realizados testes de significincia para igualdade de duas proporgdes para
as varidveis taxa de sobrevivéncia, percentagem de nimeros cromossdmicos e
percentagens de abemragdes cromossdmicas. As andlises de regressio foram
realizadas para as varidveis tempo de exposigio ao antimitético com
percentagens de niimeros e aberragSes cromossdmicas.
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4 RESULTADOS

Antes de serem submetidos aos tratamentos para indugio da duplicagdo
cromossdmica, todos os hibridos interespecificos entre P. purpureum e P.
glaucum, listados na Tabela 1, tiveram a sua condigdo tripléide confirmada em
metifases mit6ticas de meristemas radiculares.

A anilise citogenética mostrou o comportamento dos hibridos em cada
experimento e, juntamente com a percentagem de sobrevivéncia, permitiu
avaliar o efeito genotéxico dos tratamentos realizados em cada experimento,
como seré descrito a seguir.

4.1 Indugdo de poliploidia em plintulas

Nenhuma das plantulas do hibrido F94-61-01 sobreviveram aos
tratamentos com ciclohexamida 25 mg/L:8-hidroxiquinoleina 300 mg/L (1:1).

Do total das pléntulas tratadas com colchicina, 13% sobreviveram ao
tratamento 0,05% por 24 horas e 20% ao tratamento 0,1% por 12 horas. Ambos
os tratamentos geraram plantas mixopléides com abermragSes cromossdmicas

(Figuras 3 e 4).
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FIGURA 3 Metifases de hibridos de capim-elefante e milheto apds os
tratamentos com as substdncias antimit6ticas. a) 14 cromossomos,
b) 28 cromossomos, ¢) 21 cromossomos, d) 42 cromossomos.

UFLA. Lavras, MG, 2002.
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FIGURA 4 Anormalidades no ciclo celular (setas vermelhas) em hibridos de
capim-elefante e milheto tratados com solugdes antimitticas. a)
microntcleos; b) anafase com cromossomo atrasado; ¢) anafase com
pontes; d) cromossomos ndo-orientados na metafase. UFLA,
Lavras, MG, 2002.
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No tratamento com colchicina 0,05% por 24 horas, os numeros
cromossdmicos mais freqiientemente encontrados foram 14 (52%), 21 (13%) ¢
28 (30%); as demais fregiiéncias somadas dentro do intervalo entre 14 ¢ 42
cromossomos corresponderam a 5%. No tratamento com colchicina 0,1% por 12
horas, os dados foram scmelhantes, sendo 14 (47%), 18 (12%), 21 (14%) e 28
(23%) os valores mais freqiientes (Tabela 2).

TABELA 2 Percentagens do nimero de cromossomos encontrados, por classe €
por tratamento com colchicina no hibrido F94-61-01. UFLA,
Lavras, MG, 2002.

Classes de niimeros cromossomicos
Tratamentos 14 16 18 21 24 28 30 32 34 38 42
005%/24h 520 - 17 130 07 300 03 - 10 - 14
01%/12h 470 17 120 140 - 230 - 10 - 03 07

As aberragdes cromossdmicas mais freqilentemente encontradas no
tratamento com colchicina 0,05% por 24 horas e 0,1% por 12 horas foram as
metafases ¢ (64% e 62%, respectivamente) ¢ metafases com cromossomos
perdidos (31% e 27%, respectivamente). Micronicleos, méfasw com pontes e
anafases com cromossomos atrasados representaram 4% e 12% (Figura 4).

A ocorréncia de metafases com 42 cromossomos nos dois tratamentos
(Tabela 2) demonstrou que a duplicagfio cromossGmica ocorreu, porém esta nio
se manteve. A alta freqiiéncia de 14 cromossomos nos dois tratamentos,
juntamente com a observagiio de outros niimeros em menores freqiéncias, no
intervalo entre 14 e 42, sugere a ocorréncia de climinagiio de cromossomos.
Somente em torno de 13% das células, nas duas concentragdes, a condigéio
hibrida foi observada, isto &, a presenga de 21 cromossomos.

A realizagio dos testes de significincia para igualdade de duas
proporgdes, para as varidveis taxa de sobrevivéncia, proporgiio dos nimeros
cromossomicos e freqiiéncia de aberragdes, mostrou que ndo existe diferenga
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significativa entre os tratamentos, a 5% de probabilidade. Este fato demonstra
que, nas condigdes deste experimento, a diminuigZo do tempo e o aumento da
concentragdo de colchicina néo influenciaram estas caracteristicas.

4.2 Indugdo de poliploidia em gemas

Os experimentos in vivo utilizando gemas axilares do hibrido F94-60-01
e in vitro utilizando segmentos nodais de aproximadamente 0,5 cm do hibrido
F94-43-01, foram conduzides com o intuito de promover a indugio de
poliploidia no estigio inicial do desenvolvimento dos mesmos, para se evitar ao
méximo a mixoploidia. Porém, as gemas e os segmentos nodais, neste estdgio,
ndo resistiram aos tratamentos com colchicina e ciclohexamida:8-
hidroxiquinoleina.

4.3 Indugiio de poliploidia em perfilhos desenvolvidos de gemas axilares

Os resultados deste experimento serfio descritos de acordo com cada
protocolo (A, B e C), conforme apresentado no item que descreve material e
métodos.

4.3.1 Protocolo A

Todos os tratamentos com colchicina n¥o permitiram sobrevivéncia dos
perfilhos, mostrando que os mesmos reagem de maneira diferenciada a
diferentes substéncias,

Os tratamentos utilizando sincronizagio demonstraram ser mais téxicos
do que aqueles sem sincronizag@io, pois houve apenas perfilhos sobreviventes
nestes dltimos.
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O periodo de 4:30 horas de exposigdo em solugdo de ciclohexamida 25
mg/L:8-hidroxiquinoleina 300 mg/L (1:1) mais DMSO 2% também foi letal para
o desenvolvimento dos perfilhos. Apenas no tratamento de 2:30 horas
obtiveram-se 3 plantulas sobreviventes (P1, P2 ¢ P3), que representam 20% do
total dos 15 perfilhos. Neste experimento, a exposigdo de perfilhos com
aproximadamente 10 cm de altura foi decorrente dos resultados de um pré-teste.
Neste verificou-se que perfilhos de menor tamanho ndo sobreviveram aos
tratamentos, demonstrando que o estagio de desenvolvimento do perfilho ¢ um
fator crucial para a condugdo do experimento.

As anilises citogenética realizadas na fasc jovem (primeiro enraizamento
dos perfilhos) e na fase adulta (presenga de paniculas) mostraram variagdo de 14
a 42 cromossomos. Esse resultado foi semelhante ao do experimento no qual
induziram-se plantulas (Tabelas 2, 3 ¢ Figura 5).

Observando a Tabela 3, verifica-se que 21 foi o niimero cromossémico
mais freqiiente (37% em média) nas trés plantas ¢ nas duas épocas. Isso

demonstra que essc tratamento foi pouco eficiente na indugio da duplicagdo.

TABELA 3 Percentagens do nimero de cromossomos encontrados, por classe,
no hibrido F94-54-03 tratado com ciclohexamida 25 mg/L:8-
hidroxiquinoleina 300 mg/L (1:1) mais DMSO 2% - fases jovem e
adulta. UFLA, Lavras, MG, 2002.

Classe de niimeros cromossomicos

Plantas 14 16 18 21 24 28 30 32 34 38 42
P1 jovem 11,5*% 125 250 375 38 19 096 096 29 19 10
Pl adulta 172 193 30,01 298 19 21 - - - - -
P2 jovem 59 102 344 430 16 19 05 1,0 05 10 -
P2adulta 87 178 315 402 12 - - 1,0 - 02 -
P3jovem 36 11,7 255 365 22 87* - 44 36 36 -
P3adulta 94 153 303 385 2,1 29 07 - - - -

* - Diferenga significativaa 5% de probabilidade pelo teste de igualdade de duas proporgdes,

E possivel observar o comportamento global da variagdo do niimero

cromossdmico das plantulas mixoploides sobreviventes, tanto na fase jovem das
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plantas quanto na fase adulta (Tabela 3 e Figura 5). De um modo geral, ndo
existem diferengas significativas pelo teste de igualdade de duas proporgdes ao
nivel de 5% de probabilidade, para as percentagens de nimero cromossémico
entre as plantas e entre as fases. As exce¢des de significincia foram encontradas
na fase jovem (plantulas 1 e 3 na classe 14 cromossomos e da plantula 3, em

relagdo as demais, na classe 28 cromossomos).

50
45 -

Freqgliéncia (%)

14 16 18 21 24 28 30 32 34 38 42
Namero cromossdmico

F«O—Pijwem —=—Pladula ——P2jovem —x—F2adula —%—F3jovern —e—P3adula

FIGURA 5 Histograma das percentagens do nimero de cromossomos
encontrados, por classe, no hibrido F94-54-03 tratado com
ciclohexamida 25 mg/L:8-hidroxiquinoleina 300 mg/L (1:1) mais
DMSO 2% - fases jovem e adulta. UFLA, Lavras, MG, 2002.

A freqiiéncia percentual de aberragdes cromossémicas em cada fase
(jovem e adulta) das trés plantas (P1, P2 e P3) variou muito (Tabela 4). Nio foi
possivel estabelecer relagdio para o pardmetro analisado, como foi feito para o
nimero cromossdémico, a ndo ser pelo fato das aberragdes cromossémicas
(excegdo das metafases colchicinicas) constituirem evidéncias da eliminagdo

cromossémica.



TABELA 4 Percentagens de aberragdes cromossdmicas encontradas no hibrido
F94-54-03 tratado com ciclohexamida 25 mg/L:8-
hidroxiquinoleina 300 mg/L (1:1) mais DMSO 2%, nas fases
jovem ¢ adulta de trés plantas sobreviventes (P1, P2 ¢ P3). UFLA,
Lavras, MG, 2002.

Plantas
P1 P2 P3
Aberracies  Fase Fase | Fase Fase | Fase Fase
cromossdmicas jovem adulta | jovem adulta | jovem adulta
MTC 43,1 518 | 385 340 | 533 45,1
CNM 253 143 | 230 122 7,7 11,8
MIC 294 339 | 385 530 | 378 43,0
ACP 13 - - - 1,1 -
ACA 0,7 - - 0,7 - -
Total absolntode 153 209 | 195 147 182 102
aberraches

MTC - metifase colchicinicaka, CNM - cromossomos n#o-orientados na metéfase;
MIC - micronticleos; ACP — enéfase com pente ¢ ACA — endfase com cromossomos atrasados

4.3.2 Protocolo B

Neste experimento obtiveram-se, aproximadamente, 20% de perfilhos
sobreviventes em todos os tratamentos [2:30, 3:00, 3:30, 4:00 e 4:30 horas em
solugio de ciclohexamida 25 mg/L:8-hidroxiquinolefna 300 mg/L (1:1)]. A
auséncia do DMSO & solug#io antimitética permitiu obter sobreviventes na
exposigio por 4:30 horas. A taxa de sobrevivéncia foi a mesma obtida no
Proiocolo A, porém, foram obtidos sobreviventes em todos os tempos de
exposigio testados. Os resultados mostraram uma variagio idéntica aos outros
experimentos, em relagfo ao nimero de cromossomos por células (14 a 42)
(Tabela 5), demonstrando que, além da duplicagdo, ocorreu também a
eliminagdio cromossdmica que foi dirctamente proporcional ao aumento do

tempo de exposic#io na solugdo (Figura 6).
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TABELA 5 Percentagens do niimero de cromossomos encontrados, por classe,
no hibrido F94-49-05 tratado com ciclohexamida 25 mg/L.:8-
hidroxiquinolcina 300 mg/L (1:1), nos diferentes periodos de
exposigo. UFLA, Lavras, MG, 2002.

Classes de nimeros cromossdomicos
Tempos 14 16 18 21 24 28 30 32 34 3B 42

2:30 83 69 246 491 10 20 03 35 13 10 20
3:00 113 89 239 453 27 22 05 19 07 10 16
330 157 97 267 439 10 04 - 13 - 13 -
4:00 215 202 369 154 - 15 - - 15 15 15
430 553 120 127 135 07 21 - - 15 15 07

Na Figura 6 pode-se observar também que as frequéncias de células com
21 cromossomos decresccram & medida em que se aumentou o tempo de
exposigio a solugo.

60 - y=0,382x - 52,72
R'=08002 &
50 1 [ ]
g
r
§ %
=3
Fx
10+ I y=-0,3397x + 105,45
0 R?=0,7984
120 150 180 210 240 270 300
Tempo {minutos)
& 14 cromossomos @ 21cromossomos

FIGURA 6 Percentagens de 14 ¢ 21 cromossomos relativos ao tempo de
exposigio dos perfilhos do hibrido F94-49-05 2 solugio de
ciclohexamida:8-hidroxiquinoleina. UFLA. Lavras, MG, 2002.



Estes dados reafirmam o que foi comentado anteriormente. Com o
aumento do tempo de exposig¢iio ao antimitético, um niimero maior de células do
perfilho duplicou ¢ climinou os scus cromossomos, até atingir 14 cromossomos.

Em todos os tratamentos, encontraram-se aberragics cromossémicas que
evidenciam a eliminagiio cromossomica (Tabela 6 ¢ Figuras 4 ¢ 7). Observando
a Tabela 6 ¢ a Figura 7, verifica-sc que o numero total de aberragBes
cromossomicas € as percentagens de micronicleos aumentaram 3 medida em
que se aumentou o tempo de exposiglo dos perfilhos ao antimitético.

TABELA 6 Percentagens de aberragSes cromossdmicas encontradas no hibrido
F94-49-05 tratado com ciclohexamida 25 mg/L:8-hidroxiquinoleina
300 mg/L (1:1), nos diferentes periodos de exposiglio. UFLA,

Lavras, MG, 2002.
Aberracdes
cromossbmicas
Tempos MIC CNM MIC ACP ACA  Total de
aberracles
2:30 68.6 22,0 8,5 0,6 - 118
3:00 823 8.1 10,5 - - 124
3:30 66,9 134 134 47 1,6 127
4:00 456 10,1 39,1 5.1 - 138
4:30 369 9.8 483 33 1,6 184

MTC - metifase colchicinicaa CNM -~ cromossomos nfo-oriecntados na metifase;
MIC - micronficleos, ACP - anéfase com ponte ¢ ACA — anifase com cromossomos atrasados

Na Figura 7 também € possivel observar que existe linearidade
ascendente entre as varidveis estudadas (tempo com numero total de aberragdes
¢ com percentagens de micronicleos). Isso reforga a verificagio de que um
maior tempo de exposigio dos perfilhos & substéncia utilizada provoca uma
maior taxa de eliminag#o cromossémica.
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FIGURA 7 Namero total de aberragdes cromossdmicas e percentagens de
micronicleos encontradas no hfbrido F94-49-05 tratado com
ciclohexamida 25 mg/L:8-hidroxiquinoleina 300 mg/L (1:1), nos
diferentes periodos de exposigio. UFLA, Lavras, MG, 2002.

4.3.3 Protocolo C

O Protocolo C procurou verificar o efeito da diregiio do cruzamento na
duplicagdo de cromossomos de hibridos submetidos 4 exposigdo de
ciclohexamida 25 mg/L:8-hidroxiquinolefna 300 mg/L (1:1) no tempo de 4:30
horas.

A taxa de sobrevivéncia para os dois cruzamentos foi similar as taxas
apresentadas nos Protocolos A e B. N#o houve diferenca significativa a 5% de
probabilidade pelo teste de igualdede de duas proporgSes entre os protocolos e
entre 0s cruzamentos. Para o cruzamento F92-38-02Q x M6443, a taxa de
sobrevivéncia foi de 27% e pam o cruzamento F92-38-023 x M642 a taxa foi
de 33%.
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O tipo de cruzamento também n#o influenciou na eliminaggo
cromossdmica. Ambos os cruzamentos apresentaram resultados semelhantes
(Tabela 7), com excegio da classe com 28 cromossomos que demonstrou
diferenga significativa entre as freqiiéncias a 5% de probabilidade pelo teste de
significincia para igualdade de duas proporgées.

Comparando-se as Tabelas 5 e 7, verifica-se que, neste experimento, as
freqiiéncias das classes dos nimeros cromossdmicos em relagdo ao apresentado
pelo hibrido F94-49-05 no tratamento de 4:30 horas do Profocolo B foram
diferentes. Porém, observando as freqiiéncias da classe com 21 cromossomos,
verifica-se que a mesma ndo apresentou diferenga significativa. Isso demonstra
que a proporgiio de células com 21 cromossomos no tratamento de 4:30 horas de
exposi¢io de ciclohexamida 25 mg/L:8-hidroxiquinoleina 300 mg/L (1:1) ficou
préximo de 13%, independente do genétipo hibrido utilizado. Nas mesmas
Tabelas, verifica-se também que a percentagem de células abaixo da classe com
21 cromossomos foi maior do que aquela com mais de 21 cromossomos nos dois
experimentos (56,5% em média neste Protocolo e 80% no Protocolo B).

Este fato foi também observado no experimento de indugdio de
poliploidia em pléntulas. Neste verificou-se, em média, que 57,2% das células,
nos dois tratamentos, apresentaram-se com menos de 21 cromossomos.
Provavelmente, as plantas hfbridas mixopléides tenderfio a estabilizar suas
células com nlimero cromossdmico entre 21 e 14 cromossomos.
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TABELA 7 Percentagens de niamero de cromossomos encontrados, por classe,
nos hibridos F2000-120 obtidos por cruzamentos reciprocos tratados
com ciclohexamida 25 mg/L:8-hidroxiquinoleina 300 mg/L (1:1).
UFLA, Lavras, MG, 2002,

Qlasses de nliimeros cromossémicos

Tipodecruzamento 14 16 18 21 24 28 30 32 34 38 42
do hibrido F2000-120

F2-38-29 XM643 80 122 334 123 100 164* 22 22 22 11 -
F92-38-025 XM642 100 135 360 151 153 83 18 - - - -

* _Difercaca significativa a 5% de probabilidade pelo teste de igualdade de duas proporgBes.

4.4 Indugdio de poliploidia em sementes germinadas em placas de Petri

Nenhuma scmente submectida ao tratamento com ciclohexamida 25
mg/L:8-hidroxiquinoleina 300 mg/L (1:1) mais DMSO 2% sobreviveu. Somente
as sementes submetidas aos tratamentos com DMSO 2% (testemunha) e
colchicina 0,05%, por 3 dias, germinaram na placa de Petri. De um total de 50
sementes, 16% germinaram apds exposigio & colchicina. Pelo fato de as
pléntulas terem apresentado radiculas muito finas, foram transferidas para meio
de cultura, onde, devido & contaminagiio com fungos, niio foi possivel prosseguir
com o experimento.

Na solug#io de DMSO 2%, 80% de plintulas sobreviveram apresentando
desenvolvimento normal. Apés anilise citogenética, verificou-se que o DMSO
2% niio provocou aberrag3es cromossomicas.

Tanto a colchicina quanto a ciclohexamida:8-hidroxidoquinoleina, nas
suas respectivas concentrages, mostraram efeito fitotdxico para gemminagdo das
sementes do hibrido de capim-elefante e milheto.
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4.5 Inducio de poliploidia em plantulas cultivadas in vitro

Entre os virios hibridos enviados pcla Embrapa Gado de Leite, o que se
adaptou in vitro ¢ brotou intcnsamente apos as repicagens foi o0 F94-43-01. Por
isso ele foi escolhido para os experimentos de cultura de tecido.

A estratégia de trabalhar com segmentos nodais de, aproximadamente, 5
cm permitiu que varios sobrevivessem ¢ desenvolvessem, principalmente nos
menores tempos de exposicfio & solugdo de colchicina (Tabela 8). No entanto,
obteve-se pouca raiz in vitro e, além disso, as raizes eram extremamente finas,
com regiio meristematica muito pequena. Apesar de terem sido examinadas
poucas ladminas por tratamento, foi possivel verificar a ocorréncia de
mixoploidia e que as aberragdes cromossdmicas eram as mesmas dos

experimentos anteriores (Figura 4).

TABELA 8 Taxa de sobrevivéncia do hibrido F94-43-01, ap6s os tratamentos
com a solugdio de colchicina mais DMSO 2%. UFLA, Lavras,

MG, 2002.
Dias
Concentracles 1 3 6 9
0,05% 75% 56% 37% 31%
0,1% 43% 25% 25% -
02% 37% 19% 12% -
04% 6% - - -

E interessante ressaltar que a colchicina nfio perdeu a sua atividade
antimitdtica ap6s ter sido autoclavada a 120°C. As andlises da curva
termogravimétrica (TG) também confirmam este dado, demonstrando que a
colchicina comega a perder a sua atividade por volta de 140°C, apresentando
uma queda brusca acima de 280°C (Anexo).
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5 DISCUSSAO

A escotha das duas substincias antimitéticas como indutores da
duplicaggo cromossdmica dos hibridos tripléides P. purpureum x P. glaucum foi
determinada pelo fato de a colchicina ter sido considerada na literatura, por
diversos autores, como a melhor substincia antimittica para se trabalhar com
Poaceae (gramineas) (Hanna, 1981; Hanna et al., 1984; Hassawi & Liang, 1991;
Sun et al., 1994; Huang et al., 1995 e Saisingtong et al., 1996). A solugfio de
ciclohexamida 25 mg/L:8-hidroxiquinoleina 300 mg/L (1:1) foi determinada por
Techio (1998) como a melhor substiincia para promover metéfases colchicinicas
no género Permisetum.

A utilizago da hidroxiuréia, com o objetivo de promover a
sincronizagio das células em divisdo e, conseqlientemente, obter maior nimero
de células duplicades, levou & morte dos perfilhos tratados com as duas solu¢Ses
antimitéticas. A sincronizaglio da diviséo celular se deve ao bloqueio das células
na fase S da intérfase, inibindo a sintese de DNA e, ap6s a sua remogdo, as
células iniciam a etapa de recuperaglio, prosseguindo, simultaneamente, nas
fases subseqientes do ciclo celular (Neumann et al., 1998). A outra substéncia
utilizada para incrementar o processo de duplicagio foi o DMSO
(dimetilsulfoxido), um solvente empregado em experimentos de poliploidizaiio
para facilitar a passagem de compostos pela membrana plasmética (Chalak &
Legave, 1996; Geoffriau et al, 1997). A utilizagio do DMSO também
contribuiu para o baixo nfvel de sobrevivéncia dos perfilhos expostos aos
antimit6ticos, pois nos experimentos iz vivo, em que nfio se utilizou DMSO,
houve sobreviventes em todos os tratamentos. Ao contrério do que se obteve in
vivo, 0 DMSO nflo afetou o desenvolvimento das pléntulas, quando as mesmas
foram expostas in vitro. Também néo afetou o ciclo celular, uma vez que, no
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experimento, onde foram expostas scmentes germinadas em placa de Petri ndo
se observou alteragio no nimero de cromossomos do hibrido F94-60-01 usado
como testemunha.

Comparando-sc os clcitos dos dois antimitéticos utilizados, verificou-se
que a colchicina afetou negativamente o desenvolvimento dos perfilhos. Jé a
solugdo de ciclohexamida:8-hidroxiquimoleina (1:1) foi prejudicial para o
desenvolvimento de plantulas. Ambas as solugSes antimitéticas foram letais para
as gemas axilares in vivo e os segmentos nodais in vitro. Isto parece ser um fato
muito comum na literatura, pois vérios autores relatam o efeito diferencial de
antimitdticos quando diferentes tecidos-alvo s#io expostos (Wang et al., 1984;
Zhao et al., 1991; Schubert et al., 1991 e Lec et al., 1996). Como a toxicidade
das substiincias antimitoticas ¢ alta e, nestes experimentos, a sobrevivéncia de
um nimero adequado de plantas ¢ importante, a variagio do material boténico a
ser utilizado torna-se um procedimento indispensével.

A exposiciio de plantulas cultivadas in vitro demonstrou que a colchicina
néo teve a sua atividade antimitdtica alterada, apds ter sido autoclavada junto
com o meio de cultura a uma temperatura de 120°C. Este fato também foi
demonstrado por Geoffriau et al. (1997) e corroborado pela andlise da curva
termogravimétrica (TG) (Anexo). Os resultados obtidos com a exposigio de
plintulas revelaram que, diminuindo o tempo de exposigiio e aumentando,
proporcionalmente, a concentragio, a colchicina mantém a mesma atividade.
Apesar de a colchicina apresentar algumas limitacdes, como a possibilidade de
provocar aglomeragdes cromossdmicas e fissdio do centrémero, principalmente
apés longos periodos de tratamento, além da sua baixa afinidade pela tubulina
vegetal (Hansen & Andersen, 1996), ela ainda tem sido considerada uma das
substincias mais cficazes na inibicio da polimerizagio dos microtibulos,
principalmente em gramineas (Poaceae) (Hassawi & Liang, 1991).
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A colchicina é um alcaléide que se liga reversivelmente ao dimero de
tubulina a e B, causando mudanga conformacional que impede a polimerizagfio
do fuso mitético e, conseqiientemente, bloqueia a célula em metéfase. Como os
sitios especificos aos quais a colchicina se liga aos dimeros a ¢ B sdo
inacessiveis quando a tubulina estd polimerizada na forma de microtibulos, tal
substdncia atua na tubulina solivel, impedindo-a de se polimerizar. Em
microtiibulos j& formados, a colchicina impede o crescimento destas estruturas
durante a diviséio celular (Sluder, 1991). Com relagéio 4 8-hidroxiquinolefna e &
ciclohexamida, poucas referéncias foram encontradas. A 8-hidroxiquinoleina é
um outro composto bastante utilizado no bloqueio de células vegetais em
metéfase, através de distarbios nas tubulinas formadoras dos microtibulos,
impedindo a formag#io do fuso mitético (Schuster, 1996; Sinhg, 1993; Sharma &
Sharma, 1999). J4 a ciclohexamida ¢é uma substéincia que inibe a sintese de
proteinas (Wheatley & Kasha, 2002). A solugfio de ciclohexamida 25 mg/L:8-
hidroxiquinoleina 300 mg/L (1:1) por 4:30 horas teve efeito semelhante em
perfilhos, quando comparada com a colchicina nas concentrag3es de 0,05% por
24 horas e de 0,1% por 12 horas, em pléntulas dos hibridos de capim-elefante
com milheto.

Nos diferentes experimentos, as duas substincias antimitéticas
promoveram a alteragio do nimero de cromossomos na grande maioria das
células dos tecidos hibridos testados. Isso ocorreu, principalmente, nos
tratamentos de 4:30 horas em solugio de ciclohexamida:8-hidroxiquinoleina
(1:1) (experimento “exposi¢#io de perfilhos desenvolvidos de gemas axilares” —
Protocolos B ¢ C), que geraram, em média, 86,4% de células ndo tripldides,
contra apenas 13,6% de células tripléides. Nos tratamentos com colchicina in
vivo, que geraram, em média, os mesmos resultados, 86,5% de células eram nfio
tripléides e 13,5% de células eram tripl6ides. Infelizmente, ndo foi possivel
realizar esta comparagio com os tratamentos de colchicina in vifro porque os
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mesmos ndio geraram raizes suficientes para se computar as freqliéncias das
diferentes classes cromossomicas.

Estes dados mostram que, mesmo utilizando-se materiais botinicos e
genéticos diferentes nos vérios experimentos, as substfincias antimitéticas
(ciclohexamida:8-hidroxiquinoleina (1:1) e colchicina) demonstraram efeitos
semelhantes na duplicagio cromossdmica ¢ na indugio de mixoploidia em
hibridos de capim-elefante x milheto. O tempo de exposigio &s substéncias
antimitéticas também foi um fator crucial para promover a duplicacdo ¢ a
mixoploidia nos hibridos, principalmente nos tratamentos com solugiio de
ciclohexamida 25 mg/L:8-hidroxiquinoleina 300 mg/L(1:1) (Figura 6). Quanto
maior ¢ tempo de exposi¢io, maior o niimero de células com alteragdes no
nimero de cromossomos.

A exposi¢do de perfilhos desenvolvidos de gemas axilares, Protocolos B
e C e exposicio de plantulas in vivo, revelou também que existe uma certa
tendéncia das células mixopléides apresentarem nimero cromossdmico entre 14
e 21 (Tabelas 2, 5 e 7). Isto aconteceu tanto nas plantas avaliadas apés
tratamentos quanto nas avaliadas apés a emissdio de paniculas. Portanto, as duas
substéncias testadas, nas suas respectivas concentragdes, tempos de exposi¢lio de
tratamento e tecidos-alvo, t&m atividades idénticas na alteragéio do nimero de
cromossomos dos hibridos de capim-elefante com milheto. As células
hexapléides formadas eliminam, normalmente, mais de 21 cromossomos,
formando plantas mixopléides.

A eliminagio cromossdmica é um fendmeno comum entre outros
hibridos interespecificos de gramineas, tais como Hordeum vulgare x H.
bulbosum e Avena sativa x A. sterilis (Giacomelli et al., 2000).

Muitos exemplos na literatura demonstram que a eliminagdo
cromossdmica pode ser parcial ou total de um genoma parental (Adamowski et
al., 1998). Em muitos casos, a eliminagd@o cromossmica ¢ tecido-dependente e é
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influenciada pelas condigdes fisiologicas das células. Diversos mecanismos de
eliminagdo cromossdmica jA foram descritos, incluindo fragmentagio de
cromossomos, formag#io de micronicleos, degradagio da cromatina,
cromossomos néio-orientados na metifase e retardatirios em anifase (Singh,
1993). Essas alteragBes foram também observadas neste trabalho (Figura 4).
Vérias hipéteses foram sugeridas, em uma tentativa de explicar este fendmeno.
Entre elas, a inativag@io de cromossomos através de nucleases, formaggo de fusos
multipolares, sintese assincronica de nucleoproteinas, proporgSes de genomas,
separagio espacial dos genomas, supressio de fungio de centrbmero nos
cromossomos eliminados e fases assincronicas do ciclo celular (Adamowski et
al., 1998). Contudo, o mecanismo exato em muitas espécies ¢ ainda obscuro
(Giacomelli et al., 2000).

Segundo Davies (1974), nos cruzamento de H. vulgare com H.
bulbosum, no nivel dipléide, ocorre uma completa perda dos cromossomos de H.
bulbosum no embrido hibrido. O mesmo processo de eliminagfo ocorre quando
ambos os parentais sio tetrapl6ides ou quando H. vulgare tetraplide é cruzado
com H. bulbosum dipléide. A principal exceglio para a eliminagiio de
cromossomos ocorre quando os embrides sfo produzidos como resultado do
cruzamento entre H. bulbosum tetrapléide e H. vulgare dipldide. O autor
descreve também que a regra geral é que células hibridas com proporgfio do
genoma diferente de 1V:2B (V = H. vulgare e B = H. bulbosum) t2m perda dos
CTOMOSSOMIOS.

Os hibridos tripléides interespecificos de capim-elefante (tetrapléide)
com milheto (dipléide) também sdo estéveis, tendo uma proporg#io genbmica de
2C:1M (C = genomas A’B de capim-clefante ¢ M = genoma A do milheto).
Porém, quando se alterou esta proporgdo, devido & aglio das substéncias
antimitoticas, as células induzidas dos hibridos comegaram a eliminar os
Cromossormos.

56



Houve eliminagdo, tanto de genomas completos, como, possivelmente,
do B que ndo foi observado nas células com 28 cromossomos ¢ também de
cromossomos individuais. Células mixopléides, principalmente contendo entre
14 ¢ 21 cromossomos (niimeros diferentes da série eupléide), foram encontrados
nas plantas jovens ¢ na adulta.

As eliminag3es cromossdmicas ocorreram, provavelmente, devido tanto
a problemas de proporgBes de genomas como de controle da expresséio génica. A
hip6tese de divisfo assincronica foi descartada porque nos hibridos tripldides os
genomas A, A’ e B segregam normalmente. Gildenhuys & Brix (1961, 1964),
citados por Jauhar (1981), mostraram que o anfidipléide hexapléide de capim-
elefante com milheto, induzido pelo tratamento do hibrido tripléide com
colchicina, demonstrou instabilidade no numero cromossdmico somaético,
apresentando uma variagZo de 36 a 49, com 2n = 42 cromossomos ocorrendo
mais freqlientemente. Os autores conclufram que a variagio do nimero
cromossdmico &, provavelmente, controlada geneticamente e que esses genes s6
se expressam quando estfo em dose dupla ou elevada. Aparentemente, segundo
os autores, estes genes s#o hemizigbticos ineficientes.

Raman & Krishnaswami (1960), citados por Jauhar (1981), relataram a
eliminag#io do genoma B no hibrido tripléide obtido do cruzamento de milheto
2x (AA) com um autoalotetrapl6ide (AAA’B), inferindo que hé grandes chances
de se obter um hibrido alodipl6ide AA’ fértil com caracteres desejéveis de P.
purpureum e P. glaucum. Em sucessivos cruzamentos de P. glaucum (2x) com
anfidipldide (6x), Gildenhuys & Brix (1969) citados por Jauhar (1981),
observaram uma seletiva eliminag#o cromossdmica nos zigotos hibridos e
sugeriram que os cromossomos do genoma B tm uma maior chance de serem
eliminados do que os do genoma A’ de P. purpureum.

Como relatado anteriormente, a exposigéio de perfilhos desenvolvidos de
gemas axilares - Profocolos B e C - e de plantulas mostrou que existe uma
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tendéncia das células mixopléides apresentarem em tomno de 14 cromossomos,
morfologicamente semelhantes (Figura 3), podendo corresponder a nicleos AA,
A’A’ ou AA’. Estudos morfométricos e de bandeamento cromossbmico estéio
sendo conduzidos para tentar confimar essa hip6tese.

Segundo Subrahmanyam & Kishor (1997), a taxa de eliminagfio de
cromossomos em hibridos de H. vulgare x H. bulbosum é dependente de uma
relag@o bem definida entre a proporgio dos genomas parentais. Também estd sob
influéncia de “fatores genéticos de eliminag#o” dos cromossomos de H. vulgare,
cuja proporgio em relagio aos “fatores genéticos de estabilizagio” de
cromossomos de H. bulbosum é critica. No caso dos hibridos entre capim-
elefante e milheto, poder-se-ia sugerir que hé uma maior proporgio de fatores
estabilizantes dos genomas A e A’, em relagio aos de eliminagfio do genoma B.

Existem muitas dividas para explicar como a eliminagiio cromoss6mica
deve ser controlada. Contudo, pbde-se verificar, por meio através do
experimento “indugo de poliploidia em perfilhos — Protocolo C”, que ela,
provavelmente, recebe controle nuclear em vez de citoplasmética, pois a diregéio
do cruzamento para obtengdo do hibrido nfio influenciou na eliminaglo
cromossdmica.

A eliminagfio cromossémica n#io foi descrita por Hanna et al. (1984).
Esses autores relataram que 30% dos hibridos tripldides sobreviventes de capim-
elefante com milheto eram hexapléides apds a aglo de colchicina 0,05% por 24
horas. A diferen¢a de comportamento dos hibridos, neste trabalho, pode ter sido
decorréncia do fato destes autores terem relatado apenas o sucesso da duplicagio
cromossOmica, nio mencionando a eliminagfio cromossbmica. Isso porque a
duplicag#io em seus estudos ndo foi confirmada por meio de anélise citogenética
e, sim, pela presenca de pélen nas panfculas. Uma outra explicagiio seria a
utilizag3o de ecotipos com controle genético diferenciado. Os hibridos tripl6ides
empregados nos estudos de Hanna et al. (1984) foram obtidos de cruzamentos
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que utilizaram apenas duas cultivares de milheto macho estéril (Tift 23DA e Tift
23A) que, possivelmente, ndo continham o controle genético (j& descrito) para
eliminagfo de cromossomos durante a duplicagfio.

Neste trabalho foram utilizados seis clones € um hibrido intraespecifico
de capim-elefante e seis cultivares de milheto (Tabela 1). E possivel que todos
os clones de capim-elefante utilizados apresentassem o controle genético para
eliminagio de cromossomos. Além disso, a amostra de clones utilizada para
obtengiio dos tripléides pode ndo ter sido representativa da variabilidade
existente entre os 120 acessos do Banco de Germoplasma, visto que o critério
utilizado para seleglio foi a superioridade para caracteres forrageiros. E possivel
também que os clones utilizados apresentassem relagdes de parentesco genético
e, portanto, compartilhassem o mesmo controle genético para eliminagdo de
cromossomos. Nesse caso, seria interessante testar, em estudos futuros, a
duplicagio de tripléides, cujos genitores do capim-elefante fossem
geneticamente distantes, nfo importando os atributos forrageiros.

Outra hip6tese que poderia ser levantada é que o processo de duplicagio
¢ extremamente suscetivel 4 variagio do tempo de exposigéio e concentragéio dos
antimit6ticos. Neste caso, as pequenas diferencas das condigBes deste trabatho
em relagiio s do trabalho de Hanna et al. (1984), podem explicar estes
resultados.

Por outro lado, a eliminagdo de cromossomos em hibridos
interespecificos é uma ferramenta muito valiosa em programas de melhoramento
genético (Giacomelli et al., 2000). Com a eliminagfio parcial de cromossomos
podem-se gerar novas variedades de hfbridos. Jé a eliminagfio total de um
genoma do hibrido de capim-elefante ¢ milheto pode permitir a formagiio de
variedades dipldides férteis, que poderio servir de ponte nos cruzamentos com
milheto para, futuramente, por meio de retocruzamentos, introduzir
caracteristicas desejdveis no capim-elefante.
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6 CONCLUSOES

As duas solugBes antimitéticas, colchicina ciclohexamida 25 mg/L:8-
hidroxiquinolefna, atuaram de maneira semethante sobre os hibridos tripléides
(P. purpureum x P. glaucum), induzindo mixoploidia, demonstrando que houve
tanto duplicagiio como eliminagio completa e parcial de genomas.

As duas solugSes antimitéticas, ciclohexamida:8-hidroxiquinoleina (1:1)
e colchicina, demonstraram efeitos semelhantes em materiais boténicos e
genéticos diferentes em hibridos de capim-elefante x milheto.

A eliminagio cromossbmica é uma caracteristica expressada quando
diferentes propor¢des gendmicas s#o produzidas nos hibridos de capim-elefante
x milheto.

Nos hibridos de capim-elefante x milheto, o controle da eliminac#o
cromossOmica é nuclear.
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ANEXO A

FIGURA 1A Curva termogravimétrica {TG)
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