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RESUMO

|
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|
t

BARBOSA, Sandro. Citogenética de hibridos entre Pennisetum purpureum e
Pennisetum glaucum e seus genitores. Lavras: UFLA, 2000. 48p.
(Dissertagdo — Mestrado em Agronomia — Genética e Melhoramento de
Plantas)* .

Foram realizados estudos citogenéticos em cinco acessos de hibridos
interespecificos de Pennisetum purpureum e Pennisetum glaucum e seus
genitores, pertencentes ao Banco de Germoplasma de| Plantas Forrageiras da
Embrapa Gado de Leite — Coronel Pacheco-MG. As anilises citogenéticas
mitéticas realizadas através de coloragdo convencional (Feulgen) confirmaram o
numero cromossémico de 2n =14, 28 e 21 para os acessos de P. glaucum, P.
purpureum e hibridos, respectivamente. Para cada um desses acessos sdo
apresentadas as descricbes do complemento cromossonuoo e idiogramas que
permitiram estabelecer as relagdes cariotipicas entre os hibndos e seus genitores.
Baseado nos dados de comprimento total do cromossomo foi possivel estabelecer
a classificagdo do caridtipo dos acessos com rela¢do a simetria. Os cariétipos dos
acessos de P. glaucum foram considerados simétricos, mquanto que os hibridos
apresentaram cariftipos assimétricos. Para P. purpureum. dois acessos (BAGs
63 e 75) mostraram cariétipos simétricos e trés (BAGs 54 65 e 91) assimétricos.
Nos hibridos interespecificos entre P. purpureum e P. glaucum foi possivel inferir
a procedéncia de alguns cromossomos parentais com base nas medidas de
comprimento total do cromossomo, presenca de satélite e morfologia do
cromossomo. ‘

* Comité orientador: Lisete Chamma Davide —~ UFLA fOritadora) ¢ Antonio
Vander Pereira — Embrapa Gado de Leite.




ABSTRACT

BARBOSA, Sandro. Cytogenetic of hybrids between Pennisetum purpureum
e Pennisetum glaucum and their parentals. Lavras: UFLA, 48p.
(Dissertation — Master Program in Agronomy/ Geneucs and Plant Breeding)*

Cytogenetic studies were carried out on five accesses of interspecific hybrids
of Pennisetum purpureum and Pennisetum glaucum and their parentals, which
are part of the Forage Germplasm Bank of Embrapa Gado de Leite - Coronel
Pacheco-MG. The mitotic cytogenetic analysis perfor;ned using conventional
staining (Feulgen) confirmed the chromosome number of 2n = 14, 28 and 21 for
the accesses of P. glaucum, P. purpureum and their hybrids, respectively. For
each access, descriptions of the chromosome oomplement and idiograms are
presented which allowed to establish the karyotypic relatlonshlps between the
hybrids and their parentals. Based on the total chromosomal length data it was
possible to establish the karyotype classification of the accesses conceming
symmetry. While the karyotype of P. glaucum accesses was considered
symmetric, hybrids presented asymmetric karyotypes. For P. purpureum, two
accesses (BAGs 63 and 75) showed symmetric karyotype and three (BAGs 54, 65
and 91) were asymmetric. For the interspecific hybrids it was possible to infer the
origin of some parental chromosomes based on the total chromosomal length
measurements, satellite presence and chromosome morphology

l
|
[

* Guidance Committee: Lisete Chamma Davide — UFLA (Major Professor) and
Antonio Vander Pereira — Embrapa Gado de Leite.
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1. INTRODUCAO
|

O género Pennisetum Rich. encontra-se distrilSuido por toda a faixa
tropical do planeta, tendo sido coletadas varias espécies nativas na Africa, Asia e
Amgérica do Sul, sendo composto por, aproximadémmte, 140 espécies,
compreendendo importantes espécies cultivadas, como o capim-elefante
(Pennisetum purpureum Schumach.) e o milheto [Pennisetum glaucum (L.) R.
Br.] (Brunken, 1977; Kativa e Mithen, 1987). :

O capim-elefante é considerado como uma ldas mais importantes
forrageiras tropicais, devido ao seu elevado potenclal produtivo, qualidade
nutritiva e palatabilidade (Seixas, 1996). Contudo, essa forrageira apresenta
algumas caracteristicas que dificultam a sua utilizagdo sob pastejo. Entre elas
cita-se a concentracio da producdo durante o verdo, propagaqﬁo vegetativa,
exigéncia de solo com alta fertilidade, pilosidade e baixa tolerdncia a geadas.
Segundo Pereira (1994), a maioria desses problemas podem ser solucionados
através do melhoramento, utilizando-se a variabilidade| genética existente nos
germoplasmas do capim-elefante e do milheto em combinat;b&c interespecificas.

O milheto é o sexto cereal mais produzido no ﬁ;mdo, sendo seus graos
utilizados na alimenta¢@o humana e a planta inteira como forragem para o gado
(Minocha,1991). Entre as caracteristicas da espécie Td&smam-se a pouca
exigéncia de fertilidade, resisténcia a seca, sendo cultivada até mesmo em regides
semi-aridas, respondendo bem a irrigacdo, apresentando boa resisténcia ao ataque
de pragas e boa produgio de sementes. é

O capim-elefante e o milheto apresentam varias 1cultwaros que possuem
grande diversidade de formas, tipos e com ampla variabjilidade genética para a




maioria dos caracteres que, juntamente com as espécies selvagens utilizadas para
fins forrageiros ¢ omamentais, constituem material com grande potencial a ser
empregado em programas de methoramento (Techio, 1998).

As espécies P. purpureum (2n = 4x = 28 - genoma A’A’ BB) e
P. glaucum (2n = 2x = 14, genoma AA) sdo estreitamente relacionadas,
apresentando boa capacidade de combinacio genética, produzindo hibridos
interespecificos de baixa fertilidade ou estéreis, porém de grande interesse
forrageiro, uma vez que apresentam melhor aceitagiio pelos bovinos do que o
proprio capim-elefante (Jauhar, 1981; Schank et al, 1993; Diz, 1994).
Normalmente, o hibrido interespecifico assemelha;se mais ao capim-elefante
devido a maior contribui¢io genética (2/3 dos cromossomos) e dominincia do
genoma B do capim-elefante sobre o genoma A do milketo, com relagio as
caracteristicas forrageiras analisadas (Gonzalez e Hanna, 1984). Esses hibridos
possuem 21 cromossomos somaticos, sendo possivel identificar os cromossomos
das duas espécies pelo tamanho e forma na placa metafisica, pois os de
P. glaucum sao de maior tamanho em relacio aos de P. purpureum (Burton,
1942; Techio,1998).

O Banco de Germoplasma de Plantas Forrageiras da Embrapa Gado de
Leite - BAG possui uma das maiores colegdes de Pennisetum do Brasil com 120
acessos de capim-elefante, 50 de milheto e 15 de outras espécies de Pennisetum.
O BAG retine a maioria das cultivares de capim-elefante existentes no Brasil,
bem como materiais introduzidos de colegdes estrangeiras.

O germoplasma do BAG é geneticamente coastitmido por clones,
populacdes e cultivares melhoradas de P. purpureum, ragas cromossomicas
(tripldides e hexapldides) resultantes da hibridacdo entre P. purpureum x P.
glaucum, acessos de P. glaucum e diversas outras espécies selvagens de

Pennisetum.



Para utilizagdo e preservagio eficiente do germoplasma de Pennisetum,
toma-se necessario proceder um estudo detalhado de caracterizagdo dos acessos,
buscando avaliar e descrever a variabilidade do gehnoplasma, bem como
localizar caracteristicas e marcadores morfoldgicos, bioquimicos, citolégicos e
genéticos que possam ser aproveitados nos programas de melhoramento.

Neste sentido, a analise citogenética tem-se mostrado muito util na
identificaciio de interagdes entre os genomas e na caracterizacio de espécies de
Pennisetum (Manara, 1973; Jauhar, 1981; Pantulu e Réo, 1982; Techio, 1998).
O conhecimento do cariétipo de variedades dentro de espécies pode dar algumas
indicagdes da diversidade e as possiveis barreiras para a recombinagio com
espécies relacionadas. Assim, este trabalho visa a wractgﬁmﬁo citogenética dos
genitores de cinco cruzamentos entre capim-elefante e imilheto do BAG, bem
como averiguar a natureza hibrida dos descendentes obtidos, buscando identificar

neles a origem dos cromossomos em relagdo aos parentais.
!




2. REFERENCIAL TEGRICO
2.1. Capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum.)
2.1.1. Origem e distribuicfio

O capim-elefante era conhecido pelos nativos africanos pelo nome de
“Zinyamunga”. Entretanto, o seu descobrimento e divulgacio como planta
forrageira foram feitos pelo coronel Napier, por cujo nome essa espécie passou a
ser conhecida (Granato, 1924).

A espécie Pennisetum purpureum é uma graminea que ocorre
naturalmente em uma extensa area ocidental da Africa (Brunken, 1977), sendo

largamente cultivada na maioria das regides tropicais e subtropicais do mundo, e
conhecida por diversos nomes como: capim-elefante, capim-napier, capim
gigante, capim cana d’Africa e outros (Bemnett, 1972). Existem poucas
informacgdes sobre sua origem filogenética e os centros de diversificagdo. A
Africa tropical é apontada como o centro de origem e diversidade, sendo os
territorios da Guiné, Mogambique, Angola, Zimbabwe e sul do Quénia
relacionados como as principais dreas de variabilidade da forrageira (Brunken,
1977).

O capim-elefante foi introduzido inicialmente nos Estados Unidos, pelo
Departamento de Agricultura, em 1913 (Jauhar, 1981). No Brasil, esta espécie
foi introduzida em 1920, no Rio Grande do Sul, com estacas trazidas dos Estados
Unidos. Outra introdugdo foi relatada em 1921, com material trazido de Cuba
para o estado de Sdo Paulo (Brunken, 1977; Faria, 1993).



2.1.2, Sistemética, morfologia e importiincia econdmica

O capim-elefante pertence a familia Poaceae, ﬁubfamilia Panicoideae,
tribo Paniceae, género Pennisetum, o qual possui mais de:140 espécies, incluindo
forrageiras cultivadas (P. purpureum, P. clandestinum, P. unisetum, P.
pedicellatum), cereais (P. glaucum) e omamentais (P.|vilosum, P. setaceum)
(Kativa e Mithen, 1987; Martel et al., 1997). Desde a | rimeira descri¢do, esta
espécie foi incluida na seglo Penicillaria, amalmente denominada segdo
Pennisetum, na qual também se encontra a espécie P. g, " cum (Brunken, 1977).

A espécie Pennisetum purpureum apresesta ciclo vegetativo perene,
porte elevado, cespitosa, rizomatosa, colmos eretos, cilinfdricos e cheios, com nés
bem salientes, medindo entre 1,5 a 5,0 m de altura, folhas largas e compridas,
inflorescéncia primaria terminal do tipo panicula e agundante langamento de
perfilhos aéreos e basais, com reprodugdo por sementes e por rizomas (Diz,
1994; Pereira, 1993; Seixas, 1996). Os caractere‘ss morfolégicos podem
apresentar ampla variagdo entre os diferentes ecétipt])s. O grau da variagao
morfolégica chega a ser tdo contrastante que varios autores propuseram uma
subdivisiio da variabilidade dentro da espécie. Diversas proposigoes de divis3o da
variabilidade foram apresentadas em relagdo a presenca ﬁe pélos (Bogdan, 1977),
didmetro do colmo, formato da touceira, época de florescimento (Xavier et al,

1993) e estabelecimento de tipo padrio (Pereira, 1993). Maire, citado por Pereira |
(1993), chegou a propor uma subdivisdo da espécie Pennisetum purpureum em |
trés subespécies: a ssp. benthamii, ssp. purpureum e ssp. flexipica. Entretanto |
para Brunken (1977), a natureza continua da variagio e a compatibilidade

genética entre os diferentes ecétipos ndo permitem uma c;livisio intraespecifica.

Segundo Pereira (1994), essa espécie pode ser propagada de forma
vegetativa com grande facilidade, o que favorece a manﬁtenc;io da pureza original




do germoplasma durante as replcagens Essa forma de propaga¢do elimina o
problema de recombinagdo durante o processo sexual, embora o uso de um tnico
clone, em larga escala, possa aumentar o risco de vuinerabilidade genética.

O capim-elefante constitui uma das mais importantes forrageiras, sendo
amplamente cuitivado devido ao seu elevado potencial de producio de matéria
seca, qualidade, palatabilidade, vigor e valor nutritivo, apresentando baixa
incidéncia de pragas e doengas quando comparado a outras espécies (Seixas,
1996). A sua utilizacio mais freqiiente ocorre no regime de corte (capineiras),
podendo ser utilizado para ensilagem (Vilela, 1994) e pastejo rotativo (Deresz,
1999).

Por muito tempo, o capim-elefante foi empregado quase que
exclusivamente para a formaggo de capineiras, sendo utilizado na forma de verde
picado ou como silagem. Recentemente, com o desenvolvimento da tecnologia de
pastejo rotativo, renovou-se O interesse pela sua utilizagdo visando a
intensificacio da producdio de leite a pasto. Resultados de pesquisas com o
capim-elefante sob pastejo rotativo tém demonstrado ser possivel obter
produtividade acima de 15.000 kg de leite/ha/ano (Deresz, 1999). Resultados
como este tém contribuido para selegdo do capim-elefante como a espécie de
maior potencial para produgdo de leite a pasto.

2.2, Milheto [Pennisetum glaucum (L.) R.Br.]

2.2.1. Origem e distribuiciio

Os primeiros cultivos do milheto (Pennisetum glaucum L.), também
comumente denominado como pasto italiano e tifoides, acredita-se que tenham
ocorrido no norte e leste da Africa. Esta espécie foi domesticada como cereal no



sul do Sahara, hi aproximadamente 4000-5000 anos. A selecdo exercida pelos
primeiros cultivos, sob condigdes culturais divtiersas, impulsionou o
desenvolvimento de varias formas com caracteristicas . diferenciadas. Sua
protoginia natural facilitou a introgressdo de caracteres clle outras espécies anuais
cultivadas ¢ sclvagens (auhar, 1981). Atualmente,|.a espécie encontra-se
distribuida nas areas semi-aridas da Africa e Asia ondeié amplamente cultivada,
sendo ainda considerada uma forrageira de alta qualidade nos Estados Unidos,
Austrilia e América do Sul (Kumar e Niamey citados por Mesquita, 1996).

2.2.2. Sistemitica, morfologia e importincia econﬁmiﬁa

fi

O milheto pertence 3 familia Poaceae, subfamilia Panicoideae, tribo
Paniceae, géoero Pennisetum, seado incluido, juntamente com o capim-elefante
i ;

(P. purpureum), na seg3o Pennisetum, por Brunken (;977). Virias sinonimias |

botanicas sdo relatadas para essa espécie, entre as quans; destacam-se P. typhoides

Stapf e Hubbard e P. americanum (L.) Leeke, sendo que um grande niimero de |
[ a

trabalhos utiliza tais denominagdes cientificas. i
A espécie Permisetum glaucum apresenta ciclo vegetativo anual, porte

ereto, podendo apresentar um tnico caule e atingir de 1 2 3 m. Os caules-sdo |
compactos, exceto abaixo da panicula. As folhas medem de 20 a 100 cm de

comprimento e 5 a 10 mm de largura. Ainﬂoresoénciqgéumapaniculadensaou
contraida com 10 a 50 cm de comprimento e 0,5 a 4,0, cm de dimetro (Bogdan,
1977, Pupo, 1979; Alcintara e Bufarah, 1988). A poliniza¢dio € cruzada,

principalmente devido ao seu habito de floragdo protogxmca, porém, é facilmente
|

autofecundado (Powell, Hanna e Burton, 1975). O milheto apresenta boa |

resisténcia 4 seca e a doengas, é tolerante a baixos niveis de fertilidade do solo e
tem boa producdo de sementes ndo deiscentes.

=



O milheto é uma espécie com duplo propésito, cujos grios sdo usados
para consumo humano e a planta inteira pode ser utilizada como alimento para o
gado, na forma de capineira ou pasto, pois produz grande quantidade de folhagem
tenra, nutritiva, palativel e atoxica (Minocha, 1991). A espécie é também
considerada o sexto cereal mais importante do mundo, depois do trigo, arroz,
milho, cevada e sorgo. Segundo Pantulu e Rao (1982), nutricionalmente, o griio
do milheto é superior ao do trigo, do arroz e do milho em relagio ao contsiido
mineral (principalmente calcio e ferro) e é semelhante quanto aos outros
constituintes. Burton e Powell (1968) citaram que anilises quimicas feitas por
Aykroyd et al., em 1963, revelaram que o conteido e balango de aminoacidos
essenciais no milheto € igual ou superior a0 de outros cereais adaptados.

2.3. Importincia econdmica dos hibridos entre P. purpureum e P. glaucum

O capim-elefante e o milheto apresentam imimeras cultivares com grande
diversidade morfologica e ampla variabilidade genética para uma grande parte
dos caracteres de importancia agronémica. Essas duas espécies, ambas com
numero basico x = 7, por serem estreitamente relacionadas, trocam genes com
grande facilidade, permitindo a obtengfio de hibridos estéreis ou de baixa
fertilidade mas de boa qualidade forrageira (Jauhar, 1981; Muldoon e Pearson
citados por Diz, 1994). A restauragiio da fertilidade do hibrido pode ser
conseguida pela duplicagdo do conjunto cromossémico (Hanna e Dujardin, 1985
e 1986). '

Varios programas de melhoramento genético tém aproveitado a
possibilidade de cruzamento entre P. purpureum e P. glaucum. Este tipo de
combinacio genética busca reunir no hibrido algumas das caracteristicas
desejaveis do milheto, tais como qualidade da forragem, resisténcia a seca,



tolerancia as doengas e boa producdo de sementes ndo deiscentes, com a
agressividade, rusticidade, perenidade e a elevada prodpqio de matéria seca do
capim-elefante (Schank et al, 1993; Diz, 1994). Segundo Jauhar (1981), a
forragem desses hibridos interespecificos apresenta melhor aceitagdo pelos
bovinos do que o préprio capim-elefante. i

Os tripldides e hexapldides tém sido oonside‘i'ados como importantes
fontes de variagdo para a sele¢io de clones superiores. Entre os hibridos
triploides observa-se grande variabilidade para m?mws de importincia
forrageira, tendo sido ja selecionados materiais com 23;% de protemna bruta nas
folhas, valor este superior 4 média de 16% encontrada para o capim-elefante
(Pereira, 1998). Entretanto, ainda hd pouca dlspmzbmdade de dados |
bibliograficos sobre as informacBes botﬁnico-agrfmﬁmicas, bioquimicas,
genéticas e citolégicas para hibridos entre P. pwpureum; e P. glaucum. |

Bogdan (1977) apontou a superioridade de 5alguns hibridos sobre o
capim-elefante em determinados aspectos, tais como: pfasenga de folhas maiores
e em maior nimero, colmos mais desen\mlvidos,.péloé foliares mais macios ¢
caules menos fibrosos, além da producio de matédayl seca ser também mais
elevada. ‘

Techio (1998), analisando dados da inflorescéncia de dois acessos de
hibridos e quatro acessos de capim-elefante do Banco Ativo de Germoplasma da
Embrapa Gado de Leite, verificou semelhancas entre e{les Embora ndo se tenha
feito analogia com os mesmos dados de P. glaucum, foi observado pela autora |
que muitas estruturas caracteristicas de P. pmpw?'eum manifestam-se nos
bibridos, como é o caso da forma, tamanho e cor da panicula e das espiguetas.
Essas informagoes sdo congruentes com os relatos de (:.}onzalez e Hanna (1984), |
que justificam este fato pela maior contribuicio gmeu@ e dominancia do genoma |
B de P. purpureum sobre o genoma A de P. glaucum.




2.4. Citogentética do género Pennisetum

Veyret, citado por Manara (1973), ja havia sugerido para esse género
dois niimeros basicos, x =7 e x =9, o primeiro ocorrendo na Segio Penicillaria e
o segundo caracteristico das demais Se¢Ses Gymmnothrix, Brevivaivula, Eu-
pennisetum e Heterostachya, segundo classificagio estabelecida por Stapf e
Hubbard, em 1934 (citados por Schmelzer, 1997). Outros trabalhos referentes ao
complemento cromossomico das espécies mais conhecidas do género Pennisetum
evidenciam uma variagio no nimero basico de x = 5, 7, 8 e 9 cromossomos
(Hanna,1981; Hanna e Dujardin, 1983, 1985 ¢ 1986; Minocha, 1991; Martel et
al, 1997).

Uma relagdo entre o tamanho e o miimero cromossémico foi apresentada
por Pantulu e Rao (1982), os quais verificaram que, em todas as espécies de
Pennisetum comx =9, os cromossomos eram pequencs; enquanto que em
P. purpureum e P. typhoides (P. glaucum), com x = 7, 0s Cromossomos
apresentavam tamanho médio e a espécie P. ramosum (x = 5) apresentou os
maiores CTOmOosSsomos entre os representantes da tribo Paniceae.

De acordo com a classificagdo proposta por Harlan e de Wet, citados por
Martel, Ricroch e Sarr (1996), as espécies de Pennisetum podem ser agrupadas
trés conjuntos génicos. O conjunto génico primario inclui trés espécies com
2n =2x = 14 cromossomos: a cultivada, P. glaucum e as duas selvagens, P.
violaceum e P. molissimum. O capim-elefante compSe o conjunto génico
secundario com 2n = 4x = 28, enquanto que o conjunto génico terciario é
caracterizado por apresentar ampla diversidade de numeros basicos de
cromossomos (x = 5, 7, 8 e 9) e niveis de ploidia (diploidia a octaploidia)
compreendendo todas as outras espécies do género, sendo a espécie
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P. schweinfuthii a iinica representante deste conjunto génico com 2n = 2x = 14

Cromaossomos. i
|
I

24.1. Citogenética de Pennisetum purpureum

O capim-elefante tem nuimero basico de cromo%somos x = 7. Trata-se de
um alotetrapléide (2n = 4x = 28) perene, com comportamento dipléide normal
(Burton, 1942; Manara, 1973; Brunkea, 1977), possgindo genomas A’A’BB,
sendo que o primeiro apresenta grande homologia com o,; genoma A do milheto e 0
outro é proveniente de um doador desconhecido (Jauhar,!fl981). |

Com base em estudos do paquiteno, Pantulu e Venkateswarlu (1968) '
avaliaram a morfologia dos cromossomos de P. purpureum. Os cromossomos 1 ¢
14 foram considerados os organizadores do nucléc;lo. Segundo os mesmos
autores, o comprimento do maior cromossomo (par I)%é 2,7 vezes maior que o |
comprimento do menor (par XIV), caracterizando um cariétipo assimétrico. |
Ainda em rela¢iio 3 morfologia cromossdmica, Janhar (1981) acrescentou que o
caridtipo de P. purpureum é constitnido de c nossomos metacéntricos, |
submetacéntricos e um acrocéntrico. Com base nestas observagdes, o cariétipo de
P. purpureum foi incluido na categoria 2b, na classificagio de assimetria
Pproposta por Stebbins (1958). j

Além disso, a presenca de constrigio secundiria é considerada uma |
caracteristica morfoldgica importante nos cromossomos de algumas espécies de
Pennisetum. As constriges secundarias sio tambiém denominadas regides |
organizadoras do nucléolo (RONs), em fungdo de serem vistas, durante a profase,
freqiientemente associadas ao nucléolo. Isto porque, de acordo com Guerra
(1989), nas constrigdes secundirias encontram-se genes que produzem
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determinados tipos de RNA ribossomais os quais irio constituir grande parte do
nucléolo.

O tamanho, nimero e posicio das constrigdes secundarias e satélites,
juntamente com outras caracteristicas morfolégicas dos cromossomos, tém sido
empregados extensivamente na caracterizacio e comparagio de caridtipos,
auxiliando na determinagao de polimorfismos e na distingdo de espécies (Guerra,
1989; Techio, 1998).

Algumas hipoteses apresentadas por Stebbins (1971) sobre as variagdes
que podem ocorrer nesta regido do cromossomo e também em outras
caracteristicas, procuram esclarecer a origem dessas alteracdes. Para o autor, as
diferengas em numero, tamanho e posicdo dos satélites refletem rearranjos
estruturais ocorridos no complemento cromossomico.

Manara (1973) relatou a presenga de satélites ocorrendo em apenas um
dos homologos do par cromossdmico, com variagdo em nimerode 1 2 2, em 8
variedades de P. purpureum. Segundo a autora, a presenca de satélite constatada
em apenas um dos cromossomos de diferentes pares de homélogos parece ser
resultado do desaparecimento deste marcador citolégico no curso da evolugio da
espécie, pela perda do segmento contendo satélite ou por efeito da hibridagdo em
que uma das espécies parentais nio apresentava satélite.

24.2. Citogenética de Pennisetum glaucum

O milheto é uma espécie dipléide anual com 2n = 2x = 14 cromossomos,
genoma AA.

O caridtipo do milheto tem sido estudado em varios cultivares, mas
poucos marcadores citologicos foram descobertos que pudessem auxiliar na
identificacio dos cromossomos. Os relatos sobre o cariétipo dessa espécie tém
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sido divergentes e, apesar dos varios trabalhos de melhqramento, ainda se sabe
muito pouco sobre as barreiras para a recombinagdo com &specm relacionadas.

Avdulov (1931), estudando os cromossomos do milheto, apresentou um
idiograma dos 14 cromossomos com centromeros med:anos e submedianos. Foi
observado pelo autor que o menor par de cromossomoé:apresentava satélite no
braco curto e representava, aproximadamente, 66% do Mo do maior par de
cromossomos do complemento. i

Pantulu (1958), examinando meidcitos no paquiteno fez o agrupamento
dos cromossomos em 4 classes oombasenoconmrhnento!relaﬁvoena posicdo do
centromero: 1) dois pares longos (cromossomos 1 ¢ 2 ) com centromero mediano;
2) dois pares um pouco menores (cromossomos 3 e 4 ) com centrémero mediano a
submediano; 3) dois pares de tamanho médio (croﬂiossomos 5 e 6) com
centromero submediano e 4) o menor par com o organim?or nucleolar. Segundo o
mesmo autor, a maioria das linhagens de milheto tem um par de cromossomos
com organizador nucleolar, entretanto, excegdes tEm sndo relatadas.

Estudos cariotipicos sobre o milheto realiza%los por varios autores
(Krishnaswamy, 1962; Al-Fakhry et al., 1964; Gill e Gupta, 1966), citados por
Burton e Powell (1968), relatam a presenca de cromﬁssomos metacéntricos e
submetacéntricos e dois cromossomos com organizadores nucleolares. A
localizagiio do satélite foi observada no brago curto docromossomo maior e no
brago longo do 14° cromossomo do complemento. !

Burton e Powell (1968), avaliando cariétipo de cinco linhagens de
milheto, averiguaram a similaridade com os relatos de lAvdulov (1931). Nessas
linhagens, o satélite foi localizado no brago curto do menor cromossomo ¢ este
era aproximadamente 2/3 do comprimento do maior cromossomo, sendo
observados centrdmeros medianos e submedianos. Esses dados foram
confirmados por Pantulu e Venkateswarlu (1968).
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Virmani e Gill (1972) e Tyagi (1975) também obtiveram o cariétipo do
milheto e classificaram os cromossomos 1, 2, 3 e 5 como metacéatricos, 4 e 6
como submetacéntricos e o cromossomo 7 como acrocéntrico e com satélite.

Jauhar (1981) descreveu 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, sendo, portanto, incluido na categoria
1a da classificagdo de assimetria proposta por Stebbins (1958).

Pantulu e Rao (1982) descreveram, em algumas variedades de origem
africana, um ou dois dos pares de cromossomos grandes com a presenga de
constri¢do secundaria em seus bragos longos.

De acordo com Jaubar (1981), divergéncias entre os trabalhos
relacionados a classificagio dos cromossomos e localizagio do satélite sdo
notorias. Considerando uma metafase mitética com os cromossomos condensados
no seria inesperado que um pesquisador localizasse o centrdmero mediano onde
outros haviam classificado como submediano. O autor relatou ainda que essas
diferencas podem estar relacionadas a magnitude de erro na medicdo dos
cromossomos, tendo em vista que esse procedimento é geralmente feito na
metafase, apos pré-tratamentos para  condensacio e espalhamento dos
CTOMOSSOMOS.

Trabalhos comparando cromossomos no paquiteno e em células
somaticas também chegaram a diferentes conclusdes. Virmani e Gill (1972),
analisando cromossomos mitoticos de milheto, classificaram o cromossomo 1
como metacéntrico, enquanto que Lobana e Gill (1973), baseados em analises do
paquiteno, classificaram o mesmo cromossomo como submetacéntrico.

A presenga de cromossomos B foi registrada por Pantulu (1960) na-
espécie P. typhoydes (atualmente denominada P. glaucum), tendo o autor
verificado uma variagdo de 1 a 3 em relagio a0 complemento normal de 2n = 14,

14



Na metafase mittica, esses cromossomos destacavam-se por apresentarem a
metade do tamanho dos cromossomos A, também por sere*n heterocromatinizados
e por estarem localizados na periferia da placa metafasica. Jones e Rees (1982)
relataram a presenga de até 8 cromossomos B em P. typhoides (P. glaucum).

2.5. Citogenética de hibridos interespecificos entre Pennisetum purpureum e

Pennisetum glaucum

Os hibridos possuem 2n = 3x = 21 cmmossomog possuindo os genomas
AA’B, dos quais sete sdo oriundos do dipléide (2x) P. glaucum e 14 do
tetrapléide (4x) P. purpureum. A homologia dos sete cromossomos do milheto
com sete dos quatorze cromossomos de wpim-elefantje foi demonstrada por
Jauhar (1981). De acordo com Burton (1942), existe grande facilidade de
identificar os cromossomos das duas espécies pelo tamanho e forma na placa
equatorial, pois os cromossomos de P. glaucum sdo de @or tamanho que os de
P. purpureum. Normalmente o hibrido assemelha-se mals ao capim-elefante,
por causa da maior contribuicio genética ( 2/3 dos cromossomos ) e da
dominéincia do genoma B de P. purpureum sobre o genoma A de P. glaucum,
com relacdo as caracteristicas forrageiras analisadas (Gon;’izalez e Hanna, 1984).

Varios autores (Krishnaswamy, 1951; Ramulu, 1968; Rangaswamy,
1972), citados por Jauhar (1981), estudaram o pareamento cromossomico no
hibrido. Com base na formagio de 7p e 7; em muitas células e a auséncia de
trivalentes foi confirmado que o genoma A do P. glaucwip ¢ homologo ao genoma
A’ do P. purpureum. Pantulu e Rao (1982) relataram qt;e os cromossomos 1a 5
do milheto sio homologos aos cromossomos 1 a 5 do capim-elefante e os
cromossomos 6 e 7 do milheto sdo homdlogos aos cromossomos 8 e 14 do capim-
elefante, respectivamente. Contudo, ha poucos registr(!’s na literatura sobre o

I
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estudo cariotipico desses' hibridos ‘bem -como: .de- marcadores citolgicos que
pudessem auxiliar na identificacdo dos cromossomos.
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3. MATERIAL E METODOS
I

3.1. Material Genético I

Foram caracterizados citogeneticamente cinoo supostos hibridos
resultantes do cruzamento entre capim-elefante (Pennisefum purpureum Schum.)
e milheto [Pennisetum glaucum (L) R. Br], bem ;;'como seus respectivos

Para obtencdo dos supostos hibridos foram selecionados cinco acessos de
capim-elefante e cinco acessos de milheto pertencentes aq Banco de Germoplasma
de Plantas Forrageiras da Embrapa Gado de Leite, 0s quais encontram-se
discriminados na Tabela 1. Os acessos de mpim-eleﬁfl;lte ¢ de milheto foram
escolhidos com base na complementagdo alélica e prsfsenga de caracteres de
importiincia forrageira. Foram realizadas diversas coml(:maoﬁ&s de cruzamentos
interespecifcos, tendo sido selecionados para este aﬁzdo, Os cinco supostos
hibridos da geragio F; de melhor comportamento fomge’iro.

As anilises citogenéticas do material citado foram realizadas no
Laboratorio de Citogenética Vegetal do Departamento de Biologia da

Universidade Federal de Lavras - UFLA.

?
3.2. Avaliacfio citogenética
3.2.1. Preparaciio citologica ;
b
As anilises citogenéticas foram izadas a partir de oélulas‘

17
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meristematicas de pontas de raizes obtidas pelo enraizamento de estacas ou por
germinacio de sementes.

Para os acessos de capim-elefante e hibridos, estacas de plantas adultas,
com dois a trés nds foram colocadas para enraizar em recipientes plasticos
contendo agua destilada, a temperatura ambiente. Para os acessos de milheto,
sementes

TABELA 1. Acessos de Pemnisetum purpureum, Pennisetum glaucum e
supostos hibridos interespecificos do Banco de Germoplasma da
Embrapa Gado de Leite, Coronel Pacheco-MG. UFLA. Lavras-MG,
2000.

Acesso Denominacio comum Identificacdo

BAG 54 Capim Cana D’Africa P. purpureum

BAG 63 Cuba 169 P. purpureum

BAG 65 Roxo Botucatu P. purpureum

BAG 75 1 7136 P. purpureum

BAG 91 Pasto Panama P. purpureum

M24 ICMB 90111 P. glaucum

M35 ICMP 89410 P. glaucum

M 36 AFPOP88 P. glaucum

M 38 AFPOP 90 P. glaucum

M4 Bulk 1 P. glavcum

CNPGL 94-F44-03 BAG 63 x M36 Hibrido interespecifico
CNPGL 94-F49-06 BAG 91 x M38 Hibrido interespecifico
CNPGL 94-F52-02 BAG 54 x M44 Hibrido interespecifico
CNPGL 94-F53-02  BAG 65 x M35 Hibrido interespecifico

CNPGL 94-F60-01 BAG 75 x M24 Hibrido interespecifico
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foram colocadas para germinar em placas de Petri sobre papel de filtro
umidificado com agua destilada, a temperatura ambiente.

Para obtencdo de metafases foi utilizada a técnica de esmagamento e
coloragéo para espécies de Pennisetum, adaptada por Teichio (1998).

As raizes com aproximadamente 1,0cm de comprimento foram
submetidas a sincronizagdo do ciclo celular (procedimento adaptado de Lee et al.,
1997), através do tratamemto com hidroxiuréia a 2,5mM, por 14 horas,
mantendo-se as mesmas condigSes de germinacao. |

Em seguida, as estacas e sementes foram lavadas e transferidas para
recipientes contendo agua destilada para 2 retomada do processo de divisio
celular, onde permaneceram por 6 horas. i

Apos a sincroniza¢dio e a recuperagio, as ralze:s foram coletadas e pré-
tratadas com solugdo de ciclohexamida 25mg/l e hidroxiﬁuinoleina 300mg/1 (1:1)
por 2h 45min. A fixagdo foi feita em metanol : acido acético (3:1) por 24h, sob
resfriamento; em seguida, o material foi lavado rapidan}ente em agua destilada,
transferido e armazenado em alcool 70%, a 10°C.

Para degradar a parede celular e facilitar a retirada do meristema
possibilitando assim um melhor espalhamento do material sobre a limina, as
raizes foram submstidas a maceragio enzimitica com; Pectinase (SIGMA™)
diluida em tampdo citrato pH 4,6 (5:1), em tubos ,de Eppendorf™, onde
permaneceram por 2h 45min. »

Para coloraggo, foi utilizado o reativo de Schiﬂ' por 1h 30min, apés
realizada hidrélise de 8 minutos em HCI IN a 60°C. (l.')s meristemas corados,
foram seccionados sob um microscopio estereoscépio. O esmagamento foi
. realizado em acido acético 45% e a laminula removida co:ln nitrogénio liquido. As
laminas, apés serem secadas ao ar, foram montadas com lchllan”.
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3.2.2. Anilise morfoldgica dos cromossomos

Para cada acesso estudado foram avaliadas de 10 a 20 metifases para
determinagdo do numero de cromossomos e destas foram selecionadas pelo menos
cinco, as quais foram fotomicrografadas em microscépio Olympus BXS50,
utilizando-se filmes preto e branco APX asa 25, revelados com D-76 (Kodak) e
copiados em papel Kodabrome Print RCF3.

As melhores fotomicrografias foram selecionadas e digitalizadas por meio
de um Scan Jet 4c, 2000 DPI, acoplado a um microcomputador. As imagens
digitalizadas foram analisadas utilizando software Jandel Sigma Scan® Pro v.
2,0. As medidas de comprimento dos cromossomos, obtidas pelo processo de
andlise de imagem, foram determinadas pela média de cinco avaliagdes,
utilizando-se as “ferramentas” do programa citado.

A medida do comprimento dos bragos dos cromossomos foi feita a partir
da extremidade até o cemtrémero, incluindo constricdes secundarias quando
presextes.

Foram avaliados: a) comprimento do brago maior: BL; b) comprimento
do brago menor: BC; ¢) comprimento total do cromossomo i: Cti = BL + BC;
d) relagfio de bragos: RB = BL / BC; e) comprimento total do lote hapléide:
CTLH= X Cti/2; f) comprimento relativo: CR = Cti/CTLH x 100.

Com esses dados foi feita a identificagdo dos pares homélogos em cada
célula dos genitores. Uma vez identificados os cromossomos, foram calculadas as
meédias dos valores de relagio de bragos (RB) e de comprimento relativo (CR). Os
cromossomos foram organizados e numerados em ordem decrescente de tamanho
deIaVIIaXIVelaXXl para milheto, capim-elefante e hibridos
interespecificos, respectivamente, e representados na forma de idiograma.
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A classificagdo morfologica dos cromossomos foi feita de acordo com a

nomenclatura proposta por Levan et al. (1964), baseada na relagdo de bragos.

3.3. Avaliagdo do comprimento total do complemento cromossémico entre os

acessos b

Foi efetuada a analise de varidncia para detectar a existéncia de variagio
para o comprimento total do complemento (Ctc) a‘m'e acessos dentro de
genotipos. s

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
considerando-se 15 acessos e 5 repetigdes.

O modelo estatistico adotado foi:

Yi;=m+t;+ey

Y; = observagdo do acesso i referente a repetic.af'q j

m = média geral do experimento '

t;= efeito do acesso i

e; = erro experimental

A comparagdio entre os acessos foi feita uﬂ@dom o teste de Scott-
Knott (1974) adotando-se o nivel de significincia de 5%. 1

As anilises foram realizadas utilizando o programa Sisvar versio 4.0,
desenvolvido pelo Prof. Daniel Ferreira Furtado do Departamento de Ciéncias
Exatas da Universidade Federal de Lavras (DEX / UFLAI)‘.

g

21



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero somatico de cromossomos para os cinco acessos de milheto,
capim-elefante e dos hibridos interespecificos, foi obtido em conformidade com a
literatura, sendo 14, 28 e 21, respectivamente ( Burton, 1942; Pantulu, 1958;
Burton e Powell, 1968; Manara, 1973; Brunken, 1977; Jauhar, 1981; Pantulu e
Rao, 1982; Techio, 1998). Entre os acessos avaliados neste trabalho, somente os
BAGs 54 e 65 ja haviam sido descritos por Techio (1998)

Nas Tabelas 2, 3, 4 e 5 estdo expressas as caracteristicas do
complemento haploide dos cromossomos dos cinco acessos de cada taxa
estudado, cujas metafases e idiogramas estdo apresentados nas Figuras 1,3 e 5 e
2, 4 e 6, respectivamente. Na Tabela 6, é apresentado o resumo da andlise de
variancia para o comprimento total do complemento (Ctc) entre acessos dentro
dos taxas. A Tabela 7 apresenta o comprimento total do complemento
cromossomico (CTc) e a classificagdo dos acessos segundo o teste de Scott-

Knott.

4.1. Caracterizagao citogenética dos acessos de P. purpureum

A comparagdo do complemento cromossomico dos acessos de capim-
elefante, de modo geral, mostrou grande similaridade, o que, segundo Manara
(1973), ja era esperado para P. purpureum.

No entanto, quando se comparam os acessos com relagao a determinados
parametros verifica-se algumas diferengas. Com relagdo ao comprimento relativo

dos cromossomos, por exemplo, observa-se para os BAGs 54, 65 e 91, que o
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maior par de cromossomos representa, em média, 10,7% do comprimento do lote
hapléide, chegando a ser o dobro do ultimo par, cujo comprimento relativo
representa, em média, 5% do lote hapléide (Tabela 2). Para os BAGs 63 e 75
a relagdo entre 0s Cromossomos maior € menor nio atitngiu a proporgdo de 2:1.
O comprimento relativo tem como vantagem em relagdo a’!o comprimento absoluto
ser menos influenciado pelas variagdes devidas ao grau de contragdo
cromossomica entre as diferentes metafases.

Nos cinco acessos de capim-elefante avali%dos foram observados
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos em algumas metafases, porém, ao
calcular-se a média das metafases avaliadas para cada acesso, 0s cromossomos
submetacéntricos foram suprimidos por estarem pma#t&s em algumas poucas
metifases. Contudo, foi observado que, entre os sete primeiros pares de
cromossomos, ha, pelo menos, dois pares submetacéntricos e entre os sete pares
restantes ocorre pelo menos um par submetacéntrico; Este fato, associado 2
diferenca de comprimento relativo ser praticamente o dobro entre o maior e o
menor par nos BAGs 54, 65 e 91 (Tabela 3), sugeré a inclusdo do cariétipo
desses acessos na categoria 2b, de acordo com a classificacio de Stebbins (1958)
para classificagdo da assimetria de complementos cromossomicos. Para os
acessos BAGs 63 e 75, devido a relagdo entre o maioi‘ e menor braco ter sido
menor que 2 : 1 (Tabela 3), o caridtipo enquadra-se na categoria la - simétrico.

Pantulu e Venkateswarlu (1968), em estudos no paquiteno avaliaram a
morfologia dos cromossomos de P. purpureum e veriﬁcizram que o comprimento
do maior cromossomo do complemento foi 2,7 vezes mai}or que o comprimento do
cromossomo menor. Este dado, segundo os autores, caracteriza um cariotipo
assimétrico. No entanto, Manara (1973), analisando oito variedades de capim-

elefante relatou a ocorréncia de cromossomos metacéntncos e submetacéntricos



TABELA 2. Valores médios, em micrometros (um), das varidveis cromossdmicas dos acessos de capim-elefante
(P. purpureum). (C = cromossomo; BL = brago maior; BC = brago menor; Cti = comprimento total do
cromossomo; RB = relagio de bragos; CR = comprimento relativo e CL = classificagio dos cromossomos
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em relaggo a posi¢do do centromero, sendo: m = metacéntrico) UFLA. Lavras - MG, 2000.

BAG 54 BAG 63 BAG 65 BAG 75 BAG 91
C Bl Bo Ci CR RBCL Bl Bo Cii CR RB CL Bl Be Cii CR RB CL Bl Bo Cti CR RB CL Bl Bc Cti CR RB CL
I 1L,70 1,21 2911070 1,40 m* 1,76 1,40 3,16 10,19 1,26 m* 1,66 1,34 3,001085 1,24 m* 149 1,20 26910,051,28 m* 1,67 1,28 2,9510,571,30 m*
n 1,35102237 872132 m 1,53 1,2327 §88 1,24 m 1,41 1,17 2,58 9,31 1,20 m 1,47 1,00 247 925 1,47 m 1,51 1,21 2,72 9,78 1,25 m
m 1,32 1,05 237 870 1,26 m 1,46 1,13 2,59 832 1,29 m 125 1,02 227824 123 m 1,23 0,98 2,21 5,23 1,26 m 1,29 098 227 811 1,32 m
IV 1,22088211 276 1,39 m L29 L12241 79 L15 m* 121092 2,13 771 1,31 m 1,15 1,00 2,15 8,04 1,15 m 1L,15 1,00 2,13 270 1,14 m
v 1,10096 2,06 738 1,15 m 1,22107229736 L,L1d m 1,12 096 208 753 L,17T m 1,06 0,95 201 731 LIl m 1,18 0,85 2,03 7,28 1,39 m
VI L4083 197 72135 m 126097223 718130 m 1,12 0,89 2,01 729 1,26 m 102091 193 720 L1l m 1,09 091 2,00 720 1,20 m
VIL 1,00 086 3,86 684 1,16 m 1,26 091 217698 1,38 m 1,12 0,82 1,94 7,00 1,36 m 1,03 0,82 1,85 692 1,27 m 1,05 0,89 1,94 695 1,18 m
VHI 1,07 0,75 1,82 669 1,41 m L,15093208670 1,23 m 1,04 085 1,8396385 1,23 m 097084 L8169 LIS m 104084 1,88 672 1,24 m
X 098081 1,7 658 1,20 m 1,15 090 2,05 620 1,286 m 096 0,66 1,82 6,57 1,12 m 096 0,81 1,77 6,60 1,18 m 098 0,811,792 641 1,20 m
X 094080 1,74 636 1,18 m 1,10087 197 636 1,26 m 096079 1,75631 1,22 m 091 081 1,726:43 1,13 m 094 0,82 1,76 6,30 1,1 m
XI 050 0,78 1,68 6,19 1,15 m 106 087193623122 m 086 080 1663597108 m 093072165615130 m 093075 1,686021,23 m
XI1 0,88 0,71 1,59 587 1,24 m 1,08 079 187601 136 m 090 07316358 1,23 m 0384074 1,58 5390 1,13 m 088 0,751,63 585 118 m
XNl 080070 1,50 S50 1,14 m 097084 181582115 m 082070 15235491, 18 m 083069 1,525701,20 m 0,25 075 1,60 5,74 1,14 m
XIVOMO064143525122 m 095075 1,705491,26 m 072 063137 493,11 m 073065 1,38 5,18 1,13 m 0,82 0,66 1,48 5,03 1,26 m

CTLH 22,20

31,02

27,68

26,74

27,88

* presenga de satélite



TABELA 3. indice de diferenca de tamanho entre o cromossomo maior € o
menor, para os acessos de P. purpureum, P. glaucum e supostos
hibridos entre P. purpureum e P. glaucum. UFLA, Lavras-MG,

2000.
Acessos Diferenca  Acessos Diferenca " Acessos Diferenca
BAG 63 1,8 M36 1,7 " F94-44-02 2,6
BAG 91 2,0 M38 1,5 ~ F94-49-06 2,6
BAG 54 2,0 M4 1,7 - F94-52-02 2,5
BAG 65 2,2 M35 1,5 ; F94-53-02 2,6
BAG 75 1,9 M 24 1,5 .. F94-60-01 2,9

e que a relagdo entre o maior € 0 menor Cromossomo f01 menor que 2:1. Esses
dados associados a auséncia de cromossomos acroc&ﬂiicos levaram a autora a
incluir o cariétipo das oito variedades na categoria 1a, considerando os caritipos ;
como simétricos. Essa divergéncia de resultados confirma a ocorréncia de
variagio intravaristal em P. purpureum e permite inferir que alteracOes
estruturais, como delegles e adigdes, devem ter wnh'ibuido para aumentar ou |
diminuir a diferenca de tamanho entre 0 maior ¢ 0 menor cromossomo entre Os
diferentes acessos de capim-elefante.

No BAG 63 (Figuras 1B e 2B) verificou-se a presenca de satélites no |
brago curto em um dos homélogos do 1° par em uma metifase e no 4°
par de cromossomos em outra metifase. Nos BAGs 65 (Figuras 1C e 2C),
75 (Figuras 1D e 2D) e 91 (Figuras 1E e 2E) foi obsen;}adaapmw de satélite
no brago curto em um dos homologos do 1° par de cromossomos. No BAG 54
(Figura 1A e 2A) também foi observada a ocorréncia de satélite no brago curto do 3
1° par de cromossomos, porém nos dois homdlogos. Iechio (1998) também ja
havia registrado a presenca de satélites em dois c:romossomos nesse mesmo

acesso.

25



A presenca destas estruturas tem sido registrada como uma importante
caracteristica morfologica nos cromossomos de algumas espécies de Pennisetum.
Pantulu e Venkateswarlu (1968) observaram no paquiteno que 0 1° ¢ o 14° pares
de cromossomos do complemento de P. purpureum apresentavam satélites
terminais, enquanto que Manara (1973) observou a presenga de satélites em oito
variedades de P. purpurem no braco curto de um dos homélogos de 1 ou 2 pares
cromossomicos.

Observa-se, portanto, que este trabalho vem comprovar a presenga de
satélite no maior par de cromossomo do capim-elefante, onde essa estrutura
parece ser mais estivel. Um segundo cromossomo do complemento pode
apresentar satélite, como € o caso do cromossomo IV do BAG 63 estudado neste
trabalho e do 14° par, observado por Pantulu e Venkateswarlu (1968).
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O registro de satélites em apenas um dos homélogos do par de
cromossomos poderia ser explicado, segundo Manara (1973), pela simples perda
de um segmento do brago possuidor do satélite ou,. possivelmente, devido a
ocorréncia de combinagdes hibridas, nas quais ndo havia’-a presenca de satélite em
uma das espécies parentais. Outra explicaio ¢ dada pela possibilidade de
ocorrerem erros na classificagdo dos pares de cromossémos devido as diferengas
minimas existentes entre alguns deles no que se refere ao tamanho e morfologia.
Nesse caso, o uso das técnicas de bandeamento podena aux:har na elucidagdo da
formac3o dos pares cromossémicos. ;

Embora a anilise estatistica ndo tenha detectado diferenca entre os
acessos de capim-elefante com relagdo ao compnmento total do complemento,
pode-se observar que 0 BAG 63 apresentou tendéncia: para maior comprimento
total do lote hapléide (CTLH) com 31,02 pm (Tabela 5). Os BAGs 54, 65 e 91
mostraram CTLH semelhantes em tomo de 27,5 pm € o BAG 75 apresentou o
menor CTLH entre os acessos estudados com 26,74 pum (Tabela 5). No estudo
realizado por Manara (1973), foram também ooﬁstatadas diferencas no |
comprimento total do complemento cromossémico entre variedades de
P. purpureum. E interessante notar que a presen¢a &e um satélite a mais no
BAG 63 n3o foi responsavel pelo seu maior oomplemmto uma vez que o
comprimento relativo do 4° cromossomo desse acesso fm muito semelhante ao dos
BAGs 54, 65 ¢ 91. O 4° par apresentou-se maior no BAG 75 (Tabela 2).

Em um nicleo, a massa total de crom&ssomos ¢ estreitamente
correlacionada com seu conteido de DNA. Stebbins (1971) relatou ser possivel,
através da analise dos cromossomos fazer inferéncias sobre o conteiido de DNA
de um organismo, ou seja, ter nogiio sobre a quanticitzade de material genético
existente no micleo. Porém, para que inferéncias dessef:tipo possam ser feitas ¢
necessario que as comparagdes entre a quantidade de ﬁNA e o comprimento do
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TABELA 4. Anilise de variiincia para 0 comprimento total do lote hapléide
(CTLH) entre acessos dentro das espécies. UFLA, Lavras-MG,

2000.

FV GL QM
Acesso 14 484.531%*
€10 59 30.567
Total 73 117.628

CV (%) =16,00

TABELA 5. Comprimento total do lote hapléide (CTLH), expresso em
micrometro (um), para os acessos de P. purpureum, P. glaucum e
hibridos interespecificos entre P. purpureum e P. glaucum e
classificacio baseada no teste de Scott-Knott para fonte de
variagio acesso ao nivel de significAncia de 5%. UFLA,

Lavras-MG, 2000.

P. purpureum P. glaucum Hibridos interespecificos
BAG 63 31,02a1 M36 30,21al F94-44-02 50,98 a3
BAG 91  27,88al M38 23,14a1 F94-49-06 43,36 a2
BAG 54 27,20al M44  2889al F94-52-02 49,74 a3
BAG 65 27,64 al M35 26,99 a1 F94-53-02 50,46 a3
BAG 75 26,74 a1 M24  3258a1 F94-60-01 4397 a2

complemento cromossémico dos acessos sejam realizadas em condigdes
ambientais e estigios de desenvolvimento semelhantes.

4.2. Caracterizacfio citogenética dos acessos de P. glaucum
Os acessos de milheto apresentaram grande similaridade quanto a
morfologia e tamanho dos cromossomos.

Com relacdo ao comprimento relativo, observa-se que, em média, o maior

par de cromossomos representon 17,1% do comprimento do lote hapléide,
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chegando a ser 1,6 vez maior que o ultimo par, cujo comprimento relativo
representa, em média, 10,9% do lote hapléide (Tabela 6).

Os cinco acessos de milheto estudados apresentaram cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos em varias metifases. Com base na média das
metifases observadas em quatro dos acessos estudados (M 24, M 35, M 36 e
M 44), os cromossomos I, II, IV, V e VII foram classiﬁjcados como metacéntricos
¢ os cromossomos 111 e VI como submetacéntricos. O a;oesso M 38 apresentou os
cromossomos IV e VI classificados como submetacén;tricos e os demais como -
metacéntricos (Tabela 6). |

Estudos sobre os cromossomos do milheto relatam a ocorréncia de
Cromossomos metacéntricos e submetacéntricos e que o maior par seria
aproximadamente 1,5 vez maior que o comprimento do menor par (Avdulov,
1931; Burton e Powell, 1968; Jauhar, 1981). Baseado nesses dados, Jauhar
(1981) classificou o cariétipo do milheto como simétrico. Além disso, o cariétipo
do milheto foi considerado por esse mesmo autor oomol © mais representativo da
categoria 1a na classificagfio de assimetria proposta por Stebbins (1958).

A observagio de cromossomos metacéntricos e submetacéntricos tem
sido relatada para o milheto por varios autores, poréni, 0 niimero e o tamanho
destes cromossomos tém sido contrastantes em alguns trabalhos. Pantulu (1958), |
baseando-se no comprimento relativo e na posi¢iio do centrémero, classificon 0s
cromossomos 1 ¢ 2 como medianos, 3 ¢ 4 como medianos a submedianos e os
cromossomos 5 a 7 como submedianos. Virmani e Gill (1972) e Tyagi (1975)
classificaram os cromossomos 1, 2, 3 e 5 como metacéntricos, 4 e 6 como
submetacéntricos e o 7 como acrocéntrico.
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TABELA 6. Valores médios, em micrdmetros (um), das varidveis cromossomicas dos acessos de milheto (P. glaucum).
(C = cromossomo; BL = brago maior; BC = brago menor; Cti = comprimento total do cromossomo; RB =
relagdo de bragos; CR = comprimento relativo e CL = classificagio dos cromossomos quanto a posi¢io do
centrdmero, sendo; m = metacéntrico e sm = submetacéntrico ) UFLA. Lavras - MG, 2000.

M24 M35 M 36 M 38 M44
CBl BcCti CR RBCL Bl Bs Cti CRRBCL Bl Be Cti CR RBCL Bl Bc Cti CR RBCL B! Bec Cii CR RB CL

1 3,242265,50 16,89 1,46 m 2,58 1,87 4,4516,51 1,38 m* 3,01 242 54317,971,24 m* 2,141,75 3,89 16,82 1,22 m* 2,89 2,175,06 17,51 1,33 m*
Il 2,832,55538 16491,11 m 2411,9743816231,22 m 2,752,2249716451,24 m 2,151,623,7716271,32 m 2,70 2,05 4751644132 m
m 3,081,804,8814,981,71sm 2,621,544,161539 1,70 sm 2981,724,7015,551,73sm 2,001,553,551533 1,29 m 2,74 1,60 4,34 15,03 1,71 sm
IV 2,702,034,7314,51 1,33 m 2,261,673,931455135m 2431,684,1113611,44 m 2,101,23 3,33 14381,75sm 2,441,70 4,14 1433143 m
vV 2,711,894,6014,101,44 m 2,051,583,6313421,29 m 2,201,884,0813,481,17 m 1,80 1,35 3,15 13,60 1,34m 2,28 1,69 3,97 13,74 1,35 m
VI 2,521,423,9412,10 1,78 s 2,16 1,26 3,42 12,67 1,71 sm 2,381,373,7512,41 1,73sm 1,79 1,05 2,83 12,27 1,70em 2,30 1,34 3,64 12,58 1,71 sm
VIl 2,061,493,551091 1,38 m* 1841,183,02 11,191,356 m*_1,911,263,1710,491,51 m* 1,511,112,62 1130136 m* 1,62 1,37 2,99 10,53 1,19 m*

CTLH 23258 26,99 30,21 23,15 28,29

* presenca de satélite.



Divergéncias entre os diferentes trabalhos com relagdo a classificagdo dos
cromossomos ¢ a localiza¢do do satélite sdo notorias. Jauhar (1981) considerou
que essas diferencas podem estar relacionadas a magnmnlie de erro nas medigdes
dos cromossomos.

Os resultados obtidos neste trabalho, pﬁncipajmente com relagio a
diferenca de tamanho entre o maior e o menor cromossomo, 1,6 vez (Tabela 3),
permitem incluir os acessos de milheto na categoria la de:"Stebbins (1958), como
ja havia sido proposto por Jauhar (1981).

Nosao&ssosM?aS,M36,M38eM44(Figur£sBBa3Ee4Ba4E)
verificou-se a presenca de satélites no brago curto em um dos homologos do 1° e
7° pares de cromossomos. No acesso M 24 (Figura 3A e 4A), o satélite foi
observado no brago curto de um dos homoélogos do par VIL

A presenca de satélites em 1 ou 2 pares de cromossomos foi observada no
milheto por varios autores (Pantulu, 1958; Burton e PM 1968; Pantulu e
Venkateswarlu, 1968; Jauhar, 1981). Gill e Gupta, citados por Burton e Powell
(1968), localizaram o satélite no brago curto do ﬁmior cromossomo do
complemento. Em todos os relatos o menor par de CTomossomos apresentou-se
satelitado. g

Com relagdo ao comprimento total dos cromossomos, verificou-se que o
acesso M24 apresentou o maior comprimento total do lote hapléide (CTLH) com
32,58 um. Pode-se perceber que houve uma tmdéncla de variagdo entre os
acessos de milheto com relagio a0 CTLH (Tabela 5), embora a anilise estatistica
nio tenha detectado diferenca entre os acessos de milheto.

!
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Figura 3 - Metifases somaticas de milheto (P. glaucum L.) com 2n = 2x = 4.
As letras representam: A-M24, B-M35, C-M36, D-M38 ¢ E-M44.
As setas indicam satélites e as barras representam 5 pum.
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Figura 4 - Idiogramas de milheto (P. glaucum L)), sa;1do A-M 24, B-M 35,
C-M 36, D-M 38 e E-M 44. A bama representa 1um.
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4.3. Caracterizacfio citogenética dos acessos de hibridos interespecificos entre
P. purpureum e P. glaucum '

A caracterizagio citogenética existente para hibridos entre capim-elefante
e milheto é baseada no comportamento cromossémico durante a meiose (Burton,
1942; Burton e Powell, 1968; Jauhar, 1981; Pantulu e Rao, 1982). A
disponibilidade de dados bibliograficos referentes a caracterizagio do cariétipo
somdtico dos hibridos interespecificos entre P. purpureum e P. glaucum é
bastante restrita. Além disso, ndo ha registros de marcadores citologicos que
possam auxiliar na identificagcio dos cromossomos.

A anilise citogenética dos acessos estudados neste trabalho permitiu
verificar a presenga de sete cromossomos maiores oriundos do dipléide (2x)
P. glaucum e os quatorze cromossomos provenientes do tetraploide (4x)
P. purpureum. Essa observagio é consonante com os dados apresentados por
Burton (1942) e Jauhar (1981).

Com relagio ao comprimento relativo observa-se que o maior
cromossomo representa, em média, 7,68% do comprimento do Iote
cromossémico, chegando a ser 2,6 vezes maior que o ltimo, cujo comprimento
relativo representa, em média, 2,94% do lote cromossémico (Tabela 7).

Nos cinco acessos hibridos avaliados foram observados cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos em algumas metafases. Com base na média das
metafases observadas, o acesso CNPGL 94-44-02 apresentou os cromossomos
V1 e X classificados como submetacéntricos. O 2° cromossomo dos acessos
CNGL 944906 e CNPGL 94-52-02 e o 10° cromossomo do acesso
CNPGL 94-53-02 foram classificados como submetacéntricos, enquanto que os
demais foram descritos como metacéntricos. Para o acesso CNPGL 94-60-01
foram registrados apenas cromossomos metacéntricos (Tabela 7).
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Baseados no fato de o maior cromossomo ter, em média, o comprimento
relativo 2,6 vezes maior que 0 menor cromossomo do complemento (Tabela 3),
poderiamos incluir o caridtipo dos acessos de hiléridos interespecificos na
categoria 2b de Stebbins (1958) para classificagio de cariétipos assimétricos.

Nas metifases analisadas do acesso CNPGL 94-44-02 (Figura 5A e 6A)
foi observada a presenca de satélite no brago curto dos éromossomos I e VII. Este
hibrido tem como genitores os acessos BAG 63 e M36 e ambos apresentaram
cromossomos satelitados. Como é relatado na literatura que os sete maiores
cromossomos observados no hibrido sdo provanent&s do parental milheto,
poderiamos inferir que os cromossomos I e VII sé"c:) provenientes do genitor
M 36. Embora o BAG 63 tenha apresentado satélite no 1° e 4° pares, pode-se
constatar que o hibrido ndo apresentou satélite entre os primeiros dos quatorze
Cromossomos menores provenientes deste genitor. |

No hibrido CNPGL 94-49-06 (Figura SB e 6B) constatou-s  presenca
de satélites no brago curto do cromossomo III. Esse acesso tem como genitores o
BAG 91 e 0 M 38, e a presenca de satélite foi registrada em ambos. Porém, como

o satélite no hibrido se encontra no cromossomo Il podemos inferir que este

|
cromossomo é proveniente do genitor M 38, tendo em v‘lsta que neste parental foi

registrada a presenga de satélite no cromossomo 1. A ndio coincidéncia pode ser
explicada, como ja citado anteriormente, pela possibilidade de ocorrerem errosna

classificagio dos cromossomos em fimg3o das diﬁ'enqls‘ minimas existentes entre
alguns deles no que se refere ao tamanho e morfologia.

No hibrido CNPGL 94-52-02 (Figura SC & 6C) foi observada a
ocorréncia de satélites nos cromossomos I e IX. Esse acesso tem como genitores
0s acessos BAG 54 e M 44. |
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TABELA 7.Valores médios, em microémetros (um), das varidveis cromossdmicas dos acessos de hibridos interespecificos entre
P. purpureum e P. glaucum. (C = cromossomo; BL = brago maior; BC = brago menor; Cti = comprimento total do
cromossomo; RB = relacio de bragos; CR = comprimento relativo e CL = classificagdo dos cromossomos quanto a
posicdo do centrdmero, sendo: m = metacéntrico e sm = submetacéntrico). UFLA. Lavras - MG, 2000,

8¢

CNPGL 94-44-02 CNPGL 94-49-06 CNPGQL 94-52-02 CNPGL 94-53-02 CNPGL 94-60-01
C BLBCCi CR RB CL BLBCCi CRRBCL BL BCCi CRRBCL BL BC Cti CR RBCL BL BC Cti CR RB CL
1 241 1,71 4,12 807 141 m* 1,95 1,23 3,18 732 1,9 m 231 1,51382 768 1,53 m* 221 1,88 4,09 8,10 1,17 m 1,91 1,68 3598171,13 m
n 2,10 1,54 3,64 7,14 1,36 m 191 1,11 3,02 695 1,72 sm 2,26 1,33 3,59 7,20 1,708m 1,99 1,41 340 6,73 141 m* 1,80 1,41 321 730 1,28 m
m 2,10 1,40 3,50 6,87 1,30 m 165 1,19 2,24 634 1,39 m* 1,85 140325633 132 m 1314231562332l m 1,73 1,27 3,00 620 1,36 m
w 199 1,37 3,36 6,58 145 m 1,61 1,08 2,69 6,18 1,49 m 182 1,28 3,10 6,23 141 m 161 1,34 295 5,85 1,20 m 1,60 1,24 284 646 1,29 m
v 1,82 1,323,14 616 1,38 m 1,40 1,21 2,61 6,03 1,16 m 181 1,18 299601 1,53 m 1,56 1,31 2,88 5,68 L,19 m 1,63 1,11 2,74 621 1,47 m
Vi L78 1,01 279 545 1,72 sm 1,35 1,15 2,50 5,76 1,17 m 1,65 1,25 290 584 132 m 148 1,11 239511 1,33 m 145 1,00 2354 377 133 m
vil 1,62 1,08 2,70 5,29 149 m* 1,30 1,09 239 550 1,19 m 1,60 1,07 267 336 149 m 1,38 1,08 246 4,88 1,27 m 1,351,083 240 547 1,28 m
v 1,37 1,16 2,53 498 1,18 m 1,28 0,96 2,24 5,18 1,33 m 1,51 1,00 2,51 5,03 1,50 m 1,33 1,06 2,39 474 1,25 m 1,37 093 2,30 5,24 147 m
X 148 088 236 462168 m 1,14 1,02 216 49 LIl m 1,40 1,01 241 485 1,37 m* 1,49 0,87 236 467 1,71 sm 1,20 0,85 2,05 467 142 m
X 143 082225 440 1,74 sm 1,11 0,84 205 475 1,18 m 1,26 1,01 2,27 4,% 1,28 m 1,25 1,06 2,31 4,59 1,18 m* 1,08 0,83 1,91 4,36 1,30 m*
X1 1,25 092 2,17 427 1,36 m 1,11 0,81 1,92 444 1,36 m 1,31 0,89 220 442 148 m 1,22 1,04 2,26 449 1,18 m 1,01 0,87 1,88 426 1,16 m
Xn 123050213 416 137 m 097086 1,83 422 1,12 m 1,17 0,90 2,07 4,16 1,30 m 1,27097224 444 1,31 m 099 0,80 1,79 403 124 m
X 1,16 0,90 2,06 4,04 1,30 m 100079 1,79 4,13 1,26 m 1,34 0,87 2,01 4,05 1,30 m 128 0,89 217431 1,44 m 1,00 0,75 1,75 3,98 1,34 m
Xiv L17085202 397 1,37 m 095076 1,73 399 1,22 m 1,05 0,89 1,94 391 L17 m LI6 057 213422 1,19 m 051 0,80 1,71 350 1,14 m
XV 105088 193 3,78 1,20 m 0,94 0,75 1,69 3,90 1,25 m 1,00 0,83 1,83 369 1,21 m 121089210416 1,36 m 087077 1,64375 1,13 m
XVI 1,07 0,82 1,89 3,70 1,30 m 0,93 0,75 1,68 3,86 1,24 m 1,02 0,78 1,80 3,62 1,30 m 1,18 0,89 207 409 1,33 m 0,87 0,72 1,59 3,61 1,2t m
Xvi 1,00 0,83 1,83 360 1,21 m 085 0,74 1,59 366 1,15 m 1,01 0,77 1,78 3,57 1.3l m LI12090 2,02 401 1,25 m 083 0,73 1,56 3,36 L14 m
Xvil 095 0,78 1,73 340 1,21 m 0,83 0,65 1,48 343 1,26 m 1,01 0,75 1,76 3,53 1,34 m 114076190377 1,50 m 077070 1,47 3,34 1,10 m
XX 050 0,75 1,65 325 1,20 m 078 0,62 1,40 324 1,24 m 092 0,78 1,70 3,43 1,18 m 0,97 0,80 1,77 3,51 1,22 m 0,79 0,61 1,43 3,20 1,28 m
XX 094 0,68 1,62 3,19 137 m 0,72 0,61 1,35 308 1,17 m 090 0,73 1,63 3,28 1,22 m 09080 1,70339 1,12 m 072064 1,36 3,11 1,12 m
Xxxi 084072 1,56 3,08 1,16 m 064058 1,22 283 1,23 m 0,89 0,62 1,51 3,03 143 m 039 0,63 1,52 3,02 1,40 m 0,65 0,36 1,21 2,75 1,17 m

* presenca de satélite
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Figura 5 - Metdfases  somaticas de hibridos interespecificos  entre
P. purpureum e P. glaucum com 2n = 3x = 21. As letras
representam: A-F94-44-02, B-F94-49-06, C-F94-52-02, D-F94-53-
02, E-F94-60-01. As setas indicam satélites e as barras representam
5 pum.
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Figura 6 -

I

Idiograma de hibridos interespecificos de P. purpureum e P. glaucum,

sendo A-CNPGL 94-44-02, B-CNPGL 94-49-06, C-CNPGL 94-52-
02, D-CNPGL 94-53-03 e E-CNPGL 94-60-01. A barra representa

lpm.



O cromossomo I é, provavelmente, proveniente do parental M44
enquanto que o cromossomo IX, por ser o segulndo entre os quatorze
cromossomos menores do complemento hibrido, bode corresponder ao
cromossomo [ satelitado do BAG 54. y

No hibrido CNPGL 94-53-03 (Figura 5D e 6D) observou-se a presenca
de satélite nos cromossomos II e IX. Esse hibrido é muhante do cruzamento
entre os acessos BAG 65 e M 35, em ambos foi observéda a presenga de satélite
no primeiro par de cromossomos. Embora nio haja coincidéncia em relagdo aos
Cromossomos que apresentaram satélites nos genitores,ypodemos inferir que os
cromossomos II e IX sdo provenientes do cromossomo ii dos parentais milheto e
capim-elefante, respectivamente.

No hibrido CNPGL 94-60-01 (Figura SE e 6E) verificou-se a presenga de
satélite no cromossomo X. Esse acesso tem como genitores os acessos BAG
75 e M 24, nos quais a presenga de satélite também Efon observada. Como o
satélite se encontra mo cromossomo X e este ¢ o terceiro entre o quatorze
cromossomos menores, podemos sugerir que esse Cromossomo ¢ proveniente
do genitor BAG 75, tendo em vista que no BAG 75 foxiregsu'ada a presenga de
satélite no cromossomo 1.

Com relagdio ao CTLH, o acesso CNPGL 94-44-02, oriundo do
cruzamento entre 0 BAG 63 e M 36 apresentou o maior c?ompnmento total do lote
cromossdmico com 51,21 pm (Tabela 5). Esse dado esta'de acordo com o que foi
encontrado para o genitor BAG 63, que apresentou o maior CTLH (31,02 um) e
o M 36, o segundo maior (30,21 um) entre os acessos de milheto (Tabela 5).
Observa-se, para os acessos hibridos, uma tendéncia de ;variacéo com relacdo ao
comprimento total do lote cromossdmico semelhante aquela observada para o
mitheto.
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A analise estatistica realizada para comparagio dos CTLHs dos acessos
dos trés taxa estudados mostrou diferencas significativas somente entre os
acessos hibridos, ficando os acessos de capim-elefante e milheto em uma mesma
categoria. Assim, oteste de Scott-Knott (Tabela 5) mostrou trés agrupamentos
baseado no comprimento total do complemento cromossdmico: o primeiro
incluindo os acessos de capim-elefante e milheto, o segundo reunindo os acessos
hibridos de menor comprimento do complemento cromossémico e o terceiro grupo
que inclui os hibridos de maior comprimento. Observa-se, portanto, que a
contribuicio do genitor capim-elefante, em termos de quantidade de DNA, é
similar aquela fornecida pelo milheto, embora 2/3 dos cromossomos do hibrido
sejam doados pelo capim-elefante. A semelhanga morfologica dos hibridos com o
parental capim-elefante pode ser explicada pela dominincia do genoma B do
capim-elefante sobre o genoma A do milheto, com relagdo as caracteristicas
forrageiras analisadas.

Embora existam algumas diividas na determinagiio exata da procedéncia
de todos os cromossomos em relagdo aos parentais, as medidas de comprimento
total do cromossomo, comprimento relativo, relagio de bragos e a localizagio dos
satélites, quando preseates, podem dar uma idéia de como o genoma do hibrido
foi constituido. Através das pequenas diferengas no caridtipo foi possivel
distinguir os cromossomos do parental diploide (P. glaucum) e do
tetraploide (P. purpureum) no hibrido.

Ainda assim, seria recomendavel a continuidade deste trabalho,
acrescentando a aplicagio de técnicas de bandeamento cromossémico que
possibilitariam acompanhar de maneira mais precisa o comportamento dos dois
conjuntos cromossomicos das espécies genitoras no tripléide.
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6. CONCLUSOES

1. Foi confirmado o nimero somatico de cromossomos para os cinco
acessos de milheto e de capim-elefante, sendo 14 e 28, respectivamente para cada

taxa.

2. A natureza hibrida dos cinco acessos resultantes do cruzamento entre
P. purpureum e P. glaucum, foi confirmada pela de 21 cromossomos em suas

metafases mitoticas.

3. Os caridtipos dos acessos de P. glaucum sdo simétricos, o que
permitiu inclui-los na categoria 1a na classificagdo de Stebbins (1958), enquanto
que, para os hibridos, os caridtipos foram classificados como assimétricos e
incluidos na categoria 2b. Para P. purpureum, dois acessos (BAGs 63 e 75)

mostraram cariotipos simétricos e trés (BAGs 54, 65 e 91) assimétricos.

4. Nos hibridos interespecificos entre P. purpureum e P. glaucum foi
possivel inferir a procedéncia de alguns cromossomos parentais, com base nas
medidas de comprimento total do cromossomo, presenca de satélite e

classificagdo do cromossomo quanto a posi¢do do centromero.
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