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RESUMO

LEAO, Fernando Ferreira. Citogenética e potencial forrageiro de combinagdes
gendmicas de capim-elefante e milheto. 2009. 112p. Tese (Doutorado em
Genética e Melhoramento de Plantas) - Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG*.

Visando contribuir com o programa de melhoramento do capim-elefante
da Embrapa Gado de Leite, combinacGes genbmicas resultantes do
retrocruzamento do hibrido hexaploide com seus parentais capim-elefante e
milheto foram avaliadas para caracteristicas citogenéticas, anatbmicas e
agrondmicas/bromatoldgicas. Pennisetum purpureum (2n=4x=28, genomas
A’A’BB) e Pennisetum glaucum (2n=2x=14, genomas AA) produzem o hibrido
triploide de constituicdo gendmica AA’B, que relne caracteristicas forrageiras
superiores de ambos os progenitores, porém, é estéril devido ao pareamento
irregular dos cromossomos na meiose. Submetido a duplicacdo cromossémica
com utilizacdo de antimitéticos, obtém-se o hexaploide de constituicdo
gendmica AAA’A’BB. As combinagfes genémicas AA’A’BB e AAA’B,
resultantes do retrocruzamento do hexaploide com o capim-elefante e
hexaploide com milheto, respectivamente, apresentaram elevado grau de
mixoploidia, com o ndmero cromossémico dos pentaploides variando entre 20 e
34, sendo 28 o mais frequente e os tetraploides com nimero cromossdmico entre
16 e 28, sendo 21 o mais frequente. A variagdo do nimero cromossémico foi
maior nas combinacdes gendmicas pentaploides do que nas tetraploides. A
citometria de fluxo demonstrou que ocorreu perda de DNA nas combinacdes
gendmicas, variando de 14,71% a 19,00%, nas tetraploides e de 9,25% a 14,45%
nas pentaploides. Os estdbmatos das combinacdes gendmicas tetraploides
tenderam a ser menores € mais numerosos que o das pentaploides. A utilizacdo
da contagem cromossdmica e da citometria de fluxo foi mais eficaz que a
anatomia de estdmatos para a caracterizacdo das combinacGes genémicas. A
combinacdo gendmica HCM-5x-2 destacou-se entre os pentaploides quanto a
producdo de matéria seca de forragem e a combinacdo genémica HCM-4x-2
destacou-se, entre os tetrapldides, para a mesma caracteristica. A melhoria da
qualidade forrageira em Pennisetum por meio da introgressdo de caracteristicas
favoraveis do milheto foi evidenciada pelo melhor desempenho das
combinagBes gendmicas pentaploides para caracteristicas bromatologicas,
mostrando o0 potencial das mesmas para inclusdo em programas de
melhoramento genético.

*Comité Orientador: Dra. Lisete Chamma Davide — UFLA (orientadora) e Dr. Antbnio Vander
Pereira — Embrapa Gado de Leite.



ABSTRACT

LEAO, Fernando Ferreira. Cytogenetics and forage potential of genomic
combinations in elephant grass and pearl millet. 2009. 112p. Thesis (Doctor
Genetics and Plant Breeding) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG *.

Aiming at contributing to the elephant grass improvement program of
the Embrapa Gado de Leite, genomic combinations resulting from the
backcrossing of hybrids with its parental hexaploid elephant grass and pearl
millet were evaluated for cytogenetic, anatomical and agronomic/
bromatological characteristics. Pennisetum purpureum (2n = 4x = 28, genomes
A'A'BB) and Pennisetum glaucum (2n = 2x = 14, genome AA) produce the
triploid hybrid with genomic formation AA'B, gathering superior fodder
characteristics from both parents. However it is sterile due to irregular pairing of
chromosomes in meiosis. When antimitotic agents were used in order to double
the chromosomes number, the hexaploid of genomic constitution AAA'A'BB is
obtained. The AA'A'BB and AAA'B genomic combinations resulting from the
backcrossing of hexaploid with elephant grass and hexaploid with pearl millet,
respectively, showed a high degree of mixoploidy. The pentaploids
chromosomes number ranged from 20 to 34, and the most frequent ones
numbered 28. The tetraploids chromosomes number ranged from 16 to 28, and
the most common ones numbered 21. More variation was noticed in the
chromosomes number of the pentaploids genomic combinations than in those of
tetraploids. Flow cytometry showed DNA loss in genomic combinations which
ranged from 14.71 to 19.00% in tetraploids and from 9.25 to 14.45% in
pentaploids. As to stomata anatomy, tetraploid genomic combinations showed
smaller and more numerous stomata, as opposed to what was observed in
pentaploids. The use of chromosome counting and flow cytometry was more
effective than the anatomy of stomata for the characterization of genomic
combinations. As to forage dry matter production, the HCM-5x-2 genomic
combination outstood the pentaploids while the HCM-4x-2 outstood the
tetraployds. The improvement of forage quality in Pennisetum through the
introgression of favorable traits from millet was enhanced by the improvement
of genomic pentaploids combinations peformance for bromatologic traits,
showing their potential for being included in genetic breeding programs.

*Guidance Committee: Dra. Lisete Chamma Davide (Major Professor) and Dr. Anténio Vander
Pereira — Embrapa Gado de Leite.
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1 INTRODUCAO

O potencial produtivo do capim-elefante (Pennisetum purpureum
Schum.), associado a outras caracteristicas forrageiras favoraveis, tais como boa
qualidade, palatabilidade, vigor e persisténcia, tem estimulado ndo s6 o cultivo
dessa espécie como também o seu melhoramento genético, visando o
desenvolvimento de cultivares para utilizacdo sob pastejo e para capineiras
(Souza Sobrinho et al., 2005).

O capim-elefante € uma espécie alotetraploide com 2n = 4x = 28
cromossomos (genomas A’A’BB) e o milheto, uma espécie diploide com 2n =
2x = 14 cromossomos (genomas AA). Por serem estreitamente relacionados, o
capim-elefante e o milheto apresentam boa capacidade de combinagdo genética e
0 cruzamento entre essas espécies resulta na obtencdo de hibridos triploides
estéreis com 2n = 3x = 21 cromossomos (genomas AA’B), propagados
vegetativamente, porém, de grande potencial forrageiro, tendo em vista serem
tdo produtivos e mais palataveis que o préprio capim-elefante (Hanna, 1999).

A fertilidade do hibrido pode ser resgatada por meio da duplicacdo
cromossdmica para a obtencdo de hexaploides férteis com 2n = 6x = 42
cromossomos (genomas AAA’A’BB) e espera-se que esses materiais apresentem
meiose regular, com producdo de gametas e sementes viaveis.

Novas combinacdes gendmicas ou ragas cromossémicas podem ser obtidas
com o retrocruzamento dos hibridos hexaploides com seus parentais tetraploide
(capim-elefante) e diploide (milheto). Espera-se que o hexaploide, quando cruzado
com o capim-elefante, produza um hibrido pentaploide com 2n = 5x = 35
cromossomos (genomas AA’A’BB) e que, quando cruzado com o milheto, produza
um hibrido tetraploide com 2n = 4x = 28 cromossomos (genomas AAA’B).

Segundo Hanna (1999), os genomas A contribuem para as caracteristicas

2



de qualidade da forragem e, de acordo com Gonzalez & Hanna (1984), o
genoma B tem um efeito dominante sobre 0 genoma A em capim-elefante com
relacdo ao tamanho da semente, juvenilidade e caracteristicas de inflorescéncia e
folha e, por isso, os hibridos se assemelham mais ao capim-elefante. Com a
estratégia de retrocruzamentos, espera-se que as novas combinacdes genémicas
apresentem maior possibilidade de introgressdo do genoma A, aumentando seu
ndmero, porém, mantendo o genoma B também presente, reunindo no hibrido as
qualidades de ambos 0s genomas.

Com o objetivo de integrar ciéncia basica realizada pelo Laboratério de
Citogenética da Universidade Federal de Lavras a um contexto aplicado
diretamente ao programa de melhoramento da Embrapa Gado de Leite, foram
utilizadas, neste trabalho, citogenética convencional, citometria de fluxo, anlise
anatbmica dos estdbmatos e avaliagbes agronémicas/bromatologicas para
caracterizar combinagdes gendmicas oriundas do cruzamento entre capim-elefante
e milheto. Os gendtipos promissores poderdo ser incluidos no programa de
melhoramento genético do capim-elefante da Embrapa Gado de Leite e lancados

como novas cultivares de propagacéo vegetativa.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Género Pennisetum Schum, capim-elefante, milheto e hibridos

O género Pennisetum Schum. é um dos mais importantes da familia
Poaceae, tribo Paniceae. Encontra-se distribuido por toda a faixa tropical do
planeta e caracteriza-se por sua alta complexidade e heterogeneidade, devido aos
inimeros arranjos taxondmicos propostos e a ampla variabilidade genética
descrita em, aproximadamente, 140 espécies (Brunken, 1977; Kativu & Mithen,
1987; Xavier et al., 1995; Schmelzer, 1997; Jauhar & Hanna, 1998). Diversas
espécies desse género sdo utilizadas como forrageiras, mas, as espécies
Pennisetum purpureum Shum. (capim-elefante) e Pennisetum glaucum (L.) R.
Br. (milheto) sdo as mais importantes, do ponto de vista agrondmico e as mais
conhecidas.

O nome do género Pennisetum é oriundo da forma plumosa das cerdas
(Hrishi, 1953), que ocorrem nas inflorescéncias. Essa caracteristica € muito
distintiva no género e permite diferencid-lo de espécies de géneros mais
préximos, como Setaria e Cenchrus. Diz (1994) aponta que, nesses trés géneros
ocorrem cerdas, mas, em Pennisetum, as cerdas das paniculas formam uma
estrutura denominada involucro. Quando as sementes estdo maduras, o involucro
cai, deixando a raquis com nenhuma cerda (Kativu & Mithen, 1987). Ao
contrario, no género Setaria, as cerdas permanecem presas a raquis até as
espiguetas cairem e, em Cenchrus, elas sdo fusionadas na base, adquirindo um
aspecto de célice (Schmelzer, 1997).

Atualmente, baseado em caracteres morfoldgicos, tem sido mais aceita a
classificacdo feita por Stapf & Hubbard (1934) citados por (Schmelzer, 1997;
Martel et al., 2004), na qual foram estabelecidas cinco se¢des: Penicillaria,
Eupennisetum, Heterostachya, Brevivalvula e Gymnothrix. Brunken (1977)
classificou as duas espécies da secdo Penicillaria (Pennisetum purpureum e
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Pennisetum glaucum) em uma nova secao que ele denominou Pennisetum.

Outras espécies de Pennisetum sdo também utilizadas como forrageiras,
como é o caso de Pennisetum ramosum, ou sdo usadas como plantas
ornamentais, como Pennisetum villosum e Pennisetum setaceum (Martel et al.,
1997). O capim-quicuio (Pennisetum clandestinum Hochst. ex Chiov) tem sido
muito utilizado para a pecuéria de leite e em menor escala para a pecuaria de
corte, podendo ser utilizado diretamente como pasto ou como matéria-prima
para a elaboracdo de feno de excelente qualidade (Alcantara & Bufarah, 1988).

A Africa tropical tem sido apontada como centro de origem e
diversidade do capim-elefante, onde ocorre naturalmente em varios paises, desde
a Guiné, no oeste, até Mocambique e Quénia, no leste (Brunken, 1977).

A espécie Pennisetum purpureum Schum. é uma graminea tropical
perene de grande importancia forrageira, cujas caracteristicas morfoldgicas
apresentam amplas variagdes fenotipicas. A literatura indica um grande nimero
de atributos utilizados na caracterizacdo de cultivares de capim-elefante
(Brunken, 1977; Tcacenco, 1988; Tcacenco & Lance, 1992; Xavier et al., 1995;
Pereira et al., 2000, 2002; Techio et al., 2002), em que é possivel verificar as
principais diferencas existentes.

De forma resumida, a espécie pode ser caracterizada como ereta,
cespitosa, de porte elevado (mais de 5 m), apresentando folhas invaginantes,
largas e compridas (30 a 120 cm), inflorescéncia tipo panicula e abundante
lancamento de perfilhos aéreos e basais (Bogdan, 1977; Xavier et al., 1995;
Pereira et al., 2001).

As paniculas apresentam formato cilindrico, com 13 a 30 cm de
comprimento, densamente florida por espiguetas isoladas ou em grupos e as
flores podem ser unissexuais masculinas ou hermafroditas. O intervalo entre o
aparecimento dos estigmas e das anteras varia de sete a nove dias, o que dificulta

a autofecundacdo e facilita a realizacdo de cruzamentos controlados. As
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sementes, ou cariopses, Sa0 muito pequenas e, apés o amadurecimento,
desprendem-se com facilidade da panicula (Bogdan, 1977; Alcantara & Bufarah,
1988).

A época de florescimento pode variar de acordo com as condicGes
ambientais e com a cultivar. Na regido sudeste do Brasil, o florescimento,
normalmente, ocorre entre marco e julho e, assim, de acordo com Xavier et al.
(1993), as cultivares podem ser classificadas, quanto a época de florescimento,
como precoces (marco e abril), intermediarias (abril e maio) e tardias (junho e
julho).

O capim-elefante é propagado vegetativamente por meio de estacas,
apesar de produzir sementes viaveis. Esse tipo de propagacdo é muito Util ao
melhoramento de plantas, por permitir a perpetuacdo de genoétipos superiores
apos sua identificacdo. Contudo, dificulta a expansdo da area cultivada, devido
ao maior custo de transporte e implantagdo (Pereira et al., 2003). Dessa forma, o
emprego de sementes em escala podera contribuir ndo s6 para reducdo no custo
de implantacdo, como para facilitar 0 manejo e permitir a substituicdo mais
frequente das areas com forrageiras depauperadas.

Entre as caracteristicas que restringem o emprego de sementes estdo a
presenca de aristas, dificultando o manuseio e a identificacdo das mesmas e a
irregularidade temporal da maturacdo, desfavorecendo a producdo comercial de
sementes (Humphreys & Riveros, 1986). Essas caracteristicas sdo frequentes em
espécies ndo totalmente domesticadas, como é o caso do capim-elefante.

Na alimentacdo de bovinos, o capim-elefante tem sido amplamente
utilizado, mas ha restricdes, do ponto de vista de qualidade, ja que sua produgédo
é estacional e o valor nutricional se reduz drasticamente com a maturagao
(Salerno et al., 1990). Em geral, o envelhecimento da planta é acompanhado
pelo espessamento e a lignificacdo das paredes celulares, estando ambas

relacionadas com a reducdo na digestibilidade (Wilson, 1997; Alves de Brito et
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al., 1999), de forma que a caracterizacdo anatbmica do capim-elefante e hibridos
pode contribuir para a melhor compreensdo dos fatores que envolvem a digestao
dos tecidos da forrageira pelos ruminantes.

O milheto é o sexto cereal mais consumido no mundo, sendo
considerado como base da alimentacdo de diversas populacdes da Africa e da
india. Apresenta variedades de rapido crescimento e florescimento precoce,
permitindo seu cultivo em locais aridos, com precipitagdo média anual de 250 a
300 mm. E considerado de duplo propésito, uma vez que seus grdos S&o
utilizados na alimentacdo humana e a planta inteira é utilizada como forragem.
Apresenta valores nutricionais semelhantes aos do trigo, milho e arroz, com
superioridade em relagcdo ao conteido mineral, principalmente de ferro e célcio
(Pantulu & Rao, 1982).

Apresenta ciclo vegetativo anual e caule Unico, podendo apresentar
perfilhamento, medindo de 1 a 3 m de altura e folhas com 20 a 100 cm de
comprimento por 5 a 50 mm de largura. E uma espécie alégama, provavelmente
devido ao seu hébito de floracdo protoginica e, por ser fotoperiddica facultativa
de dias curtos, apresenta variagdo na época de florescimento, dependendo do
gendtipo e da temperatura. O estigma aparece de dois a trés dias depois do
desenvolvimento da espigueta, gradualmente, do apice para a base da panicula.
Em torno de dois dias depois, quando os estigmas comecam perder sua
viabilidade, as anteras das flores hermafroditas aparecem na mesma ordem e,
dois dias mais tarde, 0 mesmo ocorre com as anteras das flores masculinas. Essa
sequéncia de florescimento praticamente exclui a polinizacdo dentro da mesma
espigueta, mas pode ocorrer polinizacdo entre espiguetas diferentes da mesma
planta, permitindo, assim, a pratica da autofecundacdo (Bogdan, 1977). A
inflorescéncia é uma panicula densa, cilindrica e terminal, com 10 a 50 cm de
comprimento, apresentando, em média, 1.500 espiguetas que podem ocorrer

individualmente ou em grupo, permanecendo na planta ap6s o amadurecimento.
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Os frutos sdo cariopses, variando de globosos a subcilindricos e as sementes
medem de 3 a4 mm (Alcantara & Bufarah, 1988).

O centro de diversidade morfolégica do milheto envolve uma regido
abrangendo do oeste do Suddo até o Senegal e essa forrageira foi domesticada,
inicialmente, como cereal, no sul do Saara (Harlan & Wet, 1971). Como a
selecdo foi efetuada por diferentes comunidades na sua domesticagdo, isso
contribuiu para a obtencdo de populagcBes com ampla variacdo. Sua expansdo
para 0 oriente chegou até a India ha 2000 anos, alcancando a Europa no século
XVI, sempre cultivada como grdo. No século XVIII, a espécie chegou aos
Estados Unidos e a Australia, utilizada como forrageira, mas ainda com menor
importancia que o sorgo. A partir dos anos 1970, houve grande interesse por seu
valor nutricional, elevada producdo de sementes e capacidade de rebrota apds
corte ou pastejo, tendo sido desenvolvidas novas cultivares produtivas,
principalmente na india, nos Estados Unidos e na Australia (Bogdan, 1977).

Apresentando um germoplasma com ampla variabilidade, a utilizacéo do
milheto no melhoramento do capim-elefante pode permitir maiores avancos na
obtengdo de cultivares e hibridos resistentes a seca e a salinidade, com boa
producdo de sementes ndo deiscentes e de melhor qualidade forrageira.

O hibrido originado do cruzamento entre o capim-elefante e o milheto é
denominado PMN (do inglés pearl millet and napiergrass) e foi descrito, pela
primeira vez, por Burton (1944).

O interesse pelo potencial forrageiro do hibrido interespecifico
promoveu a realizacdo de uma série de trabalhos iniciados em 1980. A maioria
dos trabalhos relata que os hibridos PMN apresentam producdo similar ou
superior & dos melhores hibridos de milheto e clones selecionados de capim-
elefante de porte alto ou ando (Hanna & Monson, 1980), no entanto, sdo estéreis,
0 que é um fator limitante para qualquer método de melhoramento que necessite

de avanco de geracdo por meio de sementes.
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A obtencdo de cultivares melhoradas é uma necessidade comum de
produtores de leite de todo o pais e a procura por novas variedades de forrageiras
adaptadas aos diferentes ecossistemas é intensa. Entre os atributos desejados,
buscam-se cultivares com propagacdo por meio de sementes, resisténcia a
cigarrinha-das-pastagens, maior  velocidade de  crescimento, maior
produtividade, melhor qualidade nutricional, tolerdncia a solos de baixa
fertilidade e distribuicdo mais equitativa da producdo de matéria seca durante o
ano (Pereira et al., 2003). A producédo de hibridos é uma estratégia que também
contribui para programas de melhoramento que visam a producdo dessas
cultivares.

Os hibridos interespecificos, morfologicamente, se assemelham ao
capim-elefante e apresentam elevada producéo e qualidade forrageira superiores
aos de seus genitores, revelando ser uma alternativa para a obtencdo de
cultivares superiores e incrementar a producdo e rentabilidade da pecuéria
leiteira (Osgood et al., 1997; Jauhar & Hanna, 1998).

Os triploides podem ser obtidos por polinizacdo manual e propagados
vegetativamente. Embora apresentem grande variabilidade, as flores produzidas
por estes hibridos sdo fémeas e machos estéreis, 0 que impede a sua utilizacao
em cruzamentos. Nao obstante, a variabilidade morfoldgica permite selecionar
clones superiores (Barbosa, 2004).

A restauracdo da fertilidade do hibrido pode ser conseguida pela
duplicacdo do complemento cromossémico pelo uso da colchicina
(Krishnaswamy & Raman, 1954; Hanna, 1981; Hanna et al., 1984; Dujardin &
Hanna, 1985; Hanna & Dujardin, 1986; Jauhar & Hanna, 1998).

De forma geral, os hibridos triploides e hexaploides assemelham-se ao
capim-elefante. Resumidamente, esses hibridos caracterizam-se por apresentar
plantas com 1,5 a 5 m de altura, produzir de 15 a 20 perfilhos por planta e serem

ndo-rizomatosos. As inflorescéncias podem variar de 20 a 40 cm em
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comprimento e 1 a 1,5 cm em didmetro. Os estigmas, geralmente, estdo
receptivos, entretanto, as anteras sdo atrofiadas e raramente se desenvolvem
(Hanna, 1981; Diz, 1994).

2.2 A importancia do melhoramento genético do capim-elefante

A maior parte da producéo brasileira de leite e carne baseia-se no uso de
pastagens que, geralmente, sdo formadas por espécies tropicais exoticas ou
“naturalizadas”. Quando da introducdo dessas forrageiras, as instituicdes ou
produtores tinham o objetivo basico de abastecer-se unicamente de cultivares
melhoradas que pudessem ter utilizacdo imediata. Como consequéncia, muitas
espécies podem apresentar vulnerabilidade ao aparecimento de problemas
fitossanitarios ou de estrangulamento no seu processo de melhoramento para
produtividade, qualidade e adaptacdo pela falta de variabilidade genética
(Pereira, 1999).

Entre as forrageiras introduzidas no Brasil, destaca-se o capim-elefante,
gue possui caracteristicas favoraveis, tais como elevado potencial produtivo, boa
palatabilidade, vigor e persisténcia, que tém estimulado ndo s6 o cultivo dessa
espécie como também seu melhoramento genético, visando o desenvolvimento
de cultivares para utilizacdo sob pastejo e capineiras (Souza Sobrinho et al.,
2005).

O capim-elefante foi introduzido no Brasil em 1920 (Granato, 1924),
sendo, inicialmente, utilizado como capineira para fornecimento como verde
picado ou como forragem conservada sob a forma de silagem ou feno. Devido
ao seu elevado potencial de producdo e adaptacdo aos ecossistemas brasileiros,
disseminou-se rapidamente e, atualmente, tem sido utilizado como pastejo,
sendo uma das forrageiras de mais alto potencial para a intensificagdo da
producao de leite e carne a pasto (Pereira, 1999).

O capim-elefante, mesmo sendo cultivado por todo o territério nacional,
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carece de cultivares adaptadas para as diferentes condi¢Ges edafoclimaticas e
sistemas de utilizacdo. Esta situacdo é consequéncia da existéncia de poucos
programas de melhoramento da espécie. O programa de melhoramento da
Embrapa Gado de Leite tem dado énfase na avaliagdo e na combinacgao genética
intensiva dos acessos mantidos no Banco Ativo de Germoplasma (Pereira et al.,
2001).

Uma das limitagdes a expansdo da area cultivada de capim-elefante é a
necessidade do uso de propagacdo vegetativa, visto que a maioria das cultivares
produz sementes de baixo vigor (Pereira et al., 2001). Considerando que grande
parte das cultivares obtidas é de clones e que esta forrageira é quase sempre
cultivada sob condicdes de manejo deficiente, a expressdo do potencial da
espécie & comprometida pela dificuldade de adaptacdo da planta aos diferentes
ambientes. Uma solucdo econdmica para este problema é o desenvolvimento de
cultivares superiores, adaptadas as diferentes condicbes edafoclimaticas e
propagadas via sementes. Desprezando-se as diferencas genotipicas para
producéo e qualidade de forragem, a propagacgao por meio de sementes apresenta
como vantagens maior facilidade de armazenamento e transporte, maior rapidez
e facilidade no plantio e menor gasto de mao-de-obra, resultando em menor
custo de implantacdo das pastagens (Pereira et al., 2003).

O melhoramento da maioria das caracteristicas de importancia forrageira
do capim-elefante pode ser obtido por meio da exploracdo da variabilidade
existente na propria espécie (melhoramento intervarietal), em que a transferéncia
genética ocorre mais facilmente. Porém, considerando a capacidade de
cruzamento do capim-elefante com outras espécies de Pennisetum, o programa
de melhoramento pode recorrer a utilizacdo de espécies pertencentes a conjuntos
génicos préximos, tais como o milheto e o hibrido triespecifico entre milheto,
capim-elefante e Pennisetum squamulatum (Pereira et al., 2002).

O hibrido resultante do cruzamento entre capim-elefante e milheto é
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triploide (2n = 3x = 21), estéril e, morfologicamente, assemelha-se ao capim-
elefante, apresentando algumas caracteristicas intermediarias entre as duas
espécies parentais (Hanna, 1999). Na formac&o dos hibridos, o milheto (2n = 2x
= 14) contribui com caracteres como vigor, resisténcia a seca, tolerancia as
doencas, qualidade forrageira e tamanho das sementes, enquanto rusticidade,
agressividade, perenidade e elevada producdo de matéria seca sdo conferidas
pelo capim-elefante (2n = 4x = 28) (Diz, 1994; Jauhar & Hanna, 1998).

Segundo Pereira et al. (1999), hibridos triploides tém apresentado
grande variabilidade para caracteres de importancia forrageira, ja tendo sido
selecionadas forrageiras com 23% de proteina bruta nas folhas, valor este
superior a média de 16% encontrada para o capim-elefante. Entretanto, a maior
limitacdo em relagdo a utilizacdo do hibrido triploide é a infertilidade, 0 que
constitui uma barreira para o programa de melhoramento genético. O néo
pareamento correto de cromossomos na meiose ndmero é apontado como a
principal causa da esterilidade, pois o hibrido retne 21 cromossomos
pertencentes aos genomas A, oriundos do milheto e A’ e B do capim-elefante. A
restauracao da fertilidade desses hibridos permitiria que os mesmos voltassem ao
programa de melhoramento genético, transferindo alelos de caracteristicas
desejadas ao capim-elefante, o que pode ser conseguida pela duplicacdo
cromossémica, resultando na producdo de hibridos hexaploides com 2n = 6x =
42 com meiose regular, que apresenta sementes maiores e vigorosas, quando
comparadas com as minudsculas sementes de baixo vigor do capim-elefante
(Hanna, 1981; Hanna et al., 1984).

Souza Sobrinho et al. (2008) verificaram o potencial de germinacéo de
sementes em diferentes progénies de capim-elefante hexaploide para
confirmacdo da viabilidade de propagacdo dessa forrageira, por meio de
sementes. Observaram-se diferencas significativas entre os tratamentos,

evidenciando a existéncia de variabilidade no potencial de multiplicacdo por

12



sementes das progénies de meio-irmdos de hibridos hexaploides de capim-
elefante. A amplitude de variacdo para a porcentagem de germinacdo das
sementes foi de 48,67%, com as progénies de melhor desempenho apresentando
germinacao das sementes superior a 35%.

De acordo com Hanna (1999), um gendtipo interespecifico vigoroso e
com elevada producéo de folhas pode ser produzido pelo retrocruzamento do
hibrido hexaploide com o milheto, para produzir plantas 2n = 4x = 28 (genomas
AAA’B), que sdo completamente estéreis, podendo haver a producdo de tipos
morfolégicos diversos. Os derivados de retrocruzamentos merecem mais esforgo
de pesquisa, devido a contribuicdo para as caracteristicas de qualidade da
forragem de trés conjuntos do genoma A (Hanna, 1999).

Reis et al. (2008) avaliaram o potencial para programa de selegdo
recorrente em uma populacao alohexaploide de milheto x capim-elefante (HGL),
por meio de progénies de polinizacdo aberta. Setenta e oito progénies, uma
testemunha representativa da populagdo e duas cultivares comerciais, a
‘Pioneiro’ e a “Paraiso’, foram avaliadas no delineamento latice triplo 9x9, em
dois locais. Os caracteres altura de plantas e produtividade de matéria seca
foram avaliados por trés e quatro cortes, respectivamente. Quanto a altura de
plantas, a média das 17 melhores progénies foi similar a das testemunhas
comerciais e, quanto a produtividade de matéria seca, foi maior do que a da
'Paraiso’ e menor do que a da 'Pioneiro’. A correlacdo entre progénies e colheitas
mostrou que a quarta colheita representa a média de todas as colheitas e a
possibilidade de selecdo precoce. As estimativas de herdabilidade na média das
colheitas e locais foram de 56,9%, quanto a altura de plantas e de 58,8% para
produtividade de matéria seca e a resposta esperada com a selecdo foi de 23,4%
para produtividade de matéria seca e 18,1% para altura de plantas. Esses
resultados demonstram o potencial promissor da populacdo HGL para programa

de selecdo recorrente.
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N&do ha relatos, na literatura cientifica, sobre o retrocruzamento do
hexaploide com o capim-elefante. A obtencéo de novas combinacdes gendmicas
ou ragas cromossdmicas a partir do retrocruzamento do hexaploide com o
milheto e do hexaploide com o capim-elefante é interessante para 0s programas
de melhoramento genético do capim-elefante. Ainda que estéreis, as novas
combinagBes obtidas devem ser verificadas quanto a sua variabilidade e
possibilidade de obtencédo de caracteristicas agronémicas de interesse forrageiro,
visando seu aproveitamento no programa de melhoramento genético do capim-
elefante e possibilitando a obtencdo de novas cultivares propagadas
vegetativamente.

Caracteristicas agrondmicas e bromatoldgicas, como producdo e
percentagem de matéria seca, altura de plantas, relacdo folha/colmo,
porcentagem de proteina bruta, porcentagem de fibra em detergente neutro
(FDN), porcentagem de fibra em detergente acido (FDA), teor de proteina bruta
e digestibilidade in vitro da matéria organica, sdo recorrentemente avaliadas em
experimentos que visam o melhoramento de forrageiras.

Com o objetivo de avaliar o comportamento de novos clones
selecionados de capim-elefante, Botrel et al. (2000) realizaram um experimento
na Embrapa Gado de Leite, em Coronel Pacheco, MG, por um periodo de dois
anos. Foi avaliado o potencial forrageiro de 20 clones de capim-elefante, obtidos
pelo programa de melhoramento, e mais duas cultivares tradicionais
(‘Cameroon’ e ‘Taiwan A-146") utilizadas como testemunhas. O delineamento
experimental foi o de blocos ao acaso com quatro repeti¢des. As adubagdes para
estabelecimento e manutencéo foram realizadas de acordo com a anélise do solo,
visando suprir as exigéncias nutricionais do capim-elefante. Observaram-se
diferencas significativas entre os clones quanto ao potencial para producéo de
forragem, a relacdo folha/colmo e ao perfilhamento aéreo e basal. A maioria dos

clones avaliados apresentou maior producdo de matéria seca que as cultivares
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tradicionais Cameroon e Taiwan A-146, durante o periodo seco e chuvoso. N&do
houve diferenca significativa no teor de proteina bruta da matéria seca das
cultivares controles (‘Cameroon’ e ‘Taiwan A-146) e dos clones avaliados, em
ambas as estacdes (aguas e seca). O clone F 27-01, lancado pela Embrapa Gado
de Leite com o nome de cultivar Pioneiro, destacou-se para quase todas as
caracteristicas agrondmicas estudadas.

De acordo com Pereira et al. (2000), a qualidade de uma forragem pode
ser considerada como resultante da sua digestibilidade, composicdo quimica e
consumo. Em plantas forrageiras, 0 aumento da idade da planta, normalmente, é
acompanhado pela elevacdo da percentagem de matéria seca (MS) e pela queda
da digestibilidade e valor nutritivo. Assim, a idade considerada ideal para
utilizacdo de uma planta forrageira, ou seja, 0 momento em que as caracteristicas
de importancia forrageira, tais como digestibilidade e teor de MS, proteina bruta
(PB) e minerais, se encontram no ponto mais favoravel para consumo, pode
variar entre espécies e cultivares, em funcdo dos efeitos genéticos, ambientais e
da interagdo desses fatores. O conhecimento da variabilidade para caracteristicas
de importancia forrageira e 0 acompanhamento das alteracfes da qualidade, com
0 avanco da idade da planta, podem orientar na escolha da cultivar, de acordo
com o interesse de utilizacdo.

A variacdo da qualidade de folhas de capim-elefante em funcao da idade
da planta foi avaliada por Pereira et al. (2000). Utilizaram-se 11 cultivares de
capim-elefante e hibridos de capim-elefante x milheto para avaliar a variacdo
dos teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro
(FDN) e fibra em detergente &cido (FDA), em folhas de plantas com idades de
30, 45, 60, 75 e 90 dias. Observou-se diferenca significativa entre as cultivares
para todos os caracteres avaliados. Os valores de MS, FDN e FDA aumentaram
com a idade da planta, enquanto a percentagem de PB sofreu reducdo. O hibrido

interespecifico Merker x 23 A destacou-se por ter apresentado elevado teor de
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PB e menor concentracdo de FDN e FDA, demonstrando o potencial do hibrido
triploide para o melhoramento da qualidade forrageira do capim-elefante.

Barreto et al. (2001) conduziram um trabalho com o objetivo de avaliar
caracteristicas morfologicas de trés cultivares de capim-elefante (‘Cameroon’,
‘Roxo de Botucatu’ e ‘“Mott”) e de um hibrido de capim-elefante com o milheto
(Hibrido HV-241), submetidos a dois regimes de umidade (com e sem estresse
hidrico). As plantas submetidas a estresse hidrico apresentaram menor altura e
nenhuma delas apresentou internédios acima da altura de corte (10 cm). A
reducdo na altura das plantas, como consequéncia do estresse, foi de 42,7%
(‘Cameroon’), 35,05% (‘Roxo de Botucatu’), 28,54% (hibrido HV-241) e
27,43% (‘Mott’). O comprimento da lamina foliar foi reduzido de 69,9 cm, nas
plantas irrigadas, para 50,0 cm nas submetidas a estresse, enquanto a largura da
lamina foliar das plantas sob estresse correspondeu a menos da metade das
plantas irrigadas. O estresse hidrico ndo influenciou o perfilhamento dos
cultivares, mas, no hibrido HV-241, reduziu o ndmero de perfilhos
axilares/planta e o nimero total de perfilhos/planta. Em ambos os regimes de
umidade, o hibrido HV-241 foi o material que apresentou o maior
perfilhamento. Observou-se que, com excecdo do perfilhamento nas cultivares, o
estresse hidrico promoveu reducdo nos demais parametros morfologicos
estudados.

O comportamento agrondémico de hibridos entre capim-elefante
(Pennisetum purpureum Schum.) e milheto (P. glaucum (E.) Leek) foi avaliado
por Souza Sobrinho et al. (2005), com o objetivo de determinar o potencial para
o melhoramento da forragem dos hibridos, bem como a possibilidade de selecdo
desses hibridos para futuras avaliagdes. Foram avaliadas 12 cultivares de
milheto e 11 clones de capim-elefante, cruzados em esquema de dialelo parcial.
As 132 combinacdes hibridas, além de duas testemunhas, foram avaliadas em

experimentos em blocos casualizados, com trés repeticdes. Anotaram-se dados
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de producdo de matéria seca, altura de plantas, porcentagem de matéria seca,
relacdo entre folha e caule e de qualidade da forragem (porcentagem de proteina
bruta, porcentagem de fibra em detergente neutro e acido e digestibilidade in
vitro da matéria orgénica). Foi verificada existéncia de variabilidade entre os
hibridos interespecificos de capim-elefante e milheto, na maioria das
caracteristicas. A superioridade de alguns hibridos, em relagdo as testemunhas,
demonstra o potencial do cruzamento entre P. purpureum e P. glaucum para a
obtencdo de cultivares melhoradas. Considerando-se tanto caracteristicas de
producdo como de qualidade da forragem, os melhores hibridos avaliados foram
108 (F91-2-5 x M-60), 53 (F93-4-2 x M-27), 35 (F94-28-3 x M-42), 36 (F94-28-
3 x M-60) e 4 (F92-101-2 x M-35).

Ainda quanto ao trabalho de Souza Sobrinho et al. (2005), foram
selecionados diferentes gendtipos de milheto e de capim-elefante para a
realizagdo dos cruzamentos interespecificos. Quanto ao capim-elefante, foram
selecionados materiais ja cultivados e os mais promissores no programa de
melhoramento de forrageiras da Embrapa Gado de Leite. No caso do milheto, a
prioridade foi para 0s genotipos que apresentavam sementes grandes,
florescimento tardio e também boas caracteristicas forrageiras, tais como
porcentagem de proteina e producdo de matéria seca.

Lima et al. (2007) avaliaram a producdo de matéria seca (MS), proteina
bruta (PB), matéria seca digestivel (MSD) e relagdo folha/colmo de gendtipos de
capim-elefante, na regido norte-fluminense. Doze gen6tipos de capim-elefante
foram avaliados em um delineamento em blocos ao acaso com trés repeticdes. A
parcela experimental foi composta de quatro linhas com 3 m de comprimento,
espacadas a 1 m e adubadas com 100 kg de P205, 100 kg de N, 60 kg de K20 e
25 kg de micronutrientes/ha. Os genétipos diferiram significativamente quanto a
altura da planta e a producdo de MS, de PB e matéria seca digestivel (MSD)/ha.
Os gendtipos CNPGL 92-94-01, CNPGL 92-79-02, CNPGL 91-06-02, CNPGL
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94-07-02, CNPGL 94-09-01, BAG 66, CNPGL 93-32-02 e cv. Cameroon
apresentaram os maiores rendimentos de MS, PB e MSD e ndo diferiram
significativamente quanto a relagdo folha/colmo (F/C). A andlise de cluster
sugeriu 0 agrupamento dos genotipos de maior producdo de MS, PB e MSD e
dos gendtipos com menores producdes de MS, PB e MSD.

O estudo realizado por Reis et al. (2008) teve como objetivo avaliar o
potencial para programa de sele¢do recorrente em uma populacdo alohexaploide
de milheto x capim-elefante (HGL), por meio de progénies de polinizacdo
aberta. Setenta e oito progénies, uma testemunha representativa da populacéo e
duas cultivares comerciais, a ‘Pioneiro’ e a ‘Paraiso’, foram avaliadas no
delineamento latice triplo 9x9, em dois locais. Os caracteres altura de plantas e
produtividade de matéria seca foram avaliados por trés e quatro cortes,
respectivamente. Quanto a altura de plantas, a média das 17 melhores progénies
foi similar as das testemunhas comerciais e, quanto a produtividade de matéria
seca, foi maior do que a da cultivar Paraiso e menor do que a da cultivar
Pioneiro. A correlagdo entre progénies e colheitas mostrou que a quarta colheita
representa a média de todas as colheitas e a possibilidade de sele¢do precoce. As
estimativas de herdabilidade na média das colheitas e locais foram de 56,9%
para altura de plantas e de 58,8% quanto a produtividade de matéria seca. A
reposta esperada com a selecdo foi de 23,4% para produtividade de matéria seca
e 18,1% para altura de plantas. Esses resultados demonstram o potencial
promissor da populagdo HGL para programa de selecéo recorrente.

A anélise de FDN estima a concentragdo total de celulose, hemicelulose
e lignina da parede celular (Soest 1994), sendo o seu teor inversamente
relacionado com a capacidade de consumo de MS. Isso significa que quanto
menor for esse valor estimado, maior serd a expectativa de consumo. A andlise
de FDA representa uma estimativa do teor total de celulose e lignina da amostra,

sendo inversamente relacionada com a digestibilidade da MS. Assim, valores
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menores de FDA indicam a presenca de menor concentracdo de lignina na
parede celular e, portanto, maior digestibilidade da MS (Soest, 1994).

A estimativa da digestibilidade pelo método convencional, in vivo, é a
medida que apresenta o maior grau de confianga, porém, € oneroso e demorado,
ndo permite a avaliagdo simultdnea de grande numero de alimentos e exige
grande quantidade de material (Pires et al., 1979). Dessa forma, outros métodos
tém sido desenvolvidos, como a técnica in vitro, desenvolvida por Tilley &
Terry (1963), que simula a digestdo no trato gastrico dos ruminantes, permitindo
fazer estimativas de digestibilidade da matéria seca ou organica dos alimentos. A
estimativa da digestibilidade in vitro dos alimentos tem sido amplamente
utilizada nas andlises dos alimentos, devido a sua alta correlagio com a
digestibilidade in vivo (Silva, 1990).

Tendo em vista estas informagdes acima, Martins-Costa et al. (2008)
realizaram trabalho com o objetivo de determinar a composicao
quimico/bromatolégica, os parametros da degradabilidade in situ da matéria seca
(MS) e fibra em detergente neutro (FDN), a digestibilidade in vitro da MS
(DIVMS) e o teor de nutrientes digestiveis totais (NDT) do capim-elefante
obtido em diferentes idades de corte, na época das aguas. A forrageira foi
submetida ao corte nas idades de 30, 45, 60, 75, 90 e 105 dias, de dezembro a
margo. Entre outras caracteristicas, as amostras foram analisadas para matéria
seca (MS), proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN) e &cido
(FDA). Adicionalmente, foram pesadas em sacos de nailon, incubadas no rimen
de trés bovinos fistulados, sendo os residuos analisados para MS e FDN
residual. Posteriormente, foram submetidas a incubagdo in vitro com liquido
ruminal e solugdo de pepsina acida, para determinacdo da digestibilidade da MS
(DIVMS), cujos valores foram utilizados para estimacdo do teor de nutrientes
digestiveis totais (NDT). O teor de PB foi linearmente reduzido pelo avancgo da

idade de corte, enquanto os teores de FDN e FDA foram aumentados. A DIVMS
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e 0 NDT foram quadraticamente (P<0,05) afetados pelo aumento da idade de
corte, apresentando valores maximos de 69,00% e 57,21%, as idades de 19,64 e

48,98 dias, respectivamente.

2.3 Historico da cooperacao entre a UFLA e a Embrapa Gado de Leite para
o melhoramento do capim-elefante

O Banco Ativo de Germoplasma de capim-elefante da Embrapa Gado de
Leite (BAGCE), localizado em Coronel Pacheco, MG, tem uma das maiores
colecBes de Pennisetum sp. do Brasil, com diversos acessos de capim-elefante e
milheto. O germoplasma é geneticamente constituido por clones, populacdes e
cultivares melhoradas de Pennisetum purpureum Schum., racas cromossémicas
(triploides e hexaploides) resultantes da hibridago entre Pennisetum purpureum
x Pennisetum glaucum (L.) R. Br., acessos de Pennisetum glaucum e varias
outras espécies selvagens de Pennisetum (Pereira, 1999).

A partir de 1996, a Universidade Federal de Lavras vem trabalhando
conjuntamente com a Embrapa Gado de Leite, no sentido de caracterizar
citogenética e morfologicamente gendtipos de capim-elefante, milheto e
hibridos. Como resultado dessa cooperacao, diversas dissertacdes e teses foram
concluidas, aumentando o conhecimento basico dessas gramineas e fornecendo
importantes informacfes para o conhecimento citogenético e ao programa de
melhoramento genético do capim-elefante da Embrapa Gado de Leite.

Por ordem cronoldgica, a primeira dissertagdo foi realizada por Vania
Helena Techio, sob a orientacdo da Prof. Dra. Lisete Chamma Davide, que
também orientou todas as dissertagdes e teses que aqui serdo apresentadas. O
titulo desse primeiro trabalho foi “Citotaxonomia de algumas espécies e de
hibridos interespecificos de Pennisetum” (Techio, 1998; Techio et al., 2002).
Nesse trabalho, foram realizados estudos citotaxondmicos em 27 acessos de

Pennisetum spp. pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa
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Gado de Leite (BACGE). Para cada um desses acessos foram apresentados
dados morfol6gicos, reprodutivos e citogenéticos, o0s quais permitiram
estabelecer agrupamentos entre eles e sugerir as identificacdes botanicas. As
metafases dos acessos caracterizados como Pennisetum purpureum confirmaram
2n = 28 cromossomos, ja descritos para esta espécie. Para os hibridos entre
Pennisetum purpureum e Pennisetum glaucum e para os hexaploides, resultantes
da duplicagdo dos cromossomos desses hibridos, foram confirmados 2n = 21 e
2n = 42 cromossomos, respectivamente. Os acessos selvagens 3, 4, 5 e 6,
identificados como Pennisetum setosum, mostraram metafases com 2n = 54
Cromossomos, enquanto que para 0s acessos selvagens 1, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 14,
16, e 17, caracterizados como Pennisetum nervosum, foram observadas células
com 2n = 36 cromossomos. Distinto dos demais pelos caracteres morfoldgicos, o
acesso selvagem 15, com 2n = 36 cromossomos, foi classificado como
Pennisetum af. orientale. Por apresentar variagcdo de 54 a 66 cromossomos em
células de uma mesma raiz, o acesso BAG 55, reconhecido no BAGCE como
capim-elefante cultivar Baiano, ndo foi identificado taxonomicamente. Foram
ainda empregados dois procedimentos estatisticos (varidveis candnicas e analise
de agrupamento com base na distancia generalizada de Mahalanobis), que
reforcaram as conclusGes obtidas a partir da analise citogenética e morfoldgica.
O segundo trabalho académico foi a dissertacdo intitulada “Citogenética
de hibridos entre Pennisetum purpureum Schumack e Pennisetum glaucum L. e
seus genitores” (Barbosa, 2000; Barbosa et al., 2003). O autor foi Sandro
Barbosa, que investigou as relagfes citogenéticas em cinco acessos de hibridos
interespecificos entre Pennisetum purpureum, Pennisetum glaucum e seus
genitores. As analises citogenéticas mitdticas foram realizadas por meio de
coloragdo convencional (Feulgen) e confirmaram o nimero cromossdémico de 2n
= 14, 28 e 21, para 0s acessos de Pennisetum glaucum, Pennisetum purpureum e

hibridos, respectivamente. Para cada um desses acessos foram apresentadas as
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descricbes do complemento cromossémico e idiogramas que permitiram
estabelecer as relacdes cariotipicas entre os hibridos e seus genitores. Baseado
nos dados de comprimento total do cromossomo foi possivel estabelecer a
classificacdo do caridtipo dos acessos com relagdo a simetria. Os cariétipos dos
acessos de Pennisetum glaucum foram considerados simétricos, enquanto 0s
hibridos apresentaram caridtipos assimétricos. Para Pennisetum purpureum, dois
acessos (BAGs 63 e 75) mostraram cari6tipos simétricos e trés (BAGs 54, 65 e
91) assimétricos. Nos hibridos interespecificos entre Pennisetum purpureum e
Pennisetum 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.

Juscélio Clemente de Abreu defendeu a tese intitulada “Mixoploidia em
hibridos de capim-elefante e milheto tratados com agentes antimit6ticos”
(Abreu, 2002; Abreu et al., 2006). O objetivo do estudo foi promover a
restauracdo da fertilidade dos hibridos utilizando solu¢des de colchicina 0,05% e
0,1% e de ciclohexamida 25 mg/L:8-hidroxiquinoleina 300 mg/L (1:1) aplicadas
em gema in vivo e in vitro, sementes, plantulas e perfilnos, em diferentes
periodos de exposicdo. Os efeitos dos antimitoticos foram avaliados por meio da
taxa de sobrevivéncia apds tratamento, nimero cromossdmico e presenca 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 pléntulas, enquanto a
ciclohexamida:8-hidroxiquinoleina (1:1) atuou melhor sobre perfilhos. De modo
geral, nos diferentes experimentos, observou-se a ocorréncia de mixoploidia,
com células apresentando desde 14 até 42 cromossomos. Em média, 86,4% das
células analisadas apresentaram nimero cromossémico diferente de 21. Estes
resultados indicam que houve tanto duplicacio quanto eliminacdo

cromossomica.
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O quarto trabalho foi a tese intitulada “Meiose e analise genébmica em
Pennisetum spp™ (Techio, 2002; Techio et al., 2006), defendida por Vania
Helena Techio. Nesse trabalho avaliou-se a meiose por meio de protocolo
convencional, o que permitiu descrever o comportamento cromossdémico dos
parentais milheto e capim-elefante, bem como do hibrido originado a partir
desse cruzamento. Também foi determinada a viabilidade do polen e a afinidade
gendmica pela aplicagdo do modelo matematico de Alonso & Kimber (1981),
revisado por Chapmam & Kimber (1992). Para o milheto e o capim-elefante,
foram observados 7 e 14 bivalentes, respectivamente, regularmente distribuidos
na placa equatorial e alta viabilidade de polen pelos testes de coloracdo. Um dos
acessos de capim-elefante (BAG 63), oriundo de cultura de tecidos, apresentou
maior frequéncia de anormalidades meidticas. Nos testes de germinacdo in vitro,
o milheto e o capim-elefante exibiram frequéncia reduzida de polens funcionais,
mostrando inabilidade de emitir tubo polinico nas condicGes artificiais do meio
de cultura. Os trés acessos hibridos apresentaram altas taxas de anormalidades
caracterizadas pela segregacdo irregular dos cromossomos que resultaram na
formacdo de grdos de polen invidveis. As estimativas das relagBes de
pareamento nos trés hibridos entre o capim-elefante e 0 milheto mostraram que
0s acessos M24 e BAGT5, genitores do F-94-60-01, apresentam maior
proximidade genética entre seus complementos cromossémicos.

A proxima investigacdo cientifica foi a tese de Sandro Barbosa,
intitulada “Micropropagacao e duplicagcdo cromossdmica de hibridos triploides
de capim-elefante e milheto” (Barbosa, 2004; Barbosa et al., 2007). Nesse
estudo, o objetivo foi restaurar a fertilidade de hibridos entre capim-elefante e
milheto a partir da utilizagdo de solugdes de colchicina 0,05% e 0,1%, aplicadas
em ‘seedlings’, plantulas e segmentos caulinares cultivados in vitro em
intervalos de 12 e 24 horas de exposicdo. ‘Seedlings’ de diferentes genotipos

hibridos cultivados in vivo foram submetidos a exposicdo de 24 horas em
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solucdo de 0,05% de colchicina, mesmo tratamento aplicado a meristemas
laterais em diferentes periodos de exposicdo. A duplicacdo cromossdmica foi
confirmada por meio do ndmero cromossémico em células de meristemas de
raiz e avaliacdo da viabilidade polinica por meio de testes de germinacdo in
vitro. ‘Seedlings’cultivados e tratados in vitro apresentaram a melhor resposta ao
tratamento de inducdo de poliploidia em solucdo de colchicina 0,1% por 24
horas, no qual 38% das plantas sobreviventes apresentaram o0 conjunto
cromossémico duplicado e a fertilidade confirmada pela presenca de pdlens
viaveis.

O sexto trabalho académico foi a dissertacdo de Elisa Aparecida Alves
Paiva, intitulada “Meiose em hibridos hexaploides de capim-elefante e milheto”
(Paiva, 2006). Nesse, trabalho a meiose foi avaliada em dez hibridos hexaploides
entre capim-elefante e milheto, sendo cinco de origem americana e cinco
nacionais, com o objetivo de avaliar os hibridos quanto a estabilidade mei6tica e
a viabilidade do grdo de polen. As anormalidades mais frequentes foram:
pareamento irregular na diacinese, ascensdo precoce de cromossomos na
metéfase, segregacdo irregular na anafase e formagdo de micronlcleos na
tel6fase e em tétrades. Tais anormalidades afetaram diretamente a fertilidade do
polen pela producdo de gametas aneuploides, o que foi observado pelas baixas
taxas de viabilidade do pdlen, tanto por coloracdo quanto por germinagdo in
vitro. O hibrido ‘Paraiso’ (cultivar comercial), apesar de apresentar alta taxa de
irregularidades meidticas, apresentou 49,96% de viabilidade pelos testes de
coloracdo e 86,17% para germinacao in vitro. A utilizacdo desses hibridos nos
programas de melhoramento do capim-elefante foi discutida.

Em uma sétima abordagem, José Marcelo Sallabert de Campos defendeu
a tese intitulada “Obtencdo de hibridos hexaploides e andlise gendmica de
Pennisetum spp por citometria de fluxo” (Campos, 2007). Nesse trabalho, o

autor conclui que a manipulacdo de ploidia no capim-elefante necessita de uma
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metodologia para analise em larga-escala das plantas e que a citometria de fluxo
representa esta tecnologia, permitindo a obtencdo de medidas fisicas e quimicas
de particulas (células, nicleos, cromossomos e organelas). E também comentado
no trabalho que a citometria aplicada ao melhoramento de plantas apresenta um
grande ndmero de aplicacGes e, quando comparada & andlise de ploidia por
contagem de cromossomos, a citometria de fluxo oferece um método alternativo,
rapido, simples e acurado. Por essas razbes, ela tem se tornado um método
popular para andlise de ploidia, deteccdo de mixoploides e aneuploides, analise
de ciclo celular e de polisomatia, analise de grdos de pélen e estimativas do
contetido de DNA absoluto ou tamanho de genoma. A citometria de fluxo foi
utilizada nesse trabalho para estimar o contetido de DNA e ploidia em plantas da
populacdo Capileto, com o objetivo de selecdo de plantas hexaploides.
Adicionalmente, a técnica foi utilizada para avaliacdo de ploidia em um
experimento de duplicagdo cromossdmica. Nesta analise, 8,5% das plantas
foram identificadas como hexaploides. A confirmagdo posterior da condigédo
hexaploide foi realizada por meio de caracteristicas estomaticas e contagem de
cromossomos. Mudancas gendmicas associadas com a hibridag&o interespecifica
e alopoliploidizacdo foram observadas. Os dados obtidos sugerem a eliminacéo
de sequéncias de cromossomos durante a alopoliploidizacdo, que pode
representar uma resposta adaptativa programada ao estresse genémico causado
pela hibridacdo e alopoliploidizagéo.

O proximo estudo foi a dissertagdo de Ana Luiza Oliveira Timbo
intitulada “Obtencdo de protoplastos de hibridos triploides entre o capim-
elefante e o milheto” (Timbd, 2007). Nesse trabalho, o oitavo, a autora aponta
que o processo de duplicagdo cromossOmica para a obtencdo do hibrido
hexaploide tem resultado em plantas na maioria mixoploides e poucas
hexaploides estaveis. Devido a essa dificuldade, o objetivo foi estudar a

germinacdo de sementes in vitro e a obtencdo de protoplastos dos hibridos
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triploides como base para futuros trabalhos de duplicacdo cromossémica via
fusdo de protoplastos e subsequente regeneracdo de hibridos hexaploides
estaveis.

Cristiane Gouvéa Fajardo defendeu a dissertacdo intitulada “Estrutura de
nucleos interfasicos e distribuicdo da heterocromatina em Pennisetum sp.”
(Fajardo, 2008), o nono trabalho desta lista. O estudo foi realizado com o
objetivo de analisar os caracteres nucleares do capim-elefante (Pennisetum
purpureum), do milheto (Pennisetum glaucum) e do hibrido resultante deste
cruzamento, bem como estabelecer o padréo de distribuicdo da heterocromatina
do capim-elefante e do milheto por meio da técnica de bandeamento C. No
capim-elefante, foram observados ndcleos arreticulados e, para o milheto e o
hibrido triploide, os nlcleos se apresentaram semirreticulados, apesar de o
hibrido apresentar uma pequena porcentagem (6%) de nucleos arreticulados,
como os do parental capim-elefante. As maiores médias para as dimensdes
nucleares, como volume nuclear, didmetro e raio, foram obtidas para o milheto,
seguido do hibrido interespecifico e do capim-elefante. A partir da técnica de
bandeamento-C, verificaram-se bandas centroméricas em todos 0s cromossomos
do capim-elefante, enquanto no complemento cromossémico do milheto
encontraram-se bandas proximais e intersticiais e menor propor¢do de
heterocromatina constitutiva.

Com a dissertagdo intitulada “Variagdes cromossdmicas associadas a
poliploidizacdo em hibridos de Pennisetum spp.: um estudo temporal e tecido
especifico”, Fernanda de Oliveira Bustamante concluiu o seu mestrado
(Bustamante, 2009). Em seu trabalho foram analisados o nimero cromossdémico,
o teor de DNA em folhas e raizes e o ciclo celular de hibridos entre capim-
elefante e milheto, que divergem quanto ao tempo de inducdo de duplicagdo
cromossémica, sendo constatadas variagbes no numero cromossémico para

todos os hibridos avaliados, com o intervalo de 14 a 42 sendo o mais frequente.
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O comportamento dos hibridos triploides duplicados ha mais tempo
(americanos) e mais recentemente (nacionais) foi semelhante quanto ao nimero
cromossémico, isto €, todos apresentaram mixoploidia em células
meristematicas. Ndo houve variacdo no conteldo de DNA entre os tecidos
avaliados (folhas e raizes) de um mesmo hibrido, mas houve variacdo entre 0s
hibridos. As taxas de irregularidades nas fases do ciclo celular foram muito
baixas para todos os genoétipos. Os resultados obtidos mostraram a dificuldade
em obterem-se plantas com todo o complemento duplicado. No entanto, a
eliminacdo cromossdmica ocorrida nos hibridos pode ser uma ferramenta
utilizada nos programas de melhoramento do capim-elefante.

Com base nesse histérico, percebe-se o grande volume de informacdes
obtidas, integrando a citogenética como ciéncia bésica e 0 melhoramento com
um cunho mais aplicado. Seguindo essa linha de pesquisa, no presente trabalho
também se deu énfase a ciéncia bésica, por caracterizar as ragas cromossdmicas
oriundas do retrocruzamento do hexaploide com os parentais capim-elefante e
milheto, do ponto de vista citogenético e anatbmico. Mas, pela primeira vez,
também sdo abordadas as caracteristicas agrondmicas e bromatol6gicas das
racas cromossdmicas e a possivel utilizacdo desses geno6tipos, ja que 0s mesmos
podem vir a serem lancados como novas cultivares de propagacdo vegetativa,
caso possuam maior valor agronémico que as cultivares de capim-elefante

tetraploide.

2.4 Citogenética do capim-elefante, milheto e hibridos

Os complementos cromossdmicos das espécies mais conhecidas do
género Pennisetum evidenciam variagdo no nimero basico de cromossomos (x =
5, 7, 8 e 9), morfometria cromossdmica e gendmica, de acordo com os niveis de
ploidia diploide a octaploide (Martel et al., 1997).

Uma relacdo entre o0 tamanho e o0 nimero cromossdmico foi apresentada
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por Pantulu & Rao (1982), os quais verificaram que, em todas as espécies de
Pennisetum com x = 9, 0S Cromossomos eram pequenos; em P. purpureum e P.
typhoides (P. glaucum), com x = 7, 0s cromossomos apresentavam tamanho
médio e a espécie P. ramosum (x = 5) apresentou 0s maiores cromossomos entre
0s representantes da tribo Paniceae.

O germoplasma de Pennisetum encontra-se dividido em trés conjuntos
génicos. O milheto (P. glaucum), com 2n = 2x = 14, juntamente com duas outras
espécies diploides selvagens (P. mollissimum e P. violaceum), integra o conjunto
génico primario. No segundo grupo, encontra-se o capim-elefante (P. purpureum
Schum) com 2n = 4x = 28 €, no conjunto terciario, as demais espécies (Harlan &
Wet, 1971; Martel et al., 1996).

O ndmero bésico de cromossomos do capim-elefante é x = 7,
apresentando genoma 2n = 4x = 28, um alotetraploide de constituicdo A’A’BB e
comportamento diploide normal (Krishnaswamy & Raman, 1954; Jauhar, 1981;
Martel et al., 1996; Jauhar & Hanna, 1998). Os cromossomos do genoma B
ainda ndo tém sua origem definida (Jauhar, 1981), mas evidéncias de vérias
pesquisas tém mostrado que 0s cromossomos do genoma A’ sdo homedlogos aos
do genoma A do milheto (Techio et al., 2006).

O estudo da morfologia cromossémica do capim-elefante, tanto na
meiose como na mitose, aponta algumas divergéncias entre alguns autores. A
confirmacdo da ocorréncia de variacdo intravarietal em P. purpureum permite
inferir que as alteragBes estruturais, como delecBes e adicGes, devem ter
contribuido para aumentar ou diminuir a diferenca de tamanho entre 0 maior e 0
menor cromossomo dos diferentes acessos de capim-elefante (Barbosa et al.,
2003).

Segundo Pantulu & Venkateswarlu (1968), estudos sobre a morfologia
dos cromossomos no paquiteno mostraram que os cromossomos 1 e 14 do

capim-elefante apresentam os organizadores nucleolares e o primeiro mostrou-se
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2,7 vezes maior que o Ultimo, caracterizando um caridtipo assimétrico. Para
Jauhar (1981), o cariétipo do capim-elefante é constituido de cromossomos
metacéntricos, submetacéntricos e um acrocéntrico. Com base nessas
observacgdes, o cariétipo do capim-elefante foi incluido na categoria 2b da
classificacdo de assimetria proposta por Stebbins (1958).

Barbosa et al. (2003), estudando cinco acessos de capim-elefante do
Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Gado de Leite (BAGs 54, 63, 65, 75
e 91), relataram a presenca de cromossomos metacéntricos. Contudo, foi
observado, entre os sete primeiros pares de cromossomos, que ha, pelo menos,
dois pares submetacéntricos e, entre 0s sete pares restantes, ocorre pelo menos
um par submetacéntrico, que foi suprimido por estar presente em todas as
metafases analisadas. Este fato, associado a diferenca de comprimento relativo
ser praticamente o dobro entre 0 maior e o menor par nos BAGs 54, 65 e 91,
sugere a inclusdo do cariotipo desses acessos na categoria 2b, de acordo com a
classificacdo de Stebbins (1958). Para os acessos BAGs 63 e 75, devido a
relacdo entre o maior e menor brago ter sido menor que 2:1, o cari6tipo
enquadra-se na categoria 1a - simétrico.

Techio et al. (2006) estudaram a segregacao cromossdmica na meiose do
capim-elefante. A meiose nos acessos BAGs 63, 75 e 91 foi analisada e
verificou-se frequente formacdo de 14 bivalentes nas diacineses e metafases
desses acessos, 0 que confirma que, apesar de ser alotetraploide, o capim-
elefante comporta-se, em termos de segregacdo cromossdmica, como um tipico
diploide.

Pennisetum glaucum é uma espécie diploide anual com 2n = 2x = 14
cromossomos e genoma AA, de polinizagdo cruzada, principalmente por causa
do seu hébito de floracéo protoginica (Powell et al., 1975).

Jauhar (1981) apresentou o cari6tipo do milheto como simétrico devido a

presenca de cromossomos metacéntricos e submetacéntricos e pelo fato de o
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maior deles ser 1,5 vez maior que o menor. Portanto, é incluido na categoria la
de Stebbins (1958). Este mesmo resultado foi verificado por Barbosa et al.
(2003) que observaram que, além de os cromossomos do milheto serem
metacéntricos e submetacéntricos, a diferenca entre 0 maior e o menor par de
cromossomos € de 1,6 vez, classificando também o cariétipo como simétrico.

Na meiose, 0 milheto apresenta sete bivalentes e dois quiasmas em cada
um, exceto o bivalente nucleolar, que apresenta um quiasma (Techio et al.,
2006). Uma baixa taxa de anormalidade foi observada por esses autores, em que
a ascensdo precoce de cromossomos foi a mais frequente nos gendétipos
analisados. No entanto, a porcentagem de tétrades normais e a alta viabilidade
do pélen mostraram que as fases subsequentes da meiose nao foram afetadas e
que os cromossomos adiantados foram incluidos nos nucleos em formacéo.

Os hibridos interespecificos possuem 2n = 3x = 21 cromossomos,
possuindo 0s genomas AA’B, dos quais sete sdo oriundos do diploide (2x)
Pennisetum glaucum (L.) R. Br. e 14 do tetraploide (4x) Pennisetum purpureum
Schum. Vérios estudos tém evidenciado a existéncia de homologia’homeologia
entre os sete cromossomos do genoma A’ aos sete do genoma A (Jauhar, 1981;
Jauhar & Hanna, 1998; Hanna, 1999; Techio et al., 2006). Os cromossomos das
duas espécies sdo facilmente distinguiveis pelo tamanho e pela forma na placa
equatorial, pois os de Pennisetum glaucum sdo de maior tamanho que os de
Pennisetum purpureum (Burton, 1944; Barbosa et al., 2003).

Devido a sua condicéo tripldide, o hibrido é estéril, mas a restauracdo da
fertilidade pode ser conseguida pela duplicagdo do conjunto cromossémico
(Hanna, 1981; Hanna et al., 1984; Dujardin & Hanna, 1985; Hanna & Dujardin,
1986; Barbosa et al., 2003), produzindo um hexaploide 2n = 6x = 42, genoma
AAA’A’BB, que apresenta megasporogénese e desenvolvimento do saco
embrionario normal, como no capim-elefante (Hanna, 1981).

De acordo com Gonzalez & Hanna (1984), o genoma B tem um efeito
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dominante sobre o genoma A em capim-elefante, com relacdo ao tamanho da
semente, juvenilidade e caracteristicas de inflorescéncia e folha e, por isso, 0s
hibridos se assemelham mais ao capim-elefante.

Jauhar & Hanna (1998) também relatam a possibilidade de o genoma B
exercer dominéncia em relacdo aos genomas A e A’ e que, provavelmente, esse
genoma seria o responsavel pela semelhanga fenotipica entre o capim-elefante e
o hibrido hexaploide.

Krishnaswamy & Raman (1954) também consideram o genoma B
dominante, pois, alterando-se a proporcdo do genoma A em relacdo ao genoma
B de 2:1 para 5:1, a manifestacdo fenotipica do genoma B ainda é maior que a
dos genomas A combinados. No hibrido com constituicdo gendmica AAAAA’B,
por exemplo, a Unica dose do genoma B faz com que este se assemelhe mais ao
Pennisetum purpureum. Isso indica que o genoma B foi dominante ou, talvez,
epistatico, sobre as cinco doses do genoma A, em relacdo as caracteristicas
analisadas.

Abreu et al. (2006) avaliaram métodos de duplicagdo cromossémica com
uso de agentes antimit6ticos e diversos materiais botanicos como explantes dos
hibridos entre capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum.) e milheto
(Pennisetum glaucum (L.) R. Br.). Estes autores utilizaram solucdes de
colchicina a 50 mg L-1 e 100 mg L-1 e de ciclohexamida 25 mg L-1:8-
hidroxiquinoleina 300 mg L-1 (1:1), aplicadas in vitro em segmentos nodais e in
vivo em plantulas e perfilhos, com diferentes periodos de exposi¢do. O efeito dos
antimitoticos foi avaliado por meio da taxa de sobrevivéncia, do ndmero
cromossémico e da presenca de anomalias no ciclo celular, em meristemas de
raizes das plantas sobreviventes. A colchicina apresentou melhor efeito sobre as
plantulas, enquanto a ciclohexamida:8-hidroxiquinoleina (1:1) atuou melhor
sobre os perfilhos. Observou-se ocorréncia de mixoploidia em células que

apresentaram de 14 até 42 cromossomos, 0 que indica que houve duplicacédo
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seguida de eliminacdo cromossdmica, confirmada pelas aberracdes
cromossdmicas. Das células analisadas, 86,4%, em média, apresentaram niimero
cromossdmico diferente de 21.

Analises meioticas de 5 hibridos nacionais, 4 provenientes dos Estados
Unidos, sendo um deles a cultivar Paraiso, submetidos & duplicacdo
cromossémica, foram realizadas por Paiva (2006). A autora verificou
irregularidades mei6ticas em todos os hibridos, desde as fases iniciais da meiose
até a formacéo de graos de polen. A porcentagem de células com anormalidades
meidticas nos hibridos nacionais variou de 65,14% a 74,72%; nos hibridos
americanos, foi de 59,46% a 70,84%. Com relacdo a viabilidade do grdo de
polen, os hibridos nacionais apresentaram de 0,17% a 34,21% de graos de pdlen
viaveis por coloracdo e de 0% a 30,71% de grdos de pdlen viaveis por
germinacao; os hibridos americanos apresentaram de 2,39% a 49,96% de graos
de pdlen viaveis por coloracdo e de 0% a 86,17% de graos de pdlen viaveis por
germinagao.

Bustamante et al. (2007) avaliaram esses mesmos hibridos quanto ao
nimero cromossémico e a frequéncia de alteragdes no ciclo celular. Os autores
verificaram que 0s ndmeros cromossdmicos somaticos dos genoétipos
hexaploides variaram de 14 a 42, tendo todos os gendtipos apresentado células
com 40 cromossomos. Esse resultado indica que houve duplicacdo em todos os
genotipos, mas que 0s cromossomos foram sendo perdidos, tornando as plantas
mixoploides. Com relagdo a frequéncia de alteragdes no ciclo celular, os autores
verificaram que a perda de cromossomos deve-se & ocorréncia de anormalidades,
como metafase com ascensdo precoce de cromossomos, anafase com
cromossomos atrasados, anafase com ponte e cromossomos stickiness.

Techio et al. (2006) estudaram a viabilidade do grdo do pélen de acessos
hibridos interespecificos triploides por meio de germinacdo in vitro e coloracao

com carmim propidnico, orceina acética e corante de Alexander. Os acessos
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foram obtidos junto a colecdo de germoplasma da Embrapa Gado de Leite. Os
autores verificaram altas taxas de poélens funcionais com os corantes nucleares,
mas, com o corante de Alexander, a esterilidade dos acessos foi confirmada.

Barbosa et al. (2007) realizaram estudo para duplicar o complemento
cromossdémico de hibridos triploides de capim-elefante e milheto para a
obtengdo de plantas hexaploides férteis. Seedlings, plantulas e segmentos
caulinares cultivados in vitro foram tratados com colchicina a 0,05% ou a 0,1%,
aplicada por 12 ou 24 horas. Seedlings de genotipos hibridos diferentes e
meristemas de dois hibridos interespecificos cultivados in vivo foram tratados
por 24 horas com colchicina a 0,05%. A duplicacdo cromossémica foi
confirmada pela contagem de cromossomos em células meristematicas de pontas
de raizes. A viabilidade polinica, os testes de germinacdo in vitro e a producéo
de sementes foram utilizados para avaliar a fertilidade dos hexaploides.
Seedlings cultivados in vitro e tratados com colchicina a 0,1% por 24 horas
tiveram melhor resposta a inducdo de poliploidia; em 38% das plantas
sobreviventes, obtiveram-se o conjunto cromossémico duplicado e a presenca de
polens viaveis, confirmando a fertilidade dos hexaploides. Esta estratégia
permitird o uso de hexaploides em programas de melhoramento genético do
capim-elefante, por meio da transferéncia de alelos com as caracteristicas
desejadas, tornando possivel sua propagacao via semente.

Os resultados mostram a possibilidade de se obter plantas com todo o
complemento cromossdmico duplicado e com ciclo celular estavel e que
poderiam ser utilizados em programas de melhoramento do capim-elefante.
Nota-se que ha producdo de grdos de pdlens viaveis e também existe a
possibilidade de se obter racas cromossdmicas, pois algumas perdas
cromossdmicas podem levar a estabilizacdo de um complemento completo do
capim-elefante acrescido de um ou alguns cromossomos de interesse, oriundos

do milheto.
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2.5 Alteracdes gendmicas em hibridagdes interespecificas

Plantas alopoliploides sdo hibridos que podem conter duas cOpias do
genoma de cada parental, mas também ha casos em que um parental pode
contribuir com maior nimero de genomas que o outro (exemplo do triploide
AA’B entre capim-elefante e milheto). Enquanto os alopoliploides naturais séo
bem adaptados, aqueles obtidos pelo homem séo tipicamente instaveis, exibindo
transformagdes homedticas e letalidade, assim como rearranjos cromossémicos e
mudancas no nimero e na distribuicdo de sequéncias de DNA repetitivo da
heterocromatina (Comai, 2000).

Ridle & Birchler (2003) apontam que a nova constituicdo gendmica
produzida ap6s a fertilizacdo interespecifica conduz a reorganizacdes genéticas e
epigenéticas, pois dois genomas diferentes sdo combinados dentro de um nucleo,
podendo resultar em conflitos intergendmicos.

Adams & Wendel (2005) relatam que a poliploidia é uma das forcas
evolutivas mais penetrantes e que os genes duplicados na primeira gera¢do do
processo de poliploidizacdo podem sofrer silenciamento. Eventos epigenéticos,
como mudangas na metilagdo de citosinas e modificagdes em histonas, teriam
papel relevante no silenciamento génico. Doyle et al. (2008) explicam que o
profundo efeito da poliploidia na expressdo dos genes parece ser causado mais
pelo efeito da hibridizacdo do que pela duplicacdo do genoma e que 0s
mecanismos epigenéticos envolvidos ainda sdo pobremente entendidos. Os
mesmos autores comentam, ainda, que a retencdo preferencial ou a perda de
genes ocorrem em um grande numero de taxas, sugerindo que existem eventos
especificos que governam os genes duplicados. Estudos posteriores seriam
requeridos para elucidacdo desses eventos, envolvendo diferentes familias de
plantas, tipos de poliploidia e poliploides de diferentes idades. Levy &
Feldman (2004) analisaram altera¢fes na estrutura e na expressao do genoma em

alopoliploides naturais e sintéticos de trigo. Os autores encontraram répida
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evolugdo do genoma por meio da geracdo instantanea de variabilidade, levando a
eliminacdo de sequéncias de DNA, mudancas epigenéticas como a metilagdo de
sequencias codantes e nao codantes de DNA, silenciamento génico e ativagdo de
retroelementos que alteram a expressdo de genes adjacentes. Todas essas
mudancas, assim como a eliminagdo de sequencias ndo codantes, aumentam a
diferenciacdo dos cromossomos homedlogos na ploidia, levando a divergéncia
fisica entre os cromossomos homeodlogos e contribuindo para que o
comportamento meiético do poliploide seja semelhante ao do diploide. Shaked
et al. (2001), também trabalhando com trigo, demonstraram a eliminacédo de
sequencias curtas ndo aleatérias do genoma em alopoliploides recém-
sintetizados.

Na familia Poaceae, Kopecky et al. (2006) estudaram o hibrido oriundo
do cruzamento de Lolium multiflorae x Lolium perenne, também chamado
Festulolium, amplamente utilizado como forrageira. Esse hibrido relne
caracteristicas agrondmicas superiores, como produtividade, boa palatabilidade e
digestibilidade, quando comparado aos parentais. Usando técnicas de hibridacéo
in situ fluorescente (FISH) e hibridacdo gendmica fluorescente (GISH), os
autores analisaram a constituicdo gendmica de 600 hibridos e encontraram
grande variacdo na proporcdo dos genomas parentais, extensas recombinacdes
intergenbmicas e eliminacdes de cromossomos especificos e grupos de
Cromossomos.

Diversos outros autores também relatam a eliminagdo somatica total ou
parcial de cromossomos em cruzamentos interspecificos em gramineas. Laurie
& Bennett (1986), a partir de hibridizagdo entre trigo hexaploide (Triticum
aestivum) e milho (Zea mays), obtiveram um zigoto hibrido com um lote
cromossémico completo de cada parental, tendo os cromossomos de milho sido
subsequentemente eliminados. Os autores evidenciam o potencial desse sistema

para a producdo de trigo haploide e a transferéncia de segmentos de DNA do
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milho, incluindo elementos transponiveis, para o trigo.

Laurie & Bennett (1989) estudaram o desenvolvimento inicial de
sementes em cruzamentos entre o0 genotipo “Chinese Spring”, de trigo
hexaploide e “Séneca 60”, de milho, para determinar o tempo de eliminacdo dos
cromossomos de milho. Esses autores verificaram que um ou mais cromossomos
de milho sédo eliminados em cerca de 70% da primeira mitose zigotica. Células
zigéticas com dois nucleos ja tinham de 5 a 10 cromossomos menos do que
aquelas com um nicleo e cerca de metade dos zigotos com 4 células
embrionarias ndo mais continha cromossomos de milho, tendo a outra metade de
1 a 5. Todos os embrifes com quatro ou mais células continham microndcleos.
Como hipotese para explicar a elimina¢do cromossémica do hibrido, os autores
propdem que houve assincronia na sintese de nucleoproteinas, levando a perda
de cromossomos com segregacao tardia.

A eliminacdo somatica total ou parcial de cromossomos de uma das
espécies parentais em cruzamentos interespecificos na familia Poaceae também
foi relatada, por Barcley (1975), para Triticum aestivum x H. vulgare; por Riera-
Lizarazu et al. (1996), para Avena sativa x Zea mays; por Linde-Laursen &
Bothmer (1999), para Hordeum lechleri x H. vulgare e por Gernand et al.
(2005), para Triticum aestivum x Pennisetum glaucum.

Os hibridos provenientes do cruzamento entre trigo e milheto foram
estudados por Gernand et al. (2005), que observaram eliminagdo uniparental dos
cromossomos do milheto com formacdo de microndcleos, fragmentacdo e
hetrocromatinizagdo do DNA. A eliminagdo cromossdmica iniciou-se logo apos
a fertilizacdo, como relatado por Laurie & Bennett (1989) e Mochida et al.
(2004), e os cromossomos ou fragmentos eliminados ndo se alinharam
corretamente na metéafase, segregando tardiamente na anéfase e formando
micronlcleos. Os cromossomos do milheto ocuparam posicdo periférica no

nucleo interfasico, sofrendo fragmentacdo durante a replicacdo do DNA.
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Abreu et al. (2006) estudaram o fendmeno da mixoploidia que ocorre em
hibridos de capim-elefante e milheto tratados com agentes antimitoticos e
observaram ndmeros cromossdmicos variando de 14 a 42 cromossomos nas
metafases analisadas, bem como anormalidades citoldgicas, como anafases com
cromossomos atrasados, cromossomos ndo orientados na metéfase e formacao
de micronucleos.

Barbosa et al. (2007) tentaram restaurar a fertilidade de hibridos entre
capim-elefante e milheto para a producdo de um hexaploide estavel a partir da
utilizacdo de solucBes de colchicina em diversas concentracdes aplicadas em
‘seedlings’, plantulas e segmentos caulinares. A duplicacdo cromossdmica pela
presenca de polens viaveis foi confirmada em 38% das plantas sobreviventes e,
assim como no trabalho de Abreu et al. (2006), mixoploidia com ndmero
cromossdmico variando de 14 a 42 também foi detectada.

Campos et al. (2009b) trabalharam em um método eficiente para tratar
hibridos triploides de capim-elefante e milheto com colchicina, para posterior
obtencdo de hexaploides. Para identificagdo dos hexaploides, os autores
utilizaram citometria de fluxo, contagem cromossdémica e analise da morfologia
de estdbmatos. Das 480 plantulas triploides tratadas com colchicina, 200
sobreviveram e foram analisadas por citometria de fluxo para determinar sua
ploidia, sendo 17 hexaploides, 115 mixoploides e 68 triploides. A alta
porcentagem de mixoploides encontrada concorda com trabalhos anteriores que
relatam a perda de cromossomos e sequéncias de DNA quando diferentes

genomas sao reunidos em um mesmo nucleo.

2.6 Aplicacbes da citometria de fluxo
A analise por citometria de fluxo do conteddo de DNA nuclear em
células em interfase e metafase € uma excelente alternativa aos métodos

microscépicos classicos de contagem de cromossomos. Comparativamente, a
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citometria de fluxo apresenta as seguintes vantagens: € mais conveniente (a
preparacdo da amostra é facil), rapida (processamento de dezenas de amostras
num Unico dia de trabalho), ndo necessita de células em divisdo, € uma
metodologia ndo destrutiva (uma amostra pode ser preparada, por exemplo, a
partir de 50 mg de tecido foliar) e é capaz de detectar mixoploidias. Por essas
razdes, a citometria de fluxo ¢ uma metodologia utilizada em diferentes areas
que v@o desde a investigacéo basica até ao melhoramento de plantas e indUstria
(Dolezel, 1997).

Segundo Heslop-Harrison & Schwarzacher (2001), a citometria de fluxo
¢ uma técnica utilizada para mensurar o conteido de DNA de nlcleos,
permitindo avaliar o nivel de ploidia, fazer comparaces intra e interespecificas
do tamanho nuclear e avaliar o teor de DNA de cada cromossomo do
complemento de uma espécie. A quantidade de DNA em células vegetais pode
ser medida por meio de um procedimento relativamente simples, sendo possivel
obter milhdes de nlcleos em suspensdo a partir de poucas gramas de tecido
foliar macerado em solucéo tampéao que mantém a integridade nuclear (Galbraith
etal., 1983).

O principio da técnica de citometria de fluxo (Dolezel & Bartos, 2005)
estd relacionado as propriedades Oticas (dispersdo da luz e fluorescéncia) de
particulas (células, nucleos, cromossomos, organelas) que fluem em uma
suspensao liquida. As particulas em suspensdo movem-se emergidas num fluido
(tamp8o de extracdo) no interior de um capilar dentro de um aparelho
denominado citdmetro de fluxo (Dolezel, 1997). Essas particulas intersectam,
uma a uma, um feixe de laser ocorrendo um processo de dispersdo da luz e ou
emissédo de fluorescéncia (Dolezel & Bartos, 2005). A intensidade de dispersdo
da luz ou da emisséo de fluorescéncia esta relacionada com as propriedades das
particulas que estdo sendo analisadas (Dolezel & Bartos, 2005). A técnica tem

uma série de aplicacGes, desde a pesquisa basica até o melhoramento de plantas,
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entre elas, estimacdo do tamanho do genoma, avaliacdo de ploidia, deteccédo de
mixoploidia e aneuploidias, avaliacdo de ciclo celular, estudo de eliminacéao
cromossémica, separacdo de células, cromossomos ou organelas (Dolezel &
Bartos, 2005).

Diversos trabalhos utilizaram a citometria de fluxo como eficiente
ferramenta para a medicéo da quantidade de DNA da célula em picogramas (pg).
Suda (2002) analisou o nivel de ploidia do género Empetrum, representado na
Europa por dois taxa intimamente relacionados: o diploide E. nigrum s. stricto
(2n = 2x = 26) e o tetraploide E. hermaphroditum (2n = 4x = 52), havendo
discordancia entre os botanicos quanto a classificacdo desse taxa. Este autor
estudou 71 amostras do género, coletadas em 32 localidades da Suécia, Noruega
e Dinamarca, para determinacdo do nivel de ploidia por citometria de fluxo. A
espécie diploide foi encontrada em 10 localidades, a tetraploide em 24, havendo
areas de coexisténcia de ambas. Nesses locais, um novo nivel de ploidia foi
detectado, provavelmente originado de individuos triploides hibridos. Os valores
2C foram de 1,29 pg, 1,94 pg e 2,56 pg, para 0s niveis 2x, 3x e 4x de DNA,
respectivamente.

Souza et al. (2004) estudaram a variagdo no tamanho do genoma nuclear
de 8 taxas do género Passiflora, utilizando citometria de fluxo por meio de
nucleos corados com iodeto de propideo. Os autores verificaram que o conteido
de DNA variou de 3,16 a 5,36 pg de DNA para os diploides e 1,83 pg de DNA
para tetraploides. Diferengas no tamanho do genoma nuclear entre as diversas
espécies de Passiflora foram observadas, e o maior valor era 192% maior que 0
menor.

Para determinar o nivel de ploidia de embriGes somaticos de Vitis
vinifera L. derivados de plantas obtidas a partir de cultura de anteras, Leal et al.
(2006) utilizaram a técnica de citometria de fluxo. Apenas uma entre as 41

plantas analisadas (2,4%) apresentou variacdo somaclonal (tetraploidia); as
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outras plantas foram diploides. Diferencas significativas ndo foram detectadas
entre os materiais diploides e as plantas progenitoras de campo. Plantas
haploides ou aneuploides ndo foram observadas. O contetido de DNA nuclear de
nove cultivares de Vitis vinifera também foi estimado utilizando-se citometria de
fluxo e variacdo ndo significativa do conteldo de DNA foi observada (1,17
pg/2C a 1,26 pg/2C). Esses resultados e outros estudos prévios em espécies de
Vitis vinifera sugerem que o genoma de Vitis é estavel quanto ao contetdo de
DNA nuclear.

Para a familia Poaceae, também existem diversos relatos da utilizacdo da
citometria de fluxo. Vilhar et al. (2002) estudaram cinco populagdes naturais de
Dactylis glomerata L. oriundas de diferentes altitudes nos Alpes do norte da
Eslovénia para determinar a ocorréncia de subespécies. O comprimento dos
estdmatos, o didmetro de polen e a contagem cromossémica foram consistentes
com o taxon tetraploide D. glomerata subsp glomerata (2n = 2x = 28). O
tamanho do genoma foi medido em 55 individuos e o valor médio 2C foi de 8,6
pg de DNA. A média dos valores 2C de populagdes que cresciam em diferentes
altitudes mostrou apenas 2,1% de variagdo, ndo sendo observada correlagdo
entre altitude e tamanho do genoma.

Martel et al. (1997) determinaram a quantidade de DNA para 15
espécies pertencentes aos trés conjuntos génicos de Pennisetum, caracterizando
diferentes niveis de ploidia e variabilidade para todos 0s nimeros basicos (x = 5,
7, 8 e 9). O autor relata que as espécies cultivadas P. purpureum e P. glaucum
apresentam niveis de ploidia, ndmeros cromossdmicos e morfometria
cariotipicas diferentes, mas que 0s genomas sao praticamente iguais quanto a
quantidade de DNA (4,59 e 4,71 pg, respectivamente).

Trabalhando com hibridos triploides entre capim-elefante (Pennisetum
purpureum Schumach.) e milheto (P. glaucum (L.) R. Br.), Campos et al.

(2009a) objetivaram estabelecer um protocolo eficiente de embriogénese
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somatica e avaliar, por citometria de fluxo, a estabilidade genémica das plantas
obtidas in vitro. Os autores detectaram que a quantidade de DNA nuclear e a
ploidia das plantas regeneradas foram estaveis e homogéneas, em comparacao as
das plantas controle.

Os mesmos autores (Campos et al., 2009b) utilizaram um método in vitro
eficiente, proposto por Barbosa et al. (2007), utilizando plantulas triploides
oriundas do cruzamento entre capim-elefante e milheto tratadas com colchicina
para a producdo de hibridos hexaploides e sua subsequente identificacdo por
citometria de fluxo. Nesse estudo, a partir de materiais oriundos do programa de
melhoramento genético do capim-elefante da Embrapa Gado de Leite, foram
utilizadas a contagem cromossdmica e a analise da morfologia de estdmatos para
a analise de ploidia dos hibridos hexaploides obtidos. Quatrocentas e oitenta
sementes triploides, representando 12 diferentes hibridos, foram submetidas a
duplicacdo cromossdmica. As plantas sobreviventes (200) foram submetidas a
citometria de fluxo, das quais 17 foram hexaploides (8,5%), 115 mixoploides
(57,5%) e 68 triploides (34%). A contagem cromossomica foi feita apenas nas
plantas identificadas como hexaploides. A partir de 6 plantas triploides e
hexaploides (controle), o tamanho e a frequéncia dos estbmatos foram
analisados. A posterior confirmacdo da condicdo hexaploide foi feita por meio
da morfologia estomatica (reducdo da frequéncia estomatica e aumento do

comprimento dos estdmatos) e da contagem cromossdmica (2n = 2x = 42).

2.7 Anatomia de estomatos e sua aplica¢do no melhoramento

O estudo da anatomia foliar tem grande importancia para a ecologia e
fisiologia, além de ter aplicacdo para a fitopatologia e 0 melhoramento genético.
Estudos anatbmicos assumem maior importadncia quando associados aos
aspectos ecoldgicos, fisioldgicos e comparativos, subsidiando trabalhos

taxondmicos (Metcalf & Chalk, 1979). Pela anatomia da epiderme foliar pode-se
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inferir sobre a absorcdo de nutrientes nas faces abaxial e adaxial, levando ao
aumento da eficiéncia da aplicacdo foliar de nutrientes (Leece, 1976; Kannan,
1980). Também é importante identificar estruturas que atuam na resisténcia de
plantas a patdgenos, para subsidiar estudos de fitopatologia e melhoramento
genético.

Estbmatos sdo  pequenas  estruturas  epidérmicas  existentes
principalmente nas folhas, mas podem ser encontrados em frutos, flores e caules
jovens. Os estdbmatos sdo formados por duas células estomaticas (células
guardas), que delimitam uma fenda (ostiolo), duas ou mais células anexas
(acessorias ou subsidiarias) adjacentes e uma camara subestomatica, a qual esta
em conexdo com 0s espacos intercelulares. Por meio dos estbmatos ha
comunicacdo direta do interior da planta com o ambiente. O nimero de
estdmatos nas folhas varia entre 1000 e 100.000 por cm?, em diversas familias.
O tamanho médio varia de 3 a 12 um de largura por 7 a 40 um de comprimento
e, quando abertos, 100 um quadrados de area ocupando cerca de 1% a 2% da
area foliar total. Pode localizar-se nas duas faces das folhas (superior e inferior),
variando de acordo com a espécie (Appezzato-da-Gloria & Carmello-Guerreiro,
2003).

A densidade, o tamanho e a posic¢do dos estdbmatos na folha influenciam
0 processo de trocas gasosas e estdo de acordo com a propor¢do de transpiracdo
da planta, sendo sua densidade também influenciada pelas condi¢bes ambientais
de estresse (Stenglein et al., 2005).

Entre outras utilidades na citogenética e no melhoramento de plantas, o
estudo do nimero e do comprimento dos estdmatos pode ser Gtil na confirmacéo
do nivel de ploidia. Silva et al. (2000) estudaram o efeito da colchicina em
corpos semelhantes a protocormos de Cattleya intermedia L. (Orchidaceae).
Diferentes concentracdes da droga (0,00%, 0,05%, 0,10% e 0,20%), bem como

diferentes tempos de cultura (4 ou 8 dias), foram testadas para determinar o
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melhor tratamento para a inducdo de plantas tetraploides. Dos trés niveis de
colchicina aplicados, os tratamentos com 0,05% e 0,10% da droga parecem ser
mais efetivos na producdo de mixoploides e tetraploides, podendo tais
tratamentos ser utilizados em programas de melhoramento. Como critério para
distincdo entre diploides e tetraploides, foram realizadas medidas de &rea e
densidade de estdmatos das folhas. Os resultados sugerem que as plantas
tetraploides podem ser identificadas com elevado grau de certeza, quando a
selecdo é realizada com base na densidade de estdmatos.

A andlise estomatica de trés hibridos somaticos de citros obtidos por
fusdo de protoplastos foi realizada por Costa et al. (2004). Folhas jovens dos
hibridos somaticos e dos seus respectivos parentais foram coletadas e preparadas
para observacdes em microscopio eletrdnico de varredura. Os hibridos sométicos
poliploides apresentaram menor nimero de estdmatos por area, com maior
tamanho individual, quando comparados com as plantas diploides parentais. Ndo
foram observadas diferengas no arranjo interno das células estomaticas entre as
plantas parentais e os hibridos somaticos.

No trabalho de Vichiato et al. (2006) o objetivo foi comparar plantas
diploides (2n = 2x =38) e tetraploides induzidos (2n = 4x =76) de Dendrobium
nobile Lindl., mediante analises estomatica das folhas e de crescimento das
plantas. Para a analise estomatica, foram coletadas folhas completamente
expandidas do terceiro nd, que foram submetidas aos procedimentos usuais em
microtécnica vegetal para microscopia de luz e eletrénica de varredura. Foram
avaliados a frequéncia estomatica, a frequéncia das outras células epidérmicas, o
indice estomatico, o diametro polar e equatorial dos estbmatos e a relacdo entre
0 didmetro polar e o didmetro equatorial. D. nobile apresentou estbmatos
elipticos, com laterais gradualmente inclinadas, sendo o tamanho dos estdmatos
inversamente proporcional ao nivel de ploidia. As plantas poliploides

apresentaram menor crescimento quando comparadas com as diploides.
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Portanto, foi possivel distinguir plantas de D. nobile diploides das plantas
tetraploides utilizando as andlises estomaticas e morfométricas.

Vichiato et al. (2006) acrescentam que a analise estomética é uma
metodologia féacil e simples, que possibilita a identificacdo de supostos
poliploides e testemunhas diploides de um ensaio, por meio da contagem e da
medicdo comparativa de estdbmatos, uma vez que o comprimento dos mesmos
normalmente aumenta com o ndmero de cromossomos. No entanto, alguns
autores enfatizam que a analise estomatica nem sempre é eficiente e segura,
devido aos efeitos genéticos e da analise individual de algumas variaveis, que
podem ocasionar a classificacdo equivocada de determinados gendétipos em
relacdo ao nivel de ploidia (Vandenhout et al., 1995; Magallanes et al., 1996).

A determinacdo citomorfoldgica do nivel de ploidia de clones de batata
(Solanum tuberosum L.) obtidos por cruzamentos interespecificos foi estudada
por Magallanes et al. (1996). Visando a introgressdo de genes de espécies
selvagens que podem contribuir para a maximizagdo da heterozigose, a produgédo
de di-haploides (2n = 2x = 24) de Solanum tuberosum L. foi utilizada com o
indutor Solanum phureja Juz. E Buk. Por meio dessa técnica obtém-se clones
diploides, triploides e tetraploides. Os autores concluiram que, dos métodos
citomorfologicos utilizados para a discriminacdo das ploidias, somente a
avaliacdo do numero de cloroplastos das células guardas dos estdmatos foi
eficiente, ndo tendo a densidade estomatica discriminado satisfatoriamente os
clones de diversas ploidias.

Caracteristicas morfoanatdmicas da epiderme foliar de plantas variantes
e ndo variantes somaclonais de bananeiras (Musa sp. Colla cv. Prata-And)
cultivadas in vitro foram estudadas por Lacerda et al. (2008). O objetivo do
trabalho foi averiguar as diferencas morfoanatdmicas da epiderme foliar na
tentativa de diferenciar as plantas de ‘Prata-And’ em relacdo aos seus variantes

somaclonais que apresentam a caracteristica de gigantismo. A analise por
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microscopia eletrénica de varredura mostrou uma diferenca significativa entre o
didametro polar dos estdmatos da ‘Prata-And’ ndo variante e suas variantes,
ambas em condicdes in vitro, tendo sido observado que o mesmo ndo ocorre
para as plantas in vivo. O nimero médio de estdbmatos € menor nas plantas
variantes somaclonais, porém, sem diferencas significativas, a ndo ser para a
planta PIll. Conclui-se que os caracteres morfoanatémicos da epiderme foliar,
densidade estomatica e diametro estomatico polar atuam como marcadores
morfolégicos para caracterizar as plantas micropropagadas de ‘Prata-And’ em
relacdo aos seus variantes somaclonais para a caracteristica gigantismo.

Campos et al. (2009b), visando confirmar a ploidia de plantulas
triploides oriundas do cruzamento entre capim-elefante e milheto tratadas com
colchicina para a producéo de hibridos hexaploides, analisaram a morfologia de
estdbmatos. Quatrocentas e oitenta sementes triploides, representando doze
diferentes hibridos, foram submetidas a duplicagdo cromossdmica. As plantas
sobreviventes (200) foram submetidas a citometria de fluxo, das quais 17 foram
hexaploides (8,5%), 115 mixoploides (57,5%) e 68 triploides (34%). A posterior
confirmacdo da condicdo hexaploide foi feita por meio da morfologia
estomatica, havendo reducdo da frequéncia estomatica e aumento do
comprimento dos estdmatos. Os autores encontraram reducdo na frequéncia
estomatica de, aproximadamente, 48,83% e 44,83% nas plantas hexaploides,
para a superficie abaxial e adaxial, respectivamente. Considerando todos o0s
comprimentos estomaticos avaliados (polar e equatorial das superficies abaxial e
adaxial), o tamanho dos estdmatos nas plantas hexaploides foi 1,52 vez maior do
que o observado nas plantas triploides. Nas plantas mixoploides, o tamanho e o
comprimento dos estdmatos foram intermediarios entre aqueles observados nas
plantas triploides e hexaploides. Por meio deste estudo, mostrou-se que
caracteristicas estomaticas diferem marcadamente entre plantas triploides e

hexaploides.
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CAPITULO 2

CARACTERIZ~A(;AO CI:I'OGENETICA E ESTOMATICA DE
COMBINACOES GENOMICAS DE CAPIM-ELEFANTE E
MILHETO
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1 RESUMO

LEAO, Fernando Ferreira. Caracterizacdo citogenética e estomatica de
combinacdes gendmicas de capim-elefante e milheto. In: . Citogenética
e potencial forrageiro de combinages gendmicas de capim-elefante e milheto.
2009. Cap.2, p.58-89. Tese (Doutorado em Genética e Melhoramento de
Plantas) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG*.

Com o objetivo de caracterizar as combinagdes gendmicas tetraploides
(AAA’B) e pentaploides (AA’A’BB) resultantes do retrocruzamento do hibrido
hexaploide com seus parentais capim-elefante e milheto, estudos de contagem
cromossdmica, citometria de fluxo e anatomia de estdmatos foram efetuados.
Para a contagem cromossémica, as combinacdes gendmicas pentaploides
AA’A’BB e tetraploides AAA’B mostraram elevado grau de mixoploidia. A
combinacdo genémica HCM-6x-2 e a cultivar comercial Paraiso também foram
estudadas. O nimero cromossdmico dos pentaploides variou entre 20 e 34,
sendo 28 o mais frequente, enquanto, nos tetrapléides, o nimero cromossémico
variou entre 16 e 28, sendo 21 o mais frequente. A mixoploidia também foi
verificada entre os hexaploides, com o nimero cromossémico variando entre 14
a 42, sendo 28 o mais frequente em HCM-6x-2 e 36 na cultivar comercial
Paraiso. Anélise de variancia efetuada entre as combinagdes gendmicas 4x e 5x
mostrou que a variagdo do ndmero cromossémico foi maior nas combinacGes
genbmicas pentaploides do que nas tetraploides. A citometria de fluxo efetuada
em folhas jovens demonstrou que ocorreu perda de DNA nas combinacdes
gendmicas, variando de 14,71% a 19,00% nas tetraploides, de 9,25% a 14,45%
nas pentaploides, de 15,39% a 23,47% na cultivar comercial Paraiso e de 2,80%
a 27,88% para a combinacdo gendmica HCM-6x-2. A correlacdo de Pearson
entre 0 nimero de cromossomos observados e a quantidade de DNA observada
em pg foi de 0,958. Para a anatomia de estdbmatos, houve tendéncia das
combinagBes genbmicas tetraploides apresentarem estdmatos menores e mais
numerosos, 0 contrario ocorrendo com as pentaploides. A contagem
cromossémica e a citometria de fluxo foram mais eficazes que a anatomia de
estdmatos para a caracterizacdo das combinagfes genémicas.

*Comité Orientador: Dra. Lisete Chamma Davide — UFLA (orientadora) e Dr. Antonio Vander
Pereira — Embrapa Gado de Leite.
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2 ABSTRACT

LEAO, Fernando Ferreira. Cytogenetics and genomic stomatal
combinations of elephant grass and pearl millet. In: . Cytogenetics
and forage potential of genomic combinations in elephant grass and pearl
millet. 2009. Cap.2, p.58-89. Thesis (Doctor Genetics and Plant Breeding) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG *,

Aiming at characterizing the tetraploids (AAA’B) and pentaploids
(AA’A’BB) genomic combinations resulting from backcrossing hexaploid
hybrids with its parentals elephant grass and pearl millet, chromosome counting,
flow cytometry and anatomy of stomata studies were performed. For the
chromosome counting, both AA'A'BB pentaploid as the AAA'B tetraploid
genomic combinations showed a high degree of mixoploidy. The HCM-6x-2
genomic combination, as well as the Paraiso variety (both hexaploids) was also
studied. The assessed chromosome number of pentaploids ranged from 20 to 34,
and the most frequent ones numbered 28. The tetraploid chromosome number
ranged from 16 to 28, and the most common ones numbered 21. For HCM-6x-
2, the most frequent chromosome number was 28, and for the Paraiso variety it
was 36. They both showed mixoploidy, and the chromosome number evaluated
ranged from 14 to 42. The analysis of variance performed between
pentaploids and tetraploids combinations showed higher variation in the
chromosome number of pentaploid genomic combinations than in the
tetraploids. The flow cytometry performed on young leaves showed DNA loss in
genomic combinations, which ranged from 14.71 to 19.00% in tetraploids, 9.25
to 14.45% in pentaploids, 15.39 to 23.47% in Paraiso variety, and 2.80 to
27.88% in genomic combination HCM-6x-2. The Pearson’s correlation
between number of watched chromosomes and quantity of watched DNA
in pg was 0.958. As to stomata anatomy, tetraploid genomic combinations
tended to have smaller and more numerous stomata, as opposed to what was
observed in pentaploids. Both Chromosome counting and flow citometry were
more effective than stomata anatomy for genomic combination characterization.

*Guidance Committee: Dra. Lisete Chamma Davide (Major Professor) and Dr. Anténio Vander
Pereira — Embrapa Gado de Leite.
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3 INTRODUCAO

O capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum.) e o milheto
(Pennisetum glaucum (L.) R. Br.) sdo as espécies cultivadas de maior
importancia econémica e forrageira do género Pennisetum Rich. (Poaceae).

O capim-elefante é uma espécie alotetraploide com 2n = 4x = 28
cromossomos (genomas A’A’BB) e o milheto, uma espécie diploide com 2n =
2x = 14 cromossomos (genomas AA). Por serem estreitamente relacionadas,
apresentam boa capacidade de combinacdo genética e o cruzamento entre essas
espécies resulta na obtencdo de hibridos triploides estéreis com 2n = 3x = 21
cromossomos (genomas AA’B), propagados vegetativamente, porém, de grande
potencial forrageiro, tendo em vista serem tdo produtivos e mais palataveis que o
préprio capim-elefante (Hanna, 1999).

A fertilidade do hibrido pode ser resgatada por meio da duplicagéo
cromossdmica para a obtengdo de hexaploides férteis com 2n = 6x = 42
cromossomos (genomas AAA’A’BB) e, teoricamente, espera-se que esses
materiais apresentem meiose regular, com producéo de gametas e sementes viaveis.

As combinagdes gendmicas AAA’B e AA’A’BB podem ser obtidas com o
retrocruzamento do hexaploide com os parentais milheto e capim-elefante,
respectivamente. Com essa abordagem, espera-se reunir nesses hibridos as
caracteristicas favoraveis de forragem e sementes maiores, conferidas pelo genoma
A (Hanna, 1999), hem como rusticidade, agressividade, perenidade e elevada
producdo de matéria seca, proporcionadas pelo genoma B (Gonzalez & Hanna,
1984).

Nesse contexto, objetivou-se, por meio de citogenética convencional,
realizar a caracterizacdo de combinagBes gendmicas resultantes dos cruzamentos
entre hibridos hexaploides com capim-elefante e milheto e, por meio da citometria

de fluxo e andlise estomatica, a caracterizacdo de combinacBes gendmicas
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triploides, tetraploides, pentaploides e hexaploides, além de verificar a eficiéncia

dessas metodologias.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material genético

O trabalho foi realizado a partir de analises efetuadas em quinze
genotipos (Tabela 1), dos quais treze foram propagados vegetativamente
(clones). A cultivar comercial Paraiso, oriunda da mistura de sementes de sete
plantas diferentes e o milheto M36 foram propagados por sementes (populacéo).
Os gendtipos hexaploides foram obtidos por inducdo de duplicacdo
cromossémica, sendo a combinacdo genémica HCM-6x-1 obtida a partir de seis
clones diferentes e HCM-6x-2, a partir de sete clones diferentes.

A contagem cromossdmica foi efetuada nas combinagbes genémicas 4x
e 5x, sendo, para fins de comparagdo, também realizada na cultivar comercial
Paraiso e no genétipo HCM-6x-2 (hexaploides). Para a citometria de fluxo e
andlises estomaticas, todos os genétipos foram avaliados. O material genético foi
obtido de um experimento instalado no Campo Experimental da Embrapa Gado
de Leite, localizada em Coronel Pacheco, MG.

Apbs as coletas de estacas e folhas, os demais trabalhos foram
conduzidos nos laboratérios de Citogenética e de Anatomia Vegetal da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG e no Laboratério de
Genética Vegetal da Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG.

A implantacdo do experimento de campo ocorreu em 11/04/2008. O
delineamento utilizado foi o de blocos casualizados, com duas repeticfes. A
parcela foi composta por uma linha de 6 m, sendo o espacamento de 1,5 m entre
linhas. A adubacéo de plantio foi composta por superfosfato simples (50 g/m de
sulco) e, no plantio, utilizaram-se 90 gemas por 6 m de linha. O corte de
uniformizagdo foi realizado em 22/10/08 e os cortes para avaliagdo de

caracteristicas agronémicas foram realizados em 22/12/2008 e 19/02/2009.
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TABELA 1 Combinacdo genética, cromossdmica e ploidia esperada dos
gendtipos de Pennisetum sp. utilizados no experimento.

Ploidia
Gen6tipos Identificagdo dos gendtipos Comtimggao espe_ra(:ia~
gendmica (constituicdo
gendmica)
Diploide
M-36 Milheto 36 (populagio de milheto) 2X AA
. . Triploide
CNPGL 92-176- Cultivar Merker (clone de capim-elefante) (4%) x (2X) (AA'B)
3 X CMS 464 (populagéo de milheto)
Cultivar Pasto Panama (clone de capim- Triploide
CNPGL 94-49-6 elefante) x Milheto 38 (populagio de (4%) X (2x) (AA'B)
milheto)
Cultivar Trés Rios (clone de capim- Tet’rap,loide
Pioneiro elefante) x cultivar Merker de Santa Rita (4x) x (4x) (A’A’BB)
(clone de capim-elefante)
Cameroon Cultivar Cameroon (clone de capim- ax Tetraploide
elefante) (A’A’BB)
Hexaploide-165 (clone hexaploide de Tetraploide
HCM*-4x-1 capim-elefante x milheto) x Milheto 36 (6x) x (2x) (AApA’B)
(populagdo de milheto)
Hexaploide 165 (clone hexaploide de Tetraploide
HCM-4x-2 capim-elefante x milheto) x Milheto 36 (6x) x (2x) (AApA'B)
(populagdo de milheto)
Cultivar Paraiso (populagdo hexaploide de .
HCM-4x-3 capim-elefante x milheto) x (6x) x (2x) T(eﬂtra: pcl?é(;e
Milheto MSI (populagdo de milheto)
Hexaploide 07-3 (populacéo hexaploide .
HCM-4x-4 de capim-elefante x milheto) (6x) x (2X) T(eﬂtra: pcl?éc;e
x Milheto 35 (populacéo de milheto)
...continua...
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Tabela 1, Cont.

HCM-5x -1

HCM-5x-2

HCM-5x-3

Paraiso

HCM-6x-1

HCM-6x-2

CNPGL 96-27-3 (clone de capim-
elefante)
x cultivar Paraiso (populagio hexaploide
de capim-elefante x milheto)

CNPGL 96-27-3 (clone de capim-
elefante)
x Cultivar Paraiso (populagéo
hexaploide de capim-elefante x milheto)

CNPGL 96-27-3 (clone de capim-
elefante)
x cultivar Paraiso (populagdo hexaploide
de capim-elefante x milheto)

Cultivar Paraiso (populagdo hexaploide
de capim-elefante x milheto)

Hexaploide 07-1 (populagdo hexaploide
de capim-elefante x milheto)

Hexaploide 07-2 (populagdo hexaploide
de capim-elefante x milheto)

(4x) x (6x)

(4x) x (6x)

(4x) x (6x)

6X

6x

6X

Pentaploide
(AA’A’BB)

Pentaploide
(AA’A’BB)

Pentaploide
(A A’A’BB)

Hexaploide
(AAA’A’BB)

Hexaploide
(AAA’A’BB)

Hexaploide
(AAA’A’BB)

*HCM = hibrido de capim-elefante x milheto

4.2 Analise citogenética

Para a contagem de cromossomos

metafasicos,

adaptou-se a

metodologia proposta por Techio et al. (2002). Utilizaram-se pré-tratamentos

com ciclohexamida 25 mg.L™ e hidroxiquinoleina 300 mg.L™ (1:1), por 2 horas

e 45 minutos, para as pontas de raizes que foram coletadas. As raizes foram

lavadas 3 vezes, por 5 minutos, em agua destilada, ap6s o tratamento, secas e
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fixadas em solucdo de Carnoy (etanol e acido acético — 3:1), por 24 horas.
Posteriormente, procedeu-se a maceracdo enzimatica das raizes em solucao de
pectinase (40%)/celulase (4%) por 4 a 6 horas, extracdo e fragmentacdo do
meristema. A técnica de esmagamento foi utilizada para a montagem das
laminas, sendo a coloracdo feita por Giemsa 5%, por 10 minutos. A avaliacao
das laminas foi feita em microscépio de campo claro (Leica DMLS), equipado
com microcamera (Nikon Digital Sight DS-Fil) para digitalizacdo das imagens.

Para as racas cromossdmicas 4x e 5x, avaliaram-se 10 laminas por
gendtipo e 5 metafases por lamina, sendo o experimento composto por 2 blocos
(repeticbes). Avaliaram-se 100 metafases para as combinacdes gendmicas
HCM-4x-1, HCM-4x-2, HCM-4x-3 e HCM-5x-1. Porém, para os genétipos e
HCM-4x-4, HCM-5x-2 e HCM-5x-3, ndo foi possivel obter estacas oriundas das
parcelas dos dois blocos e analisaram-se estacas oriundas de parcelas de apenas
um dos blocos, totalizando 50 metafases. Para o gen6tipo HCM-6x-2, avaliou-se
um total de 41 metéfases e, para a cultivar comercial Paraiso, avaliou-se um total
de 59 metéfases.

A verificacdo da variacdo do ndmero cromossdmico entre as
combinagBes gendmicas 4x e 5x foi realizada a partir de analise de variancia e,
para comparar a eficiéncia dos métodos de contagem cromossémica e citometria
de fluxo, efetuou-se uma analise de correlacdo entre as variaveis nlmero
cromossémico esperado e quantidade de DNA observada em picogramas (pg),

por meio de estimativa de correlagdo de Pearson.

4.3 Citometria de fluxo

Trés amostras foram avaliadas para cada genotipo, com o objetivo de
estimar a quantidade de DNA e inferir a ploidia ou a mixoploidia, utilizando-se,
aproximadamente, 20 a 30 mg de tecido foliar jovem para cada amostra,

juntamente com a mesma quantidade de tecido foliar jovem de Glycine max
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(padrdo interno de referéncia). Os tecidos foliares foram triturados em placa de
Petri contendo 1 mL de tampdo LBO1 gelado para a obtencdo de suspensao
nuclear (Dolezel, 1997) e, posteriormente, aspirada por meio de duas camadas
de gaze. Em seguida, a suspensdo nuclear foi filtrada em uma malha de 50um,
sendo adicionados @ mesma 25uL de iodeto de propidio e 2,5uL de RNAse. Para
cada amostra foram analisados, pelo menos, 10 mil nicleos.

A anélise foi realizada no citdmetro Facscalibur (Becton Dickinson),
sendo os histogramas obtidos no software Cell Quest e analisados no software
WinMDI 2.8. O conteudo de DNA nuclear (pg) dos tratamentos foi estimado por
comparagdo com a posicdo em relacdo ao pico G1 do padrdo interno de
referéncia (Glycine max). Os valores observados da quantidade de DNA foram
utilizados para comparar com os valores esperados, segundo Campos et al.
(2009), que apontam, para o capim-elefante, a quantidade de 4,54 pg de DNA e,
para o milheto, 4,75 pg.

4.4 Analise estomatica
4.4.1 Confecgdo das laminas

Foram utilizadas folhas de todos os genotipos, nas quais foi feito um
corte de cerca de 10 cm em sua parte mediana, evitando-se a nervura principal.
Utilizando-se a técnica de impressdo de epiderme (Segato et al., 2004), os

estbmatos das faces adaxiais e abaxiais foram analisados.

4.4.2 Técnica da impressdo da epiderme

Consiste em colocar uma gota de adesivo instantdneo universal (Super
Bonder®) sobre uma lamina de vidro (Segato et al., 2004). A regido de interesse
da folha é, entdo, pressionada sobre a lamina, por, aproximadamente, 10
segundos, tempo necessario para que o adesivo se espalhe e seque o suficiente,

permitindo a separacdo da folha da lamina e a manutencdo da impressdo da
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epiderme. E necessario que parte da folha ndo receba o adesivo, pois a separacio
da folha e da lamina é feita com um pux&o a partir desse local que ndo recebeu o
adesivo. Depois de confeccionadas, as laminas devem ser mantidas em

condicOes ambientais até a avaliac&o.

4.4.3 Anélise de densidade e didmetro estomatico

Para cada um dos 15 genotipos foram confeccionadas 10 laminas (10
repeti¢bes), totalizando 150 laminas. Em cada tratamento, os estdmatos foram
contados e medidos na face abaxial (5 laminas) e na face adaxial (5 laminas).

O diametro estomatico em um foi analisado a partir da medida dos
diametros equatorial e polar de 4 estbmatos por lamina, totalizando 40 medidas
por genotipo, 20 na face adaxial e 20 na abaxial. A densidade estomatica
(ntmero de estdmatos por mm?) foi medida a partir de 2 repeticdes por lamina,
totalizando 20 medidas por gendétipo, 10 na face adaxial e 10 na abaxial. A
avaliacdo das laminas foi feita em microscopio de campo claro (Leica DMLS),
equipado com microcdmera (Nikon Digital Sight DS-Fil), para digitalizacdo das
imagens. As analises de variancia foram feitas com base no modelo inteiramente
casualizado, com utilizacdo do teste de Scott & Knott (1974) para a deteccdo de

variacOes entre 0s genotipos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Sendo o nUmero béasico de cromossomos x = 7, tanto para o capim-
elefante como para o milheto, o numero cromossémico esperado nas
combinagBes gendmicas tetraploides era 28, nas pentaploides, de 35 e, para 0s
genotipos poliploidizados (6x), incluidos para fins de comparagéo, 42. Todas as
combinagBes gendmicas apresentaram mixoploidia e houve a nitida separagao
das racas cromossOmicas 4x, 5x e 6x em trés grupos, tendo 0s numeros
cromossémicos observados acompanhado o aumento da ploidia (Tabela 2). As
combinacBes gendmicas 4x apresentaram células com ndmero cromossémico
variando entre 16 e 28 (Figura 1 e Tabela 2), tendo variagdo para 0s ndmeros
cromossémicos modais ficado entre 20 e 21 (Tabela 2), enquanto, nas 5x, a
variacdo do numero cromossdmico ficou entre 20 e 34 (Figura 2 e Tabela 2), e a
variacdo para 0s numeros cromossémicos modais ficou entre 27 e 32 (Tabela 2).
Ja os gendtipos submetidos a duplicagdo cromossémica apresentaram células
com 14 a 42 cromossomos (Figura 3 e Tabela 2), sendo 36 0 nimero modal para
a cultivar comercial Paraiso e 28 para a combinacdo gendmica HCM-6x-2. O
nimero de células observadas com o complemento cromossémico completo (28
para as 4x, 35 para as 5x e 42 para as 6x) foi muito reduzido, embora tenha sido

um pouco mais frequente na combinacdo genémica HCM-6x-2 (Tabela 2).
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TABELA 2 Numeros de metafases analisadas, de cromossomos determinados,
modal e percentagem de metafases com o nimero modal.

NC d % de
e 0 A 0 4
Gendtipos metafases N cromossomico N metafases
: determinado® modal comon°
analisadas modal
HCM-4x-1 100 18(6), 19(14), 20(14), 21 21 19
(19), 22(13), 23(14), 24
(11), 25(2), 26(6), 27(0),
28(1)
HCM-4x-2 100 16(2), 17(3), 18(4), 21 24
19(13), 20(11), 21(24),
22(20), 23(16), 24(4),
25(3)
HCM-4x-3 100 17(1), 18(13), 19(11), 20 27
20(27), 21(26), 22(12),
23(6), 24(2), 25(),
26(0), 27(0), 28(1)
HCM-4x-4 50 17(2), 18(4), 19(9), 20 24
20(12), 21(11), 22(7),
23(1), 24(3), 25(1)
HCM-5x-1 100 25(4), 26(3), 27(7), 32 20
28(7), 29(13), 30(17),
31(13), 32(20), 33(11),
34(5)
HCM-5x-2 50 20(1), 21(1), 22(1), 28 26
23(0), 24(1), 25(6),
26(7), 27(6), 28(13),
29(5), 30(4), 31(2),
32(2), 33(1)
HCM-5x-3 50 22(2), 23(0), 24(2), 27 22

25(4), 26(1), 27(11),
28(7), 29(6), 30(7),
31(6), 32(1), 33(3)

...Continua...
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Tabela 2, Cont.

Paraiso 59 14(1), 15(0), 16(1), 36 13,56

17(0), 18(0), 19(0),
20(3), 21(0), 22(3),
23(0), 24(7), 25(4),
26(1), 27(1), 28(4),
29(0), 30(4), 31(0),
32(5), 33(0), 34(1),
35(0), 36(8), 37(0),
38(7), 39(1), 40(7),
41(0), 42(1)

HCM-6x-2 41 14(2), 15(0), 16(0), 28 19,51

17(0), 18(2), 19(0),
20(2), 21(0), 22(1),
23(0), 24(0), 25(0),
26(2), 27(0), 28(8),
29(0), 30(1), 31(0),
32(1), 33(0), 34(1),
35(0), 36(6), 37(2),
38(1), 39(0), 40(5),
41(0), 42(7)

* = entre parénteses, 0 numero de metafases contadas com o determinado
niimero cromossémico
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FIGURA 1 Numeros cromossdmicos em genotipos 4x. A) HCM-4x-2 com 16
cromossomos. B) HCM-4x-3 com 20 cromossomos. C) HCM-4x-2
com 21 cromossomos. D) HCM-4x-3 com 28 cromossomos. Para
A, B e C, as barras representam 5 um e para D, 10 um.
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FIGURA 2 Numeros cromossdmicos em gen6tipos 5x. A) HCM-5x-2 com 20
cromossomos. B) Duas metafases de HCM-5x-3 com 28 e 32
cromossomos. C) HCM-5x-1 com 32 cromossomos. D) HCM-5x-1
com 32 cromossomos. Para A, B e D, as barras representam 5 um e,
para C, 2,5 um.
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FIGURA 3 Numeros cromossdmicos em gen6tipos 6x. A) HCM-6x-2 com 14
cromossomos. B) Duas metafases de HCM-6x-2 com 26 e 28
cromossomos. C) HCM-6x-2 com 39 cromossomos. D) Paraiso com
42 cromossomos. Para A, B e C, as barras representam 2,5 um e
para D, 5 um.

A andlise de variancia (Tabela 3) confirma que as combinagdes
gendmicas 4x e 5x sdo estatisticamente diferentes entre si quanto ao ndmero
cromossdmico e que, dentro das ragas cromossdmicas 4x, ha menos variacdo
que dentro das racas cromossdmicas 5x, principalmente levando-se em conta o

nimero modal (Tabela 2).
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TABELA 3 Andlise de variancia do nimero cromossomico para as ragas
cromossdmicas 4x e 5x.

Fontes de variacéo Graus de liberdade Quadrados médios
Gendtipos 10 180,24**
5x 3 23,70%*
4X 6 4,03™
5X Vs 4x 1 1707,09**
Erro 99 2,96
CV (%) - 7,27

™ Ndo significativo e ** significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.

As alteragcbes gendmicas em hibridagBes interespecificas tém sido
relatadas em diversos trabalhos (Comai, 2000; Ridle & Birchler, 2003; Levy &
Feldman, 2004; Adams & Wendel, 2005; Doyle et al., 2008; Campos et al.,
2009, entre outros) que, de forma geral, apontam que a presenca de dois ou mais
genomas diferentes no mesmo ndcleo levam a rearranjos cromossdmicos e a
mudancas no numero e na distribuicdo de sequéncias de DNA, podendo haver
conflitos intergendmicos e perda de cromossomos.

Os hibridos provenientes do cruzamento entre trigo e milheto foram
estudados por Gernand et al. (2005). Os autores observaram eliminacdo
uniparental dos cromossomos do milheto com formacdo de microndcleos,
fragmentacdo e hetrocromatinizagdo do DNA. A eliminagdo cromossémica
iniciou-se logo apds a fertilizacdo, como relatado por Laurie & Bennett (1989) e
Mochida et al. (2004). Os cromossomos do milheto ocuparam posicéo periférica
no nucleo interfasico, sofrendo fragmentacdo devido a assincronia no processo
de replicagdo do DNA.

Kunakh et al. (2008) estudaram o nimero cromossdmico de células de
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meristemas de raizes de espécies cultivadas de cruciferas capazes de hibridizar
com Brassica napus e encontraram, para Brassica nigra, menos da metade dos
seedlings como verdadeiramente diploides, sendo a maioria mixoploides. Esses
autores explicam que um alto nivel de mixoploidia pode evidenciar um elevado
grau de plasticidade do genoma, caracteristica Util para aumentar a
adaptabilidade da planta em condigdes desfavoraveis.

Neste trabalho, a coloracdo utilizada para a contagem cromossdémica foi
a convencional, ndo havendo como afirmar se 0s cromossomos perdidos seriam
oriundos do capim-elefante ou do milheto. Esta questdo poderia ser esclarecida
com a utilizacdo da técnica de citogenética molecular de hibridizacdo genémica
in situ (GISH), em que o DNA genbmico total de uma espécie é utilizado para
identificar cromossomos em hibridos naturais ou artificiais; além disso, a
mixoploidia que caracterizou as combinacBes gendmicas também poderia ser
explicada pela diferente duracéo de tempo do ciclo celular dos genomas A, A’ e
B, visto que essa informacdo ainda ndo estd disponivel na literatura e que
existem dois genomas B nas combinag¢fes gendmicas 5x e apenas um nas 4x.

A mixoploidia encontrada neste estudo também foi verificada por Abreu
et al. (2006). Estes autores relatam que, para os hibridos triploides submetidos a
tratamento com agentes antimitoticos, houve duplicacdo seguida de eliminagéo
cromossémica, confirmada pelas aberragdes cromossdmicas e que, das células
analisadas, 86,4%, em média, apresentaram nimero cromossémico diferente de
21. Barbosa et al. (2007), ao estudarem os hibridos de capim-elefante e milheto
submetidos a duplicacdo cromossdmica e tratados com agentes antimitéticos,
observaram numeros cromossdmicos que variaram de 14 a 42, nas metéafases
analisadas. Campos et al. (2009) relatam que 480 plantulas triploides (hibridos
de capim-elefante e milheto) foram tratadas com colchicina para a obtencdo de
hexaploides e, das 200 sobreviventes, 115 foram mixoploides.

Para este trabalho, reducdes na quantidade de DNA foram evidenciadas
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pelas analises de citometria de fluxo (Tabela 4). A quantidade de DNA esperada
para as combinacfes gendmicas avaliadas neste trabalho foi calculada a partir da
quantidade de DNA observada para o milheto (4,75 pg) e capim-elefante (4,54
pg), obtida por Campos et al. (2009). Dessa forma, espera-se que o hibrido
triploide apresente uma quantidade de DNA intermediaria a dos progenitores
(4,645 pg) e, por duplicagdo desta quantidade, o hibrido hexaploide apresente
9,29 pg de DNA. A gquantidade de DNA em pg esperada para as combinacdes
gendmicas pentaploides sdo obtidas a partir da soma do valor n dos parentais
(4,645 pg do hibrido hexaploide + 2,27 pg do capim-elefante). Para as
combinacBes gendmicas tetrapldides, é valida a mesma explicacdo (4,645 pg do
hibrido hexaploide + 2,375 pg do milheto).

A variagdo na reducdo da quantidade de DNA (Tabela 4) das
combinagBes gendmicas ocorreu devido a diferente composicdo das mesmas. Os
hibridos triploides e combinagdes gendmicas 4x e 5x s&o clones, ao passo que as
combinacBes gendmicas hexaploides foram obtidas a partir da mistura de 6 e 7
clones diferentes da populacdo capileto (HCM-6x-1 e HCM-6x-2,
respectivamente). A cultivar comercial Paraiso também foi obtida a partir da
mistura de sementes de sete plantas diferentes, o que contribuiu para a variagao
na reducdo da perda de DNA (Tabela 4).

Para a combinacdo genémica CNPGL 92-176-3, aferiu-se pequena perda
percentual na quantidade de DNA (Tabela 4 e Figura 4), indicando que esses
triploides estdo genética e evolutivamente bem estabelecidos, quando
comparados as combinagBes gendmicas 4x e 5x, que apresentaram redu¢es bem
maiores nas quantidades de DNA, mostrando que as mesmas tém tendéncia para
menor estabilidade gendmica, por serem hibridos interespecificos artificiais
recentemente obtidos. Esses resultados indicam a possibilidade do uso das
combinacBes gendmicas 4x e 5x em programas de melhoramento genético, pois,

apo6s alguns ciclos de selecdo, provavelmente, o0s rearranjos gendmicos
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diminuirdo, tornando-as mais estaveis.

TABELA 4 Quantidade de DNA esperada, observada e perda percentual de
DNA para 0s gen6tipos analisados.

Quantidade  Quantidade

Genstipos N°de  Ploidia  de DNA de DNA Zi“g‘,\foA/")
repeticdes  esperada esperada observada
(pg) (pg) (pg)
MilhetoM36 1 2X 4,75 4,72
CNPGL 92-176-3 1 3X 4,64 4,54 2,16%
2 3x 4,64 4,56 1,72%
CNPGL 94-49-6 1 3X 4,64 4,62 0,43%
2 3x 4,64 4,66 0,00%
Pioneiro 1 4x 4,54 4,47
2 4x 4,54 4,55
Cameroon 1 4x 4,54 4,57
2 4x 4,54 4,62
HCM*-4x-1 1 4x 7,00 5,75 17,86%
2 4x 7,00 5,97 14,71%
HCM-4x-2 1 4x 7,00 5,67 19,00%
2 4x 7,00 5,90 15,77%
HCM-4x-3 1 4x 7,00 5,81 17,00%
2 4x 7,00 5,88 16,00%
HCM-4x-4 1 4x 7,00 5,78 17,43%
HCM-5x-1 1 5X 6,92 6,16 10,98%
2 5x 6,92 5,92 14,45%
HCM-5x-2 1 5X 6,92 6,28 9,25%
HCM-5x-3 1 5x 6,92 6,04 12,72%
Paraiso 1 6X 9,29 7,86 15,39%
2 6Xx 9,29 7,11 23,47%
HCM-6x-1 1 6X 9,29 8,46 8,93%
2 6Xx 9,29 6,84 26,37%
HCM-6x-2 1 6X 9,29 6,70 27,88%
2 6x 9,29 9,03 2,80%

*HCM = hibrido de capim-elefante x milheto

Observando-se as combinacBes gendmicas 4x (AAA’B) e 5x
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(AA’A’BB), percebe-se que a combinacdo gendmica pentaploide é muito
semelhante a combinacdo genémica do capim-elefante (A’A’BB), tendo apenas
uma dose extra do genoma A, ao passo que a combinacdo gendmica tetraploide
assemelha-se mais & combinacdo genémica do milheto (AA), apresentando dois
genomas extras (A’ e B). Essas observagdes talvez possam contribuir para
explicar a maior reducdo na quantidade de DNA observada nas ragas
cromossdmicas 4x, que apresentariam maior desequilibrio gendémico, quando
comparadas as 5x.

Como as ragas cromossdmicas 4x apresentaram menor variagdo no
nimero cromossdémico e maior perda de DNA e as 5x, maior variacdo no
nimero cromossdmico e menor perda de DNA, levantou-se a hip6tese de que as
perdas de segmentos cromossdmicos nas 4x tenham sido maiores que nas 5x
que, provavelmente, eliminaram mais cromossomos inteiros que as 4x. Com a
utilizacdo da técnica de citogenética molecular de hibridizacdo fluorescente in
situ (FISH), esses cromossomos poderiam ser identificados, visando a producéo
de linhas de adi¢do ou substituicdo que poderiam ser interessantes para o
programa de melhoramento genético do capim-elefante.

A perda de DNA para os gendtipos hexaploides da populacéo capileto ja
foi verificada por Campos et al. (2009). Entre as repeticdes 1 e 2 das
combinagBes gendmicas HCM-6x-1 e HCM-6x-2, houve grande diferenca na
quantidade de DNA observada em relacdo a esperada (Tabela 4) porque as
mesmas foram obtidas a partir da mistura de clones diferentes. Infere-se que a
estabilidade dos gendtipos nos quais houve menor perda de DNA (repeti¢do 1 do
gendtipo HCM-6x-1 e repeticdo 2 do gen6tipo HCM-6x-2) é maior e que ainda
estdo ocorrendo conflitos genémicos e perda de sequéncias em maior quantidade
na repeti¢do 2 do gendtipo HCM-6x-1 e na repeticdo 1 do genétipo HCM-6x-2.
A cultivar comercial Paraiso, obtida a partir da mistura de sementes de sete

plantas diferentes, também apresentou variacdo quanto a perda de DNA, mas
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esta ndo foi tdo contrastante entre as duas repeticGes como as apresentadas pelos
gendtipos HCM-6x-1 e HCM-6x-2 (Tabela 4).
Gréaficos foram obtidos (Figuras 4, 5 e 6) a partir das analises de

citometria de fluxo.
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FIGURA 4 Citometria de fluxo do milheto, capim-elefante e combinacédo
_gendmica CNPGL 92-176-3 (hibrido triploide).
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FIGURA 5 Citometria de fluxo com quantidades de DNA semelhantes a da
repeticdo 2 da combinacdo genémica HCM-4x-2, com 5,90 pg de
DNA (A) e a da repeticdo 2 da combinacdo gendémica HCM-5x-1,
com 5,92 pg de DNA (B).
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FIGURA 6 Citometria de fluxo da repeticdo 2 da combinagdo gendmica HCM-
6x-2 (A), com 9,03 pg de DNA e da repeticdo 1 da combinacao
gendmica HCM-6x-1 (B), com 8,46 pg de DNA.

Considerando-se o numero cromossdmico basico x=7, efetuou-se uma
estimativa de correlacdo de Pearson entre contagem cromossémica e citometria
de fluxo para as combina¢des gendmicas 4x e 5x. As variaveis analisadas foram
0 numero de cromossomos e a quantidade de DNA observados. O resultado
encontrado de 0,958, significativo a 1% pelo teste t, demonstrou que guanto
maior 0 ndmero cromossdmico observado, maior a quantidade de DNA
observada. Dessa forma, constatou-se, estatisticamente, a eficiéncia da contagem
cromossémica e da citometria de fluxo para a caracterizagdo das racgas
cromossdmicas 4x e bx.

Nas anélises de densidade e didmetro estomaticos, deu-se énfase as
observagdes das racas cromossémicas 4x e 5x, para verificar se essa abordagem
é util na distincdo das combinacfes gendmicas entre si e entre os demais
gendtipos que faziam parte do experimento.

Quanto & densidade estomatica (nimero de estématos por mm?), o teste
de Scot & Knott (1974) apontou diferenca entre as faces adaxial e abaxial,

implicando que ambas as faces podem ser avaliadas quanto a essa caracteristica
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(Tabela 5).

Para a densidade nas faces adaxial e abaxial, os genétipos 4x
posicionaram-se entre aqueles que apresentaram nimero de estdmatos maior e
intermediario e os 5x, entre os de numero intermediario e pequeno (Tabela 5). O
teste de Scot & Knott (1974) foi eficiente na distincdo das ragas cromossdmicas
4x e 5x para a densidade na face abaxial da folha, 0 mesmo n&o ocorrendo com a
face adaxial. Houve tendéncia dos geno6tipos de maior ploidia apresentar menor
nimero de estbmatos. As combinacGes gendmicas 3x e 6x foram bem
caracterizadas e esse resultado concorda com outros trabalhos sobre densidade
estomatica, entre eles o de Campos et al. (2009), que conseguiram distinguir
gendtipos triploides de hexaploides em capim-elefante.

Quanto ao didmetro estomatico (medido em um) na face adaxial, o teste
de Scot & Knott (1974) apontou diferencas entre os didmetros polares e
equatoriais, implicando que ambos devem ser avaliados quanto a essa
caracteristica (Tabela 5).

Para a andlise envolvendo os didmetros equatoriais e polares da face
adaxial, as racas cromossdémicas 4x apresentaram didmetros pequenos e
intermediarios e as 5X, intermediérios e grandes (Tabela 5). Com relacdo ao
diametro polar, os triploides e hexaploides puderam ser nitidamente separados.
Tanto para os diametros equatoriais como para os polares, a distingdo das ragas
cromossémicas 4x e 5x entre si e entre 0s demais genotipos mostrou-se dificil,
embora haja a tendéncia do aumento do didmetro com o aumento da ploidia
(Figura 7).

Com relagéo ao diametro estomatico (medido em um) na face abaxial, o
teste de Scot & Knott (1974) apontou diferencas entre os didmetros polares e
equatoriais (Tabela 5). Mais uma vez, as ragas cromossdmicas 4x apresentaram
diametros intermediarios e pequenos e as 5x, intermediarios e grandes,

dificultando a disting¢do entre elas e entre os demais genétipos.
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TABELA 5 Teste de médias e anélises de variancia para densidade e diametro
estomaticos.

Densidade Densidade Diametro Diametro Diametro  Diametro

Gendtipos . . adaxial adaxial abaxial abaxial

adaxial abaxial . .

polar equatorial polar equatorial

Milheto M36 25,35 b 28,00 b 13,80 b 31,07¢ 1491 ¢ 32,67b
%\éPg(?L 92- 2450 b 35,00a 10,52 ¢ 26,07 ¢ 15,94 b 35,68 b
%\_‘g GL9%- o475b  3275a  1340b  34,690b  1384c  34,80b
Pioneiro 25,75b 28,25b 13,24 b 36,34 b 16,31b 39,57a
Cameroon 2150 b 26,00 c 13,63 b 35,18 b 15,84 b 38,50 a

HCM"-4x-1 28,50a 31,75a 11,02 ¢ 34,15b 11,47d 34,34b
HCM-4x-2 27,25a 31,75a 12,94 b 29,61c 13,40 ¢ 29,60 b
HCM-4x-3 32,50a 34,25a 12,23 ¢ 3l,11c 11,97 d 3191b
HCM-4x-4 23,00 b 28,75 Db 11,20 ¢ 33,07b 13,95¢ 38,83a
HCM-5x -1 1525¢ 2350¢c 17,51 a 45,03 a 19,67 a 42,97 a
HCM-5x-2 13,25¢ 21,00d 14,16 b 33,84 Db 14,21 ¢ 36,53 b
HCM-5x-3 23,00 b 27,00c 13,94 b 34,20 b 14,11c 35,32b
Paraiso 16,25¢ 20,00d 16,11 a 41,07 a 16,46 b 42,54 a
HCM-6x-1 12,25¢ 19,50 d 15,37 a 36,44 b 18,59 a 42,48 a
HCM-6x-2 20,75 Db 25,75¢ 15,62 a 41,00 a 16,42 b 38,72 a

g"eeg'la 212 2755 13,65 34,90 15,14 36,96
QMG? 330,97** 251,36**  19,16** 11822%*  2500**  81,31**
CV% 2507 2133 12,60 11,88 9,51 9,81

‘' HCM = hibrido de capim-elefante x milheto

2 QMG = quadrado médio de genétipos

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F. Médias seguidas das
mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste de Scott & Knott (1974), a 1% de
probabilidade.

Diversos trabalhos (Silva et al., 2000; Costa et al., 2004; Vichiato et al.,
2006; Campos et al., 2009) indicam que a andlise do nimero e do tamanho dos
estdmatos sdo indicadores confidveis para a distingdo de espécies ou individuos

com diferentes niveis de ploidia. O mesmo ocorreu neste trabalho, com boa
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distincdo dos genotipos triploides e hexaploides (Figura 7). Quanto as racgas
cromossémicas 4x e 5x, observou-se tendéncia de as 4x apresentarem maior
ndmero estomatico com menores diametros e as 5x, menor ndmero estomatico
com maiores didmetros. Mas, isso foi apenas uma tendéncia. Frequentemente foi
dificil a discriminacdo das racas cromossdémicas em relacdo aos demais
genotipos, com as 4x mostrando-se mais semelhantes ao milheto e capim-
elefante e as 5x aproximando-se mais dos genotipos Paraiso e combinagdes
gendmicas hexaploides.

Diante dos resultados, a utilizacdo da anatomia de estdmatos como
técnica isolada para a distingdo de ploidias e combinacdes gendmicas no género
Pennisetum ndo é recomendavel, pois a técnica esta sujeita a efeitos ambientais
que podem alterar os resultados. Além disso, a quantidade de DNA entre capim-
elefante (4,55 pg) e milheto (4,74 pg) é muito préxima, fazendo com que o0s
estdbmatos tenham tamanhos muito similares. Martel et al. (2004) apontam que,
durante a evolucdo do género Pennisetum, teria havido duplicacGes em regides
dos cromossomos do milheto, o que teria contribuido para o seu aumento de
tamanho e de quantidade de DNA.

Na comparacao entre capim-elefante (4x) e milheto (2x), a diminuicédo
da ploidia e do nimero cromossémico no milheto é acompanhada por um
aumento na quantidade de DNA. As diversas combinacGes genémicas possuem
dosagens variadas dos genomas A, A’ e B, produzindo uma gradacao de valores
que caracterizam satisfatoriamente as combinac¢fes genémicas 3x e 6x, mas ndo

as de ploidia intermediaria (4x e 5x).
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FIGURA 7 Estbmatos da face abaxial do genétipo CNPGL 92-176-3 (A), da
face abaxial do genétipo HCM-4x-1 (B), da face adaxial do
genotipo HCM-5x-1 (C) e da face adaxial do genétipo HCM-6x-
1(D). As barras representam 40 pm.
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6 CONCLUSOES

Para discriminacdo das racas cromossomicas, as analises anatdmicas dos
estdmatos mostraram-se menos eficientes que a contagem cromossdmica e
citometria de fluxo.

A densidade de estdmatos na face abaxial pode ser utilizada para
diferenciar combinacdes gendmicas 4x e 5x.

As combinacgdes gendmicas 4x e 5x sdo mixoploides, tendo a variagdo
do nimero cromossémico dentro das racas cromossémicas 5x sido maior que
nas 4x.

Ocorreram alteracfes gendmicas nas ragas cromossdmicas 4x, que

levaram a maior reducdo na quantidade de DNA do que nas 5x.
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CAPITULO 3

PRODUCAO FORRAGEIRAE SZOMPOS[(;AO
BROMATOLOGICA DE COMBINACOES GENOMICAS DE
CAPIM-ELEFANTE E MILHETO
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1 RESUMO

LEAO, Fernando Ferreira. Producdo forrageira e composicio bromatolégica de
combinacGes genbmicas de capim-elefante e milheto. In: .
Caracterizacdo citogenética e estomatica de combinacdes genbémicas de
capim-elefante e milheto. 2009. Cap.3, p. 89-112. Tese (Doutorado em
Genética e Melhoramento de Plantas) - Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG*.

Pennisetum purpureum (2n=4x=28, genomas A’A’BB) e Pennisetum
glaucum (2n=2x=14, genomas AA) produzem o hibrido triploide de constituicdo
gendmica AA’B, que relne caracteristicas forrageiras superiores de ambos os
progenitores, porém, € estéril devido ao pareamento irregular dos cromossomos
na meiose. Submetido & duplicacdo cromossémica com utilizacdo de
antimitoticos, obtém-se o hexaploide de constituicdo genémica AAA’A’BB que,
quando retrocruzado com 0s parentais capim-elefante e milheto, produz as
combinacBes genémicas AA’A’BB e AAA’B, respectivamente. Visando
contribuir com o programa de melhoramento genético do capim-elefante da
Embrapa Gado de Leite, as combinacdes genémicas foram avaliadas para
caracteristicas agronémicas e bromatolégicas. Avaliaram-se producdo de matéria
verde total (PMV), producdo de matéria seca total (PMS), percentagem de
matéria seca (%MS), produgdo de matéria seca de folhas (PMSF), producéao de
matéria seca de caule (PMSC), relacdo caule/folha (RFC), altura (ALT), vigor
fenotipico (VF), namero de perfilnos (NP), fibra em detergente &cido (FDA),
fibra em detergente neutro (FDN), proteina bruta de (PB) e digestibilidade in
vitro de matéria seca (DIVMS). Excetuando RFC e NP, todas as demais
caracteristicas apresentaram diferencas significativas para 0s genotipos
(P<0,05), indicando variabilidade genética entre os gendtipos avaliados. A
combinacdo gendmica HCM-5x-2 destacou-se entre os pentaploides quanto a
producdo de matéria seca de forragem e a combinacdo genémica HCM-4x-2
destacou-se entre os tetraploides para a mesma caracteristica. O efeito na
melhoria da qualidade forrageira em Pennisetum por meio da introgressdo de
caracteristicas favoraveis do milheto foi evidenciado pelo melhor desempenho
das combinacdes genémicas pentaploides para caracteristicas bromatolégicas,
mostrando o0 potencial das mesmas para inclusio em programas de
melhoramento genético.

*Comité Orientador: Dra. Lisete Chamma Davide — UFLA (orientadora) e Dr. Antnio Vander
Pereira — Embrapa Gado de Leite.
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2 ABSTRACT

LEAO, Fernando Ferreira. Forage production and chemical composition
of genomic combinations of elephant grass and pearl millet. In:
Cytogenetics and forage potential of genomic combinations in elephant
grass and pearl millet. 2009. Cap.3, p. 89-112. Thesis (Doctor Genetics and
Plant Breeding) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG *.

Pennisetum purpureum (2n = 4x = 28, genomes A'A'BB) and
Pennisetum glaucum (2n = 2x = 14, genomes AA) produce the triploid hybrid
with genomic formation AA'B, gathering superior fodder characteristics from
both parents. However, it is sterile due to irregular pairing of chromosomes in
meiosis. The hexaploid of genomic constitution AAA'A'BB is obtained through
the chromosome doubling by using an antimitotic. When it is backcrossed with
its parentals, elephant grass and pearl millet, AAA’A’BB produces the genomic
combinations AA’A’BB and AAA’B, respectively. Aiming at contributing to the
elephant grass improvement program of the Embrapa Gado de Leite, those
genomic combinations were evaluated for both agronomic and bromatological
characteristics. Fresh forage production (PMV), total dry matter production
(PMS), dry matter ratio (%MS), leaves dry matter production (PMSF), stem dry
matter production (PMSC), leaf/stem ratio (RFC), height (ALT), plant vigor
(VF), number of tillers (NP), acid detergent fiber ratio (FDA), neutral detergent
fiber ratio (FDN), crude protein ratio (PB), in vitro dry matter digestibility
(DIVMS) were evaluated. Except for RFC and NP, all characteristics showed
significant differences for genotypes (P<0,05), indicating genetic variability
between the evaluated genotypes. As to forage dry matter production, the HCM-
5x-2 genomic combination outstood the pentaploids while the HCM-4x-2
outstood the tetraployds. The improvement of forage quality in Pennisetum
through the introgression of favorable traits from millet was enhanced by the
improvement of genomic pentaploids combinations peformance for
bromatologic traits, showing their potential for being included in genetic
breeding programs.

*Guidance Committee: Dra. Lisete Chamma Davide UFLA (Major Professor) and Dr. Antdnio
Vander Pereira — Embrapa Gado de Leite.
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3 INTRODUCAO

O capim-elefante e 0 milheto sdo espécies cultivadas em quase todas as
regides tropicais e subtropicais do mundo. O capim-elefante é uma espécie
alotetraploide com 2n = 4x = 28 cromossomos (genomas A’A’BB) e o milheto,
uma espécie diploide com 2n = 2x = 14 cromossomos (genomas AA). Por serem
estreitamente relacionadas, apresentam boa capacidade de combinacdo genética;
nos hibridos obtidos pelo cruzamento de capim-elefante com o milheto, o
milheto contribui com caracteres como vigor, resisténcia a seca e tolerancia a
doencas, qualidade forrageira e tamanho das sementes e o capim-elefante, com a
rusticidade, agressividade, perenidade e elevada produtividade de matéria seca
(Pereira et al., 2003). A partir deste cruzamento, obtém-se hibridos triploides
estéreis com 2n = 3x = 21 cromossomos (genomas AA’B), propagados
vegetativamente, porém, de grande potencial forrageiro, tendo em vista serem
tdo produtivos e mais palataveis que o proprio capim-elefante (Diz, 1994).

A fertilidade do hibrido pode ser resgatada por meio da duplicacdo
cromossdmica para a obtengdo de hexaploides férteis com 2n = 6x = 42
cromossomos (genomas AAA’A’BB) e novas combinacdes géndmicas ou ragas
cromossdmicas podem ser obtidas com o retrocruzamento do hibrido hexaploide
com seu parental tetraploide (capim-elefante) e diploide (milheto). Espera-se que o
hexaploide, quando cruzado com o capim-elefante, produza um hibrido pentaploide
com 2n = 5x = 35 cromossomos (genomas AA’A’BB) e, quando cruzado com o
milheto, produza um hibrido tetraploide com 2n = 4x = 28 cromossomos (genomas
AAA’B). Embora esses cruzamentos possam ser realizados, ndo existem
informagdes sobre o comportamento citogenético dos genétipos obtidos e nem
sobre o potencial forrageiro dos mesmos. Mas, espera-se que ocorra a introgressdo
de caracteristicas do milheto para o capim-elefante, produzindo combinagtes

gendmicas com potencial forrageiro utilizavel pelo programa de melhoramento
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genético do capim-elefante da Embrapa Gado de Leite.

Tendo em vista a grande procura por novas variedades forrageiras para a
producdo de leite e a constante necessidade de criacdo de variabilidade genética
que o melhoramento impGe, a obtencdo de novas variedades de capim-elefante, por
meio do cruzamento com o milheto, é uma estratégia de grande importancia. Este
trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a producdo de forragem e a
composicdo bromatoldgica de gendtipos obtidos por diferentes combinagGes

gendmicas de capim-elefante e milheto.
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Campo Experimental de Coronel Pacheco
da Embrapa Gado de Leite, localizado no municipio de Coronel Pacheco, MG
(latitude 21°33” S e longitude 43°6” W e altitude de 426 m). O clima da regido é
do tipo Cwa (temperado Umido com inverno seco e verdo quente). O solo
apresentava as seguintes caracteristicas quimicas: pH H,O = 59; P = 25
mg/dm3; K = 27 mg/dm3; Ca*? = 2,3 cmolc/dm3; Mg*? = 1,0 cmolc/dm?; Al*® =
0,0 cmolc/dm3; H + Al = 3,8 cmolc/dm3, matéria organica = 17,1 g/kg e
carbono = 9,9 g/kg.

Foi utilizado o delineamento de blocos casualizados, com duas
repeticdes. A parcela foi composta por uma linha de 6 metros, com espacamento
de 1,5 m entre linhas. O plantio do experimento ocorreu em 11/04/2008. Foram
utilizados, na adubacéo de plantio, 50 g de superfostato simples por metro de
sulco. O corte de uniformizacdo foi realizado em 22/10/2008 e 0s cortes para
avaliacdo de caracteristicas agrondmicas foram realizados em 22/12/2008 (corte
1) e 19/02/2009 (corte 2). Foi realizada uma adubacéo de cobertura 40 dias apds
o plantio, utilizando-se 200 kg/ha da férmula 20-05-20 (N-P,0s-K,0).

Foram avaliados 14 genotipos de Pennisetum sp. (Tabela 1): dois
hibridos interespecificos triploides de Pennisetum purpureum X Pennisetum
glaucum (CNPGL 92-176-3 e CNPGL 94-49-6); quatro hibridos interespecificos
tetraploides de P. purpureum x P. glaucum (HCM-4x-1; HCM-4x-2; HCM-4x-3
e HCM-4x-4); trés hibridos interespecificos pentaploides de P. purpureum x P.
glaucum (HCM-5x-1; HCM-5x-2 e HCM-5x-3); dois hibridos interespecificos
hexaploides de P. purpureum x P. glaucum (HCM-6x-1 e HCM-6x-2); uma
populacéo interespecifica hexaploide de P. purpureum x P. glaucum (cultivar
Paraiso) e dois gendtipos tetraploides de Pennisetum purpureum (cultivares

Pioneiro e Cameroon). Dos 14 genotipos, 13 foram propagados vegetativamente
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(clones) e apenas a cultivar Paraiso foi propagada por sementes (populacéo).

TABELA 1 Combinacdo genética, cromossdmica e ploidia esperada dos
genotipos de Pennisetum sp. utilizados no experimento.

Ploidia
Genotipos Identificacdo dos gendtipos Comtzlnqgao espe_ra(_ia~
gendmica (constituicdo
gendmica)
Diploide
M-36 Milheto 36 (populacio de milheto) 2 AA
Cultivar Merker (clone de capim- Triploide
SNPGL 92-176- elefante) (4x) x (2%) (AA'B)
X CMS 464 (populacéo de milheto)
Cultivar Pasto Panamé (clone de capim- Triploide
CNPGL 94-49-6 elefante) x Milheto 38 (populagio de (4%) X (2x) (AA'B)
milheto)
Cultivar Trés Rios (clone de capim- Tet7rap1loide
Pioneiro elefante) x cultivar Merker de Santa Rita (4x) x (4x) (A’A’BB)
(clone de capim-elefante)
Cameroon Cultivar Cameroon (clone de capim- Ix Tetraploide
elefante) (A’A’BB)
Hexaploide-165 (clone hexaploide de Tetraploide
HCM*-4x-1 capim-elefante x milheto) x Milheto 36 (6x) x (2x) (AApA’B)
(populagdo de milheto)
Hexaploide 165 (clone hexaploide de Tetraploide
HCM-4x-2 capim-elefante x milheto) x Milheto 36 (6x) x (2x) (AApA’B)
(populagdo de milheto)
Cultivar Paraiso (populagdo hexaploide .
HCM-4x-3 de capim-elefante x milheto) x (6x) x (2x) T(itszl?g;e
Milheto MSI (populacédo de milheto)
...continua...
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Tabela 1, Cont.

Hexaploide 07-3 (populagdo hexaploide

HCM-4x-4 de capim-elefante x milheto) (6x) x (2x) T(ﬁﬂ?éc;e
x Milheto 35 (populacgéo de milheto)
CNPGL 96-27-3 (clone de capim-
elefante) Pentaploide
HCM-5x -1 x cultivar Paraiso (populagdo hexaploide () x (6x) (A A’A’BB)
de capim-elefante x milheto)
CNPGL 96-27-3 (clone de capim-
elefante) Pentaploide
HCM-5x-2 x Cultivar Paraiso (populagdo () x (6x) (A A’A’BB)
hexaploide de capim-elefante x milheto)
CNPGL 96-27-3 (clone de capim-
elefante) Pentaploide
HCM-5x-3 x cultivar Paraiso (populagdo hexaploide () x (6x) (A A’A’BB)
de capim-elefante x milheto)
Paraiso Cultivar Paraiso (populagdo hexaploide 6x Hexaploide
de capim-elefante x milheto) (AAA’A’BB)
. Hexaploide 07-1 (populagdo hexaploide Hexaploide
HCM-6x-1 de capim-elefante x milheto) bx (AAA’A’BB)
Ay Hexaploide 07-2 (populagdo hexaploide Hexaploide
HCM-6x-2 de capim-elefante x milheto) bx (AAA’A’BB)

*HCM = hibrido de capim-elefante x milheto

As caracteristicas agrondémicas avaliadas nos dois cortes foram: altura
das plantas (ALT), medida do solo até a curvatura da ultima folha
completamente expandida; produgdo de matéria verde total (PMV); producéo de
matéria seca total (PMS), obtida apos secagem em estufa, a 60°C, por 72 horas;
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percentagem de matéria seca (%MS); producdo de matéria seca de folhas
(PMSF); producdo de matéria seca de caule (PMSC) e relacdo folha/caule
(RFC). Também foram analisados o vigor fenotipico (VF), com escores de 1
(ruim) a 5 (excelente) e o numero de perfilhos por metro linear (NP). As
caracteristicas diametro de caule (DC), comprimento de folha em cm (CF) e
largura de folha (LF) foram mensuradas apenas no segundo corte.

As caracteristicas bromatol6gicas avaliadas no primeiro corte foram:
digestibilidade in vitro da matéria seca de planta inteira (DIVMS), percentagem
de fibra em detergente &cido de planta inteira (FDA), percentagem de fibra em
detergente neutro de planta inteira (FDN) e percentagem de proteina bruta de
planta inteira (PB). No segundo corte, foram avaliadas: percentagem de fibra em
detergente &cido do caule (FDAC), percentagem de fibra em detergente neutro
do caule (FDNC), percentagem de proteina bruta do caule (PBC), percentagem
de fibra em detergente acido das folhas (FDAF), percentagem de fibra em
detergente neutro das folhas (FDNF) e percentagem de proteina bruta das folhas
(PBF). As anélises bromatoldgicas foram realizadas pelo Laborat6rio de Analise
de Alimentos da Embrapa Gado de Leite, de acordo com os procedimentos
descritos por Silva & Queiroz (2002).

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e, para as
caracteristicas que foram significativas (P<0,05), as médias foram comparadas

pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises de variancia e dos testes de médias para as
caracteristicas agronémicas encontram-se nas Tabelas 2 e 3. A maioria das
caracteristicas agronémicas apresentou diferencas significativas (P<0,05),
indicando a existéncia de variabilidade genética entre os genotipos de
Pennisetum sp. avaliados (Tabelas 2 e 3). Apenas as caracteristicas relacdo
folha/caule (RFC) e numero de perfilhos (NP) ndo apresentaram diferencas
significativas entre os gendtipos (P>0,05).

O milheto ndo foi incluido neste estudo por tratar-se de de uma cultura
de ciclo anual. Para as combinacfes gendmicas, o padrdo de referéncia é o
capim-elefante.

Para a producdo de matéria verde total (PMV), a média dos gendétipos
foi de 28,63 t/ha/corte, tendo a cultivar de capim-elefante Pioneiro se destacado
com producdo de 55,03 t/ha/corte. Também se observou que as diferentes
combinacgdes gendmicas apresentaram potencial de producdo de matéria verde
(29,11 a 37,05 t/ha/corte), visto o destaque apresentado pelos hibridos triploides
CNPGL 92-176-3 e CNPGL 94-49-6, tetraploides HCM-4x-1 e HCM-4x-2,
pentaploides HCM-5x-1 e HCM-5x-2 e hexaploide HCM-6x-1 (Tabela 2). Os
resultados para PMV demonstram que as diferentes combinacGes gendmicas
apresentam potencial produtivo para o desenvolvimento de cultivares
forrageiras.

Quanto a produgdo de matéria seca total (PMS), a média dos gendtipos
foi de 4,86 t/ha/corte, tendo novamente a cultivar Pioneiro de capim-elefante se
destacado com producdo de 9,76 t/ha/corte. O potencial para produgdo de
matéria seca total também foi observado nas combinacges gendmicas CNPGL
94-49-6, HCM-4x-2 e HCM-5x-2, com producdes de 6,06, 6,19 e 6,44

t/ha/corte, respectivamente (Tabela 2). Para esta caracteristica, a combinagéo
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gendmica hexaploide HCM-6x-1 ndo ocorreu entre as de melhor desempenho,
mas, como ela se destacou para PMS, infere-se que este genotipo apresente
maior quantidade de &gua na planta, com consequente menor teor de PMS e
porcentagem de MS. Este resultado demonstra que os hibridos hexaploides sdo
menos recomendados para a producdo de silagem e feno, em funcdo do maior
teor de umidade.

Para a percentagem de matéria seca (%MS), a média geral foi de 17,16%
e destacou-se a combinacdo gendmica HCM-4x-4, com 22,01%. A combinacao
gendbmica HCM-5x-2 também obteve bom desempenho, com 20,41%. As
combinacBes gendmicas HCM-4x-2, HCM-4x-3 e CNPGL 92-176-3 também
apresentaram potencial para %MS com 18,93%, 18,62% e 17,55%,
respectivamente, resultado semelhante ao das cultivares Pioneiro e Cameroon de
capim-elefante, que serviram como testemunha (Tabela 2). Para esta
caracteristica, novamente, as combinagdes gendmicas hexaploides tiveram
desempenho abaixo do das demais ragas cromossdmicas.

Quanto a produgdo de matéria seca de folhas (PMSF), a média geral foi
de 2,39 t/ha/corte. A cultivar Pioneiro de capim-elefante novamente se destacou,
com producdo de 4,79 t/ha/corte, seguida das combinacbes gendmicas CNPGL
94-49-6, CNPGL 92-176-3 e HCM 4x-2, com produtividade de 3,15, 2,78 e 3,20
t/ha/corte, respectivamente (Tabela 2). Juntando-se as combinagdes gendmicas
hexaploides, para esta caracteristica, as racas cromossdmicas pentaploides
tiveram desempenho abaixo das tetraploides e triploides.

Para a producdo de matéria seca de caule (PMSC), a média geral foi de
2,48 t/ha/corte e a cultivar Pioneiro de capim-elefante produziu 4,97 t/ha/corte.
A combinagdo gendmica HCM-5x-2 também se destacou, com 3,86 t/ha/corte. A
combinacdo gendmica HCM-4x-2 produziu 3,00 t/ha/corte, resultado semelhante
ao da cultivar Cameroon de capim-elefante (Tabela 2).

A relacdo folha/caule é fator importante na previsdo do valor nutritivo
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de uma cultivar, pois indica a proporcdo de folhas que esta presente na forragem
total, as quais sdo de maior valor nutritivo, quando comparadas com os caules.
Assim, a alta proporcdo de folhas em relacdo aos caules constitui uma
caracteristica desejavel em uma planta forrageira, por estar diretamente
associada com a qualidade e o consumo, principalmente em espécies que
apresentam caules mais grossos, como o capim-elefante (Laredo & Minson,
1973). Para a relagdo folha/caule (RFC), neste trabalho, ndo houve diferenga
significativa entre os genoétipos avaliados (P>0,05). As médias entre o0s
gendtipos variaram de 0,67 a 1,15.

Os resultados demonstram que, de maneira geral, a0 menos uma
combinacdo genbmica tetraploide se destacou para todas as caracteristicas
agronémicas avaliadas (Tabela 2), mostrando potencial produtivo para
caracteristicas forrageiras. As combina¢Ges gendmicas triploides também
apresentaram bom desempenho, exceto para PMSC. Em seguida, ocorreram as
combinacBes genémicas pentaploides, com bom desempenho para PMV, PMS e
%MS, seguida da combinacgdo gendmica hexaploide HCM-6x-1, que se destacou
apenas para PMV.

A cultivar Pioneiro de capim-elefante destacou-se dos demais gendtipos
para PMV, PMS, PMSF e PMSC, além de apresentar boa estabilidade de
producdo nas diferentes épocas do ano (Pereira et al., 1997). Os resultados
alcancados pela cultivar Pioneiro reforcam a importancia da avaliagdo regional
no processo de selecdo de clones de capim-elefante (Freitas, 2000).

Para a caracteristica altura de planta (ALT), a média geral foi de 1,57 m.
A cultivar Pioneiro de capim-elefante e a combinacdo genémica HCM-5x-3
obtiveram as maiores alturas, com médias de 2,04 e 2,01 m, respectivamente. De
maneira geral, as plantas mais altas mostraram-se mais vigorosas (Tabela 3).

Quanto a caracteristica vigor fenotipico (VF), a média geral foi de 3,93.

A cultivar Pioneiro de capim-elefante foi a que obteve a melhor nota (4,88).
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Apenas a cultivar Paraiso e a combinacdo gendmica HCM-4x-3 receberam notas
mais baixas (3,0). Todas as demais combinacBes gendmicas apresentaram
potencial semelhante ao da cultivar Cameroon para esta caracteristica (Tabela
3), 0 que denota bom potencial para caracteristicas forrageiras.

O maior nimero de perfilhos basais implica em maior nimero de gemas
axilares para o desenvolvimento de perfilhos aéreos (Jacques, 1994), os quais,
segundo Corsi (1993), sdo a base de produgdo da pastagem durante o periodo de
crescimento. Assim, cultivares que apresentam elevado nimero de perfilhos
basais e aéreos tém maior potencial de uso em sistema de pastejo rotativo. Para
este trabalho, com relacdo ao nimero de perfilhos por metro linear (NP), ndo
houve diferenca significativa entre os genotipos avaliados (Tabela 3). A
combinacdo genémica triploide CNPGL 94-49-6 obteve a maior média, com 43
perfilhos por metro linear e a combinagdo gendmica HCM-5x-2, a menor, 21,5
perfilhos por metro linear (Tabela 3). A falta de diferenca para os tratamentos
para 0 nimero de perfilhos pode ser explicada pela idade das plantas, que
perfilham menos quando mais novas. Sugere-se que a confirmacdo da diferenca
seja avaliada em plantas com mais de um ano, o que ndo foi possivel neste
trabalho.

Quanto ao diametro do caule (DC), a média geral foi de 1,45 cm, tendo a
cultivar Pioneiro de capim-elefante sido a que apresentou o menor diametro,
com 1,05 cm (Tabela 3). Para o CF, a média geral foi de 90,93 cm e as
combinagbes gendmicas CNPGL 94-49-6, HCM-4x-4, HCM-5x-3 e Cameroon
apresentaram as maiores médias (103,0 cm, 104,5 cm, 108,5 e 98,0 cm,
respectivamente) e a cultivar Pioneiro a menor média (65,3 cm). Com relagdo a
largura de folha (LF), a média geral foi de 2,31 cm e as combinagdes gendmicas
HCM-6x-2, HCM-4x-3 e HCM-6x-1 foram as de maior largura, com 2,80 cm,
2,75 cm e 2,73 cm, respectivamente (Tabela 5). A cultivar Pioneiro de capim-

elefante foi a que apresentou a menor largura, 1,53 cm (Tabela 3).
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TABELA 2 Teste de médias e analises de variancia para producdo de matéria verde
total (PMV), producdo de matéria seca total (PMS), percentagem de
matéria seca (%MS), producdo de matéria seca de folhas (PMSF),
producdo de matéria seca de caule (PMSC) e relacdo folha/caule

(RFC).
o PMV PMS PMSF PMSC
Genotipos  ynarcorte)  (thalcorte)  °M°  (thalcorte) (thalcorte) N C
CNPGL 92-
176-3 29,11 ab 525b 1755abc  2,78ab 2,47 be 1,11
CNPGL 94-
49-6 37,05 ab 6,06 ab 16,42 be 3,15ab 2,91 be 1,08
Pioneiro 55,03 a 9,76 a 1793abc  4,79a 497a 1,04
Cameroon 33,51 ab 5,82 ab 17,95abc  2,85ab 2,97 abc 0,99
HCM"-4x-1 2864 ab 452b 1560bc  2,17b 2,35 be 0,97
HCM-4x-2 33,48 ab 6,19 ab 18,93abc  3,20ab 3,00 abc 1,05
HCM-4x-3 13,10 b 247b 18,62abc  1,16b 1,30¢ 0,95
HCM-4x-4 1592 b 3,55h 22,01a 1,67b 1,88 be 1,01
HCM-5x-1 30,05 ab 422 b 14,01 ¢ 2,14 b 2,08 bc 1,05
HCM-5x-2 31,40 ab 6,44 ab 20,41 ab 2,58 b 3,86 ab 0,67
HCM-5x-3 17,76 b 2,80b 15,98 be 1,50 b 1,29 ¢ 1,15
Paraiso 20,06 b 2,81b 14,10 ¢ 1,48 b 1,33¢ 1,19
HCM-6x-1 35,39 ab 497b 14,53 ¢ 2,421 2,56 bc 0,93
HCM-6x-2 20,33 b 325b 16,21 be 1,55b 1,71c 0,92
Média Geral 28,63 4,86 17,16 2,39 2,48 1,00
QMG"* 236,00%* 7,66%* 11,11%* 1,82%* 2,16%* 0,03™
CV% 24,84 20,46 7,67 21,57 20,10 11,03

‘1 HCM = hibrido de capim-elefante x milheto

2: QMG = quadrado médio de gendtipos

" Néo significativo e ** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey
(1949), a 1% de probabilidade.
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TABELA 3 Teste de média e analises de variancia para altura da planta (ALT),
vigor fenotipico (VF), nimero de perfilhos (NP), didmetro do caule
(DC), comprimento da folha (CF) e largura da folha (LF).

Genetipo ALT VF NP DC CF LF
(m) (1ab) (perf./m) (cm) (cm) (cm)
CNPGL 92-
176-3 1,39 b 3,75ab 38,75 1,45abcd 95,8 ab 2,55 ab
CNPGL 94-49-
6 1,62ab 4,50 ab 43,00 1,15 cd 103,0a 2,20 abcd
Pioneiro 2,04a 488a 37,25 1,05d 65,3 b 1,53d
Cameroon 1,75ab  4,38ab 36,25 1,38abcd 980a 2,00 bed
HCM'*-4x-1 1,73ab  4,50ab 39,00 1,60abcd 88,3ab 2,48 ab
HCM-4x-2 1,63ab  4,13ab 31,25 1,60 abcd 90,0 ab 2,23 abcd
HCM-4x-3 1,20 b 3,00b 31,00 165abc  883ab 2,75a
HCM-4x-4 1,66ab  3,75ab 38,50 1,15 cd 104,5a 2,50 ab
HCM-5x-1 1,41b 3,63ab 34,00 1,25bcd  855ab 1,63 cd
HCM-5x-2 1,68ab  4,25ab 21,50 165abc  850ab 2,35 ab
HCM-5x-3 2,0la 4,00 ab 23,50 1,40abcd 108,5a 2,35 ab
Paraiso 1,24 b 3,00b 41,00 1,38abcd 80,3ab 2,25 abc
HCM-6x-1 1,41b 3,75ab 23,75 1,75 ab 86,0 ab 2,73a
HCM-6x-2 1,24b 3,50 ab 36,50 1,83a 94,8 ab 2,80a
Média Geral 1,57 3,93 33,95 1,45 90,93 2,31
QMG" 0,14%*  0,61* 9550  0,12%* 46,78**  0,30%*
CV% 8,80 11,12 2322 9,75 8,87 7,70

‘1 HCM = hibrido de capim-elefante x milheto

2 QMG = quadrado médio de genétipos
" Néo significativo e ** e * Significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste
F, respectivamente.
Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey
(1949), a 1% de probabilidade.

Para todas as caracteristicas bromatologicas (Tabelas 4 e 5), verificaram-

se diferencas significativas entre os genoétipos (P<0,05).
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TABELA 4 Teste de média e analises de variancia para percentagem de fibra em
detergente acido (FDA), percentagem de fibra em detergente neutro
(FDN), percentagem de proteina bruta (PB) e digestibilidade in
vitro da matéria seca (DIVMS).

Gendtipo FDA(%) FDN(%) PB(%) DIVMS(%)
CNPGL 92-176-3 40,11 bc 69,96 efy 7,51 abc 58,02 ab
CNPGL 94-49-6 44,99d 73,67 h 5,71 bc 54,71 abc
Pioneiro 38,97 bc 67,70 cde 503c¢c 56,65 ab
Cameroon 41,68 cd 69,72 efg 4,77 ¢ 55,06 abc
HCM"™-4x-1 42,04 cd 72,68 gh 6,07 bc 58,49 ab
HCM-4x-2 39,34 bc 68,22 cde 6,31 bc 53,36 bc
HCM-4x-3 38,25 abc 68,51 def 7,27 abc 56,47 ab
HCM-4x-4 41,86 cd 71,77 fgh 6,45 bc 52,88 bc
HCM-5x-1 37,59 ab 63,70 ab 8,33 ab 54,33 abc
HCM-5x-2 34,46 a 60,52 a 9,74 a 50,78 ¢
HCM-5x-3 41,72 cd 67,82 cde 7,13 abc 57,04 ab
Paraiso 37,46 ab 65,01 bc 7,64 abc 57,98 ab
HCM-6x-1 39,22 be 65,85 bcd 7,09 abc 59,91 a
HCM-6x-2 38,60 bc 66,08 bcd 7,14 abc 56,90 ab
Média geral 39,73 67,94 6,87 55,90
QMG" 13,45** 25,71** 3,39** 12,49**
CV% 2,40 1,26 1,93 2,51

‘1 HCM = hibrido de capim-elefante x milheto

2: QMG = quadrado médio de gendtipos

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(1949), a 1% de probabilidade.
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TABELA 5 Teste de média e analises de variancia para percentagem de fibra em

detergente acido das folhas (FDAF), percentagem de fibra em
detergente neutro das folhas (FDNF), percentagem de proteina bruta
das folhas no (PBF), percentagem de fibra em detergente acido do
caule (FDAC), percentagem de fibra em detergente neutro do caule
(FDNC) e percentagem de proteina bruta (PBC).

Genotipos FDAF(%) FDNF(%) PBF(%) FDAC(%) FDNC(%) PBC(%)

CNPGL 92-176-3 38,66 abc 69,06 bc 11,17ab 41,20abcd 70,62 cd 3,94 abc
CNPGL 94-49-6 40,44bc  70,95c 9,09 ab 41,87 abcd 72,08 de 3,57 abc

Pioneiro 38,12abc 68,39abc 9,45ab 42,77 abcde 71,84 de 3,04 be
Cameroon 41,56 ¢ 70,72 ¢ 7,76 b 42,88 bcde 73,02 de 3,70 abc
HCM™-4x-1 40,85bc  71,83c 9,10ab 44,62 de 73,33 ¢ 3,27 bc
HCM-4x-2 39,14abc 67,87abc 9,16ab  39,3la 68,67bc  280c
HCM-4x-3 38,43abc 68,45abc 10,53ab 43,36 cde 72,07 de 3,56 abc
HCM-4x-4 38,90abc 70,19c 9,71 ab 50,54 f 80,13 f 2,64c
HCM-5x-1 3554ab 63,04 ab 11,55a 40,54 abc 66,11 ab 490a
HCM-5x-2 33,75a 61,95a 10,06 ab 46,00 e 68,40 abc  2,85¢
HCM-5x-3 38,76 abc 66,57 abc 8,60 ab 41,68 abcd 72,00 de 3,68 abc
Paraiso 38,25abc 67,26 abc 10,17ab 39,65 ab 65,74 a 4,26 ab
HCM-6x-1 38,88 abc 67,64abc 9,61ab 40,24 abc 66,35 ab 3,93 abc
HCM-6x-2 35,27ab  6598abc 10,57ab 41,73abcd 68,44bc 3,79 abc
Média Geral 38,32 67,85 9,75 42,60 70,63 3,56
QMG"” 9,38**  16,11**  206* 17,36** 28,77** 0,76**
CV% 3,88 2,40 9,03 2,02 0,94 9,39

" HCM = hibrido de capim-elefante x milheto

2 QMG = quadrado médio de genétipos

** @ * Significativo, a 1% e 5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.
Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey
(1949), a 1% de probabilidade.

Para a percentagem de fibra em detergente acido de planta inteira
(FDA), a média geral foi de 39,73% (Tabela 4). A combinacdo genémica HCM-
5x-2 apresentou a menor FDA, com 34,46%, seguida de Paraiso e HCM-5x-1

(37,46% e 37,59%, respectivamente), sendo ambas menores que as obtidas pelas

testemunhas Pioneiro e Cameroon de capim-elefante (38,97% e 41,68%,
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respectivamente). O genoétipo CNPGL 94-49-6 obteve a maior FDA, com
44,99%. Segundo Soest (1994), a analise de FDA representa uma estimativa do
teor total de celulose e lignina da amostra, sendo inversamente relacionada com
a digestibilidade da MS. Assim, valores menores de FDA indicam a presenca de
menor concentracdo de lignina na parede celular e, portanto, maior
digestibilidade da MS (Soest, 1994). Verifica-se, portanto, que, para essa
caracteristica, 0 melhor desempenho foi da combina¢éo genémica HCM-5x-2 e
0 pior, do gendtipo CNPGL 94-49-6.

Quanto a percentagem de fibra em detergente neutro de planta inteira
(FDN), a média geral foi de 67,94% (Tabela 4) e o comportamento dos
gendtipos foi muito semelhante ao da FDA. A combina¢do genémica HCM-5x-2
apresentou a menor FDN, com 60,52%, seguida de HCM-5x-1 com 63,70%,
sendo ambas inferiores as obtidas pelas testemunhas Paraiso, Pioneiro e
Cameroon de capim-elefante (65,01%, 67,70% e 69,72%, respectivamente). O
gendtipo CNPGL 94-49-6 obteve a maior FDN, com 73,67%. Segundo Soest
(1994), a analise de FDN estima a concentragdo total de celulose, hemicelulose e
lignina da parede celular, sendo o teor de FDN inversamente relacionado com a
capacidade de consumo de MS, o que significa que quanto menor for esse valor
estimado, maior sera a expectativa de consumo. Verifica-se, portanto, que, para
essa caracteristic,a o0 melhor desempenho foi o da combinacdo genémica HCM-
5x-2 e o pior do gendtipo CNPGL 94-49-6.

Quanto a percentagem de proteina bruta de planta inteira (PB), a média
geral foi de 6,87% (Tabela 4). As maiores PB foram obtidas por HCM-5x-2
(9,74%), seguido de HCM-5x-1 (8,33%). As testemunhas Cameroon e Pioneiro
apresentaram as menores PB (4,77% e 5,03%, respectivamente). Esses
resultados demonstram que hibridos interespecificos de capim-elefante com
milheto tendem a apresentar maior percentagem de proteina bruta, quando

comparados com clones tetraploides de capim-elefante, indicando a introgresséo
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de caracteristicas de interesse do milheto para a melhoria da qualidade
nutricional destes hibridos. Assim sendo, é elevado o potencial para inclusdo
desses materiais no programa de melhoramento genético de capim-elefante.

A digestibilidade in vitro da matéria seca de planta inteira (DIVMS) teve
média geral 55,90 (Tabela 4). O geno6tipo HCM-6x-1 apresentou a maior
DIVMS (59,91%). Entretanto, o genétipo HCM-5x-2 obteve a menor DIVMS
(50,78), 0 que ndo era esperado, ja que esse genotipo teve boa performance para
FDA, FDN e PB.

De maneira geral, o melhor desempenho para as caracteristicas
bromatoldgicas de planta inteira foi obtido pelas combinacdes gendmicas
pentaploides, destacando-se o genétipo HCM-5x-2.

Deve ser ressaltado que as combinagbes gendmicas pentaploides
(AA’A’BB) tém constituicio gendémica semelhante a do capim-elefante
(A’A’BB), sendo a diferenca composta pela incluséo adicional do genoma A do
milheto. Como o0 desempenho para caracteristicas bromatolégicas das
combinagBes gendmicas pentaploides foi superior ao das testemunhas de capim-
elefante, infere-se que a presenca do genoma adicional do milheto foi importante
para a introgressdo dessas caracteristicas.

Para percentagem de fibra em detergente acido das folhas (FDAF) e
fibra em detergente neutro das folhas (FDNF), as médias gerais foram,
respectivamente, de 38,32% e 67,85% (Tabela 5). A combinagdo genémica
HCM-5x-2 apresentou as menores FDAF (33,75%), seguido do HCM-6x-2 e
HCM-5x-1 (35,27 e 35,54%, respectivamente). Para FDNF, o HCM-5x-2 obteve
novamente a menor média (61,95%), seguido do HCM-5x-1 (63,04%). As
maiores FDAF foram apresentadas pelos gendtipos Cameroon, HCM-4x-1 e
CNPGL 94-49-6 (41,56%, 40,85% e 40,44%, respectivamente). Para FDNF, os
maiores valores também foram apresentados pelos genétipos HCM-4x-1,
CNPGL 94-49-6 e Cameroon (71,83%, 70,95% e 70,72%, respectivamente).
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Estes resultados indicam o bom potencial das combinacBes gendmicas
pentaploides para inclusdo no programa de melhoramento genético do capim-
elefante, também devendo ser citada a combinacdo genémica hexaploide HCM-
6x-2, com FDAF de 35,27%.

A percentagem de proteina bruta das folhas (PBF) teve média geral de
9,75% e, novamente, uma combinacdo gendmica pentaploide, desta vez HCM-
5x-1, obteve o melhor resultado, com 11,55% (Tabela 5). A menor PBF foi
obtida pela cultivar Cameroon (7,76%). Os demais genoétipos tiveram
desempenho variando de 8,60% a 11,55%.

Os resultados para as caracteristicas bromatolégicas de folha
demonstram o bom potencial bromatolégico das combinagdes genémicas, em
especial das pentaploides, principalmente levando-se em conta que as folhas
apresentam melhor qualidade nutricional que o caule, visto que, no pastejo de
capim-elefante, essas representam a quase totalidade da forragem consumida
(Boddorff & Ocumpaugh, 1986). Esses resultados concordam com Hanna &
Monson (1980) e Boddorff & Ocumpaugh (1986), os quais observaram que 0s
hibridos interespecificos podem apresentar melhor qualidade forrageira do que o
capim-elefante.

Para as caracteristicas bromatolégicas de caule (Tabela 5), a
percentagem de fibra em detergente acido do caule (FDAC) teve média geral de
42,60%. A combinacdo genémica HCM-4x-2 obteve a menor FDAC, com
39,31%, seguida da cultivar Paraiso (39,65%). Os genétipos HCM-4x-4 ¢ HCM-
5x-2 apresentaram as maiores FDAC (50,54% e 46,00%, respectivamente).

Para percentagem de fibra em detergente neutro do caule (FDNC), a
média geral foi de 70,63% e 0 melhor desempenho foi o da cultivar Paraiso, com
65,74% (Tabela 5). As combinac¢fes gendmicas HCM-5x-1 e HCM-6x-1, com
66,11% e 66,35%, respectivamente também mostraram bom potencial para essa

caracteristica, seguidas da combinacdo gendmica HCM-5x-2, com 68,40%.
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A percentagem de proteina bruta do caule (PBC) teve média geral de
3,56%. A combinacdo gendémica HCM-5x-1 destacou-se com 4,90% (Tabela 5),
seguida da cultivar Paraiso, com 4,26%. Os genétipos HCM-4x-4, HCM-4x-2 e
HCM-5x-2 apresentaram as menores PBC (2,64%, 2,80% e 2,85%,
respectivamente).

Para as caracteristicas bromatoldgicas de caule, de maneira geral, as
combinagBes gendmicas apresentaram bom potencial para o melhoramento, com
destaque para HCM-4x-2, que obteve o menor valor de FDAC (39,31%) e
HCM-5x-1, com o maior valor para PBC (4,90%), alcancando resultados
superiores aos das testemunhas Pioneiro e Cameroon de capim-elefante (Tabela
5).
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6 CONCLUSOES

Existe variabilidade entre as combinacbes gendmicas para a maioria das
caracteristicas estudadas.

A combinacdo genémica HCM-5x-2 destacou-se entre os pentaploides
quanto a producdo de matéria seca de forragem e a combinagdo genémica HCM-
4x-2 destacou-se entre o0s tetraploides para a mesma caracteristica.

As combinacBes genbmicas pentaploides HCM-5x-1 e HCM-5x-2
tiveram o melhor desempenho para as caracteristicas bromatolégicas de planta
inteira e de folha (FDA, FDN e PB), demonstrando o efeito do uso do milheto

no melhoramento da qualidade forrageira em Pennisetum.
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