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RESUMO GERAL

O capim elefante (Pennisetum pupureum Shumack) e o milheto
[Pennisetum glaucum (L.) R. Br.] sdo importantes forrageiras tropicais. A
proximidade genética existente entre essas espécies permite a obtengdo de
hibridos com qualidade forrageira superior aos genitores, os quais s0
explorados no melhoramento. No entanto, o hibrido triploide ¢é estéril, havendo
necessidade de restaurar a fertilidade dos mesmos via duplicagdo cromossdmica.
As tentativas de duplicagdo resultam em plantas hexaploides e mixoploides
devido a eliminagdo cromossdmica. Essas plantas constituem genotipos
promissores para os programas de melhoramento. A caracterizacdo dos
cromossomos dessas espécies e sua identificacdo na combinagdo hibrida sdao de
grande interesse, logo, o objetivo do trabalho foi estudar o comportamento
gendomico de capim-elefante, milheto e hibridos interespecificos. Para tanto,
realizou-se bandamento cromossomico, mapeamento de genes de RNAr 18S-
5.8S-26S (DNAr 45S) e 5S (DNAr 5S) via hibridizagdo in situ fluorescente
(FISH) e caracterizou-se a eliminagdo cromossdmica apoés hibridagdo e inducao
de poliploidia por meio da hibridizagdo in situ genomica (GISH). Foram
mapeados quatro sitios de DNAr 45S nos geno6tipos de milheto, capim elefante e
hibrido triploide. O DNAr 5S foi observado em dois pares de cromossomos de
milheto e um de capim-elefante. Bandas DAPI apds desnaturagdo dos
cromossomos com formamida auxiliaram na distingdo dos cromossomos de
capim-elefante e milheto. As marcas observadas apds mapa fisico de RNAr 18S-
5.85-26S e 5S e bandamento DAPI permitiram distinguir cinco dos quatorze
cromossomos do lote haploide de capim-elefante e quatro dos sete cromossomos
do lote haploide de milheto. O idiograma foi proposto para ambas as espécies,
bem como para o hibrido. Adicionalmente, a (GISH) permitiu a idenficacdo dos
genomas dos parentais que estdo sendo eliminados nos hibridos triploides
submetidos a duplicagdo cromossomica. Foi observada grande variacdo
cromossomica entre e dentre as células somaticas dos hibridos analisados. Nao
houve eliminacao preferencial do genoma de um dos parenatais. Adicionalmente
a eliminacdo de sequéncias gendmicas apds hibrida¢do foi demonstrada por
meio de analise citogenética e de citometria de fluxo.

Palavras-chave: Hibridizagdo in situ. Mapeamento fisico. Alteragdes genOmicas.
Elimina¢do Cromossomica.



GENERAL ABSTRACT

Napier grass (Pennisetum pupureum) and pearl millet (Pennisetum
glaucum) are important tropical grass. The first is perennial, has high productive
potential, nutrient quality and palatability, while the second is resistent to
draught and tolerant to the low fertility of soils. The napier grass is an
allotetraploid (2n=4x=28) with genomes A'A'BB. The pearl millet is a diploid
(2n=2x=14) with genomes AA. The interspecific hybrid, resulting from cross
between these two species is a triploid (2n=3x=21) with genomes AA’'B and
sterile. Chromosome doubling is used to restore the fertility of the hybrid, so it
can be used on breeding programs. The chromosome doubling protocols result
in hexaploids (2n=6x=42) and mixoploids (2n=14 until 42) plants as
consequence of chromosome elimination. These plants are potential genotypes
for breeding programs. The characterization of chromosomes on these species
and their identification on hybrids is of great interest. Then, the idetification and
the individualization of each chromosome from A, A’ and B genomes are
important for understanding the chromosome elimination process. The aim of
this work was study the genomic behavior of napier grass, pearl millet and their
interspecific hybrids. In order to characterize chromosome elimination after
hybridization and polyploidy it was used cytogentic tools as chromosome
banding, fluorescent in situ hybridization (FISH) mapping rRNA 45S and 5S
genes and genomic in Situ hybridization (GISH). DAPI bands were evident
following chromosome desnaturation after formamide treatment. The rRNA
genes 45S was mapped on four chromosomes in pearl millet, napier grass and
interspecific hybrid. For DNA 58S it was observed four loci in pearl millet and
two loci in napier grass. It was possible to distinguish five of fourteen
chromosomes from napier grass haploid complement and four of seven
chromosomes from pear millet haploid complement. The ideogram was also
proposed for napier grass, pearl millet and interspecific hybrid. The GISH
allowed to identify the genomes from parentals that were eliminated after
chromosome doubling. There was a great variation of chromosome number in
and between the hybrids analysed. It was not observed preferential elimination.
Additionally elimination of genome sequences was demonstrated.

Keywords: In situ hybridization. Physical mapping. Genomic alterations.
Chromosome elimination.
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1 INTRODUCAO

A pecudria leiteira ¢ uma das mais importantes atividades no setor
agropecudrio, sendo Minas Gerias o maior produtor de leite do pais.
Considerando que a alimentagdo dos animais € o componente com maior custo
na atividade, existe uma forte demanda por forrageiras mais produtivas, com
melhor qualidade nutricional e boa adaptacdo as diferentes condi¢cdes ambientais
(SOUZA SOBRINHO et al., 2005).

O capim-elefante (Pennisetum purpureum Schumach) ¢ uma importante
forrageira para a pecudria leiteira, sendo utilizado como fonte nutritiva para o
gado de leite. Neste sentido, a Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora-MG vem
conduzindo um programa de melhoramento do capim-elefante com o objetivo de
produzir cultivares melhoradas. Uma das estratégias utilizadas ¢ a producdo de
hibridos interespecificos entre o capim-elefante e o milheto [Pennisetum
glaucum (L.) R. Br.]. No hibrido as caracteristicas de forragem do capim-
elefante como elevada producdo de matéria seca, boa palatabilidade, alto valor
nutritivo e perenidade, sdo combinadas com a qualidade de forragem, boa
resisténcia a seca e doengas, tolerancia a baixos niveis de fertilidade do solo,
produgdo de sementes ndo deiscentes e de maior tamanho do milheto (PAIVA,
2006; PEREIRA et al., 2000). A forragem do hibrido € superior a dos parentais
com melhor aceitagdo pelos bovinos do que o proprio capim-elefante

A maior limitagdo, no entanto, na utilizagdo do hibrido interespecifico
entre capim-elefante e milheto ¢ a infertilidade do mesmo, impossibilitando a
obtencdo de sementes para a implementa¢do de pastagens economicamente
viaveis (PEREIRA et al., 2001, 2003). A esterilidade do hibrido ocorre, pois o
capim-elefante ¢ uma espécie alopoliploide com genomas A’A’BB e 2n=4x=28
cromossomos, enquanto o milheto ¢ uma espécie diploide, com genoma AA e

2n=2x=14 cromossomos. O hibrido resultante é um triploide, com genomas
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AA’B e 2n=3x=21 cromossomos. Portanto, a meiose do hibrido interpecifico é
irregular. Tém-se observado na diacinese dos hibridos a formacdo de sete
bivalentes, relacionados aos genomas A e A’, de milheto e capim-elefante,
respectivamente, ¢ sete univalentes, referentes ao genoma B de capim-elefante.
A presenga dessas univalentes na meiose resulta na segregacdo irregular dos
cromossomos, o que leva a anormalidades meibticas e consequentemente a
formagdo de gametas ndo viaveis (JAUHAR, 1981; TECHIO et al., 2006). Em
funcao deste pareamento meiodtico observado nos hibridos triploides os genomas
A e A’ sdo considerados homedlogos.

A fim de restaurar a fertilidade desse hibrido triploide e viabilizar o uso
da combinacdo genética de capim-elefante e milheto nos programas de
melhoramento, faz-se necessario a duplicacdo dos cromossomos. Nesse sentido,
alguns trabalhos ja foram realizados a fim de obter plantas hexaploides
(AAA’A’BB com 2n=6x=42 cromossomos) via indugdo de duplicagdo
cromossomica (ABREU et al., 2006; BARBOSA et al., 2007; CAMPOS et al.,
2009a).

O comportamento gendmico dos hibridos interespecificos tem sido
caracterizado por diversas técnicas: andlise meidtica, contagem do numero
cromossomico em metafases mitdticas, analise do ciclo celular e estimativa do
conteudo de DNA por citometria de fluxo. Nesses estudos, foram observadas
alteragdes meidticas e baixa viabilidade de polen, além de alteragdes mitoticas,
eliminacdo de cromossomos ¢ quantidade de DNA abaixo do esperado nos
hibridos resultantes (BARBOSA et al., 2007, BUSTAMANTE, 2009; CAMPOS
et al., 2009a; TECHIO; DAVIDE; PEREIRA, 2005; TECHIO et al., 2006).

A populacdo de individuos hexaploides tem sido submetida a ciclos de
selegdo e ganhos com relacdo ao tamanho e viabilidade das sementes tem sido
observados (SOUZA SOBRINHO et al.,, 2008). Inclusive ja foram obtidos
hibridos pentaploides (AA’A’BB) e tetraploides (AAA’B) resultantes do
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cruzamento entre hexaploides induzidos e os parentais capim-elefante e milheto,
respectivamente (LEAO, 2009).

Nao obstante, a mixoploidia, decorrente da eliminagdo cromossdmica,
tem sido observada com frequéncia em todas essas combinagdes hibridas
(BARBOSA et al., 2007; BUSTAMANTE, 2009; LEAO, 2009). Esse fenomeno
¢ comumente observado apds os processos de hibridacao e poliploidizagao em
fun¢do da combinagdo de dois genomas parentais dentro de um mesmo nucleo
(RIDDLE; BIRCHLER, 2003; SALENTIJN et al., 2009).

Nos estudos realizados com hibridos interespecificos poliploidizados de
Pennisetum foram observadas plantas mixoploides cujo nimero cromossdmico
variou de 14 a 42 nas células dos hibridos 6x, de 20 a 34 nos hibridos 5x ¢ de 16
a 28 nos hibridos 4x (BUSTAMANTE, 2009; LEAO, 2009). No entanto, ainda
ndo se sabe a qual genoma pertence os cromossomos que estdo sendo eliminados
e se essa perda ocorre ao acaso ou de forma preferencial. Mesmo mixoploides,
esses hibridos tém-se mostrado promissores para uso forrageiro.

O conhecimento do comportamento dos diferentes genomas no processo
de eliminacdo cromossdmica podera ajudar na obtengdo de hexaploides estaveis,
com 42 cromossomos, bem como na obten¢do de linhas de adi¢do (genotipos
contendo cromossomos ou segmentos de cromossomos extras) ou de
substituicdo (substituicido de cromossomos entre espécies diferentes)
(BAPTISTA-GIACOMELLI; PAGLIARINI; ALMEIDA, 2000). Ademais, o
conhecimento de cada um dos cromossomos de capim-elefante e milheto ¢ de
extrema importancia para viabilizar o uso dos genotipos mixoploides nos
programas de melhoramento como linhas de adigdo ou substitui¢do e para a
avaliacdo do grau de homologia entre os genomas A e A’. Neste sentido, a
técnica de hibridizagdo in situ genémica (GISH), que utiliza como sonda o DNA
gendmico de um dos parentais, possibilita a identificacdo dos cromossomos dos

parentais no hibrido interespecifico. Por outro lado, os cromossomos que estdo
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sendo eliminados podem ser identificados através da utilizagdo de diversos tipos
de sondas na hibridizagdo in situ fluorescente (FISH). Essa metodologia permite
encontrar marcas que individualizem os cromossomos de cada um dos genomas
A, A’ e B. Além de auxiliar no estudo da eliminagdo cromossOmica, as técnicas
de FISH e GISH podem ser uteis no entendimento de outros fendmenos
decorrentes do evento de hibridagdo e poliploidizagdo, como os rearranjos
gendmicos. Tanto a eliminag¢@o de sequéncias quanto a reorganizagdo gendmica
podem ser exploradas como nova fonte de variabilidade genética no
melhoramento.

Destarte, o objetivo do presente trabalho ¢ identificar os cromossomos
dos parentais capim-elefante e milheto através do mapeamento fisico de genes
de RNAr 18S-5.85-26S (DNAr 45S) e 5S (DNAr 5S) e bandamento
cromossdmico fluorescente, visando caracterizar a eliminagdo cromossémica e

as alteragdes gendmicas apos hibridagdo e indugdo de poliploidia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Hibridacao interespecifica no melhoramento de capim-elefante

O género Pennisetum ¢ um dos mais importantes da familia Poaceae
(MARTEL et al., 2004). Esse género possui aproximadamente 140 espécies
sendo o capim-elefante (P. purpureum Schumach) e o milheto [P. glaucum (L.)
R.Br.], ambas forrageiras, as espécies mais importantes economicamente
(HANNA, 1981).

A proximidade genética, observada pela ocorréncia de hibridagao natural
entre essas duas espécies (HANNA; DUJARDIN, 1986), possibilita a obtengdo
de hibridos entre capim-elefante e milheto, sendo recomendada para os
programas de melhoramento forrageiro (HANNA, 1999). Tal estratégia visa
melhorar a qualidade forrageira do capim-elefante reunindo no hibrido as
caracteristicas desejaveis de ambas as espécies: potencial produtivo,
palatabilidade, vigor e perenidade do capim-elefante com resisténcia a seca e as
doengas, tolerancia a baixos niveis de fertilidade do solo, produgdo de sementes
ndo deiscentes e maiores e elevado rendimento de matéria seca do milheto
(PEREIRA et al., 2001; SCHANK et al., 1993; SOUZA SOBRINHO et al.,
2005).

O capim-elefante pertence ao conjunto génico secundario do género,
sendo uma espécie perene, aldgama, alotetraploide com 2n=4x=28 cromossomos
e conteudo 2C de DNA igual a 4,59 pg. Ja o milheto corresponde ao conjunto
génico primario ¢ ¢ uma espécie anual, alogama, diploide com 2n=2x=14
cromossomos ¢ contetido 2C de DNA igual a 4,71 pg. (MARTEL et al., 1997,
2004).

A constituigdo gendmica do capim-elefante ¢ A’A’BB, enquanto a do

milheto é AA. A relacdo existente entre esses genomas foi estabelecida por
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trabalhos que utilizaram a morfologia dos cromossomos metafasicos e
ocorréncia das configuracdes dos bivalentes e univalentes na meiose. Os
resultados sugerem que os genomas A e A’ sdo homeologos, enquanto que o
genoma B ndo tem sua origem definida (JAUHAR, 1981; TECHIO; DAVIDE;
PEREIRA, 2005, TECHIO et al., 2006).

Do cruzamento entre essas duas espécies sao obtidos hibridos triploides
estéreis com 2n=3x=21 cromossomos e¢ genomas AA’B (HANNA; DUJARDIN,
1986). Estudos meidticos mostraram que a esterilidade do triploide se deve a ndo
existéncia de pareamento correto entre os cromossomos de capim-elefante e
milheto, resultando na formacdo de gametas inviaveis (TECHIO; DAVIDE,;
PEREIRA, 2006).

Para restaurar a fertilidade do hibrido triploide e viabilizar o uso da
combina¢do genOmica de capim-elefante e milheto no melhoramento ha
necessidade de duplicar os cromossomos desse hibrido (ABREU et al., 2006;
BARBOSA et al., 2007, CAMPOS et al.,, 2009a). Os hibridos hexaploides
(2n=6x=42 cromossomos) compdem genotipos promissores para o programa de
melhoramento de capim-elefante, pois apresentam qualidades nutritivas
superiores as dos parentais (capim-elefante e milheto), produz sementes férteis,
maiores, ndo deiscentes ¢ tem melhor aceitagdo pelos animais (HANNA, 1981;
PEREIRA et al., 2001). Além disso, a propagacdo desses hibridos hexaploides
via semente viabiliza a expansdo das areas cultivadas de capim-elefante,
trazendo consideraveis contribui¢des para a pecudria leiteira (SCHANK et al.,

1993).
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2.2 Consequéncias e aplicagbes da hibridacdo e poliploidizacdo no

melhoramento de plantas

O fendmeno da poliploidia é reconhecido como a maior for¢a evolutiva
em vegetais (ADAMS; WENDEL, 2005; LEVIN, 2002; STEBBINS, 1950).
Viarios trabalhos tém relatado as consequéncias de eventos de hibridacdo e
poliploidizagdo, incluindo perdas no contetido de DNA e rearranjos gendmicos
(COMAIL, 2000, KASHKUSH; FELDMAN; LEVY, 2002; LEITCH;
BENNETT, 2004). A ocorréncia de reorganizacdes genéticas e epigenéticas €
atribuida a conflitos intergendmicos em funcdo da combinacao de dois diferentes
genomas parentais dentro de um mesmo nucleo (RIDDLE; BIRCHLER, 2003;
SALENTIIN et al., 2009).

Entre as altera¢des/reorganizagdes observadas apds a hibridacdo estdo: a
eliminacdo de sequéncias de DNA (FELDMAN et al, 1997; LEITCH;
BENNETT, 2004; OZKAN; TUNA; ARUMUGANATHAN, 2003; SHAKED et
al., 2001); a eliminagdo de cromossomos (BAPTISTA-GIACOMELLI,
PAGLIARINI; ALMEIDA, 2000; GERMAND et al., 2005; LINDE-LAURSEN;
BOTHMER, 1999; RIERA-LIZARAZU; RINES; PHILLIPS, 1996); a
ocorréncia de rearranjos cromossomicos (PIRES et al., 2004; PONTES et al.,
2004; UDALL; QUIJADA; OSBORN, 2005); as alteracdes epigenéticas como
metilagdo de sequéncias codantes e ndo codantes de DNA (LEVY; FELDMAN,
2004; LIU; WENDEL, 2003; LUKENS et al., 2006; OSBORN et al., 2003;
SALMON; AINOUCHE; WENDEL, 2005;); o silenciamento génico (CHEN;
PIKAARD, 1997; DOYLE et al., 2008; GAETA et al., 2007; LEE; CHEN,
2001) e a ativacao de genes e retrotransposons que alteram a expressdo de genes
adjacentes (ADAMS; WENDEL, 2005; KASHKUSH; FELDMAN; LEVY,
2002, 2003).
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Dentre as alteracdes gendmicas citadas, a eliminagdo cromossdmica ¢ a
mais comumente observada. Esse processo € uma alternativa interessante nos
programas de melhoramento. A partir da eliminagdo de cromossomos em
hibridos interespecificos podem-se obter linhas de adi¢do (materiais contendo
cromossomos ou partes de cromossomos extras) ou linhas de substituicdo
(substitui¢do de cromossomos entre espécies diferentes) (BAPTISTA-
GIACOMELLI; PAGLIARINI; ALMEIDA, 2000). Se o genoma completo de
um dos parentais no hibrido interespecifico for eliminado ha a possibilidade de
obtencdo de haploides. A literatura prové alguns trabalhos que descrevem a
eliminagdo somadtica parcial ou total de cromossomos de uma das espécies
parentais apos hibridagdo na familia Poaceae: Hordeum lechleri X H. vulgare
(LINDE-LAURSEN; BOTHMER, 1999), Avena sativa X Zea mays (RIERA-
LIZARAZU; RINES; PHILLIPS, 1996), Triticum aestivum X H. vulgare
(BADAEVA et al, 2008); Triticum aestivum X Pennisetum glaucum
(GERMAND et al., 2005); Triticosecale Wittm X Triticum aestivum (PRATAP;
SETHI; CHAUDHARY, 2006), Setaria italica X Setaria viridis (DOUST,;
KELLOGG, 2006) e Lolium perenne x Festuca pratensis (GUO; MIZUKAMI;
YAMADA, 2005).

Segundo Feldman et al. (1997) e Liu et al. (1996) uma eliminagdo
especifica de sequéncias de DNA ocorre nos primeiros estagios apos a
hibridagdo. Nesse contexto, varias hipoteses t€m sido desenvolvidas para
explicar o processo de eliminagdo cromossomica em hibridos: inativagdo dos
cromossomos por nucleases (ADAMOWSKI; PAGLIARINI; BATISTA, 1998),
formacdo de fusos multipolares (SUBRAHMANYAM; KASHA, 1973),
assincronia na sintese de nucleoproteinas levando a perda de cromossomos com
segregacdo tardia (BENNETT; FINCH; BARCLAY, 1976; LAURIE;
BENNETT, 1989), separagdo espacial de genomas durante a interfase (FINCH;
BENNETT, 1983; LINDE-LAURSEN; BOTHMER, 1999) e metafase
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(SCHWARZACHER-ROBINSON et al., 1987), supressio da func¢do do
centromero nos cromossomos eliminados (FINCH; BENNET, 1983; JIN et al.,
2004; KIM et al., 2002; MOCHIDA; TSUJIMOTO; SASAKUMA, 2004) e
assincronia no tempo do ciclo celular (GUPTA, 1969).

Hibridos de trigo (Triticum aestivum) e milheto (Pennisetum glaucum)
estudados por Germand et al. (2005) apresentaram elimina¢do cromossomica
uniparental (cromossomos de milheto) via formagdo de micronucleos,
acompanhada de heterocromatizagdo e fragmentagdo de DNA. A eliminagdo
cromossOmica iniciou-se logo apds a fertilizagdo, corroborando os resultados
anteriores de Laurie e Bennett (1989) e Mochida, Tsujimoto e Sasakuma.
(2004). Nesses trabalhos, os cromossomos ou fragmentos eliminados ndo se
alinharam corretamente na metafase, segregando tardiamente na anafase e
formando microntcleos. Esses relatos estdo de acordo com o mecanismo
classico de formacdo de micronucleos: formacdo de membrana ao redor de
cromossomos ou fragmentos perdidos durante a reconstru¢do da membrana
celular no fim da tel6fase (SCHUBERT; OUD, 1997). Observou-se ainda que os
cromossomos de milheto ocupavam uma posicao periférica do nacleo interfasico
dos hibridos, o que, provavelmente, estava diretamente ligado a eliminagdo de
cromatina também durante a interfase (GERMAND et al., 2005).

Baptista-Giancomelli, Pagliarini e Almeida (2000) e Singh (2002)
descreveram algumas alteragdes que evidenciam o processo de eliminacdo
cromossomica: fragmentagdo cromossomica, degradagdo da cromatina, nio
orientagdo dos cromossomos na placa metafdsica, migracdo precoce nas
metafases e presenga de cromossomos atrasados na anafase. Todas essas
alteracdes podem levar a formagdo de micronucleos nas teldfases e profases
como observado no trabalho de Germand et al. (2005).

Nos hibridos de capim-elefante e milheto induzidos a duplicacdo

cromossOmica por antimitoticos, a elimina¢do cromossomica foi um resultado



24

recorrente. Foi observada grande variacdo no nimero cromossdmico dos
hibridos triploides submetidos & duplicagdo (BARBOSA et al, 2007;
BUSTAMANTE, 2009; CAMPOS et al., 2009a). A confirmacdo da ploidia ap6s
duplicagdo cromossomica foi realizada através de contagem de cromossomos em
células meristematicas das plantas hibridas e da estimativa da quantidade de
DNA das mesmas por citometria de fluxo (ABREU et al., 2006; BARBOSA et
al, 2007; BUSTAMANTE, 2009; CAMPOS et al., 2009a). O nimero de plantas
hexaploides estaveis com 2n=6x=42 observado foi pequeno, enquanto a
frequéncia de plantas mixoploides com niimero cromossémico variando de 14 a
42 foi alta. Esse fenomeno de eliminacdo cromossdmica € comumente
observado ap6s os processos de hibridacdo e poliploidizagdo em funcdo da
combina¢do de dois genomas parentais dentro de um mesmo nucleo (RIDDLE;
BIRCHLER, 2003; SALENTIIN et al., 2009). Nao se sabe ainda, nesses
hibridos de capim-elefante e milheto, a qual parental pertencem os cromossomos
que estdo sendo eliminados e se a perda ocorre ao acaso ou de forma
preferencial.

Na avaliagdo da quantidade de DNA de 105 plantas duplicadas
avaliadas, 43 (40,95%) tinham quantidade de DNA compativel a uma planta
hexaploide, enquanto o restante tinha quantidade de DNA variavel, desde
conteudo 2C proximo a um diploide, triploide ou tetraploide, até préximo a um
hexaploide, com possibilidade de ocorréncia de aneuploidias (CAMPOS, 2007).

Ademais, nesses estudos realizados em Pennisetum, varias evidéncias de
alteragdes genomicas nos hibridos de capim-elefante e milheto foram
observadas. Nos hibridos triploides, Techio et al. (2006) observaram altera¢des
no comportamento meidtico, tais como: presenca de micronucleos em tétrades,
pontes em anafase, cromossomos com migragdo precoce nas metafases [ e Il e
cromossomos com segregacdo tardia nas anafases 1 e II. Anormalidades

semelhantes foram observadas por Paiva (2006) em hibridos hexaploides



25

divergentes quanto ao tempo de duplicag@o (obidos recentemente e duplicados a
mais de dez anos). Além da presenca de micronucleos, ascensdo precoce de
cromossomos na metafase e segregacdo irregular na anafase como observado
nos hibridos triploides, foi observado ainda pareamento irregular dos
cromossomos de capim-elefante e milheto na diacinese, formando univalentes.
Tais anormalidades afetaram diretamente a fertilidade do polen pela producao de
gametas aneuploides, refletindo em baixas taxas de viabilidade do polen tanto
nos hibridos triploides quanto nos hexaploides (PAIVA, 2006; TECHIO;
DAVIDE; PEREIRA, 2006).

Bustamante (2009) avaliou o comportamento mitdtico e o conteido de
DNA em meristemas radiculares nos mesmos hexaploides divergentes quanto ao
tempo de indugdo de duplicagdo cromossomica avaliados por Paiva (2006). A
autora relatou que a mixoploidia se manteve tanto nos hibridos nacionais (mais
recentes) quanto nos americanos (duplicados a mais de dez anos). Nos dois
grupos também foram observadas alteragdes no ciclo celular (cromossomos
pegajosos, pontes € cromossomos ndo orientados na metafase ou perdidos na
anafase) e variacao na quantidade de DNA.

Campos et al. (2009a) observaram indicios de perda de DNA, o que
sugere a eliminacdo de sequéncias genomicas em hibridos hexaploides de
capim-elefante e milheto. No trabalho, os autores demonstraram, por meio da
citometria de fluxo, redugdes de 0,08 a 0,16 pg de DNA nos hibridos em relacio
ao esperado para a média dos parentais, sugerindo uma provavel eliminagdo de
sequéncias gendmicas apds a hibridacdo. A quantidade de DNA média para os
materiais de capim-elefante avaliados no trabalho foi de 4,54 pg, enquanto para
os materiais de milheto foi de 4,75 pg. Esses resultados estdo de acordo com as
quantidades de DNA anteriormente relatadas de 4,59 e 4,71, respectivamente,
para o capim-elefante e o milheto por Martel et al. (1997). Diante desses

resultados, esperava-se uma quantidade de DNA média para os hibridos
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triploides de 4,65 pg (valor médio entre os pais), mas os resultados apontaram
uma quantidade de DNA média para os hibridos triploides de 4,51 pg,
correspondente a uma reducdo de 3% em relacdo ao esperado.

Adicionalmente, Ledo (2009) observou a ocorréncia de mixoploidia em
consequéncia da eliminacdo cromossémica em combinagdes gendmicas
resultantes do retrocruzamento dos hibridos hexaploides com os parentais
capim-elefante e milheto. Nas combinagdes gendmicas pentaploides
(AA’A’BB), resultantes do cruzamento do hibrido hexaploide com o capim-
elefante, o nimero cromossomico variou de 20 a 34. Ja nas combinagdes
tetraploides (AAA’B), resultantes do cruzamento do hibrido hexaploide com o
milheto, a variacdo foi de 16 a 28 cromossomos. A perda de DNA também foi
observada nesse trabalho, variando de 14,71 a 19% nas combinagdes tetraploides
e de 9,25 a 14,45% nas pentaploides.

Mesmo mixoploides, as populagdes de plantas obtidas por inducdo de
duplica¢do cromossdmica de hibridos triploides, mostram-se promissoras. Apds
alguns ciclos de sele¢do para viabilidade e tamanho de sementes que foram
conduzidos nessas populacdes, foi observado ganho (SOUZA SOBRINHO et
al., 2008). Esse fato indica que todos esses fendmenos de eliminacdo
cromossomica e/ou perda de DNA nas diferentes combinagdes hibridas entre
capim-elefante e milheto podem gerar genotipos promissores com potencial para
uso no programa de melhoramento. Visando a obtencdo de linhas de adi¢do ou
de substituicdo nessas combina¢des hibridas entre capim-elefante e milheto ¢
necessaria a identificagdo dos cromossomos dos parentais. Para tanto, podem ser
realizados estudos utilizando metodologias que auxiliem na obtengdo de mapas

fisicos dos cromossomos, como as de hibridizagio in situ.
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2.3 Hibridizacao in situ: aplicacfes na citogenética e no melhoramento

de Pennisetum

O hibrido triploide (2n=3x=21 cromossomos) entre capim-elefante e
milheto apresenta genomas AA’B conforme relatado anteriormente. Desses 21
cromossomos, sete sdo oriundos do milheto e quatorze do capim-elefante. O
pareamento cromossomico no hibrido confirma a homeologia do genoma A de
milheto com o genoma A’ de capim-elefante através da observagdo de 711 e 71
em muitas células e a auséncia de trivalentes (JAUHAR, 1981; TECHIO;
DAVIDE; PEREIRA, 2005, TECHIO et al., 2006). Ha relatos de que os
cromossomos 1 a 5 do milheto sdo homedlogos aos cromossomos 1 a 5 do
capim-elefante ¢ os cromossomos 6 ¢ 7 do milheto sdo homologos aos
cromossomos 8 e 14 do capim-elefante (PANTULU; RAO, 1982).
Adicionalmente, Martel et al. (2004) afirmam que existe grande facilidade de
identificar os cromossomos das duas espécies pelo tamanho e forma na placa
equatorial, uma vez que os cromossomos de P. glaucum sido maiores quando
comparados com os de P. purpureum.

Todas essas afirmagdes, no entanto, foram feitas com base em
observacgdes morfométricas dos cromossomos e/ou pareamento meiotico. Nao ha
relato de marcadores fisicos nos cromossomos de capim-elefante e milheto que
comprovem tal homeologia descrita para os genomas A ¢ A’. Logo, a técnica de
hibridizagdo in situ é de extrema utilidade no estudo da individualizagdo dos
cromossomos dos genomas A, A’ e B, que compde o genoma dos hibridos em
questao.

A técnica de hibridizacao in situ (HIS) foi descrita por Pardue e Gall em
1969 e consiste no pareamento de determinado segmento de DNA ou RNA com
uma sequéncia de nucleotideos complementar situada dentro da célula visando

verificar se a célula possui essa sequéncia e qual sua exata localizacdo. A
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sequéncia de interesse ¢ marcada com uma molécula de facil visualizacdo
(fluorocromos) funcionando como uma sonda que ira hibridizar com a sequéncia
complementar no cromossomo (GUERRA, 2004).

Em funcfo de sua alta especificidade e dos avancos nos protocolos que
vem sendo introduzidos nesses ultimos anos, a HIS se transformou em uma das
técnicas mais elegantes e informativas da citogenética, permitindo estabelecer
novos tipos de marcadores cromossdmicos para a analise cariotipica comparada.
Com a HIS ¢ possivel localizar diversos genes e sequéncias repetitivas ao longo
dos cromossomos além de construir mapas fisicos detalhados (GUERRA, 2004).
As sondas de DNA repetitivo que contém as sequéncias de RNAr 18S-5.8S-25S
e 5S sdo as mais comumente utilizadas, auxiliando na diferenciacdo de
cariotipos similares (FREGONEZI et al., 2006).

No género Pennisetum a hibridizagéo in situ fluorescente (FISH) tem
sido utilizada para determinar regides cromossdmicas associadas a apomixia em
Pennisetum squamulatum (AKIYAMA et al., 2004; GOEL et al., 2003). O
primeiro trabalho realizado nesse sentido foi de Goel et al. (2003). Os autores
delinearam, por meio da FISH, uma regido cromossomica hemizigética
associada com a formacdo de saco embriondrio aposporico. Posteriormente,
Akiyama et al. (2004) realizaram mapeamento de alta resolucdo em
cromossomos  paquiténicos de P. squamulatum revelando extensos
heteromorfismos cromossdmicos em regides associadas a apomixia. Outros
autores fizeram mapeamentos fisicos comparativos por meio da FISH estudando
regides especificas em plantas apomiticas (GOEL et al.,, 2006). Por fim,
Akiyama et al. (2006) utilizaram a FISH para identificar citdtipos hexaploides e
octaploides em populagdes provenientes de retrocruzamento entre P.
squamulatum e P. purpureum ou P. glaucum.

Em hibridos, € possivel identificar cada um dos genomas dos parentais

através do uso da sonda de DNA gendmico. Nesse caso, a HIS é conhecida
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como Hibridizagdo in situ genémica (GISH) e consiste na marca¢gdo do DNA
gendmico de um dos parentais, permitindo a identificagdo dos cromossomos
desse parental no hibrido natural ou artificial (GUERRA, 2004). A técnica da
GISH foi desenvolvida originalmente para demonstrar que os genomas parentais
de um hibrido entre Hordeum chilense e Secale africanum podiam ser
reconhecidos durante todo o ciclo celular e que ocupavam diferentes dominios
no nucleo interfasico (SCHWARZACHER et al., 1989).

Varios estudos ja utilizaram a GISH para identificar genomas de cada
um dos parentais nos hibridos assim como para demonstrar a recombinagdo
genOmica apos introgressdo de um ou mais genes/cromossomos. Um exemplo
classico ¢ a introducao de genes de resisténcia a diversas doengas, localizados no
brago curto do cromossomo de centeio, para o genoma do trigo (HESLOP-
HARRISON; SCHWARZACHER, 1993).

Adicionalmente, em anfidiploides parciais de Triticum aestivum X
Thinopyrum ponticum, Brasileiro-Vidal et al. (2005) verificaram a perda de
cromossomos no hibrido interespecifico, evidenciando instabilidade mitética.

O uso da GISH em metafases de hibridos de capim-elefante ¢ milheto
também possibilita a identificacio dos genomas parentais e constitui uma
ferramenta util para verificar e estudar a eliminagdo cromossomica. Bustamante
(2009) verificou nos hibridos hexaploides estudados resultados interessantes:
alguns hibridos apresentaram bom desempenho em plantios comerciais e
producdo de sementes viaveis, mesmo tendo tendéncias a eliminar
cromossomos. Nesse caso, o uso da GISH possibilitaria averiguar o grau de
introgressao ocorrido nestes hibridos.

Por conseguinte, a possibilidade de utilizacdo de varios tipos de sondas
na FISH, como as sondas de DNAr 45S e 5S, permitira a constru¢cdo de mapas
fisicos e a obten¢do de marcas individuais para cada cromossomo, possibilitando

distingui-los nos hibridos de Pennisetum.
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Uma vez que ndo se conhece quais genomas estdo sendo
preferencialmente eliminados nos hibridos hexaploides instaveis, ou ainda quais
0s rearranjos genomicos que estdo ocorrendo apds a hibridacdo e poliploidizagao
desse material, a hibridizago in situ é uma ferramenta com grande potencial

para auxiliar nesse estudo.
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CAPITULO 2

MAPEAMENTO FiSICO DOS GENES DE RNAr 18S-5.85-26S e 5S
E BANDAMENTO CROMOSSOMICO FLUORESCENTE
EM CAPIM-ELEFANTE E MILHETO
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RESUMO

O género Pennisetum esta dividido em cinco se¢des taxonOmicas. A
secdo Penicillaria engloba duas forrageiras tropicais, importantes
economicamente, Pennisetum pupureum (capim-elefante) com 2n=4x=28
cromossomos ¢ Pennisetum glaucum (milheto) com 2n=2x=14 cromossomos. A
proximidade genética existente entre elas permite a obten¢do de hibridos com
qualidade forrageira superior aos genitores, os quais tém sido explorados para o
melhoramento da qualidade forrageira. Nesse sentido, a caracterizagdo dos
cromossomos dessas espécies ¢ importante a fim de auxiliar a identificagdo dos
mesmos quando em combinagdo hibrida. No presente trabalho foi realizado o
mapeamento dos genes de RNAr 18S-5.8S-26S ¢ 5S mediante a hibridizacao in
situ  fluorescente (FISH) e bandamento cromossomico fluorescente nos
cromossomos de capim-elefante, milheto e hibrido interespecifico. Foram
observados quatro sitios de DNAr 45S em capim-elefante, milheto e hibrido
interespecifico. O DNAr 58S foi localizado em um par cromossémico de capim-
elefante ¢ em dois pares de milheto. Bandas DAPI apds tratamento com
formamida decorrente da FISH foram observadas nas duas espécies e na
combinagdo hibrida. Essas marcas observadas permitiram distinguir cinco dos
quatorze cromossomos do lote haploide de capim-elefante e quatro dos sete
cromossomos do lote haploide de milheto. O idiograma com essas marcas,
caracterizando o inicio da constru¢do de um mapa fisico, foi proposto para
capim-elefante, milheto e hibrido.

Palvras-chaves: Bandamento DAPI. Mapeamento fisico. Hibridagdo
interespecifica. Pennisetum.
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ABSTRACT

The current classification of Pennisetum includes five taxonomy
sections. The section Penicillaria includes two important tropical forages,
Pennisetum pupureum (Napier grass) with 2n=4x=28 chromosomes and
Pennisetum glaucum (pearl millet) with 2n=2x=14 chromosomes. These are
genetic related species which can be crossed producing a high quality and high
yielding perennial interspecific forage hybrids. Then the characterization of their
chromosomes is important, helping the identification of them when they are on
the interspecific hybrid. In this work the physical mapping of chromosomes
from pearl millet and napier grass was propoposed by fluorescent in situ
hybridization (FISH) and chromosome banding methods. The rDNA18S-5.8S-
26S was mapped on four loci on pearl millet and napier grass. Consequently, it
was also observed four chromosomes with rDNA18S-5.8S-26S on the
interspecific hybrid. Additionally, the rDNA 5S was localized at one pair of
chromosomes on napier grass and at two pairs of chromosome on pearl millet.
After formamide treatment from FISH process, positive DAPI bands were
observed on chromosomes from pearl millet, napier grass and hybrids. These
markers allowed to individualize some chromosomes of pearl millet and napier
grass. It was possible to distinguish five of fourteen chromosomes from napier
grass haploid complement and four of seven chromosomes from pear millet
haploid complement. The ideogram was also proposed for napier grass, pearl
millet and interspecific hybrid.

Keywords: DAPI band. Physical mapping. Interespecific hybrids. Pennisetum.
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1 INTRODUCAO

Pennisetum ¢ um importante género da familia Poaceae, subfamilia
Panicoidea e tribo Paniceac (DAHLGREN; CLIFFORD, YEO, 1985). O género
compreende cerca de 140 espécies com numero basico de cromossomos
variando de x= 5, 7, 8 ¢ 9 (JAUHAR, 1981) e ploidia variando de diploide a
octoploide (MARTEL et al., 1997). Baseando-se em caracteristicas morfologicas
essas espécies sdo agrupadas em cinco se¢des taxondmicas: Penicillaria,
Brevivalvula, Gymnothrix, Heterostachya e Eu-Pennisetum (STAPF; HUBBAR,
1934 citado por MARTEL et al., 2004). A secao Penicillaria forma um grupo
monofilético que compreende espécies cujo nimero basico € X=7 cromossomos.
Dentro dessa secdo encontram-se espécies diploides, como o P. pupureum
(capim-elefante), Uinico representante tetraploide, com 2n=4x=28 cromossomos,
P. glaucum (milheto) com 2n=2x=14 cromossomos ¢ espécies selvagens
relacionadas (MARTEL et al., 2004).

Tanto capim-elefante quanto milheto sdo importantes forrageiras
tropicais. O capim-elefante apresenta caracteristicas de forragem tais como boa
qualidade, palatabilidade, vigor e perenidade, as quais sdo exploradas no
desenvolvimento de cultivares melhoradas (SOUZA SOBRINHO et al., 2005).
O milheto, por outro lado, apresenta boa resisténcia a seca ¢ a doencas, ¢é
tolerante a baixos niveis de fertilidade do solo, tem boa producdo de sementes
ndo deiscentes e produz elevado rendimento de matéria seca (PEREIRA et al.,
2001). A proximidade genética existente entre essas duas espécies permite a
obtencdo de hibridos com qualidade forrageira superior aos genitores. Em
fun¢do disso, a hibridagdo interespecifica entre as duas espécies tem sido
explorada para o melhoramento da qualidade forrageira (HANNA, 1999).

O maior problema do uso do hibrido interespecifico entre capim-elefante

e milheto ¢ a esterilidade causada por sua condigdo triploide. Nesse sentido, tem-
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se induzido a poliploidia nesses hibridos triploides a fim de se produzir plantas
com todo complemento cromomossdmico duplicado, hexaploides (2n=6x=42
cromossomos). As tentativas de duplicagdo cromossOmica geram ragas
cromossomicas hexaploides e mixoploides, as quais apresentam variagdo no
nimero cromossomico de 14 a 42 (ABREU et al., 2006; BARBOSA et al., 2007,
CAMPOS et al., 2009a, 2009b). Essas ragas cromossOmicas, se férteis e com
caracteristicas forrageiras superiores, podem ser de interesse agrondmico.

Tendo em vista a importancia agrondmica ¢ econdmica dessas espécies
na producdo de grdos (milheto) e como forrageira de elevado potencial
produtivo (capim-elefante e milheto) (PEREIRA et al., 2001), a caracterizacao
dos seus cromossomos a fim de auxiliar a identificacdo dos mesmos ¢
importante para os estudos realizados em hibridos interespecificos. No entanto,
ha uma dificuldade na identificacdo de cada um dos cromossomos do cariétipo
de capim-elefante, milheto e hibridos interespecificos, através da morfologia e
localizacdo das regides satélites, evidenciada pela grande variacdo encontrada
entre os relatos de diferentes autores (BRUNKEN, 1977; JAUHAR, 1981;
PANTULU; VENKATESWARLU, 1968).

Uma identificagdo mais precisa dos cromossomos pode ser realizada por
meio de bandamento cromossdmico e da utilizagdo de diversos tipos de sondas
na hibridizagdo in situ fluorescente (FISH). Essas metodologias permitem
encontrar marcas que individualizem os cromossomos de cada um dos parentais.
Além disso, a FISH pode ser 1util no entendimento de outros fendmenos
decorrentes do evento de hibridacdo e poliploidia, como os rearranjos
genOdmicos, os quais podem originar novas combinagdes génicas a serem
exploradas no melhoramento genético. Adicionalmente, a obtengdo de um mapa
fisico dos cromossomos dessas espécies através do bandamento cromossdmico e
da FISH pode auxiliar na identificagdo de regides associadas as caracteristicas

agrondmicas de interesse (MARTEL; RICHROCH; SAAR, 1996). Logo, o
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objetivo do presente trabalho foi obter marcas nos cromossomos de capim-
elefante e milheto através do mapeamento dos genes de RNAr 18S-5.8S-26S e

5S e bandamento cromossdmico fluorescente.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material Genético

Estacas de capim-elefante (2n = 4x = 28) (BAG 54), sementes de
milheto (2n = 2x = 14) (M 36) e estacas de hibridos interespecificos triploides
(2n=3x=21) (M 36 x BAG 54) do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa
Gado de Leite, Juiz de Fora, MG, foram usadas como material genético para

realizacdo do trabalho.

2.2 Obtencao de Metafases

As raizes obtidas das estacas (capim-elefante e hibrido interespecifico) e
das sementes (milheto) foram coletadas e submetidas a solu¢do de 25 mg/L de
cicloheximida:300 mg/L de 8-hidroxiquinolina (1:1) por 2:45 h a 4°C.
Posteriormente, foram lavadas em agua destilada e fixadas em solugdo de etanol:
acido acético (3:1) como proposto por Techio et al. (2002). As laminas foram
preparadas pelo método de dissociacdo celular (CARVALHO; SARAIVA,
1997) com maceragdo enzimatica em pectinase-celulase (100U:200U) por 30
min (milheto) ou 2:10 h (capim-elefante e hibrido interespecifico) a 37°C em
camara umida.

A avaliagdo das laminas foi realizada em microscopio de luz sob
contraste de fase e as melhores metafases, com cromossomos espalhados e sem
citoplasma, foram marcadas. As laminas foram armazenadas a -20°C até o
emprego das metodologias de hibridizagdo in situ ou bandamento cromossémico

com 4-6-diamidino-2-phenilindole (DAPI).
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2.3 Hibridizagao in situ Fluorescente e Bandamento Cromossdémico

Mediante a técnica da FISH as sequencias de DNAr 45 e 5S foram
localizadas. Foi utilizado o protocolo para Pennisetum proposto por Akiyama et
al. (2004) com algumas modificagdes.

As laminas selecionadas e armazenadas no freezer foram pré-tratadas
para receber a mistura de hibridizag@o. Inicialmente foi realizado um tratamento
com acido acético 60% por 15 min e desidratagdo em etanol (70-100%), 5 min
cada, seguindo secagem das laminas a 55°C por 30 minutos. Posteriormente as
laminas foram incubadas com RNAse (100pug/mL) a 37° por 1 h, seguido de
tratamento com proteinase K (10pg/mL) em HCl 10mM a 37° por 20 min e
fixacdo em 4% paraformaldeido em 1x PBS com NaOH 1N. Todas as lavagens
entre os tratamentos foram realizadas com 2x SSC. Por fim, as laminas foram
desidratadas em 70-100% de etanol e secas ao ar por no minimo 1 hora.

A preparagdo cromossomica foi desnaturada com 100uL de formamida
70% em 2x SSC a 85°C por 1,5 minutos. Posteriormente as laminas foram
lavadas em etanol 70-100% gelado (-20°C) para remog¢do da formamida. A
mistura de hibridizagdo foi preparada segundo protocolo de Heslop-Harrison
(1991) com 77% de estringéncia (2-5 ng/uL da sonda, 50% de fomamida, 10%
de dextran sulfato e 2x SSC, totalizando SpuL da mistura), sendo desnaturada a
75°C por 10 minutos. Apds a desnaturagdo, a mistura foi aplicada sobre a
preparagdo cromossomica deixando-se hibridizar por 40 h a 37°C em camara
umida.

As lavagens para retirar a sonda ndo hibridizada foram realizadas com
2x SSC, (duas vezes de 5 min) e 0,1x SSC (duas vezes de 5 min) com 73%
estringéncia, ambas a 42°C. Posteriormente foram realizados banhos em 2x SSC
(primeiro no banho a 42°C e segundo retirado do banho e deixado a temperatura

ambiente), seguido de lavagens a temperatura ambiente com 2x SSC e 4x SSC
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com 0,1% de Tween 20, antes do bloqueio (BSA 5% em 4x SSC + 0,1% de
Tween 20 por 30 min).

As sondas DNAr 458 (pTa 71 de Triticum aestivum) ¢ 5S [D2 de Lotus
japonicus, fragmento com aproximadamente 400pb (PEDROSA et al., 2002)
utilizadas para a hibridizagéo in situ foram marcadas com biotina-16-dUTP ou
digoxigenina-11-dUTP através de reagdo de nick-translation. A detec¢do da
digoxigenina (DIG) foi realizada com anti-DIG conjugada com fluoresceina
(Roche), emitindo fluorescéncia verde, enquanto a deteccdo da biotina foi
realizada com avidina conjugada com TRITC (Roche), emitindo fluorescéncia
vermelha. Ambos os anticorpos (anti-dig e avidina) foram aplicados sobre a
preparacao ap6s lavagem da sonda e incubados por 1 h a 37°C em cdmara umida
seguindo de 3 lavagens de 10 min em 4x SSC com 0.1% de Tween 20 a 42°C.
As laminas foram montadas em DAPI (1,5-2 pg/mL) em Vectashield (1:1) e
analisadas em Microscopio de Epifluorescéncia com camara monocromatica
refrigerada nos comprimentos de onda de excitagdo/emissdo de 358/461 (DAPI),
490/525 (fluoresceina) e 550/575 (TRITC).

As bandas DAPI, decorrentes do tratamento de desnaturacdo com

formamida, apo6s a FISH, foram avaliadas.

4.4 Analises

Pelo menos cinco metafases, com os cromossomos espalhados ¢ o
mesmo padrdo de condensacdo, foram analisadas em cada procedimento (FISH e
bandamento DAPI), e avaliadas quanto aos seguintes pardmetros: presenga €
auséncia de bandas e de sinais de DNAr 45S e 5S. As metafases foram
capturadas e as posi¢des das marcas obtidas foram medidas no programa Image
Tool para Windows versdo 3.0. A partir dos dados obtidos, o idiograma
contendo as marcas cromossdmicas, foi construido no programa Adobe Flash

CS4 Professional.
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3 RESULTADOS

Os sinais do DNAr 45S foram observados em posi¢cdes subteloméricas
do brago curto de dois pares cromossomicos de todos os gendtipos avaliados
(capim-elefante, milheto e hibrido interespecifico).

No capim-elefante foram observados dois pares cromossomicos
heteromorficos contendo os genes para DNAr 45S, sendo os cromossomos I e
VIII marcados fortemente com a sonda, representando, respectivamente, 30% e
75% do brago curto desses cromossomos (Figura 1A). No milheto, a sonda
hibridizou fortemente no brago curto do cromossomo VII, compreendendo a
85% do brago cromossdmico, apresentando heteromorfismo, j4 que no
cromossomo VI, outro par que apresentou sinal de DNAr 458, este compreendeu
30% do brago curto (Figura 1B). O hibrido interespecifico apresentou, como
esperado, quatro cromossomos com loco de DNAr 45S mapeados préoximo ao
telomero (cromossomos VI, VIII, IX e XII) (Figura 1C).

No capim-elefante o DNAr 5S foi mapeado em apenas um par
cromossomico, localizando-se na regido subtelomérica do cromossomo II,
compreendendo 50% desse brago (Figura 2A). Ja no milheto, o gene do RNAr
5S foi localizado em dois pares cromossomicos: (a) na regido subtelomérica do
brago curto do cromossomo 1V, representando 60% do comprimento deste brago
cromossomico ¢ (b) na regido subtelomérica do cromossomo VI, onde foi
observado um fraco sinal da sonda de DNAr 5S, totalizando 80% do
comprimento do braco curto (Figura 2B). Para este cromossomo (VI) o gene de
rRNA 5S foi localizado adjacente a0 DNAr 45S.

Ap6s tratamento com formamida, decorrente da FISH, os cromossomos
apresentaram coloragdo DAPI diferencial, formando bandas cuja variacdo em
nimero e posicdo permitiu identificar alguns cromossomos (Figura 3). No

capim-elefante, as bandas DAPI observadas ap6s desnaturagdo com formamida
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estavam distribuidas nos quatorze cromossomos, sendo observado quatro tipos
de cromossomos, classificados em fun¢do da distribuicdo dessas bandas: (1)
banda DAPI no BC e BL, cromossomo V; (2) banda DAPI somente no BC,
cromossomos I e II; (3) banda DAPI somente no BL, cromossomos X e XI; (4)
banda DAPI somente no centromero, cromossomos 111, IV, VI, VII, VIII, IX,
XII, XIII, XIV (Figura 3A). Em milheto, todos os cromossomos apresentaram
bandas DAPI proximais. Alguns cromossomos apresentaram bandas teloméricas
no brago curto (BC), longo (BL) ou em ambos os bragos, sendo identificados
trés tipos de cromossomos: (1) banda DAPI no BC e BL, cromossomos I, II, III
e IV; (2) banda DAPI somente no BC, cromossomo V e (3) banda DAPI somente
no centromero, cromossomos VI e VII (Figura 3B). No hibrido interespecifico,
entre os 21 cromossomos, foram observados os quatro tipos de cromossomos
descritos para capim-elefante, sendo seis do tipo 1 (banda DAPI no BC e no
BL), quatro do tipo 2 (banda DAPI no BC), cinco do tipo 3 (banda DAPI no BL)
e seis do tipo 4 (banda DAPI apenas proximal) (Figura 3C).

Os resultados encontrados na FISH referentes ao mapeamento dos genes
de RNAr 45S e 5S juntamente com os padroes encontrados para as bandas
DAPI" observados apos tratamento com formamida permitiram a identificacio
de alguns cromossomos de capim-elefante e milheto e distingdo dos mesmos
quando combinados no hibrido interespecificos, como observado no idiograma
apresentado na Figura 4.

No capim-elefante, por ser uma espécie tetraploide, ¢ mais dificil
individualizar todos os quatorze pares de cromossomos. Nao obstante, observou-
se: (a) um loco de DNAr 45S no cromossomo I, metacéntrico, com banda DAPI
na regido terminal do braco curto; (b) o loco de DNAr 5S no brago curto do
cromossomo II, com banda DAPI correspondente a regido terminal desse brago
cromossomico; (c) cromossomo V, metacéntrico, sendo o Unico a apresentar

banda DAPI proximal ¢ em ambos os bragos cromossomicos; (d) cromossomo
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VIII, submetacéntrico, apresentando banda DAPI apenas proximal e um sitio de
DNATr 45S no brago curto e, () cromossomo X, submetacéntrico, com uma
banda DAPI forte na regido terminal do bago longo (Figura 4A). Os outros nove
cromossomos apresentam apenas banda DAPI proximal, sendo necessarias
marcas adicionais para individualiza-los.

No milheto, 0os quatro cromossomos maiores, metacéntricos, apresentam
bandas DAPI proximais e na regido terminal de ambos os bragos
cromossomicos, enquanto o quinto cromossomo pode ser facilmente distinguido
por apresentar a banda DAPI proximal e uma banda terminal no braco curto. Ja
o cromossomo metacéntrico VI apresenta um loco de DNAr 45S, fracamente
corado no brago curto, localizado adjacente a um loco de DNAr 58S,
distinguindo-se do cromossomo submetacéntrico VII, o qual apresenta a regido
de DNAr no brago curto, representando quase a totalidade do mesmo (Figura
4B).

No hibrido interespecifico é possivel distinguir os cromossomos VI e
XII, ambos com DNAr, pertencentes ao parental capim-elefante; os quatro
primeiros cromossomos (I a IV) com bandas DAPI proximais e na regido
terminal de ambos os bragos cromossdémicos como pertencentes ao parental
milheto; assim como os cromossomos XIII e IX, com a regido de DNAr 45S do
parental milheto, sendo nesse ultimo observada uma forte banda DAPI

coincidente com a regido de DNAr 45S (Figuras 1C e 4C).
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Figura 1 Mapeamento das regides de DNAr 45S em (A) P. glaucum (2n=2x=14), (B) P.
purpureum (2n=4x=28) e (C) hibrido interespecifico (2n=3x=21) (setas).
Metafase corada em DAPI (A, B e C). Metafases contra-coradas com DAPI e
pseudo-coradas em cinza, sinalizando os sitios de DNAr 45S (Al, B1, Cl).
Note que para os trés gendtipos foram encontrados quatro sitios.
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Figura 2 Mapeamento das regides de DNAr 5S em (A) P. glaucum (2n=2x=14) e (B) P.
purpureum (2n=4x=28). (A e B) Metafase corada em DAPI. (Al e Bl)
Metafases contra-coradas com DAPI e pseudo-coradas em cinza, sinalizando
os sitios de DNAr 5S. Note que P. glaucum apresentou quatro sitios (A1) e P.
purpureum apresentou dois sitios (B1) de DNAr 5S.
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Figura 3 Bandamento DAPI apods tratamento com formamida em Pennisetum glaucum
(2n=2x=14),, milheto (A), Pennisetum purpureum (2n=4x=28), capim-
elefante (B) e hibrido interespecifico (2n=3x=21). Note todos os
cromossomos com bandas centroméricas. Em B esta sendo evidenciado o
cromossomo dez (X), facilmente distinguivel nas metdfases de P.
purpureum.
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Figura 4 Idiograma contendo marcas de Bandamento CMA, DAPI e regides de DNAr

45S e 5S de (A) P. glaucum (2n=2x=14), (B) P. purpureum (2n=4x=28) ¢ (C)
hibrido interespecifico (2n=3x=21).
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4 DISCUSSAO

Neste trabalho, o0 mapeamento fisico dos genes de rRNA 18S-5.85-26S e
5S e o bandamento DAPI foram utilizados para identificar os cromossomos do
capim-elefante e milheto e distingui-los na combinacao hibrida.

Apos tratamento com formamida, usada no processo de desnaturagao do
DNA realizado durante a hibridizacdo in situ fluorescente, foram observadas
bandas DAPI bem evidentes nas regides proximais dos cromossomos de capim-
elefante ¢ milheto, além de bandas terminais, distribuidas no brago curto, brago
longo ou em ambos os bragos cromossomicos. Barros e Silva e Guerra (2009)
discutem o significado das bandas DAPI decorrentes dos processos de
bandamento C e da hibridizagdo in situ. Os autores mostram que essas técnicas
citogenéticas evidenciam bandas DAPI, de forma que elas ficam mais brilhantes
apos a desnaturagdo dos cromossomos. Em geral as bandas que sdo geradas
correspondem a regido de heterocromatina constitutiva, apresentando padrdo
similar ao observado no bandamento C seguido de coloracdo com Giemsa
(JACOBS; GARDNER; MURRAY, 2000; VANZELA; GUERRA et al., 2000),
porém em alguns casos esse padrdo pode ser diferente (FREGONEZI et al.,
2006).

Pieczarka et al. (2006) afirmam que a desnaturagdo do DNA apds
tratamento com formamida melhora a qualidade do bandamento DAPI. Neste
caso, o tempo de tratamento com a formamida influencia no padrdo de bandas.
O tratamento com formamida por um tempo determinado gera um padrdo de
bandas semelhante ao observado na banda Q, onde os cromossomos sdo corados
com quinacrina. Tratando os cromossomos por um tempo mais prolongado o
padrio de bandas é semelhante ao bandamento C, revelando apenas algumas
regides heterocromaticas, enquanto o tratamento de desnaturacdo por longos

periodos altera a estrutura dos cromossomos. Observa-se que o primeiro padrao
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de bandamento esta relacionado com a composi¢do de bases do DNA, enquanto
o ultimo com a estrutura cromossdmica revelada apds desnaturacio
(PIECZARKA et al., 2006). No presente trabalho as bandas DAPI observadas
apos desnaturagdo sdo coincidentes com bandas de heterocromatina reveladas
ap6s o bandamento C utilizando o hidréxio de bario (PEREIRA et al., dados nao
publicados).

Barros e Silva e Guerra (2009) também verificaram que as bandas DAPI
positivas ap6s o bandamento C ou FISH estdo associadas, na maioria das vezes,
a heterocromatina rica em AT. Os autores observaram ainda que, na auséncia do
CMA, que apresenta grande afinidade com regides ricas em GC, todas as bandas
de heterocromatina tendem a corar positivamente com o DAPI. Por outro lado,
as bandas observadas apds bandamento com cromomicina revelam as mesmas
regides ricas em CG observadas no bandamento CMA/DAPI convencional.

Adicionalmente ao bandamento com fluorocromos, foram mapeadas nos
cromossomos de milheto e capim-elefante as regides dos genes de rRNA 18S-
5.85-26S e 5S. Os genes de RNAr 18S-5.8S-26S e 5S sdo organizados em
tandem e localizados na regido organizadora do nucléolo (RON). Cada unidade
repetida do DNAr 45S ¢é constituida por um regido ndo transcrita, a qual é
altamente compactada em regides heterocromaticas e pelas regides codificadoras
para os trés rRNAs que ddo origem a constrigdo secundaria observada nos
cromossomos metafasicos. Desta forma cada unidade génica do DNAr da RON
¢ idéntica em sequéncia (espagador externo, gene para rRNA 18S, regides
espacadoras internas, que flanqueiam o gene para o RNAr 5.8S e por ultimo
gene para RNAr 265), apresentando variagdo em relagcdo ao niumero de unidade
repetitivas (KOO et al., 2002; PIKAARD, 2000). Logo, a intensidade do sinal
observado nos cromossomos que possuem a RON, ap6s a hibridizagdo com a
sonda para o DNAr 45S, esta estritamente relacionada com a quantidade de

unidades de repeticdo (KOO et al., 2002).
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Em capim-elefante as duas regides que hibridizaram com a sonda de
DNAr 45S pTa 71 (cromossomo I e VIII) apresentaram-se fortemente marcadas.
Em milheto, a sonda hibridizou no cromossomo VII revelando intenso sinal,
enquanto o cromossomo VI foi mais fracamente marcado pela sonda,
evidenciando que o numero de copias de rDNA no cromossomo VII é maior que
o namero de copias de unidades repetitivas de rDNA do que no cromossomo VI.

Em contraste com o DNAr 45S, o gene para o RNAr 5S estd mapeado
fora da RON, sendo constituido por uma regido codificadora de 120pb,
flanqueada por sequéncias espacadoras de 100 a 700pb. Esse arranjo ¢ repetido
inimeras vezes, formando a regido de DNAr 5S (KOO et al., 2002). No capim-
elefante tal regido foi mapeada no cromossomo II, enquanto no milheto, a sonda
marcou fortemente o cromossomo IV e VI de, sendo fortemente e fracamente
marcada pela sonda D?, respectivamente.

O mapeamento fisico utilizando genes de DNAr 45S e 58 ja foi realizado
em algumas espécies que correspondem ao conjunto génico primario do género
Pennisetum, incluindo milheto (MARTEL; RICHROCH; SAAR, 1996). Nossos
resultados corroboram com os previamente descritos, onde foram observados
dois cromossomos com RON em milheto (VI e VII), sendo o cromossomo VI
fracamente marcado com a sonda e o VII fortemente marcado (MARTEL;
RICHROCH; SAAR, 1996). Esse mesmos autores mapearam o gene de RNAr
5S no cromossomo IV de milheto. Em nosso trabalho o DNAr 58S foi observado
no cromossomo IV e no cromossomo VI sendo co-localizado com o gene de
RNAr 45S. A marcacdo da sonda D? no cromossomo VI foi fraca e,
provavelmente, impediu a sua detec¢do em estudos anteriores.

Considerando o niimero de cromossomos observados com a regido
DNAr 45S em capim-elefante, milheto e hibrido interespecifico os dados
obtidos estdo de acordo com os observados por Techio, Davide e Pereira (2006),

através da analise meidtica, e por Barbosa, Davide e Pereira (2003), através da
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analise morfométrica dos cromossomos. Techio, Davide e Pereira (2006)
observaram dois bivalentes associados ao nucléolo avaliando a meiose de capim-
elefante. Para milheto os autores também observaram dois bivalentes associados
ao nucléolo, sendo um deles correspondente a0 menor cromossomo. No hibrido
interespecifico foram observados de um a trés bivalentes associados ao nucléolo,
sendo dois o numero mais freqiiente. Em estudos morfométricos, Barbosa,
Davide e Pereira (2003) observaram um ou dois pares de cromossomos de
capim-elefante com satélite, dois pares em milheto e apenas dois cromossomos
com satélite no hibrido. Esses cromossomos satelitados observados por esses
autores, corroboram apenas em parte com a posicdo do DNAr 45S nos
cromossomos, mapeada apds a FISH.

Para capim-elefante, pertencente ao conjunto génico secundario do
género Pennisetum, Barbosa, Davide e Pereira (2003) locarizaram a RON no
cromossomo satelitado I, a semelhanga do que foi observado com a FISH, onde
a regiado DNAr 45S foi mapeada nos cromossomos [ e VIII. Em milheto, dois
cromossomos com satélites foram identificados nas metafases. Pelos dados
orfométricos, os satélites estavam localizados no cromossomo I e no
cromossomo VII (BARBOSA; DAVIDE; PEREIRA, 2003). A presenca de
DNAr 45S no cromossomo satelitado I foi observado por Martel, Richroch e
Saar (1996) em P. shweinfurthii (2n = 2x = 14) pertencente ao conjunto génico
terciario do género, mas sempre nos cromossomos VI e VII (satelitado) nas
espécies diploides do conjunto primario, como o milheto. Adicionalmente, a
regido de DNAr 45S foi mapeada no hibrido interespecifico de capim-elefante e
milheto. Foram observados trés cromossomos fortemente marcados com a sonda
(VI, IX e XII) e um fracamente marcado (VIII) correspondendo aos dois
cromossomos com gene de RNAr 18S-5.85-26S de milheto (VIII e IX) e dois de
capim-elefante (VI e XII). Esta posicio de DNAr 45S no hibrido ndo
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correspondeu a localizagdo das constrigdes secundarias nos cromossomos I e X
do hibrido interespecifico observadas por Barbosa, Davide e Pereira (2003).

No interespecifico foi observado ainda a presenca do DNAr 45S no
cromossomo IX coincidindo com a posi¢do de uma banda DAPI fortemente
corada, referente a regido heterocromatica. A presenga de um gene em uma
regido altamente heterocromatica sugere que ele € transcricionalmente inativo
(SUMMER, 2003). A verificagdo da atividade das RONs pode ser estudada com
técnicas como a coloragdo com nitrato de prata. Nesta técnica, o nitrato de prata
cora as proteinas que permanecem associadas ao nucléolo, correspondente a
constricdo secundaria de dado cromossomo na metafase, evidenciando uma
RON que foi ativa na interfase anterior (SUMMER, 2003). Em estudos com
bandamento Ag-NOR realizados em hibridos interespecificos entre capim-
elefante ¢ milheto foram observadas quatro cromossomos com RONSs ativas em
ambos os parentais e apenas dois cromossomos com RONSs ativas nos hibridos.
Este resultado sugere que pelo menos dois sitios de genes RNAr 18S-5.85-26S
estdo localizados em regides heterocromaticas e sdo inativos nos hibridos
triploides.

A inatividade de RONs quando os genomas de duas espécies sdo
reunidos no nucleo de uma mesma célula hibrida é observada ¢ denominada de
dominancia nucleolar. As sequéncias que codificam os genes de RNAr sdo
essencialmente idénticas em espécies que podem intercruzar, desta forma, tendo
em vista que os ribossomos formados a partir desses rRNA sao indistinguiveis, a
dominancia nucleolar poderia ser uma consequéncia dos processos regulatorios
que controlam a dosagem efetiva desses genes (PIKAARD, 2000). Logo, a
inativagdo de duas das quatro regides de DNAr 45S encontradas no hibrido é
uma forma de compensagdo de dosagem génica. Esses genes podem ser
silenciados por diversos mecanismos controladores, dentre eles, mecanismos

epigenéticos. Neste caso, as alteragdes na cromatina, envolvendo reacdes de
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acetilacdo das proteinas histonas e metilagdo no DNA, alteram a relacdo dos
fatores de transcricdo com a regido promotora do gene, inativando-o
(PIKAARD, 2000). Estudos nesse sentido podem ser realizados utilizando-se
marcadores para metilacdo e acetilacdo identificados nas células através de
imunolocalizagdo.

As marcas obtidas com o bandamento DAPI e o mapeamento de genes
de RNAr 18S-5.8S-26S e 5S, neste trabalho, auxiliaram a identifica¢do de
alguns cromossomos de capim-elefante e milheto e serdo utilizadas para a
construcdo do mapa fisico, juntamente com outras marcas que ja estdo sendo
obtidas pela equipe de pesquisa como o bandamento C, Ag-NOR e localizagdo
de DNA microssatélite. Todas essas informagdes associadas poderdo levar, mais
adiante, a localizagdo de genes de interesse em cromossomos especificos dos

hibridos de capim-elefante e milheto.
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5 CONCLUSAO

O mapeamento dos genes de RNAr 18S-5.8S-26S e 5S e o bandamento
DAPI realizados no presente trabalho permitiram distinguir cinco dos quatorze
cromossomos do complemento haploide de capim-elefante e quatro dos sete
cromossomos do complemento haploide de milheto. No hibrido interespecifico,
o padrdo de bandamento DAPI ndo foi coincidente com o encontrado nos
parentais em fun¢do de reorganizacdes gendmicas apos a hibridacdo. Nesses
hibridos foram identificados os cromossomos com regido de DNAr 45S, além
dos quatro primeiros do milheto. Ademais, foram evidenciadas algumas
alteracdes no padrio de expressio do gene de RNAr 18S-5.85-26S apds
hibridacao.
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CAPITULO 3

ESTUDO DA ELIMINACAO CROMOSSOMICA EM HIBRIDOS
DE CAPIM-ELEFANTE E MILHETO (Pennisetum sp. Rich.,
Poaceae) MEDIANTE HIBRIDIZACAO IN SITU GENOMICA
(GISH)
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RESUMO

O capim-elefante (Pennisetum purpureum) e o milheto (Pennisetum
glaucum) destacam-se por sua importdncia econdémica como forrageiras de
elevado potencial de produgdo, sendo cultivadas nas regides tropicais do planeta
e empregadas na obtencdo de hibridos interespecificos em programas de
melhoramento genético. No entanto, o maior problema em relagdo a utilizagao
dos hibridos ¢ a esterelidade causada por sua condigdo triploide (2n = 3x = 21
cromossomos). Logo, tem-se procurado restaurar a fertilidade do hibrido
interespecifico por meio da duplicacdo cromossomica. Alguns protocolos de
inducdo de poliploidia mostraram-se eficientes, produzindo plantas hexaploides,
no entanto, frequentemente sdo observadas plantas mixoploides com células
contendo nimero cromossdmico variando de 14 a 42. Dessa forma, o objetivo
do trabalho foi estudar a eliminacdo cromossdmica em hibridos de capim-
elefante e milheto submetidos a duplicagdo cromossomica, utilizando como
ferramenta a hibridizagdo in situ gendmica, a fim de identificar se ha eliminagao
preferencial de cromossomos de um dos parentais apds indugdo de poliploidia.
Foi observada grande variagdo cromossdmica entre e dentre as células somaticas
dos hibridos analisados. Para dois hibridos (Paraiso ¢ H-89) foi encontrada
maior frequéncia de células com 38 cromossomos, sendo 12 cromossomos de
milheto e 26 de capim-elefante. J4 nos hibridos H40 e H42 a maioria das células
apresentou 28 cromossomos (10 de milheto e 18 de capim-elefante). Foi
observado ainda que parte do genoma do milheto distribui-se na periferia do
nucleo, enquanto a outra encontra-se em uma regido central do nucleo
interfasico. Este arranjo sugere uma possivel explicagdo para a aleatoriedade da
eliminag¢do dos cromossomos dos parentais.

Palavras-chaves: Poliploidizacdo. Hibridacao interespecifica. Mixoploidia.
Elimina¢do cromossdmica.
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ABSTRACT

Napier grass (Pennisetum purpureum) and pearl millet (Pennisetum
glaucum) are important forages with high yielding cultivated on tropical areas.
They are crossed in order to produce an intespecific hybrid, used on breeding
programs. However, the sterility of this hybrid due to its triploid condition (2n =
3x = 21 chromosomes) has been pointed as a difficulty for its use in breeding
programs. The fertility of this hybrid can be restored with chromosome
doubling. Poliploidy is induced by some methods. Chromosomes doubling
results in hexaploids hybrids but also, some plants are frequently mixoploids (14
until 42 chromosomes) due chromosome elimination. The objective of this work
was to study chromosome elimination in napier grass and pearl millet hybrids
after chromosome doubling, using the genomic in situ hybridization (GISH) to
identify if chromosome elimination is preferential after poliploidy induction. It
was observed great chromosome variation between and in somatic cells of the
hybrids analyzed. Two hybrids (Paraiso and H-89) had high frequence of cells
with 38 chromosomes (12 from pear millet and 26 from napier grass). In other
hybrids (H40 and H42) it was observed high frequence of cells with 28
chromosomes (10 from pear millet and 18 from napier grass). In the interphasic
nucleus the genome of pear millet is arranged at the periphery but also in a
central region of the nucleus. This conformation suggests an explanation for the
aleatority nature of chromosome elimination on peral millet and napier grass
hybrids.

Keywords: Poliploidization. Interspecific hybrids. Mixoploidy. Chromosome
elimination.
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1 INTRODUCAO

Pennisetum ¢ um importante género da familia Poaceae, subfamilia
Panicoideae (MARTEL et al., 2004). Dentre as espécies do gé€nero, o capim-
elefante (P. purpureum Schumach.) e o milheto [P. glaucum (L.) R.Br]
destacam-se por sua importancia econdmica como forrageiras de elevado
potencial de produgdo, sendo cultivadas nas regides tropicais do planeta e
empregadas na obtencdo de hibridos interespecificos em programas de
melhoramento genético (PEREIRA et al., 2001).

O capim-elefante ¢ uma espécie perene, alégama, tetraploide, com
complemento cromossdmico de 2n = 4x = 28 cromossomos ¢ genomas A’A’BB,
constituindo o conjunto génico secundario. O milheto é uma espécie anual,
alégama, diploide, com complemento cromossémico de 2n = 2x = 14
cromossomos ¢ genomas AA, integrando o conjunto génico primario do género.
As demais espécies do género Pennisetum constituem o conjunto génico
terciario (MARTEL et al., 2004; MARTEL; RICHROCH; SAAR, 1996).

A proximidade genética entre o capim-elefante e o milheto possibilita a
obtencdo de hibridos entre essas duas espécies, que se mostram compativeis
mesmo integrando diferentes conjuntos génicos e apresentando diferentes niveis
de ploidia (MARTEL et al., 2004). Nesse sentido, os programas de
melhoramento t€m explorado essa possibilidade de combinagdo interespecifica,
a fim de transferir alelos desejaveis do milheto, os quais conferem resisténcia a
seca ¢ produgdo de sementes grandes, para os genotipos de capim-elefante de
importancia comercial (HANNA, 1999).

O hibrido interespecifico resultante do cruzamento de capim-elefante e
milheto ¢ triploide (2n = 3x = 21 cromossomos) ¢ apresenta qualidade forrageira
superior aos parentais. Observa-se que ele se assemelha morfologicamente ao

capim-elefante, sendo perene, mas que possui algumas caracteristicas
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intermediarias entre as duas espécies parentais. A superioridade do potencial
produtivo, vigor e palatabilidade do hibrido ¢ dada pela presenca de folhas
maiores em maior nimero, colmos mais desenvolvidos, pelos foliares mais
macios ¢ caules menos fibrosos, além de maior producdo de matéria seca
(HANNA, 1999; PEREIRA et al., 2000; SCHANK et al., 1993).

No entanto, o maior problema em relagao a utiliza¢ao desses hibridos ¢é a
esterelidade causada por sua condi¢do triploide. Como os programas de
melhoramento visam desenvolver cultivares que possam ser propagadas por
meio de sementes, adaptadas a diferentes ecossistemas e sistemas de produgao,
tem-se procurado restaurar a fertilidade do hibrido interespecifico por meio da
duplicacdo cromossdmica (PEREIRA et al., 2003). Para tanto, varios protocolos
de duplicacdo cromossdmica t€m sido testados, utilizando diferentes tecidos
vegetais e diferentes antimitoticos, variando tempo e concentragdo dos mesmos
(ABREU et al., 2006; BARBOSA et al., 2007; CAMPOS et al., 2009b).

Com a duplicagcdo dos cromossomos do hibrido triploide, espera-se
encontrar plantas hexaploides com 2n = 6x = 42 cromossomos. Alguns
protocolos de indugao de poliploidia se mostraram eficientes, produzindo plantas
hexaploides, no entanto, frequentemente sdo observadas plantas mixoploides
com células contendo ntimero cromossdmico variando de 14 a 42 (ABREU et
al., 2006; BARBOSA et al, 2007; CAMPOS et al, 2009a, 2009b). A
mixoploidia ¢ comum em hibridos interespecificos e intergenéricos e, segundo
Abreu et al. (2006), nos hibridos de capim-elefante e milheto ¢ ocasionada por
eliminacdo cromossomica. A eliminagdo de genomas parentais inteiros ¢
relatada em vérios cruzamentos entre espécies da familia Poaceae (GERMAND
et al., 2005; LINDE-LAURSEN; BOTHMER, 1999; RIERA-LIZARAZU;
RINES; PHILLIPS, 1996), sendo comumente utilizados na obten¢dao de
haploides. Por outro lado, a eliminagdo parcial de cromossomos observada em

hibridos interespecificos, ¢ uma ferramenta valiosa nos programas de
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melhoramento genético, tendo potencial para gerar novas variedades hibridas
(BAPTISTA-GIACOMELLI; PAGLIARINI; ALMEIDA, 2000).

Nesse sentido, a mixoploidia observada nos hibridos interespecificos
entre capim-elefante e milheto submetidos a indugdo de poliploidia necessita ser
melhor compreendida, uma vez que até o momento os trabalhos apenas relatam
sua ocorréncia, ndo havendo estudos sobre qual(is) genoma(s) estaria(m)
envolvidos na eliminagdo. Tendo em vista que a hibridacdo seguida da
duplicagdo cromossdmica ¢ uma estratégia comum no melhoramento de capim-
elefante, o objetivo do presente trabalho ¢ estudar a eliminagdo cromossomica
em hibridos de capim-elefante e milheto submetidos a duplicacdo
cromossémica, utilizando como ferramenta a hibridizagdo in situ genémica, a
fim de identificar se ha eliminagdo preferencial de cromossomos de um dos

parentais ap6s inducdo de poliploidia.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material Genético

Foram avaliados quatro hibridos interespecificos entre capim-elefante e
milheto, submetidos a duplicagdo cromossémica in vitro. Dentre eles, utilizou-se
um genotipo da cultivar comercial Paraiso e trés genotipos (H-89, H-40 e H-42)
obtidos por indu¢do de poliploidia em hibridos triploides (BARBOSA et al.,
2007). Esses gendtipos foram fornecidos pela Embrapa Gado de Leite, Juiz de
Fora, MG.

2.2 Andlises Citogenéticas

As raizes obtidas de estacas dos hibridos triploides duplicados foram
coletadas e submetidas a solugdo de 25 mg/L de cicloheximida : 300 mg/L de 8-
hidroxiquinolina (1:1) por 2:45 h a 4°C, lavadas em agua destilada e fixadas em
solucdo de etanol:acido acético (3:1) (TECHIO et al., 2002). As laminas foram
preparadas pelo método de dissociacdo celular (CARVALHO; SARAIVA,
1997) com maceragdo enzimatica em pectinase-celulase (100U:200U) por 2:10 h
a 37°C em camara umida.

Foram avaliadas pelo menos 10 laminas a partir de um individuo da
populagdo de cada hibrido. Dentre essas10 laminas de 60 a 100 células intactas
com metafases foram hibridizadas para contagem e verificagdo de eliminagdo
cromossOmica. A avaliacdo das laminas foi realizada em microscépio de luz
(Olympus BX40) sob contraste de fase e as laminas com metafases boas e
cromossomos espalhados foram armazenadas a -20°C até a utilizagdo na

hibridizagdo in situ genémica.
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2.3 Extracdo do DNA genbémico

O DNA gendémico dos parentais capim-elefante e milheto foi extraido
segundo o protocolo de Doyle e Doyle (1987), com algumas modifica¢des. O
DNA de milheto foi utilizado na obtencdo da sonda e o DNA de capim-elefante
para a obtencao do DNA de bloqueio.

Suscintamente, 200 mg de folhas jovens, foram maceradas em nitrogénio
liquido e o DNA foi extraido com tampao CTAB 2% a 65°C. As proteinas e
carboidratos foram removidos com solugdo de cloroférmio: alcool isoamilico
(24:1). O DNA foi precipitado em isopropanol e ressuspendido em agua miliQ.
O RNA foi removido com tratamento de RNAse (10 pg/mL) a 37°C. Foram
obtidos de 400 a 800 ng de DNA.

Para preparo do DNA de bloqueio, as amostras foram submetidas a
tratamento com autoclave por 15 min, obtendo-se fragmentos de 100 a 500pb.
Posteriormente 0 DNA foi precipitado com etanol e ressuspendido em agua

miliQ.

2.4 Hibridizagdo in situ genémica (GISH)

O DNA genomico obtido, foi marcado com biotina-16-dUTP (DNA de
milheto) através da reacéo de nick-translation obtendo-se a sonda genomica.

Para o estudo de eliminagdo cromossdmica foi utilizado o protocolo de
hibridizagdo in situ proposto por Akiyama et al. (2004), com a sonda gendmica
de milheto. As laminas selecionadas e armazenadas no freezer (-20°C) foram
pré-tratadas com acido acético 60% por 15 min e desidratadas em etanol (70-
100%), 5 min cada, seguindo secagem a 55°C. Posteriormente, as ld&minas foram
incubadas com RNAse (100 pg/mL) a 37°C por 1 hora, seguido de tratamento
com proteinase K (10 pg/mL) em HCI 10 mM a 37°C por 20 min e fixagdo em
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4% paraformaldeido em 1x PBS com NaOH 1 N. Todas as lavagens entre os
tratamentos foram realizadas com 2x SSC. Por fim, as laminas foram
desidratadas em 70-100% de etanol e secas ao ar por no minimo 1 hora.

A preparagdo cromossomica foi desnaturada com 100 pL. de formamida
70% em 2x SSC a 85°C por 1,5 minuto. Posteriormente as laminas foram
lavadas em etanol 70-100% gelado (-20°C) para remog¢do da formamida. A
mistura de hibridizagdo foi preparada segundo protocolo de Heslop-Harrison
(1991) com 77% de estringéncia [2-5 ng/uL da sonda gendmica, DNA de
bloqueio na propor¢do de 1:5 (sonda: bloqueio), 50% de fomamida, 10% de
dextran sulfato e 2x SSC, totalizando 5 pL da mistura], sendo desnaturada a
75°C por 10 minutos. Apos a desnaturagdo a mistura foi aplicada sobre a
preparagdo cromossomica deixando-se hibridizar por 40 h a 37°C em camara
umida.

As lavagens para retirar a sonda ndo hibridizada foram realizadas com
2x SSC, (duas vezes de 5 min) e 0,1x SSC (duas vezes de 5 min) ambas a 42°C,
com 73% estringéncia. Posteriormente foram realizados banhos a temperatura
ambiente em 2x SSC e 4x SSC com 0,1% de Tween 20, antes do bloqueio (BSA
5% em 4x SSC + 0,1% de Tween 20 por 30 min).

A sonda do DNA gendémico de milheto marcada com biotina (BIO) foi
detectada com avidina conjugada com fluoresceina. O anticorpo (avidina) foi
aplicado sobre a preparagdo ap6s lavagem da sonda e incubados por 1 h a 37°C
em cdmara imida seguindo de 3 lavagens de 10 min em 4x SSC com 0,1% de
Tween 20 a 42°C.

Os cromossomos da preparagdo foram contra corados com DAPI (1,5-2
pg/mL) em vectashield (1:1) e analisados em Microscopio de Epifluorescéncia
Nikon Eclipse EC400 nos comprimentos de onda de excitacdo/emissdo de
358/461 (DAPI) e 490/525 (fluoresceina). As imagens das metafases foram

obtidas com camara digital Nikon Colpix e o numero de cromossomos de cada
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metafase, assim como o nimero de cromossomos climinados de cada um dos
parentais, foi avaliado.

Ademais, pelo menos 100 nticleos interfasicos de cada hibrido triploide
duplicado (H-89, H-40 e H-42) e da cultivar Paraiso, foram avaliados quanto a
localizagdo dos genomas dos parentais para melhor entendimento do fendémeno

de eliminac¢do cromossomica.
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3 RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta os numeros cromossOmicos encontrados nos
hibridos triploides duplicados (H-40, H-42 ¢ H-89) e na cultivar Paraiso. Tendo
em vista que a cultivar Paraiso foi obtida por duplicagdo cromossomomica de
um hibrido triploide, assim como os demais hibidos avaliados, esperava-se
encontrar 2n = 6x = 42 cromossomos nas células do meristema radicular desses
materiais. No entanto, houve grande variagdo cromossomica entre ¢ dentre as
c¢lulas somaticas desses hibridos (Tabela 1).

O maior intervalo de variagdo foi observado no hibrido H-89 (2n = 16 a
42 cromossomos), enquanto que a menor variacdo foi observada nas células do
hibrido H-40 (2n = 14 a 32 cromossomos).

A frequéncia de células com menos de 21 cromossomos, referente ao
numero cromossdmico do hibrido triploide (2n = 3x = 21), foi baixa, apenas
6,3% das mais de 300 células avaliadas em todos os hibridos, assim como a
frequéncia de células com o genoma totalmente duplicado (4,7% do total de
células avaliadas). Essas células com 2n = 6x = 42 cromossomos foram
observadas somente no hibrido H-89 e na cultivar Paraiso. Logo, a maior parte
das células dos hibridos avaliados perdeu cromossomos de um ou de ambos os
parentais (Tabela 2).

Na cultivar Paraiso, 20,5% das células apresentaram 2n = 38
cromossomos. Dessas células, 40% apresentaram a combinacdo de 12
cromossomos de milheto e 26 cromossomos de capim-elefante (Tabela 2).

No hibrido H-89 o nimero cromossémico mais frequente também foi de
2n = 38 (16,7% das células) (Tabela 1). Do total de células avaliadas nesse
hibrido, 36,1% apresentaram 12 cromossomos de milheto, representando 14% de
eliminacdo do genoma desse parental e, 19,4% das células apresentaram 26

cromossomos de capim-elefante tendo eliminado 7% do genoma do mesmo
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(Tabela 2). Para essas células com 26 cromossomos de capim-elefante o numero
cromossomico nas metafases variou de 2n = 36 a 40 cromossomos combinados
com 10, 12, 13 ou 14 cromossomos de milheto.

Os hibridos H-40 e H-42 nf3o apresentaram células com 42
cromossomos, tendo nimero maximo de cromossomos igual a 32 e 38,
respectivamente (Tabela 1). Nesses dois hibridos, o nimero cromossémico
observado com maior frequéncia foi 2n = 28 cromossomos (52,8% das células
de H-40 e 33,7% de H-42) (Tabela 2). Em ambos os hibridos, cerca de 50%
dessas células com 28 cromossomos, apresentaram a combinag¢do de 10
cromossomos de milheto e 18 cromossomos de capim-elefante, sendo observada
eliminacdo de 29% do genoma de milheto e 36% do genoma de capim-elefante.

Para cada genotipo avaliado foi observada grande variagdo nos
pardmetros avaliados (Tabela 2). O hibrido triploide duplicado H-42 apresentou
a maior perda de genoma de ambos os parentais: 42% do genoma de milheto
(18,1% das células com 8 cromossomos) e 46% do genoma de capim-elefante
(10,8% das células com 15 cromossomos). A cultivar Paraiso, por outro lado,
apresentou 17,8% das células com 42 cromossomos tendo complemento
totalmente duplicado. Esse foi o unico genétipo onde, frequentemente,
encontrou-se células no intervalo de 38 a 40 cromossomos (64% das células
avaliadas), proximo do esperado para um hibrido hexaploide.

As imagens representativas da variagdo cromossomica nos hibridos de
capim-elefante e milheto submetidos a duplicagdo cromossomica apds a
hibridizagdo in situ genémica, revelando os genomas eliminados nesses hibridos,
estdo apresentadas nas Figuras 1 e 2.

Considerando todos os hibridos avaliados 23% das células avaliadas
apresentaram 10 cromossomos de milheto e 18 cromossomos de capim-elefante,
representando eliminacdo de 29% do genoma de capim-elefante e 36% de

milheto. O nimero cromossomico mais frequente dessas células foi 2n = 28
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cromossomos. Essa combinagdo estd relacionada com a alta frequéncia de
células com 28 cromossomos nos hibridos H-40 ¢ H-42. Para os outros dois
hibridos avaliados, considerando as células com 38 cromossomos, as quais
foram observadas em maior frequéncia, a eliminagdo cromossomica representou
perda de 14% do genoma de milheto e 7% do capim-elefante, ndo havendo,
aparentemente, perda preferencial de genoma.

Adicionalmente, o genoma de milheto foi utilizado como sonda nos
nucleos interfasicos dos hibridos duplicados. Parte do genoma distribui-se na
periferia do nucleo, préximo do envoltério nuclear, enquanto que parte dele
encontra-se em uma regido central do ntcleo interfasico (Figura 2). Esse arranjo
pode ser uma possivel sugestdo para a aleatoriedade da eliminacdo dos

cromossomos dos parentais observada.

Tabela 1 Variagdo no numero cromossomico somatico de hibridos de capim-elefante e
milheto submetidos a indugdo de duplicagdo cromossomica.

o ) Variagéo
Hibridos 3X N° de metafases )
] ) cromossdmica Moda (%0)
duplicados avaliadas -
somatica (2n)
Paraiso 73 18 a42 38 (20,5%)
H-40 108 14232 28 (52,8%)
H-42 83 18a38 28 (33,7%)

H-89 63 16 a42 38 (16,7%)
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Tabela 2 Variagdo no nimero cromossdmico somatico e na frequéncia de cromossomos

eliminados por

interespecificos submetidos a duplicagdo cromossdmica.

genoma de capim-elefante e milheto nos hibridos

o o % de % de

o N°crom.  Variagdo  Variagao L L

Hibridos ] Variagdo Variagao
mais do n° do n°
3X daperda daperda
) frequente crom. crom. . .
duplicados ) ] gendmica gendmica
(%)* Milheto Capim ] ]

Milheto Capim

36 (15,1%) 9-13 23-27 7,1-35,7 3,6-17,9

; 38 (20,5%) 10- 14 24 - 28 0,0 - 28,6 0,0-14,3

Paraiso
40 (19,2%) 12-14 26 - 28 0,0-143 0,0-7,1
42 (17,8%) 14 28 0,0 0,0

.89 30 (13,9%) 9-14 16 - 21 0,0-35,7 250-4238
38 (16,7%) 12-14 24 - 26 0,0-14,3 7,1-14,3

24 (10,8%) 6-10 14 - 18 28,6 -57,1 35,7-50,0

Ho42 26 (18,1%) 5-12 14 - 21 143-64,3 25,0-50,0
27 (7,2%) 8-11 16 - 19 21,4-42,8 32,1-428
28 (33,7%) 6-12 16 - 22 143-57,1 21,4-428

26 (15,7%) 8-12 14 - 18 143-42,8 35,7-50,0

H-40 27 (7,4%) 7-11 16 - 20 21,4-50,0 28,6-428
28 (52,8%) 5-14 14 -23 0,0 - 64,3 17,8 - 50,0

*Representa o percentual de células observadas, em relagdo ao total de células de um

dado genoétipo.
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Figura 1 Hibridizagdo in situ gendmica em hibridos de capim-elefante e milheto
submetidos a duplicacdo cromossomica. (A, B e C) Metafases observadas no
DAPI com 42 (A), 39 (B) e 38 (C) cromossomos. (Al, B1, C1) Cromossomos
de milheto hibridizados com sonda gendmica: 14 (Al), 13 (B1) e 12 (C1)
Cromossomos.
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Figura 2 Hibridizagdo in situ gendmica em hibridos de capim-elefante e milheto
submetidos a duplicacdo cromossomica. (A, B e C) Metafases observadas no
DAPI com 30 (A), 26 (B) e 14 (C) cromossomos. (Al, B1, C1) Cromossomos
de milheto hibridizados com sonda gendmica: 13 (Al) e 9 (Bl e Cl)
Cromossomos.
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Figura 3 Hibridizagdo in situ genémica em hibridos de capim-elefante e milheto
submetidos a duplicagdo cromossomica. Nucleos interfasicos observados no
DAPI (A) e nucleos interfasicos hibridizados com sonda gendmica,
mostrando a distribui¢do do genoma de milheto (B).
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4 DISCUSSAO

Os resultados apresentados representam o primeiro relato a respeito da
identificagdo dos genomas eliminados apoés hibridagdo e duplicagdo
cromossomica em hibridos interespecificos de capim-elefante e milheto. A
mixoploidia observada nesses hibridos ¢ um fendmeno bastante comum e ja foi
descrita em varios trabalhos (ABREU et al., 2006; BARBOSA et al., 2007,
BUSTAMANTE, 2009).

Abreu et al. (2006) observaram células mixoploides, apresentando entre
14 até 42 cromossomos, indicando que houve duplicacdo seguida de eliminagao
cromossOmica, apos testes com diferentes solugdes e concentragdes de
bloqueadores do ciclo celular. Os autores sugerem também que a eliminagio
cromossomica nesses hibridos tem controle nuclear, e que se expressa quando
diferentes propor¢des gendmicas sdo produzidas nos hibridos. Adicionalmente,
Barbosa et al. (2007) obtiveram plantas hexaploides férteis e plantas
mixoploides com 14 a 42 cromossomos, ficando novamente demonstrado que a
duplicacdo ocorre, mas em geral é seguida de elimina¢do do genoma de um ou
de ambos os parentais. Campos et al. (2009b) induziram a poliploidia nos
hibridos de capim-elefante e milheto via embriogénese somatica. Neste trabalho,
a mixoploidia também foi relatada através da estimativa da quantidade de DNA,
via citometria de fluxo. Foram observadas células com quantidade de DNA
variando de 3x a 12x. Estas células 12x representam células na fase G2 da
interfase, oriundas de células hexaploides.

A eliminacdo dos cromossomos observada nos hibridos triploides
submetidos a duplicagdo foi confirmada pelas aberragdes cromossdmicas
observadas em células somaticas. Bustamante (2009) observou alteragdes no
ciclo celular de hibridos de Pennisetum submetidos a indugdo de polipliodia, tais

COMO: Cromossomos pegajosos, pontes e cromossomos nao orientados na
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metafase ou perdidos na anafase. Adicionalmente Campos (2007) observou a
presenca de micronucleos durante o desenvolvimento de hibridos triploides além
de anormalidades cromossdmicas em plantas hexaploides, apos induzida a
duplicagdo cromossOmica, relacionadas ao efeito aneuploidizante da colchicina.
A formagao de micronucleos observados na telofase e profase, de fato, pode ser
resultado das alteragdes observadas no ciclo celular (SINGH, 2002), tedo em
vista que os micronucleos sdo formados por cromossomos ou fragmentos que
sdo envolvidos pela membana nuclear reconstruida no final da telofase
(SCHUBERT; OUD, 1997).

Bustamante (2009) avaliou ainda a quantidade de DNA em folhas e em
raizes em hibridos de capim-elefante e milheto que divergiam quanto ao tempo
de inducdo de duplicagdo cromossémica (duplicacdo induzida a mais de dez
anos e recém sintetizada) na tentativa de entender a variagdo no numero
cromossomico em uma escala temporal e em tecidos especificos. Foi
demonstrado comportamento semelhante nos dois grupos avaliados, ndo sendo
encontrado nenhum hibrido estavel, tendo em vista que todos apresentaram
mixoploidia em células meristematicas. Além disso, foi constatado que ndo ha
varia¢do no conteudo de DNA entre os tecidos (raizes e folhas) de um mesmo
hibrido.

Todos esses trabalhos relatam a ocorréncia de mixoploidia apds a
indugdo de duplicagdo cromossdmica em hibridos de capim-elefante e milheto,
em funcdo da eliminagdo cromossdmica. O aparecimento dessas células
aneuploides observadas em hibridos interespecificos e intergenéricos ¢ dada
como causa da enorme variagdo cromossdmica que tem sido observada nesses
casos. Os cromossomos podem ser eliminados do nucleo do hibrido em fungdo
de varios mecanismos: genéticos que controlam as propor¢des genotipicas nas
plantas hibridas (SALENTIJN et al., 2009); diferenca no tempo do ciclo celular
das duas espécies (GUPTA, 1969) e efeito aneuploidizante da colchicina
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(CARPETA et al., 2006; SCHOENLEIN et al., 2003;). Nesse ultimo caso a
eliminagdo ndo ¢ controlada geneticamente, podendo ser aleatoria.

O processo de eliminacdo cromossOmica tem sido extensivamente
estudado em hibridos interespecificos com o objetivo de obter plantas haploides,
que posteriormente possam ter o complemento cromossomico duplicado,
produzindo linhagens duplo-haploides ou na obtengdo de linhas de adig¢do
(materiais contendo cromossomos ou segmentos de cromossomos extras) ou
substituicdo (substituicdo de cromossomos entre espécies diferentes), quando
ocorre a elimina¢do diferencial (parcial) dos cromossomos de um dos parentais
(BAPTISTA-GIACOMELLI; PAGLIARINI; ALMEIDA, 2000; GERMAND et
al., 2005; LINDE-LAURSEN; BOTHMER, 1999).

Os resultados deste trabalho a respeito da eliminagdo cromossémica dos
parentais nos hibridos interespecificos duplicados entre capim-elefane e milheto,
mostraram que nio ha elimina¢do cromossomica uniparental, como observada
por Germand et al. (2005) nos cruzamentos de trigo ¢ milheto, nem mesmo
eliminagdo preferencial, onde o genoma de um dos parentais estaria sendo
eliminado com maior frequéncia em todos os materiais avaliados.

A proporc¢do gendmica dos parentais nas plantas mixoploides, através do
uso de sonda genomica de milheto, revelou que dois dos genétipos avaliados
apresentam frequéncias altas de células com 28 cromossomos que corresponde
ao numero cromossomico do parental capim-elefante. Com esses resultados
pode-se sugerir que essas plantas tenderam a se estabilizar com 28
cromossomos, nos quais 18 sdo frequentemente do parental capim-elefante e 10
do parental milheto. Ademais, nos outros hibridos avaliados foram observadas
células com um namero cromossdomico proximo do hexaploide esperado,
demostrando que ha plantas que tendem a se estabilizar perdendo menos

Cromossomos.



87

Segundo Jauhar (1981) os cromossomos do genoma B de capim-elefante
tém maior probabilidade de serem eliminados nos hibridos interespecificos do
que os cromossomos do genoma A’. Esse fato pode ser relacionado com a
homeologia relatada entre os genomas A de milheto ¢ A’ de capim-elefante em
fun¢do do pareamento meidtico (JAUHAR, 1981; TECHIO; DAVIDE;
PEREIRA, 2005, 2006).

Nao obstante, os resultados apresentados ndo permitem afirmar qual(is)
dos genoma(s) do capim-elefante estd (3o) sendo eliminado(s), nem mesmo
quais 0s Cromossomos que sempre permanecem na combinagdo hibrida. Para
tanto sdo necessarios estudos que permitam identificar cada um dos
cromossomos, verificando aqueles que sdo responsaveis pelas caractaeristicas
agronomicas de interesse, observadas nos hibridos. Estudos nesse sentido estdo

em andamento.
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5 CONCLUSAO

Realizou-se o primeiro estudo sobre a identificacdo dos cromossomos
parentais eliminados nos hibridos mixoploides resultantes do cruzamento de
capim-elefante e milheto, seguido de induc¢do de duplicacdo cromossomica. A
elimina¢do cromossdmica ¢ casual, podendo ser encontradas as mais diversas

combinagdes cromossOmicas entre os hibridos em questio.
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CAPITULO 4

ALTERACOES GENOMICAS APOS HIBRIDACAO
ENTRE CAPIM-ELEFANTE E MILHETO

(Pennisetum sp. Rich., Poaceae)
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RESUMO

O capim-clefante ¢ milheto sdo forragerias tropicais pertencentes ao
género Pennisetum. A variabilidade existente dentro de cada uma dessas
espécies ¢ explorada no melhoramento de forragens, assim como a hibridagdo
interespecifica entre elas. A hibridacao interespecifica ¢ um fendmeno que pode
levar a conflitos intergendmicos ocasionando a eliminacdo de sequéncias
genomicas. O objetivo do presente trabalho foi estudar as alteragdes genomicas
decorrentes da hibridacao interespecifica entre capim-elefante e milheto através
de técnicas de citognética e citometria de fluxo que permitiram avaliar a
morfometria dos cromossomos dessas espécies, o conteudo de DNA e as
propor¢des gendmicas dos parentais no hibrido. Foi observado que capim-
elefante e milheto apresentaram tamanhos cromossémicos sobrepostos € que o
hibrido apresentou cromossomos com comprimento menor do que o esperado.
Adicionalmente, comparando o hibrido com os parentais foi possivel identificar
perda do conteudo de DNA e alteragdo na relacdo dos genomas parentais no
nucleo hibrido. Os resultados demonstram que ocorrem perdas de sequéncias de
DNA apos hibridagao interespecifica entre capim-elefante e milheto.

Palavras-chaves: Hibridos interespecificos. Morfometria cromossdmica.
Citometria de Fluxo. Hibridizac3o in situ.
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ABSTRACT

The napier grass and pearl millet are tropical forages from genus
Pennisetum. The variability in those species is used on breeding programs of
forages, as well as on the production of interspecific hybrids. Hybridization is a
phenomenon that leads intergenomics conflicts, following genomic sequences
elimination. Then, this work aimed to study the genomic alterations after
interspecific hybridization of pearl millet and napier grass using cytogenetics
and flow cytometry tools. These methods allowed the evaluation of chromosome
morfometry, DNA content and genomic ratio in pear millet, napier grass and
hybrids. It was observed that pearl millet and napier grass have chromosome
with superposed size.The hybrid presents chromosomes smaller than expected,
leading cariotypes alterations, as observed. Additionally, comparing parentals
and hybrids DNA content it was demonstrated loss of DNA content. It was also
observed changes on pearl millet and napier grass genome ratio in hybrid
nucleus. It was concluded, with these results, that pearl millet and napier grass
hybrid lost genomic sequences as consequence of hybridization.

Keywords: Interspecific hybridds. Chromosome morfology. Flow Cytometry. In
situ hybridization.
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1 INTRODUCAO

O capim-elefante e milheto sdo duas forrageiras pertencentes ao género
Pennisetum (MARTEL et al., 2004). A variabilidade existente dentro de cada
uma dessas espécies € explorada no melhoramento genético, assim como a
hibridagdo interespecifica entre elas. Esta estratégia de obtencdo de hibridos
entre as duas espécies ¢ recomendada para o melhoramento da qualidade
forrageira (HANNA, 1999).

O capim-elefante ¢ um alopoliploide com 2n = 4x = 28 cromossomos,
genomas A’A’BB, sendo alégama e perene. O milheto ¢ um diploide com 2n =
2x = 14 cromossomos ¢ genomas AA, sendo anual (MARTEL et al., 1997). O
hibrido resultante ¢ um triploide com 2n = 3x = 21 cromossomos, estéril. Esse
hibrido tem sido explorado nos programas de melhoramento de Pennisetum, pois
permite reunir caracteristicas favoraveis de ambos os parentais. Nele, a elevada
producdo de matéria seca, boa palatabilidade, alto valor nutritivo ¢ perenidade
do capim-elefante sdo combinados com a qualidade de forragem, boa resisténcia
a seca e doengas, tolerancia a baixos niveis de fertilidade do solo, producdo de
sementes ndo deiscentes ¢ de maior tamanho do milheto, gerando gendtipos
superiores aos parentais (HANNA, 1999; PEREIRA et al., 2000).

A hibridacdo e a poliploidia sdo processos que exercem grande forca
evolutiva nos vegetais (GRANT 1981; LEVIN, 2002; OTTO; WHITTON 2000;
STEBBINS, 1950). A estabiliza¢do de hibridos e poliploides como espécies, no
entanto, depende de rearranjos genomicos ou de alteragdes epigenéticas e da
expressdo génica. Esses mecanismos permitem que os diferentes genomas sejam
distribuidos de forma harménica, co-habitando o mesmo nucleo (KASHKUSH;
FELDMAN; LEVY, 2002; RIDDLE; BIRCHLER, 2003; SALENTEIJIN et al.,

2009). O processo evolutivo seguido de alopoliploidiza¢do tem sido associado a
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conversao génica, translocacdo cromossOmica, perdas, ganhos, reducdo e
amplificacdo de sequéncias de DNA (LIM et al., 2004).

Trabalhos realizados com hibridos naturais e sintéticos demonstram que
a nova constituicdo gendmica, decorrente da hibridiacdo, pode resultar em
conflitos ocasionando elimina¢do de sequéncias de DNA (FELDMAN et al.,
1997; LEITCH; BENNETT, 2004, SHAKED et al.,, 2001), eliminacao de
cromossomos (BAPTISTA-GIACOMELLI; PAGLIARINI; ALMEIRA, 2000;
GERMAND et al., 2005; LINDE-LAURSEN; BOTHMER, 1999; RIERA-
LIZARAZU; RINES; PHILLIPS, 1996), rearranjos cromossomicos (PIRES et
al., 2004; PONTES et al., 2004; UDALL; QUIJADA; OSBORN, 2005),
alteracdes epigenéticas como metilagdo de sequéncias codantes e ndo codantes
de DNA (LEVY; FELDMAN, 2004; LIU; WENDEL, 2003; LUKENS et al.,
2006; OSBORN et al., 2003; SALMON; AINOUCHE; WENDEL, 2005),
silenciamento génico (CHEN; PIKAARD, 1997; DOYLE et al., 2008; GAETA
et al., 2007; LEE; CHEN, 2001) e ativacdo de genes e retroelementos que
alteram a expressdo de genes adjacentes (ADAMS; WENDEL, 2005;
KASHKUSH; FELDMAN; LEVY, 2002, 2003).

Os hibridos triploides sintéticos, neo-poliploides, resultantes do
cruzamento de capim-elefante e milheto, apresentaram indicios de alteragdes
genOmicas, como observado por Campos et al. (2009). Os autores evidenciaram
a ocorréncia de eliminacdo de sequéncias gendmicas avaliando o contetido de
DNA dos parentais e dos hibridos por citometria de fluxo. Nesse sentido, o
objetivo do presente trabalho foi estudar as alteragcdes genomicas decorrentes da
hibridacao interespecifica entre capim-elefante e milheto utilizando técnicas de
citogenética e citometria de fluxo para avaliar a morfometria dos cromossomos
dessas espécies, o conteido de DNA e as proporgdes gendmicas dos parentais no

hibrido.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material Genético

Para andlise das alteragdes gendmicas apds hibridag¢do interespecifica
entre capim-elefante e milheto, gerando hibridos triploides, duas familias obtidas
pelo programa de melhoramento da Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG,
foram utilizadas. Sao elas: 1) BAG-54 (capim-elefante) x M-36 (milheto) e 2)
BAG-63 (capim-elefante) x M-36 (milheto).

2.2 Metodologias Empregadas

As avaliagdes foram realizadas através da analise morfométrica dos
cromossomos, analise do contetido de DNA via citometria de fluxo e

hibridizagdo in situ genémica.

2.2.1 Analise Morfométrica dos Cromossomos

As raizes obtidas de plantulas resultantes de estacas e/ou de sementes de
capim-elefante, milheto e hibrido interespecifico, foram coletadas e submetidas
a solucao de 25 mg/L de cicloheximida:300 mg/L. de 8-hidroxiquinolina (1:1)
por 2:45 h a 4°C. Posteriormente foram lavadas em agua destilada e fixadas em
solugdo de etanol:acido acético (3:1) como proposto por Techio et al. (2002). As
laminas foram preparadas pelo método de dissociagdo celular (CARVALHO;
SARAIVA, 1997) com maceracdo enzimatica em pectinase-celulase
(100U:200U) por 2:10 h (capim-elefante e hibrido interespecifico) ou 30 min

(milheto) a 37°C em cadmara umida.
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As laminas foram coradas com solucdo de Giemsa 5% por 3 min e
avaliadas em microscopia de luz. A imagem de pelo menos 15 metafases de cada
genotipo, com cromossomos espalhados e centromero bem definido, foi obtida
em microscopio Leica acoplado a uma camera digital. As imagens foram
digitalizadas através do programa Optronics”.

A morfometria dos cormossomos foi obtida através da andlise do
tamanho total dos cromossomos (CT), tamanho dos bragos cromossdémicos
(comprimento do brago curto — BC, e comprimento do brago longo — BL),
relagdo entre bragos (RB = BL/BC), indice centromérico (IC = BCx100/CT),
comprimento relativo dos cromossomos [CR = (BC+BL)/CT] e comprimento
total do lote haploide (CTLH = ) CTi). A classificacdo dos cromossomos foi
realizada segundo Levan, Fredga e Souberg (1964).

Para evitar grandes variagdes de condensacdo nas metafases analisadas e
consequente influéncia sobre as medidas cariotipicas obtidas, foi realizado um
ranqueamento onde apenas as 5 metafases com morfologia bem definida e grau
de condensagdo semelhante, baseado no comprimento total do lote haploide,
foram utilizadas na andlise de alteracdes genomicas apresentadas. Os dados
morfométricos foram obtidos no programa Image Tool para Windows versao

3.0.

2.2.2 Analise de Citometria de Fluxo

O conteudo de DNA dos parentais, capim-elefante e milheto, e do
hibrido interespecifico foi analisado por citometria de fluxo de acordo com a
metodologia descrita por Campos et al. (2009), adaptada a partir de Dolezel e
Bartos (2005). Para estimativa da quantidade de DNA nuclear trés amostras de
cada gendtipo (milheto M-36, capim-elefante BAG 54 ¢ BAG 63 e hibridos
triploides BAG 54 x M36 e BAG 63 x M36) foram avaliadas.



100

Para cada genotipo, as trés amostras foram coletadas de diferentes
setores foliares. Aproximadamente de 20-30 mg de tecido foliar jovem das
plantas analisadas juntamente com o mesmo peso de tecido foliar de Glycine
max (padrdo interno de referéncia — 2,50 pg) foram triturados na presenga de 1
mL de tampao de liberagao de nucleos LBO1 (DOLEZEL; BARTOS, 2005). A
solucdo foi coletada com auxilio de uma pipeta e filtrada previamente em gaze e
posteriormente em uma tela com poros de 40 pm de espessura, sendo coletada
em um tubo de poliestireno. A suspensdo de niicleos foram adicionados 25 pL
de uma solugdo de iodeto de propideo (1 mg/mL) e 5 uL. de RNase. As amostras
foram armazenadas na geladeira a 4° C e analisadas em até 1 a 2 h apos o
preparo. Para cada amostra, pelos menos 10 mil nucleos foram analisados. A
analise foi realizada em um citometro FacsCalibur (BD). Os histogramas foram
obtidos no software Cell Quest e analisados no software WinMDI e foram

obtidas as estimativas da quantidade de DNA das plantas.

2.2.3 Hibridizac&o in situ genémica (GISH)

Para detectar as propor¢des gendmicas de cada um dos parentais nos
hibridos, cinco metafases do hibrido BAG 54 x M 36, obtidas a partir de
preparacdes citogenéticas como descrito no item 4.2, foram hibridizadas com
sonda genomica de milheto. Os cromossomos de milheto identificados nas
metafases foram medidos no programa Image Tool para Windows versdo 3.0,
assim como os cromossomos obtidos de metafases de cada um dos parentais. O
comprimento total dos cromossomos dos parentais e destes no hibrido foram
utilizados para comparar as proporgdes dos genomas de capim-elefante e
milheto no nucleo hibrido.

O protocolo de hibridizagéo in situ genomica utilizado foi adapatado de

Akiyama et al. (2004). O DNA gendmico total de milheto, utilizado como sonda
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gendmica foi marcado através da reagdo de nick-translation conforme instrugdes
do fabricante (Nick Translation System, Invitrogen).

As laminas armazenadas no freezer (-20°C) contendo as metafases do
hibrido em questdo foram pré-tratadas com acido acético 60% por 15 min e
desidratadas em etanol (70-100%), 5 min cada, seguindo secagem a 55°C.
Posteriormente as ldminas foram incubadas com RNAse (100 pg/mL) a 37° (C?)
por 1 hora, seguido de tratamento com proteinase K (10 pg/mL) em HCI 10mM
a 37°(C?) por 20 min e fixagdo em 4% paraformaldeido em 1x PBS com NaOH
IN. Todas as lavagens entre os tratamentos foram realizadas com 2x SSC. Por
fim, as ldminas foram desidratadas em 70-100% de etanol e secas ao ar por no
minimo 1 hora.

A preparagdo cromossomica foi desnaturada com 100 pL de formamida
70% em 2x SSC a 85°C por 1,5 minuto. Posteriormente as laminas foram
lavadas em etanol 70-100% gelado (-20°C) para remog¢do da formamida. A
mistura de hibridizagdo foi preparada segundo protocolo de Heslop-Harrison
(1991) com 77% de estringéncia (2-5 ng/uL da sonda gendmica, DNA de
bloqueio na propor¢do de 1:5 (sonda:bloqueio), 50% de fomamida, 10% de
dextran sulfato e 2x SSC, totalizando 5 pL da mistura), sendo desnaturada a
75°C por dez minutos. Apds a desnaturacdo a mistura foi aplicada sobre a
preparacdo cromossomica deixando-se hibridizar por 40 h a 37°C em camara
umida.

As lavagens para retirar a sonda ndo hibridizada foram realizadas com
2x SSC, (duas vezes de 5 min) ¢ 0,1x SSC (duas vezes de 5 min) ambas a 42°C,
com 73% estringéncia. Posteriormente foram realizados banhos a temperatura
ambiente em 2x SSC e 4x SSC com 0,1% de Tween 20, antes do bloqueio (BSA
5% em 4x SSC + 0,1% de Tween 20 por 30 min).

A sonda do DNA genomico de milheto marcada com biotina (BIO) foi

detectada com avidina conjugada com fluoresceina. O anticorpo (avidina) foi
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aplicado sobre a preparacdo apos lavagem da sonda, e incubados por 1 h a 37°C
em camara umida seguindo de trés lavagens de 10 min em 4x SSC com 0,1% de
Tween 20 a 42°C.

Os cromossomos da preparacdo foram contra corados com DAPI (1,5-2
pg/mL) em vectashield (1:1) e analisados em Microscopio Epifluorescente
Nikon Eclipse EC400 nos comprimentos de onda de excitacdo/emissdo de
358/461 (DAPI) e 490/525 (fluoresceina). As imagens das metafases dos
hibridos assim como as imagens das metafases dos parentais, simplesmente

coradas com DAPI, foram obtidas com camara digital Nikon Colpix.
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3 RESULTADOS

Os resultados da analise morfométrica dos cromossomos dos parentais
capim-elefante (BAG 54 ¢ BAG 63) e milheto (M-36) e de seus hibridos
interespecificos (BAG 54 x M 36 e BAG 63 x M 36) estdo apresentados nas
Tabelas 1, 2 e 3, respectivamente. Imagens representativas dos genodtipos em
questdo sdo apresentadas na Figura 1.

De um modo geral, entre os parentais, o capim-elefante (2n = 4x = 28),
apresenta cromossomos menores, com tamanhos variando de 2,21 a 4,68 pm
(BAG 54) ou 2,42 a 4,77 pm (BAG 63) (Tabela 1). No milheto (2n=2x=14) os
cromossomos sao maiores, apresentando comprimento total de 3,41 a 5,42 um
(Tabela 2). O comprimento total do lote haploide (CTLH) do capim-elefante foi
de 44,05 um (BAG 54) ¢ 46,02 um (BAG 63), enquanto no milheto foi de 31,57
pm. Por outro lado, foi observado que o capim-elefante apresenta em média 4,54
pg de DNA (Tabela 1), enquanto o milheto apresenta 4,75 pg de DNA nas
células somaticas (Tabela 2).

Nos hibridos interespecificos entre capim-elefante e milheto (Tabela 3)
foi observada variagdo no comprimento total dos cromossomos de 1,85 a 5,14
um (BAG 54 x M 36) ou 2,48 a 5,34 um (BAG 63 x M36) e CTLH de 65,39 ¢
72,86 um, respectivamente. A quantidade de DNA nas células somaticas desses
hibridos foi de 4,5 pg.

Para os dois parametros avaliados (CTLH e conteudo 2C de DNA) os
hibridos interespecificos apresentaram valores menores do que o esperado,
quando comparado com a média dos parentais (Tabela 4).

No hibrido BAG 54 x M 36 esperava-se encontrar cromossomos com
comprimento variando de 2,21 a 5,42 um, apresentando CTLH de 75,62 pm e
conteudo 2C de DNA de 4,64 pg. Ja para o hibrido BAG 63 x M36 era esperado

o mesmo conteudo 2C de DNA (4,64 pg) e que o comprimento dos
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cromossomos variasse entre 2,42 a 5,42 um, apresentando CTLH de 77,60 um.
Nesse sentido, observou-se que em média os hibridos apresentaram CTLH
13,53% (BAG 54 x M36) ou 6% (BAG 63 x M36) menor do que o esperado.
Considerando o conteutdo de DNA, para ambos os hibridos, foi observada uma
perda de 3%, equivalente a 0,14 pg (comparagdes entre Tabelas 3 e 4).

O capim-elefante, BAG 54, apresentou os cromossomos V, XI ¢ XIV
submetacéntricos, enquanto o BAG 63 apresentou os cromossomos 1V, XI e
XIV submetacéntricos. Os demais cromossomos, para ambos 0s gendtipos
(BAG 54 ¢ BAG 63), foram classificados como metacéntricos (Tabela 1). O
milheto apresentou os cinco primeiros cromossomos metacéntricos (IC variando
de 40 a 50) e os dois ultimos cromossomos submetacéntricos (IC variando de 25
a 40) (Tabela 2). Desse modo, esperava-se encontrar no hibrido interespecifico
pelo menos cinco cromossomos submetacéntricos, sendo dois provenientes do
milheto e trés do capim-elefante. Observou-se, no entanto, a combinacdo de 14
cromossomos metacéntricos com sete cromossomos submetacéntricos no hibrido
BAG 54 x M 36, ¢ 17 cromossomos metacéntricos, trés cromossomos
submetacéntricos € um cromossomo acrocéntrico, no hibrido BAG 63 x M 36
(Tabela 3). Essa alteracdo na forma cariotipica observada para o hibrido reflete
possiveis alteragdes que ocorreram apo6s hibridagao.

A fim de entender a redugdo no tamanho dos cromossomos, conteudo de
DNA nos hibridos, e, consequentemente, na forma cariotipica do hibrido
interespecifico, foi realizada a hibridag#o in situ gendmica (GISH) em células do
hibrido BAG 54 x M36 identificando os cromossomos de milheto, a partir da
utlizagdo de sonda genomica desse parental. A partir de cromossomos dos
parentais observados em metafases coradas com DAPI esperava-se encontrar
uma proporagdo de 1:0.9 do genoma de capim-elefante para o genoma de
milheto, tendo em vista que em média foi observado CTLD de 64,79 um para

capim-elefante e 58,63 um para milheto na coloragdo com DAPI. Nao obstante,
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foi observado nas metafases de hibridos avaliadas uma propor¢do média de
1:0.7, correspondente a 48,42 um dos cromossomos de capim-elefante para
33,33 um dos cromosssomos de milheto (Figura 2).

A alteragdo na proporc¢do dos genomas nos hibridos observada reflete a
perda no conteido de DNA apds a hibridagdo. Essa perda foi quantificada em
torno de 22% considerando as propor¢des gendmicas observadas (1:0.7) e

esperadas (1:0.9) no hibrido.
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Tabela 1 Morfometria dos cromossomos de capim-elefante (BAG 54 ¢ BAG 63) obtida
da média de cinco metafases. (Crom. = cromossomos; Cti = comprimento
total de cada cromossomo; Rbi = relagdo de bragos de cada cromossomo; ICi
= Indice centromérico de cada cromossomo; CRi = Comprimento relativo de
cada cromossomo; CTLH = comprimento total do lote haploide; CTLD =
comprimento total do lote diploide).

BAG 54 BAG 63

Crom. Citi Rbi ICi CRi Cti Rbi ICi CRi
I 4,68 1,51 40,28 10,66 | 4,77 1,17 46,00 9,95
II 4,41 1,24 44,67 10,06 | 4,54 1,05 48,77 9,67
I 3,72 1,29 43,83 8,50 3,72 1,16 46,23 8,44
v 3,35 1,22 45,25 7,64 3,56 1,61 3832 7,84
v 3,20 1,59 38,85 7,33 3,37 1,17 46,01 7,22
VI 3,09 1,LI5 46,51 7,06 3,31 1,12 47,09 7,18

VIl 3,10 1,44 41,81 7,08 3,22 1,17 46,09 6,87
VIII 2,95 1,17 46,25 6,75 3,08 1,19 45,67 6,67
v 2,84 1,36 42,77 6,50 2,98 1,33 4294 6,63
X 2,70 1,49 41,27 6,18 2,87 1,22 4495 6,51
XI 2,62 1,26 44,46 599 2,76 1,20 45,54 6,03
XII 2,50 1,57 3943 5,70 2,70 1,57 38,87 599
XIII 2,40 1,45 41,86 5,49 2,60 1,32 43,16 5,67
XIvV 2,21 1,70 38,20 5,06 2,42 1,63 38,06 533

CTLH=44,05 CTLD=288,10 | CTLH=46,02 CTLD=092,04

Conteudo 2C de DNA =4,53 pg | Conteudo 2C de DNA = 4,55 pg
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Tabela 2 Morfometria dos cromossomos de milheto (M 36) obtida da média de cinco
metafases. (Crom. = cromossomos; Cti = comprimento total de cada
cromossomo; Rbi = relagdo de bragos de cada cromossomo; ICi = Indice
centromérico de cada cromossomo; CRi = Comprimento relativo de cada
cromossomo; CTLH = comprimento total do lote haploide; CTLD =
comprimento total do lote diploide).

M 36

Crom.  cti  Rbi ICi CRi
I 542 121 4537 17,13

I 512 136 42,75 1622
11 477 131 4349 15,10
IV 468 148 4053 1482
\4 434 149 4021 12,93
VI 383 1,87 3486 12,17
VI 341 198 33,52 10,64
CTLH=31,57 CTLD =63,14
Conteudo 2C de DNA =475 pg
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Tabela 3 Morfometria dos cromossomos dos hibridos triploides entre capim-elefante e

milheto (BAG 54 x M 36 ¢ BAG 63 x M 36) obtida da média de cinco
metafases. (Crom. = cromossomos; Cti = comprimento total de cada
cromossomo; Rbi = relagdo de bracos de cada cromossomo; ICi = Indice
centromérico de cada cromossomo; CRi = Comprimento relativo de cada
cromossomo; CTLH = comprimento total do lote haploide).

Hibrido (BAG 54 x M36) Hibrido (BAG 63 x M36)

Crom. Citi Rb i ICi CRi Cti Rb i ICi CRi
I 5,14 1,10 47,58 7,67 5,34 1,64 37,83 7,97
II 4,74 1,33 42,92 7,07 5,04 1,02 49,60 7,52
111 4,58 1,27 44,05 6,84 4,84 1,18 45,87 7,22
v 4,32 1,00 50,00 6,44 4,48 1,55 39,29 6,69
A" 4,27 1,27 44,13 6,37 4,22 1,32 43,13 6,30
VI 3,84 1,74 36,56 5,73 4,08 1,65 37,75 6,09
Vil 3,76 1,57 38,92 5,62 3,92 1,09 47,96 5,85
VI 3,38 1,83 35,33 5,04 3,62 1,45 40,88 5,40
IX 3,03 1,07 48,25 4,52 3,44 1,05 48,84 5,13
X 2,92 1,21 4526 4,36 3,32 1,13 46,99 4,96
X1 2,73 1,53 39,53 4,08 3,08 1,08 48,05 4,60
XIT 2,62 1,32 43,09 3,91 3,06 1,07 48,37 4,57
X1 2,56 1,80 35,77 3,82 3,04 1,24 44,74 4,54
X1V 2,44 1,38 42,11 3,64 2,88 1,32 43,06 4,30
XV 2,34 1,47 40,54 3,50 2,84 1,09 47,89 4,24
XVI 2,34 1,52 39,64 3,49 2,82 1,47 40,43 421
XVII 2,22 1,42 41,28 3,31 2,66 1,02 49,62 3,97
XVIII 2,19 1,27 44,04 3,26 2,62 1,15 46,56 3,91
X1V 2,14 1,61 38,32 3,20 2,54 3,10 24,41 3,79
XX 1,98 1,18 45,92 2,96 2,54 1,23 44,88 3,79
XXI1 1,85 1,41 41,49 2,75 2,48 1,00 50,00 3,70

CTLH = 65,39 CTLH = 72,86

Contetdo 2C de DNA =4,51 pg | Conteudo 2C de DNA = 4,49 pg
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Tabela 4 Contribui¢do do Comprimento Total esperado para os cromossomos de cada
um dos parentais, capim-elefante (C) e milheto (M) nos hibridos triploides
(BAG 54 x M 36 ¢ BAG 63 x M 36). (Crom. = cromossomos; Cti =
comprimento total de cada cromossomo; CRi = Comprimento relativo de cada
cromossomo; CTLH = comprimento total do lote haploide).

Hibrido Esperado Hibrido Esperado
(BAG 54 x M36) (BAG 63 x M36)
Crom. Cti CRi Crom. Cti CRi
I-M 5,42 7,16 I-M 5,42 6,98
II- M 5,12 6,78 II- M 5,12 6,60
II- M 4,77 6,31 - M 4,77 6,15
IV-M 4,68 6,19 I-C 4,77 6,14
I-C 4,62 6,11 IV-M 4,68 6,04
II- C 4,35 5,75 II- C 4,54 5,85
V-M 4,34 5,73 V-M 4,34 5,59
VI-M 3,83 5,06 VI-M 3,83 4,93
III- C 3,51 4,64 II- C 3,82 493
VII- M 3,41 4,51 IvV-C 3,56 4,59
Iv-C 3,39 4,48 VII- M 3,41 4,40
V-C 3,28 4,34 V-C 3,37 4,34
VI-C 3,24 4,28 VI-C 3,31 4,27
VII- C 3,12 4,13 VII- C 3,22 4,15
VII-C 2,94 389 | VIII-C 3,08 3,97
Iv-C 2,78 3,68 IV-C 2,98 3,85
X-C 2,65 3,50 X-C 2,87 3,70
XI-C 2,64 3,49 XI-C 2,76 3,56
XII- C 2,6 3,44 XII- C 2,70 3,48
XIII- C 2,55 3,37 XIII- C 2,60 3,35
XIV-C 238 3,15 | XIV-C 242 3,12
CTLH = 75,62 CTLH =77,60
Contetido 2C de DNA = 4,64 pg
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Figura 1 Metafases representativas dos caridtipos de (A) capim-elefante (2n=4x=28), (B)
milheto (2n=2x=14) ¢ (C, D) hibrido interespecifico (2n=3x=21). Barra =5 pm.
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Figura 2 Hibridizagdo in situ gendmica em hibridos de capim-elefante e milheto
(2n=3x=21). Cromossomos do hibrido corados com DAPI (A e C). Os
cromossomos de milheto (M) e capim-elefante (C) estdo identificados em
funcdo da sonda gendmica de milheto (B, D) que marcou no hibrido os
cromossomos pertencentes a esse parental.
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4 DISCUSSAO

Para realizagdo do estudo das alteracdes gendmicas decorrentes da
hibridacdo entre capim-elefante e milheto a morfometria dos cromossomos
dessas espécies foi obtida a partir de duas familias (BAG 54 x M 36 e BAG 63 x
M 36).

O capim-elefante ¢ milheto formam um grupo monofilético dentro do
género Pennisetum apresentando numero basico x = 7 (MARTEL et al., 2004).
Um estudo citogenético dos cromossomos de capim-elefante, milheto e hibrido
triploide foi realizado anteriormente por Barbosa, Davide e Pereira (2003).
Nesse estudo, os autores avaliaram a morfometria dos cromossomos em cinco
acessos de cada um dos genoétipos em questdo. Foi observado entre os acessos
avaliados um CTLH médio de 28,11 pm para capim-elefante, 28,56 um para
milheto e 47,69 pm para o hibrido interespecifico. Seus resultados sdo
corroborados pelo estudo de Martel et al. (2004) que afirmaram que os
cromossomos de capim-elefante apresentam a metade do tamanho dos
cromossomos de milheto em razdo da quantidade de DNA por lote
cromossomico (representado pelo numero basico x) de 1,15 pg e 2,36 pg de
DNA, respectivamente para capim-elefante ¢ milheto. Uma vez que o capim-
elefante ¢ tetraploide (4x) e o milheto diploide (2x), a quantidade de DNA por
célula somatica (2C) dessas espécies ¢ proxima a 4,59 pg e a 4,71 pg,
respectivamente (MARTEL et al., 1997). No presente trabalho, a estimativa da
quantidade de DNA de capim-elefante e milheto foi de 4,54 pg ¢ 4,75 pg,
respectivamente, corroborando com o que foi relatado anteriormente (MARTEL
et al., 1997, 2004).

Os resultados observados em relacdo a analise citogenética diferem
daqueles relatados por Barbosa, Davide e Pereira (2003). Observou-se que o

CTLH médio 45,03 um para capim-elefante, de 31,57 um para milheto, e
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69,13um para o hibrido interespecifico. Os comprimentos médios dos
cromossomos variaram de 2,3 a 4,7 pm para capim-elefante e de 3,4 a 5,4 pm
para milheto. Esses resultados demonstraram que, os cromossomos de capim-
elefante ndo apresentaram a metade do comprimento total dos cromossomos do
milheto, como sugerido por Martel et al. (2004) e, de acordo com a variagdo
cromossOmica relatada na literatura: 3,06 a 4,86 um para milheto ¢ 1,47 a 2,94
um para capim-elefante (BARBOSA; DAVIDE; PEREIRA, 2003).

Apesar de ser esperado que os cromossomos de capim-elefante sejam
menores que todos os cromossomos de milheto em funcdo da proximidade do
conteudo de DNA dessas duas espécies e das diferentes ploidias (4x para capim-
elefante e 2x para milheto), quando ¢ avaliada a combinacdo dos genomas
dessas duas espécies no hibrido interespecifico observa-se cromossomos
marcados com sonda gendomica de milheto com comprimento semelhante aos
cromossomos nao marcados, pertencentes ao capim-elefante (Figura 2). Esse
fato pode ser observado até mesmo em metafases simplesmente corada com
Giemsa, onde se destacam cinco cromossomos grandes, sete cromossomos
pequenos e nove cromossomos intermediarios que se confundem em tamanho,
demostrando que alguns cromossomos de capim-elefante e milheto apresentam
comprimentos semelhantes (Figura 1C e 1D).

A observagdo dessa semelhanca de tamanho de cromossomos de capim-
elefante e milheto aqui apresentada ¢ corroborada com dados de localizagdo de
DNATr 458 nesses trés genotipos. O milheto apresenta sitios de DNAr 45S no
sexto e sétimo cromossomo, enquanto o capim-elefante apresenta esse sitio
localizado nos cromossomos I e VIII (dados apresentados no capitulo 2). Se os
cromossomos de capim-elefante fossem equivalentes a metade dos cromossomos
de milheto, quando combinados no hibrido interespecifico deveriam ser
encontrados os sete primeiros cromossomos pertencentes ao milheto e os

quatorze restantes pertencentes ao capim-elefante. Desse modo, 0s cromossomos



114

que teriam que apresentar a regido de DNAr 458 seriam o sexto, sétimo, oitavo e
décimo quinto cromossomo do hibrido, referentes aos cromossomos VI e VII do
milheto e I e VIII do capim-elefante. No entanto, 0 DNAr 45S estd localizado
nos cromossomos VI, VIII, IX e XII, sendo o cromossomo VI correspondente ao
cromossomo | de capim-elefante e o cromossomo IX correspondente ao
cromossomo VII de milheto (dados apresentados no capitulo 2). Desse modo
alguns cromossomos de ambas as espécies apresentaram tamanho semelhantes.
Tal proximidade e semelhanga em relagdo ao tamanho dos cromossomos foi
observada por Barbosa, Davide e Pereira (2003), onde o menor cromossomo de
milheto se assemelha, em tamanho, aos cromossomos I e II de capim-elefante.

Adicionalmente foram observadas alteracdes na propor¢ao dos genomas
de capim-elefante e milheto quando combinados no hibrido interespecifico. Essa
alteragdo foi evidenciada pela propor¢ao dos genomas identificados no hibrido
ap6s a hibridizaggo in situ genomica (esperada — 1:0.9, observada — 1:0.07) e
pela diferenca no CTLH observado (69,13 pum) e esperado (76,61 pm),
refletindo a perda de sequéncias de DNA apo6s hibridacdo. Além disso, o
aumento de cromossomos submetacéntricos nos hibridos e a observac¢do de um
cromossomo acrocéntrico sugerem que ha perda de DNA nos bragos de alguns
Cromossomos ou rearranjos gendmics como inversdo. FEssas alteracdes
observadas ndo foram a mesma nos hibridos avaliados, indicando que as
mudancas nos complementos ndo seguiram o mesmo padrio em todos os
hibridos entre capim-elefante e milheto.

A maior parte dos estudos realizados em relagdo as consequéncias
genéticas da hibridagdo ¢ baseada em cruzamentos realizados entre plantas
cultivadas (algoddo, trigo, Nicotiana, Brassica, Hordeum, entre outras) e em
plantas modelos como a Arabdospsis (BOWERS et al., 2003; CHEN et al.,
2004; SIMILLION et al., 2002; VISION; BROWN; TANKSLEY, 2000). Em

alguns trabalhos encontrados na literatura a perda de sequéncias de DNA e as
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alteracdes no padrao de expressdo génica foram observadas apds eventos de
hibridacdo (CHEN; PIKAARD, 1997; DOYLE et al., 2008; OZKAN; LEVY;
FELDMAN, 2001; OZKAN; TUNA; ARUMUGANATHAN, 2003).

Resultados semelhantes ao encontrado neste trabalho foram
demonstrados por Ozkan, Tuna e Arumuganathan (2003), através da estimativa
da quantidade de DNA via citometria de fluxo, em hibridos recém sintetizados
de Aegilops e Triticum. Os autores observaram uma redugdo na quantidade de
DNA em relagdo ao esperado (média dos parentias envolvidos nos cruzamentos)
entre 5 a 7% do tamanho do genoma, totalizando 2 pg do conteudo 2C de DNA
em uma célula somatica. Adicionalmente eles observaram que essas alteracdes
no tamanho do genoma ocorreram logo na primeira gera¢do de anfidiploides,
revelando a rapidez do evento. Eles sugeriram que essas alteragdes nao aditivas
no tamanho do genoma observadas apos alopoliploidizagdo representam uma
resposta adaptativa pré-programada ao estresse gendomico causado pela
hibridacao, a qual teria fungdo de estabilizar o genoma da nova célula.

Outros exemplos de nao aditividade no tamanho do genoma foram
observados para Triticum (LIU; VEJA; FELDMAN, 1998) e Aegilops
(SHAKED et al., 2001). Ma, Fang e Gustafson (2004) e Ma e Gustafson (2006)
demonstraram que em hibridos de Triticum-Secale, 97% das sequéncias
codificantes de Triticum permaneceram no alopoliploide apos 15 a 35 geragdes,
enquanto somente 61,6% das sequéncias de Secale foram conservadas.

Em Pennisetum, Campos (2007) observaram alta frequéncia de
micronucleos durante o desenvolvimento de embrides triploides de capim-
elefante e milheto, sugerindo a ocorréncia de perdas de sequéncias de DNA apds
hibridagdo.

Além de possiveis perdas nas sequéncias de DNA, os hibridos de capim-
elefante e milheto apresentaram alteragdo na expressdo de alguns genes. Isso foi

constatado quando se observou o niimero de regides organizadoras do nucléolo
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(RON) ativas e o nimero de regides com os genes de RNAr 18S-5.8S-26S.
Tanto capim-elefante, milheto e hibrido interespecifico possuem quatro sitios de
DNAr 45S (dados apresentados no capitulo 2), no entanto, no hibrido foram
observadas apenas duas regides ativas apos bandamento Ag-NOR. Isso
evidencia a inativagdo de duas RONs em funcdo do efeito de compensacdo de
dosagem. A inativagdo dos genes de DNAr é observada em plantas hibridas,
principlamente em alopolipoliploides como Triticum e outras Triticeas (NEVES
et al., 1997). Guillén et al. (2004) apontam as alteracdes nos padrdes de
metilagdo do DNA como tendo importante papel na inativagdo das RONs. De
fato, alteragdes epigenéticas (alteragcdes na cromatina em fun¢do de metilacdo e
acetilacdo do DNA e de histonas) sdo apontadas como o mecanismo principal de
regulagdo da expressdo de genes de RNAr mediante a dominancia nucleolar
observada em hibridos interespecifico (PIKAARD, 2000).

Estudos que evidenciam que o hibrido apresenta alteracdo no padrao de
expressdo génica dos genes de RNAr estdo sendo desenvolvidos assim como
estudos que permitam detectar alteragdes na cromatina e rearranjos gendmicos.
Trabalhos nesse sentido sdo importantes para auxiliar no entendimento das
alteracdes cariotipicas e gendmicas apos hibridacdo e poliploidizagdo em

hibridos de Pennisetum.
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5 CONCLUSAO

Os cromossomos de capim-elefante e milheto apresentam tamanhos
semelhantes. Observaram-se perdas de sequéncias gendmicas apds hibridacao
interespecifica entre capim-elefante e milheto por meio do tamanho dos
cromossomos, do conteido de DNA e das alteragdes cariotipicas nos hibridos

quando comparados com os parentais.
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