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RESUMO

CAMPOS, José Marcello Salabert. Obtencio de hibridos hexapléides e
analise genomica de Pennisetum sp. por citometria de fluxo. 2007. 115p.
Tese (Doutorado em Agronomia/Genética e Melhoramento de Plantas) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

No melhoramento de Pennisetum, a hibridacio interespecifica entre o
capim elefante (Pennisetum purpureum) e o milheto (Pennisetum galucum) é
uma das alternativas para a obtencdo de cultivares superiores. Este hibrido
(tripl6ide) apresenta uma grande limitagdo para o seu uso nos programas de
melhoramento, a infertilidade que leva a necessidade de sua propagacio
vegetativa. A fertilidade pode ser restaurada através da duplicagdo
cromossOmica. Essa estratégia torna possivel o ingresso dos hibridos
hexapldides nos programas de melhoramento de Pennisetum, reunindo
caracteristicas desejdveis nos hibridos e permitindo a sua propagacdo via
sementes. Esta manipulacio de ploidia necessita de metodologia para andlise em
larga-escala das plantas. A citometria de fluxo representa esta tecnologia. A
citometria de fluxo é uma técnica que permite a obten¢do de medidas fisicas e
quimicas de particulas (células, nudcleos, cromossomos e organelas). No
melhoramento de plantas, a citometria apresenta um grande nimero de
aplicagdes. Comparada a andlise de ploidia por contagem de cromossomos, a
citometria de fluxo oferece um método alternativo, rdpido, simples e acurado.
Por essas razdes, ela tem se tornado um método popular para andlise de ploidia,
detec¢ao de mixopldides e aneupldides, andlise de ciclo celular e de polisomatia,
andlise de grdos de pdlen e estimativas do contetido de DNA absoluto ou
tamanho de genoma. Neste trabalho, a citometria de fluxo foi utilizada para
estimar o conteido de DNA e ploidia em plantas da populagdo Capileto, com o
objetivo de selecdo de plantas hexapléides. Adicionalmente, a técnica foi
utilizada para avaliacio de ploidia em um experimento de duplicacdo
cromossOmica. Nesta andlise, 8,5% das plantas foram identificadas como
hexapldides. A confirmacao posterior da condi¢do hexapléide foi realizada por
meio de caracteristicas estomdticas e contagem de cromossomos. Mudangas
gendmicas associadas com a hibridagdo interespecifica e alopoliploidiza¢ao
foram observadas. Os dados obtidos sugerem a elimina¢do de sequéncias e
cromossomos durante a alopoliploidizacdo, que pode representar uma resposta
adaptativa programada ao estresse genOmico causado pela hibrida¢do e
alopoliploidizagdo.

Comité Orientador: Lisete Chamma Davide (Orientadora) — UFLA; Antdnio
Vander Pereira — Embrapa Gado de Leite



ABSTRACT

CAMPOS, José Marcello Salabert. Obtaining hexaploids hybrids and
genomic analysis of Pennisetum sp. by flow cytometry. 2007. 115p. Thesis
(Doctor of Science in Agronomy/Genetics and Plant Breeding) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.*

In Pennisetum breeding, the interespecific hybridization between
napiergrass (Pennisetum purpureum) and pearl millet (Pennisetum glaucum) is
an alternative to obtain superior cultivars. This hybrid (triploid) presents a great
limitation for use in breeding programs, due to the infertility leading to a
vegetative propagation. Fertility can be restored through chromosomal
duplication. Making possible the used of hexaploid hybrid in Pennisetum
breeding programs, redeeming desired traits in hybrids and allowing seeds
propagation. This ploidy manipulation needs a technique for high-throughput
analysis of plants, like flow cytometry. Flow cytometry refers to the
measurement of physical and chemical characteristics of particles (cells, nuclei,
chromosomes and organelles). In plant breeding, flow cytometry present a wide
range of applications. Compared to ploidy measurement by conventional
chromosome couting, flow cytometry offers a valuable, rapid, simple, accurate
and fairly cheap alternative. For this reason, it has become a popular method for
ploidy screening, detection of mixoploidy and aneuploidy, cell cycle analysis,
assessment of degree of polysomaty, pollens grains analysis and estimation of
absolute DNA content or genome size. In this work, flow cytometry was used
for DNA content and ploidy estimation in plants of the Capileto population, with
the objetive of selecting hexaploid plant. Additionally, the technique was used
for ploidy evaluation in chromosome doubling experiment. In this analysis,
8.5% of the plants were determined to be hexaploid. Further confirmation of the
hexaploid condition was performed with stomatal morphology and chromosome
count. Genomic changes were observed associated with interespecific
hybridization and allopolyploidization. The data obtained suggested sequences
and chromosome elimnation during allopolyploidization, that may represent a
programmed adaptative response to genomic stress caused by hybridization and
allopolyploidization.

Guidance Committee: Lisete Chamma Davide (Major Professor) — UFLA;
Antdnio Vander Pereira — Embrapa Gado de Leite
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1 INTRODUCAO GERAL

Pennisetum ¢ um dos importantes géneros da familia Poaceae, e
Pennisetum purpureum Schumach (capim-elefante) e Pennisetum glaucum (L.)
R. Br. (milheto) sdo as espécies mais importantes economicamente. Ambas sao
utilizadas como forrageiras e o capim-elefante apresenta, como caracteristicas
desejdveis, boa qualidade de forragem e palatabilidade, vigor, perenidade,
elevada producdo de matéria seca, baixa incidéncia de pragas e alta eficiéncia
fotossintética. Ja o milheto apresenta boa resisténcia a doengas, tolerancia a seca
e a baixos niveis de fertilidade do solo, producdo de sementes ndo deiscentes e
elevado rendimento de matéria seca.

Uma das estratégias adotadas para o melhoramento dessas espécies € a
hibridagcdo interespecifica, que procura reunir nos hibridos caracteristicas
desejdveis de ambas as espécies. Alguns dos hibridos obtidos apresentam melhor
qualidade de forragem e melhor aceitagdo pelos bovinos. Do cruzamento do
capim-elefante (tetrapléide com 2n=4x=28 cromossomos) com o milheto
(dipléide com 2n=2x=14 cromossomos) resulta um hibrido tripléide (2n=3x=21
cromossomos). A ndo existéncia de pareamento correto entre 0S Cromossomos
na meiose desse hibrido resulta na producdo de gametas anormais com
conseqiiente esterilidade para o hibrido, com auséncia de produgdo de sementes.
Essas caracteristicas dificultam o uso desses hibridos nos programas de
melhoramento, devido a impossibilidade de realizagdo de cruzamentos e a
auséncia de produg¢do de sementes, o que torna sua propagacdo de forma
assexuada uma necessidade, onerando a produgdo de pastagens economicamente
vidveis.

A tecnologia citogenética permite a duplicagdo cromossdmica desses
hibridos e a obtencdo de hibridos hexapldides (2n=6x=42 cromossomos).
Teoricamente, espera-se que esses materiais apresentem meiose regular, com

producdo de gametas e sementes vidveis. O efeito ‘“gigas”, normalmente



observado em estruturas de plantas poliploidizadas, poderia conduzir a um
aumento de tamanho das sementes, 0 que seria uma vantagem adicional para os
hexapldides, tornando mais fécil a propagacdo desse material via semente.

A Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora, MG e o Laboratério de
Citogenética da Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG, ha alguns anos
trabalham nesse sentido e experimentos ji foram conduzidos. Os objetivos
desses trabalhos sdo: avaliacdo citogenética de acessos de capim-elefante e
milheto; andlise de meiose de hibridos tripldides e hexapléides e obtencdo de
hibridos hexapléides por duplicagdo cromossomica. Plantas hexapldides foram
obtidas com sucesso em experimentos anteriores, mas a limitagdo imposta pela
citogenética como técnica de avaliagdo de ploidia tornou os experimentos
limitados no nimero de plantas. A necessidade de técnicas adicionais para
avaliacdo das plantas obtidas nos experimentos de duplicacdo cromossémica foi
essencial e a citometria de fluxo representa essa tecnologia.

A citometria de fluxo foi originalmente desenvolvida no fim dos anos
1950, para contagem e andlise de células sanguineas. A hematologia e a
imunologia celular foram, indiscutivelmente, as duas &dreas da biologia que
impulsionaram o desenvolvimento da tecnologia de citometria de fluxo. No
entanto, com a natural evolucdo técnica e com o aparecimento de novos
marcadores fluorescentes, a utilizacdo desse instrumento generalizou-se para
outras dreas e para estudos com outras células, como células vegetais e
microbianas. No dominio das células vegetais, apesar da utilizacdo da citometria
de fluxo ter ocorrido apenas no inicio dos anos 1980, o nimero de aplicagdes
tem aumentado continuamente desde entdo. Hoje em dia, é uma técnica
rotineiramente utilizada em varios laboratérios. Apesar de a citometria de fluxo
aplicada ao estudo de células e organelas vegetais apresentar ainda algumas
limitacdes, esta técnica permite andlises rapidas (em tempo real) do conteido de
DNA e RNA, da expressdo de transgenes e contagem de células, entre outras

aplicagdes. A oportunidade de separar subpopulacdes de particulas celulares



/subcelulares (cell sorting) aumentou ainda mais o espectro de aplicacdes desta
técnica.

No melhoramento de plantas, a citometria tem sido utilizada com vérios
objetivos, entre eles: quantificagio de DNA nuclear, andlise de ploidia,
avaliagdo de polipléides em experimentos de inducdo de duplicacdo
cromossdmica, deteccdo de mixoploidia e aneuploidias, andlise de ciclo celular,
deteccao de hibridos interespecificos e separagdo de cromossomos para a
constru¢do de sondas para mapeamento gendmico.

A avaliagdo de ploidia de plantas oriundas de experimentos de
duplica¢do cromossdmica por citometria de fluxo tem sido utilizada em muitos
trabalhos.

O objetivo da realizacdo do presente trabalho foi padronizar
metodologia de citometria de fluxo para andlise gendmica com aplicacdo no
melhoramento de Pennisetum, com €nfase na andlise de ploidia e quantificagdo
de DNA das plantas dos experimentos de duplicacdo cromossdmica, na andlise
de ciclo celular e de comportamento meidtico. Os resultados aqui discutidos
sugerem um horizonte de pesquisas bdsicas e aplicadas ao melhoramento de

Pennisetum.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Género Pennisetum e melhoramento

Pennisetum é um dos mais importantes géneros da familia Poaceae,
subfamilia Panicoideae e tribo Paniceae (Martel et al., 2004). O género possui
aproximadamente 140 espécies (Brunken, 1977) com nimeros cromossdomicos
basicos de x=5, 7, 8 ou 9 (Jauhar, 1981) e niveis de ploidia variando de diploide
a octapléide.

Harlan (1975) divide as espécies de Pennisetum em conjuntos génicos
com base em suas relacdoes genéticas e taxondOmicas em relacdo a espécie
cultivada, Pennisetum glaucum (milheto) que, com as duas espécies, Pennisetum
violaceum e Pennisetum molissimim, sdo agrupadas em um conjunto génico
primdrio, com 2n=2x=14. O conjunto génico secunddrio € composto pela
espécie Pennisetum purpureum (capim-elefante), com 2n=4x=28. O conjunto
génico tercidrio ¢ composto por espécies com niimeros cromossdmicos basicos
variados (x=5, 7, 8 € 9) e inclui todas as outras espécies do género.

Virias espécies de Pennisetum sdo importantes agronomicamente como
forrageiras ou como plantas daninhas (Schmelzer, 1997). Entre essas, o milheto
e o capim-elefante sdo as espécies forrageiras economicamente mais
importantes.

O capim-elefante € uma espécie perene, alégama, tetrapldide, com
2n=4x=28 cromossomos e constituicdo gendmica A'A'BB (Martel et al., 1996).
O potencial produtivo do capim-elefante, associado as outras caracteristicas
forrageiras favordveis, tais como boa qualidade, palatabilidade, vigor e
perenidade, tem estimulado ndo s6 o cultivo dessa espécie como também o seu
melhoramento genético visando ao desenvolvimento de cultivares melhoradas
(S. Sobrinho et al., 2005). O capim-elefante contribui ainda, na pecudria, para o
aumento na producdo de leite e de carne (Deresz, 1999), sendo uma espécie

amplamente difundida por todo o Brasil, cultivada em condi¢des ambientais



bastante divergentes (Pereira et al., 2001). Entretanto, uma das grandes
limitagdes a expansio da drea cultivada com capim-elefante é a necessidade do
uso da propagacdo vegetativa, visto que a maioria das cultivares produz
sementes minusculas, deiscentes e de baixo vigor.

A obten¢do de cultivares melhoradas é uma necessidade comum a
produtores de leite e de carne de todo o pais. Entre os atributos desejados,
buscam-se cultivares com propagacdo por meio de sementes, resisténcia a
cigarrinha das pastagens, maior velocidade de crescimento, maior produtividade,
melhor qualidade nutricional, tolerincia a solos de baixa fertilidade e
distribui¢do mais eqiiitativa da producdo de matéria seca durante o ano (Pereira
et al., 2003).

O milheto é uma espécie anual, aldgama, dipléide com 2n=2x=14
cromossomos e constituicdo gendmica AA (Martel et al.,, 1996). O milheto
apresenta boa resisténcia a seca e a doengas, ¢ tolerante a baixos niveis de
fertilidade do solo e tem boa produgdo de sementes nao deiscentes (Pereira et al.,
2001). Além disso, proporciona elevado rendimento de matéria seca (Andrade &
Andrade, 1982). A espécie é também considerada o sexto cereal mais
importante, depois do trigo, arroz, milho, cevada e sorgo. No melhoramento do
milheto, tem-se procurado por materiais resistentes a doencas, com macho
esterilidade, com melhores caracteristicas forrageiras e apomiticos (Jauhar &
Hanna, 1998).

A proximidade genética entre o capim-elefante e o milheto possibilita a
obten¢do de hibridos entre essas duas espécies com relativa facilidade (S.
Sobrinho et al. 2005). Essa estratégia tem sido recomendada para o
melhoramento de qualidade forrageira (Hanna, 1999).

Schank et al. (1993) chamam a atencdo para o fato de que o
desenvolvimento desses hibridos constitui uma das alternativas para melhorar a
qualidade forrageira do capim-elefante. Deste cruzamento resulta um hibrido

interespecifico tripléide (2n=3x=21 Cromossomos), estéril, que,



morfologicamente, assemelha-se ao capim-elefante e apresenta algumas
caracteristicas intermedidrias entre as duas espécies parentais (Hanna, 1999).
Este cruzamento busca reunir no hibrido caracteristicas desejaveis do milheto,
tais como qualidade de forragem, tolerdncia a seca e resisténcia a doencas, com
as boas caracteristicas do capim-elefante (Schank et al., 1993). Segundo Jauhar
(1981), a forragem desses hibridos interespecificos teria melhor aceitacio pelos
bovinos que o préprio capim-elefante.

A Embrapa Gado de Leite desenvolve, hd mais de uma década, um
programa de melhoramento genético do capim-elefante. Este programa explora a
variabilidade genética existente no Banco Ativo de Germoplasma do Capim-
Elefante (BAGCE), constituido por clones, populacdes e cultivares melhoradas
de capim-elefante, hibridos tripldides e hexapléides resultantes do cruzamento
do capim-elefante com o milheto, acessos de milheto e diversas outras espécies
selvagens de Pennisetum.

A obtenc¢do de hibridos entre o capim-elefante e o milheto tem sido uma
estratégia usada pelo melhoramento. A esterilidade desses hibridos, devido a sua
condicdo tripléide, tem limitado o seu emprego nos programas de melhoramento
e impossibilitado a obtencdo de sementes para a implementa¢do de pastagens
economicamente vidveis. A restauracdo da fertilidade desses hibridos permitiria
um maior uso dos mesmos nos programas de melhoramento. Essa restauracdo
pode ser alcancgada utilizando-se de tecnologia citogenética, com a obtencdo de
materiais com o nimero cromossdmico duplicado via exposi¢do a agentes
antimitoticos, tais como a colchicina. Com a duplicagdo, obtém-se um hibrido
hexapléide com 2n=6x=42 cromossomos.

Por meio da duplicagdo cromossdmica, Hanna (1981) e Hanna et al.
(1984) produziram um hibrido hexapldide com meiose regular, que apresenta
sementes maiores e mais vigorosas, quando comparadas as sementes do capim-

elefante, facilitando, assim, a sua propagacao via sementes.



2.2 Duplicacio cromossomica como estratégia no melhoramento de plantas

A duplicacdo cromossOmica tem sido utilizada como estratégia no
melhoramento de plantas (TABELA 1). Percebe-se ampla variagdo nos
protocolos utilizados com relagdo aos antimitdticos, concentragdes, tempos e

formas de exposi¢ao e tecidos utilizados para duplicagdo.

TABELA 1 Protocolos para duplicagdo cromossdmica com aplicagdo no
melhoramento de plantas

Espécie Antimitético(s) Tecido Resultados Métodos de
utilizado(s)  utilizado para analise de
duplicacdo ploidia
Tripsacum Amiprofosmetil Brotos Meédia de 48% de Citometria de
dactyloides 10,15e 20 pM;  derivados de sobrevivéncia para os fluxo e
(Salon & Earle, Colchicina 0,01 e calos tratamentos com citogenética
1998). 0,025% embriogénicos Amiprofosmetil. Todas as
14 plantas sobreviventes
foram poliploidizadas.

Eficiéncia dos tratamentos
com colchicina foi menor.

Citrus sinensis Colchicina 1000 Calos Nos diferentes tratamentos, Citometria de
(Zhang et al., mg L' 33% das plantas fluxo
2007). recuperadas foram

poliploidizadas. No
tratamento em que a
colchicina foi autoclavada
juntamente com o meio de
cultura a eficiéncia foi
maior (54% de plantas
foram poliploidizadas)

Lolium perene Colchicina 0,3% Cultura de 44,2% de sobrevivéncia de  Citogenética

(Pasakinskiene, embrides; embrides e brotos; 58% das
2000). exposi¢do de  plantas sobreviventes foram
brotos poliploidizadas
Lavandula Colchicina Sementes Colchicina afetou a Citometria de
angustifolia  0; 3,6;7,8; 15,6; germinacdo das sementes fluxo e
(Urwin et al.,  31,3; 62,5; 125; (50% de germinag@o no citogenética
2007). 250; 500 e 1000 tratamento de 3,6 mg LY.
mg L' 3 plantas poliploidizadas

foram recuperadas.
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“TABELA 1, Cont.”

Espécie  Antimitético(s) Tecido Resultados Métodos de
utilizado(s)  utilizado para analise de
duplicacao ploidia
Vitis vinifera Colchicina Embrides Tratamento de 10 mg/L: Citometria de
(Yangetal.,, 0,10,20mg/L somaticos sobrevivéncia média foi de fluxo;
2006). obtidos a partir 65% e 0,7% das plantas citogenética e
de embrides recuperadas foram caracteristicas
zigoéticos poliploidizadas. estomaticas
imaturos Tratamento de 20 mg/L:
sobrevivéncia média foi de
46,7% e 2,7% das plantas
recuperadas foram
poliploidizadas
Humulus Colchicina Meristema Nos tratamentos com 0,01%, Citometria de
lupulus 0,01%, 0,05%, apical 0,05 e 0,10% de colchicina fluxo e
(Roy et al., 0,1% e 0,5% foram recuperadas plantas  caracteristicas
2001). poliploidizadas (média de estomaticas
11% das plantas).
Humulus ~ Nao utilizado, a Brotos 30% das plantas recuperadas  Citometria de
lupulus poliploidizacdo adventicios foram poliploidizadas. fluxo
(Skof etal., foi espontinea.
2007).
Morus alba Colchicina Meristema 39,4 % das plantas Citogenética e
(Chakraborti  0,05%, 0,1% e apical recuperadas do tratamento  caracteristicas
et al., 1998). 0,2% com colchicina 0,1% foram estomaticas
poliploidizadas
Buddleia Colchicina Secgdes nodais  De 29 plantas sobreviventes,  Citogenética
globosa 0,01%, 0,05% e de brotos 19 foram poliploidizadas
(Rose et al., 0,1% apicais
2000%).
Cattleya Colchicina Cultura de Os tratamentos 0,05 e 0,1 Citogenética e
intermedia 0%, 0,05%, 0,1% meristema foram os mais efetivos na caracteristicas
(Silva et al., ¢ 0,20% producéo de plantas estomaticas
2000). poliploidizadas
Zizyphus Colchicina Brotos Nos melhores tratamentos,  Citometria de
Jjujuba 0,01%, 0,03%, aproximadamente 5% das fluxo;
(Guetal., 0,05%, 0,1% e plantas recuperadas foram citogenética e
2005). 0,3% poliploidizadas caracteristicas
estomadticas
Brachiaria Colchicina Segmentos 18 (41%) plantas Citometria de
brizantha  0,01%, 0,05%, e basais poliploidizadas foram fluxo e
(Pinheiro et 0,1% recuperadas do tratamento citogenética
al., 2000). com colchicina 0,01%
“..continua...”



“TABELA 1, Cont.”

Espécie  Antimitético(s) Tecido Resultados Métodos de
utilizado(s)  utilizado para analise de
duplicacao ploidia
Cucumis  Colchicina 0,5% Plantulas Exposicao de brotos apicais  Citometria de
melo imersas em  foi o tratamento mais efetivo, fluxo e
(Yetisir & colchicina; com 89% das plantas caracteristicas
Sari, 2003). exposicdo de  recuperadas poliploidizadas.  estomadticas
colchicina a
brotos laterais
(in vivo) e
brotos apicais
(in vivo).

Miscanthus Colchicina Brotos, plantas Plantas poliploidizadas foram Citometria de

sinensis 313,626, 1252 e estabelecidas  recuperadas a partir de todos fluxo

(Petersen et 2504 pM; em solo por os tratamentos testados. A
al., 2002).  orizalina30e 60 exposicdo do exposicao de calos foi o

uM sistema tratamento mais eficiente.
radicular; calos
Pyrus Colchicina Brotos Nos experimentos iniciais, Citometria de
pyrifolia 0,01% somente mixopldides foram fluxo e
(Kadota & recuperados. Posteriormente, —caracteristicas
Niimi, brotos obtidos dos estomaticas
2002). mixopléides deram origem a
5 plantas poliploidizadas
Bixa Colchicina Segmentos do  Plantas poliploidizadas foram Citogenética e
orellana 0, 25,250 e 1250 hipocétilo ou recuperadas somente dos caracteristicas

(Carvalho et uM; noés do tratamentos com nés do estomaticas

al., 2005). Orizalina 0, 5, 15 cotilédone cotilédone, sendo a maior
e 30 uM freqiiéncia no tratamento com
orizalina 15 uM
Punica Colchicina 10 Brotos O tratamento com 10 mg L™ Citometria de
granatum  mg L™'; 5000 mg produziu 20% de plantas fluxo e
(Shao et al., L' poliploidizadas. citogenética
2003).

Chaenomele Colchicina Brotos e Resultados contrastantes entre Citometria de
s japonica  0,01%, 0,05%, cotilédones genétipos. Os melhores fluxo e
(Stanys et 0,1%, 0,3%, resultados com brotos caracteristicas
al., 2006). 0,6%, 0,9% e expostos a colchicina foram estomaticas

1,5%; obtidos com os tratamentos
Orizalina 10,20, de 0,3% e 0,6% e 20, 30 e 40
30, 40, 50, 144 UM de orizalina. Com os
M cotilédones os tratamentos
com orizalina foram mais
eficientes (25% de plantas
poliploidizadas no tratamento
de 40 uM).
“...continua...”
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Espécie Antimitético(s)  Tecido Resultados Métodos de
utilizado(s) utilizado analise de
para ploidia
duplicacao
Colophospermu Colchicina Sementes  44% das plantas recuperadas  Citometria de
m mopane 0,05%, 0,1% e foram poliploidizadas. Os fluxo
(Rubuluza et 1% tratamentos eficientes foram
al., 2007). 0,05% e 0,1%
Phlox subulata Colchicina Brotos O tratamento mais eficiente ~ Citogenética
(Zhang et al.,  0,005%, 0,01%, foi de 0,005% de colchicina
2007). 0,02% e 0,04% por 20 dias, com 60% das
plantas analisadas
poliploidizadas
Xanthosoma Colchicina Exposicdo  Somente mixopldides foram  Citometria de
sagittifolium 1,25 mM e 2,50 de plantulas recuperados em percentuais fluxo e
(Tambong et mM de 16,7% e 20%, citogenética
al., 1998). respectivamente, para os
tratamentos de 1,25 e 2,5mM
Rosa chinenss Trifluralina Meristema Trifluralina 0,086% foi o Citogenética;
(Zlesak et al., 0,086% e apical tratamento mais eficiente para caracteristicas
2005). 0,0086%; poliploidizacdo (15,26%) estomdticas e
colchicina 0,5% diametro de
pdlen
Hibridos de Colchicina Brotos Os tratamentos com orizalina  Citometria de
Rhododendron 0,025% e 0,05%; foram mais eficientes; 18,2% fluxo
(Vinold, 2000).  orizalina 0,001% das plantas analisadas foram
e 0,005% poliploidizadas no tratamento

com orizalina 0,005%, por 24
horas.

Hibridos de Orizalina 1, 5, 10 Meristema O tratamento com 10 mg L' Citometria de
Solanum mg L' apical de orizalina foi o mais fluxo
(Chauvin et al., eficiente (40% de plantas
2003). poliploidizadas)

Hibridos entre  Colchicina 0,2%,  Brotos e 41% das plantas foram Citogenética e
Alstroemeria 0,4% e 0,6% meristemas poliploidizadas nos caracteristicas
aurea e A. tratamentos de 0,2% e 0,6% estomaticas
caryophyllaea de colchicina. Dessas, 87,5%
(Lu & Bridgen, mantiveram sua ploidia ap6s

1997). 1 ano.

Hibridos entre  Colchicina 0,05; Nos Os tratamentos entre 0,05 e  Citometria de
Syringa 0,10; 0,15; 0,20;  subapicais 0,10 mM foram os mais fluxo e
vulgaris e S. 0,25;0,5; 0,75; eficientes em produzir plantas  Citogenética

pinnatifolia 1,0 1,25; 2,5 mM poliploidizadas
(Rose et al.,
2000b).
“...continua...”
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De modo geral, observa-se que a colchicina é o antimitético mais
utilizado, com concentragdes variando de 0,0003% a 1,5%. Diferentes tecidos
tém sido utilizados para a indu¢do de duplicagdo cromossémica e os resultados
mais eficientes sdo alcangados com os protocolos que utilizam exposi¢dao a
agentes antimitdticos in vitro. Com relagdo aos resultados, a variacdo em
eficiéncia da técnica também € ampla, com média de 15% a 20% de plantas
poliploidizadas. A ocorréncia de mixopldides (material com células com
variagdo na ploidia) € um fendmeno comum, descrito na maioria dos trabalhos.

Em Pennisetum, os trabalhos pioneiros para obtencdo de materiais com
nimero cromossdmico duplicado a partir de hibridos tripléides entre capim-
elefante e milheto foram desenvolvidos por Hanna (1981) e Hanna et al. (1984).
Para materiais nacionais, dois trabalhos desenvolvidos no Laboratorio de
Citogenética da Universidade Federal de Lavras sdo pioneiros € constituem
referéncias com essa abordagem (Abreu et al., 2006; Barbosa et al., 2007).

Abreu et al. (2006) avaliaram vérios protocolos de inducdo de
poliploidia em hibridos tripléides de capim-elefante e milheto, variando
antimitéticos, concentracdes e tempos de exposicdo de diferentes tecidos
vegetais. Os tratamentos foram compostos de colchicina a 50 mg L™ e 100 mg
L' ou de ciclohexamida 25 mg L:8-hidroxiquinolefna 300 mg L' (1:1),
aplicadas in vitro em segmentos nodais e in vivo em plantulas e perfilhos com
diferentes periodos de exposi¢do. Os tratamentos com colchicina apresentaram
melhor efeito sobre as plantulas, enquanto que os tratamentos com
ciclohexamida:8-hidroxiquinoleina atuaram melhor sobre os perfilhos. Em todos
os materiais recuperados, observou-se mixoploidia, com variacdo no nimero
cromossdmico de 14 a 42 cromossomos. Os autores sugeriram a possibilidade de
duplicag¢do cromossdmica com posterior eliminagdo dos cromossomos.

Barbosa et al. (2007) trabalharam no sentido de melhorar a eficiéncia
dos tratamentos de indug@o de poliploidia em hibridos entre capim-elefante e

milheto. Seedlings, plantulas e segmentos caulinares cultivados in vitro foram
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tratados com colchicina a 0,05% e 0,10%, aplicada por 12 ou 24 horas.
Seedlings e meristemas cultivados in vivo foram tratados por 24 horas, com
colchicina a 0,05%. Seedlings cultivados in vitro e tratados com colchicina a
0,1%, por 24 horas, tiveram a melhor resposta a indugdo de poliploidia. Em 38%
das plantas sobreviventes, observou-se ndmero cromossomico duplicado
(2n=6x=42 cromossomos).

Em ambos os trabalhos, a citogenética foi a Unica ferramenta utilizada
na avaliacdo de ploidia das plantas obtidas. Essa estratégia representa uma
limitacdo aos experimentos, uma vez que a obtencdo de metifases para
contagem cromossdmica € um processo trabalhoso e consumidor de tempo. Tal
estratégia limita a avaliacdo de ploidia somente a células em divisdo,
dificultando a andlise de um grande nimero de células por planta e a avaliacdo
de ploidia de diferentes tecidos dentro de uma planta. Adicionalmente, pelas
dificuldades e pelo consumo de tempo, a citogenética dificulta a inclusdo de um
grande ndmero de plantas nos experimentos, dificultando ou tornando
impossivel conclusdes precisas acerca da eficiéncia dos tratamentos, uma vez
que um ndmero pequeno de plantas por tratamento ndo permite andlise
estatistica posterior. Entretanto, um grande nimero de trabalhos de indugdo de
poliploidia limita-se a descrever o nimero ou o percentual de plantas
poliploidizadas obtidas a partir dos tratamentos e a citogenética ainda é
extensivamente utilizada como método de avaliagdo de ploidia.

Dos trabalhos apresentados na Tabela 1, 61,5% utilizaram a citogenética
como um dos métodos de avalia¢do de ploidia. Destes, 50% também utilizaram a
citometria de fluxo como método de avaliacdo de ploidia e, de todos os
trabalhos, 69,2% utilizaram a citometria de fluxo. A citometria de fluxo
representa uma metodologia refinada, que permite a avaliacdo de ploidia de um
grande nimero de plantas em um tempo relativamente curto, representando um
ganho tecnolégico em relagdo a avaliagdo de ploidia por tecnologia citogenética.

Uma breve descricao das aplica¢des da citometria de fluxo € feita a seguir.
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2.3 Aplicacoes da citometria de fluxo no melhoramento de plantas

A citometria de fluxo é uma técnica que envolve a andlise das
propriedades oticas (dispersdao da luz e fluorescéncia) de particulas (células,
nicleos, cromossomos, organelas) que fluem em uma suspensdo liquida
(Dolezel, 1997). As particulas em suspensdo movem-se emergidas num fluido
(tampdo de extracdo) no interior de um capilar dentro de um aparelho
denominado citdmetro de fluxo (Dolezel, 1997). Essas particulas intersectam
uma a uma um feixe de laser ocorrendo um processo de dispersdo da luz e ou
emissdo de fluorescéncia (Dolezel & Bartos, 2005). A intensidade de dispersao
da luz ou da emissdo de fluorescéncia estd relacionada com as propriedades das
particulas que estdo sendo analisadas (Dolezel & Bartos, 2005).

Esse principio pode ser usado, por exemplo, para medir a quantidade de
DNA de uma célula (Dolezel & Bartos, 2005). Em plantas, é possivel obter
milhdes de nicleos em suspensdo a partir de poucas gramas de tecido foliar em
um procedimento relativamente simples que envolve a maceragdo desse tecido
em uma solucdo tampdo que mantém a integridade nuclear (Galbraith et al.,
1983). A coloragdo dessa amostra com corantes especificos para o DNA (DAPI,
iodeto de propideo, brometo de etideo) permite ao aparelho estimar a quantidade
de DNA. Tais estimativas apresentam uma série de aplicagdes, desde a pesquisa
basica até o melhoramento de plantas, entre elas, estimacdo do tamanho do
genoma, avaliacdo de ploidia, detec¢do de mixoploidia e aneuploidias, avaliagao
de ciclo celular, estudo de elimina¢do cromossomica, separacdo de células,
cromossomos ou organelas (Dolezel & Bartos, 2005).

A quantidade de DNA tem sido estudada em vdrios géneros de
importancia econdmica e forrageira de Poaceae, como Zea (Rayburn et al.,
1989), Pennisetum (Passos et al., 1994; Martel et al., 1997), Hordeum (Vogel et
al., 1999), Oryza (Buso et al., 2000), Brachiaria (Pinheiro et al., 2000) e
Triticum (Kubalakova et al., 2002).

A quantidade de DNA foi determinada por Martel et al. (1997), para 15
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espécies pertencentes aos trés conjuntos génicos de Pennisetum, caracterizando a
sua variabilidade para todos os nimeros bédsicos (x=5, 7, 8 e 9) e diferentes
niveis de ploidias. Para este autor, as espécies cultivadas P. purpureum e P.
glaucum apresentam genomas praticamente iguais quanto a quantidade de DNA
(4,59 e 4,71 pg, respectivamente), embora apresentem niveis de ploidia,
nimeros cromossdmicos e morfometria cariotipicas diferentes.

Diversos trabalhos tém utilizado a citometria de fluxo como
metodologia rdpida de avaliagdo de ploidia (Tambong et al., 1998; Pinheiro et
al., 2000; Rose et al., 2000b; Viinold, 2000; Roy et al., 2001; Kadota & Niimi,
2002; Petersen et al., 2002; Chauvin et al., 2003; Shao et al., 2003; Yetisir &
Sari, 2003; Gu et al., 2005; Stanys et al., 2006; Rubuluza et al., 2007; Skof et
al., 2007).

Roux et al. (2003), em um trabalho com banana, demonstraram ser
possivel a deteccdo de aneuploidias envolvendo um tnico cromossomo
(monossomia ou trissomia), 0 que torna a técnica potencialmente util para o
estudo de eliminacdo cromossémica.

Mizuhiro et al. (2001) trabalharam com citometria na identificacdo de
hibridos somaticos interespecificos entre Primula malacoides e P. obconica.
Dezoito diferentes linhas com variagdo no nimero cromossdmico e quantidade
de DNA foram obtidas, sendo a eliminacdo cromossdmica responsdvel por tal
variagdo. A citometria foi também utilizada no acompanhamento dessa
eliminagdo cromossdmica até a estabilizacdo da quantidade de DNA.

A citometria de fluxo pode ainda ser utilizada na avaliagdo de
quantidade de DNA em graos de pdlen ou em células meidticas, permitindo a
andlise de comportamento meidtico e a detec¢do de polens anormais, auxiliando
no estudo de estabilidade meidtica dos hibridos e permitindo a selecao de plantas
estdveis. Em trabalhos prévios em que o conteiido de DNA foi determinado por
citometria de fluxo, os nicleos foram isolados dos grdos de poélen diretamente

por maceragdo em lirio, em milho, em Dendranthema gradiflora (Bino et al.,
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1990), em Nicotiana sylvestris (Paepe et al., 1990) e em Cupressus dupreziana
(Pichot & Maataoui, 2000). Pan et al. (2004) utilizaram tratamentos ultra-
sOnicos para a liberacao dos nicleos de polens de Brassica napus.

Outros exemplos da aplicacdo da citometria de fluxo no estudo do
comportamento de hibridos interespecificos ou na indug¢do de duplicacio
cromossdmica podem ser encontrados em diversos trabalhos (Awoleye et al.,
1994; Tosca et al., 1995; Geoffriau et al., 1997; Thibault, 1998; Pinheiro et al.,
2000; Roy et al., 2001; Petersen et al., 2002).

2.4 Hibridacao interespecifica/poliploidia e alteracées genomicas

Apb6s a fertilizagdo interespecifica, os dois diferentes genomas parentais
sdo combinados dentro de um nucleo. Essa nova constituicio gendmica pode
resultar em conflitos intergendmicos, conduzindo a reorganizagdes genéticas e
ou epigenéticas (Riddle & Birchler, 2003). Freqiientemente, uma eliminacdo
especifica de seqiiéncias de DNA acontece nos primeiros estidgios apds a
hibridacdo (Liu et al., 1996; Feldman et al., 1997). Na familia Poaceae, uma
eliminacdo somdtica parcial ou total de cromossomos de uma das espécies
parentais tem sido descrita em vdrios trabalhos, como em cruzamentos de
Hordeum lechleri X H. vulgare (Linde-Laursen & von Bothmer, 1999), Avena
sativa X Zea mays (Riera-Lizarazu et al., 1996), Triticum aestivum X H. vulgare
(Barclay, 1975) e Triticum aestivum X Pennisetum glaucum (Germand et al.,
2005).

Virias hipdteses t€m sido propostas para explicar a eliminagdo
cromossOmica em hibridos. Entre elas, diferencas nos tempos de processos
essenciais da mitose devido a assincronia da divisao celular (Gupta, 1969); a
assincronia na sintese de nucleoproteinas levando a perda de cromossomos com
segregacdo tardia (Bennett et al., 1976; Laurie & Bennett, 1989), a formacao de
pdlos multipolares (Subrahmanyam & Kasha, 1973); a separacdo espacial dos

genomas durante a intérfase (Finch & Bennett, 1983, Linde-Laursen & von
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Bothmer, 1999) e na metédfase (Schwarzacher-Robinson et al., 1987); a
inativacdo parental especifica de centrdmeros (Finch, 1983; Kim et al., 2002; Jin
et al., 2004; Mochida et al., 2004) e a degradacdo de cromossomos por atividade
de nucleases hospedeiro-especifico (Davies, 1974).

Algumas alteragdes na mitose sdo caracteristicas de eliminagdo
cromossdmica, tais como ndo orientagdo de cromossomos na metéafase,
segregacdo tardia na andfase, degradagdo de cromatina ou fragmentagcdo de
cromossomos e a formacao de micronucleos (Singh, 2002).

Na meiose, o0 mesmo processo de eliminacdo pode ser evidenciado.
Baptista-Giacomelli et al. (2000), trabalhando com Avena sativa (aveia),
demonstraram a eliminagdo de cromossomos na meiose via formacdo de
microntcleos em tétrades. Cromossomos ndo orientados na metdfase I e
ascensdo precoce de cromossomos em andfase I também foram observados,
indicativo da existéncia de eliminagdo cromossdmica segundo os autores.

Germand et al. (2005), trabalhando com hibridos provenientes de
cruzamentos entre trigo e milheto, observaram eliminagdo cromossdmica
uniparental (cromossomos de milheto) via formagdo de micronicleos,
acompanhado de heterocromatinizacdo e fragmentacdo de DNA. Estudos
citolégicos anteriores corroboram esse mecanismo de eliminagcdo em estigios
iniciais de desenvolvimento embriondrio (Kasha & Kao, 1970). Os
cromossomos ou fragmentos eliminados ndo se alinham corretamente na
metifase e segregam tardiamente na andfase (Laurie & Bennett, 1989). Essas
observagdes sdo consistentes com o mecanismo cldssico de formacdo de
micronucleos, que envolve a formagcdo de membranas ao redor desses
cromossomos ou fragmentos durante o processo de reconstru¢do da membrana
nuclear no final da teléfase (Schubert & Oud, 1997).

Segundo Germand et al. (2005), a eliminagdo cromossémica iniciou-se
logo ap6s a fertilizagdo, confirmando o resultado de outros trabalhos prévios

(Laurie & Bennett, 1989; Mochida et al., 2004). Neste trabalho, os cromossomos
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de milheto ocuparam uma posi¢do periférica no nicleo interfisico, o que,
provavelmente, estava diretamente ligado a eliminag¢do de cromatina também
durante a fase de intérfase.

Adicionalmente, foi observada intensa fragmentagdo dos cromossomos
de milheto, explicada, pelos autores, por uma assincronia no processo de
replicagdo do DNA, o que pode levar a ativagdo do sistema de reparo por
quebras de dupla fita e a conseqiiente elimina¢do de fragmentos (Michel, 2000).
Essas quebras podem ter sido a causa da observacdo de cromossomos de milheto
dicéntricos ou encurtados. Alternativamente, a hibridacdo pode ativar elementos
genéticos modveis e estes causarem alteragdes cromossOmicas estruturais
(McClintock, 1984), como as relatadas para alopolipldides artificiais de
Arabidopsis thaliana (Comai, 2000) e trigo (Kashkush et al., 2002).

Todas essas modificacdes, incluindo as mudancas de expressdo de
genes, mudangas epigenéticas e alteracdes cariotipicas podem ser entendidas
como um ajuste do genoma frente a uma nova situacdo (Levin, 2002).

A eliminacdo cromossOmica em hibridos interespecificos é uma
ferramenta poderosa nos programas de melhoramento (Baptista-Giacomelli et
al., 2000). A eliminagdo cromossdmica diferencial (parcial) tem sido usada na
producdo de linhas de adi¢do (materiais contendo cromossomos ou partes de
cromossomos extras) e linhas de substituicdo (substituicio de cromossomos
entre espécies diferentes) (Baptista-Giacomelli et al., 2000). Adicionalmente, a
eliminacdo completa de um dos genomas parentais no hibrido interespecifico
permite a obtencio de materiais hapléides.

Em Avena, a transferéncia de genes usando linhas de substituicdo tem
sido aplicada no melhoramento (Forsberg, 1990). Na producdo de materiais
hapldides, varias técnicas tém sido empregadas no trigo (Triticum aestivum)
(2n=6x=42). Entre elas, a cultura de antera (Orshinsky & Sadasivaiah, 1994;
Stober & Hess, 1997) e o uso da eliminagdao cromossomica apds hibridagcdo com

Hordeum bulbosum (Barclay, 1975; Inagaki & Tahir, 1990), Hordeum vulgare
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(Jauhar et al., 1991) e Zea mays (Bitsch et al., 1998).

Para os cruzamentos envolvendo capim-elefante e milheto nao existem
relatos do estudo de eliminacdo cromossdmica ap0s a fertilizagdo, embora este
tipo de hibridacdo seja uma estratégia comum no melhoramento dessas espécies.
Entretanto, os trabalhos que procuraram avaliar o comportamento meidtico
desses hibridos evidenciaram algumas altera¢des, provavelmente associadas com
o fendmeno de elimina¢do cromossdmica. Sdo eles: presenca de microntcleos
em tétrades, pontes em andfase, cromossomos com ascensdo precoce nas
metéafases I e II, e cromossomos com segregacdo tardia nas andfases I e II
(Hanna, 1981; Jauhar, 1981; Techio et al., 2006).

Do mesmo modo, os eventos de poliploidizagdo estdo associados a
mudancgas gendmicas. Estudos com alopolipléides induzidos em Brassica e trigo
tém demonstrado que a poliploidizacdo pode levar a uma rdpida e extensiva
mudanca gendmica (Song et al., 1995; Feldman et al., 1997; Liu et al., 1998).
Em trigo, tem-se demonstrado a eliminag@o de seqiiéncias curtas ndo aleatérias
do genoma em alopolipldides recém-sintetizados (Shaked et al., 2001). A
citometria de fluxo tem demonstrado uma redu¢do da quantidade de DNA em
alopolipléides em relagdo a quantidade de DNA esperada pela média dos
parentais, sugerindo eliminacdo de seqiiéncias (Boyko et al., 1984). Entretanto,
nestes trabalhos, a quantidade de DNA dos alopolipléides foi comparada com as
quantidades de DNA de seus ancestrais, mas ndo exatamente com as plantas
ancestrais utilizadas nos cruzamentos, dificultando a interpretacio dos
resultados. Na tentativa de solucionar este problema, Ozkan et al. (2003)
trabalharam com hibridos recém-produzidos entre espécies de Aegilops e
Triticum, permitindo a comparagdo de estimativas das quantidades de DNA com
os verdadeiros genitores (plantas utilizadas nos cruzamentos).

Redugdes de 1,67 até 2,57pg em relacdo ao esperado foram encontradas
para os alopolipléides, sugerindo também a eliminagdo de seqiiéncias.

Alteracdes na regulacdo de expressdo de genes também tém sido relatadas como
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conseqiiéncias de mudangas na ploidia (Galitski et al., 1999; Lee & Chen, 2001).
Em alopolipléides recentemente produzidos em Brassica, trigo e Arabidopsis,
mudancas nos padrdes de metilacio dentro de genes e transposons foram
observadas (Song et al., 1995; Comai 2000; Shaked et al., 2001). Silenciamento
precoce de genes redundantes tem sido documentado. Um exemplo é o
fendmeno de dominéncia nucleolar, em que os genes para rRNA provenientes de
um dos parentais sdo silenciados (Pikaard, 2000).

Com relagdo ao comportamento de cromossomos na meiose, um
pareamento preciso de homélogos ndo é freqiientemente observado como um
evento precoce apds a formagdo de um alopolipléide. Como conseqiiéncia, um
cromossomo, geralmente, pode parear com mais de um cromossomo ou nao se
parear e segregar tardiamente, levando a freqliente perda de cromossomos
(Pikaard, 2001). Estudos com citogenética molecular ttm demonstrado que a
estabilidade em alopolipléides é alcancada apdés uma série de modificagdes
genOmicas, tais como eliminacdo de seqiiéncias, expansdo de heterocromatina,
translocacdes e inversdes (Pikaard, 2001).

Abreu et al. (2006) e Barbosa et al. (2007) trabalharam com a indugao
de duplicagdo cromossdmica em hibridos tripldides de capim-elefante e milheto
e observaram o fendmeno de mixoploidia (material com variacio no nimero
cromossOmico) na maioria das plantas analisadas. Segundo estes autores, 0s
nimeros cromossOmicos variavam de 14 a 42 nas metdfases analisadas. A
conclusdo foi de que estas variacdes eram provenientes de eliminacdo
cromossomica. Paralelamente, anormalidades relacionadas a ocorréncia de
eliminacdo cromossdmica foram observadas, entre elas, anifases com
cromossomos atrasados, cromossomos nao orientados na metafase e formacao
de micronucleos (Abreu, 2006).

Entretanto, um estudo detalhado do processo de eliminagdo
cromossdmica, com acompanhamento temporal da ploidia e do niimero

cromossdmico das plantas nao foi realizado, uma vez que este ndo era o objetivo
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de ambos os trabalhos. Nao foi demonstrado, todavia, se esta variacdo no
nimero cromossomico foi devido a eliminacdo cromossdmica antes ou apds o
processo de indugdo de poliploidia. Para responder a tal questio, é necessério o
acompanhamento das mudancas genomicas ocorridas desde a produgdo do
hibrido tripl6ide, passando pelo desenvolvimento do embrido e exposi¢do dos
explantes aos bloqueadores mitéticos, até a chegada da planta no campo.
Adicionalmente, o entendimento eo acompanhamento do processo de eliminac¢ao
cromossOmica representardo uma possibilidade de obtencdo de materiais
estdveis com numeros cromossomicos diferentes (linhas de adicdo e
substituicdo). A avaliacdo quanto as caracteristicas agrondmicas destes materiais
e sua incorporacdo nos programas de melhoramento poderdo representar um
ganho considerdvel. Além disso, o entendimento do que acontece com a ploidia
do material durante os procedimentos de inducio de poliploidia podera ser util

na elaboracdo de uma estratégia para a obtengdo de plantas hexaploides estaveis.
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CAPITULO 2

ESTIMATIVA DA QUANTIDADE DE DNA EM HIBRIDOS
INTERESPECIFICOS ENTRE Pennisetum purpureum e
Pennisetum glaucum
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RESUMO

CAMPOS, José Marcello Salabert. Estimativa da quantidade de DNA em
hibridos interespecificos entre Pennisetum purpureum e Pennisetum glaucum.
In: . Obtencdo de hibridos hexaploides e analise genomica em
Pennisetum sp. por citometria de fluxo. 2007. Cap.2, p.31-49. Tese
(Doutorado em Agronomia/Genética e Melhoramento de Plantas) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

No melhoramento de Pennisetum, a hibridacio interespecifica entre o
capim-elefante (Pennisetum purpureum) e o milheto (Pennisetum galucum) é
uma das alternativas para a obtencdo de cultivares superiores. Este hibrido
(tripl6éide) apresenta grande limitagdo para o seu uso nos programas de
melhoramento, que é a infertilidade que leva a necessidade de sua propagacdo
vegetativa. A fertilidade pode ser restaurada por meio da duplicagdo
cromossOmica. Essa estratégia torna possivel o ingresso dos hibridos
hexapldides nos programas de melhoramento de Pennisetum, reunindo
caracteristicas desejdveis nos hibridos e permitindo a sua propagagdo via
sementes. A populagc@o hexapldide Capileto foi desenvolvida pelo programa de
melhoramento de Pennisetum da Embrapa Gado de Leite, em Coronel Pacheco,
MG, Brasil. Contudo, esta populacdo tem apresentado baixa producio e
viabilidade de sementes, o que pode estar associado a instabilidade gendmica
das plantas. O objetivo da realizacdo do presente trabalho foi estimar o contetddo
de DNA e ploidia das plantas da populacdo Capileto por citometria de fluxo.
Cento e cinco plantas foram analisadas. Destas, 43 foram determinadas como
hexapldides estdveis. A citometria de fluxo mostrou-se uma ferramenta ttil para
uma rdpida avaliacdo das plantas. O uso dessas plantas nos programas de
melhoramento é um desafio para futuras investigagdes.

Comité Orientador: Lisete Chamma Davide (Orientadora) — UFLA; Antonio
Vander Pereira — Embrapa Gado de Leite
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ABSTRACT

CAMPOS, José Marcello Salabert. DNA content estimation in interespecific
hybrids between Pennisetum purpureum and Pennisetum glaucum. In:
Hexaploids hybrids obtaining and genomic analysis in Pennisetum sp. by
flow cytometry. 2007. Chap. 2, p.31-49. Thesis (Doctor of Science in
Agronomy/Genetics and Plant Breeding) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.*

In Pennisetum breeding, the interespecific hybridization between
napiergrass (Pennisetum purpureum) and pearl millet (Pennisetum glaucum) is
an alternative to obtain superior cultivars. This hybrid (triploid) presents a great
limitation for it use in breeding programs, due to infertility leading to a
vegetative propagation. Fertility can be restored through chromosomal
duplication. Making possible the use of the hexaploid hybrid in Pennisetum
breeding programs, redeeming desired traits in hybrids and allowing seeds
propagation. The hexaploid Capileto population was development by the
Pennisetum breeding program at Embrapa Gado de Leite, in Coronel Pacheco-
MG, Brazil. However, this population has been presenting low seeds production
and viability, that can be related with genomic instability in the plants. Thus, the
objetive of the present work was to estimate the DNA content and ploidy of the
Capileto plants by flow cytometry. One hundred-five plants were analysed, from
which, 43 were determined to be hexaploid. The flow cytometry are a useful tool
for rapid screening of plants. The use of these plants in breeding programs offers
further challenges for investigations.

Guidance Committee: Lisete Chamma Davide (Major Professor) — UFLA;
Antdnio Vander Pereira — Embrapa Gado de Leite
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1 INTRODUCAO

Pennisetum € um dos mais importantes géneros da familia Poaceae e as
espécies P. purpureum (capim-elefante) e P. glaucum (milheto) sdo as mais
importantes economicamente, utilizadas como forrageiras (Martel et al., 2004).

O capim-elefante é uma espécie tetrapléide, com 2n=4x=28
cromossomos € o milheto uma espécie dipléide, com 2n=2x=14 cromossomos
(Martel et al., 1996). O melhoramento destas espécies explora a variabilidade
existente dentro de cada espécie, entretanto, uma das estratégias utilizadas no
melhoramento € a hibridag@o interespecifica entre o capim-elefante e o milheto.
Essa estratégia tem sido recomendada para o melhoramento de qualidade
forrageira (Hanna, 1999). Deste cruzamento, resulta um hibrido interespecifico
tripléide (2n=3x=21 cromossomos) e estéril. Esta combinagdo genética procura
reunir no hibrido caracteristicas desejdveis do milheto, tais como qualidade de
forragem, tolerdncia a seca e resisténcia a doengas, com boas caracteristicas do
capim-elefante (Schank et al., 1993).

A esterilidade desses hibridos tripldides tem limitado o seu emprego nos
programas de melhoramento e impossibilitado a obten¢do de sementes para a
implementacdo de pastagens economicamente vidveis (Pereira et al., 2001). A
restauracdo da fertilidade desses hibridos permitiria um maior uso dos mesmos
nos programas de melhoramento. Essa restauracdo pode ser alcancada
utilizando-se tecnologia citogenética, com a obtencdo de materiais com o
nimero cromossdmico duplicado via exposi¢do a agentes antimitdticos, tais
como a colchicina (Pasakinskiené, 2000). Com a duplicacdo, obtém-se um
hibrido hexapléide com 2n=6x=42 cromossomos.

O programa de melhoramento do capim-elefante desenvolvido pela
Embrapa Gado de Leite, em Coronel Pacheco, MG, vem utilizando hibridos

tripléides e hexapléides induzidos via duplicacdo cromossomica. A estabilidade
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genOmica desses hibridos é essencial para o sucesso dos programas de
melhoramento. A instabilidade genética e gendmica, comumente associadas aos
processos de hibridacdo interespecifica e poliploidizagdo, podem estar
associadas a problemas de desenvolvimento e a instabilidade meidtica com,
conseqiiéncias para a produ¢do de sementes vidveis (Comai, 2000).

A populagdo de hexapléides denominada Capileto foi desenvolvida pelo
programa de melhoramento da Embrapa Gado de Leite, em Coronel Pacheco,
MG. Entretanto, a producido de sementes e a viabilidade das mesmas tém sido
baixas para esta populacdo. O presente trabalho foi realizado com o objetivo de
avaliar a quantidade de DNA e o nivel de ploidia de plantas hexapléides da

populagao Capileto, a fim de selecionar plantas hexapldides estaveis.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Para a condugdo dos experimentos, 105 plantas da populacido Capileto,
mantidas no campo experimental da Embrapa Gado de Leite, em Coronel
Pacheco, MG, foram selecionadas e identificadas por numeracao consecutiva, de
C1 até C105. Foram escolhidas as plantas que se destacaram com base no valor
forrageiro atribuido ao fendtipo. Esta populagado foi obtida pela recombinacio de
populagdes de plantas hexapléides e, posteriormente, submetida a trés ciclos de
selecdo. As plantas foram avaliadas quanto a quantidade de DNA e ploidia, por

citometria de fluxo.

2.2 Citometria de fluxo

O preparo das amostras e as andlises por citometria de fluxo foram
conduzidas nos Laboratérios de Genética e Imunologia da Universidade Federal
de Juiz de Fora. Para cada planta, trés amostras foram avaliadas, com o objetivo
de estimar a quantidade de DNA e ploidia em diferentes setores. Para a
determinacdo da quantidade de DNA e ploidia, aproximadamente de 20-30 mg
de tecido foliar jovem para cada amostra, juntamente com a mesma quantidade
de tecido foliar jovem de Glycine max (padrdo interno de referéncia), foram
triturados em placa de Petri contendo ImL de tampao LBO1 gelado para a
obtencdo de suspensdo nuclear (Dolezel, 1997). O tecido triturado foi aspirado
por meio de duas camadas de gaze e a suspensdo nuclear posteriormente filtrada
em uma malha de 50um. A suspensio nuclear foram adicionados 25uL de
1odeto de propidio e 2,5uL de RNase. Para cada amostra foram analisados pelo
menos 10 mil nicleos.

A analise foi realizada no citdmetro Facscalibur (Becton Dickinson),

sendo os histogramas obtidos no software Cell Quest e analisados no software
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WinMDI 2.8 (disponivel em http://facs.scripps.edu/software.html). O contetddo
de DNA nuclear (pg) das plantas foi estimado por comparacdo com a posicao
em relacdo ao pico Gl do padrdo interno de referéncia (Glycine max). Os
proprios valores estimados de quantidade de DNA foram utilizados para prever e
estimar a ploidia dos materiais, com quantidades de DNA esperadas para plantas
dipléides, tripldides ou tetrapléides estando no intervalo entre 4,45 e 4,75 pg e

para plantas hexapléides, no intervalo entre 9,09 e 9,66 pg (Figura 1).

As plantas foram classificadas nas categorias a seguir:

1) pico G1 predominante na faixa esperada de quantidade de DNA para
uma planta dipléide, tripldide ou tetrapléide;

2) pico G1 predominante na faixa esperada de quantidade de DNA para
uma planta hexapldide. Coeficiente de variagdo pequeno (menor que 1,19%) e
suficiente para supor a inexisténcia da ocorréncia de aneuploidias. Baixa
freqiiéncia de particulas sub-G1, o que diminui a possibilidade de ocorréncia de
eliminacdo cromossdmica e a existéncia de aneuploidias nas células;

3) pico G1 predominante na faixa esperada de quantidade de DNA para
uma planta hexapldide. Coeficiente de variacdo médio ou grande (acima de
1,19%), o que ndo exclui a possibilidade de existéncia de aneuploidias. Média
ou alta frequiiéncias de particulas sub-G1, o que aumenta a possibilidade de
ocorréncia de eliminacdo cromossdmica e a existéncia de aneuploidias nas

células.

Somente as plantas incluidas na categoria 2 foram selecionadas como

hexapldides.
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FIGURA 1 O pico G1 do padrio interno de referéncia (Glycine max = 2,50pg de
DNA) foi ajustado para o canal 50. Uma planta dipldide, tripléide
ou tetrapldide apresenta o seu pico G1 na faixa assinalada por (A),
com estimativas da quantidade de DNA entre 4,45 e 4,75pg (entre
os canais 89 e 95). Uma planta hexapléide apresenta o seu pico Gl
na faixa assinalada por (B), com estimativas da quantidade de DNA
entre 9,09 e 9,66 pg (entre os canais 182 e 193). As posi¢Oes desses
picos na escala logaritmica sao demonstradas no histograma.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As 105 plantas avaliadas da populacdo Capileto, quanto a quantidade de
DNA e ploidia por citometria de fluxo, foram subdivididas em categorias, como
mostrado na Figura 2.

Das 105 plantas analisadas, 43 (40,95%) foram identificadas como
plantas hexapldides estdveis (categoria 2). O critério utilizado para esta
classificacdo foi a deteccdo da maioria dos nucleos dentro do pico Gl das
amostras da planta, com uma estimativa da quantidade de DNA dentro da faixa
entre 9,09 e 9,66 pg (esperado para uma planta hexapldide). Adicionalmente,
foram consideradas como plantas hexapldides somente aquelas com picos G1
com coeficientes de variacdo abaixo de 1,19%, valor que permite supor a
inexisténcia da ocorréncia de aneuploidias (células com variacdo na quantidade
de cromossomos). Esse critério € postulado por Dolezel (1997) e baseia-se no
percentual médio de cada cromossomo para a quantidade total de DNA. Como
uma planta hexapléide hibrida entre capim-elefante e milheto apresenta 42
cromossomos, a contribui¢do média de cada cromossomo é de 2,38% para a
quantidade total de DNA. Se se trabalhasse com picos G1 com coeficientes de
variacdo acima de 2,38%, a perda de um Unico cromossomo ndo seria detectada,
uma vez que a reducdo de quantidade de DNA devido a esta perda cairia dentro
do préprio coeficiente de variagdo do pico G1 (Dolezel, 1997).

Trabalhando com a metade da contribui¢do média de cada cromossomo
(2,38%/2 = 1,19% de coeficiente de variacdo para os picos G1), a perda de um
unico cromossomo seria detectada pela presenca de dois picos justapostos,
representando as duas subpopulacdes celulares com essas variacdes nas

quantidaddes de DNA (Figura 3).
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Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3

FIGURA 2 Percentual de plantas da populacdo Capileto nas 3 categorias (1 —
plantas dipléides, tripldides ou tetrapldides; 2 — plantas hexapléides
com reduzida chance de ocorréncia de aneuploidias; 3 — plantas
hexapldides, mas com possibilidade de ocorréncia de aneuploidias).

40



CVs de
1,19
Pico G1
Glycine
A
10° 10! 10? 10° 10*
Quantidade de DNA (pg)
CV de
2,38
Pico G1
Glycine
B
10° 10! 10 10° 104

Quantidade de DNA (pg)

FIGURA 3 Coeficientes de variagdo em hibridos hexapldides. Em (A), a
presenca de dois picos com CVs de 1,19% permite a separagdo de
duas subpopulacdes celulares com diferencas em apenas um
cromossomo (2n e 2n-1). Em (B), a preseng¢a de um pico com CV
de 2,38% nao permite a separagdo das duas subpopulacdes celulares
com diferencas em apenas um cromossomo (2n e 2n-1).
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Dentro desse critério foram selecionadas 43 plantas hexapldides (Tabela

1).

TABELA 1 Estimativas das quantidades de DNA para as plantas hexapléides
selecionadas pela andlise de citometria de fluxo

Planta Médias das Média dos Planta Média das  Média dos

amostras CVs amostras CVs
C3 9,22 1,13 C65 9,19 0,85
Cé6 9,17 1,08 C68 9,35 1,07
C8 9,31 1,09 C69 9,28 1,12
C10 9,57 1,15 C70 9,41 1,15
C13 9,30 1,08 C73 9,42 1,13
Cl4 9,17 1,02 C75 9,26 1,14
C15 9,19 1,07 C76 9,40 1,05
Cl6 9,39 1,08 C77 9,25 1,14
C17 9,44 1,11 C78 9,27 1,14
C18 9,40 1,14 C80 9,44 1,13
C20 9,30 1,10 C83 9,44 1,17
C30 9,17 1,08 C85 9,32 1,14
C32 9,41 1,06 C87 9,34 1,06
C33 9,39 1,06 C89 9,48 0,99
C44 9,47 1,04 C90 9,18 1,10
C45 9,21 1,06 C92 9,19 0,97
C47 9,21 1,10 C93 9,26 1,05
C51 9,32 1,11 C94 9,16 0,98
C57 9,21 1,06 C98 9,31 0,99
C59 9,40 1,06 C104 9,35 0,96
col 9,32 1,06 C105 9,18 1,12
Co4 9,33 0,98
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As estimativas de quantidade de DNA, considerando a média das trés
amostras analisadas, variaram entre 9,17 a 9,57pg. Esses resultados estdo em
concordancia com o esperado para a quantidade de DNA de um hibrido
hexapldide entre capim-elefante e milheto, considerando as estimativas de
quantidade de DNA descritas por Martel et al. (1997). Segundo estes autores, o
capim-elefante apresenta quantidade de DNA de 4,59pg e o milheto de 4,71pg.
O hibrido tripléide deveria ter a média entre os parentais, ou 4,65pg, com uma
previsao de quantidade de DNA apds duplicagdo cromossémica de 9,30pg.

A variacdo observada entre 9,17 e 9,57pg para as plantas da populagdo
Capileto pode ser explicada por pequenas variacdes na quantidade de DNA nos
parentais (capim-elefante e milheto), uma vez que os materiais analisados por
Martel et al. (1997) nao sdo os mesmos analisados neste trabalho. Essas
diferencas na quantidade de DNA entre genétipos, populacdes, linhagens ou
cultivares dentro de uma espécie s@o comuns (Dolezel, 1997). Como ndo se
dispunha das plantas parentais utilizadas nos cruzamentos para a obtencdo da
populagdo Capileto, ndo foi possivel prever a quantidade exata de DNA esperada
para cada planta. Adicionalmente, essa variacdo pode ser devido a rearranjos
genOmicos, que comumente ocorrem apds eventos de hibridacdo e poliploidia
(Riddle & Birchler, 2003), ou a variagdes inerentes a prépria técnica de
citometria de fluxo.

Um exemplo de histograma para uma planta hexapléide é mostrado na
Figura 4.

Para algumas plantas hexapldides, incluidas na categoria 3, foi
observada a existéncia de vdrios picos justapostos na faixa esperada para uma
planta hexapléide. Essa observagao permitiu supor a existéncia de células com
aneuploidias (variacdo no nimero cromossdmico) (Figura 5).

Os resultados demonstraram a eficiéncia da citometria de fluxo na
andlise rdpida de um grande ndmero de plantas para a determinacdo da

quantidade de DNA e ploidia.
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FIGURA 4 Histograma de citometria de fluxo da planta C64. O pico Gl
(ndcleos 6x) estd localizado no canal 184,6, com uma estimativa de

quantidade de DNA de 9,23pg (coeficiente de variacdo = 0,89%).
Note a presenga de nucleos 12x localizados a frente do pico Gl,

representando nicleos em G2/M.
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FIGURA 5 Histograma de citometria de fluxo da planta C71. O pico Gl
(nicleos 6x) localiza-se na faixa esperada para uma planta
hexapldide (canal 187 = 9,35pg). Entretanto, pode-se observar, no
detalhe, a presenca de trés picos justapostos, provavelmente como
diagnéstico da presenca de aneuploidias. O coeficiente de variagdo
desse pico foi de 2,81%. Note a presenga de um grande nimero de
particulas sub-G1.
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Os resultados demonstraram a eficiéncia da citometria de fluxo na
andlise rdpida de um grande nimero de plantas para a determinagdo da
quantidade de DNA e ploidia. A andlise das 105 plantas foi realizada em
somente dois dias de trabalho, demonstrando o potencial da técnica de ser
utilizada em larga escala. Uma boa qualidade dos resultados, evidenciada pelos
baixos coeficientes de variacdo (CVs) dos picos G1, possibilitou a selecao de
plantas hexapléides sem a ocorréncia de aneuploidias e, em alguns casos, foi
possivel demonstrar a ocorréncia de aneuploidia.

Marie & Brown (1993) chamam a atencdo para a importincia dos
valores de coeficientes de variacdo para uma boa estimativa da quantidade de
DNA. Segundo estes autores, este € um critério elementar para aceitagido dos
resultados obtidos e coeficientes de variagcdo entre 1%-2% sao apontados como
resultados de alta qualidade e em torno de 3% como rotina. Galbraith et al.
(1983) definem um coeficiente de variacdo abaixo de 5% como um critério de
aceitacdo para publicagdes internacionais. Diante desses critérios, 0s
coeficientes de variacdo obtidos neste trabalho demonstram a qualidade dos
resultados obtidos e confiabilidade nas estimativas de quantidade de DNA e
ploidia para as plantas da populagdo Capileto.

As 43 plantas selecionadas foram plantadas em uma area experimental
isolada na Embrapa Gado de Leite, em Coronel Pacheco, em novembro de 2007,
onde serdo recombinadas para a obtencdo de uma nova populagao.

A partir de margo de 2008 (época de florescimento das plantas), as
mesmas serdo analisadas por citometria de fluxo para estimar a quantidade de
DNA em grios de pdlen e em células meidticas. Adicionalmente, andlise
meidtica das plantas por citogenética serd realizada. Com essas andlises,
pretende-se estudar o comportamento meidtico dessas plantas, correlacionando-

se esses resultados com a producdo de sementes das plantas.
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4 CONCLUSOES

- A citometria de fluxo foi eficiente na andlise gendmica em hibridos entre
capim-elefante e milheto, com a obtencdo de resultados com alta qualidade
(coeficientes de variacdo abaixo de 1,19%).

- Os resultados permitiram a selecdo de 43 plantas hexapldides, com auséncia de

variag@o na quantidade de DNA entre suas células.
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CAPITULO 3

DUPLICACAO CROMOSSOMICA IN VITRO DE HIBRIDOS
TRIPLOIDES ENTRE Pennisetum purpureum €
Pennisetum glaucum E MUDANCAS GENOMICAS
ASSOCIADAS A HIBRIDACAO
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RESUMO

CAMPOS, José Marcello Salabert. Duplicagdo cromossdmica in vitro de
hibridos tripldides entre Pennisetum purpureum e Pennisetum glaucum.
In: Obtencdo de hibridos hexapldides e analise gendmica em
Pennisetum sp. por citometria de fluxo. 2007. Cap. 3, p.50-80. Tese
(Doutorado em Agronomia/Genética e Melhoramento de Plantas) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Este capitulo descreve um método eficiente de duplicacdo cromossdmica
in vitro via exposi¢do a colchicina de seedlings tripléides de hibridos entre
Pennisetum purpureum (capim-elefante) e Pennisetum glaucum (milheto), para a
producdo de hibridos hexapléides e sua identificacdo com citometria de fluxo.
Empregou-se também andlise citogenética e de caracteristicas estomédticas para
andlise de ploidia das plantas. Quatrocentos e oitenta explantes tripldides,
representando 12 diferentes hibridos, foram esterilizados e transferidos para
meio MS contendo colchicina para a indugdo de duplicacdo cromossOmica. As
plantas sobreviventes foram analisadas por citometria de fluxo. Tamanho e
freqiiéncia dos estdmatos foram analisados em todas as plantas identificadas
como hexapléides pela citometria de fluxo e comparados com os de seis plantas
tripléides (utilizadas como controle). Andlise citogenética foi realizada somente
nas plantas identificadas como hexapldides. Dezessete plantas foram
identificadas como hexapldides pela andlise de citometria de fluxo e a
confirmacdo dessa ploidia foi realizada posteriormente pela andlise citogenética
(2n=42 cromossomos) e pelas caracteristicas estomdticas. Duplicacdo
cromossOmica apresenta uma série de aplicacdes no melhoramento de
Pennisetum, como a restauragdo da fertilidade dos hibridos e aumento no
tamanho de sementes de hibridos hexapldides. Mudancas gendmicas associadas
aos eventos de hibridagao interespecifica e alopoliploidizacio sao discutidas.

Comité Orientador: Lisete Chamma Davide (Orientadora) — UFLA; Antdnio
Vander Pereira — Embrapa Gado de Leite.
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ABSTRACT

CAMPOS, José Marcello Salabert. Chromosome doubling in vitro of
Pennisetum purpureum and Pennisetum glaucum hybrids.
In: Hexaploids hybrids obtaining and genomic analysis in Pennisetum
sp. by flow cytometry. 2007. Chap. 3, p.50-80. Thesis (Doctor of Science in
Agronomy/Genetics and Plant Breeding) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.*

This chapter describes an efficient in vifro method using colchicine-
treated triploid seedlings of hybrids of napiergrass and pearl millet to produce
hexaploid hybrids and their subsequent identification with flow cytometry. It
also describes chromosome counting and stomatal morphology used for ploidy
plant analysis. Four hundred-eighty triploid explants, representing 12 different
hybrids were sterilized and transferred to MS medium to induce chromosome
doubling. Surviving plants were analyzed by flow cytometry. From six triploid
(controls) and hexaploid plants, the stomata sizes and frequency were analyzed.
Chromosome counting was performed only in the plants identified as
hexaploids. Seventeen plants were determined to be hexaploids by flow
cytometry analysis. Further confirmation of the hexaploid condition was
performed with stomatal morphology (stomatal frequency reduction and
stomatal length increase in hexaploid plants) and chromosome counting
(2n=6x=42). Chromosome doubling has numerous applications in the breeding
of Pennisetum. It can be used to restore fertility of interespecific hybrids and to
improve seed size. Genomic changes associated with interespecific hybridization
and allopolyploidization are discussed.

Guidance Committee: Lisete Chamma Davide (Major Professor) — UFLA;
Antdnio Vander Pereira — Embrapa Gado de Leite
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1 INTRODUCAO

Pennisetum é um dos mais importantes géneros da familia Poaceae e as
espécies P. purpureum (capim-elefante) e P. glaucum (milheto) sdo as mais
importantes economicamente, utilizadas como forrageiras (Martel et al., 2004).

O capim-elefante é wuma espécie tetrapléide, com 2n=4x=28
cromossomos e o milheto uma espécie dipléide, com 2n=2x=14 cromossomos
(Martel et al., 1996). O melhoramento destas forrageiras explora a variabilidade
existente dentro de cada espécie, entretanto, uma das estratégias utilizadas no
melhoramento € a hibridacdo interespecifica entre o capim-elefante e o milheto.
Essa estratégia tem sido recomendada para o melhoramento de qualidade
forrageira (Hanna, 1999). Deste cruzamento, resulta um hibrido interespecifico
tripléide (2n=3x=21 cromossomos) e estéril. Esta combinagdo genética procura
reunir no hibrido caracteristicas desejaveis do milheto, tais como qualidade de
forragem, tolerincia a seca e resisténcia a doengas, com boas caracteristicas do
capim-elefante (Schank et al., 1993).

A esterilidade desses hibridos tripldides tem limitado o seu emprego nos
programas de melhoramento e impossibilitado a obtencdo de sementes para
implementagdo de pastagens economicamente vidveis (Pereira et al., 2001). A
restauracdo da fertilidade desses hibridos permitiria um maior uso dos mesmos
nos programas de melhoramento. Essa restauracdo pode ser alcancada
utilizando-se de tecnologia citogenética, com a obten¢do de materiais com o
nimero cromossdmico duplicado via exposi¢do a agentes antimitdticos, tais
como a colchicina (Pasakinskiené, 2000). A colchicina é um alcaldide
extensivamente utilizado para duplicagdo cromossdmica e para a indugdo de
poliploidia em plantas (Pasakinskiené¢, 2000). A técnica de exposi¢do de
explantes in vitro a colchicina para duplicagdo cromossdmica tem sido utilizada

em varios trabalhos (Pasakinskiene, 2000; Kadota & Niimi, 2002; Abreu et al.,
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2006; Barbosa et al., 2007; Zhang et al., 2007).

A citogenética e a anélise de caracteristicas estomdticas tém sido usadas
para andlise de ploidia. Contudo, estes métodos dificultam a avaliacdo de um
grande nimero de plantas e consomem tempo. A citometria de fluxo representa
um ganho tecnoldgico e tem sido rotineiramente utilizada na andlise de ploidia
em larga escala, em um grande nimero de trabalhos (Roy et al., 2001).

Neste capitulo descreve-se um método eficiente de exposi¢do a
colchicina in vitro de seedlings tripldides de hibridos entre capim-elefante e
milheto para a producgdo de hibridos hexapldides e sua identificacdo por meio da
citometria de fluxo. Andlise citogenética e de caracteristicas estomdticas também
foi utilizada como método de confirmagio de ploidia.

Adicionalmente, a ocorréncia de eliminacdo de seqiiéncias gendmicas
como mecanismo de resposta apés hibridacdo interespecifica e poliploidia foi

avaliada e discutida.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Os hibridos utilizados na conducio dos experimentos foram escolhidos
com base em uma andlise dialélica entre parentais de capim-elefante e milheto
(Daher, 2003). Foram escolhidos os hibridos com melhores desempenhos para as
caracteristicas avaliadas. Os cruzamentos para a obtenc@o dos hibridos foram
conduzidos na Embrapa Gado de Leite, em Coronel Pacheco, MG.

A relagdo dos hibridos utilizados nos experimentos € mostrada na Tabela

1. Doze hibridos foram utilizados nos experimentos.

TABELA 1 Hibridos entre capim-elefante e milheto utilizados nos experimentos
de duplicacdo cromossdmica

Hibridos Capim-elefante (parental) Milheto (parental)
1 F94/17 M-36
2 91/27-5 M-31
3 BAG-27 M-36
4 BAG-65 M-35
5 GAG-19 M-59
6 BAG-75 M-59
7 BAG-64 M-64
8 94-7-1 M-40
9 91-2-5 M-29
10 94-28-3 M-27
11 94-9-1 M-27
12 91/25-5 M-31
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2.2 Estimativa da quantidade de DNA para os parentais e hibridos
tripléides

A quantidade de DNA foi determinada por citometria de fluxo (ver
metodologia, item 2.4) para os hibridos envolvidos nos experimentos de inducao
de duplica¢do cromossdmica, para cinco parentais de capim-elefante (BAG 27,
BAG 65, BAG 19, BAG 75 e BAG 64) e para todos os parentais de milheto.

Para os hibridos tripléides e os parentais de milheto, foram utilizados,
para andlise de citometria de fluxo, tecidos foliares, obtidos a partir de
germinacdo de sementes em placa de Petri. Para os parentais de capim-elefante
foram utilizados tecidos radiculares obtidos a partir de enraizamento de estacas.
Para cada material analisado, foram avaliados 3 individuos (3 plantas) e 3
amostras por individuo. Andlise de variancia e o teste de Scott e Knott (p < 0,05)
foram empregados para estimar significncias entre os hibridos, entre parentais

do capim-elefante e entre os parentais do milheto.

2.3 Experimentos de duplicacdo cromossémica in vitro

Os experimentos de duplicacdo cromossdmica foram conduzidos nos
Laboratdrios de Citogenética e Cultura de Tecidos da Universidade Federal de
Lavras. As sementes tripldides foram esterilizadas em 4dlcool etilico 70%, por 1
minuto e solu¢cdo de hipoclorito de sédio:dgua (1:1), por 15 minutos, sendo
posteriormente lavadas em 3 baterias de 4gua destilada autoclavada. Em seguida,
as sementes foram inoculadas em tubos de ensaio contendo meio MS.

Seedlings com 60 dias de cultivo in vitro foram selecionados para os
tratamentos de indugdo de duplicacdo cromossdmica. A parte aérea, 1,5cm
acima do coleto, foi cortada, assim como o sistema radicular, 2,0cm abaixo,
constituindo o explante que foi submetido ao tratamento com colchicina. Os
explantes foram mergulhados até a altura do coleto, em solugdes de colchicina
0,10%, por 24 horas (Barbosa et al., 2007). Para cada hibrido, foram tratados 40

explantes. Apds os tratamentos com colchicina, os explantes foram lavados em 3
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baterias de dgua destilada autoclavada e inoculados em meio MS livre de
colchicina. Apés 60 dias de cultivo in vitro, as plantas sobreviventes foram
aclimatadas até sua manutencio final em vasos acondicionados em casa de
vegetacdo. A andlise de ploidia das plantas obtidas foi realizada por meio de
citometria de fluxo (ver metodologia, item 2.4), em plantas com idade de 6 a 8
meses. Para a confirmagdo de ploidia foi utilizada ainda a anélise citogenética e

de caracteristicas estomdticas (ver metodologia, item 2.5).

2.4 Citometria de fluxo

O preparo das amostras e as andlises por citometria de fluxo foram
conduzidos nos Laboratérios de Genética e Imunologia da Universidade Federal
de Juiz de Fora. Para a determinacdo da quantidade de DNA e ploidia,
aproximadamente 20-30 mg de tecido foliar jovem para cada amostra,
juntamente com a mesma quantidade de tecido foliar jovem de Glycine max
(padrdo interno de referéncia), foram triturados em placa de Petri contendo ImL
de tampdo LBO1 gelado para a obtengdo de suspensdo nuclear (Dolezel, 1997).
O tecido triturado foi aspirado através de duas camadas de gaze e a suspensio
nuclear posteriormente filtrada em uma malha de 50um. A suspensio nuclear
foram adicionados 25uL de iodeto de propidio e 2,5uL. de RNase. Para cada
amostra foram analisados pelo menos 10 mil nucleos.

A analise foi realizada no citdmetro Facscalibur (Becton Dickinson),
sendo os histogramas obtidos no software Cell Quest e analisados no software
WinMDI 2.8 (disponivel em http://facs.scripps.edu/software.html). O contetdo
de DNA nuclear (pg) das plantas foi estimado por comparagcdo com a posi¢ao
em relacdo ao pico Gl do padrio interno de referéncia (Glycine max) como

mostrado a seguir:
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Amostra (planta)  Canal do pico
DNA 2C (pg) = Gl daamostra X Conteudo de DNA padrio (2,50pg)
Canal do pico
G1 do padrao
Para as plantas identificadas como hexapléides, seis amostras adicionais
foram analisadas, com o objetivo de analisar diferentes setores foliares da planta.
Para a confiabilidade dos resultados de citometria foram utilizados

somente histogramas com coeficientes de variacdo abaixo de 3% (Dolezel,

1997).

2.5 Analise citogenética e de caracteristicas estomaticas

As andlises foram conduzidas nos Laboratérios de Citogenética da
Universidade Federal de Lavras e Genética da Universidade Federal de Juiz de
Fora. Para a andlise citogenética das plantas hexapldides identificadas pela
citometria de fluxo, estacas coletadas das mesmas foram expostas a solugcdes
aquosas para enraizamento. As raizes foram tratadas em solucdo de 8-
hidroxiquinoleina 0,002M, por 8 horas, em temperatura de 4°C, posteriormente
lavadas em 4gua destilada e fixadas em solugdo de 4dcido acético : metanol (1:3).
As laminas foram preparadas pela técnica de secagem ao ar, com maceracao
enzimadtica das raizes em Pectinase 20%:celulase 2% por 5 horas e hidrolisadas
em HCI, a 60°C, por 10 minutos. Apds o preparo, as ldminas foram coradas com
Giemsa.

Para a anilise cariotipica das metdfases com 42 cromossomos, foram
utilizadas medidas de comprimento relativo dos cromossomos, como mostrado

abaixo, sendo essas medidas obtidas para cada par cromossdmico:

Comprimento relativo do brago curto = Comprimento do brago curto
Comprimento total do lote hapléide

Comprimento relativo do brago longo = Comprimento do brago longo
Comprimento total do lote hapléide
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Comprimento relativo do cromossomo = Comprimento do cromossomo
Comprimento total do lote hapléide

As caracteristicas estomadticas (tamanho e freqii€éncia de estomatos)
foram avaliadas para as plantas previamente identificadas como hexapléides
pela citometria de fluxo e para seis plantas tripléides obtidas via germinagdo de

sementes tripldides (controle).

2.6 Quantificacdo de DNA por citometria de fluxo em hibridos tripléides
com identificacio de parentais para avaliacio de eliminacao de DNA

Um experimento adicional foi realizado para avaliar a ocorréncia de
eliminagdo de seqiiéncias de DNA ap6s a hibridag¢@o entre materiais de capim-
elefante e milheto. Com este objetivo, foram realizados cruzamentos reciprocos
entre os materiais 91-2-5 (capim-elefante) x M-60 (milheto) e 93-4-2 (capim-
elefante) x M-27 (milheto). As quantidades de DNA foram estimadas para as
plantas parentais e para dez plantas (de cada tipo de cruzamento) obtidas por
germinacao de sementes tripléides. As quantidades de DNA das plantas hibridas
tripl6ides foram comparadas com o esperado para cada hibrido, de acordo com a
média da quantidade de DNA entre as plantas parentais. Andlise de variancia foi
empregada para a comparacido entre as médias esperadas e observadas. O
esquema utilizado para comparar as quantidades de DNA estimadas por
citometria de fluxo é demonstrado a seguir (foram utilizados os dados do
cruzamento 9 91-2-5 X & M-60 para exemplificar).

O valor de 4,64 (valor esperado para o hibrido) foi comparado com o
valor observado para o hibrido a partir da anélise de 9 plantas hibridas (divididas

em 3 repeti¢des de 3 plantas).
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Planta parental X Planta parental

capim-elefante milheto

(3 repeticdes (3 repeticdes - > Esperado para o hibrido
obtidas da média obtidas da média

de 3 anélises) de 3 andlises)

Rep 1-4,54 Rep1-470 - > (4,54 +4,70)/2 = 4,62
Rep 2 - 4,57 Rep2-473 - > (4,57 +4,73)/2 = 4,65
Rep 3 -4,57 Rep3-473 - > (4,57 +4,73)/2 = 4,65
Meédia — 4,56 Meédia — 4,72 Média = 4,64
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As quantidades de DNA estimadas pela citometria de fluxo para os
parentais de capim-elefante e milheto sdo mostradas na Tabela 2. A média de
quantidade de DNA para os parentais de capim-elefante foi de 4,54 + 0,021 pge,
para os parentais de milheto, foi de 4,75 + 0,017 pg, ndo havendo diferencas

estatisticas entre os parentais, para ambas as espécies (Scott e Knott, p < 0,05).

TABELA 2 Quantidades de DNA (pg) para os parentais de capim-elefante e

milheto
Parentais Individuos Média dos Coeficiente
capim- ) ) 3 individuos de Va/ri.agﬁo
elefante (pg) médio
BAG-27 4,53 4,50 4,52 4,52* 2,31
BAG-65 4,52 4,58 4,61 4,57* 1,29
BAG-19 4,52 4,59 4,49 4,537 1,98
BAG-75 4,52 4,47 4,56 4,52* 2,21
BAG-64 4,57 4,53 4,52 4,54* 2,11
Parentais Individuos Média dos Coeficiente
milheto | ) 3 individuos de Va/ri.agﬁo
(pg) médio
M-36 4,75 4,74 4,75 4,75* 1,98
M-31 4,78 4,77 4,79 4,78 2,27
M-35 4,72 4,75 4,76 4,74* 2,34
M-59 4,77 4,78 4,70 4,75* 2,45
M-64 4,71 4,71 4,74 4,72% 2,21
M-40 4,72 4,74 4,78 4,75* 2,34
M-29 4,78 4,75 4,75 4,767 2,56
M-27 4,75 4,70 4,78 4,74* 2,35

*Médias seguidas por uma mesma letra, ndo diferem estatisticamente (p < 0,05).
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Estes resultados estdo de acordo com os apresentados por Martel et al.
(1997), que haviam descrito quantidades de DNA para o capim-elefante e o
milheto de 4,59 e 4,71pg, respectivamente. Exemplos de histogramas de
citometria de fluxo obtidos para os parentais de capim-elefante e milheto, sdo

mostrados na Figura 1.

8

G1 BAG-27
i 4,52pg
G1 Glycine max
2,50 pg
_ G1M-35
G1 Glycine max 4,76pg
2,50pg

107
Propiciu lodide

FIGURA 1 Quantidade de DNA dos parentais BAG-27 (capim-elefante) e M-35
(milheto). O pico G1 de Glycine max foi ajustado para o canal 50. O
pico G1 do BAG-27 posicionou-se no canal 90,6 (4,53pg) e o pico
G1 do M-35 no canal 95 (4,75pg).
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As quantidades de DNA dos hibridos tripldides sdo mostradas na Tabela
3 e variaram entre 4,48 e 4,55 pg de DNA, ndo existindo diferenga estatistica
entre os hibridos (Scott e Knott, p < 0,05).

Para os cinco hibridos tripléides nos quais foi possivel prever a
quantidade de DNA como a média dos parentais, essas quantidades estdo abaixo
do esperado (Tabela 4). A redugdo foi, em média, de 0,13pg (2,8%). Entretanto,
as plantas dos parentais analisadas ndo foram as mesmas utilizadas nos
cruzamentos e diferencas na quantidade de DNA entre plantas podem ter sido
responsdveis por essa diferenca entre o esperado e o observado, além de

variagdes inerentes a propria técnica de citometria de fluxo.

TABELA 3 Quantidades de DNA (pg) para os hibridos tripldides utilizados nos
experimentos de duplicacdo cromossdmica

Hibrido Individuos Média dos Coeficiente
Capim-  Milheto 1 2 3 indi(;guos de I‘I’laeﬁfgao
elefante

Fo4/17 M-36 4,49 450 4,50 4,50 1,23
91/27-5 M-31 451 4,52 450 4,51° 1,21
BAG-27 M-36 448 454 451 4,51% 1,56
BAG-65 M-35 447 448 452 4,49 1,78
BAG-19 M-59 453 452 4,53 4,53 2,11
BAG-75 M-59 448 450 445 4,48 1,79
BAG-64 M-64 462 452 451 4,55 1,89
94-7-1 M-40 452 4,52 4,56 4,53 1,54
91-2-5 M-29 448 449 454 4,50 2,23
94-28-3 M-27 453 446 452 4,50 2,56
94-9-1 M-27 452 447 452 4,50 2,43
91/25-5 M-31 450 4,52 452 4,51° 1,11

* As médias entre hibridos (na vertical), seguidas por uma mesma letra, ndo
diferem estatisticamente entre si (p < 0,05).
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TABELA 4 Previsdo das estimativas de quantidade de DNA dos hibridos
tripl6ides, segundo a média dos parentais envolvidos nos
cruzamentos X estimativas das quantidades de DNA dos hibridos

tripl6ides
Parentais  Quantidades de Previsao da  Quantidade de  Redugdo na
(capim- DNA (pg) quantidade de  DNA (pg) quantidade de
elefante x DNA dos observada DNA em
milheto) hibridos (pg) para os relagdo ao
hibridos esperado
BAG-27 4,52
M-36 475 4,64 4,51 0,13pg (2,8%)
BAG-65 4,57
M-35 474 4,66 449 0,17pg (3,6%)
BAG-19 4,53
BAG-75 4,52
M-59 475 4,64 4,48 0,16pg (3,4%)
BAG-64 4,54
M-64 472 4,63 455 0,08pg (1,7%)

Para os 480 explantes tratados, 200 plantas sobreviventes foram
recuperadas e avaliadas por citometria de fluxo (Tabela 5). Destas, 17 plantas
foram determinadas como hexapléides (8,5%), 115 como mixopldides (57,5%) e
68 como tripldides (34%) (Tabela 5).

A andlise complementar de seis amostras para as plantas determinadas
como hexapldides confirmou esta condicdo para os diferentes setores foliares
dentro de cada planta.

Pelos dados da Tabela 6 é possivel observar a distribui¢do de células
com diferentes ploidias nos trés grupos de plantas (tripldides, mixopldides e
hexapléides). As plantas tripldides apresentam um pequeno percentual de

nucleos com a quantidade 6x de DNA, que representam os nucleos no final da
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fase S ou na fase G2 do ciclo celular. Similarmente, os mixopldides e os
hexapldides apresentam um pequeno percentual de niicleos com a quantidade
12x de DNA (Tabela 6). Os hexapldides foram recuperados em 9 dos 12
hibridos utilizados nos experimentos de indu¢do de duplicagdo cromossdmica
(Tabela 5).

TABELA 5 Plantas hexaploides induzidas a partir de hibridos tripldides de
capim-elefante e milheto apds tratamento com colchicina

Hibridos Sobrevivéncia Plantas recuperadas

Capim- Milheto Ei:ft?;;zs de e)(cgj;;l es Tripléides Mixopldides Hexapléides
elefante

Fo4/17 M-36 40 22 (55%) 10 (45,5%) 11 (50,0%) 1 (4,5%)
91/27-5 M-31 40 24 (60%) 8(33,3%) 14(58,3%) 2 (8,3%)
BAG-27 M-36 40 18 (45%) 50278%) 13(72,2%)  0(0,0%)
BAG-65 M-35 40 17 (42,5%) 6(35,3%) 10 (58,8%) 1 (5,9%)
GAG-19 M-59 40 20 (50%) 12 (60,0%) 7 (35,0%) 1 (5,0%)
BAG-75 M-59 40 11 27,5%) 3(273%) 7(63,6%) 1 (9,1%)
BAG-64 M-64 40 2 (5%) 2 (100%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
94-7-1 M-40 40 13 (32,5%) 10 (76,9%) 1 (7,7%) 2 (15,4%)
91-2-5 M-29 40 24 (60%) 7(292%) 14 (58,3%) 3 (12,5%)
94-28-3 M-27 40 16 (40%) 2(12,5%) 12 (75,0%) 2 (12,5%)
94-9-1 M-27 40 7 (17,5%) 2(28,6%) 5 (71,4%) 0 (0,0%)
91/25-5 M-31 40 26 (65%) 1(3,8%) 21 (80,8%) 4 (15,4%)

TABELA 6 Distribui¢do de células com diferentes ploidias nos trés grupos de
plantas (tripléides, mixopldides e hexapldides) avaliadas por
citometria de fluxo

Sub-G1 Niicleos 3x Niicleos 6x Niicleos 12x
Triploides 14,0% 70,2% 15,8% 0%
Mixopléides 11,2% 49,8% 31,2% 7,8%
Hexaploides 17,6% 0% 68,9% 12,5%

65



O maior percentual de sobrevivéncia dos explantes tratados (65%) e de
recuperacdo de hexapléides (15,4%) foi observado para o hibrido 91/25-5
(capim-elefante) X M-31 (milheto).

Exemplos de histogramas de citometria de fluxo representativos para
plantas tripldides, mixopldides e hexapléides sdo mostrados na Figura 2. A
confirmacdo de ploidia das plantas identificadas como hexapldides pela
citometria de fluxo foi realizada por meio de andlise de caracteristicas
estomadticas (tamanho e freqii€ncia de estdmatos). Diferencas significativas para
essas caracteristicas foram observadas entre as plantas hexapldides e tripléides

(Tabela 7).

3x

3x 6x

12x
6Xx

ey
o Tot

6X

12x

Propicum ocde

FIGURA 2 Histogramas de citometria de fluxo. (A) Planta tripl6ide contendo
células 3x e 6x; (B) planta mixopldide contendo células 3x, 6x e
12x; (C) planta hexapléide contendo células 6x e 12x.
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Para a freqiiéncia de estdmatos (por mm?), foram observadas reducdes
de, aproximadamente, 48,83% e 44,83% (respectivamente para as epidermes
abaxial e adaxial), nas plantas hexapldides, em comparacio com as plantas
tripldides (Tabela 7 e Figura 3). Considerando todas as medidas estomadticas
avaliadas (comprimentos polar e equatorial de estdmatos das epidermes abaxial
e adaxial), os estdomatos das plantas hexapldides sdo, aproximadamente, 1,52

vezes maiores do que os observados em plantas tripldides (Tabela 7; Figura 3).

TABELA 7 Caracteristicas estomdticas em plantas tripléides e hexapldides

Fregiiéncia (mm?)  Comprimento polar Comprimento
(um) equatorial (um)

Plantas  \\ial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial
Tripléides  109,57*° 89,30° 3233a  31,58a  19,10a  1931a

Hexapldides 56,07b  49,27b  47,03b  44,04b  32,42b  30,26b

* As médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si
(Teste F, ANOVA).

FIGURA 3 Estomatos de plantas hexapldides (A) e tripléides em (B). Barra =
10pum .
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Estas relagdes (reducdo na freqiiéncia e aumento de tamanho de
estdmatos) com a poliploidizagdo tém sido observadas em outras espécies (Silva
et al,, 2000; Gu et al.,, 2005). Este trabalho mostra que as caracteristicas
estomdticas diferem entre plantas tripldides e hexapldides, e que este método,
por ser simples e rapido, pode ser usado em larga escala para a avaliagdo de
ploidia das plantas de Pennisetum.

Quando a citometria é disponivel, ela pode ser considerada como uma
tecnologia refinada de andlise de ploidia. Como sdo necessdrias apenas pequenas
quantidades de tecido foliar (20-30mg), a andlise de ploidia das plantas pode ser
realizada precocemente, ainda no estigio in vitro, reduzindo a populacio de
plantas mantidas in vitro ou que serdo aclimatizadas e mantidas em casa de
vegetacdo (Dolezel, 1997).

Por outro lado, a citogenética ¢ um método demorado, o que dificulta a
andlise de um grande numero de plantas. Entretanto, ela apresenta algumas
vantagens, como a possibilidade de identificacdo de aneuploidias, o que, na
maioria das vezes, € impossivel pela técnica de citometria de fluxo.

Neste trabalho, a andlise citogenética foi realizada em 7 das 17 plantas
identificadas como hexapléides, e o nimero cromossdmico foi confirmado como
2n=6x=42 cromossomos (Figura 4). Na tentativa de identificar os cromossomos
parentais de milheto e de capim-elefante na metafase apresentada na Figura 4,
foi realizada andlise de cariétipo. Para este objetivo, foram utilizadas medidas de
comprimento relativo dos cromossomos, que ndo sao influenciadas pelo grau de
condensagdo. As medidas sdo apresentadas na Tabela 8. Os sete pares de
cromossomos maiores foram considerados os de milheto e os demais de capim
elefante. Essa identificacdo baseou-se na informagdo que ambas as espécies
possuem genomas de tamanhos iguais, embora apresentem nuimeros

cromossdmicos diferentes (14 para o milheto e 28 para o capim elefante).
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FIGURA 4 (A) Metafase mitética com 2n=6x=42 cromossomos de uma planta
hexapléide; (B) cariograma. Barras = 10pum.
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TABELA 8 Comprimentos relativos dos cromossomos da metédfase apresentada

na FIGURA 4.
Par Comprimento Comprimento Comprimento total
cromossdmico  relativo do brago relativo do braco relativo
curto longo
1 3,46% 3,65% 7,11%
2 2,92% 3,65% 6,57%
3 2,92% 3,28% 6,20%
4 2,714% 3,28% 6,02%
5 1,82% 3,46% 5,28%
6 2,55% 2,73% 5,28%
7 2,55% 2,55% 5,10%
8 1,86% 3,10% 4,96%
9 1,82% 2,92% 4,74%
10 2,01% 2,55% 4,56%
11 2,07% 2,44% 4,51%
12 2,01% 2,44% 4,45%
13 1,79% 2,55% 4,34%
14 2,12% 2,22% 4,34%
15 2,01% 2,19% 4,20%
16 1,82% 2,37% 4,19%
17 1,82% 2,19% 4,01%
18 1,91% 1,91% 3,82%
19 1,64% 2,01% 3,65%
20 1,46% 1,86% 3,32%
21 1,46% 1,82% 3,28%

Barbosa et al (2003) trabalhou com andlise cariotipica de acessos de
capim-elefante e milheto e os hibridos tripldides oriundos dos cruzamentos
destes parentais. Foram analisados cinco acessos de capim-elefante (BAG 54,

BAG 63, BAG 65, BAG 75 e BAG 91) e cinco acessos de milheto (M 24, M35,
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M36, M38, M44). Os comprimentos relativos de cada cromossomo dentro
desses acessos sdo mostrados na Tabela 9 (dados adaptados a partir de Barbosa
et al., 2003). Os resultados demonstram a utilidade do uso de medidas relativas
na andlise cariotipica, podendo-se observar que nao existem grandes variacdes
no comprimento relativo de cada cromossomo entre os acessos. Os desvios
padrdes obtidos a partir da média dos comprimentos relativos para cada
cromossomo variaram entre 0,04% e 0,40%, para os cromossomos dos acessos
de capim-elefante e entre 0,16 e 0,47%, para os cromossomos dos acessos de
milheto. Essas medidas demonstram ndo existir variacdo cariotipica entre os
acessos de capim-elefante e entre os de milheto analisados neste trabalho,
quando se utilizam medidas relativas dos cromossomos.

Com essas medidas disponiveis pode-se prever a contribui¢do média
para o total de DNA de cada cromossomo de capim-elefante e de milheto,
quando eles sdo reunidos em um hibrido tripldide. Para efetuar este cdlculo, é
preciso saber o percentual de contribuicio de cada espécie parental para o
tamanho de genoma total do hibrido. Segundo Martel et al. (1997), o capim-
elefante apresenta um genoma com 4,59pg de DNA e o milheto, 4,71pg de
DNA. Os resultados obtidos neste trabalho demonstram uma média de 4,53pg
para o genoma de capim-elefante e 4,75pg para milheto (Tabela 2).

Adicionalmente, Barbosa et al. (2003) j4 haviam demonstrado, pela
medida CTLH (comprimento total do lote hapléide), que os parentais de capim-
elefante contribuiam, em média, com 28,09um e os de milheto, com 28,36um.
Todas essas informacgdes permitem observar que o capim-elefante e o milheto
apresentam tamanhos de genoma bastante similares, embora nidmeros
cromossOmicos diferentes.

Diante disso pode-se prever que o comprimento relativo dos
cromossomos do capim-elefante e do milheto reunidos nos hibridos tripléides
seria a metade dos valores apresentados na Tabela 9. Estes dados encontram-se

na Tabela 10.
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TABELA 9 Comprimentos relativos dos cromossomos em acessos de capim-
elefante e milheto (Dados de Barbosa et al., 2003).

Capim- BAG54 BAG63 BAG65 BAG75 BAGOI1 Média dos
elefante acessos

Cr. 1 10,70%  10,18%  10,85% 10,06%  10,58% 10,47% + 0,33
Cr.2 8,71% 8,90% 9,33% 9,24% 9.75%  9,18% + 0,40
Cr.3 8,71% 8,35% 8,21% 8,26% 8,14%  8,33% + 0,22
Cr. 4 7,16% 7,16% 7,710% 8,04% 7,711%  1,79% + 0,14
Cr.5 7,57% 7,38% 7,52% 7,52% 728%  7,45% + 0,12
Cr. 6 7.24% 7,19% 7.27% 7.22% 7.17%  7,22% + 0,04
Cr.7 6,84% 6,59% 7,02% 6,92% 6,95%  6,86% + 0,17
Cr. 8 6,69% 6,70% 6,83% 6,77% 6,74%  6,75% + 0,05
Cr.9 6,58% 6,61% 6,58% 6,62% 6,42%  6,56% + 0,08
Cr. 10 6,40% 6,35% 6,33% 6,43% 6,31%  6,36% + 0,05
Cr. 11 6,18% 6,22% 6,00% 6,17% 6,02%  6,12% + 0,10
Cr. 12 5,84% 6,03% 6,00% 5,91% 5,84%  5,92% + 0,08
Cr. 13 5,51% 5,83% 5,50% 5,68% 5,74%  5,65% + 0,14
Cr. 14 5,26% 5,48% 4,95% 5,16% 5,30%  5,23% + 0,19

Milheto M 24 M 35 M 36 M 38 M 44 Média dos
acessos

Cr. 1 16,88%  16,49%  17,57% 16,80%  17,51% 17,05% + 0,47
Cr.2 16,51%  16,12%  16,45% 16,28%  16,44% 16,36% + 0,16
Cr.3 1498%  1541%  15,56% 1533%  15,02% 15,26% + 0,25
Cr. 4 1451%  14,56%  13,60% 1438%  1433% 14,28% + 0,35
Cr.5 14,11%  13,50%  13,50% 13,64%  13,774% 13,70% + 0,25
Cr.6 12,09%  12,67%  12,41% 12,22%  12,60% 12,39% + 0,24
Cr.7 1091%  11,19%  10,49% 11,31%  10,34% 10,85% + 0,38

Cr. = Cromossomo.

Na Tabela 10 as medidas relativas previstas sdo comparadas com as

medidas esperadas.
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TABELA 10 Previsdao dos comprimentos relativos dos cromossomos de capim-
elefante e milheto nos hibridos tripléides e hexapldides e
comparacdo entre esses valores e os observados a partir de uma
metédfase com 2n=6x=42 cromossomos.

Capim- Média dos acessos Previsdo do comprimento ~ Comprimento relativo

elefante (Valores da relativo dos cromossomos observado para a metdfase

Tabela 9) no hibrido 3x ou 6x hexapléide da Tabela 8
Cr. 1 10,47 5,23 4,96
Cr.2 9,18 4,59 4,74
Cr.3 8,33 4,16 4,56
Cr. 4 7,79 3,89 4,51
Cr.5 7,45 3,72 4,45
Cr.6 7,22 3,61 4,34
Cr.7 6,86 3,43 4,34
Cr. 8 6,75 3,37 4,20
Cr.9 6,56 3,28 4,19
Cr. 10 6,36 3,18 4,01
Cr. 11 6,12 3,06 3,82
Cr. 12 5,92 2,96 3,65
Cr. 13 5,65 2,82 3,32
Cr. 14 5,23 2,61 3,28

Milheto Média dos acessos Previsdo do comprimento ~ Comprimento relativo

(Valores da relativo dos cromossomos observado para a metdfase

Tabela 9) no hibrido 3x ou 6x hexapléide da Tabela 8
Cr. 1 17,05 8,52 7,11
Cr.2 16,36 8,18 6,57
Cr.3 15,26 7,63 6,20
Cr. 4 14,28 7,14 6,02
Cr.5 13,70 6,85 5,28
Cr.6 12,39 6,19 5,28
Cr.7 10,85 5,42 5,10

Cr. = Cromossomo.
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Para todos os cromossomos do complemento hapléide de milheto e para
o cromossomo 1 do complemento hapléide de capim-elefante hd uma reducao
do comprimento relativo, observado em relagdo ao esperado. A reducdo média
dos comprimentos relativos desses cromossomos foi de 14,91%. Barbosa et al
(2003) também verificou essa redu¢do do CTLH dos hibridos tripléides em
relacdo a quantidade esperada pela soma dos CTLHs dos parentais envolvidos
nos cruzamentos. A reducdo média observada foi de 15,31%.

Essas observacdes sugerem a ocorréncia de eliminagdo de seqii€ncias no
genoma dos hibridos tripldides, responsdvel pela diminui¢do do genoma em
relacio a quantidade de DNA esperada. Embora sejam observados 21
cromossomos na andlise citogenética dos hibridos tripléides ou 42 cromossomos
na andlise citogenética dos hibridos hexapldides, alguns dos cromossomos sdo
mais curtos do que o esperado. Os dados apresentados na Tabela 10 sugerem que
essa reducgdo seja devido a eliminacdo de seqiiéncias em todos 0s cromossomos
de milheto e no par niimero 1 de capim-elefante. Os dados citogenéticos obtidos
por Barbosa et al. (2003), em comparagdo com a metafase apresentada na Figura
4, sugerem redugdes de 14,91% e 15,31%, mas os dados de quantidade de DNA
apresentados na Tabela 4 mostram uma redu¢cdo média entre os hibridos de
2,8%. Essa diferencga para os percentuais de reducdo entre os dados cariotipicos
e de citometria de fluxo ndo necessariamente reflete uma contradi¢do. As
relacdes entre os locais onde essas seqiiéncias sdo eliminadas com os padrdes de
organizacdo da cromatina podem explicar essas diferencas observadas entre as
técnicas.

A ocorréncia desse tipo de eliminacdo de seqiiéncias tem sido relatada
como uma das alteragdes gendmicas em decorréncia de eventos de hibridacao
interespecifica seguida de poliploidizagdo (para discussdo, ver item 2,4
Hibridacao interespecifica/poliploidia e alteracdes gendmicas, no Referencial
Tedrico).

No cruzamento entre o capim-elefante (genomas A'A'BB) com o milheto
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(genomas AA), o hibrido tripléide passa a reunir os genomas AA'B.
Aparentemente, a eliminag@o de seqiiéncias acontece nos genomas do milheto e
em um dos cromossomos do capim-elefante, permitindo supor que essa
eliminagcdo acontece dentro dos genomas do tipo A. Essa informacdo vem
corroborar os dados disponiveis na literatura, que demonstram a eliminagdo de
seqiiéncias que entram em conflito gendmico no momento em que sao reunidas
em um alopolipléide (Boyko et al., 1984; Shaked et al., 2001; Ozkan et al.,
2003).

Aparentemente seqiiéncias homoélogas/homedlogas entre os genomas A
e A' geram esse “conflito gendmico”, sendo eliminadas como um mecanismo de
ajuste gendmico para estabilidade posterior dos hibridos. Vale ressaltar que os
dados obtidos por meio de citometria de fluxo e andlise citogenética demonstram
indicios de que esse processo de eliminacdo ocorre nos hibridos entre capim-
elefante e milheto, mas ndo prova definitivamente a sua ocorréncia. Esses
indicios demonstram uma nova fronteira aberta nos estudos envolvendo hibridos
de capim-elefante e milheto com o uso de marcadores moleculares, como
microssatélites e de citogenética molecular (Genomic in situ hybridization,
GISH), para a identificacdo de seqiiéncias eliminadas.

Embora as evidéncias, todos os dados discutidos se baseiam na
comparacao de resultados obtidos entre materiais diferentes ou na comparacao
de dados de hibridos com seus parentais, mas nos quais as plantas avaliadas nos
parentais nao eram as mesmas utilizadas nos cruzamentos. Um experimento
adicional foi realizado com controle dos parentais envolvidos na formagdo dos
hibridos e as quantidades de DNA obtidas por citometria de fluxo. Os dados sdo
apresentados na Tabela 11. De acordo com o esquema apresentado no material e
métodos, item 2.6, foi possivel comparar as previsdes de quantidade de DNA
dos hibridos tripldides com o observado para os mesmos por andlise de
variancia. Em todos os cruzamentos observou-se significancia estatistica entre as

quantidades de DNA observada e esperada.
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TABELA 11 Previsdo das estimativas de quantidade de DNA dos hibridos
tripl6ides segundo a média dos parentais envolvidos nos
cruzamentos X estimativa das quantidades de DNA dos hibridos

tripl6ides
Parentais Quantidades de Previsdo da Quantidade de Reducido na
(capim- DNA (pg) quantidade de DNA (pg) quantidade de
elefante x DNA dos observada para DNA em
milheto) hibridos (pg) os hibridos relacdo ao
esperado
Q91-2-5 4,56
4,64a 4,36b 0,28pg (6,0%
4 M-60 472 pe (6.0%)
391-2-5 4,52
4,65a 4,42b 0,23pg (4,9%)
Q M-60 4,78
Q F93-4-2 4,48
4,62a 4,40b 0,22pg (4,8%)
3 M-27 4,76
34 F93-4-2 4,48
4,625a 4,48b 0,145pg (3,1%)
@ M27 4,77

* As médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si
(andlise de varidncia).

Os resultados confirmam a possibilidade de eliminacdo de seqiiéncias,
com valores de quantidade de DNA para os hibridos tripléides com uma reducao
em média de 4,7%. Os resultados dos cruzamentos reciprocos sdo similares e
reducdes na quantidade de DNA em comparacdo ao esperado foram observadas
em todos os cruzamentos, ndo parecendo ser influenciado pelo sexo dos
parentais.

A duplicagdo cromossdmica e a obtencdo dos hibridos hexapldides
apresentam uma série de aplicacdes no melhoramento de Pennisetum, como a
restauracdo da fertilidade dos hibridos e a producdo de sementes maiores, 0 que

pode tornar a propaga¢do desses hibridos via semente uma realidade.
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4 CONCLUSOES

- A exposi¢do de seedlings tripldides in vitro a solucdo de colchicina 0,10% &
um método eficiente na recuperacdo de plantas hexapléides hibridas entre
capim-elefante e milheto.

- A citometria de fluxo e a andlise de caracteristicas estomadticas sao técnicas
simples e rdpidas, com utilidade na avaliagio em larga escala de plantas
oriundas de experimentos de duplicagdo cromossdmica.

- Os dados de citometria de fluxo, aliados a andlise cariotipica, evidenciam a
ocorréncia de eliminacdo de seqiiéncias apds a hibridagdo entre capim-elefante e

o milheto.
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CAPITULO 4
INSTABILIDADE GENOMICA ASSOCIADA A HIBRIDACAO

INTERESPECIFICA E DUPLICACAO CROMOSSOMICA EM
HIBRIDOS ENTRE Pennisetum purpureum e Pennisetum glaucum
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RESUMO

CAMPOS, José Marcello Salabert. Instabilidade gendmica associada a
hibridacdo interespecifica e duplicacdo cromossdmica em hibridos entre
Pennisetum purpureum e Pennisetum glaucum. In: . Obtencao de
hibridos hexapldides e analise genomica em Pennisetum sp. por citometria
de fluxo. 2007. Cap. 4, p.81-102p. Tese (Doutorado em Agronomia/Genética e
Melhoramento de Plantas) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

No melhoramento de Pennisetum, a hibridacio interespecifica entre o
capim-elefante (Pennisetum purpureum) e o milheto (Pennisetum galucum) é
uma das alternativas para a obtencdo de cultivares superiores. Este hibrido
(tripl6ide) apresenta uma grande limitagdo para o seu uso nos programas de
melhoramento. Trata-se da infertilidade, que leva a necessidade de sua
propagacao vegetativa. A fertilidade pode ser restaurada por meio da duplicagdo
cromossOmica. Essa estratégia torna possivel o ingresso dos hibridos
hexapldides nos programas de melhoramento de Pennisetum, reunindo
caracteristicas desejdveis nos hibridos e permitindo a sua propagacdo via
sementes. Mudancas gendmicas t€m sido associadas aos eventos de hibridag¢ao
interespecifica e alopoliploidizacdo. Elimina¢do de cromossomos e seqiiéncias
tem sido relatada como a mais freqiiente alteracdo. Este capitulo investiga as
alteracdes relacionadas a hibridag@o interespecifica e a alopoliploidizagdo em
hibridos de Pennisetum purpureum e Pennisetum glaucum. Os resultados
obtidos por citometria de fluxo e andlise citogenética sugerem a ocorréncia de
eliminacdo de seqiiéncias apds hibridacdo, durante o desenvolvimento dos
embrides tripléides. Uma alta frequéncia de micronicleos durante o
desenvolvimento dos embrides tripldides confirma esta hipdtese. Para os
experimentos de duplicacdo cromossdmica, sementes foram expostas aa solucao
de colchicina nas concentracdes de 0%, 0,05%, 0,10% e 0,15%, nos tempos de
12, 24 e 36 horas. A sobrevivéncia dos seedlings diminui com o aumento da
concentracdo de colchicina e do tempo de exposicdo. O maior percentual de
recuperagdo de plantas hexapldides foi observado no tratamento com colchicina
0,05%, por 12 horas (16,5% de plantas hexapldides). Pela andlise citogenética
das plantas hexapldides observaram-se anormalidades cromossOmicas
relacionadas ao efeito aneuploidizante da colchicina. Essas anormalidades levam
a eliminacdo de cromossomos e ao aparecimento de células aneupléides. Os
efeitos da colchcinia sobre a ploidia das células e na indu¢do de anormalidades
cromossdmicas sdo discutidos.

Comité Orientador: Lisete Chamma Davide (Orientadora) — UFLA; Antdnio
Vander Pereira — Embrapa Gado de Leite
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ABSTRACT

CAMPOS, José Marcello Salabert. Genomic instability associated with
interespecific hybridization and chromosome duplication in Pennisetum
purpureum and Pennisetum glaucum hybrids. In: . Hexaploids hybrids
obtaining and genomic analysis in Pennisetum sp. by flow cytometry. 2007.
Chap. 4, p.81-102. Thesis (Doctor of Science in Agronomy/Genetics and Plant
Breeding) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

In Pennisetum breeding, the interespecific hybridization between
napiergrass (Pennisetum purpureum) and pearl millet (Pennisetum glaucum) are
an alternative to obtain superior cultivars. This hybrid (triploid) presents a great
limitation for use in breeding programs. Due to infertility, leading to a vegetative
propagation. Fertility can be restored through chromosomal duplication. Making
possible the use of the hexaploid hybrids in Pennisetum breeding programs,
redeeming desired traits in hybrids and allowing its propagation through seeds.
Genomic changes has been associated to interespecific hybridization and
allopolyploidization events. Chromosome and sequences elimination has been
recorded the most frequent alterations. This chapter investigates the alterations
related to interespecific hybridization and allopolyploidization in Pennisetum
purpureum and Pennisetum glaucum hybrids. The results obtained by flow
cytometry and cytogenetic analysis suggest the occurence of sequences
elimination after hybridization, during the development triploid embryous. High
frequency of micronuclei during triploid embryous confirms this hypothesis. For
chromosome doubling experiments, seeds were exposed to colchicine solutions
at 0, 0.05, 0.10, 0.15% in 12, 24 and 36h. Seedlings surviving decreased with
increasing colchicine concentration and time exposure. The highest hexaploid
recovery was observed at 12h treatment in 0.05% colchicine (16.5% of
hexaploids plants). By cytogenetic analysis of hexaploids plants we notice
chromosome abnormalities related to the aneuploidy effect of colchicine. These
abnormalities lead to the chromosome elimination and the appearance of
aneuploidy cells. The colchicine effects on cell ploidy and induction of
chromosome abnormalities are discussed.

Guidance Committee: Lisete Chamma Davide (Major Professor) — UFLA;
Antdnio Vander Pereira — Embrapa Gado de Leite
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1 INTRODUCAO

Pennisetum € um dos mais importantes géneros da familia Poaceae e as
espécies P. purpureum (capim-elefante) e P. glaucum (milheto) sdo as mais
importantes economicamente, utilizadas como forrageiras (Martel et al., 2004).

O capim-elefante é wuma espécie tetrapléide, com 2n=4x=28
cromossomos € o milheto uma espécie dipléide, com 2n=2x=14 cromossomos
(Martel et al., 1996). O melhoramento destas forrageiras explora a variabilidade
existente dentro de cada espécie, entretanto, uma das estratégias utilizadas no
melhoramento € a hibridagdo interespecifica entre o capim-elefante e o milheto.
Essa estratégia tem sido recomendada, por muitos autores, para o melhoramento
de qualidade forrageira (Hanna, 1999). Deste cruzamento, resulta um hibrido
interespecifico tripléide (2n=3x=21 cromossomos) e estéril. Esta combinacao
genética procura reunir no hibrido caracteristicas desejdveis do milheto, tais
como qualidade de forragem, tolerancia a seca e resisténcia a doengas com boas
caracteristicas do capim-elefante (Schank et al., 1993).

A esterilidade desses hibridos tripldides tem limitado o seu emprego nos
programas de melhoramento e impossibilitado a obten¢do de sementes para a
implementacdo de pastagens economicamente vidveis (Pereira et al., 2001). A
restauracdo da fertilidade desses hibridos permitiria um maior uso dos mesmos
nos programas de melhoramento. Essa restauracdo pode ser alcancada
utilizando-se de tecnologia citogenética, com a obten¢do de materiais com o
nimero cromossdmico duplicado via exposi¢do a agentes antimitdticos, tais
como a colchicina (Pasakinskiené, 2000). A colchicina € um alcaldide
extensivamente utilizado para duplicagdo cromossOmica e para a inducdo de
poliploidia em plantas (Pasakinskiené, 2000).

Uma série de alteracdes gendmicas tem sido associada com os eventos

de hibridacdo interespecifica e alopoliploidizacdo. A elimina¢do de seqiiéncias
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de DNA ou de cromossomos tem sido relatada como conseqiiéncia da reunido de
dois genomas de origem diferentes em um hibrido em vérios trabalhos (Liu et
al., 1996; Riera-Lizarazu et al., 1996; Linde-Laursen & von Bothmer, 1999;
Germand et al., 2005). Algumas alteracdes na mitose sdo caracteristicas da
ocorréncia dessa eliminacdo cromossdmica, tais como ndo orientacdo de
cromossomos na metdfase, segregacdo tardia na andfase, degradacdo de
cromatina ou fragmentagdo de cromossomos e formacdo de micronticleos
(Singh, 2002). Na meiose, o mesmo processo de eliminacdo pode ser
evidenciado (Baptista-Giacomelli et al., 2000). Outros trabalhos tém
demonstrado a eliminacdo de seqiiéncias curtas ndo aleatérias do genoma
(Schaked et al., 2001; Ozkan et al., 2003).

Em hibridos envolvendo espécies de Pennisetum, os estudos dessas
modificagdes gendmicas sdo raros. Techio et al. (2006) relataram a ocorréncia
de irregularidades meidticas em hibridos tripléides entre capim-elefante e
milheto. Alteragdes, como migragdo precoce de cromossomos, segregacao
irregular, micronucleos e formacao irregular do fuso, podem estar relacionadas
com o processo de eliminagdo de cromossomos. Germand et al. (2005),
trabalhando com hibridos provenientes do cruzamento entre trigo e milheto,
observaram eliminacdo cromossdmica uniparental (cromossomos de milheto)
via formacao de microntcleos. Abreu (2006) e Barbosa (2007), trabalhando com
duplicagdo cromossomica em hibridos entre Pennisetum purpureum e
Pennisetum glaucum, relataram variagdo no nimero cromossémico de metafases
como conseqiiéncia de elimina¢do cromossdmica ap0s a alopoliploidizagao.

O objetivo do presente trabalho foi investigar as alteracdes genomicas
associadas aos eventos recentes de hibridacdo interespecifica e
alopoliploidizacdo em hibridos entre Pennisetum purpureum e Pennisetum

glaucum.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Dois hibridos, F91-2-5 (capim-elefante) X M-60 (milheto) e F93-4-2
(capim-elefante) X M-27 (milheto), foram escolhidos para a condugdo dos
experimentos. Esta escolha baseou-se em avaliagdes prévias desses hibridos em
uma analise dialélica (S. Sobrinho et al.,, 2005). Os cruzamentos foram
realizados na Embrapa Gado de Leite, em Coronel Pacheco, MG e os
experimentos conduzidos nos Laboratérios de Genética e Imunologia da

Universidade Federal de Juiz de Fora, em Juiz de Fora, MG.

2.3 Desenvolvimento dos embrides triploides e analise de estabilidade
genémica

As sementes tripldides foram obtidas por meio dos cruzamentos
parentais, utilizando o parental do capim-elefante como doador de pdlen e o
parental de milheto como fémea. As sementes em desenvolvimento foram
coletadas com 10, 15, 20, 25 e 30 dias apds a polinizagdo. Para andlise de
estabilidade gendmica, os embrides e as raizes obtidas a partir dessas sementes
foram investigados por citometria de fluxo e citogenética (ver itens 2.4 ¢ 2.5 da
metodologia).

Com 10, 15, 20, 25 e 30 dias apds a polinizacdo, 9 embrides foram
excisados das sementes, constituindo 3 repeticoes obtidas da média de 3
embrides. Nove embrides foram analisados por citogenética e nove por
citometria de fluxo. Antes das andlises, as sementes foram pré-expostas em 4dgua
destilada, por 12 horas, para ativacdo do ciclo celular. Na andlise citogenética,
foi quantificado o percentual de micronicleos como medida indireta da
ocorréncia de eliminagdo de seqiiéncias ou cromossomos. Na andlise de

citometria de fluxo, foi quantificado o contetido de DNA. Os resultados foram
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avaliados por andlise de variancia e teste de Scott e Knott (p < 0,05).

Um outro grupo de sementes, com idades de 20, 25 e 30 dias apds a
polinizacio, foi germinado em placa de Petri para coletas de raizes para andlise
citogenética. As sementes com 10 e 15 dias apds polinizagdo ndo germinaram,
ndo permitindo a coleta de raizes. Alteragdes citogenéticas envolvidas com
instabilidade genomica foram quantificadas, tais como: pontes cromossomicas,
fragmentos, c-metdfases, andfases multipolares, segregacdo tardia, ndo
orientacdo na metdfase e micronucleos. Os tratamentos para andlise citogenética
também consistiram de trés repeticdoes obtidas da média de andlise de trés
laminas. Como controle, foram utilizadas raizes coletadas a partir dos parentais.
Os resultados foram avaliados por andlise de varidncia e teste de Scott e Knott (p

< 0,05).

2.3 Tratamentos das sementes triploides para duplicacio cromossémica

Sementes tripléides foram esterilizadas em etanol 70%, por 2 minutos e
solucdo de hipoclorito de sédio 100%, por 10 minutos, lavadas em 3 baterias de
dgua destilada, secadas cuidadosamente e submetidas aos tratamentos com
colchicina em placa de Petri. As sementes foram tratadas em solucdo de
colchicina, nas concentra¢des de 0%, 0,05%, 0,10% e 0,15%, durante 12, 24 e
36 horas. Apds os tratamentos, foram lavadas em seis baterias de dgua destilada.
As sementes foram pré-expostas em 4dgua destilada por 12 horas antes dos
tratamentos com colchicina. Para cada tratamento, foram utilizadas 30 sementes
(3 repeticdes de 10 sementes).

Apds os tratamentos das sementes, os seedlings foram mantidos em
placa de Petri para crescimento por 5 dias e, posteriormente, transferidos para
copos plasticos contendo vermiculita, sendo mantidos por 30 dias, quando foi
realizada andlise por citometria de fluxo. A sobrevivéncia dos seedlings foi
avaliada aos 30 dias, por andlise de variancia e teste de Scott e Knott (p < 0,05).

O tratamento com colchicina 0,05%, por 12 horas, no qual foi
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recuperado o maior percentual de plantas hexapléides, foi repetido para coleta de
raizes e folhas, com 12, 24, 36, 48 e 60 horas apds os tratamentos com
colchicina. As raizes foram submetidas a analise citogenética para avaliacdo de
alteracdes cromossdmicas (as mesmas varidveis analisadas anteriormente). Para
cada tratamento, foram analisadas 9 laminas (3 repeti¢des de 3 laminas). As
variaveis foram analisadas por andlise de varidncia e teste de Scott e Knott

(p<0,05). As folhas foram submetidas & andlise por citometria de fluxo.

2.4 Citometria de fluxo

Para a determinacdo da quantidade de DNA e ploidia, aproximadamente
de 20-30 mg de tecido foliar jovem para cada amostra, juntamente com a mesma
quantidade de tecido foliar jovem de Glycine max (padrdo interno de referéncia),
foram triturados em placa de Petri contendo 1mL de tampdo LBO1 gelado para a
obtencdo de suspensdo nuclear (Dolezel, 1997). O tecido triturado foi aspirado
por meio de duas camadas de gaze e a suspensdo nuclear posteriormente filtrada
em uma malha de 50um. A suspensio nuclear foram adicionados 25uL de
1odeto de propidio e 2,5uL. de RNase. Para cada amostra foram analisados, pelo
menos, 10 mil ndcleos.

A andlise foi realizada no citometro Facscalibur (Becton Dickinson),
sendo os histogramas obtidos no software Cell Quest e analisados no software
WinMDI 2.8 (disponivel em http://facs.scripps.edu/software.html). O contetdo
de DNA nuclear (pg) das plantas foi estimado por comparagcdo com a posi¢ao
em relacdo ao pico Gl do padrdo interno de referéncia (Glycine max), como

mostrado a seguir:

Amostra (planta)  Canal do pico
DNA 2C (pg) = Gl daamostra X Conteido de DNA padrio (2,50pg)

Canal do pico

G1 do padrao
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Para confiabilidade dos resultados de citometria, foram utilizados

somente histogramas com coeficientes de variagdo abaixo de 3%.

2.5 Analise citogenética

Para andlise citogenética, as raizes e os embrides foram fixados em
solugdo de 4cido acético:metanol (1:3). As laminas foram preparadas pela
técnica de secagem ao ar, com maceragao enzimatica em Pectinase 20%:celulase
2%, por 4 horas para as raizes e 6 horas para os embrides, sendo posteriormente
hidrolisadas em HCI, 60°C, por 10 minutos. Apds o preparo, as laminas foram

coradas com Giemsa.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da andlise de estabilidade gendmica, durante o
desenvolvimento dos embrides tripldides, sdo mostrados na Tabela 1.

Os resultados demonstraram que as quantidades de DNA dos embrides
tripldides aos 10 dias apés a polinizagdo estdo proximas as quantidades
esperadas para a condicdo tripléide, ndo existindo diferenca estatistica em
relacdo ao esperado. Essa quantidade de DNA reduz-se com o desenvolvimento
do embrido e redugdes significativas foram observadas, a partir de 20 dias, para
o hibrido F91-2-5 X M-60 e, ja a partir de 15 dias, para o hibrido F93-4-2 X M-
27 (Scott e Knott, p < 0,05). As reducdes nas quantidades de DNA, entre 10 e 30
dias apds a polinizacdo, sdo de 6,07% e 4,58%, respectivamente, para 0s
cruzamentos F91-2-5 X M-60 e F93-4-2 X M-27. Esses resultados corroboram
as observagdes anteriores de que a eliminacdo de seqiiéncias ocorre nesses

hibridos como resposta a reunido de diferentes genomas numa nova condig@o.

TABELA 1 Estimativa da quantidade de DNA (pg) e freqiiéncia de
micronucleos em embrides tripldides

Dias apés a Quantidade de DNA (pg) % microntcleos
polinizagdo  pg1» X F93-42X  F9I25X  F93-4-2X
M-60 M-27 M-60 M-27
DNA (pg)* 4,64a 4,62a - -
10 4,60a 4,58a 9,71a 6,78a
15 4.,55a 4,50b 10,30a 6,56a
20 4,45b 4.,44c 17,28b 12,23b
25 4,40b 4,39¢ 23,14c 25,64c
30 4,32¢ 437c 12,15d 14,32b

* Corresponde a quantidade de DNA esperada para o hibrido tripl6ide, segundo
a média dos parentais. As médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem
entre si (Scott e Knott, p < 0,05).
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A andlise citogenética dos embrides ndo permitiu a observacdo de
metafases para a contagem dos cromossomos, impossibilitando a contagem de
21 cromossomos e a confirmagdo de elimina¢do de seqiiéncias e ndo de
cromossomos. Entretanto, a andlise citogenética revelou a presenca de
micronucleos, alteragdo relacionada a eliminagdo de seqii€ncias ou
cromossomos. Os percentuais de micronicleos nos embrides aumentaram entre
10 e 25 dias, com diferengas significativas a partir de 20 dias, para ambos os
cruzamentos (Scott e Knott, p<0,05). Com 30 dias, os percentuais de
micronucleos, em ambos os cruzamentos, reduziram. Os resultados sugerem que
a eliminacdo de seqii€ncias acontece, entdo, durante o desenvolvimento do
embrido tripldide, predominantemente entre 15 e 25 dias apds a polinizagdo.

Germand et al. (2005) sugerem um mecanismo pelo qual seqii€ncias ou
cromossomos de milheto sdo eliminados em embrides hibridos obtidos pelo

cruzamento de milheto com trigo (Figura 1).

Mitosis-dependent

K

FIGURA 1 Elimina¢do de cromossomos ou DNA interfdsico apds eventos de
hibridacdo interespecifica. DNA interfasico (a) condensa-se nos
cromossomos (b) que, durante a anafase, podem se segregar
tardiamente e serem eliminados via microntcleos (c, d, e¢). Numa
outra via, seqiiéncias de DNA que ocupam a periferia do nucleo (f)
sdo eliminadas via extravasamento de cromatina (“budding of
chromatin”) levando a formagao também de microntcleos (c, d, e)
(Adaptada a partir de Germand et al., 2005).
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A formagdo do que esses autores chamam de “budding of chromatin” ou
extravasamento de cromatina dos nticleos interfasicos parece estar relacionado a
eliminagdo de seqiiéncias nos hibridos entre milheto e capim-elefante.

Na andlise citogenética realizada nas células embriondrias, a presenca
desses budds foi detectada (dados ndo quantificados) (Figura 2).

Os resultados das andlises citogenéticas a partir de raizes coletadas em
embrides com 20, 25 e 30 dias sdo mostrados na Tabela 2.

Para todas as varidveis analisadas, somente micronidcleos apresentam
significancias em relacio ao controle, com percentuais, em média, 191X maiores
do que os observados no controle. Entre dias, ndo se observaram significancias
para a varidvel microndcleo. A ndo observacdo principalmente de segregacdo
tardia e de ndo orientagdo de cromossomos na metafase sugere que a eliminagao
de cromossomos ndo ocorre, mas somente a eliminacdo de seqiiéncias do
genoma.

A eliminacdo de seqii€ncias parece iniciar-se logo apds a fertilizacdo e

acontece durante o desenvolvimento das sementes e do embriao.

A .

FIGURA 2 Formacao de micronicleos. Em (A) evidencia-se o extravasamento
de cromatina nuclear que leva a formagdo de micronticleos (B).

92



TABELA 2 Percentual de alteracdes citogenéticas observadas em raizes
coletadas a partir de sementes tripldides entre capim-elefante e

milheto.
F91-2-5 X M-60 F93-4-2 X M-27
Alteragoes Controle* 20 25 30 20 75 30
dias dias dias dias dias dias

Pontes 0,02a 0,032 0,06a 0,04a 0,04a 0,05a 0,06a
Fragmentos 0 0 0 0 0 0 0
c-metafases 0,04a 0,09a 0,12a 0O,11a 0,082 0,08a 0,15a
Anéfase multipolar 0 0 0 0 0 0 0
Segregacgao tardia 0 0 0 0 0 0 0
Nio orientacdo 0 0 0 0 0 0 0
metafase
Microntcleos 0,02a 35b 43b 18 45b 56b 3,2b

* Controle = Médias das alteracdes observadas em raizes dos parentais. As
médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si
(Scott e Knott, p < 0,05).

Germand et al. (2005) utilizaram a técnica de GISH para localizagcdo dos
genomas de milheto e trigo nas células interfasicas do embrido hibrido. Os
autores demonstraram que a cromatina parental de milheto localizava-se na
periferia nuclear, posicdo relacionada com a sua eliminagdo. Essa pode ser uma
estratégia util para demonstrar, no futuro, a eliminag¢do de seqiiéncias do genoma
A, predominantemente oriundos do genoma de milheto nos hibridos entre
capim-elefante e milheto.

O mecanismo detalhado pelo qual a cromatina € extravasada através do
nucleo permanece desconhecido (Germand et al., 2005). Em moscas do género
Sciara, nas quais a eliminacdo de seqiiéncias é um processo regulado e que estd
associado a diferenciacdo celular, o extravasamento de cromatina durante a
intérfase ¢ acompanhado por um acimulo de reticulo endoplasmdtico e
mitocdndrias no local, o que é compativel com a sintese de membranas, pré-

requisito para a formagdo dos microntcleos (Perondine & Ribeiro, 1997). Nestas
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moscas, diferencas nas acetilacdes das histonas H3 e H4 e metilacdo das
histonas H3 parecem ser as candidatas para direcionar os locais de eliminacdo de
seqiiéncias. Esses padrdes, possivelmente, direcionam endonucleases que
fragmentam o genoma (Goday & Ruiz, 2002).

Os resultados de sobrevivéncia dos seedlings e a andlise de citometria
dos mesmos apds os tratamentos com colchicina e indug¢do de duplicacio
cromossOmica sao mostrados na Tabela 3.

De modo geral, percebe-se uma reducio no percentual de sobrevivéncia
dos seedlings com o aumento da concentragao de colchicina e com o aumento do
tempo de exposicdo. Para todos os tratamentos com colchicina, observa-se
diferenca estatistica em relagdo aos controles (Scott e Knott, p<0,05). Os
tratamentos com 36 horas de exposicdo a colchicina afetam drasticamente a
sobrevivéncia dos seedlings. Com relacdo aos cruzamentos, maior sobrevivéncia
foi observada para o hibrido F91-2-5 X M-60, embora andlise estatistica para os
percentuais de sobrevivéncia entre os hibridos ndo tenha sido realizada.

Com relacdo as plantas recuperadas, os hexapldides foram detectados
nos tratamentos com colchicina 0,05% e 0,10%, nos tempos de 12 e 24 horas. A
eficiéncia foi maior no tratamento de 0,05%, por 12 horas (17,6% das plantas
para o hibrido 91-2-5 X M-60 e 15,5% das plantas para o hibrido F93-4-2 X M-
27).

Caperta et al. (2006) discutem os efeitos da colchicina em induzir
poliploidizacdo em células de centeio (Secale cereale). Diferencas nos efeitos
sobre o citoesqueleto sdo observadas para concentragdes baixas (utilizadas para
o bloqueio de divis@o celular e obtencdo de metafases) e altas (utilizadas nos
experimentos de inducdo de poliploidia). Segundo os autores, concentragdes
baixas impedem a formagdo de microtibulos, bloqueando as células em

metéafase, mas posteriormente conduzindo a morte celular.
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TABELA 3 Resultados dos experimentos de inducdo de duplicagdo
cromossdmica em sementes tripldides entre capim-elefante e
milheto via exposi¢do a colchicina

Sobrevivéncia  Tripléides Mixopléides  Hexapldides
ap6s 30 dias (%) (%) (%)

Colchicina Tempo

(%) exposi¢do Hb 1* Hb2* Hb1* Hb2* Hb1* Hb2* Hb1* Hb?2*

0% 12h 96,6a 94,52 100 100 0 0 0 0
24h 95,8a 95,6a 100 100 0 0 0 0
36h 91,6a 95,6a 100 100 0 0 0 0
0,05% 12h 79,1b 66,3b 13,7 21,2 68,7 633 176 155
24h 67,5c 49,2c 185 10,5 704 789 11,1 10,6
36h 4,3f Oe 50 0 50 0 0 0
0,10% 12h 62,5c 35,6d 32,0 29,0 56,0 60,0 12,0 11,0
24h 48,3d 11,2d 23,8 50 68,4 50 7.8 0
36h 3,0f Oe 0 0 100 0 0 0
0,15% 12h 8,3e Oe 0 0 100 0 0 0
24h Og Oe 0 0 0 0 0 0
36h Og Oe 0 0 0 0 0 0

Hb1 — F91-2-5 X M-60; Hb2 — F93-4-2 X M-27. As médias seguidas por uma
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Scott e Knott, p < 0,05).

Ja as concentracOes altas impedem a formagdo dos microtibulos
essenciais para a andfase e induzem o aparecimento de uma estrutura formada
por uma tubulina variante que permite que as células retornem a intérfase sem a
ocorréncia de morte celular, com conseqiiente aparecimento de células com
nimero cromossdmico duplicado. Os autores ressaltam o tempo de exposicdo a
essas altas concentragdes, que parece ser um fator essencial para o sucesso do
procedimento. Tempos de exposi¢cdo curtos sdo os mais adequados.

Ainda os mesmos autores trabalharam com duas concentragdes, 0,02% e
0,2% (utilizadas como concentragdes baixa e alta). Os melhores -efeitos

observados na concentracdo de 0,2% sdo consistentes com os resultados
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observados neste trabalho e em vdrios outros, nos quais concentracdes de
colchicina na faixa de 0,05% a 0,10% sdo eficientes na inducio de duplicacio
cromossOmica. O trabalho de Caperta et al. (2006) sugere, entdo, que um
aumento dessas concentracdes para 0,2%, com a diminui¢do do tempo de
exposicao (2 horas e meia a 4 horas) pode contribuir para uma maior eficiéncia
na obtencdo de polipldides. Estes testes para os hibridos entre capim-elefante e
milheto deverdo ser realizados futuramente.

Os resultados de alteragdes citogenéticas apds poliploidizagdo no
tratamento de 0,05% de colchicina (12 horas) sdo apresentados na Tabela 4. Se a
eliminacdo de cromossomos fosse uma resposta para alopoliploidizagdo das
células, esperaria-se um aumento de freqiiéncias de alteragdes mitdticas
relacionadas com elimina¢do cromossomica apds o aparecimento das primeiras
células poliploidizadas. As primeiras células com conteido de DNA 6x
aparecem 12 horas apds o tratamento com colchicina. Deveriamos esperar,
entdo, que as alteragcOes citogenéticas aumentassem de freqiiéncia a partir de 24
horas apds o aparecimento dessas células. Os resultados observados na Tabela 4

ndo sustentam essa hipotese.

TABELA 4 Percentual de alteracdes citogenéticas nas raizes coletadas em
seedlings em desenvolvimento (com 12, 24, 36, 48 ¢ 60 horas)
apos tratamento com colchicina 0,05%, por 12horas.

Alteracdes 12h 24h 36h 48h 60h
Pontes 0,13a 0,15a 0,16a 0,02a 0,21a
Fragmentos Oa Oa Oa Oa Oa
c-metafases 5,55a 2,11b 1,12¢ 0,15¢ 0,02d
Anéfase multipolar 7,54a 2,11b 0,06¢ 0d 0d
Segregacdo tardia 5,43a 4,21b 1,20c 0,07d 0,06d
Nao orientagdo metéafase 6,54a 3,21b 2,11c 1,18¢c 0,06d
Microntcleos 1,12a 12,31b 21,23¢ 18,13¢ 12,21b

As médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si
(Scott e Knott, p < 0,05%).
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Para todas as varidveis analisadas, observaram-se redugdes em suas
freqiiéncias a partir de 24 horas apds o tratamento com colchicina, exceto para
microntcleos.

A explicacdo parece estar na hipdtese de que essas alteragdes ocorrem
em decorréncia do efeito da colchicina sobre organizac@o do citoesqueleto. Tal
efeito, comumente denominado de efeito aneuploidizante (Carpeta et al., 2006),
estd associado a ocorréncia de alteracdes citogenéticas, como c-metdfases,
anifases multipolares, segregacdo tardia, ndo orientagdo na metifase e
micronucleos. Com o passar do tempo (tempo de recuperacdo), apds a exposicao
da colchicina, este efeito dilui-se e, por isso, observaram-se reducdes nos
percentuais dessas alteragdes. Cabe, entdo, aqui, distinguirmos entre um
processo de eliminagdo cromossdmica, controlado geneticamente e que estd
associado a reunido de dois genomas diferentes, como descrito para muitos
hibridos (Barclay, 1975; Riera-Lizarazu et al., 1996; Linde-Laursen & von
Bothmer, 1999; Germand et al., 2005) de um processo de eliminagdo
cromossOmica, devido a efeitos aneuploidizantes da colchicina.

A segunda hipétese parece explicar o que acontece nos hibridos entre
capim-elefante e milheto. Carpeta et al. (2006) chamam a aten¢do para o fato de
que a freqiiéncia dessas alteracdes na mitose é maior em baixas concentragdes de
colchicina do que em altas concentracdes, quando ambas sdo aplicadas em
tempos de exposi¢do curtos. O uso de uma concentragdo um pouco maior de
colchicina (ao redor de 0,2%), em tempos de exposi¢do curtos (2 a 6 horas),
pode ser uma estratégia til nos futuros experimentos de indug@o de duplicagdo
cromossdmica nos hibridos de Pennisetum. Espera-se, com esses tratamentos,
que um maior nimero de células sofra poliploidizacdo e consiga retornar a
intérfase sem os efeitos aneuploidizantes e toxicos associados a colchicina.

A observacdo desses efeitos da colchicina sobre as células,
provavelmente, € a explicacdo para o surgimento de células com variagdo no

nimero cromossdmico e para os resultados de Abreu et al. (2006) e de Barbosa
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et al. (2007), que encontraram variacdes numéricas em metiafases (14 a 42
cromossomos). Tal variacdo surge no momento de exposicdo a colchicina,
tornando a planta resultante do experimento uma quimera de células contendo
aneuploidias.

Alguns trabalhos tém demonstrado a relacdo entre o tamanho dos
micronucleos com a quantidade de DNA eliminada pela célula e transportada
pelos microntcleos (Carpeta et al., 2006; Germand et al., 2005). Schoenlein et
al. (2003), analisando os tamanhos de microntcleos induzidos por radiagcdo e
colchicina, constaram que os microntdcleos induzidos por colchicina eram 8,78
vezes maiores do que os induzidos por radiacdo. A explicagdo é que a colchicina
¢ responsdvel, devido ao seu efeito aneuploidizante, pela eliminacdo de
cromossomos inteiros, enquanto que a radiacdo que induz quebras de DNA leva
a eliminacdo de fragmentos menores.

Diante dessa teoria, os micronucleos observados neste trabalho, durante
o desenvolvimento dos embrides triploides, deveriam ser menores do que 0s
observados pelo efeito da colchicina sobre as células. A anélise de didmetro de
23 micronucleos observados nos embrides tripldides e de 19 microntcleos
observados apds tratamento com colchicina confirma esta teoria. A relacdo de
tamanho, considerando a média em ambas as situacdes, ¢ de 12,31 vezes
(tamanho médio dos microntcleos por exposi¢do a colchicina/tamanho médio
dos microntcleos nos embrides tripléides). Essas observacdes suportam a teoria
de que seqiiéncias menores sdo eliminadas nos embrides e cromossomos inteiros
s@o eliminados devido ao efeito aneuploidizante da colchicina.

Os resultados aqui apresentados auxiliam no entendimento das
modificagdes gendmicas associadas aos eventos de hibridagdo e poliploidiza¢ao
em hibridos de capim-elefante e milheto. O entendimento dessas alteragdes visa,
futuramente, melhorar os protocolos de indu¢do de poliploidia nesses hibridos,
procurando-se eficiéncia em larga-escala para a obtencdo de plantas uteis ao

melhoramento.
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4 CONCLUSOES

- Eliminacdo de seqiiéncias de DNA com diminuicdo da quantidade de DNA
acontece durante os primeiros estigios de desenvolvimento embriondrio
tripléide, apds a hibridacio entre o capim-elefante e o milheto.

- A colchicina exibe um efeito aneuplodizante sobre as células dos explantes
tripldides tratados durante os experimentos de inducdo de duplicagdo
cromossOmica. Este efeito parece estar associado, mais tarde, a observagdo de
um grande nimero de células com varia¢ido no nimero cromossdmico observado

nas plantas recuperadas dos experimentos.
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CAPITULO 5

ANALISE DE POLEN EM Pennisetum POR CITOMETRIA DE
FLUXO
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RESUMO

CAMPOS, José Marcello Salabert. Andlise de pdlen em Pennisetum por
citometria de fluxo. In: . Obtencao de hibridos hexapldides e analise
genomica em Pennisetum sp. por citometria de fluxo. 2007. Cap.5, p.103-115.
Tese (Doutorado em Agronomia/Genética e Melhoramento de Plantas) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Um método simples e confidvel foi desenvolvido para isolamento de
nucleos de polens de Pennisetum purpureum, Pennisetum glaucum e seus
hibridos hexapldides para andlise de DNA por citometria de fluxo. Os ntcleos
foram isolados dos polens por macerag@o direta ou tratamento ultrasénico. Os
nucleos isolados e posteriormente filtrados em uma tela de ndilon foram tteis
para andlise por citometria de fluxo. Os tratamentos ultra-sdnicos foram
otimizados e o método € eficiente para a preparacio de muitas amostras.
Somente o pico 1C, representando células hapléides, foi detectado a partir dos
nicleos isolados de Pennisetum purpureum e Pennisetum glaucum. No hibrido
hexapléide, variacio no contenido de DNA dos nicleos foi observada,
sugerindo instabilidade meidtica.

Comité Orientador: Lisete Chamma Davide (Orientadora) — UFLA; Antdnio
Vander Pereira — Embrapa Gado de Leite.
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ABSTRACT

CAMPOS, José Marcello Salabert. Pollen analysis in Pennisetum by flow
cytometry. In: . Hexaploids hybrids obtaining and genomic analysis in
Pennisetum sp. by flow cytometry. 2007. Chap.5, p.102-114. Thesis (Doctor
of Science in Agronomy/Genetics and Plant Breeding) — Universidade Federal
de Lavras, Lavras, MG.*

A simple and reliable method was developed for isolating pollen nuclei
from Pennisetum purpureum, ennisetum glaucum and their hexaploid hybrids for
DNA analysis using flow cytometry. The nuclei were released from pollen by
directly chopping or ultrasonic treatments. The isolated nuclei folowing filtration
through nylon mesh were suitable for flow cytometric analisys. Ultrasonic
treatment was optimized and the method is effective and suitable for the
preparation of many samples. Only a single 1C peak representing the haploid
DNA level was detected in nuclei isolated from Pennisetum purpureum and
Pennisetum glaucum. In the hexaploid hybrid, the DNA content variation of
nuclei was observed, suggesting meiotic instability.

Guidance Committee: Lisete Chamma Davide (Major Professor) — UFLA;
Antdnio Vander Pereira — Embrapa Gado de Leite
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1 INTRODUCAO

A anidlise de quantidade de DNA nuclear por citometria de fluxo tem
sido usada com vérias aplicagGes em plantas, entre elas a diferenciacio de niveis
de ploidia e a comparacdo de tamanhos de genoma (Galbraith 1990). Um pré-
requisito para o sucesso da técnica € o isolamento de nicleos intactos a partir dos
tecidos vegetais analisados (Dolezel, 1997). O método mais comum utilizado
para liberacdo dos nicleos € a tritura¢do dos tecidos em um tampao de lise e os
tecidos mais utilizados sdo folhas e raizes (Pan et al., 2004).

Poucos trabalhos descrevem a avaliacdo por citometria de fluxo de
nucleos isolados a partir de grdo de pélen. Em trabalhos anteriores, em que o
contetido de DNA nuclear foi determinado por citometria de fluxo, os nicleos
foram isolados dos grdos de pdlen por maceracido direta, em lirio, milho e
Dendranthema gradiflora (Bino et al. 1990), Nicotiana sylvestris (Paepe et al.
1990) e Cupressus dupreziana (Pichot & Maataoui 2000). Outros trabalhos t€m
utilizado choques osmoéticos em tampdes hipotdnicos para a liberagdo dos
nicleos (Russel 1986; Dupuis et al. 1987; Zhou 1988). Pan et al. (2004)
utilizaram tratamentos ultra-sOnicos para a liberagdo dos nudcleos de graos de
pélen de Brassica napus.

Em Pennisetum, a avaliacdo de quantidade de DNA de grios de pdlen
pode ser util na avaliacdo de estabilidade meidtica de hibridos obtidos em
programas de melhoramento. Neste capitulo, avaliam-se a eficiéncia de duas
metodologias para isolamento de niicleos de pdlen em Pennisetum e a andlise de

quantidade de DNA por citometria de fluxo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e coleta de pélen

As inflorescéncias foram coletadas em duas plantas do BAG-64 (capim-
elefante), uma planta do M-64 (milheto) e uma planta hibrida entre capim-
elefante e milheto, identificada como hexapléide pela citometria de fluxo (planta
oriunda dos experimentos apresentados no capitulo 3, cruzamento 91/25-5 x M-
31). Essas plantas sdao mantidas no campo experimental do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG. As anteras foram
dissecadas em lamina na presenca do tampdo de extracdo de nicleos para
citometria de fluxo, LBO1 (Dolezel, 1997). A solucdo de polens foi coletada
com auxilio de uma seringa e transferida para um microtubo. Para a liberagdo
dos nucleos dois métodos, foram testados:

- Maceragdo mecanica dos graos de pdlen em tampao LBOI;
- Tratamento ultrasdnico — os tratamentos consistiram de pulsos de 30 segundos,
separados por pausas de 5 segundos (por 5 minutos ou 10 minutos).

Para cada planta, foi preparada uma dnica amostra de polens, que foi
subdividida, apés homogeneizacdo, em nove aliquotas que foram analisadas
pelos dois métodos testados. O objetivo dessa homogeinizacdo foi padronizar a
quantidade de pdlen em todas as andlises, essencial para a comparacdo da
eficiéncia das técnicas para a liberagdo dos niicleos.

Os experimentos de preparo das amostras de grdos de pdlen foram
conduzidos no Laboratdrio de Genética da Universidade Federal de Juiz de Fora,

em Juiz de Fora, MG.

2.2 Analise por citometria de fluxo
Apbs os protocolos de liberagdo dos nucleos, as amostras foram filtradas

em uma malha de 50um. A suspensio nuclear foram adicionados 25uL de iodeto
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de propidio e 2,5uL de RNase. Para cada amostra, foram analisados pelo menos
10 mil nucleos, sendo quantificados o contetido de DNA e os tamanhos dos
nucleos analisados (andlise de FSC — Forward scatter). A andlise foi realizada
no citometro Facscalibur (Becton Dickinson), sendo os histogramas obtidos no
software Cell Quest e analisados no software WinMDI 2.8 (disponivel em
http://facs.scripps.edu/software.html). O contetido de DNA nuclear (pg) dos
polens foi estimado por comparacdo com a posicdo em relagdo ao pico GI1 de
Glycine max (utilizado neste caso, como padrio de referéncia “externo”), como

mostrado a seguir:

Amostra (planta)  Canal do pico
DNA 2C (pg) = Gl daamostra X Conteido de DNA padrio (2,50pg)
Canal do pico
G1 do padrao
Os experimentos de citometria de fluxo foram conduzidos nos

Laboratdrios de Genética e Imunologia da Universidade Federal de Juiz de Fora,

em Juiz de Fora, MG.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados para quantidade de nucleos obtidos pelos métodos
analisados por citometria de fluxo dos grdos de pdlen em Pennisetum sio
apresentados na Tabela 1.

As comparagdes entre os métodos devem ser realizadas dentro de cada
planta, uma vez que, entre plantas, ndo existe padronizacdo da quantidade de
polens. De modo geral, observa-se que, no tratamento ultra-sdnico por 10
minutos (pulsos de 30 segundos separados por pausas de 5 segundos), ocorre
maior liberacdo de nicleos (em médias de 4.333 e 4.847 nucleos. para as plantas
1 e 2 do BAG 64; 6.254 nucleos para a planta do M 64 e 3.493 niicleos para a
planta hexapléide). O método de maceragdo mecéanica ndo apresentou grande
eficiéncia, com poucos nucleos liberados. Os resultados de quantificacdo de
DNA para os nucleos dos grios de pdélen sdo mostrados na Tabela 2.

Para as plantas do BAG 64 e do M 64, os métodos empregados nao
interferem na estimativa da quantidade de DNA, ndo havendo diferenca
estatistica entre as estimativas (Tabela 2). Para a planta hexapldide, a andlise
estatistica ndo foi realizada, uma vez que existe ampla variacdo nas estimativas
de quantidade de DNA entre os griaos de pdlen, provavelmente pela existéncia de
instabilidade meidtica nesta planta. Exemplos de histogramas para as plantas 1
do BAG 64, para a planta do M 64 e para a planta hexapldide sdo mostrados na
Figura 1.

A andlise de FSC (Forward Scatter) revelou um tamanho uniforme para
os nicleos dos graos de pdlen, para as plantas de capim-elefante e milheto,

sendo os nucleos de milheto ligeiramente maiores (3,56% maiores).
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TABELA 1 Eficiéncia dos métodos testados (ntimero de nticleos obtidos a partir
dos graos de pdlen e analisados por citometria de fluxo)

BAG 64 (capim-elefante) M 64 Hexapldide
Método Amostra (Milheto)
Planta 1 Planta 2 Planta 1 Planta 1
Amostra 1 103 213 101 104
Maceragdo a2 156 367 56 54
mecanica
Amostra 3 231 231 49 38
Amostra 1 1256 2345 1654 2567
Ultrasom =\ ra 2 1457 2456 1654 2345
5 minutos
Amostra 3 1567 2654 1234 1476
Amostra 1 4321 3789 6543 3215
Ultrasom = @ ra 2 3789 5432 5432 3499
10 minutos
Amostra 3 4890 5321 6789 3765

TABELA 2 Quantidade de DNA (pg) para os nticleos obtidos de grios de polén

em Pennisetum

BAG 64 (capim-elefante) M 64 Hexapléide

Métodos Planta 1 Planta 2 Planta 1 Planta 1
Maceragdo 2,27pga 2,28pg a 2,37pga 3,23 —5,43pg
mecanica

Ultrasom 2,31pg a 2,26pg a 2,32pg a 2,91 -5,20pg
5 minutos

Ultrasom 2,30pg a 2,31pga 2,35pg a 2,89 -5,67pg
10 minutos

* Média das quantidades de DNA estimadas pelas trés amostras analisadas
* Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si

(Tukey, p < 0,05).

Para os nucleos dos grdos de pdlen da planta hexapléide, a variacdo de

tamanho € grande (existindo um coeficiente de variacio de 32,23%) (Figura 2).
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Os resultados demonstram que as plantas de capim-elefante e milheto
apresentam estabilidade meidtica, com polens normais (n), com quantidade de
DNA correspondendo a metade de uma célula somdtica (considerando a
quantidade de DNA 2n para capim-elefante de 4,54 e para milheto 4,75pg, dados
apresentados no capitulo 3). Nao foram detectados polens ndo reduzidos.

Para a planta hexapléide, a variagdo na quantidade de DNA foi grande,
com polens variando de 2,89 a 5,67pg. O valor esperado para polens normais de
uma planta hexapléide com estabilidade meidtica seria em torno de 4,60-4,70 pg
(correspondente a quantidade 3X de DNA). Valores abaixo e acima desse
esperado foram observados, sugerindo a formacdo de gametas aneupldides
devido a instabilidade meidtica.

Com este trabalho procurou-se padronizar uma metodologia para andlise
de nicleos de graos de pdlen de Pennisetum por citometria. As primeiras
tentativas com os protocolos padrdes de citometria que utilizam maceracio
mecanica n3o conduziram a bons resultados, pois poucos nicleos foram
isolados. Pan et al. (2004) relatam as dificuldades de obtencdo de nicleos de
Brassica napus por estes métodos, devido a parede espessa dos graos de polen.

Assim como no trabalho de Pan et al. (2004), os tratamentos ultra-
sonicos utilizados neste trabalho foram mais eficientes na obtencdo dos nicleos.
Pan et al. (2004) descrevem algumas vantagens desse método, como: (1) ¢ um
método simples, que ndo requer procedimentos manuais, como maceragao
mecénica para a obtencdo dos nucleos; (2) € um método reproduzivel, desde que
as condigdes de ultra-som possam ser controladas; (3) é um método eficiente
para o preparo de muitas amostras; (4) as preparacdes sdo livres de “debris” e os
histogramas apresentam baixos backgrounds. A otimizagdo desses protocolos
permitird, futuramente, a andlise dos grdos de pdlen das plantas hexapldides
produzidas via duplicagdo cromossdmica, como as plantas selecionadas e
discutidas no Capitulo 2. A identificacdo de plantas com meiose regular é o

objetivo principal dessas andlises.
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FIGURA 1 Histogramas de quantidade de DNA em grios de pdlen. (A) Planta
de capim-elefante do BAG 64; (B) planta de milheto do M 64; (C)
planta hexapldide. A linha tracejada representa a posicdo de 2,30 e
2,35pg e as linhas cheias os limites de 2,89 e 5,67 pg.
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FIGURA 2 Anélise de tamanho dos nicleos dos griaos de pdlen (eixo vertical).
(A) Planta de capim-elefante do BAG 64; (B) planta de milheto do
M 64; (C) planta hexapldide. As linhas tracejadas marcam a
variacdo no tamanho dos niicleos dos graos de pdlen (variacdo entre
parenteses). Note que os niucleos de milheto sdo ligeiramente
maiores.
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4 CONCLUSOES

- O tratamento ultra-s6nico, por 10 minutos, dos graos de pdlen foi eficiente para
a liberacdo dos nicleos e sua posterior andlise para a quantificacdo de DNA por

citometria de fluxo.
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