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RESUMO

FAJARDO, Cristiane Gouvéa. Estrutura de micleos interfasicos e distribuicao da
heterocromatina em Pennisetum sp. 2008. 46 p. Dissertagdo (Mestrado em
Genética e Melhoramento de Plantas) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,

*

MG.

Os bandeamentos cromossomicos tém sido utilizados na caracterizacao
dos genomas ¢ interagdes das espécies. Eles sdo de grande importancia para os
programas de melhoramento de plantas, visto que auxiliam na identificagdo de
racas e de variedades presentes nos seus bancos de germoplasmas. O presente
trabalho foi realizado com o objetivo de analisar os caracteres nucleares do
capim elefante (Pennisetum purpureum), do milheto (Pennisetum glaucum) e do
hibrido resultante deste cruzamento, bem como estabelecer o padrio de
distribuicdo da heterocromatina do capim elefante ¢ do milheto por meio da
técnica bandeamento-C. No capim elefante foram observados  nucleos
arreticulados e, para o milheto e o hibrido triploide, os nucleos se apresentaram
semi-reticulados. As maiores médias para as dimensdes nucleares como volume
nuclear, didmetro e raio foram obtidas para o milheto, seguido do hibrido
interespecifico e do capim elefante. A partir da técnica de bandeamento-C
verificaram-se bandas centroméricas em todos os cromossomos do capim
elefante, enquanto que no complemento cromossémico do milheto encontraram-
se bandas proximais e intersticiais ¢ menor propor¢do de heterocromatina
constitutiva.

" Comité de Orientagdo: Profa. Dra. Lisete Chamma Davide - UFLA (Orientadora) e
Antdnio Vander Pereira — Embrapa Gado de Leite.
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ABSTRACT

FAJARDO, Cristiane Gouvéa. Structure of interphasic nuclei and distribution of
heterochromatin of Pennisetum sp. 2008. 46 p. Dissertation (Master in Plant
Genetics and Breeding) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais,
Brazil."

Chromosome banding has been used in genome characterization and
species interaction which has great importance to plant breeding programs,
helping to identify races and varieties in germoplasm banks. The objective of
this work was to analyze nuclear characters and heterochromatin distribution
pattern of Pennisetum purpureum and Pennisetum glaucum using the C-banding
technique, interphasic nuclear classification and nuclear volume quantification.
Cultivars and the interspecific hybrid of P. glaucum and P. purpureum were
used. The interphasic nuclei were areticulate for elephantgrass and semi-
reticulate for pearl millet and the triploid hybrid. Cell dimensions such as nuclei
volume, diameter, and radius were measured. Pearl millet presented the biggest
average, followed by the triploide hybrid and elephantgrass. Using the C-
banding technique we could find centromeric bands in all elephantgrass
chromosomes and proximal and intersticial bands in pearl millet which has
presented lower proportion of constitutive heterochromatin.

" Guidance Committee: Dra. Lisete Chamma Davide - UFLA (Major Professor) and
Antdnio Vander Pereira — Embrapa Gado de Leite.
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1 INTRODUCAO

O bandeamento cromossomico ¢ definido como o uso de procedimentos
de coloragdo especial para induzir um padrao de diferencia¢do longitudinal no
cromossomo. Conseqiientemente, evidencia aspectos da organizagdo
cromossdmica e sua maior importancia esta relacionada a utilizagdo em estudos
citogenéticos e evolutivos.

A técnica de bandeamento-C, que normalmente evidencia regides de
heterocromatina constitutiva, ¢ uma ferramenta citogenética muito utilizada para
a caracterizagdo de espécies vegetais, proporcionando a identificacdo de
cromossomos homélogos ¢ de genomas.

A identificagdo dos genomas ¢ de interagdes das espécies ¢ de grande
importancia para os programas de melhoramento de plantas, visto que auxilia na
identificagdo de racas e de variedades presentes nos seus bancos de
germoplasmas.

A Embrapa Gado de Leite, localizada em Juiz de Fora, MG, possui um
banco ativo de germoplasma do capim elefante (BAGCE), com 110 acessos,
constituindo a maior colegdo de Pennisetum do Brasil. Uma das estratégias
utilizadas no melhoramento genético do capim elefante (Pennisetum purpureum,
2n=4x=28, genomas A’A’BB) ¢ a hibridacdo interespecifica com o milheto
(Pennisetum glaucum, 2n=2x=14, genomas AA).

A obtencao de hibridos entre essas duas espécies tem sido uma estratégia
de melhoramento comum e rotineiramente usada para a obtenc¢do de progénies
mais produtivas e de melhor qualidade nutricional. Essa hibridacdo resulta na
produgdo de um hibrido tripléide estéril, tornando necessaria a duplicagdo
cromossOmica para a restauragdo da fertilidade e viabilizacdo do uso da
combinagdo hibrida em programas de melhoramento. As tentativas de

duplicagdo cromossdmica tém resultado na produgdo tanto de plantas



hexaploides (Barbosa et al., 2007) como de mixoploides, devido a eliminagdo
cromossdmica (Abreu et al., 2006, Campos, 2007).

As plantas hexaploides constituem gendtipos promissores para o
desenvolvimento de cultivares propagadas por meio de sementes, em funcdo de
produzir as mesmas de tamanho maior e reunir caracteristicas forrageiras das
espécies parentais. J4 a eliminagdo de cromossomos de genomas parentais
reunidos no hibrido interespecifico duplicado abre a perspectiva de obtengdo de
linhas de adig@o ou substituicdo. Esses citdtipos aneuploides constituem material
biologico de grande interesse para a localizagdo e a manipulagdo de genes de
interesse, a obtencdo de haploides e a caracterizagdo da homologia entre os
genomas e do efeito de cada cromossomo no comportamento do complemento
total.

O estudo citogenético desses genotipos, com o uso de ferramentas que
possibilitem a identificagdo e a distingdo dos cromossomos dos genomas A, A’
e B, traria importantes subsidios para o entendimento das relacdes evolutivas
entre o capim elefante e o milheto e para o uso direto e indireto dos hibridos
interespecificos no programa de melhoramento do capim elefante.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar nucleos
interfasicos de capim elefante, do milheto ¢ do hibrido interespecifico, bem
como estabelecer o padrdo de banda-C em cromossomos metafasicos do capim

elefante e milheto.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos botianico-agrondmicos e importincia econdomica do género
Pennisetum

Pennisetum Rich. constitui um dos géneros mais importantes da familia
Poaceae. Atualmente, o género apresenta cinco se¢oes que foram delimitadas de
acordo com caracteres morfologicos. Segundo Brunken (1977), o género
Pennisetum encontra-se na se¢do Penicillaria.

Caracteriza-se por apresentar alta complexidade e heterogeneidade,
devido aos inimeros arranjos taxondmicos propostos, apresentando,
aproximadamente, 140 espécies que estdo distribuidas em uma ampla faixa
tropical do planeta (Brunken, 1977; Kativu & Mithen, 1987; Xavier, et al., 1995;
Jauhar & Hanna, 1998). Dentre as inimeras espécies, grande destaque tem sido
dado a Pennisetum glaucum (milheto) e a Pennisetum purpureum (capim
elefante), pela sua importancia econdmica.

Das duas espécies citadas anteriormente, P. glaucum (L.) R. Br.,
sinonimia de P. typhoides e P. americanum (Jauhar & Hanna, 1998), ¢
conhecido, popularmente, como milheto, pasto-italiano, capim-charuto e tiféide.
Apresenta caule ereto com folhas largas, inflorescéncia do tipo panicula densa,
cilindrica e terminal. Os frutos s3o cariopses, variando de globosos a
subcilindricos. E uma planta de ciclo anual, bianual ou perene, alogama,
apresenta habito de floragao protoginico e comportamento reprodutivo sexual ou
apomitico (Bonamigo, 1999; Remigereau et al., 2006).

O milheto ¢ uma das maiores diversidades morfoldgicas que ocorrem do
oeste ao sul da Africa. Possui centro de origem na regido do oeste Sudio até o
Senegal e foi domesticada, inicialmente, como cereal no sul do Sahara (Harlan,
1971). Como a selecdo foi efetuada por diferentes comunidades na sua

domesticacdo, isso contribuiu para a obtengdo de populacdes com ampla



variagdo. Sua expansdo para o oriente chegou até a India por volta de 2.000 anos
atras, alcancando a Europa no século XVI, sempre cultivada como grdo. No
século XVIII, a espécie chegou ao EUA e a Australia, utilizada como forrageira,
mas ainda com menor importancia que o sorgo. A partir dos anos 1970, passou a
despertar grande interesse devido ao seu valor nutricional, a facil produgdo de
sementes ¢ a capacidade de rebrota apos corte ou pastejo, tendo sido
desenvolvidas novas cultivares produtivas, principalmente na india, nos EUA e
na Australia (Bogdan, 1977).

O milheto ¢ considerado o sexto cereal mais consumido no mundo
(Cheik et al., 2006). Segundo Bonamigo (1999), a area ocupada com milheto no
Brasil esta proxima de 2,1 milhdes de ha.

O milheto destaca-se pela tolerancia a seca, uma vez que cresce em
regides com 200-600 mm anuais de chuva (Uprety & Austin, 1972). Além disso,
apresenta resisténcia a doengas, € tolerante a baixos niveis de fertilidade do solo
e tem boa produgdo de sementes ndo deiscentes (Barbosa, 2004). Apesar de estar
muito bem adaptado ao estresse hidrico, sobrevive bem em ambientes irrigados
(Gill, 1991).

O milheto contém baixo teor de acido hidrocidnico, é rico em proteinas,
fosforo, calcio e muitos outros minerais (Gupta, 1975; Pantulu & Rao, 1982;
Abreu, 2002). Todas essas caracteristicas fazem do milheto uma excelente
forrageira, til na produg@o de ragdes e forragem para animais. Além disso, pode
ainda ser utilizado para a alimentacdo humana (Paiva, 2006). Esse duplo
proposito se deve ao fato de seus graos serem usados na alimentagcdo humana e a
planta inteira ¢ utilizada como forragem. Os valores nutricionais do milheto sdo
semelhantes aos do trigo, do milho e do arroz, com uma superioridade em
relagdo ao conteudo mineral, principalmente de ferro e de calcio (Pantulu &
Rao, 1982).

Outra espécie de importdncia econémica ¢ o Pennisetum purpureum

Schumach, conhecido popularmente como capim elefante, capim-napier, pasto-
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gigante, capim-cana africana. E uma espécie perene, que apresenta plantas de
crescimento cespitoso, porte elevado, colmos eretos, cilindricos e cheios, folhas
largas e compridas, inflorescéncia primaria terminal do tipo panicula e
abundante langamento de perfilhos aéreos e basais (Passos et al., 1999).

O centro de origem ¢ diversidade do P. purpureum ¢ na Africa tropical,
onde ocorre naturalmente em vdarios paises, desde o Oeste de Guiné, até
Mocambique ¢ Quénia, no Leste Africano (Brunken, 1977). Nessas regioes, a
espécie cresce bem entre as latitudes de 10° Norte a 20° Sul, em altitudes
variando do nivel do mar até 2.200m, sob temperaturas médias de 18°C a 30°C ¢
precipitacdes de 800 a 4.000mm anuais (Rodrigues et al., 1975).

O capim elefante foi descoberto e divulgado como planta forrageira
pelo coronel Napier Springer, que o recomendou ao Departamento de
Agricultura da Rodésia (atual Zimbabwe), onde foi avaliado com sucesso por
volta de 1910, perpetuando, em uma das variedades, o nome Napier
(Maldonado, 1955). A sua introdug@o nas Américas ocorreu, inicialmente, nos
Estados Unidos pelo Departamento de Agricultura, em 1913 (Jauhar, 1981),
expandindo-se pelas Américas Central e do Sul. No Brasil, foram relatadas duas
introdu¢des. Uma foi no Rio Grande do Sul, com estacas trazidas dos Estados
Unidos, em 1920. Outra foi relatada em 1921, oriunda de Cuba para o estado de
Sdo Paulo (Faria, 1994). Posteriormente, se disseminou por todo o pais.

A espécie apresenta grande variagdo de tipos morfologicos entre
gendtipos, como Napier, Cameroon, Merker, Ando e Roxo, que foram utilizados
para agrupamento da variabilidade dentro da espécie (Pereira, 1992) e
selecionados como importantes.

O elevado potencial produtivo do capim elefante, associado as outras
caracteristicas forrageiras favoraveis, 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 (Sobrinho et al., 2005). Dessa forma, esta espécie é muito utilizada
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na alimentac¢do de bovinos, ovinos e caprinos. Possui, ainda, enorme potencial
para uso energético na fabricagdo de carvdo vegetal, bioodleo, biogds, energia
elétrica e paisagismo (Gémez, 2002; Timbo, 2007).

O hibrido, originado do cruzamento entre o capim elefante e o milheto, é
denominado PMN (do inglés pearl millet and napiergrass) e foi descrito, pela
primeira vez, em 1944, por Burton. Este hibrido assemelha-se mais ao capim
elefante, em fungdo da maior contribuigdo genética (genomas A’B), do que ao
milheto (genoma A).

Jahuar & Hanna (1998) consideram o hibrido entre capim elefante e
milheto de grande interesse econdmico por género por apresentar producdo e
qualidade forrageira superiores aos de seus genitores. Segundo Pereira et al.
(1999), os hibridos triploides tém demonstrado grande variabilidade para
caracteres de importancia forrageira. Alguns materiais foram selecionados e
apresentaram 23% de proteina bruta nas folhas, valor este superior a média de
16% encontrada para o capim elefante.

No entanto, essas duas espécies apresentam niveis de ploidia diferentes,
sendo, pois, o capim elefante, alotetraploide e o milheto, diploide. A hibridacao
entre estas espécies produz um hibrido tripléide com 2n = 3x = 21 cromossomos
e genomas AA’B, infértil. A principal causa da esterilidade do hibrido triploide é
o nimero de cromossomos ndo balanceado. Essa infertilidade do hibrido ¢ um
fator limitante aos programas de melhoramento, pois impede sua utilizagdo em
cruzamentos € sua propagagao por sementes.

A restauragdo da fertilidade do hibrido pode ser conseguida pela
duplicagdo do conjunto cromossdmico utilizando bloqueadores mitéticos,
produzindo um hibrido hexapléide com 2n = 6x = 42 cromossomos ¢ genomas
AAA’A’BB (Barbosa et al., 2007; Hanna & Dujardin, 1986; Hanna et al., 1984;
Hanna, 1981) que, segundo a literatura, apresentam meiose regular, levando a
producdo de sementes maiores e mais vigorosas. Esse procedimento

possibilitaria a propagacdo desses hibridos via semente e viabilizaria a expansao
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das areas cultivadas de capim elefante, trazendo consideraveis contribuigdes
para a pecuaria leiteira (Schanck, 1993).

Recentemente, foi produzida, pela empresa Matsuda, a primeira cultivar
de capim elefante propagada por sementes, denominada ‘Paraiso’. Essa cultivar
¢ um hibrido hexapléide que tem sido classificada erroneamente como uma nova
espécie Pennisetum hybridum (Reis, 2005). Paiva (2006) avaliou a meiose € a
viabilidade dos produtos meio6ticos de alguns hibridos hexapldides brasileiros e
americanos, inclusive a cultivar ‘Paraiso’, e verificou elevadas taxas de
anormalidades meiodticas, aliadas as baixas freqiiéncias de viabilidade do polen,
0 que ocasiona individuos com numeros cromossdémicos desbalanceados e

inférteis.

2.2 Citogenética do género Pennisetum sp.

Uma classificagdo genética realizada por Harlan & Wet, em 1971,
estabeleceu, para o género Pennisetum, conjuntos génicos primario, secundario e
terciario, com base na facilidade de introgressdo de germoplasmas selvagens nas
espécies cultivadas. O conjunto génico primario ¢ composto pelo milheto (P.
glaucum) e outras duas espécies diploides selvagens (P. mollissimum e P.
violaceum), que apresentam 2n = 2x = 14 cromossomos. A espécie P.
purpureum (capim elefante), com 2n = 4x = 28 cromossomos, representa o
segundo conjunto génico e, no terceiro, encontram-se as demais espécies de
Pennisetum, com x = 5, 7, 8 € 9 e nimeros cromossdmicos variando de 2n = 10
a 2n = 78. Dessa forma, verifica-se que o presente género constitui um grupo
heterogéneo, apresentando diferentes numeros basicos de cromossomos,
morfometria cromossdmica e gendmica variando de acordo com os niveis de
ploidia desde diploide até octapldide (Barbosa et al., 2003; Techio et al., 2006).

A maioria dos trabalhos, at¢é o momento, foi realizada utilizando
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metodologias citogenéticas convencionais. Poucos foram os estudos com o
género Pennisetum enfocando a citogenética molecular. Em P. squamulatum,
por exemplo, Goel et al. (2003) delinearam, por meio da FISH, uma regido
cromossdmica hemizigdtica associada com a formacdo de saco embrionario
aposporico. Em 2004, Akiyama et al. realizaram um mapeamento fisico de alta
resolu¢do em P. squamulatum, que revelou extensos heteromorfismos
cromossomicos em regides associadas com a apomixia.

Para a espécie citada anteriomente, foram realizados mapeamentos
fisicos comparativos, por meio da FISH, para regides gendmicas especificas em
plantas apomiticas (Goel et al. 2006). No mesmo ano, Akiyama et al. (2006)

utilizaram a FISH para identificar citotipos hexaploides e octapldides.

2.2.1 Citogenética de Pennisetum glaucum (L.) R. Br. e Pennisetum

purpureum (Schumach)

Rau (1929) relatou um nimero de 2n=2x=14 cromossomos para P.
glaucum. Posteriormente, Krishnaswamy et al. (1950) designaram a constitui¢ao
genOmica dessa espécie como AA (dipldide).

Segundo Pantulu (1968), o conjunto cromossémico do milheto ¢
composto por 4 pares metacéntricos e 3 pares submetacéntricos. De acordo com
Jauhar (1981), o cariétipo de P. glaucum ¢ classificado como simétrico, devido
ao maior cromossomo ser 1,5 vez mais extenso que o menor. Barbosa (2000)
também verificou uma morfologia similar no genoma, confirmando esta
classificacdo. Barbosa et al. (2003) observaram constri¢des secundarias nos
pares 1 e 7 nos bragos curtos. Estudos -cariotipicos sobre o milheto
(Krishnaswamy, 1962; Gill & Gupta, 1966, citados por Barbosa, 2000)
descrevem a presenga de cromossomos metacéntricos e submetacéntricos e dois

cromossomos com a constricdo secundaria. A localizacdo do satélite foi
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observada no brago curto do cromossomo maior ¢ no bragco longo do 14°
cromossomo do complemento.

A maioria dos estudos citogenéticos realizados para P. glaucum até o
momento se limita a estudos convencionais, sendo escassos trabalhos de
bandeamento e citogenética molecular. Em 1991, Prabakaran et al. realizaram
bandeamento fluorescente por quinacrina em P. americanum sinominia de P.
glaucum e verificaram cromocentros fortemente corados nas interfases e na
préfase. Na metafase, observaram bandas teloméricas e centroméricas e auséncia
de bandas intercalares. Verificaram também polimorfismo nos pares 1, 3, 4 ¢ 6.

A FISH (Hibridizagéo in situ fluorescente) foi utilizada por Kamm et al.
(1994) para estudar a organizacao fisica de seqii€ncias satélites do milheto com
o auxilio da sonda Haelll (mondémero rico em AT), observando-se que estas
ocupam 55% do genoma. Essas regides estdo localizadas, preferencialmente, nos
centrdmeros dos 14 cromossomos.

Pennisetum purpureum ¢é um alotetraploide com 2n = 4x = 28, tendo o
numero basico x = 7 e genomas A’A’BB, e comporta-se como dipléide normal
(Jauhar, 1981; Jauhar & Hanna, 1998; Krishnaswamy & Raman, 1954; Martel et
al., 1996; Techio, 2002).

Segundo Jauhar (1981), o caridtipo do capim elefante ¢ constituido por
cromossomos metacéntricos, submetacéntricos e um acrocéntrico. E classificado
como assimétrico sendo o primeiro cromossomo 2,7 vezes maior que o ultimo,
com dois pares apresentando regides organizadoras de nucléolo no par 1
(Pantulu & Venkateswarlu, 1968). Barbosa et al. (2003) identificaram, no capim
elefante, apenas cromossomos metacéntricos ¢ confirmaram a presenca de
satélite no maior cromossomo do conjunto. Manara (1973) observou que, em
todos os cromossomos, os centromeros mostraram-se flanqueados por regides
coradas. Em sete pares, observaram knobs no brago longo. Esta ¢ a principal
caracteristica pela qual os autores diferiram os 7 pares do P. glaucum. A

presenga destes knobs, entretanto, ndo ¢ uniforme em todas as populagdes. A
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diferenga entre os comprimentos relativos dos cromossomos maior ¢ menor dos
acessos avaliados por Manara (1973) e Barbosa et al. (2003) ¢ idéntica, isto &,

2:1, para os acessos estudados.

A meiose no capim elefante caracteriza-se pela presenga de bivalentes na
diacinese e metafase I (Jauhar, 1981), que parece ser assegurada, segundo
Techio (2002), pela presenca de mecanismo supressores do pareamento
homéologos, semelhante ao identificado no trigo por Sears (1976). Durante a
diacinese, a finalizacdo dos quiasmas ¢ muito rapida. Normalmente, os maiores
bivalentes possuem dois quiasmas por bivalente e com freqiiéncia de 0,68, ¢ os

menores apresentam apenas um quiasma, com freqiiéncia de 18,9 (Jauhar, 1981).

2.2.2 Hibridos entre P. glaucum x P. purpureum

Os programas de melhoramento de forrageiras utilizam estratégias de
hibridagdo interespecifica entre o milheto (2n = 2x = 14) com genoma AA, e o
capim elefante (2n = 4x = 28) com a constituicdo A’A’BB. Essa metodologia ¢
recomendada por promover melhoria da qualidade da forrageira (Hanna, 1999).
Conseqiientemente, o cruzamento resulta em um hibrido interespecifico triploide
(2n = 3x = 21) com genomas AA’B e estéril. Por meio desta combinagéo
genética, ¢ possivel reunir, nos hibridos, caracteristicas de interesse forrageiro
do milheto e do capim elefante (Schank et al., 1993).

De acordo com Burton (1942), a maior parte dos cromossomos das duas
espécies ¢ perfeitamente distinguivel na placa equatorial em fungdo do tamanho
dos cromossomos, pois 0s cincos primeiros cromossomos de P. glaucum sdo de
maior tamanho que os de P. purpureum.

Para hibridos triploides obtidos pela Embrapa Gado de Leite, Coronel
Pacheco, MG, Barbosa et al. (2002) verificaram, em relacdo ao comprimento

relativo, que o maior cromossomo chega a ser 2,6 vezes maior que o menor
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cromossomo. Para estes autores, a contribuicdo do gendtipo do capim elefante,
em termos de quantidade de DNA, determinada com base no comprimento do
lote haploide (CTLH), ¢é similar aquela fornecida pelo milheto. Esses resultados
confirmam aqueles obtidos por Martel et al. (1997) e Campos (2007), que
observaram, por citometria de fluxo, que o tamanho dos genomas do milheto e o
do capim elefante sao semelhantes. Para o hibrido tripléide entre as duas
espécies, Campos (2007) obteve valor intermediario para conteido de DNA.

Na meiose dos hibridos triploides com 21 cromossomos, podem-se
observar 7 bivalentes ¢ 7 univalentes. A formac¢do dos bivalentes ¢é atribuida ao
pareamento dos cromossomos do genoma A’ do capim elefante e A do milheto,
enquanto os sete univalentes pertencem ao genoma B do capim elefante
(Krishnaswamy & Raman, 1954).

A analise do paquiteno por Pantulu (1967) identificou que os
cromossomos 6 ¢ 7 do milheto t€m homologia com os cromossomos 8 ¢ 14 do
capim elefante, e os cromossomos 1 a 5 do milheto apresentam homologia com
os mesmos cromossomos do capim elefante, respectivamente. Irregularidades
meidticas foram descritas para os hibridos triploides. Sethi et al. (1970)
observaram a presencga de meidcitos, mostrando configuragdes de 41 + 711 + 1111
e 131 + 411, resultando em baixa viabilidade dos grdos de pdlen.

Techio et al. (2006) verificaram ocorréncia de anormalidades desde as
fases iniciais até a formagdo dos produtos meidticos em trés gendtipos de
hibridos triploides entre capim elefante e milheto. Entre as anormalidades
observadas, encontram-se formagdo de univalentes e multivalentes, ascensdo
precoce de cromossomos tanto na primeira divisdo meidtica quanto na segunda,
segregacdo irregular, pontes simples e multiplas, cromossomos pegajosos,
formacao de células com tamanhos desiguais, citomixia, fuso anormal, células
binucleadas e formacao de micronticleos.

A condicao triploide deste hibrido € apontada, por varios autores (Jauhar

1981; Sree Rangasamy, 1972; Techio et al., 2006), como a causa das
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anormalidades e de conseqiiente infertilidade, pois resulta na formagdo de
univalentes, as quais levam a segregacao irregular, induzindo a perda de material
genético e originando gametas aneuploides.

A esterilidade é um limitador do emprego de hibridos tripldides nos
programas de melhoramento, pois impossibilita a obtencdo de sementes para a
implantagdo de pastagens economicamente viaveis (Pereira et al., 2001). A
restauracdo da fertilidade pode ser alcangada utilizando-se ferramentas
citogenéticas, com a obten¢do de materiais com o nimero cromossomico
duplicado via exposicdo a agentes antimitdticos (Barbosa et al., 2007). Com a
duplicagdo, 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
tripldides e hexaploides induzidos via duplicagdo cromossdmica. A instabilidade
genética e gendmica comumente associada aos processos de hibridacdo
interespecifica e poliploidizacdo constitui um entrave para os programas de
melhoramento, pois pode estar associada a problemas de desenvolvimento e a
instabilidade meiotica, com conseqiiéncias para a producdo de sementes viaveis
(Comai, 2000).

Glidenhuys & Brix (1961) descrevem que esses hibridos hexaploides
demonstram instabilidade no nimero cromossdmico somatico, apresentando
variagdo de 36 a 42 cromossomos ¢ com 2n = 6x = 42 ocorrendo mais
freqlientemente. Os autores atribuem essa variagdo no nimero cromossomico a
um controle genético.

Quanto a origem, os hibridos hexapldides podem ser obtidos a partir da
hibridagdo interespecifica, seguida de poliploidizagdo induzida, estando o
homem, neste caso, conduzindo a evolugdo das plantas a seu favor. Segundo
Abreu (2002), a indugdo de poliploidia ndo ¢ tarefa facil, pois as metodologias
variam muito, principalmente com relacdo aos tipos e aos tempos de acdo dos

indutores, as concentragdes e aos tecidos alvos, buscando sempre maior
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eficiéncia do tratamento. Porém, uma vez conseguida a poliploidizacdo, a
freqiiéncia de plantas mixopldides é grande e a de poliploides estaveis é muito
pequena.

Varios autores, citados por Jauhar (1981), descreveram que o hibrido
hexaploide tem maior semelhanca com o capim elefante, devido a uma maior
contribuicdo gendmica deste ¢ a dominancia do genoma B sobre o genoma A.
Comentam também que os genomas A de P. glaucum e A" de P. purpureum sio
similares no contetdo génico. Estes, no hexaploide, tém um efeito de quatro
genomas A, embora a maior semelhanca do hexaploide ao P. purpureum
demonstre que os genomas B exercem dominancia em relagdo ao genoma A e
A’ e que, provavelmente, este genoma seria o responsavel pela semelhanga
fenotipica entre o capim elefante e o hibrido hexapléide.

Krishnaswamy & Raman (1954) consideram o genoma B dominante,
pois, alterando-se a propor¢do do genoma B dominante do genoma A em relagdo
ao genoma B de 2:1 para 5:1, a manifestagdo fenotipica do genoma B ¢ maior
que a dos genomas A combinados. Nos hibridos com constituicdo genomica
AAAAA’B, por exemplo, a unica dose do genoma B faz com que este se
assemelhe mais ao P. purpureum. Isso indica que o genoma foi dominante ou,

talvez, epistatico sobre as cinco doses do genoma A.

2.3 Caracterizacao de Genomas por Métodos de Bandeamento-C

Os padrdes diferenciais de bandeamento dos cromossomos, geralmente
observados em regides especificas, foram inicialmente desenvolvidos para
analises de cromossomos humanos. Essas técnicas correspondem a variagdes nas
propriedades de coloragdo dos cromossomos causadas por tratamentos quimicos,
pelo frio ou por especificidade de interagdo do corante utilizado. Tal

procedimento permite a identificacdo de cada par de homologos, por meio da
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observagdo de bandas (Fukui & Nakayama, 1996).

Segundo Guerra (1988), o bandeamento tem favorecido a analise
cariotipica de varias espécies, permitindo a comparagdo dos cromossomos
dentro e entre espécies do mesmo género, sendo importante na identificagdo de
hibridos interespecificos e dos cromossomos de cada espécie, na identificagdo
dos homologos correspondente ao par e na deteccdo das variagdes estruturais.
Em estudos evolutivos, favorece a observagdo de transformagdes que ocorrem
em grupos de espécies proximas que apresentam caridtipos semelhantes.

Existem vérias técnicas de bandeamento muito informativas em
citogenética vegetal, entre elas o bandeamento-C e a coloragdo com os
fluorocromos CMA e DAPI, que identificam regides de heterocromatina
(Sumner, 1990). A heterocromatina constitutiva tem sido bastante empregada
para a identificagdo de cromossomos a partir da técnica de bandeamento-C.

O Bandeamento-C possibilita uma analise mais minuciosa do cariotipo,
uma vez que cora diferencialmente regides especificas dos cromossomos,
permite a analise da heterocromatina constitutiva revelando regides
heterocromaticas com replicagdo tardia e DNA satélite (Baumann, 1971;
Sumner, 1990). As regides heterocromaticas podem ser ricas em GC ou AT
(Sumner, 1990). Entretanto, o padrao de banda-C nem sempre é constante
podendo variar de acordo com a técnica utilizada, revelando padrbes de
bandeamento divergentes (Pedrosa, 2000).

Na familia Poaceae existem muitos relatos quanto ao padrdo de
distribui¢dao de banda-C. De acordo com a revisdo realizada por Guerra (2000),
em cromossomos medianos de tamanho intermediario com 3 a Sum, como os de
Milium effusum (2n = 28), foram observadas 44 bandas teloméricas ¢ 10
proximais (Bennett & Thomas, 1991); em Zea mays (2n = 20), foram observadas
8 bandas teloméricas e 20 intersticiais (Aguiar-Perecin & Vosa, 1985) e em
Zingeria biebersteiniana (2n = 4), foram observadas 8 bandas teloméricas, 10

intersticiais e 4 proximais (Bennett et al., 1995). Em cromossomos grandes de
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comprimento superior a Sum, como os de Dasypyrum villosum (2n = 14), foram
observadas 26 bandas teloméricas, 26 intersticiais e 14 proximais (Pignone et al.
1995); em Festuca rubra (2n = 42), foram observadas 70 bandas teloméricas
(Bailey & Stace ,1992); em Hordeum vulgare (2n = 14), foram observadas 20
bandas teloméricas e 62 intersticiais (Kakeda et al., 1991); em Phleum
commutatum (2n = 14), foram observadas 14 bandas proximais e 2 intercalares
(Kula et al., 2006); em Secale cereal (2n = 14), foram observadas 28 bandas
teloméricas e 40 intersticiais e 14 proximais (Mukai et al., 1992) e em Triticum
longissimum (2n = 14), foram observadas 28 teloméricas, 92 intersticiais e 14
proximais (Friebe et al., 1993). Dessa forma, Guerra (2000) verificou que a
distribuicao de heterocromatina constitutiva nao € inteiramente ao acaso e pode
ser encontrada preferencialmente em determinadas regides. O autor constatou
ainda um paralelo entre o posicionamento das bandas e o tamanho dos
cromossomos. Em geral, cromossomos pequenos apresentam, com maior
freqiiéncia, banda-C proximais; com o aumento do tamanho dos cromossomos,
esta freqliéncia reduz-se.

O bandeamento-C pode auxiliar na identificagdo de parentais de
hibridos. A partir do padrdo de bandas em alguns genotipos tetraploides de
Medicago, Bauchan & Hossain (1997) estabeleceram que estes materiais eram
hibridos formados pelo cruzamento de duas subespécies de Medicago sativa.
Dessa forma, verificaram que alguns tetraploides neste género apresentam um
genoma com bandas-C centroméricas e teloméricas, que sdo padrdes observados
nas subespécies diploides Medicago sativa caeruela e Medicago sativa falcata,
respectivamente.

Varios autores especulam que polimorfismos cromossémicos podem
estar relacionados com o fenétipo de alguns vegetais (Vosa, 1974; Weimarck,
1975; Lelley et al., 1978; Sumner, 1990). Heneen & Brismar (1987), por
exemplo, observaram que linhagens de trigo com blocos heterocromaticos

terminais apresentavam graos maiores do que linhagens cujos cromossomos nao
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apresentam heterocromatina terminal. Rayburn et al. (1985) observaram, a partir
do padrio de bandeamento-C, que linhagens de milho obtidas de regides
geograficas distintas apresentam quantidades diferentes heterocromatina. As
linhagens, quando submetidas a tratamentos de cultivo que apresentavam um
ciclo celular mais rapido, levaram as plantas a um desenvolvimento precoce.
Lauresen & Seberg (2001) verificaram padrdes de bandas muito
divergentes entre 4 acessos de Elymus scabrifolius por meio do bandeamento C.
Em 2004, Bildanova et al., analisando a banda C em hibridos de cevada X trigo
obtidos por meio de retrocruzamentos sucessivos, observaram que estes
possuiam regides heterocromaticas de Triticum aestivum e infimas regides
convergentes com H. vulgare. Tuna et al. (2006) caracterizaram duas espécies
Bromus com 2n = 2x= 14 por bandeamento-C. Os autores relataram, para
Bromus variegates, bandas teloméricas em ambos os bragos de 5 pares
cromossdmicos e, em Bromus erectus, verificaram, em 4 pares, bandas

pequenas teloméricas nos bragos longos.

2.4 Caracterizacao de nucleos interfasicos e volume nuclear.

Heizt (1932) conceitua os dois componentes no nucleo interfasico, que
seriam a cromatina difusa (eucromatina) ¢ os cromocentros (heterocromatina).
No entanto, em varias espécies, a eucromatina se apresenta condensada de tal
forma que pode constituir grandes blocos irregulares de cromatina condensada,
dando origem a cromocentros eucromaticos ou se associando aos cromocentros
heterocromatico, proporcionando-lhes um aspecto mais irregular. Nos nucleos
meristematicos de algumas espécies, a eucromatina pode também definir um
gradiente de condensagdo de um podlo ao outro do nucleo, havendo maior
concentragdo da cromatina no pélo onde se encontram os centromeros € menor

no polo telomérico.
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A partir da propor¢do e da distribuicdo da heterocromatina, é possivel
classificar os nucleos interfasicos. A estrutura desses tipos nucleares ¢
ligeiramente variavel entre diferentes tecidos da planta. Em geral, pode-se
considerar que a estrutura do nucleo interfasico é constante dentro de uma
espécie, mas pode variar dentro de um género ou em categorias taxondmicas
superiores (Guerra, 1983).

A familia Rutaceae oferece grande diversidade genética e, apesar deste
polimorfismo, ndo foram encontradas diferengas significativas quanto a
classificacdo dos nucleos (Guerra, 1984). O mesmo ocorre nas espécies das
familias Orchidaceae (Tanaka, 1971), Myrtaceae (Moussel, 1965), Annonaceae,
Lauraceae e Magnoliaceae (Okada, 1975). Relatos sobre a classificagdo de
nucleos interfasicos na familia Poaceae sdo infimos e, no género Pennisetum, ¢é
inexistente até o momento.

A existéncia de divergéncias no tipo de nucleo ¢ atribuida a reducdo do
volume nuclear ou a variagdo do contetido de DNA, com conseqiiente variagdo
na densidade do reticulo cromatinico. Neste caso, a poliploidia, comum em
muitos tecidos em plantas mais derivadas, desempenha papel primordial. Guerra
(1985) verificou diferentes niveis de ploidia nos nucleos de raiz do poliploide
Epidendrum sp. Embora o tamanho dos cromocentros ¢ a densidade da
cromatina difusa possam sofrer alguma modifica¢do, na maioria dos casos, ¢
evidente ainda uma constancia do tipo nuclear.

Segundo Vichiato et al. (2007), uma das principais caracteristicas das
plantas polipldides é, provavelmente, conseqiientes aumento de dosagem génica.
O efeito morfofisiologico imediato da poliploidizagdao ¢ o aumento do tamanho
das células, devido ao maior volume nuclear para acomodar todo o material
genético e, em muitos casos, o aumento do volume ¢ verificado com o aumento
do tamanho dos 6rgdos (Mondim & Neto, 2006).

A poliploidia poder vir acompanhada com a elevagdo do teor de DNA,

ou seja, valor-C, nos nucleos. Segundo Nagl (1978), este aumento pode
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apresentar alteragdes drasticas na estrutura cromatinica. Exemplos disso sdo
encontrados em células com atividade de transcrigdo intensa, como as antipodas
do saco embrionario, as células do tapete da antera ou as células do tecido
suspensor do embrido. Este mesmo autor, trabalhando com Skimmia japonica,
notou diferengas quanto ao nivel de ploidia e transcricdo ativa em ntcleos
dipldides da antera, quando comparado com células do tapete com a estrutura da
cromatina modificada

Modificagdo na estrutura nuclear é, ainda, comumente encontrada em
nucleos que sofrem forte redugdo de seu volume, aumentando,
conseqiientemente, a densidade da cromatina. Estas alteracdes foram
evidenciadas em nucleos densamente condensados das camadas externa da raiz

de Santolina rosmarinifolia (Guerra, 1985).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material genético

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Citogenética do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA) ¢ o
material bioldgico utilizado foi cedido pelo programa de melhoramento de
forrageiras da Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG. Foram avaliados dois
gendtipos de capim elefante Merkeron Pinda (BAG 19) e CNPGL 91F2-5 e dois
de milheto (M41 e M62). Para as analises do nucleo interfasico, foram incluidos
dois hibridos triploides resultantes dos cruzamentos entre esses parentais

CNPGL HT (Merkeron Pinda x M41) e CNPGL HT (CNPGL 91F2-5 x M62).

3.2 Classificacao de nucleos interfasicos

Para a classificacdo dos nucleos interfasicos, foram avaliados 100
nucleos por genodtipo, utilizando-se a nomenclatura proposta por Guerra (1987),
como segue:

1-Arreticulado

- Reticulo cromatinico invisivel ou fracamente corado.

- Cromocentros bem delineados.

- Eucromatina condensada praticamente ausente.

1.1 A.simples - Cromocentro com forma regular.

1.2 A. composto - Cromocentro com forma irregular.

2-Semi-reticulado

- Cromocentros simples ou ocasionalmente fundidos.

19



- Quantidade variavel de eucromatina condensada.

2.1 S. M. Reticulo fracamente corado - Cromocentro com forma
regular, raramente mostrado prolongagdes de eucromatina condensada.

2.2 S. M. Reticulo medianamente corado — Cromocentros com
densidade muito variavel e com forma geralmente irregular.

2.3 S. M. Reticulo profundamente corado

2.3.1 Tamanho médio, freqiientemente compostos ¢ cromocentros de
forma irregular.

2.3.2 Compostos, grandes ¢ com cromocentros com forma irregular —
reticulo cromatinico levemente polarizado.

2.3.3 Simples, cromocentros pequenos € numeros. Aparéncia
geralmente granular e cromatina homogeneamente distribuida.

3- Reticulado

Reticulo cromatinico intensamente corado, cromocentros pequenos, de

dificil visualizagdo. Cromatina polarizada.

3.3 Volume nuclear

Para a estimativa do volume nuclear (VNI) foram analisadas dez laminas
por genotipo e, para cada lamina, dez nucleos tomados em campos aleatorios,
totalizando 100 nucleos avaliados por taxon estudado. Para cada nucleo foram
tomadas duas medidas de diametro, sendo a média das mesmas utilizada para
estimar o didmetro médio e o raio final. Para o calculo do volume nuclear,
utilizou-se a seguinte formula: 4/3zmr’, sendo o ‘r’ o raio do nucleo para o
calculo do volume (Das & Mallick, 1993).

34 Analise Estatistica

Os dados originais para raio, didmetro e volume nuclear foram
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transformados para logaritmo, visando obter distribui¢do normal e possibilitar a
realizacdo da analise de varidncia. A adaptagdo dos dados transformados a
distribuicdo normal foi avaliada pelo teste Q-Q plot, segundo Johnson &
Wichern (1988).

As analises de variancia (ANAVA) para raio, didmetro e volume nuclear
dos genotipos de Pennisetum sp. foram realizadas considerando o delineamento
inteiramente ao acaso (DIC), com auxilio do Programa GENES, da Universidade
Federal de Vigosa (UFV). As médias foram agrupadas pelo teste de Scott Knott
(1974), a 5% de significancia.

3.5 Analise Citogenética

As analises citogenéticas dos acessos de capim elefante e milheto foram
realizadas em meristemas de raizes obtidas a partir do enraizamento de estacas e
germinacgdo de sementes. As raizes foram tratadas segundo protocolo de Barbosa
(2007) com modificagdes. As raizes foram submetidas a uma solucdo de
ciclohexamida 25 mg/L e hidroxiquinoleina 300 mg/L (1:1) por 2h 20min. Em
seguida, o material foi fixado em metanol: acido acético (P.A.) 3:1 por um
periodo minimo de 24h a -20 °C. Posteriormente, foram realizadas lavagens em
agua corrente por 15 minutos ¢ em agua destilada por 15 minutos, realizando
trocas sucessivas de 5 em 5 minutos, prosseguindo com a macera¢do enzimatica.
Para a digestdo enzimatica utilizou-se solucao de Pectinase/Celulase (40% /4%,
respectivamente) (Sigma™) incubada em banho-maria a 37 °C. Posteriormente
as raizes foram lavadas e acondicionadas em fixador a -10 °C, por no minimo 24
horas.

A montagem das ladminas foi realizada por meio da técnica de
dissocia¢ao celular, com secagem ao ar segundo Carvalho (1995) e para a

coloragdo foi utilizada solugdo de Giemsa 10% / tampao-fosfato pH 6.8 por 5
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minutos. As laminas foram lavadas em agua destilada e secadas ao ar sobre
placa aquecedora. As laminas foram analisadas em microscopio Olympus BX

60.

3.6 Bandeamento-C

Para a técnica de bandeamento-C, as laminas envelhecidas por uma
semana foram incubadas em acido acético 45%, a 60°C, por 15 minutos e, logo
depois, foram lavadas em agua destilada. Em seguida, as laminas foram
novamente incubadas em solug¢do de hidréxido de bario 6%, por 20 minutos, a
temperatura ambiente e lavadas em agua corrente. Apos a lavagem, as ldminas
foram incubadas em 2xSSC, a 60°C, por 1 hora e 45 minutos e lavadas em agua
destilada. Depois de secas, as laminas foram coradas com Giemsa 10%, por 12

minutos (Schwarzacher et al., 1980).

3.7 Analise de imagens
As imagens das figuras metafasicas ¢ dos nucleos interfasicos foram

capturadas por camera digital acoplada a um fotomicroscopio Leica e analisadas

pelo programa Sigma Scan Pro v. 2.00.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Nucleos interfasicos

Conforme classificacdo proposta por Guerra (1987), os ntcleos
interfasicos do capim elefante mostraram-se arreticulados compostos, com
cromocentros ocasionalmente fundidos (Figura 1A). Os nucleos do milheto
foram classificados como semi-reticulados, com reticulo cromatinico
profundamente corado e composto, visto que apresentam cromocentros com
forma irregular e reticulo cromatinico levemente polarizado (Figura 1B).

O hibrido interespecifico triploéide apresentou nticleos interfasicos, sendo
classificado na categoria do parental milheto. Entretanto, observaram-se raros
nucleos similares aos do capim elefante, em uma proporcao de 6% dos nucleos
(Figuras 1C e D).

A distribuicdo de seqiiéncias repetitivas, a quantidade e a distribuicdo da
heterocromatina e a quantidade de DNA nuclear, a largura ¢ o tamanho
cromossdmico podem influenciar a estrutura do nucleo interfasico (Guerra,
1984).

Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com Guerra (2000),
no que se refere ao tamanho de cromossomos para o capim elefante e o milheto.
Segundo o autor, espécies com cromossomos pequenos, com o comprimento
inferior a 3um, como os do capim elefante (Barbosa et al., 2003), apresentam
geralmente nucleos arreticulados, com presenca de cromatina condensada. Em
espécies com cromossomos medianos, em torno de 3um a Spm, como os do
milheto (Barbosa et al., 2003), observam-se nucleos semi-reticulados com
irregularidade na distribui¢ao da heterocromatina.

Além do tamanho dos cromossomos, para as duas espécies analisadas,

diferengas no numero dos cromossomos podem constituir outro fator que
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C D
FIGURA 1 Estrutura do nucleo interfasico. A - nucleos arreticulados

compostos do capim elefante; B - nucleos semi-reticulados
do milheto; C - nucleos semi-reticulados e arreticulados (seta)
do hibrido interespecifico; D — nucleos semi-reticulados do
hibrido interespecifico. Barra= 10um. UFLA. Lavras-MG,
2008.
promove a distingdo estrutural entre seus nucleos interfasicos, uma vez que o
capim elefante (2n = 4x = 28) apresenta maior niimero de cromossomos com
menor tamanho que o milheto (2n=2x=14).
As diferengas na classificacdo dos nticleos das duas espécies estudadas

ressaltam a importancia desta caracteristica como parametro a ser utilizado para

fins taxondmicos.

Com relacdo as medicdes realizadas nos nticleos interfasicos, observa-se,

nos graficos do Q-Q plot (Figuras 2A, B e C), que a transformagdo dos dados de
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FIGURA 2 Graficos do Q-Q plot para as variaveis volume nuclear (A),
diametro médio (B), raio final (C) dos genétipos de milheto,
capim elefante e hibrido tripléide. UFLA. Lavras-MG, 2008.

volume nuclear, didmetro médio e raio final para logaritmo ajustou os
mesmos para distribui¢do normal (r* —1) para todos os gendtipos, possibilitando
a realizag¢do de analise de variancia.Para todos os caracteres avaliados, o teste F
da analise de variancia foi significativo (P < 0,01), indicando que ha diferencas
entre os gendtipos de Pennisetum sp. (Tabela 1). Os maiores valores médios,
segundo o teste Scott- Knott, para raio, didmetro e volume nuclear foram obser-
-vados para o milheto, seguidos pelo hibrido triploide e, finalmente, pelo capim

elefante (Tabela 2).
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TABELA 1 Analise de varidncia para raio, didmetro e volume dos nucleos
interfasicos de milheto, capim elefante e hibrido triploide. UFLA.
Lavras-MG, 2008.

FV Quadrados Médios
GL RAIO DIAMETRO VOLUME
(um) (pm) (um’)
Tratamento 2 0,286318**  0,291985**  2,576080**
Erro 297 0,008669 0,008537 0,078078
Total 299
(0% 10,19 7,60 8,31

**: Teste de F significativo a 1% de probabilidade

TABELA 2 Valores médios para os parametros raio, didmetro e volume nuclear
de milheto, capim elefante e hibrido triploide UFLA. Lavras-MG,

2008.

GENOTIPOS RAIO DIAMETRO VOLUME
(um) (um) (um’)

Capim elefante 733 ¢ 14.64 c 1863.11 ¢

Hibrido triploide ~ 8.53 b 17.07 b 2926.11b

Milheto 9.38a 18.77 a 3930.89 a

*Médias seguidas de mesmas letras na coluna nio diferem entre si a um nivel de
5% de probabilidade (Scott-Knott).

Esses resultados relacionaram-se positivamente com o conteudo de DNA desses
taxons, uma vez que, de acordo com Martel et al. (1997) e Campos (2007), o
capim elefante apresenta quantidade inferior de DNA em relagdo ao milheto e o

hibrido interespecifico triploide, valor intermediario entre os parentais.

4.2 Bandeamento - C

A distribui¢ao da heterocromatina por Bandeamento-C no milheto e no
capim elefante ndo havia sido relatada. Somente em milheto, encontram-se

estudos utilizando o Bandeamento-Q por Prabakaran et al. (1991) e o padrao de
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distribuicdo de seqiiéncias ricas em AT pela técnica de FISH por Kamm et al.
(1994). Isto demonstra a importancia deste estudo para servir de base para outras
técnicas de bandeamento (NOR, CMA, DAPI) e citogenética molecular (FISH e
GISH).

A anédlise de bandeamento cromossémico do milheto possibilitou
identificar bandas-C proximais nos pares 1, 2, 3, 5, 6 ¢ 7 nos bragos curtos e
longos, sendo que no par 7, no brago curto, a banda ocupa toda a regido entre o
centrdmero e o satélite. O par 4 apresenta bandas intersticiais nos dois bragos
(Figuras 4A, B ¢ 6A).

No capim elefante, grandes blocos heterocromaticos centroméricos
foram observados (Figura 5 A, B e 6B). Segundo Guerra (2000), a distribui¢ao
das bandas C depende do tamanho dos cromossomos. Cromossomos pequenos,
com comprimento menor que 3um, normalmente, apresentam bandas proximais
e, a medida que aumenta o tamanho dos cromossomos, aumenta a freqiiéncia das
bandas intersticiais e teloméricas. Os padrdes de bandeamento observados para o
milheto e capim elefante corroboram com esta afirmagdo, uma vez que bandas
intersticiais foram encontradas somente nos cromossomos do milheto, cujos
comprimentos variam entre 3um e 5 um, de acordo com Barbosa et al. (2003).
No capim elefante, com cromossomos menores que 3 um (Barbosa et al. 2003),
somente bandas centroméricas, denominadas proximais por Guerra (2000),

foram encontradas.
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FIGURA 4 Bandeamento-C em Pennisetum glaucum. A — Metafase mitotica. B
- Cariograma. Barra = 10um. UFLA. Lavras-MG, 2008
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FIGURA 5 Bandeamento-C em Pennisetum purpureum A — Metafase mitotica.
B - Cariograma. Barra = 10um. UFLA. Lavras-MG, 2008
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FIGURA 6 Idiogramas representando o padrdo de bandeamento-C em P.
glaucum (A) e P. purpureum (B). Valores em micrometros no
eixo Y. UFLA. Lavras-MG@G, 2008.
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Prabakaran et al. (1991) realizaram o bandeamento-Q em Pennisetum
americanum, sinonimia de P. glaucum,e verificaram polimorfismo nos pares
cromossdmicos 1, 3, 4 ¢ 6, em funcdo de diferengas no tamanho ou posicdo das
bandas nos homologos. Uma analise mais detalhada do cariograma do milheto
com bandeamento-C verifica-se também certo grau de polimorfismo nos pares 1,

4,5¢e6.
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Segundo Prabakaran et al. (1991), a coloragdo com quinacrina no
milheto permitiu identificar, nos nucleos interfasicos, uma variagdo na estrutura
e no numero dos cromocentros. Nas profases, os autores constataram grandes
blocos corados. Segundo esses autores, a quinacrina cora, preferencialmente,
regides heterocromaticas condensadas.

O padrao de bandas evidenciado pelo corante fluorescente quinacrina
mostarda revela, com muita eficiéncia, regides ricas em AT. Segundo Saitoh &
Laemmli (1993), o padrao de banda-Q ¢ muito semelhante ao da Banda-C.
Entretanto, no presente trabalho, o padrao de banda-C mostrou-se diferente, uma
vez que foram observadas bandas-C proximais na maioria dos cromossomos do
milheto, enquanto que as bandas-Q foram teloméricas nos bragos curtos dos
pares 1,2,3,5,6 e 7 enos longos 1, 6 e 7, e centromérica entre 0S Cromossomos
do par 4.

Verificou-se, ainda, a propor¢do da heterocromatina constitutiva no
milheto (Figura 7A) e capim elefante (Figura 7B), sendo que o capim elefante
apresenta uma propor¢do de heterocromatina constitutiva de 7% maior que o
milheto. Dessa forma, supde-se que processos de poliploidizacdo poderiam ter
gerado valores divergentes entre as espécies, visto que o capim elefante ¢
alopoliploide. Eventos associados a poliploidia so dinamicos e recorrentes e
podem ser acompanhados de mudancgas epigenéticas e genéticas, levando a uma
reestruturagdo no genoma por meio de silenciamento génico, a rearranjos
cromossdmicos, a agdo de transposons ¢ a amplificagdo de coOpias altamente
repetitivas (Schifino-Wittmann, 2003; Soltis et al., 2003; Feldman & Levy,
2005).

Considerando que uma das estratégias do melhoramento do capim
elefante inclui a obtencdo de hibridos interespecificos visando a introgressao de
caracteristicas de importancia forrageira presente no milheto, as técnicas de
bandeamento cromossomico e de citogenética molecular (FISH e GISH) sdo de

extrema importancia. Isso porque fornecerdo subsidios para a identificacdo e
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caracterizacdo dos cromossomos, auxiliando a constru¢do de mapas fisicos e
permitindo distinguir os genomas A, A" ¢ B do capim elefante e do milheto, nos

hibridos interespecificos e ragas cromossdmicas.

Proporcio de cromatina no milheto

Proporcio de cromatina capim elefante

B

FIGURA 7 Proporcéo de heterocromatina constitutiva no milheto (A) e capim
elefante (B). UFLA. Lavras-MG, 2008.

5 CONCLUSOES
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- A estrutura dos nticleos interfasicos do capim elefante difere daquela

observada no milheto e hibrido interespecifico.

- Os nucleos interfasicos sdo maiores no milheto e menores no capim
elefante, enquanto o hibrido tripléide apresenta ntcleos de tamanho
intermedidrio. Esses valores relacionam-se positivamente com o contetido de

DNA desses taxons.

- O milheto e o capim elefante apresentam diferentes padroes de

heterocromatina constitutiva, sendo a propor¢ao desta maior no capim elefante.
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