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RESUMO

BUSTAMANTE, Fernanda Oliveira. Varia¢gdes cromossdmicas associadas a
poliploidizacdo em hibridos de Pennisetum spp.: um estudo temporal e tecido
especifico. 2009. 53p. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Melhoramento de
Plantas) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG*.

O hibrido triploide (2n=3x=21), resultante do cruzamento entre capim-
elefante (Pennisetum purpureum, 2n=2x=28) e milheto (P. glaucum, 2n=2x=14),
é de grande interesse econdmico por superar seus genitores em potencial
forrageiro. Esse hibrido, embora seja estéril devido ao nimero de cromossomos
ndo balanceados, pode ter sua fertilidade restaurada por meio da duplicacdo
cromossdmica, utilizando antimitoticos. Neste trabalho, foram analisados o
ntmero cromossémico, o teor de DNA em folhas e raizes e o ciclo celular de
hibridos entre capim-elefante e milheto que divergem quanto ao tempo de
inducdo de duplicacdo cromossdmica. Foram constatadas variagdes no nimero
cromossémico para todos os hibridos avaliados, sendo o intervalo de 14 a 42 o
mais frequente. O comportamento dos hibridos triploides duplicados ha mais
tempo (americanos) e mais recentemente (nacionais) foi semelhante quanto ao
nimero cromossdmico, isto é, todos apresentaram mixoploidia em células
meristematicas. Ndo houve variagcdo no conteldo de DNA entre os tecidos
avaliados (folhas e raizes) de um mesmo hibrido, mas houve variacdo entre os
hibridos. As taxas de irreguladidades nas fases do ciclo celular foram muito
baixas para todos os genotipos. Os resultados obtidos mostram a dificuldade em
obterem-se plantas com todo o complemento duplicado. No entanto, a
eliminacdo cromossdmica ocorrida nos hibridos pode ser uma ferramenta
utilizada nos programas de melhoramento do capim-elefante.

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



ABSTRACT

BUSTAMANTE, Fernanda Oliveira. Chromosomic variations associated with
polyploidy in hybrids of Pennisetum spp.: temporal and tissue specific study.
2009. 53p. Dissertation (Master in Genetics and Plant Breeding) — Federal
University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil*.

The triploid hybrid (2n=3x=21), resulting from crossing napiergrass
(Pennisetum purpureum, 2n=2x=28) and pearl millet (P. glaucum, 2n=2x=14), is
of great economic interest to overcome their genitors in forage potential. This
hybrid, though is sterile due to irregular chromosomes pairing at meiosis, may
have their fertility restored by chromosome doubling using antimitotics. In this
work, we analyzed chromosome number, DNA content in leaves and roots and
cell cycle of hybrids between napiergrass and pearl millet that differ in time to
induce chromosome doubling. Variations were found in chromosome number
for all hybrids, and the range of 14 to 42 was more frequent. The behavior of
triploid hybrids duplicated earlier (americans) and more recently (national) was
similar concerning chromosomes number, that is, all presented mixoploidy
meristematic cells. There was no variation in DNA content among the tissues
(leaves and roots) from the same genotype, but there was variation among
hybrids. Abnormality rates in the cell cycle phases were very low for all
genotypes. The results show the difficulty in obtaining plants with the full
duplicated chromosome complement. However, chromosome elimination
occurring in the hybrids can be a tool to be used in breeding programs for
napiergrass.

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



1 INTRODUCAO

O genéro Pennisetum é um dos mais importantes da familia Poaceae,
sendo o capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum.) (2n=4x=28) e o
milheto [Pennisetum glaucum (L.) R. Br.] (2n=2x=14) as espécies cultivadas de
maior importancia econémica e forrageira deste género.

O hibrido (2n=3x=21) resultante do cruzamento entre o capim-elefante e
o milheto é de grande interesse econdmico, pois apresenta producédo e qualidade
forrageiras superiores aos de seus genitores. No entanto, a infertilidade do
hibrido triploide, devido ao ndo pareamento correto dos cromossomos na
meiose, tem sido apontada como um problema para os programas de
melhoramento da espécie.

Na tentativa de obter a restauracdo da fertilidade desses hibridos,
estudos envolvendo duplicagdo cromossémica, utilizando blogueadores
mitéticos, foram realizados por varios autores que relataram a dificuldade em se
obter hexaploides com nimero estdvel de cromossomos e que a mixoploidia
(individuos com células cujo nimero cromossémico varia de 14 a 42) ocorreu
em maior frequéncia (Abreu et al., 2006; Barbosa et al., 2007; Campos et al.,
2009).

As plantas hexaploides sdo genétipos promissores para integrarem 0s
programas de melhoramento. Ja a eliminagdo parcial ou total de um dos
genomas parentais reunidos num hibrido interespecifico, a exemplo de outras
espécies como o trigo, permitiria a obtengdo de materiais denominados linhas de
adicdo ou de substituicdo. Estes materiais poderiam ser utilizados no
melhoramento genético de plantas, desde que caracteristicas de interesse fossem



introduzidas no hibrido interespecifico que, sendo estabilizado, constituiria uma
raca cromossdmica.

Na Embrapa Gado de Leite existem populacdes de hibridos triploides
que foram submetidos a duplicacdo cromossdmica. Tais populagdes sdo
provenientes dos Estados Unidos da América (Hanna, 1981) ou duplicadas mais
recentemente no Brasil (Barbosa et al., 2007). Analises meiéticas de tais
hibridos relataram a ocorréncia de altas porcentagens de alteragcdes que geram
eliminacdo cromossémica e a producdo de certa porecentagem de polens viaveis
(Paiva, 2006). Torna-se necessario, portanto, verificar se, com o passar do
tempo, ocorrem mudancas no comportamento cromossdmico desses hibridos
que possam levar a estabilidade cromossémica.

Dessa forma, no intuito de encontrar hibridos hexaploides estaveis ou,
mesmo, tecidos que apresentem estabilidade cromossémica, foram analisados,
no presente trabalho, o nimero cromossémico somatico, o teor de DNA em
folhas e raizes e a ocorréncia de alteragdes no ciclo celular de hibridos entre
capim-elefante e milheto, que divergem quanto ao tempo de indugdo de

duplicagéo cromossomica.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Género Pennisetum

O genéro Pennisetum Rich. é um dos mais importantes da familia
Poaceae, sendo amplamente distribuido pelos trépicos, reunindo cerca de 140
espécies. O capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum.) e o milheto
[Pennisetum glaucum (L.) R. Br.] sdo as espécies cultivadas de maior
importancia econdmica e forrageira deste género (Brunken, 1977; Martel et al.,
2004).

As espécies pertencentes ao género Pennisetum constituem um grupo
heterogéneo, dividido em trés conjuntos génicos. O milheto, juntamente com
outras duas espécies diploides selvagens (P. mollissimum e P. violaceum),
integra o conjunto génico primario, com 2n=2x=14. No segundo grupo,
encontra-se o capim-elefante com 2n=4x=28 e, no conjunto terciario, as demais
espécies, com x=5, 7, 8 e 9, sendo P. schweinfurthii a Gnica com 2n=2x=14
(Harlan & Wet, 1971).

O capim-elefante é uma espécie alotetraploide com 2n=4x=28, genomas
A’A’BB e comportamento diploide normal (Jauhar, 1981; Jauhar & Hanna,
1998; Krishnaswamy & Raman, 1954; Martel et al., 1996; Techio et al., 2006).
E amplamente difundido pelo Brasil, sendo cultivado em condi¢Bes ambientais
divergentes. Contudo, a maioria das cultivares produz sementes minusculas,
deiscentes e de baixo vigor, limitando a expansdo da area cultivada devido a
necessidade de propagcao vegetativa (Pereira et al., 2001).

O milheto é diploide, anual, com 2n=2x=14 e genomas AA
(Krishnaswamy et al., 1950; Rau, 1929; Techio et al., 2006). Seus grdos sdo

utilizados como fonte de alimento humano e na producédo de racdo animal e suas



folhas e colmo, como forragem. E considerado o sexto cereal mais importante do
mundo, depois de trigo, arroz, milho, cevada e sorgo (Jauhar & Hanna, 1998;
Minocha et al., 1991; Pantulu & Rao, 1982).

Trabalhos utilizando a morfologia dos cromossomos metafasicos e
ocorréncia das configuragdes bivalentes e univalentes na meiose sugerem que 0s
genomas A do milheto e A’ do capim-elefante sdo homedlogos, ao passo que o
genoma B ainda ndo tem sua origem definida (Barbosa et al., 2003; Jauhar,
1981; Techio et al., 2006).

Considerando a capacidade do capim-elefante de cruzar com outras
espécies de Pennisetum, uma das estratégias dos programas de melhoramento é
recorrer & hibridacdo entre o capim-elefante e o milheto. Busca-se reunir, no
hibrido, algumas caracteristicas desejaveis do milheto, como qualidade da
forragem, resisténcia a seca, tolerdncia as doencas e boa producéo de sementes
ndo deiscentes, procurando associa-las a agressividade, rusticidade, perenidade e
elevada producdo de matéria seca do capim-elefante (Pereira et al., 2000).

O cruzamento entre capim-elefante e milheto produz um hibrido
triploide denominado PMN (do inglés pearl millet and napiergrass), com os
genomas AA’B, com 2n=3x=21 cromossomos, dos quais sete sdo oriundos do
milheto e 14 do capim-elefante. Esse hibrido é considerado o mais importante do
género, por apresentar producdo e qualidade forrageiras superiores aos de seus
genitores (Jauhar & Hanna, 1998).

Esse hibrido pode ser produzido facilmente por polinizagdo manual e
propagado vegetativamente. No entanto, a infertilidade do hibrido triploide tem
sido apontada como um problema, sendo o ndo pareamento correto dos
cromossomos na meiose considerado como a principal causa da esterilidade. Tal
fato limita o seu emprego nos programas de melhoramento, pois impede sua

utilizacdo em cruzamentos e sua propagacdo por sementes (Osgood et al., 1997).



Esse inconveniente pode ser contornado utilizando-se agentes
antimitoticos que promovam a duplicacdo dos hibridos triploides, restaurando,

assim, a fertilidade dos mesmos.

2.2 Poliploidizacéo: aplicacbes e consequéncias

A poliploidia natural pode ocorrer devido a uma série de fatores, tais
como: ndo disjuncdo na meiose, terminalizagdo precoce dos quiasmas, genes
assinapticos, ocorréncia de regeneracdo gametofitica, fecundacdo de um évulo
por mais de um gameta e alteracbes na mitose e meiose. A poliploidia pode
também ser induzida utilizando-se tratamentos quimicos ou fisicos e fusdo de
protoplastos (Guerra, 1989; Gustafsson, 1962; Jensen, 1974; Portillo, 1980;
Randolph, 1932; Wright, 1976).

No melhoramento de plantas, a inducéo de poliploidia pode ser utilizada
para conseguir plantas maiores, mais produtivas, restaurar a fertilidade de um
hibrido estéril, sintetizar uma nova espécie ou como ponte para transferir genes
de interesse entre niveis de ploidia diferentes, intra ou interespecificos (Dewey,
1980).

O primeiro relato de inducdo de poliploidia pelo homem foi realizado
por Karpechenko, em 1928. Ap6s o cruzamento entre a couve (Brassica
oleracea), com genomas CC e o rabanete (Raphanus sativus), com genomas RR,
ambas as espécies com 2n=2x=18, o autor restaurou a fertilidade do hibrido
Rafhanobrassica (2n=4x=36 — RRCC) por meio de duplicagdo cromossdémica.
Contudo, o hibrido apresenta raiz de couve e folhas do rabanete, o contrério do
esperado (Griffiths, 1998).

Um exemplo de espécie comercial produzida pelo homem ¢é o triticale
(Triticosecale Wittmack) com genomas AABBDDRR e 2n=8x=56, resultado de

cruzamentos e poliploidizacdo entre o trigo (Triticum aestivum), com genomas



AABBDD e 2n=6x=42 e o centeio (Triticum secale), com genomas RR e
2n=2x=14 (Singh, 1993).

A poliploidizacdo produz uma série de mudancas nos organismos em
que ocorre. O principal efeito conhecido em plantas é o efeito gigas, em que
ocorre um aumento imediato no tamanho das células, devido ao volume nuclear
maior. Este aumento ocorre comumente em 6rgaos de padrdo de crescimento
altamente determinado como flores e sementes (Roth, 1984).

Outro efeito atualmente dectado é a rapida reorganizagdo intra e
intergendmica nos poliploides. Por meio das técnicas de hibridiza¢do in situ
como FISH (Fluorescent in situ Hybridization) e GISH (Genomic in situ
Hybridization), sabe-se que os genomas presentes em um poliploide podem

interagir e rearranjar-se entre si (Figura 1) (Soltis & Soltis, 1999).

Diploide A Diploide B

FIGURA 1 Interagdo gendmica. As areas em preto e branco correspondem a

rearranjos intergendmicos e as areas em cinza, a rearranjos
intragenémicos. Adaptado de Soltis & Soltis (1999).




Na evolucdo de poliploides, os elementos transponiveis (transposons)
tém um papel muito importante, uma vez que sdo agentes causais do
silenciamento génico em alguns casos e facilitam a rapida reestruturacdo génica
depois da diploidizacdo (Matzke & Matzke, 1998).

Apesar de os valores C (quantidade de DNA no ndcleo somatico) serem
maiores nos poliploides do que nos diploides, os poliploides apresentam uma
diminuicdo nos valores de C. A perda de DNA seguinte a formagdo do
poliploide é relatada para algumas espécies e deve ser um fendmeno mais
comum que o relatado (Leitch & Bennett, 2004).

Para cinco hibridos triploides entre capim-elefante e milheto, reducdes
de 0,08 até 0,16 pg em relacdo ao esperado para a média dos parentais foram
encontradas. No entanto, o autor relata que as plantas dos parentais analisados
ndo foram as mesmas utilizadas nos cruzamentos e diferencas na quantidade de
DNA entre plantas podem ter sido responsaveis por essa variagdo entre o
esperado e o observado, além de variagGes inerentes a propria técnica (Campos,
2007).

Em hibridos recém-produzidos entre Aegilops e Triticum, redugdes de
1,67 até 2,57 pg, em relacdo ao esperado, foram encontradas para 0s
alopoliploides, sugerindo, assim, a eliminacdo de sequéncias, tendo, neste
trabalho, sido utilizados os verdadeiros genitores (Ozkan et al., 2003).

Assim, fica evidente que, ap6s a poliploidizagdo, uma série de
modificacbes ocorre no organismo poliploidizado, de forma que este se

estabilize novamente.



2.3 Duplicacao cromossdmica em hibridos entre capim-elefante e milheto

Em hibridos entre capim-elefante e milheto, a restauracéo da fertilidade
pode ser conseguida pela duplicacdo cromossémica, utilizando-se blogueadores
mitoéticos, produzindo, assim, um hibrido hexaploide com 2n=6x=42
cromossomos e genomas AAA’A’BB (Dujardin & Hanna, 1985; Hanna, 1981;
Hanna et al., 1984; Hanna & Dujardin, 1986) . Esse procedimento possibilitaria
a propagacdo desses hibridos via semente e viabilizaria a expansdo das areas
cultivadas do capim-elefante, trazendo consideraveis contribuicdes para a
pecudria leiteira (Schanck, 1999).

Hanna (1981) e Hanna et al. (1984) obtiveram sucesso na producéo de
hexaploides, derivados de seedlings triploides interespecificos entre capim-
elefante com milheto, tratados com solucéo de 0,2% e 0,05% de colchicina por
24 horas, respectivamente. A confirmacdo da duplicacdo cromossdmica em
ambos os trabalhos foi dada pela produgdo de pdlen e posterior formacdo de
sementes, ndo tendo sido realizadas andlises citogenéticas.

Abreu et al. (2006), com o objetivo de restaurar a fertilidade de hibridos
entre o0 capim-elefante e o milheto, avaliaram diferentes antimitéticos,
concentracbes e tempos de exposicdo de diferentes tecidos vegetais. Os
tratamentos com colchicina mostraram melhor efeito sobre as plantulas enquanto
0 tratamento com ciclohexamida:8-hidroxiquinoleina atuaram melhor sobre os
perfilhos. De modo geral, nos diferentes experimentos, foram obtidas apenas
plantas mixoploides, com numeros cromossémicos variando de 14 a 42, nas
metéfases analisadas. Paralelamente, anormalidades relacionadas a ocorréncia de
eliminagdo cromossémica foram observadas, entre elas, anafases com
cromossomos atrasados, cromossomos ndo orientados na metafase e formacao
de microndcleos. Estes resultados indicam que houve tanto duplicagdo quanto

eliminacdo cromossdmica.



Barbosa et al. (2007) trabalharam para melhorar a eficiéncia dos
tratamentos de inducéo de poliploidia em hibridos triploides de capim-elefante e
milheto. Neste trabalho, 38% das plantas sobreviventes apresentaram nimero
cromossémico duplicado (2n=6x=42) e as demais eram mixoploides com
variacdo cromossdmica de 14 a 42. A presencga de polens vidveis confirmou a
fertilidade dos genotipos duplicados.

Segundo Abreu (2002), percebe-se que, na literatura, a inducdo de
poliploidia em vegetais ndo é uma tarefa facil. Em varios trabalhos, verifica-se
gue as metodologias variam muito e que, quando a poliploidizacdo é conseguida,
a frequéncia de plantas mixoploides é grande e as de poliploides estaveis é muito
pequena. Na mitose e na meiose, a eliminacdo cromossdmica pode ser observada
por meio da variagdo no numero cromossdmico. O mesmo processo de
eliminacdo pode também ser evidenciado por meio de alteracdes, como
migracdo precoce nas metafases, migracdo cromossémica tardia nas anéfases,
que pode levar, consequentemente, a presenca de micronicleos nas tel6fases
(Baptista-Giacomelli et al., 2000).

Pela avaliacdo da meiose de dez hibridos triploides duplicados, Paiva
(2006) constatou que todos os hibridos apresentam meiose irregular. Pareamento
irregular na diacinese, ascensdo precoce de cromossomos na metafase,
segregacao irregular na anafase e formacéo de micronucleos na tel6fase e em
tétrades foram as anormalidades mais frequentes. Tais anormalidades, além de
evidenciarem eliminacdo cromossdmica, afetaram diretamente a fertilidade do
polen, o que foi observado por suas baixas taxas de viabilidade, tanto por
coloracdo quanto por germinacgdo in vitro. Contudo, certa percentagem de polens

vidveis é produzida.



2.4 Citometria de fluxo e suas aplicacdes

A técnica de citometria de fluxo foi desenvolvida por volta da década de
1940 para a contagem e a analise de células sanguineas, tendo a hematologia e a
imunologia sido as duas areas que impulsionaram seu desenvolvimento. No
entanto, devido ao avango da técnica e com o uso de novos marcadores
fluorescentes, essa técnica generalizou-se para outras areas (Corte-Real et al.,
2002).

Em plantas, a técnica passou a ser utilizada na década de 1980, sendo
acrescida da etapa de filtragem para eliminar materiais celulares maiores do que
0s nucleos. Entretanto, algumas contaminagdes ainda podem ocorrer, devido a
presenca de materiais subcelulares (mitocdndrias, cloroplastos e outras
organelas) e a fungos ou bactérias presentes no tecido a ser avaliado. Além
disso, a presenca de pigmentos fluorescentes e de metabdlitos secundarios pode
interferir nos valores obtidos (Dolezel et al., 2007).

A técnica de citometria de fluxo é baseada na analise de propriedades
Gticas (dispersdo da luz e fluorescéncia) de particulas (ndcleos, organelas,
céelulas, cromossomos) que fluem em uma suspenséo liquida. As particulas em
suspensdo movem-se emergidas num fluido (tampéo de extra¢do) no interior de
um capilar, dentro de um aparelho denominado citdmetro de fluxo. Essas
particulas intersectam uma a uma um feixe de laser, ocorrendo um processo de
dispersdo da luz e ou emissao de fluorescéncia. Dessa forma, podem-se verifica,r
simultaneamente, as distribuicGes dos valores da frequéncia e/ou densidade de
cada parametro. Os sinais gerados pelas particulas sdo convertidos em valores
digitais, armazenados e exibidos na forma de histogramas (Dolezel, 1997).

Por meio de citometria de fluxo é possivel mensurar o contelido de DNA
de nucleos, permitindo avaliar o nivel de ploidia, fazer comparacfes intra e

interespecificas do tamanho nuclear, avaliar o teor de DNA de cada cromossomo
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do complemento de uma espécie, realizar estudos do ciclo celular, analises de
citogenotoxicidade e determinacdo do sexo (Heslop-Harrison & Schwarzacher,
2001). Assim, essa técnica pode ser empregada em estudos evolutivos e
taxondmicos (Loureiro et al., 2007), programas de melhoramento para hibridos
interespecificos (Laere et al., 2009) e em projetos de sequenciamento génico
(Suda et al., 2003).

Nos eucariontes de forma geral, o crescimento e a divisdo celular séo
processos ciclicos. O tempo entre cada mitose encontra-se dividido em trés
fases: Gy, S e G,. Durante o periodo de crescimento celular (fase G;), uma célula
diploide apresenta um conteido 2C (C — contetido de um conjunto haploide de
cromossomos), possuindo assim duas coOpias de cada gene. Durante a fase S
ocorre a duplicacdo do genoma nuclear e, na fase seguinte (fase G,), ocorre o
segundo periodo de crescimento celular, durante o qual o conteldo de DNA
nuclear é mantido no nivel 4C. Em seguida, ocorre a mitose (fase M), durante a
qual a célula se divide, formando-se duas células filhas, cada uma com um
conteido 2C de DNA.. O resultado da distribuicdo do contetido de DNA nuclear
de uma populacdo de células em crescimento assincronico é exemplificado na
Figura 2A. Todavia, uma vez que as medi¢des do contelldo de DNA ndo sao
perfeitas, as distribuicbes obtidas experimentalmente apresentam sempre
variacOes (Figura 2B) (Howard & Pelc, 1986).

Estas variacOes estdo relacionadas com as metodologias de isolamento
de nicleos, com a coloragdo com fluorocromos especificos para DNA nuclear e
com a leitura no citbmetro de fluxo. As variagdes observadas sdo expressas num
coeficiente de variagdo (CV= desvio padrdo/média), sendo valores entre 1%-2%
considerados de alta qualidade e, préximos a 3%, como rotina (Marie & Brown,
1993). Em publicac@es internacionais, coeficientes de varicdo menores que 5%

sdo aceitaveis (Galbraith et al., 1983).
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FIGURA 2 Distribuicdo do conteido de DNA nuclear (em unidades
arbritarias, expressas em nimero de canais) numa populacdo de
células em crescimento assincronico. (A) Distribuicdo ideal; (B)
Distribuicdo obtida apds analise dos ndcleos por citometria de
fluxo. Fonte: Loureiro & Santos, 2004.
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Para a deteccdo de aneuploidias, deve-se considerar a contribuicdo
média de cada cromossomo para a quantidade total de DNA. Ao utilizarem-se
picos G1 com coeficientes de variacdo maiores que a contribuicdo média de cada
cromossomo, a perda de um dnico cromossomo nhdo poderd ser detectada, uma
vez que a reducdo na quantidade de DNA devido a esta perda caira dentro do
préprio coeficiente de variacdo do pico G1. Ao utilizarem-se picos G1 com a
metade da contribuicdo média de cada cromossomo, a perda de um Unico
cromossomo poderd ser detectada pela presenca de dois picos justapostos,
representando as duas subpopulacGes celulares com essas variaches nhas
guantidades de DNA (Figura 3) (Dolezel, 1997).

Em experimentos com banana, foi possivel detectar aneuploidias
envolvendo um (nico cromossomo (monossomia ou trissomia). Esse fato
demonstra que a citometria de fluxo pode ser Gtil em estudos de eliminacéo
cromossémica (Roux et al., 2003).

Em casos em que a ocorréncia de aneuploidia é experimentalmente
programada, a técnica de citometria de fluxo foi capaz de detectar a presenca ou
a auséncia de um (nico cromossomo em trigo e em banana (Pfosser et al., 1995;
Roux et al., 2003). Contudo, nas situacdes em que a ocorréncia de aneuploidia
pode ou ndo ser verificada, é muito dificil a sua deteccdo por citometria de fluxo,
0 que torna necessario acompanhar o estudo da citometria de fluxo com técnicas

convencionais de contagem cromossémica (Loureiro & Santos, 2004).
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FIGURA 3 Coeficientes de variagdo em hibridos hexaploides. (A) A presenca
de dois picos com CVs de 1,19% permite a separacdo de duas
subpopulacdes celulares com diferencas em apenas um
cromossomo. (B) A presenca de um pico com CV de 2,38% ndo
permite a separacdo das duas subpopulacfes celulares com
diferengas em apenas um cromossomo. Fonte: Campos (2007).

14



A obtencdo de metafases para contagem cromossémica é um trabalho
laborioso e que limita a avaliacdo de ploidia apenas as células em divisdo,
dificultando, assim, a andlise de um grande nimero de células por planta e a
avaliacdo de ploidia de diferentes tecidos de uma mesma planta (Ochatt, 2008).
J& a citometria de fluxo ¢ uma técnica répida (processamento de dezenas de
amostras num (nico dia de trabalho, & velocidade de 10%-10° particulas por
segundo), ndo necessita de células em divisdo, é uma metodologia ndo destrutiva
(uma amostra pode ser preparada, por exemplo, a partir de 50 mg de tecido
foliar) e é capaz de detectar aneuploidias (Dolezel, 1997).

Em Dioscorea alata, a contagem cromossdmica ¢ dificultada devido ao
pequeno tamanho dos cromossomos, a tendéncia destes ficarem juntos e aos
satélites que algumas vezes sdo confundidos com cromossomos. Com 0 uso da
citometria de fluxo, foi possivel classificar os genétipos de D. alata com 2n=40,
2n=60, 2n=80 como diploides, triploides e tetrapldides, respectivamente e néo
tetraploides, hexaploides e octaploides, como se pensava, sendo este um fato
essencial aos programas de melhoramento (Arnau et al., 2009).

A determinacéo da quantidade DNA nuclear ¢ uma das aplicacdes mais
usuais da citometria de fluxo. Os nucleos previamente isolados sdo corados com
fluorocromos adequados que se ligam ao DNA, emitindo uma fluorescéncia que
é quantificada pelo citdmetro de forma equitativa ao contelido de DNA nuclear
(Heslop-Harrison & Schwarzacher, 2001). Para estimar o nivel de ploidia, a
posicdo do pico G1 de um histograma é comparada com o pico G1 de uma
planta padrdo com uma ploidia conhecida (Dolezel, 1997).

O nivel de ploidia foi estimado para 103 plantas do género Hemerocallis
por citometria de fluxo. As plantas foram classificadas em trés grupos. O grupo
diploide com 2n=22 apresentou quantidades de DNA de 1,84-2,13 pg. Para os

triploides com 2n=33, essa variacdo foi de 2,94-3,10 pg e, para os tetraploides
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com 2n=44, a variacdo foi de 3,74-4,26 pg. O método de citometria de fluxo tem
mostrado ser simples e rapido na estimacdo de niveis de ploidia de espécies e
cultivares de Hemerocallis (Saito et al., 2003).

O teor de DNA tem sido estudado em varios géneros de importancia
econdmica e forrageira de Poacea, como Zea (Rayburn et al., 1989), Hordeum
(Vogel et al., 1999), Oryza (Buso et al., 2000), Brachiaria (Pinheiro et al., 2000)
e Triticum (Kubalakova et al., 2002).

Diferencas no teor de DNA foram utilizadas por Passos, Lambert &
Galbraith (1994), para distinguir 14 cit6tipos entre 21 acessos de Pennisetum
purpureum do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Gado de Leite.
Segundo os autores, o contetido genémico dos citétipos selecionados variou de
4,18 pg, para o citétipo Cuba 115 a 4,99 pg, para o citétipo Mole Volta Grande.

O tamanho do genoma nuclear foi determinado para 15 espécies
pertencentes aos trés conjuntos génicos de Pennisetum, caracterizando a sua
variabilidade para todos os nimeros basicos (x = 5, 7, 8 e 9) e para diferentes
niveis de ploidias. Ainda neste trabalho, as espécies cultivadas P. purpureum e
P. glaucum apresentaram genomas praticamente iguais em termos de tamanho
(4,59 e 4,71 pg, respectivamente) embora apresentem nlimeros cromossdmicos e
morfometria cariotipicas diferentes (Martel et al., 1997).

A técnica de citometria de fluxo também foi utilizada para a determinacao
de ploidia de hibridos interespecificos entre capim-elefante e milheto da
Embrapa Gado de Leite (Campos et al., 2009). Das 200 plantulas tratadas com
colchicina, 115 foram caracterizadas como mixoploides (57,5%), 68 como
triploides (34%) e 17 como hexaploides (8,5%). A posterior confirmagdo da
condicdo hexaploide foi feita por meio da morfologia estomética e contagem

cromossdmica.
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A andlise do nivel de ploidia por meio da citometria de fluxo tem sido
frequentemente relatada para individuos obtidos por experimentos de
haploidizacdo ou de duplicacdo cromossdmica (Liu et al., 2007; Viehmannova et
al., 2009; Wu e Mooney, 2002).

Em Rodophiala Montana, a técnica de citometria de fluxo mostrou-se
100% eficiente para a deteccdo rapida de individuos autotetraploides e os
nimeros cromossdmicos avaliados corresponderam a ploidia detectada por
citometria (Mufioz et al., 2006).

Diante do exposto, fica evidente que a citometria de fluxo é uma técnica
gue vem sendo cada vez mais utilizada, devido a sua grande aplicacdo nas mais

diversas areas.

2.5 Uso da eliminacgé@o cromossdémica no melhoramento de plantas

Apds a fertilizacdo interespecifica, os dois diferentes genomas parentais
sdo combinados dentro de um nucleo. Essa nova constituicdo gendmica pode
resultar em conflitos intergendmicos, conduzindo a rearranjos genéticos (Riddle
& Birchler, 2003). Frequentemente, uma eliminagdo especifica de sequencias de
DNA acontece nos primeiros estagios apés a hibridacdo (Feldman et al., 1997;
Liu et al., 1996).

Na familia Poaceae, a eliminacdo somatica parcial ou total de
cromossomos de uma das espécies parentais tem sido descrita para os hibridos
de Avena, Brassica, Triticum, Zea e Pennisetum (Barclay, 1975; Gernand et al.,
2005; Linde-Laursen & Bothmer, 1999; Riera-Lizarazu et al., 1996).

Vérias hipGteses tém sido propostas para explicar a eliminagdo
cromossdmica em hibridos, entre elas, assincronia no tempo da divisdo celular
(Gupta, 1969), assincronia na sintese de nucleoproteinas levando a perda de

cromossomos com segregacdo tardia (Bennett et al., 1976; Laurie & Bennett,
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1989), formacdo de fusos multipolares (Subrahmanyam & Kasha, 1973),
separacdo espacial dos genomas durante a intérfase (Finch & Bennett, 1983,
Linde-Laursen & Bothmer, 1999) e na metafase (Schwarzacher-Robinson et al.,
1987), inativagdo parental especifica de centrémeros (Finch, 1983; Jin et al.,
2004; Kim et al., 2002; Mochida et al., 2004) e degradacdo de cromossomos por
atividade de nucleases hospedeiro-especifico (Davies, 1974).

Na mitose e na meiose, a eliminagdo cromossémica pode ser observada
por meio da variacdo no nimero cromossdmico, caracterizando a mixoploidia. O
mesmo processo de eliminacdo pode também ser evidenciado por meio de
alteracbes, como migracdo precoce nas metafases, migracdo cromossdmica
tardia nas anafases, que pode levar, consequentemente, a presenca de
micronucleos nas teléfases, préfases (Baptista-Giacomelli et al., 2000)

Linde-Laursen & Bothmer (1999) afirmam que o mecanismo de
eliminacdo cromossdmica é bastante sensivel e influenciado tanto por fatores
genéticos quanto por fatores ambientais. Pickering (1985) sugere a influéncia da
temperatura na velocidade da eliminagdo cromossémica, indicando que as
condi¢des ambientais podem influenciar na estabilidade do hibrido.

No hibrido entre trigo (Triticum aestivum) e milho (Zea mays),
observou-se também que os cromossomos de milho foram eliminados,
evidenciando-se o potencial desse sistema para a producdo de trigo haploide
(Laurie & Bennet, 1986).

Em hibridos entre milheto e trigo, foi observada a eliminagdo
cromossémica uniparental dos cromossomos do milheto via formacdo de
micronucleos. Os cromossomos do milheto ocuparam posicdo periférica no
nlcleo interfasico, o que, provavelmente, esté ligado a eliminacdo da cromatina

também durante a intérfase. Observou-se também intensa fragmentacdo dos
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cromossomos do milheto, devido a assincronia no processo de replicacdo do
DNA (Gernand et al., 2005).

Para os cruzamentos envolvendo capim-elefante e milheto, ndo ha
relatos sobre quais genomas estariam envolvidos com a eliminacdo
cromossémica, embora este tipo de hibridacdo seja uma estratégia comum no
melhoramento dessas espécies. Entretanto, os estudos de avaliacdo do nimero
cromossdmico de hibridos triploides duplicados demonstram a ocorréncia de
mixoploidia (Abreu et al., 2006; Barbosa et al., 2007; Campos et al., 2009) e
estudos meidticos desses hibridos evidenciaram algumas alteracbes, como
presenca de micronicleos em tétrades, cromossomos com ascensao precoce nas
metafases | e Il, pontes em anafases, cromossomos com segregacdo tardia nas
anéfases | e Il, que estdo associadas ao fendmeno de eliminacdo cromossémica
(Hanna, 1981; Jauhar, 1981; Paiva, 2006). Também foi relatada a baixa
viabilidade do polen (Paiva, 2006).

A eliminagdo de cromossomos de um dos genomas parentais reunidos
no hibrido interespecifico duplicado abre a perspectiva de obtencéo de linhas de
adicdo ou substituicdo, que sdo grupos de individuos ou células contendo
Cromossomos ou parte de cromossomos adicionais de outras espécies ou, ainda,
a substituicdo de cromossomos entre espécies diferentes. Tais genotipos sdo de
grande utilidade para a localizacdo e a manipulacdo de genes de interesse e a
obtencdo de haploides, Uteis ao melhoramento de plantas (Baptista-Giacomelli et
al., 2000).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material genético

Para a avaliacdo do numero cromossémico somatico, foram analisados
dez hibridos interespecificos entre capim-elefante e milheto duplicados. Quatro
genotipos (denominados HCM-6X-2, HCM-6X-3, HCM-6X-4 e HCM-6X-20)
foram selecionados de uma populacdo obtida pela Embrapa Gado de Leite a
partir de hibridos hexaploides introduzidos, em 1995, da Universidade da
Flérida, Estados Unidos; um gendtipo selecionado da cultivar comercial Paraiso
e 0s demais (denominados HCM-6x-5, HCM-6X-32, HCM-6X-35, HCM-6X-46
e HCM-6X-89), obtidos por inducdo de poliploidia de hibridos triploides, na
Universidade Federal de Lavras (Barbosa et al., 2007).

A avaliacdo da quantidade de DNA em folhas e raizes por citometria de
fluxo foi realizada em todos os hibridos triploides duplicados, exceto o hibrido
HCM-6x-5.

Para avaliacdo do ciclo celular, foram utilizados, além dos dez hibridos
duplicados, o milheto M-36, o capim-elefante BAG-63 e o hibrido triploide
CNPGL 94-44-3.

3. 2 Andlise citogenética

A anélise citogenética foi realizada no Laboratério de Citogenética do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Foram
quantificados os nimeros cromossdmicos em met&fases mitéticas para cada
hibrido triploide duplicado e avaliado o ciclo celular de todos os gendtipos

citados anteriormente.
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Para a obtencdo das raizes do milheto, sementes foram colocadas para
germinar em Gerbox contendo papel de filtro umedecido e mantidas em
germinador, a 28°C. Para os demais genotipos, raizes de 1 a 2 cm foram
coletadas de estacas imersas em agua. As raizes obtidas foram separadas em dois
grupos. Para a contagem cromossdmica, as raizes dos hibridos triploides
duplicados foram pré-tratadas em solucdo de ciclohexamida 25 mg.L™" e
hidroxiquinoleina 300 mg.L™ (1:1) por 2h45min (Techio et al., 2002). Para a
andlise do ciclo celular, ndo foram realizados pré-tratamentos nas raizes dos
gendtipos avaliados.

Posteriormente, as raizes dos dois grupos foram fixadas em solucédo de
Carnoy (3 partes de alcool:1 parte de acido acético glacial) e submetidas a
maceracdo enzimatica em solucdo de pectinase/celulase (40%/4%) (Sigma™),
por 6 horas, para os hibridos e capim-elefante e por 3 horas, para 0 milheto. As
laminas foram montadas pela técnica de esmagamento e coradas com Giemsa
10% por 3 minutos, sendo avaliadas em microscépio de campo claro (Leica
DMLS), equipado com microcdmera (Nikon Digital Sight DS-Fil) para
digitalizacdo das imagens.

Para cada hibrido triploide duplicado foram analisadas, no minimo, 5
laminas e avaliadas entre 31 e 65 metafases para contagem cromossémica. Para
avaliacdo do ciclo celular, foram analisadas 6 laminas por genétipo e
aproximadamente 600 células por 1amina, totalizando, aproximadamente, 3.600
células avaliadas. A ocorréncia de anomalias foi quantificada, sendo estas
submetidas & andlise de varianicia e ao teste de Scott-Knott, a 5% de

probabilidade.
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3.3 Quantificacdo do teor de DNA

O preparo das amostras e as analises por citometria de fluxo foram
realizadas no Laboratorio de Genética Vegetal da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuéria (Embrapa) de Juiz de Fora.

Para cada hibrido duplicado foram avaliadas trés amostras, para a
determinacdo do contetdo de DNA nuclear em folhas e em raizes. Para cada
amostra, utilizaram-se, aproximadamente, 20-30 mg de folhas jovens ou raizes
obtidas pelo enraizamento de estacas dos hibridos triploides duplicados. Para
ambas as analises, 20-30 mg de folhas jovens de Glycine max foram utilizadas
como padrdo interno de referéncia. As amostras foram trituradas em uma placa
de Petri contendo 1mL de tampdo LBO1 gelado, para a obtencdo da suspensdo
nuclear (Dolezel, 1997). O tecido triturado foi aspirado por meio de duas
camadas de gaze com uma pipeta pléastica, filtrado em uma malha de néilon de
50um e armazenado em um tubo de polietileno. A suspensdo nuclear foi corada
com 25uL de iodeto de propideo (Img/mL) e 2,5uL de RNase foram
adicionados a cada amostra. Para cada amostra foram analisados, pelo menos,
dez mil nlcleos.

A andlise foi realizada no citbmetro FacsCalibur (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA); os histogramas foram obtidos no software Cell Quest (Becton
Dickinson e Companhia, San Jose, CA, USA) e analisados no software WinMDI
2.8 (2009).

O contetido de DNA nuclear (pg) das amostras foi estimado por meio de
comparagao com a posicdo do pico G1 do padrdo interno de referéncia (Glycine
max), o qual foi previamente obtido (2,50 pg/2C). Os calculos foram feitos de
acordo com a formula: Q = (E/S) x R, em que Q é a quantidade de DNA da
amostra (pg/2C), E é a posicao do pico G1 da amostra, S é a posicao do pico G1
do padréo de referéncia e R é o contelido de DNA do padréo (2,50 pg).
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Os dados obtidos foram submetidos a analise de varianicia e ao teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

23



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Contagem cromossémica

Considerando o numero basico de cromossomos n=7 para 0S taxa
analisados, o nimero cromossdémico somatico esperado, ap6s a duplicagdo dos
hibridos triploides de capim-elefante e milheto, seria 2n=6x=42. No entanto, 0s
hibridos avaliados apresentaram nimeros cromossémicos que variaram entre 14
a 42 cromossomos em células do meristema radicular (Tabela 1 e Figura 1).
Dois hibridos americanos ndo apresentaram células com 42 cromossomos
(HCM-6x-4 e HCM-6x-20). Quanto aos hibridos nacionais, houve maior
variacdo entre os genétipos no que diz respeito ao ndmero cromossémico
minimo e maximo encontrados. Trés hibridos nacionais apresentaram células
com 42 cromossomos (HCM-6x-5, HCM-6x-35 e HCM-6x-46). O hibrido
HCM-6x-32 foi o Gnico com células 2n=14 e também aquele que apresentou o
menor nimero maximo de cromossomos (2n=24).

A presenca de células com nimeros cromossdmicos acima de 21 indica
que houve duplicacdo, uma vez que esses hibridos sdo oriundos da duplicacéo
cromossémica de hibridos triploides (2n=3x=21). A evidente perda de
Cromossomos caracteriza a ocorréncia de mixoploidia.

A ocorréncia de mixoploidia € um fendmeno bastante comum em
hibridos interespecificos e intergenéricos e ja foi descrita para hibridos de
Pennisetum (Abreu et al., 2006; Barbosa et al., 2007; Gildenhuys & Brix, 1961,
1964).

Os trabalhos sobre inducdo de poliploidia em hibridos triploides de
capim-elefante e milheto relatam sempre a variagdo no ndmero cromossémico
de 14 a 42 (Abreu et al., 2006; Barbosa et al., 2007; Campos et al., 2009).
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TABELA 1 Variacdo no numero cromossdémico somatico de hibridos de
capim-elefante e milheto submetidos a tratamentos com
antimitdticos.

Hibridos N° metafases Variacdo Moda (%)
americanos avaliadas cromossdmica
somatica (2n)
HCM-6x-2 41 14-42 28 (19,5)
HCM-6x-3 51 14-42 32; 38 (15,7)
HCM-6x-4 34 14-40 36 (20,6)
HCM-6x-20 45 14-40 36 (15,6)
Paraiso 59 14-42 36; 38 (13,6)
Hibridos N° metéfases Variacao Moda (%)
nacionais avaliadas cromossdmica
somaética (2n)
HCM-6x-5 34 16-42 34 (17,7)
HCM-6x-32 44 14-24 18; 20 (29,6)
HCM-6x-35 42 16-42 42 (23,8)
HCM-6x-46 31 18-42 28; 34; 38 (16,1)
HCM-6x-89 65 15-40 21 (32,3)
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FIGURA 4 NuUmero cromossdmico somatico de hibridos entre capim-elefante
e milheto submetidos a tratamento com antimitético (A) 2n=14.
(B) 2n=21. (C) 2n=32. (D) 2n=36. (E) 2n=39. (F) 2n=42
cromossomos. Barras = 10 pum.
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Abreu et al. (2006) sugerem que houve eliminacdo tanto de genomas
completos como também de cromossomos individuais em funcdo da néo
observacdo de cromossomos maiores que seriam provavelmente do milheto.
Apesar da alta frequéncia de mixoploidia, j& foram obtidos hexaploides, que
produzem polens vidveis. Barbosa et al. (2007), por exemplo, obtiveram 38%
das plantas sobreviventes com 42 cromossomos e no trabalho de Campos et al.
(2009), 8,5% das plantas foram descritas como hexaploides.

Os primeros trabalhos sobre duplicacdo dos triploides foram realizados
por Hanna (1981) e Hanna et al. (1984) que relatam ter obtido sucesso na
producdo de hibridos hexaploides. Contudo, a confirmacdo da duplicacdo
cromossémica em ambos os trabalhos foi dada pela producdo de polens e
posterior formacdo de sementes, ndo tendo sido realizadas contagens
cromossdmicas.

Os hibridos resultantes de cruzamentos entre outras espécies de
Pennisetum também apresentaram o mesmo comportamento com relagdo a
mixoploidia e perdas cromossdmicas. No hibrido entre Pennisetum typhoides x
P. dubium (2n=21), observou-se uma variagdo de 2n=14 a 42 cromossomos,
sendo que 2n=21 foi o nimero mais frequente, ocorrendo em 32% das 47 células
analisadas. Um ano apds a duplicacdo, a variacdo foi de 2n=15 a 25 e a grande
maioria das células (88%) apresentou 21 cromossomos (Gildenhuys & Brix,
1961). Segundo os autores, o comportamento irregular do hibrido apo6s a
poliploidizacdo pode ser devido a agdo de genes herdados de P. dubium, os quais
S0 se expressam em dupla dosagem.

Vérias hipoteses tém sido propostas para explicar a eliminagdo
cromossdmica em hibridos. Dentre elas estdo: assincronia no tempo da diviséo
celular (Gupta, 1969), assincronia na sintese de nucleoproteinas levando a perda

de cromossomos com segregacao tardia (Bennett et al., 1976; Laurie & Bennett,
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1989), formacdo de fusos multipolares (Subrahmanyam & Kasha, 1973),
separacdo espacial dos genomas durante a intérfase (Finch & Bennett, 1983,
Linde-Laursen & Bothmer, 1999) e na metafase (Schwarzacher-Robinson et al.,
1987), inativagdo parental especifica de centrémeros (Finch, 1983; Jin et al.,
2004; Kim et al., 2002; Mochida et al., 2004), degradacdo de cromossomos por
atividade de nucleases hospedeiro-especificas (Davies, 1974).

Com relagdo aos hibridos avaliados neste trabalho, esperava-se maior
frequencia de células com 42 cromossomos para 0s de origem americana, pois
estes foram submetidos a duplicacdo ha mais tempo que 0s gendtipos nacionais.
No entanto, o que se observa é que quatro dos cinco hibridos americanos
apresentaram entre 32 e 38 como nimeros cromossdmicos mais frequentes
(Tabela 1). J& entre os hibridos nacionais houve maior variagdo com relacdo aos
nimeros cromossdmicos mais frequentes (Tabela 1). Em um extremo estdo 0s
hibridos HCM-6x-32, com 18 e 20 e o HCM-6x-89, com 21 cromossomos,
sendo que o hibrido HCM-6x-32 mostra uma tendéncia em manter-se abaixo do
nivel triploide. Essa hipotese é reforgada pelos nimeros minimo e maximo
observados (14 e 24, respectivamente). Em outro extremo estd 0 HCM-6x-35,
com 42 cromossomos. Os outros dois hibridos nacionais comportaram-se da
mesma forma que os americanos (HCM-6x-5 e HCM-6x 46).

Portanto, a estabilidade cromossémica desejada, plantas com 2n=6x=42
e genomas AAAA’BB, ndo foi detectada nem mesmo nos hibridos duplicados
ha mais tempo. No entanto, a maioria dos gendtipos avaliados apresenta, com
maior frequéncia nimeros mais altos de cromossomos, isto &, igual ou superior a
28 (Tabela 1), o que aumenta a chance de ocorréncia de cromossomos dos trés
genomas nas células. Espera-se, com o decorrer do tempo, a exemplo dos
poliploides naturais, o comportamento meioitico regular (diploidizacdo) dessas

plantas. E, a partir dos processos de selecdo requeridos nos programas de
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melhoramento, a obtengdo de plantas com meiose suficientemente regular com

producédo de polens e sementes viaveis.

4. 2 Quantificacao do teor de DNA em folhas e raizes

Para verificar se as variagdes no nimero cromossdmico ocorrem da
mesma maneira nos diferentes tecidos da mesma planta, foi avaliado o conteddo
de DNA em células de raizes e de folhas de nove hibridos duplicados (HCM-6x-
2, HCM-6x-3, HCM-6x-4, HCM-6x-20, cultivar Paraiso, HCM-6x-32, HCM-
6x-35, HCM-6x-46 e HCM-6x-89).

Apesar de ndo ter sido observada variacdo no contetido de DNA entre 0s
dois tecidos em uma mesma planta, observou-se variacdo entre os hibridos em

ambos os tecidos, a 5% de probabilidade (Tabelas 2 e 3).

TABELA 2 Resumo das andlises de variancia para teor de DNA em folhas (F)
e em raizes (R) de nove hibridos entre capim-elefante e milheto
submetidos a duplicacdo cromossémica.

FV GL QM
F R
Hibridos 8 7,04%% 10,33**
Erro 16 0,03 0,21
Média 8,00 8,49
CV% 2,22 5,42

** _ significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.
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TABELA 3 Meédias das quantidades de DNA e coeficientes de variacdo (CV%)
para folhas e raizes de nove hibridos entre capim-elefane e milheto
submetidos a duplicacdo cromossémica.

Hibridos Folhas (pg)* CV (%) Raizes (pg)'  CV (%)
americanos
HCM-6x-2 7,93 ¢ 0,65 9,25d 1,00
HCM-6x-3 8,27d 0,63 8,86d 0,92
HCM-6x-4 8,25d 0,77 8,11c¢c 0,82
HCM-6x-20 6,33 b 0,94 6,00 b 1,08
Paraiso 8,86 ¢ 0,71 10,98 e 1,12
Hibridos Folhas (pg)* CV (%) Raizes (pg)!  CV (%)
nacionais
HCM-6x-32 448 a 0,62 5,06 a 1,37
HCM-6x-35 9,44 f 0,57 9,55d 0,91
HCM-6x-46 9,27 f 0,62 9,06d 0,71
HCM-6x-89 9,18 f 0,69 9,52d 0,72
Média geral 8,00 0,69 8,49 0,96

! Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente, pelo
teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

A média dos coeficientes de variacdo (CV), neste trabalho, para as
amostras foliares, foi de 0,69% e, para raizes, foi de 0,96%. Esses valores
demonstram a qualidade dos resultados e a confiabilidade nas estimativas de
quantidade de DNA e ploidia para os hibridos duplicados, uma vez que valores
entre 1%-2% sdo considerados de alta qualidade e, proximos a 3%, como rotina
(Marie & Brown, 1993).

Martel et al. (1997), ao estimarem a quantidade de DNA para o capim-
elefante e milheto, obtiveram 4,59 pg para o capim-elefante e 4,71 pg para o
milheto. Campos (2007) relatou quantidades de DNA muito semelhantes, sendo

4,54 pg para o capim-elefante e 4,75 pg para o milheto. Assim sendo, o hibrido
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triploide deveria ter 4,65 pg, que é a média entre os parentais e o hibrido
hexaploide teria 9,30 pg, que corresponde ao dobro da quantidade de DNA do
triploide.

Trés dos quatro hibridos nacionais avaliados, HCM-6x-35, HCM-6x-46
e HCM-6x-89, apresentaram conteldos de DNA para folhas e raizes muito
préximos ao esperado para o hibrido hexaploide. Ja o hibrido nacional HCM-6x-
32 apresentou o menor teor de DNA relatado para todos os hibridos,
aproximando-se do valor esperado para o hibrido triploide (Tabela 3).

Nos hibridos americanos, houve maior variacdo com relacdo as
guantidades de DNA. O hibrido HCM-6x-20 apresentou a menor quantidade de
DNA entre os hibridos americanos, sendo essa quantidade um pouco superior a
esperada para o hibrido triploide. Os hibridos HCM-6x-3 e HCM-6x-4
apresentaram teores de DNA inferiores & do hexaploide. Nos demais hibridos
americanos (HCM-6x-2 e cultivar Paraiso) ndo foram constatadas diferencas
significativas entre as andlises de folhas e raizes, apesar de terem sido obtidos
valores muito diferentes para teores de DNA entre esses dois tecidos (Tabela 3).
Para esses dois gendtipos, a quantidade de DNA em folhas foi inferior a
esperada para hexaploides e, em raizes, esse valor foi proximo ao do hexaploide
para o hibrido HCM-6x-2 e superior no caso da cultivar Paraiso.

Assim, de modo geral, os hibridos triploides nacionais submetidos a
duplicacdo cromossdmica hd menos tempo apresentaram teores de DNA
esperados para o hexaploide. Além disso, o hibrido HCM-6x-35 apresentou,
como numero cromossdmico mais frequente, 42 (Tabela 3). A Unica excecéo foi
o hibrido HCM-6x-32, que apresentou quantidades de DNA proximas a do
triploide, o que esta de acordo com o que foi encontrado com relagdo ao nimero
cromossémico. Este hibrido apresentou 18 e 20 cromossomos como ndmero

mais frequente e nele ndo foram encontradas células com mais de 24
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cromossomos. Ja os hibridos americanos submetidos a duplicacdo cromossémica
h& mais tempo apresentaram teores de DNA entre o0 esperado para triploides e
hexaploides, tendo 0s nlmeros cromossdémicos entre 32 e 38 sido 0s mais
frequentes (Tabela 1).

Alguns dos histogramas obtidos para as quantidades de DNA nos
hibridos avaliados sdo mostrados nas Figuras 5, 6 e 7.

Considerando-se que o valor esperado para o hibrido hexaploide seja
9,30 pg, como relatado anteriormente, observou-se uma reducdo na quantidade
de DNA de folhas e raizes, para a maioria dos genotipos. A maior reducéo
ocorreu para o hibrido HCM-6x-32, tanto em folhas (4,48 pg) como em raizes
(5,06 pg). Ja para a Cultivar Paraiso, em raizes, houve aumento na quantidade de
DNA (10,98 pg). Esse fato também foi observado para o hibrido HCM-6x-35
em folhas (9,44 pg) e em raizes (9,55 pg) (Tabela 3).

Em estudos de inducéo de poliploidia em hibridos entre capim-elefante e
milheto, Campos (2007) classificou como hexaploide os hibridos que
apresentaram conteldos de DNA entre 9,09-9,66 pg. Posteriormente, foi feita a
confirmacdo da condicdo hexaploide por meio da avaliagdo da morfologia
estomatica e contagem cromossdmica. Além disso, das 200 plantas avaliadas por
citometria, 115 foram caracterizadas como mixoploides (57,5%), 68 como
triploides (34%) e 17 como hexaploides (8,5%).

Tem sido demonstrado, por meio de citometria de fluxo, que, em
alopoliploides, ocorre reducdo na quantidade de DNA em relacdo a quantidade
de DNA esperada para a média dos parentais. Em cinco hibridos triploides entre
capim-elefante e milheto foram observadas reducdes de 0,08 até 0,16 pg, em
relacdo ao esperado (Campos, 2007). No entanto, o autor relata que as plantas
dos parentais analisados ndo foram as mesmas utilizadas nos cruzamentos e

diferencas na quantidade de DNA entre plantas podem ter sido responsaveis por
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essa diferenca entre o esperado e o observado, além de variacfes inerentes a
prépria técnica.

Em hibridos recém-produzidos entre Aegilops e Triticum, reducfes de
1,67 até 2,57 pg em relagdo ao esperado foram encontradas para 0s
alopoliploides, sugerindo, assim, eliminacdo de sequéncias, tendo, neste

trabalho, sido utilizados os verdadeiros genitores (Ozkan et al., 2003).

Erents

Propidim Todide

FIGURA 5 Histograma de citometria de fluxo em raiz do hibrido HCM-6x-20.
O primeiro pico é referente ao pico G; da amostra de referéncia
(Glycine max). O segundo pico é o Pico G; do hibrido e esta
localizado no canal 81,31, com uma estimativa de quantidade de
DNA de 6,09 pg, valor um pouco superior ao esperado para um
hibrido triploide (coeficiente de variacdo = 1,32%). O terceiro pico
€ 0 pico G/M do hibrido.
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Propidim Todide

FIGURA 6 Histograma de citometria de fluxo em folha da cultivar Paraiso. O
primeiro pico é referente ao pico G; da amostra de referéncia
(Glycine max). O segundo pico é o Pico G; do hibrido e esta
localizado no canal 142,02, com uma estimativa de quantidade de
DNA de 8,89 pg, valor um pouco inferior ao esperado para um
hibrido hexaploide (coeficiente de variacdo = 0,62%). O terceiro
pico é o pico G,/M do hibrido.
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Erente

Propidim Iodids

FIGURA 7 Histograma de citometria de fluxo em raiz do hibrdo HCM-6x-35.
O primeiro pico é referente ao pico G; da amostra de referéncia
(Glycine max). O segundo pico é o Pico G; do hibrido e esta
localizado no canal 137,00, com uma estimativa de quantidade de
DNA de 9,55 pg, valor dentro da faixa do esperado para um
hibrido hexaploide (coeficiente de variacdo = 0,59%). O terceiro
pico é o pico G,/M do hibrido.

Ha varios indicios de que a eliminacdo de sequéncias de DNA e a
alteracdo dos padrdes de metilacdo podem permitir a restauracdo da fertilidade.
Essa restauracdo da fertilidade seria consequéncia, a0 menos em parte, da
regularizacdo do pareamento cromossémico e essa regularizacao seria devido a
eliminacdo de sequéncias de DNA, de tal forma que apenas cromossomos

realmente homdlogos poderiam parear (Ozkan et al., 2001).
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A hibridacdo interespecifica pode também ativar elementos genéticos
moveis e estes podem causar alteracdes cromossémicas estruturais (McClintock,
1984) e ser agentes causais do silenciamento génico em alguns casos, além de
facilitar a rapida reestruturacdo génica depois da diploidizacdo (Matzke &
Matzke, 1998). Dessa forma, no caso da Cultivar Paraiso, transposons podem ter
promovido a amplificagdo do teor de DNA, facilitando a reestruturacdo génica.

Assim, fica evidente que, ap6s o0s processos de hibridacdo e
poliploidizacdo, uma série de modificaces ocorrem no hibrido poliploidizado,

de forma que este se estabilize novamente.

4.4 Ciclo celular

Para explicar as perdas cromossdmicas ocorridas nos hibridos
interespecificos duplicados, foi avaliada a ocoréncia de anormalidades no ciclo
celular dos dez hibridos estudados, comparando-0s com 0s gendtipos estaveis
como o capim-elefante (BAG-63), milheto (M-36) e triploide (CNPGL 94-44-3),
com ndmeros cromossomicos constatados como 2n=4x=28, 2n=2x=14 e
2n=3x=21, respectivamente (Barbosa et al., 2003; Techio et al., 2002). Foi
observada variacdo entre 0s genoétipos, a 5% de probabilidade (Tabela 4), com
taxas de irregularidades nas fases do ciclo celular muito baixas para todos os
gendtipos analisados (Tabela 5).

Como esperado, foram baixas as frequéncias de anomalias nos parentais
BAG-63 (0,25%), M-36 (0,21%) e no hibrido triploide CNPGL-94-44-3
(0,64%). Techio et al. (2006) avaliaram a meiose desses mesmos genotipos e
observaram 20,9%, 0,3% e 52,4% de anormalidades, respectivamente. Os
autores relatam que, para o capim-elefante, as percentagens de anormalidades
devem ter sido superiores ao esperado, em virtude de esse material ser oriundo

de cultura de tecidos, uma vez que, para outros dois gendtipos de capim-
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elefante, a média de anomalias foi de 2,5%. Das anormalidades encontradas para
o milheto, ascencéao precoce de cromossomos foi a mais frequente. Apesar disso,
as fases subsequentes da meiose ndo foram afetadas, revelando que esses
cromossomos foram incluidos nos nucleos em formacdo. No presente trabalho,
esse fato também pode ter ocorrido, uma vez que ndo foram observadas
anormalidades em anafase e teldfase do M-36 (Tabela 5). Techio et al. (2006)
relatam, ainda, que entre as anormalidades encontradas no capim-elefante e no
hibrido triploide estdo ascencdo precoce de cromossomos, microntcleos,
Cromossomos pegajosos e pontes. Essas mesmas anormalidades também foram
encontradas no presente estudo.

A cultivar Paraiso (0,65%) foi o Unico hibrido submetido a duplicacéo
que apresentou frequéncias de anomalias tdo baixas quanto os parentais e o
hibrido triploide. (Tabela 5) Essa cultivar, quando avaliada por Paiva (2006),
apresentou comportamento meidtico irregular (68,03%). No entanto, a
frequéncia de polens viaveis, observada por teste de coloragdo (49,96%) e de

germinacdo (86,17%), foi relativamente alta.

TABELA 4 Resumo da analise de varidncia para porcentagem (%) de
anomalias para os gendtipos avaliados (HCM-6x-2, HCM-6x-3,
HCM-6x-4, HCM-6x-20, cultivar Paraiso, HCM-6x-32, HCM-6x-
35, HCM-6x-46, HCM-6x-89, BAG-63, M-36 e CNPGL-94-44-3).

FV GL QM
Gendtipos 12 0,000341**
Erro 60 0,000038
Média 0,0115
CV% 53,24

** _ significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F.
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TABELA 5 Total de células avaliadas no ciclo celular, frequéncia observada
(%) de células com anormalidades e média de anomalias (%) para
0s gendtipos avaliados (HCM-6x-2, HCM-6x-3, HCM-6x-4,
HCM-6x-20, cultivar Paraiso, HCM-6x-32, HCM-6x-35, HCM-
6x-46, HCM-6x-8, BAG-63, M-36 e CNPGL-94-44-3).

% Anormalidades

Gen6tipos Total  Pro' Prom* Met® Ana' Tel’ Médiade

células anomalias
avaliadas (%)°
HCM-6x-2 4134 0,00 0,00 0,46 0,27 0,12 0,83b
HCM-6x-3 3844 0,31 0,05 044 018 0,10 1,10 b
HCM-6x-4 4409 0,54 0,18 0,86 0,34 0,36 2,30 c
HCM-6x-20 4089 0,66 0,34 0,88 054 0,32 2,78 ¢
Paraiso 3966 0,15 0,08 0,25 0,13 0,05 0,65 a
HCM-6x-5 3880 0,18 0,00 1,03 0,21 0,26 164D
HCM-6x-32 4402 0,48 0,02 0,34 0,09 0,07 1,00 b
HCM-6x-35 4559 0,37 0,24 0,20 022 0,15 1,19b
HCM-6x-46 3945 0,00 0,00 1,04 0,43 0,05 156D
HCM-6x-89 4018 0,03 0,00 0,70 0,05 0,08 0,86 b
BAG 63 4255 0,02 0,05 0,02 0,07 0,07 0,25 a
M 36 3906 0,05 0,00 0,15 0,00 0,00 0,21a

CNPGL-94-44-3 3963 0,18 0,03 020 010 0,13 0,64 a

! Pro = profase; 2 Prom = prometéfase; ° Met = metéafase; * Ana = anafase; ® Tel
= telofase; © Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem
estatisticamente, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

38



Apesar de terem sido observadas baixas frequéncias de anormalidades
para todos hibridos triploides duplicados analisados (Tabela 5), Paiva (2006),
trabalhando com os mesmos gendtipos, relatou frequéncias de anomalias
variando de 59,46%, para o hibrido HCM-6x-2 a 74,72%, para HCM-6x-32.
Assim, no presente trabalho, as frequéncias de anormalidades encontradas nas
células somaticas sdo menores que aquelas encontradas para 0s mesmos
geno6tipos na meiose (Paiva, 2006).

Com relagdo aos tipos de anormalidades, observa-se que a maior
frequéncia ocorreu em metafase e a menor, em prometafase (Tabela 6). As
anormalidades mais frequentes foram cromossomos perdidos (34,25%) e
pegajosos (32,96%), seguidas por morte celular (13,64%) e micronucleos
(12,19%). Ocorréncias de pontes (3,57%) e de duas anormalidades
simultaneamente (3,42%) foram as menos frequentes. Algumas dessas
anormalidades sdo mostradas na Figura 8.

Na mitose e na meiose, 0 processo de eliminacdo pode ser evidenciado
por meio de alteracBes, como migracdo precoce nas metéfases e migracdo
cromossdmica tardia nas anafases, que podem levar, consequentemente, a
presenca de micronlcleos nas teléfases. A ocorréncia de pontes e de
cromossomos pegajosos também pode resultar em eliminacdo cromossémica,
uma vez que podem comprometer a segregacdo cromatidica (Baptista-
Giacomelli et al., 2000).

Abreu et al. (2006) induziram poliploidia em diferentes tecidos vegetais
de hibridos triploides entre capim-elefante e milheto, utilizando colchicina. Os
autores observaram anormalidades na mitose, como metafases com
cromossomos perdidos, micronicleos, anafases com pontes e anafases com

cromossomos atrasados, evidenciando, assim, a eliminagéo cromossémica.
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TABELA 6 Frequéncia (%) de todos os tipos de anormalidades nas fases do
ciclo celular e frequéncia (%) de anormalidades por fase, para os
gendtipos avaliados.

Fase Anormalidade % %/Fase
Profase MC* 13,64 20,30
Profase MIC? 6,66

Prometéafase MIC? 1,14 6,82
Prometafase PEG® 5,52
Prometafase MIC? + PEG® 0,16
Metafase MIC? 1,79 43,52
Metéafase PEG® 27,44
Metafase PERD* 12,01
Metéafase MIC? + PEG® 0,33
Metafase PEG® + PERD* 1,95
Anafase MIC? 0,16 17,53
Anéafase PERD* 15,42
Anéfase PTE® 1,46
Anéafase MIC? + PEG® 0,16
Anéafase PERD* + PTE® 0,33
Telofase MIC? 2,44 11,86
Tel6fase PERD* 6,82
Tel6fase PTE® 2,11
Tel6fase MIC? + PERD* 0,33
Teléfase MIC? + PTE® 0,16

1 MC = morte celular; * MIC = micron(cleo; * PEG = pegajosos; * PERD =
cromossomo perdido; > PTE = Ponte.
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FIGURA 8 Anormalidades observadas em hibridos entre capim-elefante e
milheto submetidos a tratamento com antimitético. (A) Metafase
COm cromossomos pegajosos. (B) Metafase com eliminacéo
cromossémica. (C) Anéfase com ponte. (D) Tel6fase com
cromossomo perdido. Barras = 10 um.

Paiva (2006) constatou que as anormalidades meidticas mais frequentes
nos hibridos triploides submetidos a duplicacdo cromossdmica foram ascenséao
precoce de cromossomos, segregacdo irregular e formacdo de pontes e
micronucleos. Tais anormalidades afetaram diretamente a fertilidade do polen,

pela produgdo de gametas aneuploides, o que foi observado pelas baixas taxas de
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viabilidade do polen, tanto por coloracdo quanto por germinacdo in vitro.
Contudo, certa percentagem de polens viaveis é produzida.

Os resultados mostram a dificuldade em obterem-se plantas com todo o
complemento duplicado. No entanto, a eliminagdo cromossdmica em hibridos
interespecificos pode ser uma ferramenta utilizada em programas de
melhoramento genético, uma vez que, com a eliminagdo parcial de
cromossomos, podem-se gerar novas variedades hibridas, enquanto a eliminagéo
total de um genoma do hibrido de capim-elefante e milheto pode,
ocasionalmente, formar variedades diploides férteis, que poderdo servir de
pontes nos cruzamentos e, assim, introduzir caracteristicas desejaveis no capim-
elefante (Abreu et al., 2006; Baptista-Giacomelli et al., 2000).

Neste aspecto, torna-se interessante realizar estudos envolvendo,
principalmente, a cultivar Paraiso, por apresentar bom desempenho em plantios
comerciais, produzir sementes viaveis e ter apresentado taxas de anormalidades
tdo baixas quanto os parentais e o hibrido triploide; o hibrido HCM-6x-35, por
apresentar, com maior frequéncia células, 42 cromossomos e teores de DNA
esperados para o hibrido hexaploide e o hibrido HCM-6x-32, que apresenta
tendéncia a estabilizar-se como triploide. Estudos com citogenética molecular,
principalmente com hibridizacdo gendmica in situ (GISH), estdo sendo

conduzidos para averiguar o grau de introgressdo ocorrido nestes hibridos.
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5 CONCLUSOES

O comportamento dos hibridos triploides duplicados ha mais tempo
(americanos) e mais recentemente (nacionais) foi semelhante quanto ao nimero
cromossdmico, isto é, todos apresentam mixoploidia em células meristematicas.

N&o ha variacdo no contetdo de DNA entre os tecidos (folhas e raizes)
de um mesmo hibrido, mas ha variacao entre os hibridos avaliados.

As irregularidades nas fases do ciclo celular sdo muito baixas, para todos
0s gendtipos avaliados e ndo explicam a variacdo observada com relacdo ao

ndmero cromossémico.
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