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CAPITULO 1

MICROPROGACAO E DUPLICACAO CROMOSSOMICA
DE HiBRIDOS TRIPLOIDES DE CAPIM-ELEFANTE E MILHETO



RESUMO

BARBOSA, Sandro. Micropropagagio e duplicacio cromossémica de
hibridos tripléides de capim-elefante e milheto. 2004. 119 p. Tese (Doutorado
em Agronomia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras — MG.*

Hibridos interespecificos tripléides (3x) obtidos pela combinagdo do
capim-elefante (2n = 4x = 28) com o milheto (2n =2x = 14) chegam a superar
seus genitores em producdo e qualidade forrageira, revelando ser uma alternativa
para a obtengdo de cultivares superiores, contribuindo para ampliar a produgio e
rentabilidade da pecudria leiteira. Entretanto, a maior limitagdo em relagdo a
utilizagdo do hibrido tripl6ide ¢ a infertilidade, fazendo com que sua propagacgdo
ocorra vegetativamente, o que constitui uma barreira para sua utilizagdo nos
programas de melhoramento genético do capim-elefante. A restauracéo da
fertilidade pode ser conseguida pela duplicagdo cromossomica, permitindo que
os mesmos voltem aos programas de melhoramento genético, transferindo alelos
de caracteristicas desejadas ao capim-elefante e viabilizando a sua propagagdo
via semente. Objetivando restaurar a fertilidade de hibridos entre capim-elefante
¢ milheto foram utilizadas solugdes de colchicina 0,05% e 0,1%, aplicadas em
‘seedlings’, plantulas e segmentos caulinares cultivados in vitro em intervalos de
12 e 24 horas de exposicdo. ‘Seedlings’ de diferentes gendtipos hibridos
cultivados in vivo foram submetidos a exposigio de 24 horas em solugdo de
0,05% de colchicina, mesmo tratamento aplicado a meristemas laterais em
diferentes periodos de exposigdo. A duplicagio cromossomica foi confirmada
através do piimero cromossdmico em células de meristemas de raiz e avaliagdo
da viabilidade polinica por meio de testes de germinagdo in vitro.
‘Seedlings’cultivados e tratados in vifro apresentaram a melhor resposta ao
tratamento de indugdo de poliploidia em solugdo de colchicina 0,1% por 24
horas, no qual 38% das plantas sobreviventes apresentaram o conjunto
cromossémico duplicado e a fertilidade confirmada pela presenca de pélens
vidveis.

* Comité orientador: Lisete Chamma Davide (orientadora), José Eduardo Brasil
Pereira Pinto — UFLA e Anténio Vander Pereira — Embrapa Gado de Leite.



ABSTRACT

BARBOSA, Sandro. Microprogation and chromosomal duplication of
elefantgrass an pearl milet triploid hybrids. 2004. 119 p. Thesis (Doctor of
Science in Agronomy) — Universidade Federal de Lavras, Lavras — MG.*

Interspecific triploid (3x) hybrids, obtained through the combination of
elefant-grass (2n = 4x = 28) with pearl milet (2n =2x = 14) can overcome their
ancestors in production and forage quality. Therefore, they are an alternative to
obtain superior cultivars, contributing to increase the production and profit in
milk production. However, the greatest limitation of the triploid hybrid is its
infertility leading to a vegetative propagation, which is a barrier for its use in
elefantgrass genetic improvement programs. Fertility can be restored through

_chromosomal duplication. This made possible the return of triploid hybrids to
elefantgrass genetic improvement programs, transferring alleles with the desired
characteristics to the elefantgrass allowing its propagation through seeds. With
the objective of restoring fertility of elefantgrass and pearl milet hybrids, 0.05%
and 0.1%, solutions of colchicines were applied on seedlings, plantlets and stems
segments cultivated in vitro at 12 and 24 hours intervals of exposition. Seedlings
of different hybrid genotypes cultivated in vivo were submitted to 24 hours
exposition in 0.05% solution of colchicine, the same treatment applied on lateral
meristems in different exposition periods. Chromosomal duplication was
confirmed  through the chromosomal number in cells of root meristems and
evaluation of pollen viability through in vitro germination tests. Seedlings that
were cultivated and treated in vitro presented the best response to the poliploidy
induction treatment in 0.1% solution of colchicine for 24 hours, in which 38% of
the surviving plants presented a doubled chromosomal group and fertility
confirmed by the presence of viable pollens.

* Guidance committee: Lisete Chamma Davide (Major professor), José Eduardo
Brasil Pereira Pinto — UFLA and Anténio Vander Pereira — Embrapa Gado de
Leite. .



1 INTRODUCAO GERAL

Pennisetum Rich. é um dos mais importantes géneros da familia Poaceae
e est4 distribuido por toda a faixa tropical do planeta. Caracteriza-se por sua alta
complexidade e heterogeneidade devido aos inimeros arranjos taxondmicos
propostos e 4 ampla variabilidade genética descrita em, aproximadamente, 140
espécies (Brunken, 1977; Kativu e Mithen, 1987; Xavier, et al., 1995; Jauhar e
Hanna, 1998).

O capim-elefante (Pennisetum purpureum Schumach.) e o milheto
[Pennisetum glaucum (L.) R. Br.] s@o as espécies cultivadas de maior
importancia econdmica e forrageira do género. O capim-elefante estd entre as
espécies de maior eficiéncia fotossintética, apresentando boa palatabilidade, alto
valor nutritivo, perenidade e elevada capacidade de producdo e acumulo de
matéria seca de boa qualidade (Pereira et al., 2001). Embora seja amplamente
difundida, uma das limitagdes a expansdo da érea cultivada com esta espécie,
entre os 100 milhdes de hectares ocupados por forrageiras cultivadas no Brasil
(Pereira et al, 2003), é a necessidade do uso da propagacdo vegetativa, visto que
a maioria das cultivares produz sementes mindsculas, deiscentes e de baixo
vigor.

Segundo Pereira et al. (2001), o capim-elefante ainda apresenta pouca
disponibilidade de cultivares melhoradas adaptadas as diferentes condigdes
ambientais e sistemas de utilizagdo, especialmente sob pastejo rotativo. A
obten¢do de variabilidade genética para o melhoramento do capim-elefante pode
ser conseguida por meio da hibridagFo intra e interespecifica, uma vez que essa
forrageira tem boa capacidade de combinagdo genética com outras espécies,
especialmente o milheto.



Os programas de melhoramento genético tém se preocupado em
explorar o potencial do germoplasma de ambas éspécies, com o intuito de
desenvolver hibridos e cultivares mais produtivos, visando atender a forte
demanda por novas variedades forrageiras que combinem elevada capacidade de
produgdio com alta qualidade (Pereira et al. 2003).

Os hibridos obtidos pelo cruzamento do capim-elefante com o milheto
apresentam boas qualidades forrageiras, revelando serem uma alternativa para a
obtengdo de culﬁva}es superiores e incrementar a produgio e a rentabilidade da
pecuaria leiteira. Entretanto, a infertilidade dos hibridos tem sido apontada como
um problema, sendo atribuida & ocorréncia de irregularidades meidticas,
advindas da condig@o tripléide (Techio, 2002), limitando o seu emprego no
melhoramento genético do capim-elefante e produgdo de sementes para
implementagdo de pastagens economicamente vidveis.

A restauragio da fertilidade pode ser conseguida pela duplicagdo
cromossdmica, utilizando colchicina (Krishnaswamy & Raman, 1951 e 1954;
Hanna, 1981; Hanna et al., 1984) e outros antimitéticos (Dujardin & Hanna,
1985; Hanna & Dujardin, 1986; Abreu, 2002). O hexapléide artificial produzido
apresenta meiose bastante regular, progénie com alta freqiiéncia de pélen e
sementes grandes, vidveis e com menor deiscéncia, quando comparadas as do
capim-elefante, viabilizando a propagagdo via semente. .

Embora a literatura relate metodologias de duplicagio cromossomica do
hibrido tripléide de capim-elefante com milheto (Hanna, 1981 e Hanna et al.,
1984), ainda nio se conseguiu produzir hexapléides artificiais utilizando
hibridos desenvolvidos no Brasil. Além disso, hexapléides induzidos foram
obtidos apenas a partir de “seedling”, o que n&o permite uma avaliagéo prévia do
comportamento agronémico do tripléide, podendo-se duplicar os cromossomos
de hibridos sem valor forrageiro. Neste contexto, o presente trabalho teve como
objetivo adaptar e desenvolver metodologias de duplicagdo cromossémica,



utilizando os recursos da biotecnologia para restaurar a fertilidade dos hibridos
tripléides e contribuir para a obteng4o de cultivares superiores que se propaguem

via semente.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O género Pennisetum

Pennisetum é um dos mais representativos géneros da familia Poaceae e
da tribo Paniceae, é amplamente distribuido pelos tropicos e retine 140 espécies
que, baseadas em caracteres morfoldgicos, se encontram classificadas em 5
secOes: Eu-pennisetum, Heterostachya, Brevivalvula, Gymnotrix ¢ Pennisetum
(Brunken, 1977).

A se¢do Pennisetum reine as duas espécies economicamente mais
importantes do género, o capim-elefante (Pennisetum purpureum Schumack) e o
milheto [Pennisetum glaucum (L.) R. Br.].(Martel, Ricroch & Sarr, 1996;
Schmelzer, 1997).

2.1.1 Caracterizacio botinico-agrondmica de Pennisetum purpureum e
Pennisetum glaucum

A espécie P. purpureum é uma graminea tropical perene de grande
importincia forrageira, cujas caracteristicas morfolégicas apresentam ampla
variabilidade. A literatura indica um grande niimero de atributos utilizados na
caracterizagdo de cultivares de capim-elefante (Brunken, 1977; Tcacenco, 1988;
Tcacenco & Lance, 1992; Xavier et al. 1995; Pereira et al., 2000; Pereira et al.,
2002; Techio et al., 2002), em que é possivel verificar as principais diferengas
existentes.

De forma resumida, a espécie pode ser caracterizada como ereta,
cespitosa, de porte elevado (mais de 5 m), apresentando folhas invaginantes,
largas e compridas (30 a 120 cm), inflorescéncia tipo panicula e abundante



langamento de perfilhos aéreos e basais (Bogdan, 1977; Xavier et al., 1995;
Pereira et al., 2001).

Apresentando posigdo taxondmica semelhante ao P. purpureum até o
nivel de se¢do, o milheto (P. glaucum) é uma graminea anual que apresenta
caules eretos medindo de 1 a 3 m de altura e folhas largas, geralmente atingindo
de 7 a 110 cm de comprimento e 3 a 8 cm de largura. A inflorescéncia ¢ uma
panicula densa, cilindrica e terminal, com 10 a 150 cm de comprimento,
apresentando, em média, 1500 espiguetas. Os frutos sdo cariopses variando de
globosos a subcilindricc;s e as sementes medem, em média, 3 a 4 mm. A espécie
é alégama, com florescimento protoginico, o que dificulta a autofecundaggo.
(Bogdan, 1977; Alcantara & Bufarah, 1988; Diz, 1994; Bonamigo, 1999).

Apresentando um germoplasma com ampla variabilidade, a utilizagéo do
milheto no melhoramento do capim-elefante pode permitir maiores avangos na
obtengdo de cultivares resistentes a seca, 3 salinidade, com boa produgio de

sementes nio deiscentes e de melhor qualidade forrageira.

2.1.2 Caracterizagio botanico-agrondmica de hibridos interespecificos entre
P. purpureum e P. glaucum

Hibridos interespecificos tripléides (3x) obtidos pelo cruzamento do
capim-elefante (2n = 4x = 28) com o milheto (2n =2x = 14), denominados PMN
(do inglés pearl milet e napiergrass), chegam a superar seus genitores em
produgdo e qualidade forrageira, revelando ser uma alternativa para a obteng@o
de cultivares superiores contribuindo para ampliar a produgéo ¢ a rentabilidade
da pecudria leiteira (Osgood, Hanna e Tew, 1997; Jauhar & Hanna, 1998).

Os tripléides podem ser obtidos por polinizacdo manual e propagados
vegetativamente ou por meio de sementes hibridas comerciais. Embora

apresentem grande variabilidade, a maioria sdo fémea e macho estéreis, 0 que



impede a sua utilizagdo em cruzamentos. A variabilidade morfolégica permite
selecionar clones superiores que sdo, entio, propagados vegetativamente.

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

Assim como nos genitores, varios atributos tém sido avaliados para
caracterizagio morfolégica das progénies tripldides que sdo consideradas
semelhantes ao tetrapléide (Brunken, 1977; Diz, 1994; Hanna, 1999; Pereira et
al., 2000; Techio et al., 2002). Sucintamente, os hibridos caracterizam-se por
.apresentarem plantas com 1,5 a 5 m de altura, produzem de 15 a 20 perfithos por
planta e sdo ndo-rizomatosas. As inflorescéncias podem variar de 20 a 40 cm em
comprimento ¢ 1 a 1,5 cm em didmetro. Os estigmas geralmente estdo
receptivos, entretanto, as anteras sfo atrofiadas e raramente sdo "emitidas".
Além disso, muitos évulos apresentam aborto dos 4 megéasporos (mais de 99%)
(Hanna, 1981; Diz, 1994; Techio, 2002).

Poucos trabalhos relacionados & caracterizagdo morfofisiologica de
hexapléides induzidos (6x) sdo encontrados na literatura. Sementes e ‘seedlings’
de dois genétipos 6x induzidos foram estudados por Diz & Schank (1990) em
relagio ao tamanho, poder germinativo e desenvolvimento vegetativo. Os
autores verificaram que hi relagio entre o tamanho das sementes e as
caracteristicas produgdo de perfilhos, comprimento e largura de folhas e peso de
matéria seca, sendo as plantas oriundas de sementes grandes mais produtivas.
Utilizando os resultados e a progénie das plantas parentais descritas no trabalho
anterior, Diz & Schank (1993) ampliaram os conhecimentos sobre o
desenvolvimento vegetativo e reprodutivo dos hexapléides. Neste segundo
traba]ho, os autores relatam ter encontrado diferengas genéticas para
caracteristicas reprodutivas, como numero de paniculas por planta,



comprimento, espessura e florescimento das paniculas e produggo de sementes,
comparando a progénie de sete hibridos hexapléides. Os resultados confirmaram
que plantas provenientes de sementes grandes sdo mais produtivas. Dados
comparativos sobre produgdo de matéria seca, proteina bruta, fibras e a presenca
de alguns sais foram apresentados juntamente com a descri¢do de alguns
atributos morfolégicos como nimero de perfilhos, comprimento e largura das
folhas foram apresentados por Krishnaswamy & Raman (1954) e Hanna (1981)
para hibridos 3x e 6x, mostrando haver grande similaridade entre as duas
ploidids hibridas para as caracteristicas avaliadas. Esse resultado € consonante
com Hanna et al. (1984) que consideram hibridos 3x e 6x morfologicamente
semelhantes.

2.2 Caracterizacio citogenética de Pennisetum

As espécies pertencentes ao género Pennisetum constituem um grupo
heterogéneo, apresentando diferentes nimeros basicos de cromossomos x=5,
7, 8 e 9), morfometria cromossdmica ¢ gendmica variando de acordo com os
niveis de ploidia de dipl6ide a octapldide.

O germoplasma de Pennisetum encontra-se dividido em trés conjuntos
génicos. O milheto (P. glaucum) com 2n = 2x = 14, juntamente com duas outras
espécies diploides selvagens (P. mollissimum e P. violaceum), integram o
conjunto génico primario. No segundo grupo, encontra-se 0 capim-elefante (P.
purpureum Schum) com 2n = 4x = 28 e, no conjunto terci4rio, as demais
espécies (Harlan & De Wet, 1971; Martel, Richroch & Sarr, 1996).

Apesar da consideravel importincia econdmica, existem poucos estudos
citogenéticos com espécies de Pennisetum. A excegdo do milbeto, para o qual
amplas revisdes sdo encontradas na literatura (Burton & Powell, 1968, Jauhar,
1981; Minocha, 1991; Jauhar & Hanna, 1998), para a maioria das espécies, 0s
relatos restringem-se a determinagdo do nimero cromossdmico. As informagoes



sobre a citogenética de hibridos intra e interespecificos, as avaliagbes das
relagdes de pareamento cromossdmico, a anilise génﬁmica € outros aspectos
citolégicos do género sdo limitadas.

O acompanhamento citogenético de diferentes combinagdes gendémicas
de P. purpureum e P. glaucum, hibridos interespecificos tripléides e aqueles
provenientes da duplicagio cromossomica, tem sido realizado no Laboratério de
Citogenética da UFLA. Mais de 60 acessos, entre eles P. purpureum ¢ P.
glaucum, hibridos ihterespeciﬁcos 3x e 6x, P. setosum e P. nervosum, foram
identificados por meio do nimero cromossdmico. As descrigdes dos
complementos cromossémicos de cinco familias constituidas de hibridos P.
purpureum e P. glaucum e de seus genitores permitiram estabelecer as relagdes
cariotipicas entre os Agenitores, identificar cromossomos parentais no
complemento hibrido e classificar os cariétipos quanto a simetria (Barbosa,
Davide e Pereira, 2002; Techio et al, 2002; Techio, 2002). O comportamento
meidtico e o grau de relacionamento genético entre os genomas de trés dessas
familias foram descritos (Techio, 2002). A relagdo entre a area nuclear, tamanho
da placa metafésica e didmetro do pélen com diferentes niveis de ploidia foi
estudada por Assis et al. (2002).

Em relagdo a duplicagéio de cromossomos de hibridos 3x, tratamentos
utilizados por Abreu (2002) resultaram em mixopl()ides, em fungio da
eliminag3o cromossomica completa ou parcial.

Davide et al. (2003), analisando ‘seedlings’ obtidos de sementes
provenientes da autofecundagio de mixopldides férteis, observaram que 76%
das células analisadas mostravam niimero cromossomico igual a 14, sugerindo
que houve estabilizaggo do nivel dipléide constituindo uma raga cromossomica a
partir de mixopléides de Pennisetum.



2.2.1 Citogenética de P. purpureum e P. glaucum

O capim-elefante é a espécie alotetrapldide (2n = 4x = 28) mais
conhecida do género Pennisetum, apresentando genomas A’A’BB e
comportamento dipléide normal (Krishnaswamy & Raman, 1954; Jauhar, 1981;
Martel, Richroch & Sarr, 1996; Jauhar & Hanna, 1998; Techio, 2002).

Evidéncias de varias pesquisas tém mostrado que 0s Cromossomos do
genoma A’ sio homélogos/homedlogos aos do genoma A do milheto, enquanto
que OS Cromossomos do genoma B nio tém sua origem definida (Krishnaswamy
& Raman, 1954; Jauhar, 1981). Para Martel et al. (1997), o emprego de técnicas
de hibridizagdo in situ genémica (GISH) permitiria testar a origem alotetrapléide
ou dipléide de P. purpureum, bem como auxiliar na definicdo da espécie
doadora do genoma B.

Segundo Pantulu & Venkateswarlu (1968), estudos sobre a morfologia
dos cromossomos no paquiteno mostraram que 0s Cromossomos 1el4do
capim-elefante apresentam os organizadores nucleolares e o primeiro mostrou-se
2,7 vezes maior que o iltimo, caracterizando um cariétipo assimétrico. Para
Jauhar (1981), o cariétipo do capim-elefante é constituido de cromossomos
metacéntricos, submetacéntricos € um acrocéntrico. Com base nestas
observagdes, o cariétipo do capim-elefante foi incluido na categoria 2b da
classificagdo de assimetria proposta por Stebbins (1958).

Barbosa, Davide & Pereira (2002), estudando cinco acessos de capim-
elefante do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Gado de Leite (BAGs 54,
63, 65, 75 € 91), relataram a presenca de Cromossomos metacéntricos. Contudo,
foi observado em algumas metafases, entre os sete primeiros pares de
cromossomos, que ha pelo menos dois pares submetacéntricos e entre os sete
pares restantes ocorre pelo menos um par submetacéntrico; que foram
desconsiderados por ndio estarem presentes em todas as metafases analisadas.



Este fato, associado a diferenca de comprimento relativo ser praticamente o
dobro entre o maior e o menor par nos BAGs 54, 65 e 91, sugere a inclusio do
cariétipo desses acessos na categoria 2b, de acordo com a classificagdo de
Stebbins (1958). Para os acessos BAGs 63 e 75, devido a relagdo entre o maior e
menor brago ter sido menor que 2:1, o cariétipo enquadra-se na categoria la -
simétrico.

Essa divergéncia de resultados confirma a ocorréncia de vaﬁagﬁo
intravarietal em P. purpureum e permite inferir que as alteragSes estruturais,
como delegdes e adigSes, devem ter contribuido para aumentar ou diminuir a
diferenga de tamanho entre o0 maior e o menor cromossomo dos diferentes
.acessos de capim-elefante (Barbosa, Davide & Pereira, 2002).

A meiose no capim-elefante caracteriza-se pela formagdo de bivalentes
(Jauhar, 1981), que parece ser garantida segundo Techio (2002), pela presenca
de mecanismos supressores do pareamento homedlogo, semelhante ao
identificado no trigo hexapl6ide por Sears (1976).

Techio (2002) estudou a meiose nos acessos BAGs 63, 75 e 91. Segundo
a autora, a freqiiente formagdo de 14 bivalentes nas diacineses e metéfases I
desses acessos confirma que, apesar de ser alotetrapléides, o capim-elefante
comporta-se, em termo de segrega¢do cromossdmica, como um tipico dipléide.
Contudo, anormalidades, como a presenga de cromossomos pegajosos, nucleos
assincronicos e a formagdo de micronicleos na meiose I foram observadas,
sendo mais evidentes no BAG 63, que é proveniente da cultura de tecidos.

O milheto é uma espécie dipléide anual com 2n = 2x = 14 cromossomos
e genoma AA, de polinizag@io cruzada, principalmente por causa do seu habito
de floragdo protoginica (Powell, Hanna & Burton, 1975).

O cariétipo do milheto, tem sido amplamente estudado e divergéncias

em relagiio & morfometria e & organizagio do complemento cromossdmico s&o
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encontradas (Burton & Powell, 1968; Pantulu & Venkateswarlu, 1968; Jauhar,
1981; Minocha, 1991; Jauhar & Hanna, 1998).

Jauhar (1981) apresentou o cariétipo do milheto como simétrico devido a
presenga de cromossomos metacéntricos e submetacéntricos e pelo fato de o
maior deles ser 1,5 vez maior que o menor sendo portanto, incluido na categoria
1a de Stebbins (1958). Este mesmo resultado foi verificado por Barbosa, Davide
& Pereira (2002) que observaram que, além dos cromossomos do milheto serem
metacéntricos e submetacéntricos, a diferenga entre o maior ¢ 0 menor par de
cromossomos é 1,6 vezes, classificando também o cari6tipo como simétrico.

As avaliagdes da meiose tém mostrado que o milheto apresenta sete
bivalentes e dois quiasmas em cada um, exceto o bivalente nucleolar, que
geralmente, apresenta um quiasma (Jauhar, 1981; Jauhar & Hanna, 1998;
Techio, 2002).

2.2.2 Citogenética de hibridos entre P. purpureum e P. glaucum

Os hibridos interespecificos possuem 2n = 3x = 21 cromossomos,
apresentando os genomas AA’B, dos quais sete s30 oriundos do dipldide (2x) P.
glaucum e 14 do tetrapléide (4x) P. purpureum. Virios estudos tém evidenciado
a existéncia de homologia/homeologia entre os sete cromossomos do genoma A’
aos sete do genoma A (Jauhar, 1981; Jauhar & Hanna, 1998; Hanna, 1999). A
maioria dos cromossomos das duas espécies é facilmente distinguivel pelo
tamanho e forma na placa equatorial, pois os cinco primeiros cromossomos de P.
glaucum sdo de maior tamanho que os de P. purpureum (Burton, 1942; Barbosa,
Davide & Pereira, 2002).

A maior parte das caracterizagbes citogenéticas existentes para os
hibridos entre capim-elefante e milheto é baseada no comportamento
cromossdmico durante a meiose (Burton, 1942; Burton & Powel, 1968; Jauhar,
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1981; Pantulu & Rao, 1982; Techio, 2002). Contudo, Barbosa, Davide & Pereira
(2002), estudando a mitose de hibridos (3x) intérespecificos cedidos pela
Embrapa Gado de Leite, verificaram que, com relagéo ao comprimento relativo,
em células somaticas, o maior cromossomo do hibrido chega a ser 2,6 vezes
maior que o menor cromossomo. Baseado nesta informagd@io, esses mesmos
autores determinaram que os cariétipos dos hibridos analisados incluem-se na
categoria 2b de Stebbins (1958) e relataram que, na maioria destes hibridos,
foram observados .cromossomos metacéntricos e submetacéntricos. Para
Barbosa, Davide & Pereira (2002), a contribuigio do genitor capim-elefante, em
termos de quantidade de DNA, determinada com base no comprimento do lote
hapléide (CTLH), é similar iquela fornecida pelo milheto, embora os hibridos,
fenotipicamente, assemelhem-se mais ao capim-elefante. De acordo com
Gonzalez & Hanna (1984), o genoma B tem um efeito dominante sobre o
genoma A em capim-elefante com relagfo ao tamanho da semente, juvenilidade
e caracteristicas de inflorescéncia e folha.

Na meiose destes hibridos interespecificos estéreis, foi observada a
formacdo de pontes, tétrades anormais e aborto de todas as quatro megasporas
(Hanna, 1981 e Jauhar, 1981). Techio (2002) realizou uma ampla caracterizagdo
meidtica de trés hibridos tripléides produzidos pela Embrapa Gado de Leite
(F94-60-01; F94-52-02 e F94-53), observando 7 bivaleni:es e 7 univalentes.
Também foram encontradas anormalidades relacionadas a segregagdo irregular
dos cromossomos, caracterizada pela presenca de cromossomos com ascens3o
precoce na metifase I ou retardatirios na anéfase I. A autora relatou ainda a
ocorréncia micronicleos na teléfase II e tétrades, possivelmente como
conseqiiéncia das irregularidades citadas, além de pontes cromossdmicas
muiltiplas nas anifases I e II, aderéncia entre cromossomos, fusos tripolares e

citomixia.
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Por meio do uso de substéncias antimitéticas, como a colchicina pode-se
duplicar o conjunto cromossdmico do hibrido PMN, restaurando sua fertilidade
(Hanna, 1981; Hanna et al., 1984; Dujardin & Hanna, 1985; Hanna & Dujardin,
1986), produzindo um hexapléide que apresenta megasporogénese €
desenvolvimento do saco embrionario normal (Hanna, 1981).

Varios autores citados por Jauhar (1981) descreveram que o hibrido
hexapléide tem uma maior semelhanca ao capim-elefante, devido a uma maior
contribuigdo gendmica deste e a domindncia do genoma B sobre o genoma A.
Comentam também que o genoma A de P. glaucum e A’ de P. purpureum s@o
similares no conteido génico. Estes, no hexapléide, tém um efeito de quatro
genomas A, embora a maior semelhanca do hexapléide ao P. purpureum

- demonstre que os genomas A e A’ sdo suficientemente diferentes, apresentando
expressdes fenotipicas diferentes. Jauhar & Hanna (1998) relatam a
possibilidade do genoma B exercer dominincia em relagdo aos genomas AeA’
e que, provavelmente, este genoma seria o responsivel pela semelhan¢a
fenotipica entre o capim-elefante e o hibrido hexapléide. Krishnaswamy &
Raman (1954, 1956) consideram o genoma B dominante, pois alterando-se a
proporce’io. do genoma A em relagio ao genoma B de 2:1 para 51, a
manifestagio fenotipica do gemoma B é maior que a dos gemomas A
combinados. No hibrido com constituigdo genémica AAAAA’B, por exemplo, a
tinica dose do genoma B faz com que este se assemelhe mais ao P. purpureum.
Isso indica que o genoma B foi dominante ou, talvez, epistético sobre as cinco

doses do genoma A.

2.3 Melhoramento genético e a obtengio de hibridos tripléides e hexapléides
induzidos de Pennisetum

O melhoramento genético de plantas envolve um conjunto de

procedimentos, com fundamentagdo cientifica, visando a alteragdo de
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caracteristicas de interesse botinico-agronomicas e a obtengio de cultivares
superiores a partir da manipulagdo da variabilidade genética existente no
germoplasma de determinado grupo.

Buscando obter novas combinagdes génicas para atender 3 demanda
nacional por cultivares forrageiras superiores, a Embrapa Gado de Leite,
desenvolve ha mais de uma década um programa de melhoramento genético do
capim-elefante. Esse programa visa explorar a variabilidade genética presente
em uma das maiores cole¢des de Penmnisetum do Brasil. O banco ativo de
germoplasma do capim-elefante (BAGCE) é constituido por clones, populagdes
e cultivares melhoradas de P. pwrpureum, ragas cromossomicas (triploides e
hexapl6ides) resultantes da hibridagdo entre P. purpureum x P. glaucum, acessos
de P. glaucum e diversas outras espécies selvagens de Pennisetum.

O capim-elefante ¢ uma espécie a;nplamente difundida por todo o
Brasil. Entretanto, uma das limitagGes & expansdo da 4rea cultivada de capim-
elefante € a necessidade do uso da propagagd@o vegetativa, visto que a maioria
das cultivares produz sementes de baixo vigor (Pereira et al., 2001).
Considerando que grande parte das cultivares existentes sdo clones e que esta
forrageira é quase sempre cultivada sob condi¢Ges de manejo deficiente, a
expressdo do potencial da espécie ¢ comprometida pela dificuldade de adaptagéo
da planta aos diferentes ambientes. Uma solugdo econémica para este problema
¢é o desenvolvimento de cultivares superiores, adaptadas as diferentes condi¢des
edafoclimiticas e propagadas via sementes. Desprezando-se as diferencgas
genotipicas para produggo e qualidade da forragem, a propagacgdo por meio de
sementes apresenta como vantagens maior facilidade de colheita,
armazenamento e transporte, maior rapidez e facilidade no plantio e menor gasto
de mio-de-obra, resultando em menor custo de implantagdo das pastagens
(Pereira et al., 2003).

Nos programas de melhoramento genético a manipulagdo da
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variabilidade genética muitas vezes se restringe a cruzamentos intraespecificos,
devido as barreiras existentes em cruzamentos interespecificos. Nesse sentido, a
citogenética tem contribuido na identificagdo do complemento cromossomico e
das relagdes filogenéticas para a definigio da participagdo dos complementos
cromossomicos de diferentes espécies em hibridos interespecificos. E consenso
que a transferéncia genética ocorrera mais facilmente entre espécies afins, cujos
cromossomos apresentem maior homologia refletindo na obtengéo de hibridos
vidveis (Techio, 2002).

Segundo Harlan & De Wet (1971), o germoplasma do género
Pennisetum encontra-se dividido em trés conjuntos génicos. O primeiro é
constituido por duas espécies dipléides silvestres (P. mollissimum ¢ P.
violaceum) e o milheto (P. glaucum, 2n = 2x = 14). No segundo conjunto
génico, encontra-se o capim-elefante (P. purpureum, 2n = 4x =28) e, no terceiro
grupo, as demais espécies de Pennisetum. Embora existam esses grupamentos
génicos ¢ mecanismos biol6gicos que contribuem para a manutengio dessa
estrutura genética, algumas espééies sio compativeis sexualmente. A viabilidade
de cruzamentos entre espécies de diferentes conjuntos génicos € de particular
importancia para os programas de melhoramento, pois permite a transferéncia de
alelos de interesse para espécies de importéncia ecc;nc‘)mica.

Virias possibilidades de cruzamentos entre espécies de Pennisetum séo
encontradas na literatura (Jauhar, 1981; Dujardin & Hanna, 1985; Jauhar &
Hanna, 1998; Hanna, 1999; Schanck, 1999), permitindo a criagdo de genétipos
uteis para produggo de forragem.

O melhoramento da maioria das caracteristicas de importincia forrageira
do capim-elefante pode ser conseguido por meio da exploragdo da variabilidade
existente na propria espécie (melhoramento intravarietal). Porém, considerando
a capacidade do capim-elefante de trocar alelos com outras espécies de
Pennisetum, o programa de melhoramento pode recorrer i utilizagdo de
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germoplasma de espécies pertencentes a conjuntos génicos préximbs, tais como
o milheto (Pereira et al., 2002). Na formaggo dos hibridos, o milheto contribui
com caracteres como vigor, resisténcia & seca e tolerdncia a doengas, qualidade
forrageira e tamanho das sementes, enquanto que a rusticidade, agressividade,
perenidade e elevada produtividade de matéria seca sdo conferidas pelo capim-
elefante (Diz, 1994, Jauhar & Hanna, 1998).

Burton (1944) foi o primeiro a descrever sobre o hibrido tripléide
proveniente do cruzamento do capim-elefante com o milheto. Esse hibrido ¢
considerado o mais importante desse género por apresentar produgéo ¢ qualidade
forrageiras similares ou superiores aos seus genitores. O hibrido interespecifico
p.ode ser facilmente produzido por polinizagio manual e ser propagado
vegetativamente ou por meio de sementes comerciais que podem ser produzidas
utilizando uma variedade de milheto macho estéril citoplasmatica (pms)
(Osgood, Hanna & Tew, 1997; Jauhar & Hanna, 1998).

Segundo Pereira et al. (1999), hibridos tripléides tém apresentado grande
variabilidade para caracteres de importincia forrageira, ja tendo sido
selecionados materiais com 23% de proteina bruta nas folhas, valor este superior
4 média de 16% encontrada para o capim-elefante. Entretanto, a maior limitagdo
em relagio a utilizagdo do hibrido tripl6ide € a infertilidade, o que constitui uma
barreira para o programa de melhoramento genético. O numero de cromossomos
ndo balanceados é apontado como a principal causa da esterilidade, pois o
hibrido refine 21 cromossomos pertencentes aos genomas A oriundos do milheto
e A’ e B, do capim-clefante. A restauragio da fertilidade desses hibridos
permitiria que os mesmos voltassem ao programa de melhoramento genético,
transferindo alelos de caracteristicas desejadas ao capim-elefante.

Nesse sentido, a alternativa para resgatar a fertilidade é promover a
duplicagio. Hanna (1981) e Hanna et al. (1984) produziram, por meio da
exposigdo de ‘seedlings’ & solugdo de colchicina 0,2% e 0,05% por 24 horas,
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respectivamente, um hibrido hexapléide (2n = 6x = 42) com meiose regular, que
apresenta sementes maiores e vigorosas quando comparadas com as minusculas
sementes de baixo vigor do capim-elefante. Para Schanck (1999), a propagagédo
do hibrido via semente viabilizaria a expansdo das areas cultivadas de capim-
elefante trazendo consideraveis contribuigdes para a pecuiria leiteira.

Tratamentos utilizados por Abreu (2002) e Davide et al. (2003) em
hibridos interespecificos provenientes do BAGCE da Embrapa Gado de Leite,
resultaram em mixopléides, em fungdo da eliminagio cromossémica completa
ou parcial. Até 0 momento ndo haviam sido obtidos hexapléides induzidos via
exposigdo a colchicina ou a outros antimitéticos utilizando hibridos tripléides
obtidos em programas de melhoramento nacionais.

Considerando o potencial dessa forrageira e o interesse dos programas de
melhoramento do capim-elefante, tona-se premente o estabelecimento de
metodologias eficientes de duplicagdo cromossdmica buscando, a partir de
hibridos tripldides, que apresentem diferentes combinages genéticas, obter

hexapléides férteis, vidveis e que possam ser propagados via semente.
2.4 Cultivo in vitro e micropropagaciio para obtenciio de explantes

As técnicas de cultura de tecidos vegetal tém sido consideradas uma
alternativa promissora para a agricultura, pois muitas espécies de importincia
econdmica e propagadas assexuadamente, como morango, batata, banana e
plantas ornamentais, tém suas mudas produzidas por técnicas de cultivo in vitro.

O cultivo in vitro é uma técnica que consiste em isolar qualquer parte da
planta (explante) para cultivi-la em condigdes assépticas, em meio nutritivo
artificial (Giles & Friesen, 1994; Pasqual, Hoffman & Ramos, 1997; Vieira &
Da-Gléria, 2001; Bridgen, 2003). O principio basico dessa técnica é a
totipoténcia, ou seja, qualquer célula contém toda a informagdo genética
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necessdria para a regeneragio de uma planta completa (Kerbauy, 1998). As vias
de diferenciagdo celular envolvidas no desenvolvimento e maturagdo da planta
sdo determinadas pela natureza constitutiva dos genes herdados e sua expressdo
é resultante da interagéio gendtipo com ambiente. Nas plantas, a maioria das
divisdes celulares ocorre nas regies meristematicas e o funcionamento dessas
regides pode ser ativado ou suprimido de acordo com os padrdes de
diferenciag@o geneticamente controlados e/ou interagdes ambientais.

Segundo Vieira & Da-Gléria (2001), os tecidos meristematicos s30 as
principais fontes de explantes usadas na clonagem de plantas in vitro. A cultura
de meristemas tem sido considerada um dos métodos mais rdpidos e eficientes
na obten¢@io de plantas sadias. A atividade comercial tem se concentrado na
limpeza clonal, procedimento no qual mudas livres de patégenos (virus,
bactérias, micoplasmas e fungos) sdo produzi.daS por meio de técnicas como a
termoterapia e cultivo de meristemas (Karasawa, 2001). As 4reas mais
favorecidas por essa tecnologia tém sido a florestal, a horticultura, a fruticultura
e a floricultura.

Na cultura de meristemas, deve-se preferir explantes de dapices
meristematicos. O tamanho do isolado deve ser grande o suficiente para permitir
um pegamento eficiente e a obtengdo de plantas saudéveis (Teixeira & Marbach,
2000). Por outro lado, na cultura nodal, a micropropagagdo € feita utilizando n6s
individualizados ou em conjunto e as plantas desenvolvidas s#o individualizadas
e enraizadas (George, 1993).

O sucesso do crescimento, proliferacio e manutengdo dos explantes
isolados por meio da cultura de meristemas requer, além dos cuidados prévios
com a planta matriz, assepsia, adequagiio de meios de cultura e obtencdo dos
explantes, a padronizacio de um protocolo que possa ser empregado
comercialmente. Para Vieira & Da-Gléria (2001), cada espécie ou cultivar deve

ser cuidadosamente estudada, pois as exigéncias na composi¢iio do meio de
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cultura variam de acordo com a espécie, cultivar e, em alguns, casos com 0
estado fisiolégico, fenolégico e nutricional da planta doadora do explante. A
propagagiio dos explantes in vitro sofre, ainda, influéncias da inclusio de
reguladores de crescimento, no meio de cultura, utilizados para suprir as
deficiéncias hormonais endégenas (Giles & Friesen, 1994; Ulmasov, Hagen &
Guilfoyle, 1999a,b).

A micropropagagio consiste em isolar qualquer parte da planta (6rgdos,
tecidos ou células) e multiplicd-la em meios artificiais e estéreis. O individuo
resultante desse processb tera a mesma constituigio genética daquela planta que
lhe deu origem (Krikorian, 1993; Vieira & Da-gléria, 2001; Bridgen, 2003).

Grattapaglia & Machado (1998) e Vieira & Da-Gloria (2001) dividem o
processo de micropropagagdo em cinco etapas: Etapa 1: compreende a selegdo e
o tratamento fitossanitario da planta matriz, uma planta tipica da espécie,
cultivar ou variedade, livre de patogenos; Etapa 2: consiste no estabelecimento
de uma cultura asséptica, com um nimero satisfatério de sobreviventes
crescendo in vitro sem contaminagdo; Etapa 3: multiplicagdo do explante obtido;
Ftapa 4: individualizagdo da planta. Nessa etapa, se necessario, a planta pode ser
transferida para um meio de cultura de enraizamento e alongamento; Etapa 5:
aclimatizagdo. Essa fase é imprescindivel, pois as plantas que crescem in vitro
ndo possuem a camada de cutina que protege contra a evapotranspirag@o. As
plantas que passam por essa etapa adaptam-se gradualmente as condigSes
ambientais, ocorrendo a formagdo da cuticula nas folhas, impedindo a ocorréncia
do estresse por desidratagdo.

Conforme o explante utilizado e a sua subseqiiente manipulagdo, a
micropropagagio pode ser conduzida por multiplicagéio por meio da proliferacdo
de gemas axilares, multiplicagdo mediante a indug¢do de gemas adventicias, por
organogénese direta ou indireta (passando pela fase de calo) ou, ainda, por

multiplicag@io via embriogénese. Para promover um répido aumento no ndimero
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de explantes, pode-se fazer o uso de citocininas que promovem a formagdo de
brotagGes aéreas, os quais s3o repicados e isolados para formagdo de novos
explantes (Vieira & Da-gléria, 2001; Bridgen, 2003; Quisen & Oliveira, 2003).

E importante ressaltar que a propagago é fortemente influenciada pela
inclusdio de reguladores de crescimento no meio de cultura (Giles & Friesen,
1994), os quais tém como fungdo suprir as deficiéncias hormonais endégenas
dos explantes. Os fitorreguladores sdo compostos pequenos, de fécil transporte
de célula a célula e de miltiplos efeitos os quais podem ser modulados pelo
ambiente e estado fisico da planta (Teixeira & Marbach, 2000). O etileno, o
acido abscisico (ABA), a zeatina (uma citocinina), o AIA (dcido indolacético) e
o 4cido giberélico (GA3) sio exemplos de cada uma das classes de
fitorreguladores naturais isto é, sintetizados pelas células vegetais e, por isso,
ditos endégenos (Krikorian, 1993; Vieira & Da-gléria, 2001). Os receptores que
reconhecem os fitorreguladores e seu modo de agio passaram a ser estudados
" recentemente (Ulmasov, Hagen & Guilfoyle, 1999a,b), porém, ainda néo estio
claramente definidos.

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), o BAP ¢ a citocinina mais
potente para promover proliferagio de brotagSes de parte aérea, com a vantagem
de ser de baixo custo.

Quando brotos apicais sio cultivados em meio contendo citocinina,
ocorrem o crescimento e o desenvolvimento de brotos axilares prematuramente,
pois as citocininas constituem um grupo de fitorreguladores indispensaveis para
a quebra da dominincia apical e indugdo de prolifieracéio de gemas axilares
(Pierik, 1990; Einsert, 1991; Karasawa, 2001).

Viarios estudos sobre o efeito das diferentes concentragdes dos
reguladores de crescimento na produgdio de brotagdes sdo encontrados na
literatura para diferentes espécies (Zanette, Pailo & Moraes, 1988; Finch, et al.
1992; Mantell, Mathews & Mckee, 1994; Pasqual, Hoffman & Ramos, 1997;
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Vidigal, Passos & Silva, 1998; Karasawa, 2001; Erig, Rossi & Fortes, 2002;
Nogueira et al., 2003; Dortzbach et al., 2003).

A capacidade dos tecidos vegetais cultivados in vifro formarem gemas,
raizes ou embrides somaticos tem despertado a atengdo de pesquisadores devido
a sua aplicagdo pratica e importincia para o avango do conhecimento de varias
areas.

As técnicas de cultura de tecidos tém sido ferramentas indispensaveis
nas pesquisas de indugdo de poliploidia. A duplicagdo cromossomica tem sido
obtida ‘com sucesso em varias espécies de plantas expondo a colchicina
diferentes materiais botanicos como meristemas (Lyrene & Perry, 1982), células
cultivadas em suspensio (Chavedej & Becker, 1984), calos embriogénicos
(Leblanc et al., 1995), plantulas cultivadas in vitro (Miyoshi & Asakura, 1996) e
segmentos caulinares (Pinheiro et al., 2000).

2.5 Duplicagiio cromossdmica e avaliacio de ploidia

2.5.1 Indugiio de poliploidia

A hibridagdo entre espécies, seguida da poliploidizagdo, é considerada
um mecanismo de extrema importincia na evolugdo de muitos grupos vegetais ¢
uma ferramenta estratégica em muitos programas de melhoramento genético.

De acordo com Pagliarini (2001), trés tipos de polipléides podem ser
distinguidos segundo a sua origem: 1) autopolipléides, em que 0 mesmo genoma
bésico esti presente mais de duas vezes; 2) alopolipléides, em que diferentes
genomas sdo combinados e cada genoma estd presente duas vezes, sendo os
genomas geneticamente compativeis, mas diferenciados com relagio ao

pareamento meiético; 3) autoalopolipl6ides, em que alguns genomas presentes
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mais que em dose dupla (autopolipléides) estio combinados com outros
genomas nio homélogos, mas geneticamente compati;/eis. '

Stebbins (1971), Guerra (1989), Pagliarini (2001) e Raven, Evert &
Eichhorn (2001) referem-se a hibridizacdo interespecifica entre espécies
morfologicamente distintas, seguida da duplicacio cromossémica (anfidiploidia
ou aloploidizagio) como sendo o processo citogenético mais difundido e mais
distintivo que afetou a especiagdo e a evolugio das plantas superiores. Stebbins
(1971), estima que cie 30% a 35% das espécies de fanergamas tém mimero de
cromossomos gaméticos miltiplos do nimero bésico caracteristico do género ao
qual elas pertencem. '

ImplicagSes genéticas e evolutivas dos polipldides sdo freqiientemente
discutidas, contudo, ainda 'hé poucos estudos sobre sua origem. Segundo DeWet
(1980), as duplicagbes cromossomicas meristemética e zigética tém sido aceitas
como os eventos naturais mais comuns da origein dos polipldides. Entretanto, a
origem pode também ocorrer pela ndo redugdio de gametas femininos e
masculinos (Sybenga, 1992).

A poliploidizagio pode ocasionar uma série de efeitos morfofisiolégicos
que podem ampliar o potencial de utilizagio de uma determinada espécie.
Segundo Roth (1984), um dos efeitos imediatos € o aumento do tamanho das
células devido ao volume nuclear maior, conduzindo a uma redug@o do niimero
de divisdes celulares durante o desenvolvimento. O conhecido efeito “gigas™
encontra-se comumente em Orgdos de padrio de crescimento altamente
determinado, como flores e sementes.

A indugio da poliploidia pode ser realizada por meio de diversas
técnicas fisicas e quimicas amplamente discutidas na literatura. Segundo Guerra
(1989), injarias, choques térmicos e centrifugagdo estio entre as técnicas fisicas
mais utilizadas na obtengio de poliploides artificiais. As técnicas quimicas
utilizam agentes como podofilina, vincaleucoblastina (VLB), 6xido nitroso
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(N,0), horménios, herbicidas, ciclohexamida, 8-hidroxiquinoleina e colchicina
(Roth, 1984).

Chalak & Legave (1996) e Carvalho (2000) relatam que a colchicina tem
sido usada desde 1937, na indugZo de plantas polipl6ides. Em muitas espécies, a
colchicina é conhecida por causar efeitos como esterilidade, desenvolvimento
anormal e indug@o de plantas quiméricas, devido a assincronia da divisgo celular
(Wan, Petolino & Widholm, 1989). Roth (1984) relata alguns dos efeitos toxicos
da colchicina e afirma que a utilizagdo de altas concentragGes ou exposi¢éo em
tempo inadequado podem levar & morte células e plantas ¢ que a tolerancia a
colchicina varia de acordo com a espécie. ’

Para Geoffriau et al. (1997), outros agentes, tais como herbicidas
-antimicrotubulares [orizalina, trifuralina, amiprofosmetil (AMP) e pronamide]
tém demonstrado maior especificidade para a tubulina de plantas ir vitro, do que
a colchicina. Segundo Van Tuyl, Meijer & Din (1992), os compostos
dinitroanilinas usados como herbicidas tém alta atividade de poliploidizagdo
com baixa toxicidade.

Wan et al. (1991) descrevem que os herbicidas orizalina, trifuralina,
amiprofosxﬁetil (AMP) e pronamide, aplicados na cultura de calos de antera de
milho foram eficientes na indugdo da poliploidia. No entanto, a orizalina, além
de induzir eficientemente a duplicagio cromossdmica, também afetou a
capacidade de regeneragdio dos calos. Geoffriau et al. (1997) relataram que a
proporgio de explantes de Allium cepa (L.) sobreviventes foi maior nos
tratamentos com orizalina do que nos com colchicina. Porém, a orizalina induziu
poucos dihapléides quando comparada com a colchicina.

A literatura revisada por Roth (1984) e Schifino-Wittmann (2000)
descreve que as principais varidveis no tratamento com colchicina s&o: 1)
concentragdo variando de 0,0006% a 3,0%; 2) tempo de exposigdo & droga

- variando de uma hora a vérios dias; 3) forma de aplicagdo, desde a imersdo de
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sementes e embrides ao tratamento local de meristemas em plantas
desenvolvidas.

O maior problema da indu¢fio via colchicina resulta do fato de a
substincia s6 agir efetivamente sobre as células que estdo em divisao (Singh,
1993). Desse modo, a poliploidizacdo geralmente ndo atinge todas as células do
material tratado, sendo comum o aparecimento de mixopldides e quimeras
(Abreu, 2002). Em conseqiiéncia, surge o problema relativo a estabilidade da
condig¢do polipléide. Carvalho (2000) e Pagliarini (2001) relatam que ¢ fregiiente
os alopolipldides reduzirem a duplicagdo genética, num processo de revers@o
parcial ou total a condigdo dipldide, apés alguns ciclos de divisdo,
principalmente devido a proliferago das células dipléides remanescentes que se
multiplicam a taxas superiores quelas das células polipléides. Em decorréncia
dessas dificuldades, tem-se variado bastante a. forma de aplicagio dos indutores
de poliploidia, buscando uma maior eficiéncia do tratamento (Roth, 1984;
Xynias & Roupakias, 2000), bem como variar os tecidos alvos do tratamento
(Abreu, 2002).

A duplicagdo cromossémica tem sido obtida com sucesso em varias
espécies de plantas, expondo-se a colchicina diferentes materiais botinicos,
como meristemas (Lyrene & Perry, 1982), células cultivadas em suspensdo
(Chavedej & Becker, 1984, Hansen & Andersen, 1998), ‘seedlings’ in vivo
(Swenne, Louant & Dujardin, 1981; Hanna et al., 1984), calos embriogénicos
(Dahleen & Joppa, 1992; Leblanc et al.,, 1995), plintulas cultivadas in vitro
(Hamill, Smith & Dodd, 1992; Miyoshi & Asakura, 1996) e segmentos
caulinares (Pinheiro et al., 2000).

Em Poaceae, o que se tem observado na literatura € que a colchicina tem
apresentado bons resultados na poliploidizagdo. DeBuyser & Henry (1980),
citados por Chalak & Legave (1996), demonstraram que mais de 54,4% das
plantas hapléides de trigo tratadas com colchicina produziram sementes depois
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de duplicadas. Metz et al. (1988), estudando o efeito do emprego da colchicina
em duas linhagens de trigo, demonstraram que 98% das plantas tratadas
produziram sementes. Scharder & Pohler (1985) estudaram o comportamento
mei6tico de trés hibridos do cruzamento de Hordeum chilense com triticale,
tratados com colchicina e observaram que o nimero cromossdmico dos
polihapléides e anfidipléides era bastante estivel. Em milho, calos tratados com
0,025% a 0,05% de colchicina por 24 horas regeneraram 50% de plantas
dihaploides e aqueles tratados por 72 horas regeneraram 100% de plantas
dihapléides (Wan, Petolino & Widholm, 1989).

Hassawi & Liang (1991), estudando o efeito de trés agentes antimitdticos
em duas concentragdes, demonstraram que a colchicina é mais eficiente doquea
trifuralina e a orizalina para induzir a duplicagdo cromossdmica em células de
calos de antera de trigo. Segundo os autores, 89% das plantas regeneradas foram
tratadas com colchicina e apenas 18,8% e 7,7% de plantas regeneradas foram
tratadas com trifuralina e orizalina, respectivamente. Dahleen & Joppa (1992),
trabalhando com hibridos de Hordeum vulgare e Elymus canadensis (centeio
selvagem), conseguiram duplicar o niimero cromossomico de 2n = 21 para2n =
42 em apenas dois clones. Vérios outros trabalhos, tais como em sorgo (Sun,
Cheng & Liang 1994) e em arroz (Huang, Huang & Liu, 1995), também
obtiveram sucesso na poliploidizagdo com o uso da colchicina. Saisingtong et al.
(1996) conseguiram a produgdo de dihapléides de milho, partindo de culturas de
anteras em meio de cultura contendo colchicina.

A literatura traz poucos relatos do uso de colchicina na duplicagdo
cromossdmica em plantas forrageiras. Pinheiro et al. (2000) descrevem o
procedimento de duplicago cromossdmica em clones sexuais diploides de
Bracharia brizantha, inoculando 75 segmentos caulinares basais em meios de
cultura contendo 0,01%; 0,05% ou 0,1% de colchicina por 48 horas. Os autores

obteveram melhores resultados nos tratamentos com meios suplementados com
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0,01%, onde 24% (18 plantas) das 44 plantas (60%) sobreviventes ao tratamento
sido confirmados duplicados por citometria de fluxo.

Hanna (1981) e Hanna et al. (1984) obtiveram sucesso na produgio de
hexaploides, derivados de ‘seedlings’ tripl6ides interespecificos de capim-
elefante com milheto, tratados com solugdo de 0,2% e 0,05% de colchicina por
24 horas, respectivamente. A confirmagdo da duplicagdo cromossdmica em
ambos trabalhos foi dada pela produggo de pélen, em 30% dos sobreviventes.

Abreu (2002-); com o objetivo de restaurar a fertilidade de hibridos de
capim-elefante e milheto provenientes do banco de germoplasma da Embrapa —
Gado de Leite, expds ‘seedlings’, gemas in vivo e in vitro, sementes e perfilhos
aéreos, a solugdes de colchicina 0,05% e 0,1% e de ciclohexamida 25mg/L : 8-
hidroxiquinoleina 300mg/L (1:1), em diferentes periodos de tempo. Segundo o
autor, nio houve sobreviventes quando foram tratadas sementes e gemas. A
colchicina apresentou melhor efeito sobre ‘seedlings’, enquanto que
ciclohexamida e 8-hidroxiquinoleina (1:1) atuaram melhor sobre perfilhos.
Contudo, observou-se apenas a ocorréncia de mixoploides, com células
apresentando de 14 a 42 cromossomos em 86,4% das células analisadas,
indicando que houve duplicagdo seguida de eliminagdo cromossdmica, ndo
permitindo a obteng@o de um hexapl6ide estavel.

A literatura mostra que a indugéo de poliploidia em vegetais € laboriosa.
E notéria a diversidade de metodologias, principalmente com relagdo aos tipos e
tempos de agfio dos indutores, as concentragdes e os tecidos alvo, buscando
sempre uma maior eficiéncia do tratamento. Observa-se também que, uma vez
conseguida a poliploidizagfo, a freqiiéncia de plantas mixopléides € grande e a
proporgio de poliploides estiveis bastante reduzida. Além disso, quando se
encontram relatos em que altas freqiiéncias de plantas polipléides sdo obtidas,
estas sdo, na verdade, dihapléides. Isso porque a prépria condi¢dio hapléide
favorece a duplicagfio cromossdmica, como no caso de regeneragéo de plantas
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com base no cultivo de anteras de cevada, quando foi possivel observar

duplicagio cromossomica espontinea superior a 92% (Hanson, 1984).
2.5.2 Avaliaciio da ploidia

A citometria de fluxo est4 se tornando uma das ferramentas citogenéticas
mais usadas para mensurar o conteiido de DNA de niicleos permitindo avaliar o
nivel de ploidia, fazer comparagGes intra e interespecificas do tamanho nuclear,
bem como avaliar o teor d¢ DNA de cada cromossomo do complemento
cromossdmico de uma espécie (Heslop-Harrison & Schwarzacher, 1996).
Segundo esses mesmos autores, a determinagéo do teor de DNA nuclear € uma
.das técnicas mais usuais da citogenética de fluxo. Os miicleos previamente
isolados sio corados com fluorocromos adequados que se ligam ao DNA
emitindo uma fluorescéncia que ¢é quantificada pelo citdmetro de forma
eqilitativa ao contetido de DNA nuclear.

O teor de DNA tem sido estudado em varios géneros de importincia
econdmica e forrageira de Poacea como Zea (Rayburn, et al., 1989), Pennisetum
(Passos, Lambert & Galbraith, 1994; Martel et al., 1997) Hordeum (Vogel,
Arumuganathan & Jensen, 1999), Oryza (Buso et al., 2000), Brachiaria
(Pinheiro et al., 2000) e Triticum (Kubalakova et al., 2002) visando determinar
as variages e interrelagdes intra e interespecificas associadas a0 tamanho do
genoma nuclear.

Pinheiro et al. (2000), utilizaram técnicas de citometria de fluxo para
determinar o nivel de ploidia de plantas diploide sexual e tetraploide apomitica
de Brachiaria brizantha, tetrapléide apomitica de B. decumbens e confirmar a
duplicagio cromossdmica de 18 clones sexuais dipldides de B. brizantha

sobreviventes ao tratamento colchicinico.
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O tamanho do genoma nuclear foi determinado por Martel et al. (1997)
para 15 espécies pertencentes aos trés conjuntos génicos de Penmnisetum,
caracterizando a sua variabilidade para todos os nimeros basicos (x =35, 7, 8 € 9)
e diferentes niveis de ploidia. Para esse autor, as espécies cultivadas P.
purpureum e P. glaucum apresentam genomas praticamente iguais em termos de
tamanho (4,59 e 4,71 pg, respectivamente) embora apresentem niveis de ploidia,
nimeros cromossdmicos e morfometria cariotipicas diferentes (Barbosa, Davide
& Pereira, 2003).

A anilise do conteiido de DNA por meio da citometria de fluxo embora
eficiente e muito utilizada para a investigagdo de poliploides, por produzir
resultados confidveis é facilidade de analise, requer equipamentos caros e
sofisticados, além da qualificagdo profissional para operar o equipamento, o que
torna a utilizagio dessa ferramenta cﬁogméﬁm inviavel em muitos centros de
pesquisa brasileiros.

A técnica de GISH também tem sido amplamente utilizada como
ferramenta confidvel e precisa da citogenética molecular na identificagdo
citolégica do genoma dos genitores em hibridos interespecificos ou
intergenéricos induzidos. Uma ampla revisdo do uso da hibridagdo genomica in
situ do DNA dos genitores, na caracterizagio do genoma de espécies
alopolipléides é apresentada por Benett (1995).

Nio foram encontrados, na literatura, relatos do uso de GISH em
Pennisetum. Contudo, a GISH pode ser uma ferramenta extremamente
importante para elucidar a origem do P. glaucum, que ainda € controversa;
confirmar se o milheto constitui o histérico evolutivo do P. pwrpureum e
identificar a espécie doadora do genoma B; auxiliar pa caracterizagdo
cromossdmica de hibridos interespecificos tripldides, hexapléides e de novas
ragas cromossdmicas obtidas via cruzamento ou induzidas quimicamente e

auxiliar na anélise genomica, onde se concentram os interesses do melhoramento
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genético, pois a estimativa da afinidade genética fornece um indicativo da
melhor combinag@o para troca de alelos entre espécies.

Metodologias alternativas de correlacionar nivel de ploidia com a
determinagdo da area nuclear, do tamanho da placa metafésica e didmetro do
polen foram testadas por Assis et al. (2002) para espécies de Pennisetum. Os
autores verificaram que o didmetro do pélen ndo deve ser utilizado como
parimetro para distingio de ploidias em Pennisetum e que a drea nuclear
discrimina os hibridos tripléides dos genitores e hexaploides e o tamanho das
placas metafasicas pemiitem separar apenas P. glaucum (2x) de P. purpureum
(4x).

Embora a citometria de fluxo e a hibridizagio gendmica sejam
consideradas ferramentas eficientes e confidveis, para Roth (1980) e Duren,
‘Morpurgo & Dolezel (1996), o método mais usado, que dispensa grandes
investimentos e fornece dados tdo confidveis quanto a citogenética molecular
para confirmar se a indugdo a poliploidia deu certo é o de contagem de
cromossomos, ainda que este método possa gerar algumas dificuldades para a

investigagdo em larga escala.

2.5.3 Avaliacio da viabilidade do polen

O conhecimento da fenologia e do comportamento reprodutivo é pré-
requisito fundamental para a inclusdo bem sucedida de uma espécie em um
programa de melhoramento genético.

Dentre as muitas informagdes que um melhorista pode requisitar da
fenologia ¢ do entendimento do comportamento reprodutivo sexual de uma
espécie vegetal, a andlise da viabilidade do pélen é indispensavel, uma vez que

ele € o veiculo dos cromossomos nos cruzamentos.
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A anilise da viabilidade polinica pode ser realizada por meio de técnicas
de coloragdo a germinagéo.

A literatura revisada por Techio (2002) relata que as metodologias de

coloragdo sdo simples, de baixo custo e rapidas considerando que existe uma
correlagdo viabilidade-coloragdo, em que a estimativa € dada pela contagem dos
polens nio abortados e abortados que se mostram corados e ndo corados,
respectivamente. Segundo a mesma autora, na literatura ndo se encontra a
descrigdo de um teste de viabilidade universal com a utilizagdo de um corante
especifico. A maioria dos trabalhos relata o uso dos corantes nucleares para
varios grupos vegetais.
‘ Alexander (1969 e 1980) questiona a utilizagdo desses corantes pelo fato
dos pélens invidveis ndo serem corados. Segundo o autor, muitas espécies
apresentam poélens com paredes espessas, mucilaginosas e portadoras de
espiculas que dificultam a penetragdo do corante e, conseqilentemente, a sua
colorago. Nessa condi¢do, polens vidveis podem ser erroneamente classificados
como abortados. Esse fato limita o emprego dos corantes nucleares como o
carmim acético, na analise da fertilidade masculina de muitas espécies.

A utilizagdo de um corante diferencial & base de verde malaquita ¢
fuccina acida, em que o pélen inviavel cora-se de verde e o vidvel de vermelho,
foi proposta por Alexander (1969 e 1980), facilitando a avaliagdo da macho
fertilidade em muitos grupos de plantas.

A coloragdo, embora seja um procedimento simples e de baixo custo,
nio é totalmente confidvel, pois pode fornecer uma informagio equivocada da
viabilidade em determinadas circunstincias (Techio, 2000). Nesse sentido, pode-
se optar pela observagdo da capacidade germinativa dos grios de pélen, em
razio de ser um carater que se correlaciona diretamente com a habilidade para a

fertilizaggo.
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Os testes de viabilidade polinica por germinago podem ser feitos in vivo
ou in vitro.

Na germinagdo in vivo deposita-se o grio de polen no estigma receptivo.
Apés algum tempo, o estigma é seccionado para que a contagem do nuimero de
tubos polinicos emitidos seja feita. Stanley & Linskens (1974) relatam algumas
desvantagens dessa metodologia, do ponto de vista pratico, que podem refletir
na avaliagio da viabilidade. Entre elas se destacam: a incompatibilidade genética
entre polen e pistilo, a nio receptividade do estigma e os efeitos da queda de
temperatura podendo interferir drasticamente na germinagéo do pdlen in vivo.

Outra forma de se avaliar a viabilidade do polen in vivo pode ser feita
por meio da sua capacidade de produzir sementes (Schanck, 1999). Contudo, o
tempo necessario para as observagdes é um fator limitante para o seu emprego.
Para a maioria das fanerdgamas, por exemplo, sdo necessarios de 1 a 3 meses
para a produgdo de sementes (Stanley & Linkens, 1974).

Nos testes de germinagio in vitro, o polen é espalhado sobre o meio de
cultura que, geralmente, contém sacarose (Cangianni, 1988; Techio, 2002) e a
viabilidade é observada por meio da porcentagem de gréos de pélen que emitem
tubo polinico. O grio de pélen é considerado vidvel quando o comprimento do
seu tubo polinico é maior do que o seu didmetro (Shivanna & Rangaswamy,
1982).

2.5.4 A macho fertilidade em Pennisetum
A macho fertilidade em Pennisetum foi bastante investigada na década
de 1970, por meio da diferenciagdo de pélens abortados e ndo abortados por

corantes nucleares, como o carmin acético (Sree Ramulu, 1968; Sethi, Kalia &
Ghai, 1970; Sree Rangasamy, 1972; Sujatha et al. 1989).
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Recentemente, Pedrozo et al. (2002) compararam a eficiéncia dos
corantes carmin propidnico, orceina acética e corante de Alexander, utilizando
pélens de 14 acessos de milheto, capim-elefante e hibridos tripléides. Segundo
os autores, o corante de Alexander mostrou-se mais apropriado para determinar
a viabilidade polinica nesses taxa, uma vez que os dois corantes nucleares ndo
evidenciaram a esterilidade do tripléide. '

Techio (2002) estimou a viabilidade do pélen para trés acessos de
milheto (M24, M36 .e M38), trés acessos de capim-elefante (BAG 63, BAG 75 ¢
BAG 91) e trés hibridos tripldides (CNPGL94-44-03, CNPGL94-49-06 ¢
CNPGL94-60-01), tanto pela capacidade de coloragdo dos mesmos pelo corante
de Alexander como por meio de testes de germinagdo in vitro. Os testes de
coloragdo evidenciaram que os poélens dos acessos de milheto foram 100%
viaveis. Tais resultados fc;ram superiores aos obtidos por Sree Ramulu (1968),
Sethi, Kalia & Ghai (1970) e Sujatha et al. (1989), cujos valores variaram de
87% a 97%. Segundo Techio (2002), a maxima viabilidade observada com a
coloragdo pode estar associada ao horério da coleta, padronizada entre 8:30 ¢ 10
horas, quando as anteras comegam a se tornar deiscentes, levando a crer que a’
viabilidade atinja seu apice nessa fase, apresentando maior disponibilidade de
polens férteis. _

As freqiiéncias de pélens funcionais determinadas por Techio (2002)
para os genétipos 75 e 91 de capim-elefante foram aproximadamente de 99% e
para o BAG 63 foi de 71,7%. Sujatha et al. (1989) mencionaram 78% de
fertilidade para o capim-elefante, enquanto que, nos trabalhos de Sethi, Kalia &
Ghai (1970) e Sree Rangasamy (1972), essa taxa foi de 61,8% e 95%,
respectivamente.

Os hibridos interespecificos entre o capim-elefante e o milheto, por sua
condigo tripléide e as irregularidades meiGticas amplamente discutidas na
literatura, sdo macho e fémea estéreis (Jauhar, 1981; Jauhar & Hanna, 1998).
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Contudo, resultados de Sethi, Kalia & Ghai (1970) e Sree Rangasamy (1972)
para viabilidade polinica obtida com corantes nucleares apontam de 2% a 5% de
fertilidade pra os hibridos entre o milheto e capim-elefante. Techio (2002) relata
que os resultados obtidos pelos métodos de coloragio e germinagdo in vitro
demonstraram a total esterilidade dos genétipos tripl6ides analisados, revelando
que a combinagio dos genotipos parentais nio refletiu em graus variaveis de
fertilidade, embora eles apresentassem diferentes freqiiéncias de irregularidades
meioticas.

Em relagdo a gefminagio in vitro, trabalhos conduzidos por Ayyangar &
Rao (1935), Chaudhury & Shivanna (1986) e Techio (2002) mostraram uma
queda acentuada na taxa de viabilidade dos grdos de polen do milheto quando
comparada com aquelas obtidas por meio de coloragdo.

Os acessos de milheto avaliados por Techio (2002) exibiram uma baixa
freqiiéncia de pélens funcionais variando de 6% para oM 24 a 47,6% para o
M 36. Esses resultados foram de encontro aqueles obtidos por Ayyangar & Rao
(1935). Segundo esses autores, os grdos de pélen do milheto e de espécies de
Sorghun e Andropogon plasmolisam e nfo germinam em meio de cultura.
Chaudhury & Shivanna (1986) descreveram também para milheto, uma taxa
reduzida de polens germinados in vitro, cuja freqiiéncia foi de 57,6%, 18,1% e
12% para trés amostras.

Segundo Techio (2002), para germinagdo in vitro, © capim-elefante
exibiu um comportamento similar a0 do milheto com uma freqiiéncia muito
baixa de pélens vidveis variando de 3,6% para 0o BAG 91 a 39,4% para o BAG
75. Aken’ova & Chheda (1970) descreveram, para o capim-elefante, uma taxa
de 54,3% de viabilidade que se manteve por mais de um dia, sob diferentes
temperaturas de armazenamento e umidade relativa de 90% a 100%.

De acordo com Stanley & Linsken (1974), uma das explicagOes para
esse comportamento dos pélens de Pennisetum em condigSes in vitro é o fato de
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que a maioria dos griios de pélen de gramineas perde a viabilidade rapidamente.
Portanto, é possivel que apés a coleta, os grdos de pélen tenham deteriorado
rapidamente pela exposi¢ao as condiges ambientais mostrando-se incapazes de

emitir tubo polinico.
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CAPITULO 2

MICROPROPAGACAO DE HIBRIDOS TRIPLOIDES
DE CAPIM-ELEFANTE E MILHETO
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RESUMO

BARBOSA, Sandro. Micropropagacio de hibridos tripldides de capim-
elefante e milheto. 2004. 119 p. Tese (Doutorado em Agronomia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras - MG.*

Capim-clefante ¢ o milheto sdo espécies cultivadas e sexualmente
compativeis. O hibrido resultante do cruzamento dessas espécies apresenta boas
qualidades forrageiras, revelando ser uma alternativa para a obtengdo de
cultivares superiores. Entretanto, a infertilidade dos hibridos tem sido apontada
como um problema, limitando o seu emprego no melhoramento genético do
capim-elefante. A restauracdo da fertilidade pode ser conseguida pela duplicagio
cromossomica, utilizando antimitéticos em materiais botdnicos obtidos por
cultura de tecidos. O objetivo deste trabalho foi quantificar o efeito de diferentes
concentragdes de BAP durante a fase de multiplicagdo in vitro de hibridos
tripléides de capim-elefante e milheto. O delineamento experimental
inteiramente casualizado foi composto por fatorial 2 x 4 x 2, sendo dois
gendtipos (CNPGL2000-65-227 e CNPGL 94-60-01) e quatro concentragdes de
Benzilaminopurina (0,0; 4,4; 8,8 e 17,76 uM), em dois ciclos de cultivo de 45
dias de cultivo in vitro. Nos dois ciclos foram avaliados nimero e comprimento
de brotagdes, nimero de raizes e no segundo ciclo de cultivo peso de matéria
seca da parte aérea e sistema radicular. O maior nimero de brotagdes, com
média de 9,67 brota¢des/explante foi obtido na concentragdo 11,85 uM de BAP
para o hibrido CNPGL2000-65-227, no primeiro ciclo de cultivo. O maior
nimero de raizes foi obtido para o hibrido CNPGL 94-60-01, no segundo ciclo
de cultivo com média de 11,20 raizes por explante em meio isento de BAP. O
meio isento do fitorregulador proporcionou explantes com as maiores alturas
para o hibrido CNPGL2000-65-227, atingindo a média de 25,58 cm na primeira
avaliagio. O maior peso seco de parte aérea, 0,59 g, foi obtido para o hibrido
CNPGL2000-65-227 em 8,50 uM de BAP; o maior peso seco de raizes 0,07 g
foi obtidlo em meio isento de BAP para os dois gendtipos estudados. Os
resultados para nimero e comprimento de brotagSes e nimero de raizes neste
trabalho indicam que esta metodologia ¢ altamente vantajosa para obtengdo de
explantes em experimentos de indugéo de poliploidia in vitro.

* Comité orientador: Lisete Chamma Davide (orientadora), José Eduardo Brasil
Pereira Pinto — UFLA e Anténio Vander Pereira — Embrapa Gado de Leite.
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ABSTRACT

BARBOSA, Sandro. Microprogation of elefantgrass an pearl milet triploid
hybrids. 2004. 119 p. Thesis (Doctor of Science in Agronomy) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras —- MG.*

Elefantgrass and pearl millet are cultivated and sexually compatible
species. The hybrid that results from crossing these species presents good
forrage qualities, being an alternative to obtain superior cultivars. However, the
hybrids are infertile, which limits their use in the elefantgrass genetic plant
breeding. Fertility can be restored through chromosomal duplication, using anti-
mitotics in botanic material obtained through tissue culture. The objective of this
work was to quantify the effect of different concentrations of BAP during the in
_ vitro multiplication phase of elefantgrass and pearl millet triploid hybrids. The
experimental design completely randomized ina was 2 x 4 x 2 factorial scheme.
Treatment were two genotypes (CNPGL2000-65-227 and CNPGL94-60-01) and
four concentrations of BAP (0.0; 4.4; 8.8 and 17.76 pM), in two chiming cycles
of 45 days of in vitro cultivation. Two evaluations were performed for number
and size of shoots and number of roots. In the second chiming cycle the dry
matter of aerial part and root sistems were evaluated. The greatest increase in
number of shoots, with an average of 9.67 sprouts/explant, was obtained at 11.85
pM of BAP for the CNPGL2000-65-227 hybrid in the first chiming cycle. The
greatest number of roots was obtained for the CNPGL94-60-01 hybrid in the
second chiming cycle, with an average of 11.20 roots per explant in a media
without BAP. The media without plant regulator provided the greatest heights of
explants for the CNPGL2000-65-227 hybrid, achieving an average of 25.58 cm
at the first evaluation. The greatest aerial part dry matter weight, 0.59 g, was
obtained for the CNPGL2000-65-227 hybrid in 8.50 uM of BAP; the greatest
root dry matter weight, 0.07 g, was obtained in media without BAP for both
genotypes. The results for number and size of schoots and number of roots of
this work indicate that this methodology is very beneficial to obtain explants for
in vitro poliploidy induction experiments.

* Guidance committee: Lisete Chamma Davide (Major professor), José Eduardo
Brasil Pereira Pinto — UFLA and Antonio Vander Pereira — Embrapa Gado de
Leite. :
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1 INTRODUCAO

O uso das técnicas de cultura de tecidos tem sido um instrumento
valioso na obtengdo de plantas, visando aumento da produtividade e o melhor
entendimento dos principios bésicos relacionados com a bioquimica fisiolégica e
o desenvolvimento de plantas (Bridgen, 2003).

As técnicas de cultivo in vitro e micropropagagdo tém sido amplamente
utilizados como ferramentas em areas como a florestal, horticultura, fruticultura
e floricultura. A atividade comercial tem se concentrado na limpeza clonal,
procedimento no qual mudas livres de patgenos (virus, bactérias, micoplasmas
¢ fungos) sdo produzidas através de técnicas como a termoterapia e cultivo de
meristemas (Karasawa, 2001). '

A micropropagagdo consiste em isolar qualquer parte da planta (érgdos,
tecidos ou células) e multiplica-la em meios artificiais e estéreis. O individuo
resultante desse processo terd a mesma constituicéo genética aquela planta que
lhe deu origem (Krikorian, 1993; Vieira & Da-gléria, 2001, Bridgen, 2003).

Conforme o explante utilizado e a sua subseqiiente manipulagdo, a
micropropagagdo pode ser conduzida por multiplicagfio através da proliferagio
de gemas axilares, multiplicagdo mediante a indugio de gemas adventicias, por
organogénese direta ou indireta (passando pela fase de calo), ou ainda por
multiplicagdo via embriogénese. Para promover um ripido aumento no nimero
de explantes, pode-se fazer o uso de citocininas que promovem a proliferagio de
brotagdes as quais sdo repicados e isolados para formagédo de novos explantes
(Teixeira & Marbach, 2000).

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), benzilaminopurina ¢é a
citocinina mais potente para promover a proliferacio de brotagdes de parte
aérea, com a vantagem de ser de baixo custo. Quando brotos apicais sdo
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cultivados em meio contendo citocinina, ocorre o crescimento e 0
desenvolvimento de brotos axilares prematuramente, pois as citocininas
constittem um grupo de fitorreguladores indispensaveis para a quebra da
dominancia apical e indugdo de proliferagdo de gemas axilares (Pierik, 1990;
Einsert, 1991; Karasawa, 2001).

O efeito de diferentes concentrages de BAP e outros reguladores de
crescimento na produgio de brotagdes tem sido amplamente investigado para
diferentes espécies (Zanette, Pailo & Moraes, 1988; Finch et al., 1992;
Nannanetti, 1994; Mantell, Mathews, Mckee, 1994; Pasqual, Hoffman &
Ramos, 1997; Vidigal, Passos & Silva, 1998; Karasawa, 2001; Erig, Rossi &
Fortes, 2002; Nogueira, et al., 2003, Tarré et al., 2003), bem como seu efeito na
.produgdo de raizes e no desenvolvimento e crescimento in vitro dos explantes
(Teixeira & Marbach, 2003; Dortzbach et al., 2003, Lemos et al., 2003).

O objetivo deste experimento foi definir a concentragdo da citocinina
BAP que proporcionasse o maior nimero de brotagdes, nimero de raizes e altura
do explante principal, in vitro, de hibridos tripléides de capim-elefante e

milheto.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material genético

Para condugio dos experimentos, foram utilizados os hibridos de capim-
elefante e milheto CNPGL94-60-01 ¢ CNPGL2000-65-227, obtidos pelo
programa de melhoramento da Embrapa Gado de Leite, Coronel Pacheco — MG,
cujo nivel de ploidia tripléide foi averiguado por Assis, et al. (2003).

2.2 Preparo dos explantes

Sementes dos hibridos CNPGL94-60-01 ¢ CNPGL2000-65-227 foram
desinfestadas em alcool etilico 70% durante um minuto. Em seguida, foram
" mergulhadas em solugdo de hipoclorito de sédio e agua destilada (1 : 1) e
agitadas por 15 minutos, sendo posteriormente enxaguadas trés vezes em agua
destilada estéril, em ambiente asséptico. Apds essa etapa, o material foi colocado
sobre papel absorvente, em placa de Petri, para retirar o excesso de agua. As
sementes foram inoculadas em tubos de ensaio de 25 x 150 mm, contendo 15
mL de meio MS (Murashige & Skoog, 1962).

Apés 45 dias de cultivo, os seedlings obtidos foram repicados
descartando o sistema radicular abaixo do coleto. A parte aérea teve a maioria
das laminas foliares que protegiam o segmento caulinar retiradas, de modo a
reduzir o tamanho deste fragmento de caule para aproximadamente 0,5 cm de
diametro e 2 cm de comprimento (Figura 1), constituindo os explantes.



FIGURA 1 Segmento caulinar de aproximadamente 0,5 cm de didmetro e 2 cm
de comprimento, constituindo o explante.

2.3 Tratamento, delineamento experimental e variaveis avaliadas

Explantes secundérios, individualizados com 2 cm de comprimento,
foram inoculados em meio de cultura MS suplementado com 4 concentragdes de
BAP (0,0; 4,44; 8,88 e 17,76 pM) para multiplicagdo e produgdo de novos
explantes. Foram realizados dois ciclos de cultivo a cada 45 dias.

Os materiais foram avaliados ao final de cada ciclo de cultivo (45 dias)
quanto ao numero de brotagdes emitidas, nimero de raizes, comprimento do
maior broto, sendo o peso de matéria seca da parte aérea e radicular avaliados
apenas ao final do segundo ciclo.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com 6 repeticdes, sendo que os tratamentos foram dispostos em um esquema
fatorial 2 x 4 x 2, constituido por dois hibridos de capim-elefante x milheto
(PMN), quatro concentragdes do fitorregulador BAP e dois ciclos de cultivo de
45 dias. Cada parcela (unidade experimental) foi constituida por 5 tubos de
ensaio, com um explante por tubo, totalizando para cada tratamento 30 tubos de

ensaio.
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As caracteristicas avaliadas foram analisadas com base na média das
parcelas, utilizando-se o programa computacional SISVAR versio 2.0 (Ferreira,
2000). A analise de regressdo foi usada para estudar as respostas dos hibridos em
fungdo das concentragdes do fitorregulador BAP.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Multiplicagéio de hibridos PMN em diferentes concentracoes de BAP

O fitorregulador BAP mostrou-se bastante eficiente em promover
brotagdes miltiplas, sendo os resultados da anélise de varidncia das avaliagbes
nos dois ciclos de cultivo apresentados nas Tabelas 1 e 2.

Diferengas significativas foram observadas entre as concentragGes de
BAP para todos os pai‘émetros avaliados nas duas avaliagbes. Na primeira
avaliagdo, houve diferenga significativa entre os dois hibridos para todas as
caracteristicas. A significincia da interagdo concentragdo x hibrido para as
caracteristicas nmero de brotagdes e niimero de raizes indica que os hibridos
mostraram padrdo de resposta diferenciada em fungdo das concentragbes de
BAP.

Na segunda avaliagdo, houve diferenga entre os hibridos para numero de
brotagdes, comprimento do maior broto e peso seco de parte aérea. Nesta mesma
avaliagdo, houve interagdo significativa entre concentragéo x hibrido apenas para

nimero de brotagdes.

Tabela 1 Resumo da anlise de varidncia para nimero de brotagdes, nimero de
raizes e comprimento do maior broto dos hibridos PMN em quatro
concentragdes de BAP, no primeiro ciclo de cultivo. UFLA. Lavras —

MG, 2004.
Quadrado Médio

FV GL bllaut?mde Niimero de Rat Compnmmdommor
Concentragio (C) 3 88,48%* 92,65%* 342,12%*
Hibrido (H) 1 63,94** 40,33 288,61**
CxH 3 14,14%* 88,54+ 729 ns
Erro 40 245 725 12,15
CV (%) 31,36 53,08 21,59

**. diferenca significativa ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de F; *:
diferenga significativa ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de F; ns:
diferenca ndo significativa pelo teste de F.
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3.1.1 Numero de Brotagdes

A proliferagdo de brotagdes foi expressiva nas duas avaliagSes para os
dois hibridos estudados quando os meios de cultura foram suplementados com
BAP. Segundo Teixeira & Marbach (2000), o BAP tem como fung@o promover
a divisdo celular nas plantas promovendo a proliferagdo de brotagdes de parte
aérea.

No primeiro ciclo de cultivo, o maior niimero de brotagdes obtido para
os hibridos CNPGL2000-65-227 ¢ CNPGL94-60-01 foi 9,67 ¢ 6,15 em 11,85 ¢
9,55 yM de BAP (Figura 2), respectivamente. Ja na segunda avaliagdo estes
nameros foram 7,38 brotos/explante em 11,8 uM de BAP para o hibrido

- CNPGL2000-65-227 e 4,45 brotagdes em 8,95 uM de BAP para o CNPGL-94-
60-01 (Figura 3).

O crescimento e o desenvolvimento prematuro de brotos axilares foram
observados quando brotos apicais foram cultivados em meio suplementado com
a citocinina, pois esta constitui uma classe de fitorregulador indispensével para a
quebra da dominancia apical e indugdo de proliferagio de gemas axilares
(Einsert, 1991; Mantell, Mathews & Mckee, 1994; Grattapaglia & Machado,
1998; Teixeira & Marbach, 2000).

Zanette, Pailo & Moraes (1988) obtiveram média de 8 brotagdes por
explante de capim-elefante cv. Napier, apés um periodo de 25 a 35 dias, em
meio de cultura com 1 mg/L de BAP; 0,01 mg/L de ANA (4cido
naftalenoacético) e 0,1 mg/L de 4cido giberélico.

Karasawa (2001) estudando o efeito de diferentes dosagens de BAP
associado a consisténcia do meio na multiplicagdo de brotagbes para trés
cultivares de capim elefante, observou que os maiores numeros de

brotos/explante secundério foram conseguidos no meio sélido, onde a cultivar
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Mineiro apresentou 9,4 brotagées em 6,14 uM de BAP, a cv. Taiwan A-147,9,5
brotos em 7,21 uM de BAP e a cv. Pioneiro, 8,7 brotagdes em 6,2 pM de BAP.

y =-0,0503x2 +0,9609x + 1,5704
R2=0,8008

¢ CNPGL 2000-65-227

w)
3]
'% 8 s CNPGL 94-60-01
£ 64 —_
[] —
o 4
4 y =-0,0582x2 + 1,3882x +1,3872

2 4 R?=0,9491

0 : : : ,

0 s 10 15 20

Concentragio de BAP (M)

Figura 2 Representagdo grafica e equagGes de regressdo para o numero de

dos hibridos CNPGL2000-65-227 ¢ CNPGL94-60-01 em

fungdo das diferentes concentragées de BAP, no primeiro ciclo de

brotos
cultivo.
y =-0,0397x2 +0,9358x + 1,8673
8 - R?=0,8848

N° de Brotagdes
£

y =-0,0315x2 +0,5635x + 1,93
R2=0,5116

o CNPGL 2000-65-227
u  CNPGL 94-60-01

0 T T T

0 5 10 15
Concentrago de BAP (uM)

20

Figura 3 Representagéio grifica e equagdes de regressio para o nimero de
brotos dos hibridos CNPGL2000-65-227 ¢ CNPGL94-60-01 em

fungdio das diferentes concentragdes de BAP, no segundo ciclo de

cultivo.
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Nogueira et al. (2003), estudando o efeito do BAP na indugdo de
brotagdes do Murici-pequeno observaram diferengas significativas para todas as
varidveis estudadas em diferentes concentragdes de BAP. O maior nimero de
brotagdes nessa espécie foi observada em 2 mg/L de BAP. O mesmo foi
observado por Pereira et al. (2003) para Brassocattleya pastoral X
Laeliocattleya.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram a importincia do gendtipo
e a eficiéncia das diferentes concentragdes do fitorregulador BAP, aos 45 dias de
idade, para produgdo de brotos multiplos, originando valores préximos aqueles
observados na literatura para capim-elefante e outras espécies (Zanette, Pailo &
Moraes, 1988; Karasawa, 2001).

3.1.2 Nuiimero de raizes

Neste trabalho, a suplementagio do meio de cultura com BAP reduziu
drasticamente o numero de raizes quando foram utilizadas concentragdes
superiores a 8,8 pM de BAP. Tal efeito do BAP sobre o sistema radicular foi
observado também por Karasawa (2001) em cultivares de capim-elefante.

No primeiro ciclo de cultivo, o hibrido CNPGL2000-65-227 exibiu uma
curva de emissio de raizes/explante ajustada pela regressdo quadratica, com um
nimero maximo de raizes estimado em 6,82 em 0,0 pM de BAP. Para o
CNPGL94-60-01 esses valores foram de 8,25 raizes em 5,11 uM de BAP
(Figura 4). Na segunda avaliagdo, esses valores foram de 8,04 raizes para o
hibrido CNPGL2000-65-227 e 11,20 para o CNPGL94-60-01, em 0,0 pM de

BAP (Figura 5).
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Figura 4 Representag@o grafica e equagdes de regressdo para o namero de raizes
dos hibridos CNPGL2000-65-227 ¢ CNPGL94-60-01 em fungio das
diferentes concentragdes de BAP, no primeiro ciclo de cultivo.
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Figura 5 Representagdo grafica e equagdes de regressdo para o nimero de raizes
dos hibridos CNPGL2000-65-227 e CNPGL94-60-01 em fungfo das
diferentes concentragdes de BAP, no segundo ciclo de cultivo.
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Teixeira e Marbach (2000) relataram que as citocininas, dependendo da
concentragdo podem promover ou inibir a iniciagéo e o crescimento de raizes.
Segundo esses autores, ainda que a literatura seja deficitaria em relatos sobre o
efeito do BAP sobre o sistema radicular pode-se levar em consideragio que em
altas concentragdes esta citocinina tem efeito inibitério sobre o crescimento das
raizes.

Observando o comportamento do niimero de raizes por explante em
fungdo da concentragio de BAP para os dois hibridos, observa-se que nas
concentragSes mais elevadas houve uma drastica redugdo no numero de raizes,
com tendéncia de inibigdo do crescimento e desenvolvimento desse 6rgéo em
dosagens superiores a 17,76 uM de BAP.

Nannanetti (1994) verificou que a maior produgdo de raizes de
Heliconia sp era observada em meios sem suplementagdo com BAP. Nogueira et
al. (2003) e Dortzbach (2003) relatam que a maior proliferagdo de raizes foi
observada em meios suplementados com concentragdes inferiores a 0,5 mg/L de
BAP para as espécies Byrsonima intermedia e Agapanthus umbellatus. Zanette,
Pailo & Moraes (1988) obtiveram 85% de enraizamento do capim-elefante cv.
Napier ao utilizarem meio de cultura suplementado com 22,20 uM de BAP. Essa
concentragdo é superior aquela utilizada por Karasawa (2001), 6,68 UM de BAP;
na qual obteve o maior nimero de raizes para cv. Pioneiro em meio liquido, bem
como superior a 5,11 pM de BAP, observado neste trabalho para o hibrido
CNPGL94-60-01.

Finch et al. (1992) observaram comportamento diferenciado das
espécies de arroz silvestre e outras gramineas em relagio ao enraizamento,
mostrando variagdes na suplementagdo desde 0,0 até 10,8 uM de BAP. Esse
mesmo comportamento foi observado para palma forrageira doce por Lemos et
al. (2003), que observaram o enraizamento dos explantes em diferentes dosagens
de BAP.
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3.1.3 Comprimento do maior broto

A altura dos explantes nos dois hibridos PMN mostraram
comportamento semelhante nos dois ciclos de cultivo, diminuindo a medida que
aumentou a concentragdo do fitorregulador (Figuras 6 e 7). As maiores alturas
ajustadas pela regressdo quadratica na primeira avalia¢do foram 25,58 cm para o
hibrido CNPGL2000-65-227 ¢ 19,58 cm para o CNPGL94-60-01; no segundo
ciclo de cultivoestas medidas foram 21,09 cm para CNPGL2000-65-227 ¢ 17,28
cm CNPGL94-60-01. Estes resultados foram obtidos em meio isento de BAP
nas duas avaliagGes.

Nannetti (1994) estudando o comportamento de crescimento e
multiplicagdo de explantes de Heliconia sp. relata que a maior altura do explante
principal atingia 6,4 cm quando se empregava a concentragdo de 22,20 uM de
BAP. Contrapondo esse resultado; a literatura revisada por Teixeira & Marbach
. (2000) relata que altas dosagens do fitorregulador BAP tendem a promover uma
redugdo expressiva do alongamento dos explantes, tendo em vista que as
citocininas pertencem a grupo de reguladores de crescimento que afetam mais a
divisdo celular do que o alongamento.

Segundo Mantell, Matthews & Mckee (1994), as brotagGes apicais t€ém
maior crescimento quando cultivadas em meio de cultura isento do
fitorregulador, apresentando inibi¢do do crescimento apical quando citocinina €
acrescentada ao meio de cultura. Cerqueira (1999) verificou que as plantas mais
altas de Tridax procumbens L. (erva-de-touro) encontravam-se nas
concentragGes de BAP mais proximas de zero. Essas observagbes sdo
congruentes aquelas feitas por Dortzbach et al. (2003) em estudos com
Agapanthus umbellatus e Nogueira et al. (2003) para o Murici-pequeno, para as
quais explantes mais altos foram obtidos em meios com suplementagdo abaixo

de 0,5 uM de BAP ou isentos de BAP.



Figura 6

Figura 7
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Representagdo grafica e equagdes de regressio para comprimento do
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fun¢do das diferentes concentragdes de BAP, no primeiro ciclo de

cultivo.

25

e y =-0,011x? - 0,4923x + 21,097

S R?=0.9923 o CNPGL 2000-65-227
S 20 s CNPGL 94-60-01
L

3 —

E 15 J
S —

e a

g 10 1

E y =0,0243x? - 0,9634x + 17,284

g 57 R =0,8841

Q

Q

o ] 4 L] 1
0 5 10 15 20
Concentragdo de BAP (uM)
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cultivo.
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Vidigal, Passos & Silva (1998), estudando a perda de vigor do capim-
elefante, observaram que algumas cultivares apresentavam maior crescimento
em meio de cultura isento de fitorregulador; entretanto, algumas cultivares
apresentaram maior crescimento quando cultivadas em meio suplementado com
0,125 pM de ANA. Ja Karasawa (2001), relata que as maiores alturas dos
explantes de trés cultivares de capim-elefante foram estimadas no meio isento do
fitorregulador, sendo de 6,08; 5,2 e 5,62 cm, respectivamente, para as cvs.
Mineiro, Taiwan A-147 e Pioneiro no meio de cultura solido.

Os resultados deste trabalho mostraram uma redug@o de crescimento na
altura dos explantes a medida que a concentragdo de BAP no meio de cultura foi
aumentada e que as maiores alturas dos explantes foram obtidas em meio de
cultura isento de fitorregulador, sendo consonante com a literatura (Mantell,
Matthews & Mckee, 1994; Cerqueira, 1999; Teixeira & Marbach, 2000;
Karasawa, 2001; Dortzbach et al., 2003; Nogueira et al., 2003).

3.1.4 Producio de matéria seca

Os hibridos CNPGL2000-65-227 e CNPGL94-60-01 apresentaram
diferenga significativa para producio de matéria seca da parte aérea, sendo o
maior peso 0,59 g obtido para o hibridlo CNPGL2000-65-227 em 8,5 uM de
BAP e 0,36 g para 0o CNPGL94-60-01 em 7,57 pM de BAP (Figura 8). Ja para o
peso de matéria seca do sistema radicular estes nimeros foram 0,076 g para o
hibrido CNPGL2000-65-227 e 0,077 g para o CNPGL-94-60-01 (Figura 9) em
0,0 uM de BAP, n3o havendo portanto, diferenca significativa entre genétipos

para esse parametro.



Na literatura revisada, nio foi encontrada referéncia para peso de

matéria seca para parte aérea e sistema radicular em capim-elefante em cultivo

in vitro.

Figura 8

Figura 9

0,7 1 y = -0,0035x2 + 0,0597x + 0,3274
@ 06 - R=0975
8 o5 | o CNPGL 2000-65-227
g >
2 04 - ® CNPGL 94-60-01
-3 —
g 03 1//’_-\
2 02 1 y=-0,0017x? + 0,0266x + 0,2573
2 R2=0,6938
& 0,1
0 . T T !
0 5 10 15 20
Concentragdo de BAP ( M)
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Representagdio grafica e equagdes de regressdo para peso de matéria
seca do sistema radicular dos hibridos CNPGL2000-65-227 e
CNPGL94-60-01 em funcdo das diferentes concentragdes de BAP, no
segundo ciclo de cultivo.
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4 CONCLUSOES

1. As diferentes concentragdes do fitorregulador BAP foram eficientes
em produzir brotagdes, tendo em vista que na sua auséncia, a formagdo de novas

brotagdes laterais foi nula.

2. Uma redugdio drastica da emissdo e crescimento de raizes foi
verificada 4 medida que se aumentavam as concentragdes de BAP, embora o

enraizamento tenha sido observado mesmo na presenga de BAP.

3. O uso do fitorregulador afetou negativamente o crescimento das
brotagdes, sendo as brotagdes mais altas observadas em meio de cultura isento
de BAP.

4. Concentragdes mais elevadas de BAP exerceram influéncia positiva
na produgio de matéria seca de parte aérea enquanto meios isentos do
fitorregulador BAP favoreceram a obtengdo de maiores valores maiores de

matéria seca para o sistema radicular.
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CAPITULO 3

) DUPLICACAO CROMOSSOMICA
DE HIBRIDOS TRIPLOIDES DE CAPIM-ELEFANTE E MILHETO
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RESUMO

BARBOSA, Sandro. Duplicagiio cromossdmica de hibridos tripléides de
capim-elefante e milheto. 2004. 119 p. Tese (Doutorado em Agronomia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras — MG.*

Com o objetivo de duplicar o complemento cromossémico de hibridos
tripléides de capim-elefante e milheto e restaurar a sua fertilidade permitindo
que os mesmos pudessem voltar aos programas de melhoramento genético
transferindo alelos de caracteristicas desejadas ao capim-elefante e viabilizando
a sua propagacio via semente, tornando a implementagdo de pastagens
economicamente viaveis, ‘seedlings’, plintulas e segmentos caulinares
cultivados in vitro foram tratados com solugdes de colchicina 0,05% ¢ 0,1%
aplicadas em intervalos de 12 e 24 horas de exposigdo. ‘Seedlings’ de diferentes
genétipos hibridos cultivados in vivo e meristemas de dois hibridos
interespecificos foram submetidos a exposi¢do de 24 horas em solug@o de 0,05%
de colchicina. A duplicagio cromossomica foi confirmada através do numero
cromossdmico em células de meristemas de raiz e avaliagio da viabilidade
polinica por meio de testes de germinagdo in vitro e produgdo de sementes.
‘Seedlings’ cultivados e tratados in vitro apresentaram a melhor resposta ao
tratamento de indugdo de poliploidia em solugdo de colchicina 0,1% por 24
horas, no qual 38% das plantas sobreviventes apresentaram O conjunto
cromossdmico duplicado e a fertilidade confirmada pela presenca de poélens
viaveis.

* Comité orientador: Lisete Chamma Davide (orientadora), José Eduardo Brasil
Pereira Pinto — UFLA e Antdnio Vander Pereira — Embrapa Gado de Leite.
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ABSTRACT

BARBOSA, Sandro. Chromosomal duplication of elephantgrass and pearl
millet triploid hybrids. 2004. 119 p. Thesis (Doctor of Science in Agronomy) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras - MG.*

The objective of this study was to double the chromosome complement
of elephantgrass and pearl millet triploid hybrids and to restore their fertility.
This strategy could allow their use in genetic improvement programs
transferring alleles with the desired characteristics to the elephantgrass and
making viable its propagation through seeds. Seedlings, plantets and stems
segment cultivated in vitro were treated with 0.05% and 0.1% solutions of
colchicines applied at intervals of 12 and 24 hours of exposure. Seedlings of
different hybrid genotypes cultivated in vivo and meristems of two inter-specific
hybrids were submitted to 24 hours exposure in 0.05% solution of colchicines.
Chromosomal duplication was confirmed through the chromosome couting in
root meristems and evaluation of pollen viability through in vitro germination
" and seed production tests. Seedlings cultivated and treated in vitro presented the
best response to the polyploidy induction treatment in 0.1% solution of
colchicine for 24 hours, in which 38% of the surviving plants presented a
doubled chromosomal group and fertility confirmed by the presence of viable
pollens.

* Guidance committee: Lisete Chamma Davide (Major professor), José Eduardo
Brasil Pereira Pinto — UFLA and Ant6nio Vander Pereira — Embrapa Gado de
Leite.
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1 INTRODUCAO

O germoplasma do género Pennisetum Rich. é caracterizado por sua
ampla variabilidade genética descrita em, aproximadamente, 140 espécies
(Brunken, 1977; Kativu & Mithen, 1987; Xavier, et al., 1995; Jauhar & Hanna,
1998).

Entre as espécies de Pennisetum, o milheto (P. glaucum) destaca-se
economicamente como cereal e forrageira e o capim-elefante (P. purpureum)
como reconhecida forrageira de alta qualidade e palatabilidade (Pereira et al.,
2001). O milheto é anual, alégama com 2n = 2x = 14 e genoma AA ¢ integra o
conjunto génico primério juntamente com outras duas espécies silvestres
dipléides. O capim-elefante é perene, alégama com 2n = 4x = 28 ¢ genomas
A’A’BB e compde o conjunto génico secundério. O terceiro conjunto €
constituido pelos demais taxa (Harlan & De Wet, 1971 e Martel, Ricroch & Sarr,
1996).

O capim-elefante ¢ amplamente cultivado por todo o Brasil. Entretanto,
uma das limitagbes 2 expansdo da drea cultivada de capim-elefante € a
necessidade do uso da propagagdo vegetativa, visto que a maioria das cultivares
produz sementes de baixo vigor (Pereira et al., 2001 e Pereira et al., 2003). Uma
solugdo econdmica para este problema é o desenvolvimento de cultivares
superiores, adaptadas as diferentes condigdes edafoclimaticas e propagadas via
sementes. Desprezando-se as diferengas genotipicas para producdo e qualidade
da forragem, a propagagdo por meio de sementes apresenta como vantagens
maior facilidade de colheita, armazenamento e transporte, maior rapidez e
facilidade no plantio e menor gasto de mio-de-obra, resultando em menor custo

de implantacgo das pastagens (Pereira et al., 2003).
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A obtengdo de cultivares propagadas por sementes, bem como de porte
baixo, melhor adaptadas ao sistema de pastejo, € com maior resisténcia as
cigarrinhas das pastagens tem sido o principal objetivo do melhoramento do
capim-elefante (Pereira et al., 2003). A principal estratégia adotada pelo
melhoramento dessa espécie tém sido a hibridagdo. Além da exploragdo das
combinagdes entre os acessos de capim-elefante existentes nos bancos de
germoplasma, o melhoramento aproveita a facilidade de cruzamento entre essa
espécie e o milheto para a obtengfio de hibridos interespecificos com melhor
qualidade forrageira (Jauhar & Hanna, 1998; Hanna,1999; Schanck, 1999;
Pereira et al., 2001).

A primeira descﬁgio sobre o hibrido interespecifico de capim-elefante e
milheto foi feita por Burton (1942). Esse hibrido é considerado o mais
importante desse género por apresentar produé:io e qualidade forrageiras similar
ou superiores aos seus genitores (Jauhar, 1981, Jauhar & Hanna, 1998). O
hibrido de capim-elefante e milheto é um triploide estéril com 2n = 3x = 21
cromossomos € genoma AA’B, que pode ser propagado vegetativamente.
Entretanto, a esterilidade desse hibrido torna-se uma barreira para os programas
de melhoramento do capim-elefante e produgdo de sementes para
implementagdo de pastagens, economicamente viaveis.

A restauragdo da fertilidade pode ser conseguida pela duplicagdo
cromossdmica, utilizando colchicina (Krishnaswamy & Raman, 1951 e 1954;
Hanna, 1981; Hanna et al., 1984) ou outros antimitéticos (Dujardin & Hanna,
1985; Hanna & Dujardin, 1986; Abreu, 2002). Um hexapléide artificial ¢
produzido, o qual apresenta meiose bastante regular, progénie com alta
freqiiéncia de polens férteis e sementes grandes, vidveis e com menor
deiscéncia, quando comparadas as do capim-elefante, favorecendo a propagagédo

via semente.
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Embora a literatura relate metodologias de duplicagéo cromossOmica do
hibrido tripléide de capim-elefante e milheto (Hanna, 1981 e Hanna et al., 1984),
ainda nio se conseguiu produzir hexapléides artificiais utilizando-se hibridos
desenvolvidos no Brasil. Além disso, hexapléides induzidos foram obtidos
apenas a partir ‘seedlings’ in vivo, 0 que néo permite uma avaliag3o prévia do
comportamento agrondmico do tripléide, podendo-se duplicar os cromossomos
de hibridos sem valor forrageiro. Nesse contexto, o presente trabalho teve como
objetivo adaptar e desenvolver metodologias de duplicagdo cromossomica,
utilizando explantes e ‘seedlings’ tripl6ides estéreis provenientes do cultivo in
vitro e in vivo para restaurar sua fertilidade e contribuir para a obtengdo de

cultivares superiores que se propaguem via semente.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material genético

Foram utilizados seis hibridos tripléides obtidos do cruzamento entre
capim-elefante e milheto (Tabela 1). Os hibridos CNPGL94-43-01 e CNPGL94-
60-01 foram selecionados por originarem-se de genitores com caracteristicas
genéticas de importincia forrageira complementares ¢ os demais por serem
resultantes do cruzamento entre genitores de caracteristicas divergentes. Os
hibridos foram obtidos no Banco Ativo de Germoplasma de Capim-elefante
(BAGCE) da Embrapa Gado de Leite, Coronel Pacheco, MG.

A confirmagdo da condicio tripléide (2n = 3x = 21) dos hibridos listados
na Tabela 1 foi feita por Assis et al. (2003).

TABELA 1 Hibridos tripléides selecionados pela Embrapa Gado de Leite,
Coronel Pacheco, MG e utilizados nos experimentos. UFLA.

Lavras, MG, 2004.
Genitores hibridos
capim-elefante milbeto

BAG 54 M36 CNPGL94-43-01
BAG 75 M24 CNPGL94-60-01
BAG 19 M24 CNPGL2000-65-227
BAG 64 M 64 HA

BAG 28 Mo64 HB

BAG 65 M4l HC
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2.2 Inducdo de poliploidia

Foram realizados cinco experimentos, nos quais diferentes metodologias
de exposigdo & colchicina foram utilizadas, variando concentragdo e tempo de
exposi¢io, bem como material botanico (Quadro 1).

Em todos os experimentos foi incluido um hibrido cujas caracteristicas
botanico-agrondmicas dos genitores eram complementares (CNPGL94-60-01) e
um hibrido cujos genitores apresentavam caracteristicas  divergentes
(CNPGL2000-65-227).

Dos sobreviventes de cada experimento, foram coletadas raizes para a
avaliagdo citogenética, de acordo com o tépico 2.3.

Os experimentos de indugdo de poliploidia foram realizados no
Laboratério de Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais do Departamento de
Agricultura e as andlises citogenéticas no Laboratério de Citogenética do
Departamento de Biologia da UFLA, Lavras — MG. Os experimentos s&o

descritos a seguir, de acordo com o material boténico utilizado.

2.2.1 Experimento 1 — Exposiciio de meristemas

Estacas contendo de 2 a 3 nés dos hibridos CNPGL94-43-01,
CNPGL94-60-01 e CNPGL2000-65-227 foram colocadas para enraizar e
perfilhar, & temperatura ambiente, em recipiente contendo 4gua de tomeira
renovada diariamente. Quando os perfilhos laterais atingiram aproximadamente
7 cm, seus meristemas foram extraidos.

O preparo do material constituiu na retirada de boa parte das laminas
foliares que se encontravam protegendo o meristema lateral, de modo a reduzir o
tamanho deste fragmento de caule para 0,5 cm de didmetro e 2 cm de

comprimento.
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O material assim obtido foi submerso em uma solucgo de hipoclorito de
sédio e agua destilada (1:1) agitando-se por 15 minutos, sendo enxaguado trés
vezes em 4gua destilada estéril, em ambiente asséptico. Em seguida, o material
foi colocado sobre papel absorvente, em placa de Petri, para retirar 0 excesso de
4gua. Com o auxilio do microscopio estereoscopio, em capela de fluxo laminar,
os meristemas laterais foram retirados e mergulhados em 2 mL de solugdo de
colchicina 0,05% acondicionados em tubo de ensaio de 10 x 80 mm por 6, 15 &
24 horas, assepticamente. Foram tratados cinco meristemas de cada hibrido em
cada intervalo de temp;'), devido a dificuldade de extragdo dos mesmos em
tempo habil para a realizagdo dos tratamentos colchicinicos. Apds o tempo de
exposigdo, os meristemas foram assepticamente lavados trés vezes em agua
destilada estéril, inoculados em tubos de ensaio de 25 x 150 mm, contendo 15
mL de meio MS + 2 mg/L de BAP (Figura 1A) e mantidos sob condigdo de
iluminagdo de 2000 lux e temperatura constante de 25 + 2°C. Apos 30 dias do
tratamento, eliminaram-se os materiais mortos e/ou contaminados. Apés 60 dias
de cultivo in vitro, fez-se a repicagem dos explantes que se desenvolveram e
perfilharam (Figura 1B e 1C). Os perfilhos foram contados e individualizados
em novos tubos de ensaio, contendo meio MS suplementado com 0,5 mg/L de
ANA. Passados 45 dias de cultivo in vitro, esses explantes foram transferidos
para copos plasticos contendo substrato (vermiculita) e levados para casa de
vegetagdio para aclimatagio. Apds o periodo de aclimatagdo (aproximadamente
10 dias), foram transferidos para um sistema hidropdnico improvisado em
bandejas plasticas onde ficaram suspensos em grade de metal e em contato com
a lamina de dgua (Figura 1D). Todos os requisitos para cultura hidrop6nica,
conforme recomendado por Martinez (2002), foram atendidos.

Pontas de raizes para anilise citogenética foram coletadas em duas
etapas do experimento: uma na transferéncia dos explantes sobreviventes ao

tratamento de indug#o para a hidroponia e outra na transferéncia das plantas do
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FIGURA 1

A) meristema inoculado em meio MS + 2 mg/L de BAP, B e C)
explantes desenvolvidos a partir de meristemas, D) sistema
hidropénico, E) explante de seedling inoculado em MS + 0,5 mg/L
de ANA, F) segmento caulinar inoculado em meio MS + 2mg/L de

BAP para multiplica¢do.
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cultivo hidropdnico para os vasos contendo terra e substrato Plantmax® (1:1). Os
vasos foram acondicionados em casa de vegetagdo e adubados conforme

recomendagdes existentes para capim-elefante (Martins & Fonseca, 1994).
2.2.2 Experimento 2 — Exposico de ‘seedlings’ in vitro

Sementes hibridas resultantes dos cruzamentos BAG 75 x M24
(CNPGL94-60-01) e BAG 19 x M24 (CNPGL2000-65-227) foram desinfestadas
em élcool etilico 70% durante um minuto. Em seguida, foram mergulhadas em
solugio de hipoclorito de sddio e dgua destilada (1:1) agitadas por 15 mimutos,
sendo enxaguadas trés vezes em agua destilada estéril, em ambiente asséptico.

- Apés essa etapa, o material foi colocado sobre papel absorvente, em placa de
Petri, para retirar o excesso de 4gua. As sementes foram inoculadas em tubos de
ensaio de 25 x 150 mm, contendo 15 mL de meio MS.

‘Seedlings’ com 60 dias de cultivo in vitro foram selecionados para os
tratamentos de indugdo de duplicagdo. Os “seedlings’ foram retirados dos tubos
de ensaio, em cimara de fluxo laminar; as raizes foram lavadas. em agua
destilada éstéril para retirar o excesso de meio. A parte aérea, 1,5 cm acima do
coleto, foi cortada assim como o sistema radicular 2,0 cm abaixo, constituindo o
explante que foi submetido ao tratamento colchicinico para indugdo a
poliploidia. Os explantes foram merguthados até a altura do coleto em solugdes
de colchicina 0,05% e 0,1%, por 12 e 24 horas. Para cada tratamento foram
utilizados 12 explantes de cada hibrido.

Apds os tratamentos de indugdo a duplicagdo, os explantes foram
assepticamente lavados trés vezes em agua destilada estéril e inoculados em
meio MS suplementado com 0,5 mg/L de ANA (Figura 1E) e mantido sob as

mesmas condigBes de crescimento descritas no item 2.2.1.
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Apés 60 dias de cultivo in vitro, os explantes que sobreviveram ao
tratamento de indugfo e apresentaram sistema radicular desenvolvido tiveram
algumas raizes coletadas para avaliagdo citogenética. Esses explantes foram
transferidos para copos plasticos contendo substrato (vermiculita) e levados para
casa de vegetagdo para aclimatagio. Apds o periodo de aclimatagdo, foram
transferidos para um sistema hidropdnico improvisado, conforme descrito no
item 2.2.1.

Apés 30 dias de cultivo hidropénico, uma segunda coleta de raizes foi
feita e as plantas foram transferidas para vasos contendo terra e substrato

Plantmax® (1:1) e acondicionadas em casa de vegetagéo.
2.2.3 Experimento 3 — Exposicfio de plantulas in vitro

Sementes hibridas resultantes dos cruzamentos BAG 75 x M24
" (CNPGL94-60-01) e BAG 19 x M24 (CNPGL2000-65-227) foram desinfestadas
e inoculadas conforme 6 procedimento apresentado no item 2.2.2. Apds 45 dias
de cultivo, os ‘seedlings’ foram repicados descartando o sistema radicular
abaixo do coleto e a parte aérea 2,0 cm acima do mesmo (Figura 1F)
constituindo os explantes que foram inoculados em MS suplementado com
2 mg/LL de BAP para multiplicagio e produgdo de novos explantes. Foram
realizados 3 ciclos de repicagem desse material a cada 45 dias, de modo a
formar um estoque de pléantulas.

Segmentos caulinares provenientes do estoque foram selecionados e
isolados, boa parte das laminas foliares que se encontravam protegendo o
segmento foram retiradas, de modo a reduzir o tamanho deste fragmento de
caule para aproximadamente 0,5 cm de didmetro e 2 cm de comprimento. Esses
explantes foram transferidos para tubos de ensaio contendo 15 mL de meio MS.



Plantulas com 60 dias de cultivo em meio MS, obtidas a partir do

desenvolvimento in vitro dos explantes, foram selecionadas para os tratamentos

de indugdo de duplicagdo. Os procedimentos de preparo das plantulas (Figura 2),

FIGURA 2 Etapas do preparo de plantulas cultivadas in vifro para os
procedimentos do tratamento de indugdo de poliploidia. A)
Plantula obtida in vitro, B) remogdo do meio do sistema radicular,
C) corte da parte aérea, D) corte do sistema radicular, E)
tratamento em solugdo de colchicina e F) inoculagdo do explante
tratado em meio MS.
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de indugio a duplicagio cromossomica, da segunda coleta de raizes e
transferéncia para os vasos em casa de vegetagdo foram os mesmos aplicados
para ‘seedlings’ in vitro descritos no item 2.2.2., excetuando que foram
utilizadas 18 plantulas em cada tratamento.

2.2.4 Experimento 4 — Exposicéio de segmentos caulinares in vitro

Segmentos caulinares dos hibridos CNPGL94-60-01 ¢ CNPGL2000-65-
227 foram obtidos a partir do estoque de plantulas com 60 dias de cultivo in
vitro. Os segmentos foram selecionados aleatoriamente, isolados e boa parte das
laminas foliares que se encontravam protegendo o segmento foi retirada, de
modo a reduzir o tamanho desse fragmento de caule para aproximadamente 0,5
cm de didmetro e 2 cm de .comprimento.

Os explantes foram mergulhados em solugdes de colchicina 0,05% e
0,1%, por 12 e 24 horas. Para cada tratamento foram utilizados 18 explantes de
cada hibrido. Apds o tratamento, os explantes foram assepticamente lavados trés
vezes em agua destilada estéril e inoculados apenas em meio MS e mantidos sob
as mesmas condi¢des de crescimento descritas no item 2.2.1.

Apés 60 dias de cultivo in vitro, as plantas sobreviventes foram
transferidas para copos plasticos contendo substrato (vermiéulita) e levados para
casa de vegetacdo para aclimatagdio. Apos o periodo de aclimatagio, foram
transferidas para um sistema hidropdnico, conforme descrito no item 2.2.1.

Os procedimentos de coleta de raizes e transferéncia para os vasos em
casa de vegetagdo foram os mesmos aplicados para plantulas in vitro descritos

no item 2.2.3.
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2.2.5 Experimento 5 — Exposigdo de ‘seedlings’ in vivo

Sementes hibridas resultantes dos cruzamentos BAG 54 x M36
(CNPGL94-43-01), BAG 19 x M24 (CNPGL2000-65-227), BAG 64 X M64
(HA), BAG 28 x M64 (HB) e BAG 65 x M4l (HC) foram desinfestadas em
4lcool etilico 70% durante um minuto e semeadas em copos plasticos contendo
substrato (vermiculita) e cultivados em sistema de hidroponia, conforme descrito
no item 2.2.1 e as recomendacdes de Martinez (2002). Apds 60 dias de cultivo,
as plantas tiveram suas raizes lavadas até a retirada total da vermiculita, em
seguida o sistema radicular foi cortado 3 cm abaixo do coleto e a parte acrea
teve as folhas parcialmente cortadas.

Foram selecionadas aleatoriamente 15 plantas de cada hibrido e
mergulhadas até a altura do coleto em solugdo de colchicina 0,05% por 24 horas
(Figura 3). Em seguida, as raizes foram lavadas em agua corrente por 4 horas
para recuperagdo, conforme recomendagio de Hanna et al (1984). Apos a
recuperagdo, as plantas foram transferidas para copos plasticos contendo
substrato (vermiculita) e levadas para casa de vegetagao. Apds o periodo de
aclimatac;:‘ié, foram transferidas para um sistema hidropénico conforme descrito

no item 2.2.1.

FIGURA 3 Plantas mergulhadas em solugdo de colchicina 0,05% por 24 horas.
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Ap6s 30 dias de cultivo hidropdnico, as plantas sobreviventes ao
tratamento tiveram algumas de suas raizes coletadas para analise citogenética e
foram transferidas para vasos contendo terra e substrato Plantmax® (1:1) e

acondicionados em casa de vegetagdo.
2.3 Analise citogenética

A eficiéncia das metodologias de indugdo a duplicagdo cromossémica

dos hibridos tripléides foi averiguada pela contagem do niimero cromossdmico
em meristemas de raizes e analise in vitro da viabilidade polinica.
. As anidlises citogenéticas foram realizadas de acordo com os
procedimentos adaptados por Techio et al. (2002) para Pennisetum. As raizes
recém-coletadas foram pré-tratadas com solugio de ciclohexamida 25mg/L e
hidroxiquinoleina 300mg/L (1:1) por 2h 45min, fixadas em solu¢do de Carnoy,
" por 24h e submetidas a macerag@o enzimatica em solugio de Pectinase (20%) e
Celulase (2%) seguida de hidrdlise em HCI IN, a 60°C por 8 minutos e
coloragdo com reativo de Schiff. A extracéio e fragmentagdo do meristema foram
feitas sob um microscOpio estereoscopio e a montagem da lidmina por
esmagamento em acido acético 45%. A fixacdo da laminula foi feita com
Entellan®.

Para cada experimento, foram analisadas cinco laminas de cada
tratamento contendo de uma a trés pontas de raizes de todas as plantas
sobreviventes. Foram avaliadas em média, de 33 a 126 metafases por lamina.

A contagem do niimero de cromossomos foi feita em objetiva de imersdo
(100x), em microscépio Olympus BX 60. As melhores metafases colchicinicas
foram fotomicrografadas utilizando-se filmes preto e branco Fuji ASA 100,
revelados com D-76 e copiados em papel Kodabrome Print RCF3 ou
digitalizadas diretamente do fotomicroscdpio utilizando o software Optronics®.

88



A viabilidade do pélen foi estimada por testes de germinagdo in vitro,.
conforme descrito por Techio (2002). Esse método se baseia na porcentagem de
polens germinados, sendo considerados viaveis aqueles grdos de pdlen que

apresentarem tubo polinico com comprimento igual ou superior ao seu didmetro.

Os grios de polen foram retirados de anteras provenientes de paniculas
(Figura 4) recém-coletadas e espalhados sobre uma placa escavada contendo
como meio 9¢g de sacarose, 30 mg/L de CaCl, 2H,0, 10mg/L de H;BO; € 0,7g
de 4gar diluidos em 100mL de dgua destilada. As laminas foram colocadas em
cimara amida e incubadas em germinador a 27°C por 12 horas. Foram avaliadas
5 laminas por planta e 100 grios de pélen por lamina.

A viabilidade do pélen foi dada em fungdo da porcentagem de polens
germinados, sendo considerados viaveis aqueles grdos de polen que
apresentavam tubo polinico com comprimento igual ou superior ao seu

diametro.

FIGURA 4 Paniculas com pélen. A) panicula da planta V138-4B, B) panicula
da planta V43-A.
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2.4 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram feitas para os experimentos 2 e 3 que
geraram maior nimero de sobreviventes em diferentes concentragdes e tempos
de exposig¢do dos explantes a colchicina. O teste de Qui-quadrado foi aplicado

em ambos experimentos para variavel sobrevivéncia.
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3 RESULTADOS

A condicdo tripléide de todos os hibridos utilizados nos cinco
experimentos realizados nesse trabalho foi conformada por meio de metafases
obtidas de meristemas de raizes provenientes de sementes, ‘seedlings’ e estacas
(Assis et al., 2003).

A analise citogenética associada a andlise da viabilidade polinica por
meio de testes de germinagdo in vitro permitiu identificar com seguranca os
hexapléides induzidos entre as plantas sobreviventes em cada experimento,

como sera descrito a seguir.
3.1 Indugiio de poliploidia em meristemas laterais

Para os hibridos CNPGL94-43-01 ¢ CNPGL94-60-01, apenas dois
meristemas sobreviveram a exposicio de 6 horas em solugdo de colchicina
0,05% resultando no desenvolvimento de pléntulas. Todos os meristemas do
CNPGL2000-65-227 sobreviveram a esse tratamento. No periodo de 15 horas de
exposicdo, foi obtido um explante sobrevivente do hibrido CNPGL94-43-01 e
dois sobreviventes dos tripldides CNPGL94-60-01 e CNPGL2000-65-227. As
analises citogenéticas feitas em meristemas de raizes coletadas na transferéncia
dos explantes sobreviventes para a hidroponia e na transferéncia das plantas do
cultivo hidropdnico para os vasos mostraram a ineficiéncia desses tratamentos
para a inducdo de poliploidia, sendo todos os sobreviventes triploides. O
CNPGL94-43-01 foi o tinico a apresentar sobrevivente a exposigéio de 24 horas,
cujas metifases apresentaram niimeros cromossdmicos variando de 14 a 42
cromossomos (Figura 4), sendo o nimero 21 mais freqgiiente (43%), permitindo

identificar essa planta como mixopldide.
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FIGURA 4 Metafases de hibridos mixopldides e hexapldides de capim-elefante
e milheto apds exposicdo a diferentes tempos e concentracdes de
colchicina. A) 14 cromossomos, B) 21 cromossomos, C) 28
cromossomos, D) 42 cromossomos. UFLA. Lavras — MG, 2004.
Barra 5 pm.

3.2 Inducio de poliploidia em ‘seedlings’ in vitro

Entre os hibridos selecionados pela Embrapa Gado de Leite para
execucgdo deste trabalho, o CNPGL2000-65-227 ¢ CNPGL94-60-01 foram os
que melhor se adaptaram aos protocolos de cultivo in vitro sendo, portanto,
utilizados em todos os experimentos que envolveram tratamentos in vifro.

As estratégias utilizadas na conduc@o dos experimentos com explantes

in vitro permitiram uma sobrevivéncia significativa, independente do tratamento
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e do tecido-alvo na maioria dos experimentos. A maioria dos sobreviventes de
‘seedlings’ e plantulas in vitro foi proveniente de brotagdo lateral emitida in
vitro, pelo explante tratado (Figura 5A). Estes produziram raizes calibrosas
(Figura 5B) com regido meristemdtica bem definidas, facilitando a anilise
citogenética das plantas antes de transferi-las para os vasos.

A Tabela 2 apresenta um resumo da anélise de desvios para a variavel
sobrevivéncia nos estadios de ‘seedling’ e plantula, admitindo um modelo
binomial com fungdo de ligagdo logistica dada a natureza dos dados que invalida
os requisitos basicos para o uso da metodologia convencional da analise de
variancia, conforme Demétrio (2001). Nesta tabela, observa-se que para a
sobrevivéncia de explantes no estidio de ‘seedling’, houve efeito altamente
significativo para as fontes de variagdo hibrido e interagdo hibridos por
concentragdo, conforme probabilidades relatadas menores que 1% pelo teste do
Qui-quadrado. Para a sobrevivéncia de explantes no estadio de plantula, houve
efeito significativo apenas para a fonte de variagdo hibrido.

A proporgdo de explantes sobreviventes aos tratamentos colchicinicos
para ‘seedlings’ de CNPGL2000-65-227 e CNPGL94-60-01 é apresentada na
Tabela 3. Do total de ‘seedlings’ (12 plantas) tratados com colchicina do hibrido
CNPGL2000-65-227, 7 plantas (58%) sobreviveram ao tratamento com 0,05%
por 12 horas. Dessas, 2 plantas (29%) tiveram seu complemento cromossdmico
duplicado. Para o hibrido CNPGL94-60-01, obteve-se 4 plantas de
sobreviventes, com apenas uma planta duplicada. A porcentagem de
sobreviventes para o hibridlo CNPGL 2000-65-227 tratados com solugdo de
0,05% de colchicina por 24 horas foi de 42% (5 plantas), desses apenas uma
planta era hexapléide (6x), entre as sobreviventes do CNPGL94-60-01. Para esse
tratamento ndo foram encontradas plantas com complementos duplicados.

93



FIGURA 5 (A) Emissdo de brotagdo lateral pds tratamento, (B) sistema
radicular in vitro de explantes sobreviventes aos tratamentos de
indugdo de poliploidia.

TABELA 2 Resumo da analise de desvios apresentando os valores de Qui-
quadrados e suas respectivas probabilidades para a sobrevivéncia
aos tratamentos colchicinicos de explantes de hibridos PMN nos
estadios de ‘seedling’ e plantula. UFLA. Lavras — MG, 2004.

Sobrevivéncia em Seedling Sobrevivéncia em Plintulas

Fonte de Variaciio GL Qm—qfl;?z:)irado P~X | GL Qm“q(;{az;lmdo ProX?
Hibrido (H) 1 19,74 <0,0001 1 35,25 <0,0001
Concentraciio (C) 1 0,06 0,8096 1 1,52 0,2178
Tempo (T) 1 3,59 0,0580 1 0,16 0,6892
HxC 1 7,92 0,0049 1 0,14 0,7113
HxT 1 0,15 0,7008 1 0,20 0,6569
CxT 1 0,25 0,6189 1 2,80 0,0944
HxCxT 1 0,22 0,6403 1 1,21 0,2723
Residuo 88 102,26 136 152,29
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TABELA 3 Proporgdo de explantes sobreviventes para os hibridos CNPGL
2000-65-227 ¢ CNPGL 94-60-01, em duas concentragbes de
colchicina no estadio de ‘seedling’. UFLA. Lavras — MG, 2004.

. Concentracio de Colchicina .
Hibrido 0,05% 0.1% Média
CNPGL 2000-65-227 0,5a" 0,79a 0,64A”
CNPGL 94-60-01 0,33a 0,13b 0,23B
Meédia 0,42A 0,46A 0,44

UMédias seguidas de mesma letra mindscula na coluna, dentro de cada
concentragiio, nio diferem estatisticamente pelo teste de Qui-quadrado, a 5% de
Brobabilidade.

Médias seguidas de mesma letra maitiscula ndo diferem estatisticamente, pelo
teste de Qui-quadrado, a 5% de probabilidade.

No tratamento com solugdo de colchicina 0,1% por 12 horas, 11
‘seedlings’ do CNPGL2000-65-227 e 2 do CNPGL94-60-01 sobreviveram,
contudo apenas uma planta (9%) do CNPGL2000-65-227 era hexapldide. No
tratamento com 0,1% por 24 horas obteve-se 8 plantas sobreviventes para o
CNPGL2000-65-227, sendo 3 delas hexapldides, os sobreviventes do
CNPGL94-60-01 foram todos tripléides.

Todos os tratamentos, a exce¢do do @ltimo citado, geraram plantas
mixopléides e tripldides. A discriminagio das plantas provenientes de
‘seedlings’ sobreviventes aos tratamentos de indugdo de poliploidia, avaliagdo
dos niveis de ploidia e presenga de polen ¢ apresentada na Tabela 4.

A avaliagdo citogenética de meristemas de raizes coletadas in vitro das
plantas V37-3C e V14-1A mostrou niimeros cromossomicos variando de 14 a 42
cromossomos. A avaliagio citogenética de raizes coletadas de estacas permitiu
observar que houve estabilizagio das células no nivel hexapléide. A duplicagdo
cromossdmica dessas plantas foi confirmada pela viabilidade polinica por meio
de testes de germinagdo in vitro, cuja freqiiéncia de pélens germinados foi
58,3% e 63,8%, respectivamente, confirmando a restauragéo da fertilidade. A
hexapléide V13-1A e a mixpléide V27-2A produziram pdlen, porém as taxas de
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fertilidade para esses materiais ndo foram averiguadas. Para a V27-2%, se faz
necessaria uma segunda avaliagdo para confirmar o nivel de ploidia, podendo
esta também ter estabilizado no nivel hexapléide, devido a presenga de pélen em

suas paniculas.

TABELA 4 Niveis de ploidia, obtidos em até trés avaliagoes das plantas
sobreviventes ao tratamento de ‘seedlings’ hibridos cultivados in
vitro, expostos a diferentes tempos e concentragdes de colchicina.
(V =identificagdo da planta, * presenga de pélen, ** pdlen viavel,
Mix = mixopldide ). UFLA. Lavras — MG, 2004.

CNPGL CNPGL

Concentraciio | Tempo 2000-65-227 Ploidia 94-60-01 Ploidia
VO05-1A 3x V3l-2A 3x
V04-1B 3x v29-2C 6x
: vVi1o-1C 3x V40-3C Mix
12h V22-2A 3x V46-4A 3x
vV21-2C Mix / 6x
Colchicina V32-3A Mix / Mix
0,05% V37-3C Mix / 6x **
VI4a-1A Mix/6x** | V30-2C 3x
Vi2-1B 3x V39-3B Mix
24h vV09-1C 3x
V17-2A Mix / Mix
V16-2C 3x
VIi-1A 3x V28-2A Mix/Mix
V08-1B Mix V33-3B 3x
VI15-1C 6x/Mix/3x
V27-2A Mix *
V26-2B 3x
12h V24-2C Mix / 6x
V34-3A 3x
V41-3B 3x
.. V36-3C 3x
C‘;;‘;f;:'“ V48-4A  Mix/Mix
4 V43-4B 3x
VI3-1A Mix/6x* | V02-1C 3x
VO07-1B 6x/Mix/3x | V38-3C 3x
Vo06-1C 3x
V20-2B 6x
24h | yi3.2c  exséxséx
V33-3B 3x
V51-4B 3x
V42-4C Mix / Mix
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As plantas V15-1C, V07-1B e V18-2C foram avaliadas em trés estadios
do desenvolvimento vegetativo: a primeira utilizando meristemas de raizes
coletadas in vitro, a segunda na hidroponia e a terceira em estacas de plantas
adultas. Essas avaliagdes permitiram observar a reversio da condigdo hexapléide
para tripléide nas duas primeiras plantas e confirmar a dupiicagdo cromossomica

da terceira.

3.3 Induciio de poliploidia em plintulas in vitro

A proporgio de explantes sobreviventes aos tratamentos colchicinicos
para plantulas de CNPGL2000-65-227 e CNPGL94-60-01 é apresentada na
- Tabela 5.

A exposigio de plantulas a solugdo de 0,05% de colchicina por 12 horas,
gerou 14 plantas (78%) sobreviventes para o hibrido CNPGL2000-65-227, dos
quais apenas uma planta (3% dos sobreviventes) apresentou nivel de ploidia 6x.
Nesse tratamento, foram obtidos 22% de sobrevivéncia para hibrido CNPGL94-
60-01, porém, todos tripldides. Das 12 plantas sobreviventes do CNPGL2000-
65-227, em 0,05% de colchicina por 24 horas, apenas uma planta (8%) foi
duplicada. Para 0 CNPGL94-60-01 obteveram-se 2 plantas sobreviventes, uma
mixopléide e outra tripléide. Das plantas sobreviventes (50%) do hibrido
CNPGL2000-65-227 tratadas com 0,1% por 12 horas, 6 foram triplides e 3
mixopléides; apenas uma planta tripléide (6%) do CNPGL94-60-01 sobreviveu
a esse tratamento. No tratamento com 0,1% por 24 horas obteveram-se 56% de
sobreviventes para o CNPGL2000-65-227, sendo uma planta (10%) hexapléide.
Entre as 4 plantas sobreviventes do CNPGL94-60-01, trés apresentavam nivel

3x e uma era mixopldide.
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TABELA 5 Proporgio de explantes sobreviventes para os hibridos CNPGL
2000-65-227 ¢ CNPGL 94-60-01, em duas concentracdes de
colchicina no estddio de plantula. UFLA. Lavras — MG, 2004.

. Concentracfio de Colchicina .
Hibrido 0,05% 0.1% Média
CNPGL 2000-65-227( 0,692 0,52a 0,61A7
CNPGL 94-60-01 0,16b 0,14b 0,15B
Média 0,43A 0,33A 0,38

YMédias seguidas de mesma letra miniscula na coluna, dentro de cada
concentragdo, nio diferem estatisticamente pelo teste de Qui-quadrado a 5% de

Erobabilidade.
Médias seguidas de mesma letra maiiiscula ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Qui-quadrado a 5% de probabilidade.

A discriminag@o das plantas sobreviventes aos tratamentos de indugéo
de poliploidia utilizando como material botdnico plantulas cultivadas in vitro,
avaliag@o dos niveis de ploidia e presenga de pdlen € apresentada na Tabela 6.

. Neste experimento, a avaliagdo citogenética foi feita apenas em
meristemas de raizes coletados na transferéncia das plantulas do cultivo in vitro
para a hidroponia.

A presenga de pdlen nas paniculas das plantas V52-1C, V85-4C, V99-
5B e V105-6C mostra a necessidade de uma segunda avaliagdo do nivel de
ploidia para averiguar o nimero cromossdomico no estidio adulto. O teste de
viabilidade polinica, por meio da germinagdo in vitro, foi feito para a planta
V52-1C, que apresentou freqiiéncia de 10,4% de germinagdo. Para a planta V83-
4A, a presenca de pélen nos permite inferir que houve restauragéo da fertilidade,
confirmando a duplicagdo cromossdmica, embora testes de viabilidade polinica
ndo tenham sido realizados para essa planta.
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3.4 Indugio de poliploidia em segmentos caulinares in vitro

A exposicdo de segmentos caulinares do hibrido CNPGL2000-65-227 a
solugdo de colchicina 0,05% e 0,1% por 12 horas gerou apenas 6% (1 planta) de
sobrevivéncia em cada tratamento, com nivel 3x de ploidia. No tratamento com
0,05% por 24 horas, obteveram-se 50% de sobreviventes para o CNPGL2000-
65-227. Desses, 22% (2 plantas) apresentaram o complemento cromossomico
duplicado. Dos 28% de sobreviventes desse mesmo hibrido a exposigéo de 0,1%
de colchicina por 24 horas, 80% eram 3x e 20% mixopléides. Para o hibrido
CNPGL94-60-01, obteve-se apenas um sobrevivente tripléide no tratamento
com 0,1% de colchicina por 24 horas.

A Tabela 7 discrimina as plantas sobreviventes aos tratamentos de
indugdo de poliploidia utilizando como material boténico segmentos caulinares
cultivados in vitro, avaliagio dos niveis de ploidia e presenga de polen.

A planta V138-4B teve o nivel de ploidia 6x confirmado em meristemas
coletados nos estidios de plantula in vitro e adulta, apresentando, em ambas,
100% das metifases com 42 cromossomos. A presenga de pélen viével com
freqiiéncia de 32,6% de germinagdo in vifro, juntamente com a avaliagdo
citogenética, permite confirmar a duplicagdo cromossomica e 2 estabilizagdo do
nivel hexapléide, bem como afirmar que a fertilidade nessa planta foi restaurada.

3.5 Inducio de poliploidia em ‘seedlings’ in vivo

Neste experimento, entre os hibridos listados na Tabela 1 apenas o
CNPGL94-60-01 ndo foi incluido por insuficiéncia de material botanico.
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TABELA 6 Niveis de ploidia das plantas sobreviventes ao tratamento de
plantulas cultivadas in vitro, expostas a diferentes tempos e
concentragdes de colchicina. (V = identificagdo da planta, *
presenca de pdlen, Mix = mixopldide). UFLA. Lavras — MG,

2004.
Concentraciio | Tempo | CNPGL 2000-65-227 | Ploidia | CNPGL-94-60-01 | Ploidia
V53-1A 3x V60-2B 3x
V58-1B 3x vV70-2C 3x
V60-1C 3x V72-3C 3x
V65-2A 6x Vol-4C 3x
V63-2B 3x
V66-2C 3x
V73-3A 3x
12h V75-3B 3x
V87-4A 3x
V85-4C Mix *
V92-5B Mix
V104-6A Mix
Colchicina V108-6B 3x
0,05% V103-6C 3x
V55-1A " 3x V59-1B 3X
V56-1B 3x V95-5C Mix
vs2-1C Mix *
Vé638-2B 3x
V62-2C 3x
V76-3B 3x
24b V19-3C 3x
V89-4A 3x
v82-4C Mix
V97-5A 3x
V98-5B 3x
V96-5C 6x
V54-1B Mix V102-6B 3x
V64-2B 3x
V80-3A Mix
V77-3B 3x
12h V90-4A 3x
V86-4B 3x
V100-5B 3x
V106-6A 3x
V105-6C Mix *
C‘:;“;",z“ V57-1A Mix VE0-3A 3x
4 V69-2B Mix V71-3C 3x
V67-2C 3x V9l-A-4B 3x
V78-3C Mix VI101-6A Mix
V83-4A 6x*
24h V83-4B Mix
V84-4C 3x
V93-5A 3x
' V99-5B Mix *
V94-5C 3x
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TABELA 7 Niveis de ploidia, obtidos em até duas avaliagdes das plantas
sobreviventes ao tratamento de segmentos caulinares cultivados in
vitro, expostos a diferentes tempos e concentraces de colchicina.
(V = identificagdo da planta, ** presenca de polen vidvel, Mix =
mixoploidia). UFLA. Lavras — MG, 2004.

CNPGL Lo CNPGL L
Concentra¢io | Tempo 2000-65-227 Ploidia 94-60-01 Ploidia
12h VI37R4B 3x Sem sobreviventes
vVill-1cC 3x
Vi24-3A 3x
Colchicina V138-4B 6x/6x **
0.05% V131-4C 6x )
’ 24h | V140-5A 3x Sem sobreviventes
Vi44-5B Mix
V146-6 A 3x
V143-6B 3x
V1S0A-6C 3x
12h V130-4C 3x Sem sobreviventes
.. VI1i2-1A 3x
c‘:;'::f;“'a V109-1B 3x
70 24h | vio-1c 3x V113-1B  3x
V116-2B Mix
V125-3C 3x

Do total de “seedlings’ tratados (15 plantas) do hibrido HA (BAG 64 x
M64), 80% sobreviveram ao tratamento. Desses sobreviventes, 8% (uma planta)
duplicaram o complemento cromossdmico, 8% apresentaram nivel 3x de ploidia
e o restante eram mixopléides. Dos 60% de sobrevivéncia obtidos pelo HB
(BAG 28 X M 64), apenas uma planta (11%) era duplicada, 56% dos
sobreviventes foram mixopléides e 33% triploides. O hibrido HC (BAGS65 x
M41) foi o que melhor respondeu ao tratamento com 100% de sobrevivéncia.
Porém apenas uma planta (6%) foi duplicada e foram obtidos 74% de
mixopléides e 20% de triploides. O CNPGL2000-65-227 gerou 93% de
sobreviventes e destes, 28% (4 plantas) apresentaram nivel 6x de ploida, 21%
eram 3x e 51% mixopléides. Para o CNPGL94-43-01, obtiveram-se 73% de
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sobrevivéncia, sendo 27% (3 plantas) dipléides, 9% dos sobreviventes (1 planta)
tetrapldide e o restante mixopléides.

As plantas hexapléides dos hibridos HA e HB apresentaram pélen em
suas paniculas, porém ndo foi possivel averiguar a viabilidade polinica desses
materiais devido 4 pouca disponibilidade de material para execugao do protocolo
de germinag3o in vitro. O mesmo foi observado para as plantas hexapléides VA-
227 e VE-227 do CNPGL2000-65-227.

Todos os sobreviventes do CNPGL94-43-01 produziram pdlens viaveis,
pois foram coletadas sementes nas paniculas da maioria das plantas, a excegdo
da planta VG-43 que ndo produziu sementes. As plantas VH-43, VJ-43, VI-43,
VL-43, VN-43 e VO-43 foram consideradas mixopléides, porém, é importante
ressaltar que apenas nimeros cromossomicos 14 e 28 foram freqiientes,
sugerindo que o material botanicq utilizado era dipléide (milheto). Para a planta
VA-43, das 46 metafases analisadas, 4% apresentavam 18 cromossomos, 6% 21
" cromossomos, 83% 28 cromossomos € 7% 42 cromossomos. Esses dados
sugerem a possivel estabilizacdo no nivel tetrapléide. A planta VB-43
apresentou 77% das 64 metifases avaliadas em 5 laminas, com 14
cromossomos. O restante das metafases apresentaram niimeros cromossomicos
de 21 (6%), 28 (14%) e 42 (3%), permitindo inferir a estabilizagdo no nivel
dipléide.
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4 DISCUSSAO

A esterilidade dos hibridos tripldides de capim-elefante e milheto
constitui uma barreira para sua utilizagdo nos programas de melhoramento
genético do capim-elefante. A duplicagdo cromossdmica por meio da exposi¢do
de diferentes tecidos-alvo a colchicina tem sido uma alternativa para resgatar a
fertilidade permitindo que os mesmos possam voltar ao programa de
melhoramento, transferindo alelos de caracteristicas desejadas ao capim-elefante
e facilitando a obten¢do de materiais que possam ser propagados por meio de
sementes.

Diferentes materiais botanicos tém sido utilizados como tecido-alvo em
experimentos de duplicagdo cromossdmica. Neste trabalho, utilizaram-se
meristemas de apices caulinares, ‘seedlings’, plantulas e segmentos caulinares in
vitro devido ao fato desses materiais possuirem um grande nimero de células
jovens e em divisdo celular, facilitando a agdo da colchicina

Os tecidos meristematicos geralmente sdo as principais fontes de
explantes usadas na clonagem de plantas in vitro (V ieira & Da-Gloria, 2001),
contudo esse material botinico mostrou-se inadequado para indugdo de
duplicag@o cromossdmica, embora a cultura de meristema tenha sido usada com
sucesso por Lyrene & Perry (1982) na produgdo e sele¢io de mirtilo (Vaccinium
myrtillus L.) polipl6ide in vitro. E importante ressaltar que a sobrevivéncia nesse
tipo de experimentagdo pode ser influenciada ndo sé pela elevada toxidade da
colchicina, como também pelo tamanho do explante, o qual deve ter tamanho
suficiente para permitir um pegamento eficiente, conforme descrito por Teixeira
& Marbach (2000). A composigdo do meio também pode influenciar a taxa
sobrevivéncia. Segundo Vieira & Da-Gloria (2001), cada espécie ou cultivar

deve ser cuidadosamente estudada, pois, as exigéncias na composigdo do meio
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de cultura podem variar de acordo com o genétipo e até mesmo com o estado
fisiolégico e nutricional da planta doadora do explante. A propagagdo dos
explantes in vitro, pode sofrer ainda influéncias da inclusdo de reguladores de
crescimento no meio de cultura, utilizados para suprir as deficiéncias hormonais
endégenas (Giles & Friesen, 1994; Ulmasov, Hagen & Guilfoyle, 1999a,b).
Neste experimento, apés os tratamentos de indug@o de poliploidia os explantes
foram inoculados em meio MS suplementados com 2 mg/L de BAP, para induzir
brotagdes. Embora essa dosagem tenha produzido bons resultados para a
micropropagagio do capim-elefante, utilizando cultura de meristemas
(Karasawa, 2001), ela pode ter influenciado negativamente a sobrevivéncia,
confirmando a necessida&e de se testar previamente o meio de cultura adequado
para cada genétipo.

Os resultados de sobrevivéncia obtidos. com a exposi¢do de ‘seedlings’ e
plantulas in vitro revelaram que a colchicina mantém a mesma atividade em
diferentes concentragdes e tempos de exposigdo. Contudo, comparando-se o
efeito desse quimico sobre os diferentes materiais botinicos e gendtipos
avaliados, verificou-se que a colchicina afetou drasticamente o desenvolvimento
de meristemas e segmentos caulinares. Abreu (2002) relatou que esse
antimitético foi letal para gemas axilares in vivo e segmentos caulinares in vitro.
Alguns dos efeitos téxicos da colchicina sdo listados por Roth (1984). Segundo
esse autor, a utilizagio de altas concentragdes ou a exposigd@o por tempo
inadequado pode levar & morte de células e plantas e a tolerdncia a colchicina
varia de acordo com a espécie. Na literatura, varios autores relatam o efeito
diferencial de antimitéticos quando diferentes tecidos-alvo sdo expostos (Wan,
Petolino, Widholm, 1989; Wan, et al., 1991; Saisingtong et al. 1996; Carvalho,
2000; Pinheiro et al., 2000). Como a toxicidade das substincias antimitéticas é
expressiva e o objetivo desse tipo de experimentagdo estd centrado na obtengdo

do maior mimero possivel de sobreviventes com o complemento cromossdmico
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duplicado, a variagio do material botanico a ser utilizado torna-se um requisito
indispensavel, completando aquelas variaveis citadas por Roth (1984) e
Schifino-Wittmann (2000), como a variagdo da concentragido e do tempo de
exposicdo e as formas de aplicagdo da droga, a serem observadas no tratamento
de indugdo de poliploidia utilizando colchicina.

Apesar de a colchicina apresentar algumas limitagdes, como a
possibilidade de provocar aglomeragdes cromossOmicas e fissdo do centromero,
principalmente ap6s longos periodos de tratamento, além de sua baixa afinidade
pela tubulina vegetal C—Iansen & Andersen, 1996), ela ainda tem sido
considerada uma das substancias mais eficazes na inibigdo da polimerizagéo dos
microtibulos, principalmente em gramineas (Poaceae) (Hassawi & Liang,
1991). A opgiio pela colchicina como indutor da duplicagdo cromossomica dos
hibridos tripléides de capim-elefante e milheto ocorreu em fungdo desse
antimitotico ser considerado, por diversos autores, como a substincia mais
eficiente na indugdo de poliploidia em gramineas (Poaceae) (Hanna 1981; Hanna
et al., 1984; Hassawi & Liang, 1991; Sun et al., 1994, Huang, Huang & Liu
1995; Saisingtong et al. 1996; Pinheiro et al., 2000) e por ter fornecido os
melhores resultados na obtengo de mixopléides de capim-elefante e milheto por
Abreu (2002).

Nos diferentes experimentos realizados neste trabalho, a colchicina
mostrou-se eficiente na indugdo de poliploidia em hibridos tripléides de capim-
elefante e milheto, a excegdo dos tratamentos realizados com meristemas que

geraram apenas uma planta mixopléide.

Nas avaliagdes citogenéticas, os nameros cromossdmicos 14, 18, 21, 28,
35 ¢ 42 foram os mais fregilentes encontrados em todos os experimentos, com
freqiiéncias bastante varidveis, de acordo com o tratamento e o tecido-alvo

utilizados, estando em consonéncia aqueles obtidos por Abreu (2002), na
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avaliagdo de hibridos de capim-elefante e milheto, ap6s indugio de duplicagdo
cromossomica. '

Os hexapléides, obtidos nos tratamentos de ‘seedlings’ in vitro e in vivo,
representando 8% e 9% do total de plantas utilizadas nos diferentes tratamentos,
respectivamente; mostraram que esse material botanico € o mais indicado para
experimentos de duplicagdio cromossémica nos hibridos PMN avaliados.

Os tratamentos de 0,05% de colchicina por 12 horas e 0,1% por 24 horas
geraram entre as planitas sobreviventes a maior freqiiéncia de hexaploides, 29% e
38%, respectivamente. Esses resultados foram similares aos obtidos por Hanna
et al. (1984), que relataram que 30% dos ‘seedlings’ sobreviventes ao tratamento
com solugdo de 0,05% de colchicina por 24 horas eram duplicados. Abreu
(2002), tratando ‘seedlings’ in vivo com solugdo de colchicina 0,05% por 24
horas e 0,1% por 12 hofas, obteve 13% e 20% de sobreviventes em cada
tratamento, respectivamente, sendo todos mixopléides. Segundo o mesmo autor,
a diminuicdo do tempo e o aumento da concentragdo de colchicina ndo
exerceram influéncias sobre a taxa de sobrevivéncia e a proporgido de nimeros
cromossdmicos na analise dos mixopléides. Esta observagdo ndo estd de acordo
com os resultados obtidos neste trabalho, ou seja, concentragbes mais elevadas
associadas a tempos maiores de exposi¢éo aumentaram as probabilidades de se
obter hexapléides induzidos. '

A exposi¢do de plantulas e segmentos caulinares (gemas) cultivadas in
vitro e expostas aos diferentes tratamentos de indugio geraram 38% e 13% de
sobrevivéncia em 144 explantes tratados para cada material boténico,
respectivamente. Do total de plantulas utilizadas, apenas 2% (3 plantas) tiveram
seus cromossomos duplicados. Para segmentos caulinares essa freqiiéncia ndo
chegou a 1,5%. Experimentos in vivo utilizando gemas axilares do CNPGL94-
60-01 e in vitro com segmentos caulinares do CNPGL94-43-01, foram

conduzidos por Abreu (2002) com intuito de promover a indugéo de poliploidia
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nos estadios iniciais do desenvolvimento dos mesmos, porém néo foi observada
a ocorréncia de sobreviventes aos tratamentos colchicinicos. Pinheiro et al.
(2002), inoculando 75 segmentos caulinares basais de clones sexuais diploides
de Bracharia brizantha em meios de cultura contendo 0,01%; 0,05% ou 0,1% de
colchicina por 48 horas, obtiveram melhores resultados nos tratamentos com
meios suplementados com 0,01%, em que 24% (18 plantas) das 44 plantas
(60%) sobreviventes ao tratamento foram confirmados duplicados por citometria
de fluxo. Pelos resultados obtidos com plantulas e gemas cultivadas in vitro
submetidas a tratamentos colchicinicos para indugdo de poliploidia neste
trabalho, juntamente com os relatos encontrados na literatura poder-se-ia inferir
que esses materiais botdnicos nfio sdo adequados para experimentos de
-duplicagdo cromossdmica em Pennisetum. Entretanto, baseado nos relatos de
Pinheiro et al. (2000), seria_interessante testar, em estudos futuros, outras
estratégias variando concentrag3es, tempos de exposigio e gendtipos.

A exposigio de ‘seedlings’ in vitro revelou que algumas plantas cujo
complemento cromossomico foi duplicado podem reverter a condigdo tripldide.
Isso foi observado nas plantas V15-1C e V7-1B, provenientes de ‘seedlings’,
cujas céluias meristematicas de raizes coletadas in vitro mostravam 42
cromossomos em 87% das metifases analisadas. Quando a anilise citogenética
foi realizada em meristemas de raizes coletadas de estaca, mais de 80% das
células eram triploides.

Carvalho (2000) e Pagliarini (2001) relatam que é freqiiente o
alopolipléide reduzir a duplicagio genética, num processo de reversao parcial ou
total a condicdo dipléide, apés alguns ciclos de divisdo, principalmente devido a
proliferagdo das células dipléides remanescentes que se multiplicam a taxas
superiores aquelas das células polipléides. Por outro lado, as plantas V13-1C,
V14-1A, V21-2C, V24-2C e V37-3C mostraram-se mixopléides na primeira
avaliagdo feita com meristemas de raizes coletadas de plantas em hidroponia. Ja
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na segunda évaliac;ﬁo citogenética feita com pontas de raizes obtidas de estacas,
o nivel de ploidia foi 6x e em muitas delas a duplicagdo foi confirmada pela
presenga de polen. Esses resultados mostram a andlise citogenética é
imprescindivel na avaliagdo da ploidia em experimentos de duplicagdo e deve
ser realizada nos mais diferentes estidios de desenvolvimentos da planta
sobrevivente para o monitoramento da ploidia. Para Singh (1993), o maior
problema da indugdo via colchicina resuita do fato de a substincia s6 agir
efetivamente sobre as células que estio em divisdo. Desse modo, a
poliploidizag@o geralmente néo atinge todas as células do material tratado, sendo
comum o aparecimento de mixoploides e quimeras (Abreu, 2002). Em
60nseqiiéncia, surge o problema relativo a estabilidade da condig3o polipléide,
porém se a freqiiéncia de células duplicadas for elevada o suficiente para se
multiplicarem em niimero maior que as demais, a estabilizagéo no nivel 6x pode
ocorrer algum tempo apds o tratamento, como observado neste trabalho.
Segundo Adamowski et al. (1998), Giacomelli et al. (2000) e Pagliarini
(2001), a eliminagdo cromoss6mica é um fendmeno comumente observado nos
experimentos de indugdo de poliploidia, podendo ser parcial ou total de um
genoma parental. Abreu (2002) fez uma ampla revisio e discute detalhadamente
sobre a eliminag¢do cromossomica em hibridos mixopléides de capim-elefante e
milheto. Segundo esse autor, os hibridos tripldides oriundos do cruzamento
dessas duas espécies sdo genomicamente estiveis, tendo uma proporgéo de
2C:1M (C = genomas A’B de capim-elefante € M = genoma A do milheto).
Quando esta proporgdo € alterada, devido a agdo das substincias antimitéticas,
as células induzidas dos hibridos comegam a eliminar os cromossomos. Na
literatura revisada por Jauhar (1981) e Jauhar & Hanna (1998) os resultados
obtidos por varios autores permitiram concluir que, provavelmente, existe um
controle génico da eliminag&o cromossOmica € que esses genes sO se expressam
quando estdo em dose dupla ou elevada. Raman & Krischnaswamy (1960) e
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Gildenhuys & Brix (1969), citados por Jauhar (1981), observaram uma
eliminagdo cromossdmica seletiva em embriGes obtidos do cruzamento de P.
glaucum (2x) com anfidipéide (6x). Esses autores sugerem que oS Cromossomos
do genoma B tem uma maior chance de serem eliminados, visando buscar a
estabilidade e a fertiiidade pela homeologia dos cromossomos dos genomas Ae
A’ de P. purpureum. Os resultados obtidos por Abreu (2002) com plantulas e
perfilhos submetidos a tratamentos de indugao de poliploidia revelaram, segundo
o autor, uma tendéncia das células mixopldides estabilizarem no nivel diploide.
Esse fendmeno foi tamb;ém observado em ‘seedlings’ in vivo do CNPGL94-43-
01 submetidos & exposigio em solugio de colchicina 0,05% por 24 horas por
Davide et al. (2003), tendo duas plantas apresentado células com 14
cromossomos, morfologicamente semelhantes, podendo corresponder a nicleos
AA, A’A’ ou A’A. Esse hibrido esteve incluido no experimento de indugio de
poliploidia em ‘seedlings’ in vivo conduzido neste trabalho tratado com a mesma
concentragio e tempo anteriormente citados.

Os resultados obtidos com a planta VA-43 permitem inferir que a
estabilizagdo pode também ocorrer no nivel tetrapléide, com 28 cromossomos,
podendo esse nicleo assumir diferentes configuragdes gendmicas como
AAA’A’. Essa pode ser a provavel constituigdo gendmica dessa planta devido a
morfologia extremamente similar a do milheto; tendo em vista que apenas uma
dosagem do genoma B pode tornar a planta morfologicamente semelhante ao
capim-elefante, segundo Krishnaswamy & Raman (1951, 1954) e Gonzalez &
Hanna (1984).

Virias plantas deste experimento apresentaram alta freqiiéncia de células
com 14 cromossomos, em alguns casos superando a freqiiéncia de 80%.
Entretanto, essas plantas apresentavam variagdo do nimero cromossémico

apenas de 14 e 28, sugerindo que o material tratado tenha sido dipléide (P.
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glaucum). Estudos morfométricos, de bandeamento cromossomico e
hibridizacdo in situ estdo sendo propostos para tentar confirmar essas hipéteses.

Existem muitas dividas sobre o controle da eliminagdo cromossomica.
Abreu (2002), baseado nos resultados obtidos com a indugio de duplicagdo
cromossdmica em perfilhos, inferiu que a eliminagdio cromossémica,
provavelmente, tenha controle nuclear, uma vez que a dire¢do do cruzamento
para obtengio do hibrido n3o influenciou na eliminagéo cromossdmica.

Hanna et al. (1984) nio fazem mengdo sobre | a eliminagdo
cromossdmica. Esses autores relataram que 30% dos tripléides sobreviventes
tratados com colchicina 0,05%, por 24 horas, tiveram seu complemento
cromossdmico duplicado. A diferenca de comportamento dos hibridos no
experimento conduzido por esses autores pode ter sido em decorréncia do fato
de terem relatado apenaé o sucesso da duplicagdo, ndo mencionando a
eliminagdo dos cromossomos. Isso porque a duplicagdo em seus estudos ndo foi
averiguada por meio de anélise citogenética e, sim, apenas com base na presenga
de pélen nas paniculas. Uma outra explicagdo seria a utilizagdo de ecétipos com
controle genético diferenciado. Os hibridos tripldides empregados por Hanna et
al. (1984) foram obtidos de cruzamentos que utilizaram apenas duas cultivares
de milheto macho estéril (Tift 23 DA e Tift 23 A) que, provavelmente, nio
possuiam o controle genético para eliminagdo de cromossomos durante a
duplicacdo. Abreu (2002) supds que a eliminagio cromossomica observada em
seus estudos de inducdo de poliploidia em hibridos tripldides de capim-elefante
¢ milheto, possivelmente era controlada por genes presentes no genoma do
genitor tetrapléide. Outra possivel explicagdo, segundo 0 mesmo autor, estaria
na possibilidade dos clones de capim-elefante utilizados como genitores nos
cruzamentos interespecificos apresentassem relagSes de parentesco e, portanto,

compartilhassem o mesmo controle genético para eliminagio de cromossomos.
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Neste sentido, buscou-se utilizar, em todos os experimentos realizados
na execugdo deste trabalho, pelo menos um hibrido cujas caracteristicas dos
genitores fossem complementares e outro cujas caracteristicas fossem
geneticamente divergentes, no importando os atributos forrageiros. O sucesso
na duplicagdo cromossomica obtida para o hibrido CNPGL2000-65-227 vem dar
suporte as supostas explicagdes aventadas por Abreu (2002) com relagdo a
eliminagdo cromossdmica em hibridos induzidos de capim-elefante e milheto.

Outra hipotese que poderia ser aventada € que o processo de duplicagdo
& extremamente suscetivel a variagio do tempo de exposigéo e concentragdo dos
antimitoticos, bem como do tecido-alvo utilizado. Assim, as estratégias
utilizadas na execugdo deste trabalho em relago aquelas usadas por Hanna et al.
.(1984) e Abreu (2002), podem explicar os resultados aqui obtidos.

E importante ressaltar que a eliminagdo dos cromossomos em hibridos
interespecificos é uma ferramenta valiosa para os programas de melhoramento
genético (Giacomelli et al., 2000; Pagliarini, 2001). Com a eliminag&o parcial de
cromossomos podem-se gerar novas variedades de hibridos. J4 a eliminag&o
total de um genoma do hibrido de capim-elefante e milheto pode permitir a
formagdo ae variedades diploides férteis, que poderdo servir de ponte nos
cruzamentos com milheto para, futuramente, por meio de retrocruzamentos,
introduzir caracteristicas desejaveis no capim-elefante.

Em relagio a viabilidade polinica observada pela emissdo de tubo
polinico em meio de cultura, os resultados obtidos para as plantas V37-3C e
V14-1A com freqiiéncias de 58,3% e 63,8%, respectivamente; V52-1C com
freqiiéncia de 10,4% e V138-4B com 32,6% de pdlens germinados in vitro,
revelaram que, efetivada a duplicagdo cromossémica, a fertilidade é restaurada
independentemente do tratamento ou tecido alvo utilizado. As variagbes nas
freqiiéncias de germinag#o in vitro obtidas para os hexapléides supracitados sdo

consonantes aquelas obtidas para Pennisetum, segundo a literatura. Os acessos
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de milheto avaliados por Techio (2002) exibiram uma baixa freqiiéncia de
pélens funcionais, variando de 6% (M 24) a 47,6% (M 36). Chaudhury &
Shivanna (1986) descreveram, também para milheto, uma taxa reduzida de
polens germinados in vitro, cuja freqiiéncia foi de 57,6%, 18,1% e 12% para trés
amostras. Segundo Techio (2002), para germinagdo in vitro, o capim-elefante
exibiu um comportamento similar ao do milheto com uma freqiiéncia muito
baixa de pélens viaveis, variando de 3,6% (BAG 91) a 39,4% (BAG 75).
Aken’ova & Chheda (1970) descreveram, para o capim-elefante, uma taxa de
54,3% de viabilidade que se manteve por mais de um dia, sob diferentes
condigOes ambientais. Na literatura, apenas um relato sobre analise da fertilidade
masculina por meio de germinagdo in vitro de pélens para hibridos hexapléides
de capim-elefante e milheto foi encontrado. Pedrozo et al. (2003) analisaram por
meio de germinagdo in vitro, a viabilidade polinica de um hexapléide,
observando uma freqiiéncia de 39% de pdlens viaveis. -

Das plantas sobreviventes ao tratamento de ‘seedlings’ in vivo com
colchicina 0,05%, por 24 horas, do hibrido CNPGL94-43-01, apenas a planta
VG-43 ndo produziu pélens vidveis. Ressalta-se que, neste caso, o teste de
viabilidade do pélen ndo foi feito por meio de testes laboratoriais e sim pela
capacidade de fertilizagdo desses. Foram coletadas sementes nas paniculas de
todas as plantas, a excegdo da VG-43. Segundo Schanck (1999), a capacidade de
produzir sementes ¢ uma forma segura de se avaliar a viabilidade do pélen in
vivo. Contudo, 0 tempo necessirio para as observagbes torna-se um fator
limitante para o seu emprego na rotina dos programas de melhoramento.
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CONCLUSOES

1. “Seedling’ é o material botdnico mais adequado para experimentagdo
in vivo e in vitro de indugdo de poliploidia em hibridos tripléides de capim-

elefante e milheto.

2. As solugbes de colchicina 0,05% e 0,1% demonstraram efeitos
semelhantes em materiais botanicos e genéticos diferentes, sendo 24 horas o

tempo ideal de exposicdo a colchicina.

3. Cultivo in vitro facilitou tanto a indugéo de duplicagio cromossémica
quanto a obtencdo e proliferagéo de raizes para avaliagSes citogenéticas ainda no

estadio de plantulas.

4. Hibridos de capim-elefante e milheto cujos genitores apresentam
caracteristicas botanico-agrondmicas ndo complementares sdo mais resistentes
aos efeitos toxicos da colchicina gerando maior nimero de sobreviventes e

hexapléides induzidos.
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