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- RESUMO

TECHIO, Vinia Helena. Meiose e andlise gendmica em Pennisetuni spp. -
2002. 104 p. Tese (Doutorado -em Agronomia - Genéum e Melhommento de
Plantas)- Universidade Federal de Lavras, Lavras.” i .

i o5
Os hibridos obtidos pelo cruzamento do capim-elefante (P. purpureum.
2n0=4x=28, A’A’BB) com o milheto (P. glaucum- 20=2x=14, AA) apresentam -
boa qualidade forrageira, revelando ser uma alternativa para incrementar a -
produﬁo da pecudria leiteira. Uma das dlﬁculdade para seu cultivo ¢é a
exigéncia de propagagdo vegetativa, visto que &ste hibrido apresenta
infertilidade, que tem sido atribuida a uregnlandades O processo meidtico
advindas da sua condi¢do tripléide. AvaliagSes da meiose por meio de protocolo
convencional permitiam descrever o comportamento cromossdmico dos
parentais milheto ¢ capim-elefante e hibridos correspondentes, determinar a
viabilidade do pélen ¢ a afinidade gendmica pelai aplicagio do modelo
matemitico de Alonso e Kimber (1981) revisado por Chapman ¢ Kimber (1992).
Para o milheto ¢ o capim-elefante foram observados 7 ¢ 14 bivalentes,
respectivamente, regtﬂarmentedlsuibmdosnaplaeaeqtmonalealtawabﬂxdade
de pélen pelos testes de coloragdo. Um dos acessos de wplm-eleﬁnte (BAG 63),
oriundo de cultura de tecidos, aprescntou maior freqiiéncia de anormalidades
meidticas. Nos testes de germinagio in vifro, o milheto ¢ capim-elefante
exibiram uma freqiiéncia reduzida de pélens funciona.is,| mostrando inabilidade
para emitir tubo polinico nas condigdes artificiais do meio de cultura. Os trés
acessos hibridos apmm:amaltasmdeanormahdadﬁ caracterizadas pela
segregagiio irregular dos cromossomos que resultaram na formagdo de grios de
pélens invidveis. As estimativas das relagdes de parecamento nos trés hibridos
entre o capim-clefante e o milheto mosua:amqueosaossosM%eBAG?S
genitores do F94-60-01, apresentam uma maior proxlmxdade gmétm entre 0s
seus complementos cromossémicos.

" Comit? orientador: Lisete Chamma Davide - UFLA (Orientadora) e Antbnio Vander
Pereira - Embrapa Gado de Leite.
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ABSTRACT

TECHIO, Viania Helena. Meiosis and genomic anal&sns in Pennisetum spp.
2002. 104 p. Thesis (Doctorate in Genetics and Plant Breedmg) Universidade
Federal de Lavras, Lavras.’

The hybrids obtained by crossing the elephantgrass (P. purpureum 2n=4x=28,

A'A'BB) with the pear} millet (P. glaucum - 20=2x=14, AA) present good fomge
quality, revealing to be an alternative to increase the dauy cattle production. One
of the difficulties for their cultivation is the demand of vegetative propaganon,
because this hybrid presents infertility, that has been attributed to meiotic
irregularities resultant from their triploid condition. The meiosis evaluations
through conventional protocol allowed to describe the chromosome bebavior of
the pearl millet and elephantgrass progemtors and cmpondmg hybrids, to
determine pollen viability and the genomic aﬁmlnes for the application of
Alonso and Kimber’s mathematical model (1981), mnsed by Chapman and
Kimber (1992). For the pear! millet and the elephantgrass, 7 and 14 bivalents
were observed, respectively, regularly distributed in the equatorial plaxe and high
pollen viability by the staining tests. One of the elephantgras accessions (BAG
63), originated from tissue culture, presented larger frequency of meiotic
abnormalities. The in vitro germination tests of pearl mlllet and elephantgrass
exhibited a reduced frequency of functional poliens, showmg inability to emit
pollen tube in the artificial conditions of the culture media. The three hybrids
accessions presented a high frequency of abmormalities characterized by
irregular chromosome segregation that resulted in the formation of sterile polien
grains. The pairing relationships estimates showed that M24 and BAG 75
accessions, progenitors of F94-60-01, present the niajor genetic proximity
among their chromosome complement. !

* Guidance committee: Lisete Chamma Davide - UFLA (Major Professor) and
Antdnio Vander Pereira - Embrapa Gado de Leite. |

!
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1. INTRODUCAO GERAL

Pennisetum é um género composto por 140 espéci&s a maioria delas de
origem africana, mas com ampla distribuicio tropical (Bnmon, 1942; Brunken,
1977; Kativu ¢ Mithen, 1987).

Dentre essas espécies, destacam-s¢ o mpn‘n-elefante (Pennisetum
purpureum Schum.) e o milheto (P. glaucum(L)R.Br sinonimias: P.
typhoides e P. americanum). Segundo Jauhar ¢ Hanna (1998), a area cultivada
com milheto no Brasil atingiu quase 1 mllhaodehecta.res em 1996. J4 o capim-
ele&ntetemsxdoempregado,emreg:medepastejo,naspnncrpmsbamas
le:tenmsdoBmstondeconsm-seumaumentocrwmtemsmstalaqowde
sistemas intensivos de produgdo de leite em que se utilizam animais com
potencial genético mais elevado.

Embora altamente difundido, o upim-ele‘@nte apresenta pouca
disponibilidade de cultivares melboradas adaptadas ds diferentes condigBes
edafocliméticas. A geragdo de variabilidade genética para o melhoramento do
capim-elefante pode ser conseguida pela hibridagio intra ¢ interespecifica, wma
vez que essa forrageira apresenta compatibilidade r?produtiva com outras
espécies, especialmente com o milheto. :

Os hibridos obtidos pelo cruzameato do wplm-elefante com o milheto

apresentam boa qualidade forrageira, @W
incrmentarapmduﬁoerentabilidadedapecuéﬁaleiﬁ'pim. O maior problema
em relagio & sua utilizagio ¢ a infertilidade, que tem sido atribuida a
irregularidades no processo meiético, advindas da sua condiggo tripléide.

O estudo comparativo do comportamento meiético dos hibridos entre o
capim-clefante ¢ o milheto, sobretudo as observagdes do pareamento
cromossdémico, pode permitir o estabelecimento do grau de afinidade genética
entre ambos, auxiliando na produggo de hfbridos e cultivares mais produtivos.




A contribvicio mais efetiva da anilise genfmica em termos de
conhecimento da histéria evolutiva foi para a tribo Triticeae, com especial
referéncia aos géneros Iriticum ¢ Aegilops (Kihara, citado por Seberg e
Petersen, 1998; Singh, 1993; Gupta, 1991), Hordeum (Bothmer, Flink e
Landstrom, 1989a e 1989b) e Elymus (Aung e Walton, 1990; Salomon, 1993).
As informagBes citogenéticas obtidas permitiram uma melhor manipulagio do
germoplasma disponivel, possibilitando explorar a variabilidade genética e
contribuir com o aumento da produgio e melhor adaptacio das espécies as
diferentes condigSes ambientais.

No caso especifico do género Pennisetum, além de fomecer dados para
analise gendmica, o estudo da meiose pode contribuir para o entendimento dos
aspectos envolvidos na esterilidade dos hibridos interespecificos. 7




2 REFERENCIAL TEORICO
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2.1 Melhoramento genético e cruzamentos inter (e intra-especificos em
Pennisetum "

O pressuposto basico dos programas de melhoiamento genético vegetal

estid fundamentado na obten¢do de cultivares superioré a partir da manipulaggo
da variabilidade genética existente no germoplasma de i‘ inado grupo. Essa
possibilidade muitas vezes se restringe a variabilidade iﬁtxa-speciﬁca, devido as

barreiras existentes em cruzamentos interespecificos. 453im,‘oentendimento da-

estrutura citogenética e das relagOes ﬁlogenéticaé‘ entre as espécies ¢

findamental na definicdo da participacdo dos complengentos cromossomx_oos de
_diferentes espécies em hibridos interespecificos. t
Obviamente, a transferéncia genética ocorreti mais facilmente entre
espécies afins, cujos cromossomos apresentem maior iiomologia, o que reflete
na obtengdo de hibridos vidveis. '
O germoplasma do género Penmisetum, famxha Poaceae, compreende
140 espécies ¢ foi dividido por Harlan e de Wet (1971) em 3 conjuntos génicos.
O milheto (P. glaucum (L.) R. Br., sinonimias: P. typhoides e P. americanum)
com 2n=2x=14, juntamente com outras duas mpédeéfﬁpléﬁm selvagens (P.
mollissimum ¢ P. violaceum), integra o conjunto gém'co primério. No segundo
grupo, encontra-se o capim-elefante (P. purpureum Sc:hum.Tcom 2n=4x=28 e,
no conjunto tercidrio, as demais espécies. Ap&sa'r de existirem alguns
mecanismos que contribuem para a manutengio iiwmmn'agenéﬁca,tais
como ligacio e competicio gametofitica (Robert et al, 1991), algumas espécies
sdio compativeis sexualmente. Essa possibilidade de combinag3o interespecifica

épar&aﬂamenteimportamgpmomelhommmo,pofspermiteauansferéncia

de alelos desejéveis para espécies de importincia econdhica.

!
i

t
t

i
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Varios exemplos de hibridacSes entre espécies de Pemmisetum sio
encontrados na literatura. Jauhar ¢ Hanna (1998) mencionaram que muitas
espécies podem ser cruzadas com facilidade, possibilitando a criagio de
genétipos uteis para producio de forragem. Dentre elas, o milheto é a mais
empregada nos cruzamentos devido 4 sua proximidade gemética com varias
espécies do gémero. Na formagio dos hibridos, o milheto contribui com
caracteres como vigor, qualidade forrageira e tamanho das sementes, enquanto
que hbito de crescimento perene e propagacio vegetativa, sensibilidade a dias
curtos e apomixia sio fornecidos pelos outros genitores (Dujardin ¢ Hanna,
1989; Jauhar ¢ Hanna, 1998).

O hibrido originado do o_capim-clefante com o milheto,
denommado PMN (do inglés pearl millet e naplergrass)g descrito pela pr primeira

apresenhr produgio ;#o e qualidade forrageiras_ sugeno:es aos de _seus gemtom
(Osgood, Hanna ¢ Tew, 1997; Jauhar e Hamna, 1998). Esse hibrido pode ser
produzido facilmente por polinizagio manual e ser propagado vegetativamente
ou por meio de sementes hibridas comerciais. Essas sementes sfo produzidas em
regides tropicais utilizando uma variedade de milheto macho estéril
citoplasmética (pms) (Osgood, Hanna e Tew, 1997).

A maior limitagio em relagio & utilizacio do hibrido PMN ¢ a
infertilidade, o que impede a sua utilizagio em cruzamentos. O mimero de
cromossomos ndo balanceado ¢ apontado como a principal causa da esterilidade,
pois o hibrido redine 21 cromossomos pertencentes aos genomas A oriundos do
milheto ¢ A’ e B, do capim-elefante. Nesse caso, a alternativa para resgatar a
fertilidade é promover a duplicacio cromossémica. Por meio da colchicina,
Hamna (1981) ¢ Hanna et al. (1984) relataram a obtenglio do hexapléide
(20=6x=42) com meiose regular, fértil ¢ com sementes vigorosas.




Hibridos interespecificos envolvendo outras espécics de Pennisetum
foram produzidos (Patil ¢ Singh, 1980; Jauhar, 1981; Dujardin e Hanna, 1989;
Hamna et al., 1992). Entretanto, e:ustempoucasmformat;o&:ar&spelwda
qualidade forrageira. 3

No Brasil, os programas de melhoramento genéuco de Pennisetum

vxsam desenvolver cultwam de capun—eleﬂnte adaptadas aos diferentes

ecossistemas e sistemas de produqao A opgéo pelo melhoramento genético do
Exxm r&nde no fato de ser uma forrageira mltwada em todo pais,
tradicionalmente uuhudg pelos produtom de le:teve cdm ‘elevada produgdio de

O melhoramento da maioria das caracteristicas de importéncia forrageira
do capim-elefante tem sido conseguido por meio da e:cpiomgéo da variabilidade
genética existente na propria espécie. QOutra a.lternlauva que vem sendo
empregada é a utilizagio do germoplasma do milheto como reservatério de
genes vteis na produgéio dos hibridos PMN. I

Considerando o potencial dessa forrageira, os methoristas brasileiros
tém buscado aq:lorarasfontwdegenmdlsponivelspalpproduqﬁodegenéupos
iteis & pecudria nacional. Na condugfio desses progr:amas de melhoramento
genético, os conhecimentos de citotaxonomia, wmmnﬁ'citogenéﬁeae relagdes
ﬁlogeneumssioessenamsparadetemmropmoedmemoadeqlmdopm
cruzamentos ¢ introgressies bem sucedidos.

!
2.2 Citogenética do milheto (P. glaucum), do caplm-elefante (P. purpureum)
e de hibridos interespecificos correspondentes l
Apesar de sua considerivel importincia eoo:iﬁmwe, existem poucos
estudos citogenéticos com espécies de Pennisetum. Aemeﬁodomﬂhew para o
qualsﬁoenoomdasamplasrewsoes(BnrtonePow?ll, 1968; Jauhar, 1981;
Pantulu ¢ Rao, 1982; Minocha, 1991, Iwharel-lam 1998), para as demais




espécies, os relatos restringem-se & determinagdo do mimero cromossémico. As
informagdes sobre citogenética de hibridos intra e interespecificos, avaliagdes
das relagdes de parcamento CTOmossdmico, anélise genSmica e seu emprego na

elucxdaqao dg posmonamentos taxondmicos e ﬁlogenétlcos, bem como outros

aspectos citolégicos do género, s3o limitadas.

Evidentemente, essa situagiio mostra ser necessirio amplmr o mimero de

espécies e hibridos estudados eoenfoquedoswmdqg
de_obter outros subsidios para melhor conservacio e aproveitamento_do
germoplasma disponivel. Ainda assim, o aspecto mais importante ¢ a integragio
“das informagdes obtidas, a fim de contribuir para o catendimento das relagdes
filogenéticas entre as espécies. As pesquisas conduzidas pelas equipes
coordenadas por Jauhar ¢ Hanna (1998) ¢ Pantulu ¢ Rao (1982), entre outros,
trabalharam nesse sentido.

No Brasil, um projeto amplo com esta finalidade vem sendo conduzido
desde 1996 no Laboratério de Citogenética da Universidade Federal de Lavras
(UFLA) em Lavras, MG, utilizando genétipos do Banco de Germoplasma da
Embrapa Gado de Leite de Coronel Pacheco-MG. As avaliages objetivam a
utilizagio dos dados para identificagio taxonémica, acompanhamento
citogenético de diferentes combinagdes gendmicas de genitores e hibridos
interespecificos ¢ indugiio de duplicagio cromossdmica em hibridos tripléides

Até o momento, 60 acessos, entre eles P. purpureum, P. glaucum,
hibridos interespecificos, P. setosum e P. nervosu, foram identificados por meio
do mimero de cromossomos. Para alguns deles, também foram utilizados
caracteres morfolégicos reprodutivos. Para sete destes acessos foi proposta nova
classificacio botnica, sendo que em um deles observou-se variagio
cromossdmica numérica em células de um mesmo meristema. As descrigdes dos
complementos cromossdmicos de cinco familias constituidas pelos hibridos P.




purpureum ¢ P. glaucum ¢ de seus genitores permitiram estabelecer as relagdes
cariotipicas entre 0s genitores, identificar cromossomos nos hibridos ¢ classificar
os caritipos quanto A simetria. Em relagio 4 duplicagio dos cromossomos dos
hibridos entre P. purpureum ¢ P. ng,quﬁﬁmdmﬁéo
momento resultaram em mixopléides, em funcio da elnnma;ﬁo cromossdmica

completa e parcial de genomas (Abren, 2002; Barbosa, 2600; Techio, 1998).
anompanhamentodocomporlamentomei%codetr&sfamﬂias
constituidas por acessos hibridos ¢ seus genitores mllheto ¢ capim-elefante,
principal objetivo deste trabalho, estd incluido n&csa.?,proposta de avaliagdo
citogenética integrada do género Pennisetum. i
I

2.2.1 Meiose no milheto (P. glaxcum) ‘

O milheto tem se destacado nos estudos mtogeiét:cos ¢ melhoramento
de Pennisetum por apresentar uma série de caracteristicas favordveis. Trata-se de
uma espécie agronomicamente importante, cujos gréos s  utilizados como fonte
deainnemolntmanoenapmdu@odetiq;ao*anxmal Suasfolhaseoolmos sio
uuliimgggwcomoifomgém e como opgdo para cobm'tnra de solos no inverno.
Caracterisueas mais especificas, como a propogmla, complemento
cromoss&mioocomm’:meroreduzidoeotamanhohosmmossomosea
presenca de organizadores nucleolares (Jauhar ¢ Hannai, 1998; Barbosa, 2000),
favorecem a consolidagio da hegemonia do milheto sobre-as-outras espécies,
como op¢ao para avaliagdes citogenéticas ¢ de melhoranento.

O mimero cromossémico do miltheto foi detenininado por Rau (1929)
como 2r=2x=14 e, posteriormente, Krishnaswamy, :Raman e Nair (1950)
designaram a constituigio genémica como AA. i

As avaliagSes da meiose tém mostrado que o, milheto apresenta sete
bivalentes ¢ dois quiasmas em cada um, exceto o bivalente mucleolar que,
geralmente, apresenta um quiasma (Jauhar, 1981; Hanna, 1981). De acordo com




Sujatha et al. (1989), os bivalentes apresentam orientagio regular na metifase L
disjuncio na anifase I e fertilidade do pélen de 92%.

Umawacteﬁsﬁmmmntenameiosedomﬂhetoéarépida
terminalizacio de quiasmas, de forma que na diacinese nmitos bivalentes em
anel com dois quiasmas terminalizados s&o observados (Jauhar, 1981).

A morfologia dos bivalentes no paquiteno foi descrita por Pamtulu
(1958) e Venkateswarlu ¢ Pantulu (1968) na variedade AKP 3 ¢ por Lobana e
Gill (1973) em BIL 4. Existem diferengas nas relagdes de bracos para alguns
cromossomos, comparando-se as duas variedades. Em AKP 3 foi observada uma
boaconelaqioenﬁeosdadosdopaquitenoeoearidﬁposomﬁﬁco,enquantoque
em BIL 4 tal correlagdo nfio foi evidenciada. Essa diferenga provavelmente
deve-se & relativa abundincia de heterocromatina em BIL 4 e sua limitada
ocorréncia em AKP 3. Em vista do papel regulatério da heterocromatina extra
1o pareamento cromossdmico € na formagZo de quiasmas, Pantulu ¢ Rao (1982)
recomendaram um estudo de variedades de milheto provenientes de diferentes

As andlises do paquiteno permitiram a Pantulu (1958) agrupar os sete
pares de cromossomos em quatro categorias: 1) os dois maiores tendo
centrémeros medianos; 2) os dois menores com centrSmeros mediano a
submediano; 3) os dois com tamanho médio e centrémeros submedianos ¢ 4) o
menor par cromossdmico com a regifio organizadora do mucléolo.

Amaioﬁadaslinhagensdomilhetoavaliadastanmosuadoumparde
€romossomos com 2 regido organizadora do nucléolo. Entretanto, Pantulu e Rao
(l982)mlatammque,emalglmasvaﬁedadsaﬁieanas,ﬁ>ivuiﬁeadoqneum
ou dois pares de cromossomos maiores apresentavam constrigbes secundirias
em seus bragos longos. Powell ¢ Burton (1966) também encontraram dois
cromossomos comumente associados ao mucléolo em plantas oriendas da
Nigéxi&meosa(ZOOO),avdiandocincoaomosdemﬂhﬂo,mlawuapmem



de satélites no brago curto em um dos homélogos do 1° € do 7° pares de
cromossomosemquan'oamsosedeumsatéliteno[braqowrtodeumdos

homélogos do par VII em um acesso. ;

Algumas populagdes de milheto, segundo Jaubar (1981), apresentam
associagBes secundarias de bivalentes. Embora o significado filogenético dessas
associagdes em espécies diploides permaneca oonu'overTido, elas nfio podem ser
consideradas completamente sem-sentido. No trigo h?xapléide, por exemplo,
tais associagdes ocorrem entre cromossomos genética e evolutivamente
relacionados. No milheto, os bivalentes associados dessa maneira so muito
similares, embora seus relacionamentos genético ¢ f?logenéﬁw nfo tenham
ainda sido determinados. No complemento haplc.?ide, 0S CTOmOSSOmOS
envolvidos nessas associagSes secunddrias formam bivalentes. Essas
observagdes, de acordo com esse autor, sugerem que 0 éomplemenw do milheto
origina-se do mimero basico x=5 cromossomos. l

{

2,2.2 Meiose no capim-elefante (P. pmpurami)

O capim-elefante, cuja constitnicio gendmica foi designada A’A’BB por
Krishnaswamy, Raman ¢ Nair (1950) é a espécie al%neu'apléide (20=4x=28)
mais conhecida do género Pennisetum (Janhar, 1981, Martel, Richroch e Sarr,
1996; Jauhar ¢ Hanna, 1998). }

A proximidade genética com o milheto, a distribuicdo tropical ¢ o
potencialfomgeiroﬁmdoapim—eleﬁnteumnimmialamﬁvopamo
melhoramento genético. Apesar disso, do pomto de vista citogenético e
evolutivo, algumas informagdes 4 respeito da sua constituicio gendmica e

°"‘m@m para que seu germoplasma seja conservado ¢

Evidéncias de vidrias pesquisas t8m mostrado que os cromossomos do
genoma A’ sio homélogos/ homedlogos aos do genoma’ A do milheto, enquanto




que os cromossomos do genoma B nfio tém sua origem definida (Krishnaswamy
¢ Raman, 1954; Raman, 1964; Pantulu, 1967; Jauhar, 1968 e 1981). Técnicas de
genética e citogenética molecular poderiam auxiliar na definigio da espécie
doadora do genoma B. Com esta finalidade, seria recomendavel investigar
outros taxa que apresentam 2n=2x=14, tais como P. viollaceum, P. fallax, P.
ancylochaete, P. gambiense, P. maiwa e P. nigritarum (Jaubar ¢ Hanna, 1998),
na tentativa de localizar nesses genétipos cromossomos homélogos iqueles
pertencentes ao genoma B encontrados no capim-elefante.

A meiose no capim-elefante caracteriza-se pela formagio de bivalentes
(Jaubar, 1968 ¢ 1981; Hanna, 1981). O controle genético da heranca dissémica
nessa espécie, que ¢é alotetrapléide, é outro aspecto que ainda ndo foi
investigado. No trigo hexapléide (Okamoto, 1957; Sears, 1976), por exemplo, as
bases para esse sistema de diploidizagZo foram reconhecidas pela descoberta de
um gene Phl, supressor do pareamento homeélogo, e parece se repetir no capim-
clefante.

Esmdospostzﬁommoshmamque,alémdogenePh?e:dstemmmos
supressores e promotores do pareamento homélogo e homedlogo em diversos
cromossomos do trigo e também em outras espécies, como o centeio, Triticum
turgidum e T. timopheevii (Feldman, 1966; Sears, 1976).

S A ocorréncia desse sistema de diploidizagio é fundamental pam a
( estabilidade genética e alta fertilidade no trigo € no préprio capim-elefante.

Além disso, poucas descrigdes sobre o processo meiético e relatos da
existéncia ou ndo de distirbios de pareamento e segregacio sio encontrados
para o capim-clefante.

Pantulu ¢ Venkateswarlu (1968), em observagdes feitas no paquiteno,
revelaram que os cromossomos 1 e 14 apresentam regides organizadoras do
nucléolo e que, em todos os cromossomos, os centrmeros mostram-se
flanqueados por regides fortemente coradas. Segundo os autores, 7 dos 14
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cromossomos apresentam knobs no brago longo, que ¢ a principal caracteristica
que os diferenciam dos 7 cromossomos do milheto, embora esses knobs n3o

Na diacinese existc uma ripida terminalizacfo dos quiasmas, que é
também caracteristica do milheto. Em geral, os bivalentes menores apresentam
um quiasma, enquanto que os maiores exibem dois qu:msmas A freqiiéncia de
quiasmas por célula e por cromossomo pareadcé: é de 189 e 0,68,
respectivamente (Jauhar, 1981).

Sujatha et al. (1989) observaram cromossomés atrasados em nimero
variando de 1 a4nate16faseIem34%dascélulas,d‘1=ﬁlsostipolarwem6%
das células ¢ de cromossomos atrasados na teléfase Il. A fertilidade do pélen
observada foi de aproximadamente 78%. ‘

2.2.3 Meiose nos hibridos eatre capim-elefiante‘(P. purpureum) e

milheto (P. glaucum) l

A relagio gendmica entre o capim-elefante e o milheto foi descrita por
Krishnaswamy e Raman (1954 ¢ 1956), Pantulu (1967), Javhar (1968 ¢ 1981) e
Sethi, Kalia ¢ Ghai (1970).

Krishnaswamy ¢ Raman (1954), analisando o ;liareameum em meibeitos
desses hibridos, verificaram que, geralmente, 14 dos 2f'mmossomos formavam
pares & que 7 permaneciam como univalentes. A formag3o dos 7 bivalentes foi
atribuida & sinapse entre os genomas A ¢ A’, enqmntoqueosumvalm
pertenciam a0 genoma B. 1 :

CombaseobservaqﬁwfenasnopaquitenoporPanndu(l%ne
confirmadas por Pantulu eRao(l982),vmﬁcm—seq;woscmmossomos l1a$s
do milheto apresentam homologia com os mesmos ;cmmossomos do capim-
elefante ¢ os cromossomos 6 e 7 do mitheto éém homologia com os
cromossomos 8 e 14 do capim-elefante, mpecumeme
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Sethi, Kalia ¢ Ghai (1970) relataram que, em trés hibridos de capim-
elefante ¢ milheto, a meiose foi muito irregular, mostrando configuracdes
variando de 1 trivalente + 7 bivalentes + 4 univalentes a 4 bivalentes + 13
univalentes. Para estes autores, conforme era esperado, o comportamento dos
uivalMedostmivalmfoitambémmﬁwhregularnaanéﬁseLondefoi
possivel verificar a ocorréncia de 5 a 11 cromossomos nos dois polos e
univalentes atrasados, resultando em apenas 3,20% a 8,88% de pélens férteis.

No estudo feito por Sree Ramgasamy (1972), foram observadas
assodag@cmmossémiwsmdiacinwedeSbivalm+5mivalemes;9
bivalentes + 3 univalentes ¢ 10 bivalentes + 1 univalente. A formagio de mais
do que 7 bivalentes foi atribuida ao pareamento autossindético ou também a

Hanna (1981) e Jauhar (1981) acrescentaram que, na meiose dos
hibridos, cbserva-se a formagdo de pontes cromossSmicas, tétrades anormais e

formacdo de grdos de pélens invidveis.

2.3, Viabilidade do pélen

Aviabﬂidadedopélenéumaetapaimpmcindivelprogmmasde
melhoramento genético e em estudos da biologia do pélen, uma vez queeleéo

\' veiculo dos cromossomos nos cruzamentos. Os dados de viabilidade permitem

fazer correlagdes com anormalidades meidticas e auxiliar na selecio de
genéﬁpos,mmando-seumafemmemﬁlmoondnﬁodewq:erimentosnas
dreas agricola e biotecnoldgica.

Aa:ﬁﬁsedaviabﬂidadedopélenpodesermﬁmdapormeiodos
métodos de coloragiio e germinagZo.

A coloragdo ¢ um procedimento bastante simples, barato ¢ que fornece
multadosmpidamune,mmndo-sebasmmeaumivapmaapaﬁnologia
Considerando que existe uma correlagiio viabilidade-colora¢do, a estimativa é
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dada pela contagem dos pélens nio abortados e ab?nados que mostram-se
corados e nfio corados, respectivamente. |

Varios sdo os corantes empregados com esta’finalidade. Dentre eles
quais destacam-se: carmim acético, azul de anilina, azul de algoddo, iodeto de
potissio (Hauser ¢ Morrison, 1964; Stanley e Linsi'cens, 1974; Shivanna e
Rangaswamy, 1982), cloreto de trifeniltetrazdlio GC%C), tetrazdlio vermelho
(Shivanna e Rangaswamy, 1982), verde malaquita com fucsina acida
(Alexander, 1969 ¢ 1980) e fluorosceina di-acetato (Cardoso et al., 2000).

Naﬁmaiohéadsmiqﬁodeumtﬁtedeﬁabiﬁdade universal com
auﬁlinqiodeumcomwpeciﬁoo.Amaioriadosujabalhosrelataousodos
corantes nucleares, sobretudo carmim acético, para vérios grupos de plantas.

A utilizagfio desses corantes foi quﬁtionadaipor Alexander (1969 ¢
1980), pelo fato dos pélens invidveis ndo serem corados. Segundo o autor, esse é
um fator limitante no estudo de pélens com paredes , mucilaginosas e
eompmengade&spiwlas,poisdiﬁaﬂtamapet{:eﬂaﬁodoeome,
conseqiientemente, a coloragio. Nessa condigdo, péleas vidveis podem nio
aprwenmoolomioesereqtﬁvomdamunechssiﬁwd&seomoabonados.

Alternativamente, Alexander (1969 ¢ 1980) pAJ,cpés a utilizagio de um
wmdi&mciﬂébasedevedemdauneﬁ&ﬁnLédd& em que o pdlen
invidvel cora-se de verde e o vidvel de vermelho; O procedimento para
diferenciacdo do pélen envolve a manipulagdo do ?empo de exposigdo ao
corante. Além de produzir melhor diferenciagiio para pélens, esse corante mostra
bons resultados em hifas, esporos, leveduras, fungos ew.

Considerando todos estes aspectos, mmenda?e que os procedimentos
pamoolomgﬁovisandoomdo:hviabﬂidadedopélm}devem ser determinados
aparﬁrdevéﬁoswstw,osquaispodmﬁoawdﬁar@apadmnizaﬁodeum
protocolo para a espécie em estudo, levando em conta as caracteristicas
morfofisiolégicas e quimicas do grio de pélen. |
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A coloragio, embora seja um procedimento simples e barato, ndo &
totalmente confidvel, pois, conforme ji relatado, pode fornecer uma informagio
equivocadadaviabﬂidade.N&ssemo,pode-seoptarpelaobsewaﬁoda
capacidadegerminaﬁvadosgxiosdepélen,emmﬁodesaumwréterque
correlaciona-se diretamente com a habilidade para fertilizagdo.

A germinacio do pélen é uma caracteristica que pode amxiliar no
entendimenmdemecanismosoomoaeapacidadeemdegerminaﬁoe
crescimento do tubo polinico, possivelmente associados com diferengas
genéticas entre gendtipos na macho-transmissiio dos alelos (Pfabler, Pereira e
Barnett, 1997).

Nosmdegerminagioinvtvodeposita-seogliodepélennowﬁgma
receptivo.Apésumdeterminadotempo,owﬁgmaéremovidoparaﬁzera
contagem do nimero de tubos polinicos emitidos. Essa metodologia apresenta
algumasdsvmgens,dopmdevistaptéﬁoo,quepodemreﬂeﬁrmavaliaﬁo
daviabﬂidade,taiscomo:adiﬁculdadedapmeﬁaﬁodombopolinicona
wpexﬁcieaﬁictﬂar;apmenqadeéguanowﬁgmapodendolemémpmdo
pélen; a nio receptividade do estigma ou a incompatibilidade genética entre o
pélen e o pistilo; a aplicagio de alta concentragfio de pélen que podera inibir a
penctragio do tubo polinico 1o estilete ¢ a queda acentuada na temperatura,
podendo modificar drasticamente a germinagiio do pélen in vivo (Stanley e
Linskens, 1974).

Aava]iaﬁodaviabilidadedopéleninﬂvombémpodeserfeimpor
meio de sua capacidade de produzir sementes. Nesse caso, O tempo necessario
para as observagdes ¢ um dos fatores que limita o seu emprego. Para a maioria
das angiospermas, por exemplo, s30 necessrios 1 a 3 meses para a produggo de
sementes (Stanley e Linskens, 1974).

Nos testes de germinagdio in vitro, o pélen é espalhado sobre um meio de
cultura que, geralmente, contém sacarose (Boden, 1958; Gabrielli, Cunha e
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Maule, 1965; Cangianni, 1988) e¢ a viabilidade ¢ observada por meio da
porcentagem de grios de pélen que emitem tubo poﬁé:iw. O grio de pélen é
considerado vidvel quando o comprimento do seu tubo polnuco ¢ maior do que o
seu tamanho (Shivanna ¢ Rangaswamy, 1982). ;

Conforme enfatizaram Taylor ¢ Hepler (199;7), embora forneca um
sistema experimental controlado, a germinagio i:n vitro ndo reproduz
completamente o crescimento do tubo polinico in vzvow Utilizando um meio de
cultura otimizado, o crescimento do tubo polinico anngila somente 30% a 40% do
comprimento observado i vivo ¢ anomalias estruturais sio freqiientemente
observadas. Além disso, o pélen de algumas wpecm, tais como Arabidopsis
thaliana, nio apresenta boa germinagio in vitro.

Baseado nisso e considerando que o meio qe cultura pode afetar o
metabolismo do pdlen em que somente uma fragio dosipélens vidveis produzem
tubo polinico, Taylor ¢ Hepler (1997) sugeriram que 0;: resultados dos testes in
vitro nem sempre devem ser extrapolados como den%msu'aﬁvos da dinfmica
interag8o pélen-pistilo, embora existam excegbes. |

2.3.1 Viabilidade do pélen em Pennisetum f

Para Pennisetum, a maioria dos estudos sobre a viabilidade do pélen foi
conduzida na década de 1970 utilizando carmim aeepco na diferenciacio de
polens abortados e nfio abortados (Sree Rammilu, 19?3; Sethi, Kalia e Ghai,
1970; Sree Rangasamy, 1972). Para o milheto, 2 laxa%-de fertilidade variou de
87% a 97% (Sree Ramulu, 1968; Sethi, Kalia e Gahi, 1970; Sujatha et al., 1989)
e, para o capim-elefante, esses valores foram de 6l%aa 95% (Sethi, Kalia ¢
Gahi, 1970; Sree Rangasamy, 1972; Sujatha et al., 1989). Esses mesmos autores
relataram para os hibridos entre o capim-elefante e o milketo, 2% a 5% de
pllens vidveis. i :
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Anormalidades meiéticas, como segregagio irregular dos cromossomos,
cromossomos retardatirios e formagfo de fusos tripolares s3o eventos descritos
pelos autores como responséveis pela menor porcentagem de pélens vidveis nos
hibridos interespecificos. A maior taxa de fertilidade no milheto é atribuida dsua
diploidia, estabilidade genética e niio ocorréncia de irregularidades no processo
meidtico.

Estudos com 14 acessos de milheto, capim-elefante e hibridos realizados
por Pedrozo et al. (2002), comparando a eficiéncia dos corantes carmim
propidnico, orceina acética ¢ corante de Alexander, tém mostrado que o mais
indicado para determinar a viabilidade do pdlen nesses taxa é o corante de
Alexander, pois os dois corantes nucleares nfio evidenciaram a esterilidade do
hibrido.

Em relagdo & germinacdo in vitro, trabalhos conduzidos por Ayyangar e
Rao (1935) e Chaudhury e Shivanna (1986) mostraram uma queda acentuada na
taxadeviabilidadedosgtiosdepélendomilhetoquandocomparadaeom
aquelas obtidas por meio de coloragfio. Ayyangar ¢ Rao (1935) descreveram que
os grdos de pélen do milketo ¢ de espécies de Sorghum Andropogon sofrem
plasmélise em meio de cultura e niio germinam. Pama o capim-¢lefante,
Aken’ovaeChheda(l970)tambémrelata:amumamdu¢ionatamde
viabilidade dos grios de pélen.

2.4 As contribuicbes dos estudos meidticos para anilise genfmica

A expressio anilise genSmica, segundo Sybenga (1992) e Seberg e
Petersen (1998), foi empregada pela primeira vez em 1930, por Kihara.
Comidemndoswseﬁdoamplo,aanﬂisegenﬁmimrefere-seédscﬁﬁode
caracteristicas do genoma das espécies empregando diversas técnicas. Conforme
Seberg ¢ Petersen (1998), aplicam-se aqui andlises cariotipicas ¢ de pareamento
cromossémico meiético, medigSes da quantidade de DNA, hibridag3o in situ,
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analises com enzimas de restrigio, mapeamento gendmico, entre outros. Em seu
sentido mais restrito, a anilise gendémica inclui o egmdo do parecamento
cromossdmico na metifase I da meiose em hibridos,feom 0 propoésito de
estabelecer relacionamentos filogenéticos entre um grupo de organismos. Nesse
caso, a metodologia baseia-se no pressuposto de que somente Cromossomos
similares (homoélogos) parciam na meiose ¢ que o graiu de pareamento nos
hibridos reflete o grau de relacionamento entre as ;‘wpamnta.is (Dewey,
1982). 1

Afirmacdes semelbantes sdo apresentadas |Tor Riley (1966) ao
considerar que duas espécies t€m genomas distintos quando seus cromossomos
sﬁodiferemesemwmmraecomdldogénico,defor@aquenﬁopardamna
meiose quando reunidos em um hibrido. Esse comportamento leva 2 esterilidade
¢, conseqiientemente, ao isolamento genético entre as espécics.

Chapman ¢ Kimber (1992) enfatizaram que a analise meiética aplicada
ao estabelecimento das relagdes gendmicas ap: a vantagens teéricas e
préticas sobre outros métodos que comparam, direta oz; indiretamente, o DNA
de diferentes espécies. Kimber, Alonso ¢ Salle (1981) e Kimber e Yen (1990)
oomparﬁlhamdma@iniﬁoquandochamque,parfamxdosmeiéﬁcos,a
demandadeequipamaﬂosereagen:wquimicosémehordoqueanecwséda
para estudos moleculares e, ainda, porque o estudo do comportamento meidtico
permite acessar uma porgdo maior do DNA, melhor representada entre ¢ dentro
dos cromossomos. Os autores acrescentaram que osfmlmdos obtidos com
esses estudos sdo de relevéncia para a genética de populagdes, preservagio de
rewrsosgenéticoseparaomelhomnento,poisadeﬁnonsﬂaqﬁodequedois
genomas sio suficientemente similares exibindo parcamento na meiose, ¢ a
evidéncia direta de que pode haver fluxo génico %nu-e eles, por meio de
recombinagdo. ;

[
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A anilise genSmica tem sido amplamente empregada na elucidagdo de
posicionamentos taxonémicos e filogenéticos, sobretudo em espécies de
importincia agronémica como aquelas pertencentes aos géaeros Triticum,
Brassica, Gossypium e Oryza (Chapman e Kimber, 1992).

A contribuigio mais efetiva da anilise gendmica, em termos de
conhecimento da histéria evolutiva, foi para a tribo Triticeae, com especial
referéncia aos géneros Triticum e Aegilops (Kihara citado por Seberg e Petersen,
1998; Singh, 1993; Gupta, 1991), Hordeum (Bothmer, Flink ¢ Landstrom, 1989a
e 1989b) e Elymus (Aung ¢ Walton, 1990; Salomon, 1993). As mformagdes
citogenéticas obtidas permitiram uma melhor manipulagio do germoplasma
disponivel, possibilitando explorar a variabilidade genética e contribuir com o
aumento da produgdo e melhor adaptaciio das espécies as diferentes condigdes
ambientais,

Ao considerar o pareamento cromossémico como principal fonte de
informacio para andlise gendmica, deve-se levar em conta as diferentes
configuragdes apresentadas pelos cromossomos durante as diacineses e
metifases I para, entdlo, definir o gran de afinidade entre os genomas das
espécies parentais. Baseado nisso, Singh (1993) apresentou trés tipos de
pareamento, 0§ quais denominou de intragendmico, intergenémico ¢ minimo e
variavel.

O pareamento intragendmico ocorre quando as espécies parentais
apresentam genomas semelhantes, de tal forma que os hibridos exibem
pareamento completo ou quase completo em 75% a 100% dos meidcitos.
Algumas vezes, 0s genomas das espécies podem diferir devido a translocagBes
ou inversdo paracéntricas.

No parcamento intergendmico, as configuragBes cromossémicas
dependem do gram de afinidade genSmica das espécies parentais. Se estas sio
distantemente relacionadas é comum a formag3o de univalentes, como resultado
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de diferengas estruturais entre os cromossomos. Hibridos gerados de parentais
com genomas dissimilares geralmente sdo estéreis, ﬁ'égels e com pouco
crescimento vegetativo e reprodutivo.

O pareamento minimo e variivel (homedlogo:— semi-homélogo) é
comum em hibridos intergendmicos, mas pode oconer também nos
intragenomicos. Nesses casos, podem ser também fonnaLlos bivalentes normais,
mas fracamente associados, sugerindo que existe pouca aﬁnidade cromossomica.
E preciso considerar que, quanto maior o mimero de univalentes, menor a
afinidade gendmica. % ‘

Singh (1993) relatou também o pareamento em esquema Drosera, o qual
foi observado por Rosenberg, em 1909 em hibridosfide Drosera longifolia
(20=4x=40) x Drosera rotundifolia (20=2x=20), que exibiam 7 bivalentes + 7
univalentes como configuragdes cromossémicas pmdM na metafase L
Krishnaswamy e Raman (1954) propuseram que os 1 ridos entre milheto ¢
capim-clefante também exibem parcamento tipo Drosera, devido & frequente
formagiio de 7 bivalentes ¢ 7 univalentes. |

Alémdopwmemomsdiacinwesem&éfaswl,osmégios
subseqiientes da meiose devem ser observados nas anilises gendmicas.
Avaliagies a partir da andfase I podem fornecer informagdes sobre as
propriedades dos cromossomos envolvidos, mostrandg-se dteis no diagnéstico
de irregularidades (Sybenga, 1992). Anormalidades cdntroladas geneticamente
(assinapses, dessinapses, diferentes tipos de r&suuuqfﬁo nuclear, auséncia de
citocinese) também precisam ser observadas nos 'é.smdos meidticos, cuja
finalidade é anilise gendmica. §

Auﬁlimﬁodedadosdepareamentocrom&sﬁmicoemﬁlogeniaé
questionada por alguns autores. Jackson (1991) mmLimou que é preciso ter
precaucio ao mlacionaraaﬁnidadegenﬁmieaeata?&ommh, referindo-se ao
controle genético do pareamento. O autor citou como ef'(plo os resultados com

|
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mutantes PC (controle do parcamento) e as andlise cléssicas no trigo com o gene
Ph e seus alelos que mostram que um iinico gene mutante converte um bivalente
de um alopolipléide em univalente e multivalente.

Seberg e Petersen (1998) apontaram 4 razdes para sustentar suas criticas
em relagdo A utilizaciio da anélise genémica em filogenia: 1) a falta de relagéio
entre o conceito de homologia na anilise genémica e o conceito clissico em
morfologia e sistematica molecular; 2) a possivel influéncia do ambiente, de
genes especificos ¢ dos cromossomos B sobre o pareamento; 3) a magnitude e
padrdo de variagdo do pareamento cromossdmico em hibridos; 4) o problema de
identificac3o dos pareamentos durante a meiose.

Com base no exposto, parece razodvel que a avaliagio exclusiva das
configuragSes de pareamento nio seja empregada como prova contundente para
o estabelecimento das relagdes filogenéticas, mas sim um indicativo da
proximidade genética a ser associado com outras informagdes sobre as espécies.

A utilizagio da afinidade gendmica tem sua maior aplicabilidade no
melhoramento genético, pois mostra diferentes possibilidades de transferéncia
de alelos e pode ser til na selecio de gendtipos (Seberg e Petersen, 1998).

2.4.1 Modelos matemiticos aplicados A andlise genmica

A fim de estimar o pareamento preferencial em hibridos tripléides ou
com nivel de ploidia superior, virios modelos mateméticos foram descritos
(Driscoll, Gordon e Kimber, 1980; Alonso e Kimber, 1981; Jackson e Casey,
1982; Jackson e Hauber, 1982; Sybenga, 1988; Crane e Sleper, 1989; Chapman
¢ Kimber, 1992; Sybenga, 1994).

Para formar a base pragmética dos modelos, em geral, aceitam-se vérias
simplificagdes a respeito do processo meiético e que sio empregadas pela
maioria dos autores. A primeira delas considera que cada brago cromossémico
representa um elemento - pareado independente, ndo influenciado pelo
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pareamento do outro brago. A segunda pressuposi¢io ¢ que o pareamento de um
brago cromossémico exclui qualquer envolvimento de um terceiro. Isso deriva
de observagbes de que em muitos hibridos predominam figuras meiticas
simples (em bastio ou anel). As figuras mais complexas mdwam translocagdes ¢
como, geralmente, s3o eventos raros, acabam sendo#r negligenciadas pelos
modelos. A ultima consideragdo é a2 de que a tendéncia de pareamento entre
bragos homedlogos de dois genomas é a mesma, inciependente dos grupos
homedlogos ou bragos cromossémicos que represeman# (Chapman e Kimber,
1992). Em alguns casos, os modelos empregam d@rentm varidveis que
refletem nas estimativas obtidas. N
03pﬁncipaistermosedeﬁni¢;6&sempregados113anélisegen6micasﬁo
apresentados por Kimber, Alonso e Sallee (1981) ¢ ChapIman e Kimber (1992).

No modelo proposto por Menzel e Martin (1970) cbtém-se um indice de
Afinidade Genémica (IAG) a partir da freqgiiéncia médla de bivalentes (e
multivalentes) dividida pelo mimero bésico de cromossomos para definir
genomas e estimar seus relacionamentos. Na meiose de hibridos F1 com
parcamento completo ou quase completo, o IAG vana.‘ de 0,9 a 1,0, sugerindo
que os genomas das espécies parentais sfo similares. Hibndos intergenémicos
apresentam valores de JAG com variagio de 0,0 a 0,89, dependendo do grau de
homologia cromossdmica. Esse modelo mostrou-se adequado para estabelecer a
relagsio de homologia cromossdmica entre espécies dipléides-de Hibiscus.

O modelo apresentado por Alonso e Kimber (1981) para analise da
associagdo cromossdmica em hibridos tripléides preco‘pim que hd uma relagfo
simétrica entre os genomas, em que os genomas 1 ¢(2 sio mais relacionados
(nfio necessariamente homélogos) com uma afinidade relativa de x ¢ ambos sio
distantementemente relacionados a0 genoma 3, com uma afinidade relativa y, de
forma que x>y. A proporgio entre os genomas (1: 2)5(1:3) ¢(2:3) é x:y:y. Para
relacionar as duas varidveis, considera-se x + 1 =y, em que x varia de 0,5 a 1,0.
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Esse modelo requer o registro do nimero de univalentes, bivalentes em anel e
em bastdo e trivalentes. Essa informagfio é importante, pois a formaggio de
bivalentes em anel ¢ trivalentes é inversamente relacionada. A ocorréncia de
trivalentes reduz o numero de bivalentes em anel e univalentes e deve ser
esperada, exceto quando x=1.

Se o mimero de trivalentes observados é maior do que o mimero de
bivalentes em anel (x < 0,8), entdo o hibrido deve ser classificado como 3:0,em
que todos os scus genomas sio idénticos (autopolipléide) ou sdo diferentes
(alopolipléides). Se o mimero de trivalentes é menor do que o de bivalentes em
anel, o grau de homologia é duvidoso e os valores da afinidade relativa (x) e a
freqiéncia média com que dois bragos cromossdmicos relacionados pareiam (c)
devem ser considerados. J& os hibridos do tipo 2:1 apresentam dois genomas
mais relacionados ¢ ambos apresentam menor afinidade com o terceiro genoma
(Alonso e Kimber, 1981).

Chapman ¢ Kimber (1992) revisaram 2 teoria do modelo de Alonso e
Kimber (1981) ¢ eliminaram a tendéncia que existia na estimativa da afinidade
relativa (x), usando a média ponderada das freqiéncias das figuras meiéticas
calculadas ¢ observadas pelo niimero de cromossomo em cada tipo de figura.
Essa tendéncia na estimativa de x do modelo de Alonso ¢ Kimber (1981) seria
fornecida pela freqiiéncia dos univalentes, pois a mesma consideragio é dada
para umn univalente como para um trivalente.

No modelo de Sybenga (1988), as afinidades entre os trés genomas
reunidos em um hibrido tripléide s#o representadas separadamente,
considerando as trés combinagdes possiveis entre trés cromossomos. Essa
condicfo produz uma série de possibilidades para cada fator de afinidade,
estimado como fatores de pareamento preferencial (p). Assim, existem trés
valores de p, um para cada uma das trés possiveis combinagdes: pl, p2 e p3.
Quando um valor de p ¢ positivo (freqiiéncia de pareamento > em relagio a um



terceiro), isso deve ser compensado pelo valor negativo, para uma ou ambas, das
outras combinac¢3es.

Crane e Sleper (1989) propdem o uso de nove|varidveis envolvendo
todas as possibilidades de pareamento entre os trés genomas. A conseqiiéncia ¢
que obtém-se varios pardmetros de afinidade, em vez dé um unico resuitado,
pois existem mais varidveis doquegransdeliberdadenos dados dos quais eles
sdo estimados.

Para Chapman e Kimber (1992), a eomplemdade do modelo de Crane e
Sleper (1989) nfio se justifica, pois eles utilizam as mesmas simplificagdes
classicamente aceitas pela andlise genbmica. Além dissb, na comparagio feita
entre os dois modelos, as relagdes gendmicas| obtidas ndo foram
expressivamente diferentes. Seberg e Petersen (1998) mmbém concordam com
essa opinifio.

Na revisdo feita por Seberg e Petersen (1998), vé[nascntms sio feitas 3
aplicacio dos modelos mateméticos, principalmente quando os resultados sdo
e:mpoladospamdeﬁmqmdemlaqﬁwevoluﬁvas Ao assumir as
pressuposigdes classicas da anilise genSmica, os modelos tendem 2 dar uma
idéia simplificada do processo meiético. Os autores cnaTam, por exemplo, o fato
dos modelos assumirem que todos os grupos homeélogos apresentam
comportamentosndénhcos,neghgencmmasﬂanslocag&aeasmmemarehﬁo
direta de ocorréncia entre pareamento e quiasmas. ‘

2.4.2 Anidlise genbmica em Pennisetum %

A relagio gendmica em Pennisetum foi estudada em um hibrido entre o
milheto e o capim-elefante por Jauhar (1968 ¢ 1981). O estudo das relagdes
cromossOmicas inter ¢ intragenomas nesses hibndosi ¢ favorecido porque o
milheto é a espécie da Tribo Paniceae que apresenta T maiores Cromossomos,



facilitando 2 sua identificagfio nos hibridos F1 e pemmitindo a determinaciio do
pareameanto auto ¢ alossindético (Burton, 1944; Jauhar, 1968 e 1981).

Segundo Jaubar (1968), o parcamento alossindético ocorre entre os
cromossomos do genomas A do milheto e A’ do capim-elefante e é responsavel
pela formagdo da maioria dos bivalentes, distintamente heteromérficos, no
hibrido. O pareamento autossindético foi observado dentro dos trés genomas (A,
A’ ¢ B), com maior predominéncia entre os cromossomos do genoma A,

Para esse autor, a formagiio de bivalentes intragenGmicos indica que
ocorreu duplicacdo dos cromossomos do milheto. As sinapses intra-hapldides
poderiam ser atribuidas 4 homologia existente entre 4 cromossomos do
complemento que podem ter se originado como resultado de duplicagSes durante
© curso da evolugiio das espécies. Entretanto, para Kimber e Riley (1963)
Riley (1966), o fato dos bivalentes autossindéticos com um ou dois quiasmas
serem formados regularmente em 40% das células avaliadas por Jauhar (1968),
descarta a possibilidade que tal pareamento seja devido aos segmentos
duplicados, pois a relagdo direta entre homologia e formagio de quiasmas j4 estd
bem estabelecida.

Outra evidéncia apresentada por Jauhar (1968) em favor da afinidade
intragenGmica surge da tendéncia de 4 bivalentes no milketo exibirem
associagdo secundéria em dois grupos na diacinese ¢ metifase I A partir dessas
observagdes, Jauhar (1968) argumentou que o milheto no parece ser um
“dipléide verdadeiro”, mas sim um “dipléide secundério”, cujo mimero basico
de cromossomos igual a 7 derivou do mimero basico ariginal ou primario iguala
5.

A tendéncia de pareamento inter e intragenomas parece ter um ponto de
apoio no mimero bésico de cromossomos. E provével que o genoma A do
milheto e A’ do capim-clefante tenham se originado de um genitor comum ou
de espécies relacionadas com x=5. O fato das duas espécies cruzarem facilmente



confirma que sio relacionadas filogeneticamente. O genoma B, contudo, pode
ter se originado de uma espécie diferente, mas que nmpém apresentava x=5.
Em Pennisetum, a espécie P. ramosum apresenta x=5'Cromossomos, 0 que
contribui para sustentar essa hipétese (Jauhar, 1968 e 1981).

As observagdes de Sethi, Kalia e Ghai (1970) ¢ Sree Ramulu (1971) ndo
confirmam a ocorréncia de pareamento intragendmico. Pantulu (1967), como ja
mencionado, conseguiu diferenciar, no paquiteno, os crtix‘nossomos com knobs
oriundos do capim-elefante dos cromossomos sem knobs do milheto e concluiu
que o pareamento ocorreu entre os cromossomos do milheto e seus homologos
do genoma A’ do capim-elefante. Hanna (1979) também 'r:io citou qualquer tipo
de pareamento entre os cromossomos do mitheto no hibrido.

Apesar de existirem estas descrigdes a respeito das relagdes de
parcamento entre os genomas do capim-elefante e do mﬂheto, nenhum estudo
foi feito aplicando modelos matematicos aﬁmdeaﬁ:fiarquanﬁmﬁvamma
afinidade gendmica nos hibridos tripléides interespecificos.
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CAPITULO 2

MEIOSE EM Pennisetum purpureum, P. glaucum
E HIBRIDOS INTERESPECIFICOS
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RESUMO

TECHIO, Vania Helena. Meiose em Pennisetum pwpureum. P. glaucum e
hibridos interespecificos. In: Meiose e analise genfémica em
Pennisetum spp. 2002. Cap. 2, p. 34- 84. Tese (Domo&ado em Agronoxma
Genética ¢ Melhoramento de Plantas)- Universidade Fedeml de Lavras, Lavras.’

P. purpureum — mplm-elefanm (20=4x=28, A’A’BB) ¢ P. glaucum -
mitheto (20=2x=14, AA) sio espécies cultivadas e sexualmente compativeis. A
posmblhdade de hibridaggo entre ambas favorece a ampliagio da base genética
desse género e a mn'ogr&ssao de alelos de interessé em programas de
melhoramento genético. O maior problema em relagdo a ﬁnhw;fio dos hibridos
interespecificos ¢ a infertilidade, que limita o seu empregd nos cruzamentos. A
sua condi¢o tripldide (20=3x=21, AA’B) tem sido apontada como a principal
causa da esterilidade. Este trabalho objetivou dmamdme acessos
hibridos de capim-elefante e milheto e seus parentais, do os aspectos
citogenéticos envolvidos na sua esterilidade, bem como ‘a viabilidade do
polen e correlaciond-la com as irregularidades ¢ com a instabilidade meidtica
fornecida pelo indice meiético. As paniculas foram coletadas ¢ preparadas de
acordo com o protocolo convencional para estudos meidticos, empregando
carmim propi6nico 0,5%. Para viabilidade do polen utilizou-se o corante de
Alexanduemduqaodegermmawoemmmodeculwm s acessos de milheto
apresentaram meiose regular com 7 bivalentes ¢ alta viabilidade do pélen
demonstrada por meio de coloragio. Para os amsos de capim-clefante
observaram-se 14 bivalentes nas diacineses e metifases 1. Entretanto, os acessos
BAG 63 ¢ BAG 91 também apresentaram univalentes e ’tnva!ent&c O acesso
BAG 63, oriundo de cultura de tecidos, apresentou maior freqiéncia de
anormalidades meidticas. Em relagio 4 germinacdo in Vitro, o milheto e o
capim-elefante exibiram uma freqiiéncia reduzida de’ pélens funcionais,
mostrandomabxhdadeparaennurotubopohmconasoondlqﬁs artificiais do
meio de cultura. Os trés acessos hibridos de capimielefante e milheto
apresentaram aita taxa de anormalidades caracterizadas pela'segregacio irregular
dos cromossomos que resultaram na formagiio de grios de pélen com mimero
n#o balanceado de cromossomos e inférteis. Emsteumaahﬁcomhwonem“
enueafemhdadedopoleneas meg(dandadwme:étmseﬁmaoonelagioahae
positiva entre fertilidade-estabilidade meiética, expressa pelo indice meiético

]‘
* Comité orientador: Lisete Chamma Davide - UFLA (0nenndorL) e Antomo Vander

Pereira - Embrapa Gado de Leite. »

i
i
|
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ABSTRACT

TECHIO, Vénia Helena. Meiosis in Pennisetum purpureum, P. glaucum and
interspecifics hybrids In; Meiose e anilise gendmica em Pennisetum
spp. 2002. Cap. 2, p. 34- 84. Thesis (Doctorate in Genetics and Plant
Breeding)- Universidade Federal de Lavras, Lavras.’

P. purpureum - elephantgrass (2n=4x=28, A'A'BB) and P. glaucum - pearl
millet (20=2x=14, AA) are cuitivated and sexually compatible species. The
possibility of hybridization between these species favors the genetic background
amplification of the genus and the introgression of favorable alleles in breeding
programs. The largest problem in relation to the use of the interspecific hybrids
is infertility, that limits their employment in crossings. Their triploid condition
(20=3x=21, AA'B) has been pointed out the principal cause of sterility. This
work aimed to describe the meiosis in hybrid accessions of elephantgrass and
pearl millet and their parentals, detailing the cytogenetics aspects involved in
ﬂxeirsterﬂhy,aswellasmevaluateﬂlepouenviabiﬁtyandwconelateitwith
the meiotic irregularities and instability supplied by the meiotic index. The
panicles were collected and prepared acording to conventional protocol for
meiotic studies, using 0.5% propionic carmine. For pollen viability, Alexander's
stain and germination induction in cuitere media were used. The pearl millet
accessions presented regular meiosis with 7 bivalents and high pollen viability
demonstrated through coloration. For elephantgrass accessions 14 ‘bivalents in
the diakinesis and metaphasis I were observed. However, BAG 63 and BAG 91
accessions also presented univalents and trivalents. The BAG 63 accession,
originated from tissue culture, presented high frequency of meiotic
abnormalities.In relation in vitro germination, pearl millet and elephantgrass
presented a reduced frequency of functional pollen, showing inability to emit
poHenmbeinﬂmarﬁﬁcialeondiﬁonsoftbzmlhuemedia.lhﬂ:reehybﬁd
accessions presented a high frequency of abnormalities characterized by
irregular segregation of chromosomes that resulted in the formation of infertile
pollenwiﬂlnonba!aneedchromosomenumba.'l'hmisahighnegaﬁve
correlation between pollen fertility and meiotic irregularities and a high and
positive correlation between fertility-meiotic stability, expressed by the meiotic
index.

" Guidance committee: Lisete Chamma Davide - UFLA (Major Professor) and
Anténio Vander Pereira - Embrapa Gado de Leite,
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2.1 INTRODUCAO

Os primeiros relatos de estudos citogenéticos e;n Pennisetum foram
feitos por Rau (1929) e Avdulov (1931), seguidos por onétros autores (Burton,
1942; Veyret, 1957, Burton e Powell, 1968; Jauhar, 19681 ¢ 1981; Harlan e de
Wet, 1971), que estabeleceram mimero basico de cromoss?;nos comox=35,7,8
e 9 e dividiram as espécies em trés conjuntos génicos ¢ em diferentes niveis de
ploidia variando de dipléide a octapléide. )

Entre as espécies de Pennisetum, as de maior importincia econdmica
sio P. glaucum (milheto), utilizada como cereal ¢ forrageira ¢ P. purpureum
(capim-clefante), como forrageira. O milheto é anual, aléga;:'na com 2n=2x=14 ¢
genoma AA e integra o conjunto génico primirio, juntamente com P. violaceum
e P. mollissimum. O capim-clefante ¢ perene, alégama com 2n=4x=28 e
genomas A’A’BB e pertence ao conjunto génico secm;ﬂéﬁo. No conjunto
terciério encontram-se os demais taxa (Harlan e de Wet, 1971; Martel, Ricroch
¢ Sarr, 1996). :

O milheto ¢ o capim-elefante, mesmo mtegrand? conjuntos génicos
distintos e apresentando niveis de ploidia diferenciados, sdo compativeis
sexualmente, possibilitando a introgressio de alelos dw;ejéveis do milheto,
como, por exemplo, de resisténcia 4 seca ¢ sementes de 1Haior tamanho, para
gendtipos de capim-clefante de importincia agronémica. |

No extato, o maior problema em relago  utilizagiio dos hibridos eatre
o capim-clefante ¢ 0 milheto ¢ a infertilidade, que limita o seu emprego no
melhoramento. A sua condigfio tripléide (2n=3x=21, genomas AA’B) tem sido
apontada como a principal causa da esterilidade. Estudos meibticos realizados
por Sree Rangasamy (1972), Pantulu (1967), Jauhar (1968 ¢ !l198l) tém mostrado
que, geralmente, formam-se, na diacinese, sete bivalentes %do parcamento dos

37



cromossomos dos genomas A ¢ A’ do milheto e do capim-elefante,
respectivamente € sete univalentes do genoma B, provenientes do capim-
elefante. Os univalentes, de maneira geral, apresentam segregagdo irregular,
levando  formagio de gametas aneupléides.

A andlise do comportamento cromossémico dos hibridos pressupde o
entendimento do comportamento citogenético dos parentais, pois diferentes
combinagdes genéticas podem refletir graus varidveis de irregularidades nos
descendentes. As descrig3es existentes na literatura consultada nio estabelecem
conelagawenn'eameiosedosgenéﬁposdoeapim-elefameedomﬂhetocom
seus respectivos hibridos e também nfo descrevem com detalhes as
anormalidadmdecorrmdasegregaﬁoimg:ﬂareseexiswmoums eventos
envolvidos na infertilidade,

Alémdisso,emseuamdodeanéﬁsecihogenéﬁea,aw:oeﬁodo
milheto, para o qual sdo encontradas amplas revisSes (Burton e Powell, 1968;
Jauhar, 1981; Pantulu e Rao, 1982; Minocha, 1991; Jauhar e Hanna, 1998), para
asdemais&cpéciesehibridossﬁopweesasrefa&nciasdisponiveis.

Isto posto, este trabalho objetivou analisar a meiose em acessos hibridos
decapim-eleﬁnteemilhmeseusparentais,dewlhandoosaspectos
citogenéticos envolvidos na sua esterilidade, bem como estimar a viabilidade do
pélen e correlacioné-la com as irregularidades e com a instabilidade meiética
fornecida pelo indice meiético.



2.2 MATERIAL E METODOS

O material biolégico utilizado neste estudo (Tabela 1) foi coletado nos
meses de abril a julho, de 1999 a 2002, no Banco Ativo de Germoplasma de
Plantas Formageiras da Embrapa Gado de Leite, localizado em Coronel Pacheco,
MG. Os acessos de capim-elefante e milheto fora:in selecionados por
apresentarem  caracteristicas  genéticas complementan%s de importincia
forrageira.

Os dados climaticos apresentados durante o perﬁ%ado da coleta estio
apresentados na Tabela 2 ¢ foram fomecidos pelo Setor de Meteorologia da
Embrapa Gado de Leite. E
TABELA 1  Espécies parentais e respectivos hibridos 1avallados do Banco

Ativo de Germoplasma da Embrapa Gadp de Leite, Coronel

Pacheco, MG.
Acesso Denomina¢fo comum IMQ’
BAG 63 Cuba 169 P. purpureum
BAG 75 Iy 7136 P. purpureum
BAG 91 Pasto Panam4 P. purpurewm
M 36 AFPOP 88 \P. glaucum
M2 ICMB 90111 P. glaucum
M38 AFPOP 90 ‘P. glaucum
CNPGL F94-44-03 BAG63 xM 36 Hibrido interespecifico
CNPGL F94-60-01 BAG75xM24 Hibrido interespecifico
CNPGL F94-49-06 BAG91xM 38 Hib:ido interespecifico

TABELA2  Temperatura (°C), precipitagdo (mm), umldade relativa (%) e
insolagdio (horas) médias registradas pela| Embrapa Gado de
Leite, em Coronel Pacheco, MG, no period | de abnl a julko, de

1999 a 2002.
1999 2000 2001 2002
Precipitaciio 16,0 11,9 135 16,9
Umidade relativa 82,7 81,2 78,2 79
Temperatura média 18,8 18,2 19,5 19,7
Insolacfio 1934 212,2 214,5 2209
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Para o estudo meidtico, as inflorescéncias foram coletadas em varios
estidios de desenvolvimento entre 8h30 e 10horas, fixadas em alcool etilico:
icido propiénico (3:1) e armazenadas a —4°C, até 0 momento de serem
utilizadas.

As liminas foram preparadas de acordo com o protocolo convencional
para estudos meiéticos por meio de esmagamento ¢ coloragio com carmim
propidnico 0,5%.

Para cada genétipo foram observadas 1300 células, quantificando-se as
células em estigios normais e as imregularidades meiéticas. Foi obtida a
freqiiéncia de anormalidades para o total de células analisadas. Nos hibridos, os
univalentes foram registrados como irregularidades quando excediam o padrdo
esperado de segregagiio de 7 bivalentes e 7 univalentes.

Para determinagdo do indice meiético, ou seja, a porcentagem de
tétrades normais, foram avaliadas 150 tétrades por acesso, sendo consideradas
plantas estdveis aquelas que apresentaram indice meiético superior a 90%,
conforme sugerido por Love (1951). .

A viabilidade do pélen foi estimada tanto pela capacidade de coloragéio
dos mesmos como por meio de testes de germinagio in vitro.

Utilizando o corante ‘de Alexander (Alexander, 1980), foram
considerados vidveis os pélens que apresentaram coloragio roxa e invidveis
aqueles corados de verde.

A germinagdo dos grios de pélens foi induzida em meio de cultura
contendo 9g de sacarose, 30mg de CaCl, 2H;0, 10mg de H,BO; ¢ 0,7g de agar
diluidos em 100mL de dgua destilada. Os grios de pélen retirados de anteras
provenientes de paniculas recém-coletadas foram espalhados sobre uma placa
escavada contendo o meio. As liminas foram colocadas em cimara Gmida e
incubadas em estufa com temperatura de 27°C, durante 3 horas. A viabilidade do
pélenfoidadaemﬁmﬁodapomemgmdepélmsgumﬁ:ados,smdo



considerados vidveis aqueles griios de polen que apresentavam tubo polinico
com comprimento igual ou superior ao seu didmetro. .'
Nas anélises de viabilidade de pélen, foram avahados 10 18minas ¢ 100
gréaos de pélen por limina por acesso. y
A associagdio entre as irregularidades meiétiéas e os valores de
fertilidade e instabilidade meidtica foi avaliada por m,eno da correlagio de
Pearson.
As fotomicrografias dos meiécitos foram feita$ com fotomicroscopio
Olympus BX60, utilizando-se filtro verde e filmes pretio ¢ branco Kodak asa
100, revelados com D-76 (Kodak) e copiados em papel K:.'odabrome Print RCF3.
Para as fotomicrografias dos grdos de pélen unhzaram-se filmes Kodak color
asa 400, g;
L

1
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAQO

2.3.1 Meiose nos acessos de milheto (P. glaucum) - M24, M36 e M38

Nas avaliages da meiose feitas nos trés acessos de milheto (M24, M36
e M38), confirmou-se a condigio dipléide com 2n=2x=14, observando-se
diacineses e metifases I com sete bivalentes distribuidos regularmente (Figuras
1A e B). Resultados semelhantes foram descritos por Burton ¢ Powell (1968),
Jauhar (1981) e Jauhar e Hanna (1998).

A taxa de irregularidades foi muito baixa, perfazendo uma média de
0,4% (Tabela 4). Dentre essas, a ascensdio precoce de cromossamos foi a mais
freqiiente e observada nos trés acessos. prardisso,asﬁssmbseqﬁentqs da
meiose ndo foram afetadas, revelando que esses cromossomos foram incluidos
nos nicleos em formagdo, oonformepodesereonstamdopelapoméntagemde
tétradm normais, expressa pelo indice meitico e pela viabilidade do pélen
(Tabela 4). Esse comportamento pode estar associado a uma caracteristica
freqientemente observada no milketo, também relatada por Jauhar (1981) e
Jauhar ¢ Hamna (1998), que é a ripida terminalizagio dos quiasmas, de forma
que os bivalentes, nas diacineses e metifases I, mmitas vezes, aparecem
dissociados como 14 univalentes (Figura 1C ¢ D). A maioria dos bivalentes
observados nas diacineses apresenta forma de anel com quiasmas terminalizados
¢, frequentemente, dois deles aparecem em forma de bastdio ou abertos (presos
em uma das extremidades) (Figura 1A), podendo ser atribuido a estes dltimos a
migragdo precoce na metifase I (Figura 1C).

Na literatura j& estd bem estabelecido que os quiasmas, além de serem
decorrentes de eventos de recombinagio genética, desempenham também
importante papel na manutencfio da associagdo dos homélogos até a metifase I,
a fim de permitir a ocorréncia de perfeita disjuncfio cromossdmica (Zarchi et al.,
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1972; Aguiar-Perecin, Pagliarini ¢ Villamizar, 1985; Pagliarini, 1989; Sybenga,
1992). Esse papel de assegurar a segregagdo cromossdmica é atribuido,
principalments, 20s quiasmas terminais. Segundo alguns amores (Sybenga,
1972; Zarchi et al, 1972; Hillel, Feldman e Simchen, 1973), apenas os
quiasmas intersticiais seriam efetivamente relaciona(#os a permuta genética.
Entretanto, essa informagio tem sido contestada a;r‘parl:i: de estudos com
bandeamento cromossdmico que revelaram que algumas espécies, as
associages cromossémicas terminais podem reprtsmtar sitios de permuta
genética (Jones ¢ Tease, 1984; Rufas et al., 1988). |

!
i

|

TABELA4  Freqiéncia observada (%) de oelulas com anormalidades
melotxcas, indice meidtico e freqﬁénm de grios de pdlens
vidveis (%) obtidos por meio de coloraqﬁo ¢ germinagdo in vitro

para os acessos de mitheto
Acessos
M36 M2 | M38
Total de 0,3 0,6 ; 03
dades

dice meiético 100 99,2 : 100
VPC’ 100 100 1 100
Vl’Gz 47,6 6,0 | 6,8

TVPC= Viabilidade do pélen por coloragdo; 2 VPG= Viabilidade do pélen por
germinagio

Também nas diacineses foi possivel vmﬁcar a associagdo do menor
bivalente a0 micléolo nos acessos M36 ¢ M38 (Flgura lA) e dois bivalentes
nucleolares o M24 (Figura 1B). Avaliag3es de memﬁsw mitdticas dos acessos
M36 e M38, realizadas por Barbosa (2000), mostraram dois cromossomos
pomdmwdesatéht&s,enqnantoquenoMuosatéhteocomaemum
Cromossomo. '

Pantulu (1960), Jauhar (1968 ¢ 1981) e ianhar ¢ Hama (1998)
mencioparam que apenas 0 menor par Cromossomico n{xtétxco apresenta satélite.
Entretanto, para algumas variedades deorigemaﬁ'ian‘aavaliadasporPowelle

|
!
i
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Burton (1966) e por Pantulu e Rao (1982), até dois pares exibiam constricio
secundiria em seus bragos longos.

Combasenessasobs&rvaqaw,pode-seaﬁrmarqueeﬁstevaﬁaqioem
relagdo & ocorréncia de satélite entre as variedades de milheto, como resultado
de rearranjos ocorridos no processo evolutivo. Estudos com bandeamento NOR
¢ com hibridagio in situ comparando variedades de milheto podem auxiliar
nesse sentido. Recentemente, Reader, Miller e Purdie (1996) usaram hibridagio
in situ fluorescente (FISH) para caracterizar o complemento cromossdmico do
milheto. A dupla exposi¢iio da metifase a uma sonda de rDNA e ao DAPI
permitiu observar dois locos maiores e dois menores para a RON.

- Nos acessos M24 ¢ M38 foram observadas configuragdes tetravalentes
nas diacineses ¢ metifases I (Figura 1A). Jauhar (1981) descreveu esse evento
como sendo associagio secunddria de dois bivalentes. Outra explicagdo para
formag3o de multivalentes ¢ a ocorréncia de translocagdes, também j4 relatada
para o milheto (Pantulu, 1968; Powell ¢ Burton, 1969; Pantulu ¢ Rao, 1982). No
entanto, nos meidcitos dos acessos analisados, configuragies em cruz no
paquiteno ¢ em anel na diacinese, tipicas de translocagdes, raramente foram
observadas.

Jauhar (1968 ¢ 1981) sugeriu que o parcamento autossindético com a
formagdo de bivalentes intragen6micos no milheto indica a ocorréncia de
duplicagiio de cromossomos no curso evolutivo dessa espécie. Baseado nessa
suposi¢do, o autor mencionou a possibilidade do complemento cromossémico
do milheto ter derivado de um miimero basico primério ou original igual a cinco.
Nessas condigGes, esses cromossomos duplicados teriam sofrido diferenciagSes/
mutagdes, de modo a estabelecer o pareamento bivalentes originando o
mitheto dipldide. O milheto, entio, nfio seria considerado um dipléide
“verdadeiro”, mas “secundirio”, tendo mimero bésico de cromossomos
“secundirio” igual a sete.



A anilise meidtica de plantas hapléides foi feita por diversos
pesquisadores (Pantulu ¢ Manga, 1969, Manga ¢ Pannflu, 1971; Gill, Sharma e
Dhesi, 1973; Powell, Hamma e Burton, 1975 ¢ Jauhar,f; 1981) com o intuito de
auxiliar na determinag3o da constituigio cromossdmica do milheto. Em todos os
trabalhos, verificou-se a ocorréncia de dois a trés bivale}‘nws nos hapléides.

Por outro lado, Pantulu ¢ Manga (1969), Manga e Pantulu (1971) e Gill,
Sharma ¢ Dhesi (1973) contrariaram a proposicfio de Jaubar (1968), sugerindo
que os bivalentes (referidos como psendobivalentes) ,formam pares ao acaso,
como resultado da presenga de segmentos hémélogos entre alguns
CTOMOSSOMmOS. :

Essas pressuposigdes permanecem sem esclarecimentos. Jauhar (1981) ¢
Minocha (1991) sugeriram observar se o parea+wnto nos hapléides ¢é
acompanhado pela formagiio do complexo sinaptonémico. Entretanto, esse dado
parece n3o ter significado na determinacio do complemto cromossdmico do
milheto, pois, de acordo com Hobolth (1981), Gﬂh? (1984) e Hasenkampf
(1984), o complexo sinaptonémico pode estar envolvidp também no pareamento
de segmentos nfio homélogos. ;

Para elucidar a origem do complemento cmmd‘ssémico do milheto seria
recomendive! utilizar a hibridagio gendmica in situ (GISH). Essa técnica ja esta
sendo empregada no estudo do complexo Phaseolus|vulgaris — P. coccineus
com o objetivo de investigar a possivel origem hibnda de P. coccineus ¢ a
relagdo genética entre espécies e subspécies que c‘rmp&em esse complexo
(Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas, 1996 e 1998). Os resultados desses estudos
témmosﬁadoumaltogmudehomologiagenéﬁeagntreosmembmsdsse
grupo. !

Estudos moleculares também podem contribuir na identificagio de
regides duplicadas no genoma do milheto. Um traba]h? conduzido por Liu et al.
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(1994) mostrou alguns locos duplicados no mapa de ligacdo obtido com RFLP
para o milheto.

Em relagdo & viabilidade do pélen, os testes de coloragiio mostraram
que os acessos de milheto apresentam alta taxa de fertilidade (Tabela 4 e Figura
1E). Tais resultados foram superiores aos obtidos para essa espécie por Sree
Ramulu (1968), Sethi, Kalia ¢ Ghai (1970) e Sujatha et al. (1989), cujos valores
variaram de 87% a 97%.

A mixima viabilidade observada com a coloragdo nos acessos de
milheto analisados (Tabela 4 e Figura 1E) pode estar associada ao hordrio da
coleta, padronizado entre 8:30 e10 horas. Nesta ocasido, as anteras comegam a
se tomar deiscentes, levando a crer que a viabilidade atinja seu ponto maximo
nessa fase, apresentando maior disponibilidade de pélens férteis.

Para viabilidade de pélen observada pela emissio do tubo polinico em
meio de cultura, os acessos de milheto exibiram uma baixa freqiiéncia de polens
funcionais (Tabela 4 ¢ Figura IF). Virios testes foram realizados utilizando
meios de cultura com composicdo e concentragdes diferentes e os resultados de

Esse comportamento ¢ compativel com a descri¢do feita por Ayyangar e
Rao (1935). Segundo esses autores, os grios de pélen do milheto e de espécies
de Andropogon ¢ Sorghum plasmolisam e néio germinam em meio de cultura.
Chaudhmry e Shivanna (1986) descreveram, também para o milheto, uma taxa
reduzida de pélens germinados in vitro, cuja frequéncia foi de 57,6%, 18,1% e
12% para trés amostras.

Uma das explicagdes para esse comportamento é o fato de que a
maioria dos grios de pélen de gramineas perde viabilidade rapidamente (Stanley
e Linsken, 1974). Portanto, é possivel que apés a2 coleta, os grios de pélen
tenham deteriorado rapidamente pela exposigio as condigdes ambientais
mostrando-se incapazes de emitir tubo polinico. Para gramineas, Kihara (1982)



recomendou que o acompanhamento da germinagdo seja feito por meio de
observagdes in vivo das interagdes polen-pistilo. ‘

Outro aspecto que precisa ser considerado ¢ que?o comportamento do
polen varia consideravelmente entre individuos de uma mesma espécie € entre
amostras de um mesmo individuo. A taxa de viabilidade oi:t‘ida com germinagio
in vitro para o acesso M36 (Tabela 4) ilustra bem essa situagio, se
compararmos aos demais acessos. O periodo de florescimento e os diferentes
horarios de coletas, bem como alteragGes ambientais ¢ diferengas genotipicas,
podem contribuir para tal variabilidade (Shivanna ¢ Rangaswamy, 1992).

A viabilidade ¢ a longevidade dos grdos de polen ’também dependem da
sua composigio celular. Shivanna e Rangaswamy (1992) descrevem que a maior
limitagio dos testes de germinagdo in vitro € a diﬁcﬁldade em obter uma
germinagdio satisfatéria em muitas espécies, principélmente aquelas que
apresentam gréos tricelulares, como € o caso da familia Poaceae Esse tipo de
grio de podlen respira ¢ germina mais rapidamemej. € apresenta menor
longevidade do que os bicelulares (Hanna ¢ Towill, 1995),

Embora, em condig¢bes artificiais, o milheto aprésente queda no poder
germinativo do grio de pélen, a reduzida taxa de irregularidades meiéticas ¢ o
indice meidtico mostram que os acessos avaliados sio estaveis meioticamente
(Tabela 4), confirmando que sdo genotipos recomendiveis para os programas de

hibridagfo. ]
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FIGURA 1 Meibcitos e grdos de polen de acessos de milheto (P. glaucum). A.
Diacinese com 7 bivalentes, sendo | bivalente nucleolar e diacinese com configuracio
tetravalente (seta); B. Diacinese com 7 bivalentes, sendo dois ligados ao nucléolo; C.
Metafase I com terminalizagiio precoce de cromossomos e em D. com 14 univalentes; E.
Polens viaveis corados - corante de Alexander e F. Pdlens viavel (seta) e invidveis -
germinacdo in vitro.
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2.3.2 Meiose nos acessos de capim-elefante (P. purpureum) - BAG 63, BAG
75e BAG 91

A freqiiente formagdo de 14 bivalentes nas d!aanm ¢ metafases I dos
acessos avaliados (Figuras 2A e C) confirma, que ap&sla.r de ser alotetrapléide, o
capim-clefante comporta-se, em termos de segregacdo cromossdmica, como um
tipico dipléide, conforme ja haviam relatado Jauhar (13968 ¢ 1981) e Sujatha et
al. (1989). Com base nesse comportamento, depreenitde-se que essa espécie,
assim como o trigo (Riley ¢ Chapman, 1958; Sears) 1976), pode apresentar
gene(s) supressor(es) do pareamento homedlogo que izjnpede(m) a formagdio de
multivalentes e garantem a sua diploidizaggo. | .

A exemplo do que ocorre no trigo alohexapléitie (Triticum aestivum), no
zighteno poderia haver a formagio de multivalentes e, amtes da permuta
genética, ocorreria a “transformacgiio” em bivalentes,“ garantindo a segregagio
regular dos cromossomos ¢ a heranga dissémica (McGuire e Dvorak, 1982).

O entendimento desse sistema regulatério no| capim-elefante pode ser
interessante para o melhoramento, por permitir a manipulagio do pareamento
homedlogo ¢ viabilizar a introdugio de alelos de outras espécies relacionadas.
Utilizando-se dessa estratégia, Riley, Chapman ¢ Johngon (1968) introduziram a
resisténcia 3 ferrugem de Aegilops comosa no trigo heprlmde '

Outra alternativa para explorar a recombmaﬁoe intergendmica no capim-
elefante seria por meio do tratamento pré-meidtico domecxdo esporogénico com
colchicina. Esse tratamento causa um efeito similar ab dos alelos mutantes PC
(gmqueconholamopammm)epermitixiaaree(fmbinaﬁo entre genomas
que 00 ocorreria na histéria do polipléide. Tais recombinantes podem produzir
novos gendtipos impossiveis de serem obtidos sob condigdes normais (Jackson,
1991). A aplicagfio de colchicina em baixas concentragdes (0,5 x 10*M) induz o
parcamento homedlogo (muitivalentes e bivalentes heteromérficos) e niio causa
assinapse (Driscoll ¢ Barber, 1967).
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Esse procedimento foi utilizado para induzir a formagio de tetravalentes
em Helianthus annuus (Jackson e Murray, 1983) e no milho (Poggio, Molina ¢
Naranjo, 1990). Neste dltimo, o tratemento induziu a formagio de 1 a 5
tetravalentes ¢ aumentou de 5 para 10 tetravalentes em Zea perenmis. Esses
resultados, segundo os autores, confirmaram a natureza alotetrapléide do milho
apresentando dois genomas homedlogos (A2A2B2B2) ¢ a alooctoploidia para
Zea perennis, com genomas A’1A’1A”2A"2C1C1C2C2.

A ocorréncia de univalentes e trivalentes foi observada no BAG 63 e no
BAG 91 (Figura 2B). O BAG 63 apresentou também a maior freqiiéncia de
anormalidades (Tabela 5 ¢ Figura 3) entre os genétipos de capim-elefante
avaliados. Esse acesso ¢ proveniente de Cuba e foi obtido por Martinez et al.
(1986) via cultura de calos de meristemas apicais de capim-clefante.
Considerado como um mutante, juntamente com outras dez plantas, esse acesso
(referido como Cuba T 169) diferiu fenotipicamente da planta doadora do
explante em relacio & largura, altura e dngulo de insergio da folha, forma do
colmo e dimorfismo estacional (Martinez et al., 1990).

Muitos registros de variagdes genéticas e citogenéticas durante o cultivo
in vitro sio encontrados na literatura (Bayliss, 1980; Lee e Philips, 1988;
Phillips, Kaeppler, Peschke, 1990; Phillips, Kaeppler ¢ Othoft, 1994; Ronchi,
1995). A condigdo artificial do meio, os reguladores de crescimento, o genétipo
e a idade da cultura tém sido apontados como principais fontes causadoras dos
distirbios (Bayliss, 1980; Peschke e Phillips, 1992; Sybenga, 1992), que variam
de disjungdio e duplicagdio cromossdmica a aberragSes cromossdmicas
estruturais (Sybenga, 1992).

Na andlise dos meiécitos do BAG 63 verificou-se que o comportamento
dos univalentes e trivalentes resultou em cerca de 8% de células com segregacio
irregular e formag#o de micromicleos na meiose I (Tabela 5 e Figura 3). Alguns
destes cromossomos que chegaram precoce ou tardiamente aos pélos podem ter
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sido incluidos nos niicleos onde formaram produtos meidticos normais, pois o
percentual de tétrades com micromicleos foi de, aprox?madamente, 1% (Tabela
5).

Em rela¢do ao comportamento dos muiltivalentes, pressupde-se que na
anafase esses cromossomos apresentem ta.mbemg distribuicdo irregular,
constituindo outra fonte para formagdo de gametas aneuploides. A presenga
dessas configuragdes levanta a suspeita de translomqﬁ'&s nos genétipos 63 e 91
(Tabela 5 ¢ Figura 2B). Embora nio tenham sido observadas configuragdes em
cruz e anel no paquiteno e diacinese, a disposi¢io dosf,cromossomos observada
m&mhmwmdewmﬁaﬂamomwMoi:re&mmwuﬁmdo
apés a quebra do anel devido & ripida terminalizacio dos quiasmas,
caracteristica dos cromossomos do capim-¢lefante. No capim-elefante, Olorade,
citado por Jauhar (1981), mencionou a ocorréncia oea{nonal de um tetravalente,
como resuitado de translocagdes que ocorreram em det?rmmadas populagdes.

0uﬂasanormalidadesobservadasnoBAG§3foramapmenqade
cromossomos pegajosos, nicleos assincrénicos, rmcroeélulas e células
amucleadas (Tabela 5 e Figura 3). Estas duas \tlimas sdo caracteristicas de
ocorréncia de citomixia. A citomixia corresponde & transferéncia de material
genético célula a célula, via conexdes citoplasméticas. Dentre suas causas
destacam-se a formagdo anormal da parede celular, fatores fisicos, quimicos e
genéticos, hibridagso e poliploidia. Seu papel, de acordo com-Pagliarini (2000),
¢ considerado um mecanismo adicional de aneuploidi; e poliploidia, refletindo
na fertilidade do pélen, |

O conjunto desses distirbios refletiu em menor percentual de pélens
vigveis no BAG 63 (71,7%, Tabela 5) constatado parimeio de coloragdo. Além
disso, considerando as recomendagdes de Love (1951)|para o emprego do indice
meiético como uma medida de instabilidade meidtica l  sua aplicacdo na selegiio
de genétipos para cruzamentos, esse acesso apresentaria o indice-limite, abaixo
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do qual as plantas njo seriam recomendadas. Obviamente, tal como enfatiza
Love (1951), é dificil estabelecer pontualmente, por exemplo, a diferenca entre
92% e 88%, mas, em geral, plantas com indice inferior a 90%, provavelmente
trardo problemas aos melhoristas. Se fosse empregado outro critério mais
rigoroso, como a ocorréncia de micronticleos nos meiécitos citada por Jensen
(1965), possivelmente essa planta ndo seria indicada para hibridagio em um
programa de melhoramento,

Os outros dois acessos, embora com menor freqiiéncia, também
apresentaram irregularidades relacionadas 4 segregacfio (Tabela 5).

Dentre as referéncias consultadas, somente Sujatha et al. (1989)
mencionaram anormalidades no capim-elefante associadas i migragio dos
cromossomos ¢ formagéo de fuso tripolar.

As fregiiéncias de pélens ﬁmcionaisdetemﬁmdasoomacoloraﬁopala
0s gendtipos 75 ¢ 91 foram de, aproximadamente, 99% (Tabela 5). Sujatha et al.
(1989) mencionaram 78% de fertilidade para o capim-clefante, enquanto que,
nos trabalhos de Sethi, Kalia ¢ Ghai (1970) e Sree Rangasamy (1972), essa taxa
foi de 61,8% e 95%, respectivamente.

Para germinagio do pélen in virro, o capim-clefante exibiu um
comportamento similar a0 do milheto, com uma freqiéncia muito baixa de
polens vidveis (Tabela 5 e Figura 2F). Aken’ova e Chheda (1970) descreveram,
para o dpim-eleﬁnte, uma taxa de 54,3% de viabilidade que manteve-se por
maisumdia,sobdifermtempemnnasdeamazenmnentoeumidaderelaﬁva
de 90% a 100%.

Demodosemelhanteaoobservadoparaomilhew,agelminaﬁoinvitro
niorepmduexatamenteomcimentodombopoﬁniooinviw,poisaswﬁsde
fertilidade obtidas pela coloragdo, a freqiiéncia de irregularidades ¢ o indice
meiético (Tabela 5) confirmam que séio genétipos apropriados para cruzamentos.
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Nos trés genétipos avaliados, dois bivalentes aparecem associados ao
nucléolo (Figuras 2A), embora também tenham sido observados um e trés
bivalentes nucieolares em algumas diacineses do BAG §3 (Figura 2B).

Barbosa (2000), na avaliagio mitética dest&siacssos, observou que o
maior cromossomo dos BAGs 75 e 91 apresentava satélite, enquanto que para o
BAG 63, essa estrutura foi visualizada no 1° ¢ 4° cromtzlssomos do compiemento.
Pantulu e Venkateswarln (1968) identificaram, ' no capim-elefante, os
cromossomos 1 e 14 com organizadores do nucléolo. A presenga de satélite no
menor cromossomo do capim-clefante, segundo {Jauhar (1981), é uma
caracteristica que se repete no milheto, em que o meinor cromossomo também
estd envolvido na formagio do nucléolo.

Quando da determina¢io do mimero de cromossomos envolvidos com a
transcriggo dos tRNAS e formagso do nucléolo, & preciso considerar que, nas
andlises mitGticas, a possibilidade de erros na iclassiﬁeat;io dos pares
mmossémicosemidenﬁﬁmﬁodeconsuimpfriméﬁasesecundéﬁasé
maior. Em algumas metifases, os efeitos de pré-tratamentos podem produzir
cromossomos altamente condensados, constituindo un||a fonte de erro no estudo
da morfologia cromossdmica. Guerra et al. (1997) enfatizaram que o mimero de
constrigdes secundirias pode ser superestimado devido i presenga de regides
fortemente coradas ou distendidas, associadas com grandes blocos de
heterocromatina. Diante disso, as amalises meidticas parecem ser mais
recomendadas porque possibﬂitamavisuaﬁzaqiodir{endos Cromossomos que
estéo ligados a0 nucléolo, sem utilizar pré-tratamentos:

A observaggio de trés bivalentes mucleolares no capim-¢lefante (Figura
2B) nio havia sido relatada por cutros autores. Jauh#r (1981) mencionou que,
ocasionalmente, material nucleofar adicional pode W nos meiocitos, o que

foi também constatado nos acessos BAG 91 ¢ BAG 63j (Figura 3F).
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Pelas observagdes feitas nos trés acessos de capim-clefante fica
evidenciadoquee:dstemvariapﬁesemrelaqﬁoaomimeroeloeaﬁnﬁode
satélites entre os gendtipos. E preciso considerar que o capim-clefante reine
cromossomos pertencentes a dois genomas (A’ ¢ B), sendo o primeiro
pmvenimnedeumgenitorcomumaodomilhetoeosegundodeumpareml
desconhecido (Jauhar, 1981). Assim, ele pode manifestar dominfncia nucleolar
ou anfiplastia, um fendmeno comum em algumas espécies (Flavell ¢ O’Dell,
1979) e, especialmente, em hibridos pertencentes a diversos géneros, como
relatado em Capsicum (Pickersgill, 1991), Hordeum (Lange, 1969), Triticum
(Vieira, 1992) Solanum e Lycopersicon (Hemleben, 2002).

Benett (1984) sugeriu que a anfiplastia ocorre quando os genomas das
espécies parentais estio espacialmente separados no micleo das células do
hibrido. Nesse caso, 0 genoma que ocupa a posigio central teria 2 RON ativa,
enquanto que 2 RON do genoma periférico seria suprimida. Vieira (1992),
estudando trigo e centeio, propds que o controle da ativagZo-inativagio das
RON:s ¢ conseqiiéncia da metilagdo-desmetilagio dos reguladores da RON para
a transcrigdo desses genes na interfase.

No capim-elefante, a anfiplastia foi sugerida por Techio (1998).
Entretanto, niio s¢ dispse de uma informagfo definitiva sobre qual (ou quais)
a(s) RON(s) estariam sendo silenciadas ou manifestadas. Estudos com
bandeamento NOR associados a cruzamentos poderiam auxiliar nesse sentido.

Embora na literatura (Pantulu, 1967) seja citada a ocorréncia de knobs
terminais nos bragos longos de sete cromossomos do capim-elefante, no presente
trabalho, efes nfo foram observados. Estudos complementares serdio realizados



TABELA 5  Freqiiéncia observada (%) de células com anormalidades meiéticas, indice meidtico e frecﬁiéncia de gréos
de polens vidveis (%) obtidos por meio de coloragio ¢ germinagdo in vitro para os acessos de capim-
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clefante
Fase Anormalidade BAG 63 BAG 75 BAG 91
Univalentes 0,3 0,0 0,2
Multivalentes 0,7 0,0 0,2
Ascensdo precoce de 2,2 1,2 1,2
cromossomos'
Segregacio imcgular® 2,0 0,3 0,0
Micromiicleos 6,4 0,0 0,0
Meiose 1 Pontes * 0,5 : 0,2 0,0
Cromossomos pegajosos 2,2 0,2 0,0
Células anucleadas 0,7 0,0 0,0
Niicleo assincronico 0,3 0,1 0,0
Células desiguais 0,4 0,0 0,0
Segregacdo irrcgular” 1,2 0,0 0,3
Microniicleo 0,6 0,0 0,0
Meiose I Cromossomos pegajosos 0,3 0,0 0,0
Nucleos desiguais 0,5 0,0 0,0
Pontes * 0,0 0,0 0,2
Produtos .  Tétrades com micromicleo — 1,1 _ 02 . .. 06
Meidticos Micrésporos com microniicleo 1,5 0,0 . 0,0
Total de 20,9 2,2 2,7
irregularidades
Indice meiético 90,9 98.6 96,4
VvPC® 71,7 99,9 99,8
VPG® 10,9 39,4 3,6

! em metéfases; © em anAfases ¢ teléfases; ° em anéfases ¢ teléfases; ' em préfases, andfases e teléfases; ° VPC= Viabilidade do
pélen por coloragio * VPG= Viabilidade do pdlen por germinagsio
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FIGURA 2 Meiécitos e grios de polen dos acessos de capim-elefante (P. purpureum).
A. Diacinese com 14 bivalentes sendo dois ligados ao nucléolo; B. Diacinese com 3
bivalentes nucleolares e configuracdes univalente e trivalente (setas); C ¢ D . Metifase |
e Anifase I, respectivamente; E e F. Pdlens vidveis (seta) e invidveis - corante de
Alexander e germinagio in vitro, respectivamente.
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FIGURA 3 Meiécitos do acesso de capim-elefante BAG 63 (P. purpureum). A. Metafase
I cdm ascensdio precoce de cromossomos; B. Anéfase I com cromossomos pegajosos; C.
Tel6fase I com cromossomos retardatarios; D. Telofase | com nicleos assincronicos; E.
Célula anucleada (seta) e microcélula em paquiteno (ponta de seta); F. Material nucleolar
adicional em micronticleo na profase 11 (ponta de seta).
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2.3.3 Meiose nos acessos hibridos interespecificos entre o capim-elefante (P.
purpureum) e o mitheto (P. glaucuni) - F94-44-03, F94-49-06 e F94-60-01

Virias imregularidades caracterizaram o ciclo meiético dos hibridos
avaliados, incluindo desde as fases iniciais (Figura 4) até a formagdo dos
produtos meiéticos (Figura 7). A maior freqiiéncia de disturbios (52,4%, Tabela
6) foi observada para o acesso F94-44-03, 0 qual apresenta como um de seus
parentais o acesso BAG 63, relatado anteriormente com maior niimero de
meibeitos anormais dentre os gendtipos de capim-elefante analisados (Tabela 5).
O hibrido F94-49-06 também mostrou alta taxa de irregularidades (50,5%,
Tabela 6), revelando que a prépria combinacio dos genomas dos seus genitores
M38 (milheto) ¢ BAG 91 (capim-elefante) foi responsivel por esse
comportamento. O terceiro hibrido apresentou, dentre as 1300 células
analisadas, aproximadamente 45% de irregularidades (Tabela 6).

Dwersos autores (Jauhar, 1968 ¢ 1981; Sethi, Kaha e Ghal, 1970; Sree
Rangasamy, 1972) apontani Como causa das anormahdades e conseqiiente
’ infertilidade dos hibridos entre capun-elefante € mnlheto o fato de serem

r

tnploides, que resﬁlta na fonnagao de umvalentes os quais exibem segregagdo
' irregular e ongmam gametas aneuploéides.

' A freqiiéncia de univalentes ¢ multivalentes variou entre os acessos
avaliados (Tabela 6 ¢ Figura 4B), sendo mais abundantes no hibrido F94-60-01
(Tabela 6). Evidentemente, essa variagio ¢ influenciada pelos genotipos
envolvidos na hibridacdo. Essa opinifio ¢ compartilhada com Baker et al. (1976)
¢ Koduru ¢ Rao (1981), a0 explicarem que o comportamento dos univalentes
varia de espécie para espécic e dentro da mesma espécie, devido a diferencas
genéticas. Esse comportamento diferenciado pdde ser também evidenciado pelas
freqiéncias de cromossomos com ascens3o precoce e segregagdio irregular na
meiose I que foram maiores no hibrido F94-49-06 (6,7 ¢ 8,8, respectivamente)
quando comparadas aos demais acessos (Tabela 6 ¢ Figuras 4C ¢ D).

58



Koduru ¢ Rao (1981) e Sybenga (1992) descreveram com detalhes o
comportamento dos univalentes. Na metéfase I, geralmente, os univalentes nio
permanecem alinhados na placa equatorial ¢ tendem a mngla.r precocemente para
os polos. Na anifase I, em alguns casos, eles podem seérega.r as duas cromatides
¢ 1a teléfase I, podem ou no serem incluidos nos micleos, independente do
padrio de segregacio exibido na anifase. Aqueles univalentes que apresentarem
segregagdo tardia formardo microniicleos. A meiose IIjtende a ser mais regular.
Entretanto, se as anormalidades persistirem, ha a formagdio de micrdsporos
anormais. Os microniicleos observados nas fases iniciai is da meiose  (Figura 4A)

Amda em relaﬁo a segregaﬁo, a Flgtua 4E mostra a mlgmﬁo de sete
cromossomos para um dos polos da célula, indicando que um dos milcleos teria
cromossomos de um dos genomas, enquanto que o outro micleo incluiria 14
cromossomos. Nessa circunstincia, grios de pélens fe?ttels € maiores contendo / 9' ) ﬂm),
14 cromossomos e menores com 7 cromossomos. poderiam estar sendo(
formaos. Mediges realizadas por Assis et al. (2002) hesscs acessos mostraram |
queotamanhomednodogréodepolenéde39,2344 leparaomenorema:or
didmetros. Entretanto, foram observados grios de pole;n com até 81,8 ¢ 85,7
e também com 83 e 13,2um (Figura 7D). Nas avaliacdes de fertilidad
realimdasné’qﬁ)iconslatadaapmsenqadepélensfértefis (Tabela 6 e Figuras
e¢E). I -

Observando as configuragdes bivalentes, univalentes ¢ trivalentes nas
diacineses e metéfases I ¢ possivel evidenciar lo maior tamanho dos
cromossomos do genoma A, origindrios do '[ , em relagio aos
cromossomos dos genomas A’ e B do capim-elefante (Figura 4B).

Similarmente ao descrito por Jahuar (1968), observando o tamanho dos
cromossomos, verifica-se que a maioria dos bivalentés formados resultam do
;pariam?toaloisgdénco envolvendo cromossomos ‘do genoma A e do A’.
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Muitos destes bivalentes foram nitidamente heteromérficos (Figura 4B)
confirmando que existem segmentos diferenciais entre estes cromossomos. Esse
heteromorfismo corrobora com a identificagsio da homeologia dos genomas A e
A’, proposta por Jauhar (1968 e 1981) e contra-argumenta a homologia sugerida
por Krishnaswamy e Raman (1956), Raman (1964) e Pantulu (1967).

AtendénciaparaformaﬁodebivalentwemreosgenomasAeA’ g
referida como pareamento preferencxal ou afinidade diferencial, expressdes
wtilizadas por Jauhar (1975) e Jackson (1982), ‘respectivamente.

Uma identificagio acurada dos cromossomos e seus respectivos
genomas poderia ser obtida aplicando técnicas de bandeamento cromossémico
ou hibridagio genGmica in sitx (GISH). Gill ¢ Sears (1988) compararam
metéfases I de Triticum turgidum (20=28, AABB) ¢ T, timopheevii (2n=28,
A'A'GG) por meio de coloragfio convencional e bandeamento N. A coloragdo
convencional identificou cinco tipos de configuragdes: univalentes, bivalentes
em anel e bastio, frivalentes e tetravalentes. A coloragio obtida com o
bandeamento N mostrou 17 tipos de configuragdes baseadas na identificagio
individual dos cromossomos. Esse procedimento permitiu verificar que muitos
univalentes ¢ bivalentes em bastio envolviam os genomas B/G e a maioria dos
bivalentes pareados pertencia aos genomas A/A'. Também foram identificadas
. transloca¢3es em varios genomas,

A hibridagdo gendmica in situ do DNA dos parentais com os
cromossomos do hibrido tem sido aplicada com sucesso em diversos géneros de
plantas (Benett, 1995; Mercado-Ruaro ¢ Delgado-Salinas, 1996 e 1998),
possibilitando identificar a origem dos cromossomos e separé-los por genomas.

tﬁ: observacio de mais do _gue sete bivalenm nos hibridos niio

Jauhar (1968 e 1981) Ennetam, a ﬁ:mwaqﬁo de tnvalentw 16 hibrido (Fi (Flguta




4B) e as configuragbes tetravalentes observadas no parental milheto (Figura 1A)
sugerem que existem homologias intragenomicas.

Com base na observagdo de até 9 bxvalentes’nas metafases 1, Jauhar
(1968 e 1981) concluiu que o pareamento autossindético ocorria dentro do
complemento do milheto e também do capim-elefante. Os bivalentes extras
observados resultariam de pareamento intra-hapléide fm um maximo de dois
bivalentes, dentro de cada um dos trés genomas (A, ?’e B) do hibrido. Esses
resultados contribuiram para fundamentar a teoria de Jahnar (1968) a respeito da
origem dos genomas das espécies de Penniserum a pamr do nimero basico de
cromossomos igual a cinco.

Baseado no exposto, parece razoavel consid que a formaciio de
tnvalenws no hibrido seja resultado de pareamento lmragenomlco ¢ homedlogo
entre cromossomos dos genomas A e A’ ou ainda envolvendo cromossomos dos
trés genomas. Obviamente, quando estas conﬁgulaoﬁw estdo presentes, nio se
pode descartar a possibilidade de ocorréncia de u'anslomqﬁes O tamanho de
alguns bivalentes também podem ser indicativos de parcamento intragendmico.

Em relagio as RONs, os trés acessos e:ﬁbimm dois bivalentes
associados ao nucléolo. Barbosa (2000) relatou a oconéncia de satélite em dois
mmossomosmnéucosdomsoF%-M-OZeemumqommmo dos acessos
F94-49-06 e F94-60-01. :

Aperdadematenalgenéuqoe____gy@oobservadodmamea
mxcrosporogénwe dos hibridos anahsados A segregacio irregular, como ja
menclonado,;f'c;fws-uahzadanosmamsos emumaﬁ'e:quencxaméd:ade 7%na
meiose I (Tabela 6 ¢ Figuras 4C ¢ D). Fxnvénasm&sweteléﬁswl,
observaram-se cromossomos metaﬁswosamdaalmhadosnaplaweqnatoml
(Figura 5A). Na teléfase I, de um a trés micromicleos f?ram observados (Figura
5B), mostrando que alguns cromossomos retardatirios foram incluidos nos
nicleos. Na meiose II do acesso F94-44-03, por aﬁylo nos estagios de
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profase e metifase, foram visualizadas microcélulas adicionais (Figura 6A), que
apresentaram segregaciio cromossomica (Figura 6B). Também foram observados
micromicleos nas tétrades (Figura 7A) e nos micrésporos (Figura 7C). Os
micromicleos, possivelmente, formaram micrécitos que ongma.lam pequenos
grios de polens inférteis (Figuras 7D).

A ehmmac.ao cromossomica via microniicleos ¢ comum em hibridos
mterspeclﬁcos K- mtergenéncos e ja foi amplamente relatada em Hordeum
(Davies, 1974), Nicotiana (Gupta, 1969) e Solanum (Pijnacker et al., 1989). A A
combinacdo de dois lois genomas nos hlbndos gem mitoses ¢ meioses aberrantes e,

U e I -

muitas vezes, leva a eliminagdo cromossomwa (Bapusta-Glacomelh, Pagliarini ¢
Almeida, 2000a) Em Brassicaceae (Sundberg e Glimelius, 1991) foi mostrado
que__existe uma correlagdo entre a eliminagfio cromossdmica ¢ a distincia
genética entre as espécies. |
. Em Penmmisetum, a climinagio cromossdmica foi descrita em
anfidipléides originados de hibridos de milheto x capim-elefante tratados com
colchicina (Gildenhuys ¢ Brix, 1961 ¢ 1964), em hibridos de milheto tetrapléide
com capim-clefante (Raman e Krishnaswamy, citados por Jauhar, 1981) e,
recentemente, por Abreu (2002) em hibridos de milheto e capim-elefante
submetidos a diferentes concentragSes ¢ tempos de exposicio a substincias
Asvéﬁashipéﬁswmencionadasnaﬁtaauuapamexpﬁwaeliminaﬁo
cromossémica em hibridos interespecificos incluem inativagio dos
cromossomos por nucleases (Davies, 1974), formagio de fiso mmltipolar ¢
assincronia na sintese de mucleoproteinas (Bennett, Finch e Barclay, 1976),
proporgdes gendmicas (Subrahmanyan e Kasha, 1973), separagéio espacial dos
genomas, supressio da fungdo dos centrdmeros (Finch ¢ Bennett, 1983) e
assincronia mo ciclo celular e ritmo mitético (Stutz, 1962; Gupta, 1969 e
Subrahmanyan  Kasha, 1973).
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Raman e Krishnaswamy, citados por Jauhar (1981), sugeriram que nos
hibridos de mitheto ¢ capim-elefante bd uma ghmma;ao seletiva dos

Cromossomos do genoma B, visando buscar a slablhdade ¢ fertilidade pela

homolog dos cromossomos dos genomas Ae A’.

No trabalho conduzido por Abreu (2002), ltambém em hibridos de
capim-clefante ¢ milheto, ﬁlmgmdaachmmagotanmdeumgenoma
completo, no caso o B, quanto de cromossomos mdmdums O autor ponderou
que essa eliminacdo cromossdmica seria devido ai proporgSes gendmicas e
controle de expressio génica e descartou a hipétese de divisio assincronica,
relacionando ao fato dos genomas A, A’ ¢ B segregarem normalmente nos
hibridos durants a mitosc. ‘

OsmamsosmosumampomSummsemnlnplasaeompanlndasm
ngo de fragmentos na meiose I ¢ II (Tabela 6 e Figuras 5C, D, E e F). Os
fragmentos apresentavam tamanhos varidveis ¢ foranll observados também nas
telfases, geralmente, na placa equatorial da célula (Figura 5C). Sree Ramulu
(1968), Sethi, Kalia ¢ Ghai (1970) ¢ Sree Rangasamy (1972) j& haviam
mencionado a presenca de pontes nesses hibridos, sgugerindo que as inversdes
s30 a principal fonte para sua formacdo. f

As pontes cromossdmicas podem se originar de diferentes maueiras. Se
apareceremaoompanhadasdeﬁ'agmentos,amsaﬁroﬁveléaoeonén@ia de
inversdes paracéntricas (Sybenga, 1992) A auséncia de fragmentos pode ser
decorrente de eventos d\“mxsd{vmoﬁ” ou seja quebras no centrdmero de forma

_que os dois bragos migram para polos opostos,;podendo originar novos
cromossomos (como telocéntricos e isocmmosomos); (Sautos-Serejo, 1999).
Cromossomos pegajosos € atrasos na ter?nmahzagﬁo de quiasmas
também sdo mecanismos que geram pontes (Baptista- Giacomelli, Pagliarini e
Almeida, 2000b). Nos acessos avaliados, a fregiéncia de cromossomos
pegajosos ¢ de pontes na meiose I ¢ I foi mm%)r no hibrido F94-49-06,
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correspondendo a 2,5% e 10,2%, respectivamente (Tabela 6). Muitas pontes
fommvisuaﬁmdasmteléﬁseledemaisﬁs&sdameiosqn(ﬁguras SD,EeF),
indicando que os cromossomos pegajosos podem estar envolvidos na formagiio
dessa irregularidade nesses genétipos. Na Figura 6C observa-se a fusio de dois
micleos na tel6fase I, provavelmente devido a aderéncias da cromatina.

Em Pennisetum, a presenca de cromossomos peyjdsos causados por
fatores genéticos foi relatada por Rao, Ranganadham e Nirmala (1990), somente
para o milheto.

Citomixia (Figura 6D) e fusos tripolares (Figura 6E) foram também
anormalidades encontradas no acesso F94-44-03 (Tabela 6).

A ocorréncia de citomixia em Pennisetum ndio foi mencionada na
literatura consultada. Certamente, esse fenémeno contribui para reduzir a
viabilidade das plentas hibrides por ocasionar outras anormalidades como a
mixoploidia e a fusio celular.

Como conseqiiéncia da presenga de fuso tripolar (Figura GE), na
segunda divisdo foi observada a formagdo de triades (Figura 7B). Golubovskaya
(1989) descreven alguns genes que podem afetar a formagio do fuso,
especialmente na meiose II. Em muitos casos, esses distirbios nos fusos
meidticos podem produzir gametas ndo reduzidos. Entretanto, em muitas
espécies, tais como Rubus (Thompson, 1962), Fuchsia (Tilquin, Brouwer ¢
Horvart, 1984) e Thunbergia mysorensis (Pagliarini, 1990), foi relatado que 0s
fusos mmiltiplos e tripolares ocorrem esporadicamente, sem afetar todos os
microspordcitos da antera, o que pode ter ocorrido também nos acessos hibridos
avaliados, em fimgdo de a freqiiéncia de fuso irregular ter sido muito baixa
(Tabela 6).

Todas as irregularidades mencionadas contribuiram para a formagio de
micrésporos anormais nos hibridos, variando de bimucleado a multinucleado
(Figura 7C). Como j& mencionado, grios de pélens estéreis e de diferentes
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tamanhos foram observados (Figura 7D e Tabela 6). A completa esterilidade
observada nos trés acessos revela que a combinagao dos genotipos parentais ndo
refletu em graus varidveis de fertilidade nesses hibridos, embora eles
apresentem diferentes freqiiéncias de irregularidades.

Resultados de Sree Ramulu (1968), Sethi, Kalia e Ghai (1970) ¢ Sree
Rangasamy (1972) para viabilidade polinica obtida com corantes nucleares
apontam de 2% a 5% de fertilidade para os hibridos entre o milheto € o capim-
elefante,

A infertilidade associada as altas taxas de irregularidades meidticas e aos
baixos indices meidticos (Tabela 6) confirmam o comportamento meidtico
instavel das plantas hibridas avaliadas.

A divergéncia entre a fregiiéncia de tétrades normais (indice meidtico),
Ou mesmo entre a taxa de irregularidades, € a porcentagem de polens estéreis
(Tabela 6) pode ser explicada de duas maneiras. Primeiro, e mais provavel, é que
nem todas as tétrades identificadas como normais podem efetivamente
apresentar 0s quatro microsporos com nimero balanceado de cromossomos. A
outra possibilidade € a ocorréncia de alteragdes poés-meidticas que podem afetar
a fertilidade do pélen.

2.3.4 Correlagdes entre fertilidade-irregularidades meiéticas e fertilidade-
indice meiético

A taxa de viabilidade, obtida por coloragdo ¢ germinagio, apresentou
correlagdo alta e negativa (r = -0,99 ¢ r = -0,71) com a frequéncia de
irregularidades meidticas para os trés taxa (parentais e hibridos). Isso indica que
quanto maior o mimero de meidcitos anormais, menores valores de viabilidade
sdo observados. Quando foi avaliado o grau de associa¢iio entre a fertilidade,
obtida pela coloragdo e germinagio, ¢ o indice meidtico, as correlagGes também
foram altas, mas positivas (r = 0, 98 ¢ r = 0,55), confirmando que a fertilidade
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estd associada A estabilidade meidtica, expressa pela freqiiéncia de tétrades
normais nos hibridos e genitores (Tabelas 4, 5 ¢ 6).

Em um trabalho conduzido por Sree Ramulu (1968) com o anfidipléide
do capim-elefante ¢ do milketo (2n=6x=42), nio foi observada correlagiio
eonsistemeenn'eosdisuirbiosmeiéﬁcoseogmude&steﬁﬁdadedopélen.

Diante dos resultados, pode-se indicar, para Pennisetum, a utilizaciio do
indice meiético ¢ dos testes de fertilidade como estimativa dos distirbios
meidticos, com a vantagem de formecerem uma avaliagio rapida da situaciio de
uma espécie quanto ao comportamento meiético e sua estabilidade genética,




TABELA 6  Freqliéncia observada (%) de células com anormalidades meiéticas, indice meiético ¢ freqiiéncia de griios
de pélens vidveis {%) obtidos por meio de coloragéo e germinagdo /n vitro para os acessos hibridos

interespecificos
Fase Anormalidade F94-44-03 F94-60-01 F94-49-06
{BAG 63 x M36) (BAG 75x M24) {BAG 91 x M38)
Univalentes 56 6,3 56
-Multivalentes 0,6 1,2 0,9
Ascensfo precoce de 4,1 2,7 6,7
cromossomos’
Segregagfo irregular® 8,5 4,0 3,8
Micromicleos 0,7 1,4 1,2
Pontes® 3,5 1,5 38
Melose I Cromossomos pegajosos 1,7 1,8 2,0
) Niicleo assincrdnico 0,8 0,6 0,1
Células desiguais 0,0 0,1 0,0
Citomixia 0,5 0,0 0,0
~Fuso anormal 0,1 0,0 0,0
Binucleada 0,0 1,3 0,8
e oo m oo —oo - - Agcensfio-precoce — -, - ———2.] S | ~0,0
Segregac#io irregular® 438 0,3 3,0
Micronicleo 24 4,0 1,0
Pontes® 0,7 1,6 34
Meilose I Cromossomos pegajosos 0,0 0,0 0,5
Fusos anormais 0,0 0,4 0,0
Nicleos assingronicos 0,6 0,3 0,0
Nicleos desiguais 0,6 1,5 0,0
Microcélula adicional 1,4 0,0 0,0

... continua...

g

N, Y
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Tab 6, Cont.

Triade 0,7 1,2 0,1
Poliade 04 0,2 0,2
Produtos meifticos Tétrades com micronticleo 8,0 9,0 8,2
Tétrade com ponte 0,1 0,0 0,0
Tétrade com micrésporo 0,2 0,0 0,1
anucleado
Micrésporos com 4,3 4,6 4,1
micronticleo
Total de 52,4 45,6 50,5
__%;_EM@
dice meldtico 41,1 358 28,8
VPC. 0 0 0
VPG* 0 0 0

* e metéfases; * em andfases e telofases; ° em anfases e (el6

fases; “ em préfases, andfases e teléfases; > VPC= Viabilidade do

pélen por coloragfio ° VPG= Viabilidade do pélen por germinagio
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FIGURA 4 Meiocitos dos acessos hibridos entre capim-elefante x milheto - P.
purpureum x P. glaucum). A. Paquiteno com microniicleos (setas); B. Diacinese com
configuragdes univalentes, multivalente (seta) e bivalente heteromorfico (ponta de seta):
C. Metafase | com ascensdo precoce de cromossomos; D. Anifase | com cromossomos
retardatarios; E. Anéfase | mostrando 7 cromossomos em um pélo da célula
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FIGURA 5 Meidcitos dos acessos hibridos entre capim-elefante x milheto (.
purpureum x P. glaucum). A. Telofase I com cromossomos em metédfase I; B. Telofase |
com microntcleo e cromossomos atrasados; C. Teldfase com cromossomos atrasados e
fragmentos; D. Telofase 1 com ponte; E. Telofase I com pontes multiplas; F. Profase II
com ponte
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FIGURA 6 Meibcitos dos acessos hibridos entre capim-elefante x milheto - P.
purpureum x P. glaucum). A. Metifase Il com microcélula adicional (seta); B.
Microcélula em telofase (seta); C. Telofase 11 com fusdo de nicleos; D. Citomixia; E.
Fuso tripolar.
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FIGURA 7  Produtos meidticos dos hibridos entre capim-elefante x milheto (P.
purpureum X P. glaucum). A. Tétrade com micronticleos (setas); B. Triade com
microsporos binucleados; C. Micrésporo com micronicleo; D e E. Gridos de podlens
invidveis de tamanhos diferentes corados com corante de Alexander e em meio de cultura
para indug@o da germinagao.



2.4 CONCLUSOES

Os acessos de milheto apresentaram meiose regular com 7 bivalentes e
alta viabilidade do pélen, demonstrada por meio de o%ilom;ﬁo. Para os acessos
de capim-elefante observaram-s¢ 14 bivalentes nas diacineses ¢ metifases L
Entretanto, os acessos BAG 63 ¢ BAG 91 também af:resenmmm univalentes e
trivalentes. O acesso BAG 63, oriundo de cultura de tecxdos, apresentou maior
freqiiéncia de anormalidades meicticas. !

Em relagfio & germinacdo in vitro, o milheto e q‘: capim-elefante exibiram
uma freqiéncia reduzida de polens funcionais, moguando inabilidade para
emitir o tubo polinico nas condig3es artificiais do meio: de cultura.

Os trés acessos hibridos de capim-elefante e ?mlheto apresentaram alta
taxa de anormalidades, caracterizada pela segregagdo irregular dos cromossomos
que resultaram na formagdo de griios de pélen com mimero nio balanceado de
cromossomos e inférteis. l

Emsteumaaltacorrelaﬁonegaﬁvaentreaiferﬁlidadedopéleneas
irregularidades meidticas ¢ uma correlagiio alta e positiva entre fertilidade-
estabilidade meiética, expressa pelo indice meiético I

¢
l
i
!
|
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CAPITULO3 |

ANALISE GENOMICA EM HIiBRIDOS
DE Pennisetum purpureum e P. iglaucum
!



RESUMO

TECHIO, Vinia Helena. Anilise genomica em hibridos..de Penmiserum
purpureum ¢ P. glaucum. In: Meiose e andlise gendmica em
Pennisetum spp. 2002. Cap. 3, p. 85- 104. Tese (Doutorado em Agronomia -
Genética e Melhoramento de Plantas)- Universidade Federal de Lavras, Lavras.”

Comoobjeﬁvodewﬁmaropammmaomossémicoeogmude
relacionamento genttico entre o capim-elefante (P. purpureum) e o milheto (P.
glaucum), parentais de trés hibridos triploides interespecificos, aplicou-se o
modelo matemdtico de Alonso ¢ Kimber (1981) revisado por Chapman e
Kimber (1992). A afinidade relativa dos genomas foi calculada baseando-se nas
avaliagdes do pareamento cromossdmico de 50 células em diacinese, em que
foram quantificadas as figuras univalentes, bivalentes em anel e em bastio e
trivalentes. As estimativas das relagSes de pareamento nos trés hibridos entre o
capim-elefante € o milheto mostraram que os acessos M24 e BAG?75, genitores
do F94-60-01, apresentam uma maior proximidade gemética entre os seus
complementos cromossdmicos.

* Comité orientador: Lisete Chamma Davide - UFLA (Crientadora) e Anténio Vander
Pereira - Embrapa Gado de Leite,



ABSTRACT

TECHIO, Vania Helena. Genomic analysis in Penmsetum purpureum and P.
glaucum hybrids. In: . Meiose e andlise genom:ca em Pennisetum
spp. 2002. Cap 3, p. 85- 104 Thesis (Doctoxate in Genetics and Plant
Breeding)- Umversxdade Federal de Lavras, Lavras.”

The objective of this study was to evaluate chromoso: ‘ pairing and the degree
of genetic relationship between elephantgrass (P. purpureum) and pearl millet
(P. glaucum). Alonso and Kimber’s mathematical model (1981) revised by
Chapman and Kimber (1992) was applied to three triploid interspecific hybrids.
The genomic relative affinities were calculated baséd on the evaluations of
chromosome pairing of 50 cells in diakinesis, in whlc d univalent, ring and rod
bivalent and trivalent figures were quanuﬁed The g relationships estimate
showed that M24 and BAG 75 accessions, progemto of F94-60-01, present
the major genetic proximity among their chromosome eqmplement

{
yl
§
§

* Guidance Committee: Lisete Chamma Davide — UFLA(MLaProfesor)andAm&mo
Vander Pexeira - Embrapa Gado de Leite -
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3.1 INTRODUCAO

A anilise gendmica clissica envolve a avaliagsio do comportamento
cromossdmico na metifase I em hibridos interespecificos, com o propésito de
estabelecer relacionamentos filogenéticos em grupos de diferentes espécies
(Dewey, 1982; Seberg e Petersen, 1998).

Além de ser empregada na definicio de posicionamentos taxondmicos e
evolutivos, a andlise gendmica tem sua maior aplicabilidade no melhoramento
genético, pois a estimativa da afinidade genética fornece um indicativo da
melhor combinagdo para troca de alelos entre as espécies.

Comoobjeﬁvodeesﬁmaropammentocromossémicoeograude
relacionamento genético entre parentais de hibridos polipléides, vérios modelos
matemdticos foram propostos a partir da década de 1980 (Driscoll, Gordon ¢
Kimber, 1980; Alonso e Kimber, 1981; Jackson e Casey, 1982; Jackson e
Hauber, 1982; Sybenga, 1988; Crane e Sleper, 1989; Chapman e Kimber, 1992;
Sybenga, 1994).

De maneira geral, o5 modelos utilizam as mesmas pressuposigdes e
definigdes (Kimber, Alonso e Salles, 1081; Chapman ¢ Kimber, 1992), embora
em alguns casos, modificacSes e adaptagSes sio propostas e refletem nas
estimativas obtidas.

As afinidades entre os trés genomas reunidos em um hibrido tripléide
geraimente sfo representadas separadamente, considerando as trés combinagdes
possiveis entre trés cromossomos. Tanto no modelo de Sybenga (1988) como no
de Crane ¢ Sleper (1989) utilizam-se muitas varidveis envolvendo todas as
possibilidades de pareamento entre os trés cromossomos dos trés genomas.
Como conseqiiéncia, obtém-se virios parimetros de afinidade ou, de acordo com
Sybenga (1988), pareamento preferencial, em vez de um vinico resultado.



Assumindo que a afinidade entre dois genomas aumenta as custas do
decréscimo das outras combinagdes ¢ considerando ndo ser possivel identificar
os cromossomos em relagio aos seus respectivos genoﬁms, a estimativa de dois
pardmetros, e a partir desses a derivagdo de um terceiro, parece ser suficiente
para observar qual combina¢do de pareamento aument‘Ou ou quais as diferencas
entre os trés genomas (Sybenga, 1992). i

O modelo de Alonso e Kimber (1981), revisado por Chapman e Kimber
(1992), contempla essa proposta. Isso ¢ possivel porque considera-se que hi uma
relagdo simétrica entre os genomas, em que 0s génomas 1 ¢ 2 s3o mais
relacionados (ndo necessariamente homélogos) com uma afinidade relativa de x
e ambos sdo distantementemente relacionados ao gen&na 3, com uma afinidade
relativa y, de forma que x > y. Para relacionar as duas varidveis, considera-se x
+y=1l,emquexvariade 0,52 1,0. 1

Em Pennisetum, Krishnaswamy ¢ Raman d9s4) Pantulu (1967) e
Jauhar (1968 e 1981) descreveram as relagdes de homologta entre os genomas
do capim-elefante (20=4x=28, A’A’BB) ¢ do mitheto (20=2x=14, AA),
baseados observages do pareamento crom't;)ssémioo dos hibridos
interespecificos (20=3x=21, AA’B). Os autores conc gue os genomas A e
A’ sio homélogos/homeblogos, resultando na &M de 7 bivalentes e que os
cromossomos do genoma B permanecem como umvg.lent&s nas metifases I e
diacineses dos hibridos. z

Neste trabalho, o objetivo foi determinar quanmauvamente a afinidade
relanvadosgenomasA,A’ ¢ B do milheto ecaplm-elefama reunidos em trés
hibridos tripléides interespecificos, aplicando o mode]llo proposto por Alonso e
Kimber (1981) ¢ revisado por Chapman e Kimber (199’2).
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material genético

O material bioldgico utilizado neste estudo (Tabela 1) foi coletado nos
meses de abril a julho, de 1999 a 2002, no Banco Ativo de Germoplasma de
Plantas Forrageiras da Embrapa Gado de Leite, localizado em Coronel Pacheco,
MG.

TABELA 1  Hibridos interespecificos entre capim-elefante e milheto
avaliados do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Gado
de Lcitc, Coroncl Pachcco, MG.

Acesso Denominacfio comum Identificacfio
CNPGL F94-44-03 BAG 63 xM 36 Hibrido interespecifico
CNPGL ¥94-60-01 BAG75xM24 Hibrido interespecifico
CNPGL F94-49-06 BAG 91 x M 38 Hibrido interespecifico
3.2.2 Anilise gendmica

As inflorescéncias dos trés acessos hibridos foram coletadas em vérios
cstadios dc descavolvimento cntre 8h30 ¢ 10 horas, fixadas cm aleool ctilico:
acido propidnico (3:1) e annazenadas a —4°C até o momento de serem utilizadas.

As liminas foram preparadas de acordo com o protocolo convencional
para estudos meidticos por meio de esmagamento e boloraﬁo com carmim
propidnico 0,5%.

As fotomicrografias dos meidcitos foram feitas com fotomicroscépio
Olympus BX60, utilizando-se filtro verde e filmes preto e branco Kodak asa
100, revelados com D-76 (Kodak) e copiados em papel Kodabrome Print RCF3,

O pareamento cromossdmico foi analisado em 50 células em diacinese,
registrando-se¢ 0 mimero de univalentes, bivalentes anel, bivalentes em
basto ou abertos ¢ trivalentes. Estes dados foram empregados para avaliagio da
afinidade relativa dos genomas, de acordo com o modelo proposto por Alonso e
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Kimber (1981) e revisado por Chapman e Kimber (1922). Foram empregados os
conceitos de anilise gendmica, conforme Driscoll, Bielig ¢ Darvey (1979) ¢
Alonso, Kimber ¢ Sallee (1981). O conceito de figura meidtica refere-se a
qualquer cromossomo ou grupo de cromossomos ligados por quiasmas
(univalente, bivalentes ou trivalentes). Configuragio jmeidtica ¢ usada para o
conjunto de figuras meiGticas gerado de um uméo grupo homedlogo de
cromossomos dentro de uma célula. i
Neste modelo, a afinidade relativa entre {os dois genomas mais
relacionados (A e A’) ¢é referida como x, podendo trinar-se de uma medida de
homologia ou homeologia, enquanto que a afinidadé relativa com o terceiro
genoma (B) ¢ y. Os valores dexey&sﬁore!acionadoséeqtmqﬁox+y= 1,
portanto, 1 >x > 0,5. Se a afinidade relativa dos dois genomas mais relacionados
¢ tdo alta que niio sefonnmnqmasmasentreosgenon}asAeB ovalordex é 1
ey & zero.
O valor de x obtido pela substitui¢io com osdados observados ¢ dado
pela equagdo: ;
_2-2wifow-2 ,
3—-w
8¢ +4¢c-3-9+4g+u
14c®

em que: w=

b= numero basico de cromossomos

u= univalentes observados/ b

g= bivalentes em anel observados/ b .=
t= trivalentes observados/ b

A obtengio dos valores de afinidade genémiéa implica na estimativa de
ou&ospa:ﬁmeuos,taiscomoaﬁeqﬁénciamédhoomquedoisbmgos
cromossdmicos pareiam, definida como ¢. O va.lorl numérico de ¢ pode ser
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obtido, utilizando os dados observados da seguinte maneira: [bivalentes em
bastio + 2.(bivalentes em anel + trivalentes))/ (2.mimero bisico de
Cromossomos).

Considerando que a afinidade relativa reflete na proporgdio do
pareamento cromossdmico, a freqii€ncia de pareamento entre os genomas 1e2¢é
expressa por cx/ (x + 2y) e entre os genomas I e 3ou 2 e 3 écy/ (x+2y). A
proporgdo de bragos homedlogos sem pareamento é dada por (1 - ¢). A partir
dessas comsideragies, obtém-se as freqiéncias das quatro possiveis
configuragdes e das figuras meiéticas para um grupo de trés cromossomos, em
quedoistémmaioraﬁnidadeentresiewtiodismmﬂnememhcionadoscomo
terceiro (Tabelas 2 e 3).

Para obter a freqiiéncia das figuras meiéticas por célula multiplicou-se a
freqiténcia obtida para um grupo de trés cromossomos pelo mimero bisico de
cromossomos, quando se tratava de bivalentes e, por duas vezes o mimero basico
de cromossomos, quando se tratava de univalentes.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
)

As Tabelas 4, 5 ¢ 6 apresentam as freqiténcias observadas ¢ calculadas
das figuras meidticas e as freqiiéncias das conﬁgumc;oes de bragos para cada
acesso hibrido avaliado. Na Tabela 7 encontram-se[ os valores de afinidade
relativa dos gemomas (x e y), a freqiiéncia medla com que dois bragos
cromossdmicos pareiam e as freqiiéncias das quatro p{ossxvexs configuragles de
bra;;os para os trés acessos avaliados. :

Considerando que a formagio de bivalentes euhhmda como indicador
dogmudepamaoenteasspécieseda'ﬁlaiorprobabilidadede
transferéncia de alelos, verifica-se que os acessos M24 ¢ BAG75, genitores do
hibrido F94-60-01, representam a melhor combinaga‘o genética entre os taxa
avaliados. Isso pode ser constatado, comparando-se as estimativas obtidas para
osuashibndos,pelasﬁeqﬁénctasdebwalememanel(fabelas4 5e6)ede
pareamento entre os cromossomos dos genomas 1 -2=A-A (0,847) que
refletiram em uma maior afinidade relativa (x= 0,994) entre estes dois genomas
(Tabela 7). ’

O valor de x=0,955 obtido para o hibrido F94/44-03 (Tabela 7) sugere
uma variag3o na afinidade relativa entre os complementos cromossémicos dos
genitores. A variagdo na correspondéncia gendmica ﬁea também evidenciada na
estimativa do pareamento cromossémico. Os dois genomas mais relacionados
(1-2 = A - A’) apresentam uma taxa de pareamento de;0,610, enquanto que esse
valor foi de 0,847 e 0,799 para os acessos F94-60-01 ¢ F94-49-06,
respectivamente (Tabela 7). Em contrapartida, verifica-se um aumento na taxa
de pareamento entre 0s cromossomos dos genomas 1 ~'3 (A - B) 6 2 - 3 (A" -
B) (Tabela 7). Isso ocorre tanto quando formam-S¢ bivalente em anel +
univalente na configuragio de bragos 2 ~ 3, 1 com 2 — 3, 1, como também
quando formam-se trivalentes na configuragio 1,2,3’éom 1,2,3 (Tabelas 4 ¢
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7). Esses eventos contribuiram para aumentar a afinidade relativa entre os
genomas 1 -3 (A-B)e2 -3 (A’ - B), expresso pelo y (Tabela 7), se avaliado
analogamente com os valores dos outros dois hibridos.

Essa constatac3o vem ao encontro de informagdes da literatura. Sybenga
(1992) relatou que, quando ha decréscimo na afinidade entre dois genomas,
possivelmente a afinidade entre os outros dois genomas pode aumentar, assim
como a freqiéncia de bivalentes com um univalente aumenta as custas da
freqiiéncia de trivalentes.

AdiferengadoF94—44-03mre!aﬁoaosdemaisnoque se refere &
afinidade relativa (x) encontra sustentacio na maior taxa de irregularidades
observadas nos seus meiécitos ¢ de seu genitor capim-elefante (BAG 63),
conforme apresentado no capitulo 2.

Quando comparadas as freqiiéncias das figuras meiéticas observadas e
calculadas para os trés hibridos (Tabelas 4, 5 e 6), constata-se que o acesso F94-
44-03 apresentou maior diferenca. Apesar disso, ele pode ser classificado Jjunto
com os outros dois acessos como hibridos interespecificos do tipo 2:1, pois a
afinidade relativa (x) foi superior a 0,8 e 0 mimero de trivalentes nio excedeu ao
de bivalentes em anel. Hibridos 2:1, de acordo com Alonso e Kimber (1981), sio
aqueles que apresentam dois genomas mais relacionados, niio necessariamente
homélogos,eambossiomaisdismnementerelacionadosdeumtewdro
genoma.Essaeonsmﬁopaxaosgenomasdoshibﬁdosemveomﬂhetoeo
capim-elefante, como ji mencionado, tem sido amplamente relatada na
literatura,

A ocorréncia de trivalentes nos trés acessos est4 também de acordo com
a defini¢io para hibridos 2:1, pois, conforme Alonso e Kimber (1981), essas
configuragdes sio sempre esperadas quando x < /.

Aplicando-se o principio da relagio simétrica dos genomas proposto por
Alonso e Kimber (1981) aos valores obtidos Ppara os acessos (Tabela 7), observa-



s¢ que a diferenga estrutural e genética entre os genomas A e A’ é pequena,
enquanto que entre estes ¢ o genoma B ¢ maior, pois;a afinidade relativa média
(x) foi 0,978 e y= 0,022, confirmando numericamenlge a maior correspondéncia
dos genomas A ¢ A’ mencionada. Para os hibridds entre Secale cereale x
(Triticum aegilopoides x T. tauschii) e entre Hordeum Jubatum x Secale cereale,
resultados semelhantes foram obtidos (Alonso e Ktmber 1981).

Os valores observados para y sugerem que exlsbe homeologia, mesmo
que em um grau reduzido, entre os genomas A e A’ ’oom o B. Essa proposicio
encontra sustentagio na origem hibrida do parental capim-elefante que reuniu os
genomas A’ ¢ B. E provavel que as espécies pam{nans doadoras desses dois
genomas apresentavam alguma homologia cromossdmica para permitir a
formag#o de um hibrido estével e vidvel como € o capim-elefante. O maior valor
de y para o acesso F94-44-03 (Tabela 7), emre(aﬁto, pode ser resultado de
translocagdes que refletiram também no aumento da freqiiéncia de trivalentes
(Tabela 4), ja que um de seus parentais (BAG 63) é oriundo de cultura de tecidos
¢ esta pode aumentar a taxa de irregularidades em um genét:po como ja relatado
para esse acesso no capitulo 2.

O emprego do modelo matemético de Alonso e Kimber (1981), revisado
por Chapman ¢ Kimber (1992), demonstrou qnanm'fmvamente a proximidade
genética nas trés diferentes combinagdes hibridas envolvendo acessos de milheto
¢ capim-clefante. Estes dados associados as mformagées de fertilidade,
irregularidades e estabilidade meiéticas (capitulo 2) fornecem subsidios tteis
quando o objetivo ¢ a transferéncia de alelos. Palla inferéncias evolutivas,
recomenda-seaavahm;aodeumma;ornumerodefamﬂmseaconcﬂ:awodesm
resultados com estudos de genética ¢ cltogenetm, molecular ¢ bandeamento

cromossémico.
{
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TABELA 5  Freqiiéncias das configuragdes ¢ figuras mei6ticas em um grupo de trés cromossomos ¢ fregiiéncias
calculada ¢ observada das figuras meidticas por célula para o acesso F94-60-01 (hibrido entre .

purpureum x P. glaucum)

&

Configuragdes de Braco longo
bragos e fregiiéncias a1-2,3) (1-3,2) 2-3, 1) (1, 2, 3)
Braco curto h
(1-2, 3) Ila+1*=0,718 = 0,004 I1I= 0,007 lib + = 0,087
(1-3,2) I11= 0,004 Ila + I= 0,00002 111= 0,00007 b + [ =0,0007
2-3,1 I1I= 0,004 I1I= 0,00002 Ila - I= 0,00002 IIb + I= 0,0007 f
(1, 2, 3) Ib + 1= 0,120 11b + I= 0,0007 IIb + I =0,0007 31=0,020
Figura meibtica® Freqiiéncia em um grupo  Fregqiiéncia em uma Freqiiéncia observada
de 3 cromossomos célula
I 0,55 77 6,8
IIb 0,24 1,7 2,0
Ila 0,71 5,0 5,0
Il 0,016 0,01 0,06

"I = univalente; Ila= bivalente em anel; ITb= bivalente em bastdo e I11= trivalente

—
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TABELA 7  Afinidade relativa dos genomas (x e y), fregiiéncia média com que dois bragos cromossdmicos pareiam
(c) e frequiéncias das quatro possiveis configura¢Ses de bragos para os acessos F94-44-03; F94-60-01 e
F94-49-06 (hlbrldos entre P. purpureum x P. glaucum)

101

Acessos € genomas xey ¢ Freqiiénciade Configuracbes dos Freqiiéncia
pareamento bragos
F94-44-03
1-2 x= 0,955 0,698 ox/ (x +2y) (1-2,3) 0,610
1-3 y= 0,045 0,698 cy/ (x +2y) (1-3,2) 0,028
2-3 y= 0,045 0,698 oyl (x +2y) 2-3,1 0,020
1,2,3) 0,302
F94-60-01
1-2 x= 0,994 0,858 cx/ (x +2y) (1-2,3) 0,847
1-3 y= 0,006 0,858 cy/ (x +2y) 1-3,2) 0,005
2-3 y=0,006 0,858 cy/ (x +2y) 2-3,1) 0.005
e e , R o i
F94-49-06
1-2 x= 0,[985 0,824 cx/ (x+2y) (1-2,3) 0,799
1-3 y=0,015 0,824 cy/ (x +2y) 1-3,2) 0,012
2-3 y=0,015 0,824 cy/ (x +2y) @2-3,1) 0,012
(1,2,3) 0,176

! Afinidade relativa dos genomas; “ Freqliéncia média com que dois bragos cromossdmicos pareiam



3.4 CONCLUSOES

As estimativas das relagdes de pareamento nos trés hibridos entre o
capim-elefante e o milheto mostraram que os acessos M24 ¢ BAG75, genitores
do F94-60-01, apresentam uma maior proximidade genética entre os seus
complementos cromossdmicos.

A variacio na afinidade relativa entre os complementos cromossémicos
dos genitores foi evidenciada pela estimativa da afinidade relativa dos genomas
e confirmada pela freqiiéncia de pareamento cromossémico.
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