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Resumo

Uma das estratégias do programa de melhoramento do capim elefante é recorrer &
hibridagao entre essa espécie e o milheto. O hibrido resultante é tripléide e inférti, uma
das limitagdes do seu emprego no melhoramento. A utilizagdo de técnicas citogenéticas
para inducdo de duplicacio cromossdémica desse hibrido é uma das solugdes.
Adicionalmente, € essencial a disponibilidade de tecnologia para andlise rdpida e
confidvel de um grande ndmero de plantas submetidas aos tratamentos de
poliploidizagdo. A citometria de fluxo é uma dessas tecnologias, podendo ser utilizada
larga-escala. O objetivo do presente trabalho foi estabelecer um protocolo de andlise
gendmica em capim elefante, milheto e seus hibridos tripléides e hexapléides induzidos
via duplica¢do cromossémica. As quantidades de DNA foram determinadas em 4,66pg,
4,52pg e 4,56pg respectivamente para o milheto M-41, capim elefante BAG-19 e o
tripléide M-41xBAG-19. Quinze plantas submetidas 2 indugio de duplicacio
cromossdmica foram analisadas por citometria. Destas, dez ndo responderam ao
tratamento € cinco mostraram-se como mixopléides (com células tripldides e
hexapléides). Palavras-chave: Pennisetum purpureum, P. glaucum, citometria de fluxo,

duplicagdo cromossdmica.

1. Introducio

O género Pennisetum Rich é um dos mais importantes géneros da familia
Poaceae, sendo Pennisetum purpureum Schumach (capim elefante) e Pennisetum
glaucum (1.) R. Br. (milheto) as espécies cultivadas de maior importincia econdmica e
forrageira do género (Pereira et al., 2000).
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Considerando a capacidade do capim elefante de trocar alelos com outras
espécies de Pennisetum, uma das estratégias do programa de melhoramento é recorrer 2
hibridagdo entre o capim elefante e o milheto, buscando reunir no hibrido, algumas
caracteristicas desejéveis do milheto (Pereira et al., 2000). A hibrida¢do entre ambas as
espécies produz um hibrido tripléide infértil, 0 que tem sido apontado como um
problema, limitando o seu emprego nos programas de melhoramento.

A restauragdo da fertilidade do hibrido pode ser conseguida pela duplicagdo do
conjunto cromossdmico utilizando tecnologia citogenética, produzindo um hibrido
hexapléide (Hanna ¢ Dujardin, 1986). Ao mesmo tempo, técnicas para confirmagio da
ploidia sd@o fundamentais para o acompanhamento desses hibridos e dos materiais
obtidos a partir dos experimentos de indugdo de poliploidia. A citometria de fluxo é
usada para mensurar a quantidade de DNA de nicleos, permitindo avaliar o nivel de
ploidia, representando assim uma ferramenta Gtil no acompanhamento de todo o
processo de indugio de poliploidia. A metodologia representa um ganho tecnolégico em
relagdo a contagem cromossdmica para avaliagdo de ploidia, pois permite a andlise de
forma rdpida de um grande nimero de plantas.

O objetivo do presente trabalho foi estabelecer um protocolo de utilizagdo da
citometria de fluxo para analise gendmica em hibridos entre capim elefante e milheto
com potencial utilizagdo em larga-escala na avaliagdo de ploidia de plantas obtidas por

técnicas citogenéticas de indugdo de poliploidia.

2. Material e Métodos
2.1 Hibrido tripléide

O hibrido tripléide obtido a partir do cruzamento dos materiais (BAG-19) de capim
elefante e (M-41) de milheto foi escolhido para a condugdo dos experimentos baseado

numa andlise dialélica onde este hibrido apresentou boa capacidade especifica de
combinacio (Daher, 2003).

2.2 Indug@o de duplicagdo cromossdmica em hibridos tripléides
2.2.1 Exposi¢do de seedlings in vitro

As sementes tripléides hibridas foram desinfestadas e inoculadas em tudos de
ensaio contendo meio MS. Os seedlings com 60 dias de cultivo in vitro foram

selecionados para tratamentos de indug@io de duplicagdio. A parte aérea, 1,5 cm acima do



coleto, foi cortada, assim como o sistema radicular 2,0 cm abaixo, constituindo o
explante que foi submetido ao tratamento com colchicina para inducio de poliploidia.
Os explantes foram mergulhados até a altura do coleto em solugdo de colchicina 0,1%
por 24 horas. Posteriormente os explantes foram assepticamente lavados em trés
bateriais de dgua destilada estéril e inoculados em meio MS, permanecendo neste meio

por 60 dias até a etapa de aclimatagio e transferéncia para os vasos em casa de
vegetacao.

2.3 Andlise por citometria de fluxo

Para 0 BAG-19 de capim elefante, 0 M-41 de milheto e o hibrido tripl6ide in
vitro foram realizadas cinco repeti¢bes constituidas da anilise de 5 plantas. Quinze
seedlings obtidos a partir dos experimentos de indugdo de duplicagio cromossdmica
foram avaliados por citometria de fluxo para estimativa da quantidade de DNA. Para a
obtengdo da suspensdo de niicleos utilizados na andlise por citometria de fluxo foi
utilizado o protocolo descrito por Galbraith et al., (1983). O tampdo de lise LBO1
descrito por Dolezel and Bartos (2005) foi utilizado para a obtencdo dos nicleos que
posteriormente foram corados com solugdo de iodeto de propideo, prosseguindo-se a
andlise das amostras no citdmetro FacsCalibur para obtengao do pardmetro FL2-lodeto
de propideo para estima¢do da quantidade de DNA dos micleos. Como padrio de

comparagdo externo foi utilizado nicleos de Pisum sativum com 9,09 pg de DNA.

3 Resultados e discussio

Os resultados de quantidade de DNA para os materiais BAG-19 de capim
elefante, M-41 de milheto, e o hibrido tripléide in vitro sdo mostrados na Figura 1 e
Tabela 1.

A posicdo do pico G1 dos micleos de Pisum sativum (padrio externo de
comparagao) foi determinada no canal 255 e as estimativas das quantidades de DNA do
M-41, BAG-19 e do hibrido tripléide foram obtidas pela posigio relativa dos seus picos
G1 em relagdo ao padrdo (Tabela 1). Para o M-41 e 0 BAG-64 as estimativas foram de
4,660,188 e 4,52+0,068 pg de DNA respectivamente (Tabela 1). Como esperado, o
hibrido tripléide deveria ter a média da quantidade de DNA entre os dois parentais

(4,59pg), sendo o resultado observado de 4,56+0,142 (Tabela 1).
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Figura 1 - Estimativas da quantidade de DNA
por citometria de luxo. (A) Milheto M-41: (B)
Capim elefante BAG-19: (C) Hibrido tripléide
produzido a partir do cruzamento M-41xBAG-
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Tabela 1 — Anilise estatistica das estimativas de quantidade de DNA.

Material Repeticdes Posicdo do Pico Coeficiente de  Quantidade de
G1 (Canal) variacao dos DNA (pg)
picos G1
Padrido Pisum sativum J 255+1,58 2,76+0,041 9,09
Milheto M-41 5 131+5,24 2,90+0,032 4,66+0,188
Capim elefante BAG-19 5 127+2,00 3,10+0,071 4,52+40,068
Triploide M-41xBAG-19 5 128+4,06 3,2040,109 4,56+0,142

Como medida de confiabilidade da técnica, adotamos os coeficientes de variacio

dos picos G1, sendo aceito coeficientes de variagio abaixo de 4% como medidas de boa

confiabilidade nas estimativas de quantidade de DNA. Para os materiais analisados, os

coeficientes variaram de 2,76 para Pisum sativum a 3,20 para o tripléide (Tabela 1).

Para os seedlings submetidos a indugdo de duplicagdo cromossdmica, dez nio

responderam ao tratamento e possuiam somente células com quantidade de DNA

correspondentes a quantidade 3X (tripldide). Cinco seedlings foram identificados como

mixopléides, possuindo tanto células 3X quanto 6X (Figura 2).
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Figura 2 - Histogramas de quantidade de DNA em seedlings submetidos ao tratamento
de indug¢do de duplicagdo cromossdmica. (A) Seedling tripléide; (b) Seedling
mixopléide (3x + 6x)

4 Conclusoes

A técnica de citometria de fluxo permite a distingd@o de ploidia entre os seedlings
obtidos via experimentos de indugdo de poliploidia, pela estimacio da quantidade de
DNA. Adicionalmente a técnica permite uma avalia¢do rdpida de um grande nimero de
seedlings, representando um ganho tecnoldégico na avaliagdo das plantas em relagdo a
simples contagem do nimero cromossdémico.
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