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Introducio

Pennisetum Rich é um importante género 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 [1].

Uma das estratégias do programa de melhoramento é
recorrer & hibridagio entre o capim elefante e o milheto,
buscando reunir no hibrido, algumas caracteristicas
desejaveis do milheto [1]. O resultado ¢ um hibrido
tripléide infértil, o 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 cromossémico
utilizando tecnologia citogenética, produzindo um
hibrido hexaploide. A disponibilidade de técnicas para
confirmagdo da ploidia ¢ essencial para o
acompanhamento desses hibridos e dos materiais
obtidos a partir dos experimentos de indugio de
poliploidia. A citometria de fluxo é usada para mensurar
a quantidade de DNA dos nucleos, permitindo avaliar o
nivel de ploidia, representando um ganho tecnolédgico
em relagdo a contagem cromossdémica, pois permite a
analise de forma rapida de um grande nimero de
plantas.

O objetivo do presente trabalho foi estabelecer um
protocolo de utilizagdo da citometria de fluxo para
analise genémica 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.

Material e métodos

Os hibridos tripldides (Tabela 1) foram escolhidos
para a condugdo dos experimentos baseado numa
analise dialélica, onde esses hibridos apresentaram boa
capacidade especifica de combinagdo [2].

Seedlings triploides com 60 dias de cultivo in vitro foram
selecionados para os tratamentos de indugdo de duplicagio
cromossdmica. Os explantes (obtidos por cortes a 2cm
abaixo e 1,5cm acima do coleto) foram mergulhados até a
altura do coleto em solugdo de colchicina 0,1% por 24
horas. Posteriormente os explantes foram assepticamente
lavados em trés baterias de agua destilada estéril e
inoculados em meio MS, permanecendo neste meio por 60
dias a*¢ a etapa de aclimatagfio ¢ transferéncia para os
vasos em casa de vegetagao.

Para determinagdo da quantidade de DNA dos parentais
por atometria de fluxo foram realizadas cinco repeticdes
constituidas da analise de 5 plantas. A analise de ploidia
das plantas obtidas apos os experimentos de indugdo de
duplicagdo cromssomica foram realizadas pelo método
descrito por Galbraith et al. [3]. O tampdo de lise LBO1
descrito por Dolezel et al. [4] foi utilizado para a obtengio
dos nucleos que posteriormente foram corados com
solu¢do de iodeto de propideo, prosseguindo-se a analise
das amostras no citémetro FacsCalibur para obtengdo do
pardmetro FI2-lodeto de propideo, para estimacgio da
quantidade de DNA dos niacleos. Como padrio de
comparagio externo foram utilizados nuicleos de Pisum
sativumcom 9,09 pg de DNA,

Resultados

A quantidade de DNA estimada para os parentais e o
esperado para os hibridos sdo mostrados na Tabela 1. Um
histograma para determinagiio da quantidade de DNA dos
parentais BAG-65 e M-35 ¢ mostrado na Fig. 1A. O valor
médio da quantidade de DNA esperada para os hibridos
triploides (4,58pg) foi utilizada em comparagio com a
quantidade de DNA do padriao (Pisum sativum = 9,09pg)
para posicionamento dos picos Gl das amostras e
identificagdo e selegfo das plantas triploides e hexaploides
apos indugdo de duplicagdo cromossdmica. A posigio do
pico Gl do padrio (apdés 5 amostras analisadas) foi
estabelecida no canal 255+1,58. Efetuando-se o célculo,

Qta DNA esperada para o hibrido X 255 =
9,09
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temos os valores esperados de posicionamento dos
picos Gl para plantas triploides em cada um dos
cruzamentos (Tabela 1). Diante disso, amostras com
quantidades de DNA do pico G préximas aos canais
127-129 foram determinadas como tripldides, e amostras
com quantidades de DNA do pico Gl préximas aos
canais  254-258  (correspondente a0 dobro da
quantidade de DNA), foram identificadas como
hexaploides. Entre os sobreviventes dos tratamentos de
indugdo de duplicagio cromossémica, 33 plantas foram
analisadas por citometria (Tabela 1). Desse total, 6
plantas foram identificadas como hexaploides (18%).
Histrogramas representativos de plantas triploides e
hexaploides apés experimentos de indugio de
duplicagio cromossomica sdo mostrados
respectivamente nas Fig. 1B e Fig. 1C. Vérias plantas
ndo apresentaram uma ploidia estivel, sem a presenga
de dois picos (G1 e G2/M) facilmente identificiveis (Fig.
ID). O percentual de cada classe de plantas apds os
experimentos ¢ mostrado na Fig. 2.

Discussao

A duplicagdo cromossOmica tem sido uma estratégia
adotada em varios trabalhos. Entretanto, o sucesso
deste procedimento depende de um trabalho em larga-
escala, uma vez que a eficiéncia da técnica é
naturalmente baixa. Entretanto, essa necessidade
esbarra em um problema de viabilidade dos
experimentos, que é como avaliar a ploidia de um
grande nimero de plantas obtidas apés os
experimentos de indugdio de duplicagio cromossdmica.
A contagem do nimero cromossémico e a avaliagio do

tamanho e frequéncia de estdmatos tem sido
rotineiramente  utilizado  como  parimetros  de
identificacio  de  ploidia.  Entretanto,  esses

procedimentos sdo relativamente demorados e invidveis

para serem utilizados em um experimento em larga-escala. A
citometria de fluxo representa um ganho tecnolégico nesse
sentido. Facilmente, em um dia de trabalho ¢é possivel
estimar a quantidade de DNA de até 100 plantas, com
confiabilidade elevada dos resultados. Pela citometria é
possivel ainda estabelecer a ploidia de diferentes partes da
planta (ou diferentes tecidos), procedimento nem sempre
facil de se estabelecer via andlise citogenética. Com o uso
dessa tecnologia uma andlise rapida das plantas para
identificagdo das hexapldides pode ser feita, prosseguindo-
se¢ entdo a andlise citogenética das mesmas, para
confirmagdo do numero cromossémico. Diante disso,
ganha-se muito em tempo & possibilidade de anélise de um
grande nimero de plantas.
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Tabela 1. Hibridos tripléides entre capim elefante ¢ milheto utilizados nos experimentos de indugdo de duplicagio cromossdmica,

Parental : Quantidade de Posigdo Nuamero de plantas avaliadas ]
: Parental Quantidades .. A Niumero de plantas

Capim nilkists de DNA (pg) DNA esperada esperada do apos indugdo de duplicagdo Heianlbides

clefante e PE (hibridos 3X)  Pico Gl (3X) cromossomica Rl

94-7-1 M-40 94-7-1 = 4,50+0,054 4,57 128 6 2
M-40 = 4,65+0,102

BAG 65 M-35 BAG 65 =4,56+0,123 4,61 129 4 1
M-35=4,67+0,132

91-2-5 M-42  91-2-5=4,5240,088 4,55 127 3 1
M-42 =4,59+0,235

BAG 19 M-59 BAG 19 = 4,52+0,068 4,60 129 4 1

M-59 = 4,68+0,124
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BAG 75 = 4,5140,167
M-59 = 4,68::0,124
BAG 27 = 4,50+0,034
M-36 = 4,610,078
BAG 64 = 4,5340145
M-64 = 4,7040,345
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M-29 = 4,650,002
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BAG 64 = 4,510,123
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94-9-1 = 4,530,124
M-27 = 4,66+0,023
91-2-5 = 4,5240,088
M-29 = 4,65+0,002
91-25-5 = 4,50+0,234
M-31 = 4,670,109
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Figura 1. (A) Determinagio da quantidade de DNA dos parentais BAG 65 (Capim elefante) e M-35 (Milheto). Pico G| do BAG 65
(linha em azul) estd posicionado no canal 130 (equivale a uma quantidade de DNA de 4,65pg); o pico G1 do M-35 (em vermelho) esta
posicionado no canal 131 (equivale a uma quantidade de DNA de 4,67pg). Esses valores foram determinados utilizando-se como
padrdo nicleos de Pisum sativum (9,09pg de DNA, Canal-255, representado pelos picos menores a direita); (B) Planta tripldide do
cruzamento 91-2-5 X M-29 apds tratamento de indugio de duplicagdo cromossémica. O pico Gl da amostra coletada nessa planta
posicionau-se no canal 128, quantidade de DNA correspondente a uma planta 3X; (C) Planta hexapléide do cruzamento BAG 65 X
M-35 apés tratamento de indugio de duplicagio cromossdmica. O pico G1 da amostra coletada nessa planta posicionou-se no canal
253, quantidade de DNA correspondente a uma planta 6X; (D) Planta com grande variagio de guantidade de DNA Existem células
com quantidade de DNA 3X e 6X, mas a maioria das células apresentam uma quantidade de DNA sub-3X. Esta observagio pode ser
devida a eliminagdo cromossomica, fenomenos comum observado ap 6s hibridagio ou poliploidia,
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Figura 2. Percentual de plantas em cada uma das classes (tripldide, mixoploide e hexaploide) entre as 33 plantas analisadas.
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