AVALIACAO DE PLOIDIA EM Pennisetum sp.
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Introdugio

Pennisetum é um dos importantes géneros da familia Poaceae, ¢ Pennisetum purpureum Schumach
(capim elefante) e Pennisetum glaucum (L) R. Br. (milheto) sdo as espécies mais importantes
economicamente, sendo utilizadas como forrageiras (Martel el al., 2004). O capim elefante € uma espécie
tetraploide, com 2n=4x=28 cromossomos e constituiglio genémica A’A'BB (Martel et al., 2004). O milheto é
uma espécie dipléide, com 2n=2x=14 cromossomos ¢ constituiglio gendmica AA (Martel et al., 2004). Uma
das estratégias dos programas de melhoramento dessas espécies ¢ a hibridagdio interespecifica que resulta
num hibrido tripléide com 2n=3x=21 cromossomos ¢ constituigio genémica AA'B (Hanna, 1999). A
esterilidade desse hibrido, devido a sua condigdo triploide é uma das limitagdes do seu emprego nos
programas de melhoramento. A restauragio da fertilidade desses hibridos pode ser conseguida pelo emprego
de tecnologia citogenética visando a duplicagiio do mimero cromossdmico pelo uso de agentes antimitoticos
(Campos et al., 2008). Neste caso, um hibrido hexaploide, com 2n=6x=42 cromossomos ¢ obtido a partir dos
experimentos de duplicagio cromossémica. O trabalho de manipulagio desses materiais de Penrisetum
envolvendo diferentes niveis de ploidias (diploide, triploide, tetraploide e hexaploide) requer metodologias
de avaliagfio e identificagdio rapida das plantas utilizadas nos experimentos.

A citogenética utilizando-se de contagem cromossémica tem sido utilizada para este objetivo nos
experimentos utilizando materiais de Pennisetum (Abreu et al., 2006; Barbosa et al., 2007). Entretanto, as
metodologias da citogenética sdo trabalhosas e dificultam a andlise de um grande nimero de plantas,
limitando o tamanho dos experimentos. A citometria de fluxo para avaliagio da quantidade de DNA e a
andlise de freqiiéncia e tamanho de estématos tém sido apontados como métodos répidos e seguros para
avaliagdio de ploidia em vérias espécies (Silva et al., 2000; Gu et al., 2005).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o uso da citometria de fluxo e de andlise estomatica como
metodologias para avaliagdo de ploidia em materiais de Pennisetum de forma rapida e segura para um grande
numero de plantas.

Material e Métodos

1. Material vegetal

Foram utilizados nos experimentos os materiais 91/25-5, 94-28-3 € 91-2-5 de capim elefante ¢ M-27,
M-29 e M-31 de milheto, os hibridos triploides 91/25-5 X M-31; 94-28-3 X M-27 e 91-2-5 X M-29 ¢ plantas
hexaploides obtidas por duplicagio cromossémica desses hibridos triploides (Campos et al.. 2008). Foram
utilizadas nas avaliagdes, 10 plantas de cada parental e 10 plantas dos hibridos triploides. Quatrocentas ¢
oitenta (480) plantas obtidas dos experimentos de duplicagiio cromossdmica foram avaliadas.
2. Citometria de fluxo

As quantidades de DNA dos materiais envolvidos nos experimentos foram determinadas pela
citometria de fluxo. Para este objetivo, vinte miligramas de tecido foliar jovem dos materiais de Pennisetum

juntamente com a mesma quantidade de tecido foliar jovem de Glycine max (padrdo de referéncia, 2,5pg).
foram triturados em placa de Petri com lmL de tampdo LBO1. (Dolezel, 1997). A suspensdo nuclear obtida
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foram adicionados 25ul. de iodeto de propidio e 2,5puL de RNase. Dez mil niicleos foram analisados por
amostra para determinagio da quantidade de DNA como mostrado a seguir:

Qtd (DNA) = Posicdio do pico G1 da amostra analisada X 2,5pg
Posigiio do pico G1 do padréo de referéncia

3. Avaliagdo de freqiiéncia e tamanho dos estématos

Para andlise de freqii€ncia e tamanho dos estdmatos foram realizados cortes paradérmicos no terco
médio foliar. Os cortes foram clarificados em hipoclorito de sodio 1%, durante cinco minutos, sendo
enxaguados em 4gua destilada por dez minutos. Apos a lavagem, as segdes foram coradas com azul de asira
e safranina. Os cortes foram montados em glicerina 50%. Para cada planta foram avaliadas 5 folhas e para
cada folha foram avaliados cinco campos aleatorios. Para avaliagdo das varidveis foi utilizada uma ocular
micrometrada. Analise estatistica foi realizada utilizando-se Tukey (p < 0,05).

Resultados e Discussiao

As quantidades de DNA estimadas para os parentais de capim elefante ¢ milheto, para os hibridos
triploides ¢ hexaploides sdo mostradas na Tabela 1. As quantidades de DNA média para os materiais de
capim elefante e milheto foram respectivamente de 4,556pg e 4,76pg. E possivel observar neste caso, que
para estes materiais, nfio existe uma correlagio entre quantidade de DNA com ploidia e nimero
cromossémico. Embora milheto seja uma espécie diploide com 14 cromossomos e capim elefante uma
espécie tetraploide com 28 cromossomos, milheto apresenta uma quantidade de DNA ligeiramente superior a
quantidade de DNA de capim elefante. Estes resultados sfio explicados pelos cromossomos de milheto que
sdio maiores do que os cromossomos de capim elefante. Estes resultados demonstram uma dificuldade em
distinguir os materiais diploide, triploide e tetraploide, uma vez que as quantidades de DNA sfio muito
proximas. A partir da Figura 1 € possivel observar histogramas representativos para os materiais diploide,
triploide e tetraploide.

Entretanto € possivel observar a partir da Figura 1A que trabalhando-se com resultados de boa
qualidade (coeficientes de variagiio baixos) € possivel distinguir entre as quantidades de DNA de milheto e
capim elefante. Sobreposi¢io entre as quantidades de DNA dos hibridos triploides e do capim elefante
ocorre, dificultando a separagiio entre esses materiais. Ja os hexaploides sfio distinguiveis pela citometria de
fluxo, uma vez que esses materiais apresentam o dobro da quantidade de DNA dos hibridos triploides.

Os resultados de tamanho e freqiiéncias de estdmatos sfio apresentados na Tabela 2. Assim como
para as estimativas de quantidade de DNA, com as caracteristicas estomaticas ¢ possivel distinguir as plantas
hexaploides das triploides, embora a distingéo das plantas triploides, tetrapléides e diploides nio seja de fécil
realizagdo.

Tabela 1 — Quantidades de DNA estimadas por citometria de fluxo para
materiais de Pennisetum sp.

Capim elefante (tetraploide) Quantidade de DNA (pg)
91/25-5 4,54 +0,021
94-28-3 4,57 +0,012
91-2-5 4,56 +0,032

Milheto (dipléide) Quantidade de DNA (pg)
M-27 4,74 + 0,040
M-29 4,76 +0,017
M-31 478 + 0,010

Tripléides Quantidade de DNA (pg)
91/25-5 X M-31 4,51 £0,011
94-28-3 X M-27 4,50 40,037
91-2-5 X M-29 4,50 + 0,032

Hexaploides * Quantidade de DNA (pg)
91/25-5 X M-31 9,02 +£0,034
94-28-3 X M-27 9,05+ 0,015
91-2-5 X M-29 8,99 + 0,023

* Plantas obtidas por duplicagfio cromossémica a partir dos hibridos triploides.



-

Rketo
Capim elefante HibitID
T riplGide

e
Heoltn

LA 9 ¢_

& it % LD v '
O ot amds

Figura 1 — Histogramas mostrando as quantidades de DNA proximas de Milheto e Capim elefante (A) ¢ do
hibrido tripléide em (B).

E possivel observar que nas plantas hexaploides os estématos sio em média 1,56x maiores do que os
estomatos das plantas triploides. Com relagdio 4 freqtiéncia estomética, nas plantas hexaploides os estdmatos
sio 1,85x menos freqientes. Esta relagio (redugiio na frequéncia e aumento do tamanho de estébmatos com
aumento da quantidade de DNA) ja tinha sido relatada em trabalhos com outras espécies (Silva et al., 2000,
Gu et al., 2005), mas ndo para espécies de Pennisetum. Este trabalho demonstra que as caracteristicas
estomaticas diferem marcadamente entre plantas triploides e hexaploides e sendo este um método de analise
rapido e seguro, constitui um modo eficiente de avaliagfio de ploidia em hibridos de Pennisetum.

A partir da Figura 2 ¢ possivel observar estématos de plantas triploides e hexaploides.

Tabela 2 — Tamanhos e freqiiéncias de estbmatos em mateniais de Pennisetum

sp.
Capim clefante Tamanho dos estématos Frequéncia de estdmatos
(tetrapléide) (um)' (mm’)
91/25-5 30,23 +1,25a 96,78 +4,57a
94-28-3 31,24 +2,34a 98,23 +6,78a
91-2-5 32,12+223a 100,12 +7.32a
Milheto Tamanho dos estématos Freqiiéncia de estématos
(diploide) (um)’ (mm’)
M-27 36,57 +2,12b 90,21 +3,8%
M-29 37.65+2,67b 88,65 +4.65b
M-31 36,87 +1,98b 89.43 +431b
Triploides Tamanho dos estématos Freqiiéncia de estématos
(pm)’ (mm’)
91/25-5 X M-31 30,21 +1,23a 97,34 +3,25a
94-28-3 X M-27 32,12+ 1,67a 99,23 +5,67a
91-2-5 X M-29 31,24 +231a 101,23 +6,57a
Hexaploides * Tamanho dos estématos Freqiléncia de estématos
(um)' (mm’)
91/25-5 X M-31 4878 +221c 52,34 £2,56¢
94-28-3 X M-27 4789+ 2,12¢ 51,27 +3,56¢
91-2-5 X M-29 49,23 + 1,78¢ 57,34 +5.45¢

* Plantas obtidas por duplicagfio cromossémica a partir dos hibridos tripldides.
' Refere-se ao didmetro polar médio dos estdmatos das superficies adaxial e

abaxial.



Figura 2 — (A) Estémato de uma planta hexaploide; (B) Estémato de uma planta triploide. Barra = 10 pm.

A andlise de caracteristicas estomdiicas ¢ de quantidade de DNA s3o metodologias répidas de
avaliagio de plantas obtidas através de experimentos de duplicagiio cromossdémica em hibridos de
Pennisetum. Neste trabalho, entre as 480 plantas obtidas por duplicagfio cromossomica, foi possivel
distinguir entre as tripléides e hexapléides. A andlise pode ser realizada ainda no estagio in virro reduzindo a
populag@o de plantas mantidas i vitro ou no campo. Essas tecnologias representam um ganho em relagio a
contagem convencional de cromossomos por tecnologia citogenética, que constitui um método demorado e,
portanto dificulta a obtengfio de um grande nimero de plantas.
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