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Resumo

Este trabalho teve por objetivo a obtengdo de protoplastos de hibridos triplGides entre o capim-
elefante e o milheto como base para futuros trabalhos de duplicagdo cromossdmica. Foram utilizados
explantes de mesofilo de plantas cultivadas in vitro e in vivo de dois hibridos tripléides (H1 e H2), os quais
foram tratados com solugdes enzimdticas em diferentes concentragdes da enzima celulase R-10 (0,5%; 1,0%;
1,5%; 2,0%), acrescidas de 0,2% macerozyme e 0,1% driselase. A digestdo enzimética foi monitorada a cada
hora durante 5 horas. Obtiveram-se protoplastos a partir de folhas in vitro e in vivo dos dois hibridos
tripldides, sendo as folhas in vitro as melhores fontes de explante. A quantidade de protoplastos variou em
fungdo do hibrido, solugfio enzimitica e do tempo de tratamento.

Introducio

A principal utilizagdo do capim-elefante é como forrageira e, no Brasil, mesmo sendo cultivado em
todo o territério nacional, hd demanda de cultivares melhoradas adaptadas as diferentes condicoes
edafoclimdticas e sistemas de utilizagdo, devido a existéncia de poucos programas de melhoramento
(PEREIRA et al., 2001).

O melhoramento da maioria das caracteristicas de importincia forrageira do capim-elefante pode ser
conseguido por meio da exploragio da variabilidade existente na prépria espécie. No entanto, considerando a
capacidade do capim-elefante de trocar alelos com outras espécies de Pennisetum, o programa de
melhoramento pode recorrer a utilizagdo de germoplasma de espécies pertencentes a conjuntos génicos
préximos, como o milheto (PEREIRA et al., 2001). Esse tipo de combinagdio genética busca reunir no
hibrido algumas caracteristicas desejdveis do milheto como vigor, resisténcia & seca, tolerdncia a doengas,
qualidade forrageira e tamanho das sementes, enquanto que rusticidade, agressividade, perenidade, boa
palatabilidade e elevada produtividade de matéria seca sdo conferidas pelo capim-elefante (DIZ, 1994;
JAUHAR; HANNA, 1998).

No entanto, essas duas espécies apresentam niveis de ploidia diferentes, pois o capim-elefante (2n=
4x= 28) € alotetrapléide, enquanto o milheto (2n=2x=14) é dipléide. A hibridagio entre ambas as espécies
produz um hibrido tripléide infértil com 2n = 3x = 21 cromossomos e genomas AA’B. Essa infertilidade do
hibrido € a principal barreira nos programas de melhoramento, pois impede sua utilizagiio em cruzamentos e
Sua propagacao por sementes,

A restauragdo da fertilidade pode ser conseguida pela duplicagdo cromossdmica, utilizando-se
antimitéticos (HANNA 1981, HANNA er al 1984, ABREU er al 2006; BARBOSA et al 2007). Barbosa et
al. (2007) induziu duplicagiio cromossdmica em gemas e brotos. Porém, devido & utilizagio de material
vegetativo multicelular esse processo de duplicagiio in vitro resultou na obtencio de plantas na maioria
mixopléides e poucas hexapléides estdveis.

A utilizag@o de protoplastos, tanto como material a ser tratado por antimitético (ZENG er al., 2006),
como para a fusdo, poderia superar o problema de mixoploidia gerando plantas hexapléides estdveis. Outra
vantagem € que, depois da otimizagio do protocolo, pode haver produgdo em massa dos hibridos.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia para a obtengdo de
protoplastos de hibridos tripléides de capim-elefante e milheto como subsidio para futuros trabalhos de
duplica¢do cromossdmica do hibrido tanto via fusdio de protoplastos, para a formacdo de alohexapldides,
como por meio de antimitéticos, para a formac@o de autohexapldides.

Material e métodos
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Os tratamentos foram constituidos por dois hibridos tripléides de capim-elefante (Pennisetum
purpureum Schum) e milheto (P. glaucum (L.) R. Br.) denominados H1 (CNPGL 91-2-5x M42) e H2
(Merker Pinda x M41), dois materiais vegetativo (folhas de plantulas cultivadas in vitro e in vivo), quatro
solugdes enzimdticas Celulase R-10 (0.5%, 1.0%, 1.5%, 2.0%), acrescidas de (0.2% Macerozyme e 0.1%
Driselase) e cinco diferentes tempos de incubagio (1,2,3,4 e 5 horas).

Os explantes foliares foram retirados de plintulas obtidas a partir de sementes germinadas em
substrato Plantmax e mantidas em casa de vegetagdo, ou germinadas em cultivo in vitro. Para a germinagiio
in vitro as sementes foram submetidas A desinfestagio com 4cido sulfirico 50% por 15 minutos e tratadas
com solugdo de dlcool 70% (v/v), por 1 minuto. Posteriormente, as sementes foram imersas em solugdo de
dgua sanitdria 50% (v/v) com o teor de cloro ativo de 2,5%, durante 15 minutos e, em cimera de fluxo
laminar, foram lavadas com dgua destilada estéril por trés vezes. Cada semente foi inoculada em um tubo de
ensaio contendo 10 mL do meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) acrescido de 3% de
sacarose. Os tubos de ensaio foram transferidos para uma sala de crescimento sob condig¢des controladas de
temperatura 26 + 2°C, com fotoperiodo de 16 horas e irradiagio de 25 pmol m’ s.Os ensaios para obtencdo
de protoplasto foram realizados apés 30 dias.

As solugdes enzimdtica foram preparadas por diluicio em meio CPW (cell protoplast wash) de
acordo com Frearson et al. (1973), acrescido de 13% de manitol e, apos o ajuste do pH (5,6) com 5 mM do
dcido 2-[N-morfolino]-etanossulfénico (MES).

Em capela de fluxo laminar, os explantes foliares de plantas in vivo mantidas em casa de vegetagio
foram imersos em NaOCl a 2,5% (v/v) por 10 minutos e, posteriormente, em dlcool 70% (v/v) por 1 minuto.
Em seguida, os mesmos foram lavados por trés vezes com 4dgua destilada estéril.

Para obtengdo dos protoplastos procedeu-se da seguinte forma: em condigdes assépticas, pesaram-se
500 mg de folhas obtidas in vivo e in vitro, em tamanhos de 6 cm. Essas folhas foram seccionadas em tiras de
1,0 a 1,5 mm e, posteriormente, o material vegetal foi pré-plasmolisado, durante uma hora e na auséncia de
luz, em 20 mL de meio CPW + 13% de manitol. Em seguida, a solugio de CPW + 13% de manitol foi
descartada com o uso de pipetas de Pasteur, sendo, entio, adicionados 20 mL da mistura enzimdtica. Cada
amostra recebeu diferentes tratamentos enziméticos.

A digestio enzimdtica ocorreu pela incubagdo, durante 5 horas, no escuro, sob agitagio de 40 rpm a
26+2°C. O monitoramento foi realizado a cada hora, sendo retirada uma pequena aliquota de cada
placa/tratamento para a quantificagdo dos protoplastos em Camara de Neubauer, sob microscépio Gtico. Foi
utilizado o corante Azul de Evans a 0,05% para a contagem dos protoplastos vidveis (WIDHOLM, 1972).

Resultados e discussio

A quantidade médxima de protoplastos para ambos os hibridos obteve-se a partir de folhas in virro,
sendo 27,75 x 10° protoplastos/mL para o hibrido H1, que foi obtida apés cinco horas de digestdo na solugio
enzimdtica E2 (1,0% celulase R-10; 0,2% macerozyme e 0,1% driselase) e 26,25 x 10* protoplasto/mL para o
hibrido H2, obtidos apés 3 horas de digestdo pela solugfio enzimitica E4 (2,0% celulase R-10; 0,2%
macerozyme e 0,1% driselase) conforme Tabela 1.

Prasertsongskum (2004) trabalhando com uma graminea (Vetiveria zizanioides Nash) também
obteve o seu melhor resultado (8,4 x 10 protoplastos/mL) quando a celulase e macerozyme estavam
presentes na solugdo enzimdtica (2,0% de celulase R-10 acrescido de 2,0% de macerozyme e 0,5% de
pectinase).



Tabela 1. Quantificagfo de protoplastos vidveis (x 10*) obtidos de folhas de plantulas cultivadas in vitro e in vivo dos
hibridos tripléides H1 e H2 em diferentes solugdes enziméticas, durante cinco horas de digestdo. UFLA, Lavras, MG,
2007.

HIBRIDOS
TRATAMENTOS H] H2 HI H2 HI  H2 Hl H2 | HI H2
1 hora 2 horas 3 horas 4 horas | 5 horas
El 0 0 1,25 2,63 20 30 | 05 30 [563 338
Folhas  Ep 0 0 475 1,13 135 1,88 |17,88 11,25 2775 2.8
m {
vitro E3 | 0 0 075 3,88 388 85 11,63 18,63 (1025 11,63

E4 0 1,63 0,13 2,5 6,0 26,25 9,0 21,0 9,38 23,5

El 0 0 013 0 013 0 025 0 0,63 0
Folligs E2 0 0 1,0 0 075 0 2,38 0,10 1 2,38 1,0
in i
e E3 0 0 063 0 0,5 0 025 0 1,0 0

E4 0 0 0 0 | 013 0 0,25 0,15 |1,38 1,50

|
H! = hibrido 1; H2= hibrido 2; E= solugio enzimdtica; El= 0,5 % celulase R-10, 0,2% macerozyme e 0,1% driselase; E2= 1,0 % celulase R-10,
0,2% macerozyme e 0,1% driselase; E3= 1,5 % celulase R-10, 0,2% macerozyme e 0,1% driselase; E4= 2,0% celulase R-10, 0,2% macerozyme e
0,1% driselase. Produgfio dada x 10" protoplastos/mL.

Para os dois hibridos a maior eficiéncia na digestdo da parede celular foi realizada pela combinagio
das enzimas celulase R-10, macerozyme e driselase. Devido s condigdes ambientais de cultivo in vitro, as
folhas das plantulas mostram-se mais tenras, menores e mais finas do que as folhas das plantulas cultivadas
in vivo, o que facilitou a a¢@o das enzimas. Essas diferengas morfoldgicas, provavelmente, se devem 2 menor
intensidade de luz e & maior umidade nas condigées in vitro.

Resultados semelhantes também foram relatados por Komai er al. (1996) que obtiveram 1,46 x 10
protoplastos/g de folhas de plantulas cultivadas in vitro de espinafre (Spinacia oleracea L.), quando tratadas,
de 4 a 10 horas, pelas enzimas 2% de celulase R10 e 0,5% de macerozyme R10, bem como, Hu et al. (1999)
que utilizaram a solugdo enzimdtica de 2,0% celulase RS, 1,0% macerozyme, 0.5% driselase, durante 15 a 20
horas, no isolamento de protoplasto de folhas in vitro e hipocétilo de vrias espécies de Brassica.

Para as folhas de plantulas cultivadas in vivo, obtiveram-se protoplastos, embora em pequena
quantidade. No entanto, é interessante notar que, para ambos os hibridos, 0 mesmo tratamento enzimitico
que levou & obtengdo de maior niimero de protoplastos de explantes in vitro repetiu-se para explantes in vivo.
No caso do hibrido H1, o tratamento E2 permitiu obter apenas de 2,38 x 10° protoplastos/mL, apés 5 horas
de digestdo, enquanto que as folhas in vitro, produziram aproximadamente 12 vezes mais (27,75 x 10°
protoplastos/mL). Para o hibrido H2, a melhor solugdo enzimética foi a E4, do qual foram obtidos 1,5 x 10°
protoplastos/mL apés cinco horas de digestdo das folhas in vivo, tento sido necessdrias apenas trés horas de
digestdo das folhas in vitro para a produgdo de aproximadamente 18 vezes mais (26,25 x 10°
protoplastos/mL) (Tab.1).

Vasil er al. (1983) isolaram protoplastos de suspensdes celulares originados de calos de
inflorescéncias de capim-elefante (P. purpureum) e, ap6s extensivos trabalhos, concluiram que o melhor
tratamento enzimdtico foi com 2,5% de celulase R10, com ou sem 1,0% de macerozyme, que possibilitou
isolar 80% de protoplastos, apds 6 horas de digestio.

E importante ressaltar que a obtengdo de protoplastos varia muito, isso se deve, principalmente, ao
tipo de cultivo do material vegetal e das condigdes de obtengdo, além do tipo de gendtipo utilizado e das
combinagdes e concentragdes enzimdticas usadas no estudo.

Conclusoes

As folhas de plantulas cultivadas in vitro foram as melhores fontes para a obtengio de protoplasto de
hibridos tripléides de capim-elefante e milheto.

A combinag@o enzimitica da celulase, macerozyme e driselase possibilitou a obtengdo de maior
quantidade de protoplastos.
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