IV WORKSHOP DE INICIAGAO CIENTIFICA
DA EMBRAPA GADO DE LEITE

Juiz de Fora, Minas Gerais | 24 de Julho de 2009

Avaliacdo do nimero de estomatos foliares em duas populacées hexaploides de Capim-
elefante propagadas por sementes

Cristina Maria Pinto de Paula', Anténio Vander pereira?, Pricila Palla Costa’, Francisco José
da Silva Lédo?, Ana Luisa Sousa Azevedo?, Juliane Dornellas Nunes®

'Estagiarias da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora, estudantes do curso de Ciéncias Biolégicas do CES
(Centro de Ensino Superior de Juiz de Fora). Emails: cris0283@hotmail.com, pricilapalla@hotmail.com

?Pesquisadores da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora. Emails: avanderp@cnpgl.embrapa.br,
ledo@cnpgl.embrapa.br, Azevedo@cnpgl.embrapa.br

3Pés-Doutoranda da Embrapa Gado de Leite. E-mail: judornellas@gmail.com

Resumo: No melhoramento genético do capim-elefante (Pennisetum purpureum Schumach)
a hibridacao interespecifica com o milheto (Pennisetum glaucum (L.) R. Br.) tem sido
amplamente realizada para obtencdo de cultivares superiores. Para correlacionar a
influéncia da anatomia foliar sobre o potencial produtivo de hibridos hexaploides foi
realizada a andlise do nimero de estdbmatos em duas populacdes hexaploides de capim-
elefante x milheto propagadas por sementes através do método da impressao da epiderme
foliar. Houve diferencas significativas para a densidade de estdmatos entre os gendtipos
avaliados. Os gendétipos 1, 4 e 18 da populacdo CNPGL 07-1, e os gendtipos 8, 18 e 19
da cultivar Paraiso destacaram-se pelo elevado nidmero de estdOmatos, portanto
representam o0s gendtipos mais favoraveis a selecdo. Em ambas as populagcdes foram
observados valores elevados dos coeficientes de determinacao genotipico (H2), 84,93 e
90,44 %, para CNPGL 07-1 e Paraiso, respectivamente, evidenciando que a maior parte
da variabilidade existente é devido as diferencas genotipicas. Portanto, os valores de
densidade estomatica podem ser importantes no auxilio da identificacdo de gendtipos com
um maior potencial produtivo de sementes, massa verde e ainda toleradncia a estresses
abidticos.
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Abstract: In genetic breeding of elephantgrass (Pennisetum purpureum Schumach) the
interspecific hybridization with pearl millet (Pennisetum glaucum (L.) R. Br.) it has been
widely used to obtain superior cultivars. To correlate the influence of the leaf anatomy on
the productive potential of hexaploid hybrids was performed the analysis of stomata
density in two hexaploid populations of elephantgrass x milheto propagated by seeds
through the leaf epidermis impression method. There were significant differences in
stomata density among evaluated genotypes. The genotypes 1, 4 and 18 from CNPGL 07-
1 population, and genotypes 8, 18 and 19 from Paradise cultivar were outstanding for the
elevated number of stomatas, it represents the most favorable genotypes to selection. In
both populations were observed elevated values of the genotypic determination coefficient
(H?), 84,93 and 90,44 %, for CNPGL 07-1 and Paradise, respectively, showing that most
of the existent variability is due to the genotypic differences. Therefore, the stomata
density values can still be important to support the genotypes identification with larger
productive potential of seeds, green mass and tolerance to abiotics stresses.
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Introducéo

A atividade leiteira no Brasil é praticada por mais de um milhdo de pessoas, em sua
maioria pequenos produtores, que tém na pastagem e na capineira as mais importantes



fontes de alimentacao para o rebanho, uma das alternativas para melhorar a nutricdo do
rebanho leiteiro é a utilizacdo de forrageiras de melhor qualidade e mais produtivas.

O Capim-elefante, Pennisetum purpureum Schumach é uma graminea forrageira
que apresenta diversas caracteristicas favoraveis, como boa qualidade, palatabilidade,
vigor e persisténcia, e se destaca pelo seu alto potencial de producdo de forragem,
caracteristicas estas que estimulam o cultivo e também o melhoramento genético. O
milheto, Pennisetum glaucum (L.) R. Br. destaca-se pela qualidade da forragem, tolerancia
a seca, a solos com baixos niveis de fertilidade e apresenta resisténcia as doencas
(SOUZA SOBRINHO et al., 2005).

No melhoramento genético do capim-elefante a hibridacao interespecifica com o
milheto tem sido amplamente realizada para obtencao de cultivares melhoradas. De acordo
com Hanna (1999), a proximidade genética entre o capim-elefante e o milheto possibilita a
obtencao de hibridos interespecificos triploides (2n=3x=21 cromossomos), que séao
estéreis, representando uma limitacdo a sua utilizacdo em programas de melhoramento. A
estratégia mais utilizada para restauracao da fertilidade do hibrido tem sido a duplicacao
do conjunto cromossOmico, através do uso de colchicina como agente antimitético.

A qualidade da forrageira pode estar diretamente relacionada com sua capacidade
fotossintética. Os estdbmatos sdo estruturas importantes para a producado vegetal, pois
representam a porta de entrada e de escoamento dos gases para a fotossintese, desse
modo representam uma das mais importantes caracteristicas foliares a serem estudadas.
Segundo Steinglein et al. (2005), a densidade, o tamanho, e a posicao dos estdmatos na
folha influenciam o processo de trocas gasosas e estdao de acordo com a proporcao de
transpiracao da planta. A densidade também é influenciada pelas condicdes ambientais de
estresse.

Para correlacionar a influéncia da anatomia foliar sobre o potencial produtivo de
hibridos hexaploides, o presente trabalho teve por objetivo verificar a existéncia de
variacdo na densidade estomatica, em gendétipos de populacées de hibridos
interespecificos de capim-elefante x milheto.

Material e Métodos

Os hibridos hexaploides foram obtidos a partir de duplicacdo cromossémica de
material triploide oriundos do cruzamento de Capim-elefante X Milheto. Para este objetivo,
seedlings triploides com 60 dias de cultivo in vitro foram expostos a solucdes de
colchicina 0,1% por 24 horas. As plantas sobreviventes foram aclimatadas, mantidas em
vasos acondicionados em casa de vegetacdo e posteriormente plantadas no Campo
experimental de Coronel Pacheco, localizado no municipio de Coronel Pacheco, MG.

A confirmacdo das quantidades de DNA dos materiais foi determinada pela
citometria de fluxo. Aproximadamente 20 mg de tecido foliar jovem dos materiais de
Pennisetum juntamente com a mesma quantidade de tecido foliar jovem de Glycine max
(padrdo de referéncia), foram triturados em placa de Petri com 1mL de tamp&o LBO1. A
suspensao nuclear obtida foram adicionados 25uL de iodeto de propidio e 2,5uL de RNase.
Dez mil nidcleos foram analisados por amostra, a analise foi realizada no citdbmetro
Facscalibur (Becton Dickinson).

A analise do nimero de estdmatos foi realizada em duas populacdes hexaploides
de capim-elefante x milheto propagadas por sementes. Foram avaliadas a cultivar Paraiso
e uma populacao hexaploide do programa de melhoramento genético de capim-elefante da
Embrapa Gado de Leite (populacdo “CNPGL 07-17), ambas mantidas no campo
experimental de Coronel Pacheco da Embrapa Gado de Leite, Em cada uma das
populacdoes foram retiradas amostras de folhas completamente expandidas, de 20
genotipos escolhidos aleatoriamente. Em seguida, foram confeccionadas laminas pelo
método de impressao da epiderme, que consiste em colocar na superficie da lamina éster
de cianocrilato (cola de secagem rapida) e pressionar o corte de tecido foliar por
aproximadamente dez segundos. Realizaram-se contagens do nimero de estdmatos por
milimetro quadrado nas laminas com a impressdao da face abaxial da epiderme foliar, em
10 pontos escolhidos aleatoriamente. A contagem da densidade estomatica foi realizada
em microscoépio 6tico Zeiss modelo Axioplan, sob objetiva de 40x.



Os resultados obtidos em cada uma das populacdes (Paraiso e CNPGL 07-1),
foram submetidos a analise de varidncia, considerando o delineamento inteiramente
casualizado com dez repeticoes (pontos amostrados/ldmina). A comparacao entre os
genétipos foi feita utilizando-se o teste de médias de Scott-Knott. Também foram

estimados: componente de variagao fenotipico ((3?); componente quadratico que expressa
a variabilidade genotipica entre as médias de gendtipos (&q); coeficiente de variacéo

experimental (CVe); coeficiente de variacao genotipico (CVy); razao CVy/CVe; e coeficiente
de determinacdo genotipico (H?).

Resultados e Discussao

A analise de variancia evidenciou diferencas significativas entre os gendtipos das
duas populacdes avaliadas (Tabela 1), o que indica que existe diferenca para a densidade
de estbmatos entre os diferentes gendtipos que compde as populacdes hexaploides. Esse
resultado j4 era esperado, uma vez que as populacées hexaploides de capim-elefante x
milheto propagadas por sementes sdo alégamas, portanto, apresentam diferentes
constituicoes génicas entre os individuos que compde a populacdo (BOREM, 1997).

Os gendtipos 6, 7, 8, 10 e 17 da populagdo CNPGL 07-1 apresentaram as
menores médias de densidade estomatica com valor médio de 7,58 estdmatos/mm?. Na
populacdao da cultivar Paraiso os gendétipos 2, 3, 4, 14 e 20 apresentaram as menores
médias de densidade estoméatica, no entanto a média de estdmatos/mm? foi de 7,62,
ligeiramente superior a observada na populacdo CNPGL 07-1.

Nas duas populacdes avaliadas trés genétipos apresentaram as maiores densidades
estomaticas, sendo que na populacdo CNPGL 07-1 foram os genétipos 1, 4 e 18, com
média de numero de estdmatos/mm? variando de 11 a 11,4. Na cultivar Paraiso as
maiores densidades estomaticas foram observadas nos genétipos 8, 18 e 19 com a média
de niimero de estdmatos/mm? variando de 11,9 a 12,7. Rodella et al. (1982) relataram
que um maior nimero de estdbmatos por area ajudam a explicar as maiores taxas de
condutancia estomatica, transpiratdoria e fotossintética das plantas. Desse modo, os
gendtipos citados anteriormente, por apresentarem as maiores densidades estomaticas sao
0s que possuem maior atividade transpiratéria e fotossintética, portanto apresentam maior
potencial para producao de sementes e de massa verde.

O valor médio de estématos/mm? da populacdo CNPGL 07-1 foi de 9,11, enquanto
que a cultivar Paraiso obteve 9,20 estématos/mm?. Essa pequena diferenca pode ter
ocorrido em funcao da cultivar Paraiso ser composta por genétipos mais estdveis quando
comparados aos genétipos da populacdo CNPGL O7-1 que sofreram processo recente de
hibridacao. Diversos trabalhos tém relatado a ocorréncia de rearranjos genémicos, apds os
eventos de hibridacdo. Tais rearranjos ocorreriam em resposta a conflitos genémicos
disparados pela reunidao de dois genomas distintos dentro do mesmo nucleo (GERMAND et
al., 2005).

Em ambas as populacées (Tabela 2) foram observados valores elevados dos
coeficientes de determinacdo genotipico (H?), de 84,93 e 90,44 %, respectivamente para
CNPGL 07-1 e Paraiso, o que evidencia que a maior parte da variabilidade existente é
devido as diferencas genotipicas. Portanto, os valores de densidade estomatica podem ser
importantes no auxilio da identificacao de gendétipos com um maior potencial produtivo de
sementes, massa verde e ainda tolerdncia a estresses abidticos, como deficiéncias
hidricas, uma vez que tem sido reconhecida como uma caracteristica xeromorfica
(RODELLA et al., 1982). A cultivar Paraiso apresentou coeficiente de variacao genético
(CVg) de 15,96% e relacdo CVg/CVe de 0,97. Essas estimativas sdo superiores as obtidas
pela populagcdgo CNPGL 07-01 (12,97% e 0,75, respectivamente para CVg e CVg/CVe),
indicando que a cultivar Paraiso apresenta situacdo mais favoravel a selecao.



Tabela 1. Densidade de estdbmatos em duas populacdes hexapldéides de capim-elefante x
milheto.

Gendtipos da populacdo Nimero de Gendtipos da cultivar Nimero de
CNPGL 07-1 estdmatos/mm’ Paraiso estdmatos/mm’
7 7,00d 3 7,20d
6 7,60d 4 7,60d
10 7,60d 20 7,60d
8 7,70d 14 7,70d
17 8,00d 2 8,00d
12 820¢c 9 840¢c
2 830¢c 13 850¢c
16 850¢c 10 8,60c
3 8,70¢c 17 8,60c
11 890¢c 6 880¢c
9 9,00c 7 880¢c
5 920c 16 9,10¢c
15 9,80b 15 920c
19 9,80b 5 9,30¢c
13 10,00 b 1 9,30¢c
14 10,10 b 1 10,20 b
20 10,30 b 12 10,60 b
1 11,00 a 18 11,90 a
4 11,10 a 19 12,00 a
18 11,40 a 8 12,70 a

Médias seguidas de uma mesma letra na coluna nao diferem entre si em nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste de Scott-Knott (1974).

Tabela 2. Coeficiente de variacdo experimental (CVe), coeficiente de variacdao genético
(CVg), relacdo CVg/CVe, e coeficiente de determinacdo genotipico (H?), da
densidade de estomatos obtidos em duas populacées hexapldéides de capim-
elefante x milheto.

Estimativas CNPGL 07-1 Paraiso
CVe (%) 17,28 16,41
CVg (%) 12,97 15,96
CVgi/CVe 0,75 0,97

H? (%) 84,93 90,44
Conclusdes

Existe variabilidade genética entre os gendtipos das populacdes hexaploides
CNPGL 07-1 e Paraiso, para a densidade de estomatos.

Os gendtipos 1, 4 e 18 da populacdao CNPGL 07-1, e 8, 18 e 19 da cultivar
Paraiso destacaram-se pelo elevado numero de estématos, portanto representam os
gendtipos mais favoraveis a selecao.
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