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Resumo: A hibrida¢do interespecifica entre o capim-elefante (Pennisetum purpureum) e milheto
(Pennisetum glaucum) ¢ uma estratégia adotada para o melhoramento genético e obtencdo de cultivares
superiores em ambas as espécies. O objetivo do presente trabalho foi estimar o contetido de DNA nuclear
ao longo do desenvolvimento de embrides em hibridos tetraploides entre capim-elefante e milheto
através da citometria de fluxo. A quantificagdo de DNA foi realizada com 10, 15, 20, 25 e 30 dias apoés a
polinizag@o. Os dados foram submetidos a analise de varidncia e analise de regressdo polinomial entre
dias ap6s a polinizagdo (DAP) e quantidade de DNA. Através desta analise foi observada uma redugdo
significativa de 12,65% na quantidade de DNA entre 10 e 15 dias apds a polinizagdo. As estimativas do
conteido de DNA se mantiveram estaveis com 20, 25 e 30 DAP, apresentando respectivamente uma
média de 4,96, 4,96 e 4,95 picogramas de DNA. Esses resultados evidenciaram uma possivel ocorréncia
de eliminacdes de sequéncias gendmicas apos a hibridacdo, durante o desenvolvimento dos embrides.
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Nuclear DNA content in embryous of tetraploid hybrids among Pennisetum purpureum and
Pennisetum glaucum

Abstract: The interspecific hybridization among elephantgrass (Pennisetum purpureum) and pearl millet
(Pennisetum glaucum) is a strategy adopted for the genetic breeding and obtainment of superior cultivars
in both species. The objective of this study was to estimate the nuclear DNA content during the
embryous development in tetraploid hybrids among elephantgrass and pearl millet by flow cytometry.
DNA quantification was performed with 10, 15, 20, 25 and 30 days after pollination. The data were
subjected the variance analysis and polynomial regression analysis between days after pollination (DAP)
and DNA amount. Through this analysis is possible observe a reduction large of 12,65% in the amount of
DNA between 10 and 15 days after pollination. DNA content estimates remained stable with 20, 25 and
30 DAP presenting respectively an average of 4,96, 4,96 and 4,95 picograms of DNA. These results
showed an occurrence possible of genomic sequences elimination after hybridization, during the
embryous development.
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Introducao

Pennisetum ¢ um dos importantes géneros da familia Poaceae, e Pennisetum purpureum
Schumach (capim-elefante) e Pennisetum glaucum (L.) R. Br. (milheto) sdo as espécies mais importantes
economicamente, sendo utilizadas como forrageiras (Martel et al., 2004). A proximidade genética entre o
capim-elefante e o milheto possibilita a obtengdo de hibridos entre essas duas espécies com relativa
facilidade. Essa estratégia tem sido recomendada para o melhoramento de qualidade forrageira (Hanna,
1999). Instabilidade gendmica no desenvolvimento de embrides triploides de capim-elefante com milheto
apo6s a hibridagdo interespecifica foi relatada por Campos (2007). Foram observadas redugdes na
quantidade de DNA ao longo do desenvolvimento dos embrides, além da frequente formacdo de
micronucleos, alteracdo normalmente correlacionada com eliminagdo de cromossomos e/ou sequéncias
de DNA.
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O objetivo do presente trabalho foi estimar o conteudo de DNA nuclear, através da citometria de
fluxo, ao longo do desenvolvimento de embrides em hibridos tetraploides ap6s a hibridacdo
interespecifica entre capim-elefante e milheto.

Material e Métodos

As sementes tetraploides foram obtidas a partir do retrocruzamento interespecifico entre um
hibrido hexaploide (2n = 6x = 42) do programa de melhoramento genético de capim-elefante da Embrapa
Gado de Leite, utilizado como doador de pdlen e o milheto (2n = 2x = 14) com receptor de pdlen (Tabela
1). As sementes em desenvolvimento foram coletadas com 10, 15, 20, 25 e 30 dias apds a polinizagéo.
Os embrides foram excisados das sementes, constituindo 3 repeti¢des de 10 embrides e submetidos a
analise por citometria de fluxo para a quantificagio de DNA de acordo com o protocolo de Dolezel
(1997). O delineamento experimental utilizado foi o delineamento em blocos completos, no esquema em
parcelas subdivididas no tempo com trés repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia e analise de regressdo polinomial entre dias ap6s a polinizagdo (DAP) e quantidade de DNA
utilizando-se o aplicativo SAS (SAS, 2000).

Tabela 1 Espécies parentais e respectivos hibridos interespecificos obtidos.

Parental & Parental Q Hibrido obtido e ploidia
Hibrido hexaploide CNPGL 09/07-01 Milheto 2 A (2n=4x=128)
Hibrido hexaploide CNPGL 09/07-01 Milheto 7 B (2n =4x =28)
Hibrido hexaploide CNPGL 09/07-01 Milheto 11 C (2n =4x=28)

Resultados e Discusséo

De acordo com o teste F houve diferenca significativa, ao nivel de 1% de probabilidade entre os
cruzamentos de capim-elefante hexaploide ¢ milheto em relagdo ao contetido de DNA quantificado nos
hibridos tetraploides. Esses resultados demonstraram que ocorreu variagdo nos genotipos utilizados e
existem combinagdes de genitores que foram melhores. Para os dias apds a polinizagdo e interagdo DAP
x cruzamentos também houve efeito significativo, o que evidenciou a existéncia de uma relagdo entre
quantidade de DNA e dias apds a polinizacio.

A quantificagdo do conteido de DNA pela citometria de fluxo nos hibridos tetraploides gerou
histogramas como mostrado na Figura 1.
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Figura 1 Histograma de citometria de fluxo do hibrido tetraploide C (capim-elefante X milheto) coletado
com 20 DAP.

No histograma acima de um hibrido tetraploide coletado com 20 dias apds a polinizagao, o
coeficiente de variagdo (CV) foi de 0,66% e a quantificagdo para este hibrido foi de 4,97pg.
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Na andlise de regressdo o valor do coeficiente de determinagio (R?) foi de 80,06%, esse
resultado evidenciou que o modelo adotado foi adequado e que o conteido de DNA quantificado em
diferentes dias apds a polinizagédo foi avaliado com boa precisdo (Figura 2).
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Figura 2 Equacdo de regressdo com respectivo coeficiente de determinagdo para quantidade de DNA (pg)
em funcdo dos dias apds a polinizagdo (DAP) em hibridos tetraploides.

De acordo com a analise de regressao pode-se observar uma grande reducdo de 12,65% na
quantidade de DNA entre 10 e 15 dias ap6s a polinizagdo. Liu et al. (1996) relataram que a eliminagao de
sequéncias especificas de DNA frequentemente ocorre em estagios precoces logo apos a hibridacdo. As
estimativas do conteido de DNA se mantiveram estaveis com 20, 25 e 30 DAP, apresentando
respectivamente uma média de 4,96, 4,96 e 4,95pg. Esses resultados sugerem a ocorréncia de
eliminacdes de sequéncias gendmicas apos a hibridagdo, durante o desenvolvimento dos embrides.

Conclusdes
A citometria de fluxo fornece uma maneira rapida e precisa de estudar as alteragdes no tamanho
do genoma decorrentes do processo de hibridagdo interespecifica, durante o processo de
desenvolvimento e diferenciacdo do embrido.
Foi possivel observar uma redugdo na quantidade de DNA logo nos primeiros estagios de
desenvolvimento de embrides tetraploides entre capim-elefante ¢ milheto.
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