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RESUMO

O hibrido resultante do cruzamento entre capinmastef Pennisetum
purpureum2n = 4x = 28, genomas A’A'BB) e o milhetB.(glaucum2n = 2x =
14, genoma AA), é tripléide (2n = 3x = 21), posssiigenomas AA'B e é estéril,
porém de grande aceitacdo pelo gado. A restaudgdertilidade do hibrido
triploide e consequente viabilizacdo de seu usnaugramas de melhoramento
é feita por inducdo de duplicagdo cromossbmica. &ganto, plantas
mixoploides com 2n = 14 a 42 cromossomos tém sidiidas, devido a
eliminacdo cromossdmica. Considerando que essastaplaapresentam
caracteristicas de interesse para o melhoramentacagim-elefante, esse
trabalho teve como objetivo estudar a eliminac@mossémica em poliploides
parciais sintéticos oriundos de duplicacdo cromogs®d e retrocruzamentos,
além de obter subsidios para o entendimento da Ibgracexistente entre os
genomas dos parentais capim-elefante e milhetoa Rar analises foram
utilizadas técnicas de coloragédo convencional ciem&a e hibridizacaion situ
Foi observado que, durante o ciclo celular, tamohébridos duplicados como
naqueles resultantes do retrocruzamentos avaliageste trabalho séo
eliminados cromossomos de ambos o0s parentais, bonmagdo predominante
de cromossomos de capim-elefante. Além disso,tasaabes ocorrem em uma
frequéncia baixa, quando comparada com as relaftasmeiose de hibridos
hexaploides parciais. Os cromossomos portadoresitide de rDNA 45S e 5S
nao aparecem entre aqueles eliminados no cicltacela hibrido hexaploide. A
hibridizacdo com sondas de DNA de milheto e densaglefante confirmou que
existe homeologia entre os genomas A de milhetb & B\de capim-elefante e
que a proporcao e distribuicdo das regibes homslogs genomas A’ e B
diferem apo6s a hibridagéao.

Palavra-chave: Ciclo celular. Eliminagdo cromossdmica. Hibrididag¢n situ
Homologia gendmica. Hibridos interespecificos. Njiwidia.



ABSTRACT

The hybrid resulting from a cross between elephgrass Pennisetum
purpureum 2n = 4x = 28, genomes A'A'BB) and pearl millet glaucum 2n =
2x = 14, genome AA), is triploid (2n = 3x = 21),shthe genomes AAB and is
sterile, but highly appreciated by cattle. The oestion of fertility of triploid
hybrid and consequent viability of its use in biegdprograms is done by
induction of chromosome duplication. However, mikigs plants with 2n =
14-42 chromosomes have been obtained due to choongoslimination.
Whereas these plants exhibit characteristics @frést for the improvement of
elephant grass, this work aimed to study the chsmme elimination in
synthetic partial polyploids derived from chromosdmduplication and
backcrosses, and gain insight into the homologwéei the parental genomes
of elephant grass and millet. For analyzes weladé#s techniques conventional
Giemsa staining anih situ hybridization. It was observed that during thd cel
cycle both in hybrid duplicated as those resulfiogn backcrossing of these and
their parental during the cell cycle are eliminaigttomosomes from both
parental, and that chromosome elimination is randeith predominant
elimination of chromosomes of elephant grass. Aaliilly, changes occur at a
low frequency compared with those reported for tdgoof hexaploid partial
meiosis. The chromosomes bearing sites of rDNA @& 5S does not appear
among those eliminated in the cell cycle of hytmekaploid. Hybridization with
DNA probes of millet and elephant grass confirmbdt texists homeology
between the genomes A of millet and A 'and B elaplgeass, and the ratio and
distribution of the homologous regions in the geeemd\' and B differ after
hybridization.

Keywords: Cell cycle. Chromosome eliminationln situ hybridization.
Homology genomics. Interspecific hybrids. Mixoplpid
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

O capim-elefante Rennisetum purpureunschumach) e o milheto
[Pennisetum glaucum(L.) R. Br.] séo importantes forrageiras para a
agropecuaria brasileira, sobretudo para a peclditeira. Os programas de
melhoramento tém buscado desenvolver variedadesgfiras com alta
producdo de massa e valor nutritivo e uma dastégiaa utilizadas é a
producdo de hibridos entre estas espécies, queeapaen caracteristicas de
forragem complementar (PEREIRA et al., 2001).

O capim-elefante, com 2n = 4x = 28 cromossomosnerga A’A'BB,
tem elevada producdo de matéria seca, boa aceitats| alto valor nutritivo e
perenidade, que podem ser combinadas com a gqualidadforragem, boa
resisténcia a seca e doencas, tolerancia a baixes me fertilidade do solo,
producéo de sementes ndo deiscentes e de maiaorhtarda milheto (2n = 2x =
14/AA) (PEREIRA et al.,, 2001). Desse cruzamentggind-se um hibrido
tripldide e estéril, com 2n = 3x = 21 cromossongenomas AA'B e estaveis
quanto ao numero cromossémico somatico (BARBOSAYIYE; PEREIRA,
2003).

A fim de restaurar a fertilidade deste hibrido abilizar o uso da
combinacdo genética de capim-elefante e milheto posgramas de
melhoramento, faz-se necessério a duplicagdo dmeossomos, produzindo
plantas hexapléidegjue apresentam 2n = 6x = 42 cromossomos e genoma
AAA’A'BB. Como resultado dos protocolos de dupliéac cromossémica,

plantas mixoploides, hexaploides parciais, comlaglapresentando entre 14 e
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42 cromossomos foram frequentemente obtidas (ABR&Ual., 2006;
BARBOSA et al., 2007; CAMPOS et al., 2009).

Plantas produzidas a partir de retrocruzamento® @# hexaploides
obtidos e seus parentais milheto e capim-elefamdém geraram mixoploides.
O numero cromossdmico variou de 16 a 28 nos hibtidtvaploides parciais e
de 20 a 34 nos hibridos pentaploides parciais, @ior variacdo do ndmero
cromossOmico nas combinacgdes pentaploides (LEAMD,&011).

O processo de hibridacdo pode resultar em confiittergenémicos
levando a reorganizacdes genéticas e epigenétiramsp conseqiéncia da
reunido de genomas diferentes em um mesmo nucl&8D(E; BIRCHLER,
2003) e, em muitos casos, ocorre eliminacdo deéseips especificas nos
primeiros estagios apés a hibridacdo (GERNAND .e2805; LIU et al., 1996).

Para os hibridos hexaploides parciais entre cafgfarde e milheto, foi
observada eliminacdo biparental e aleatéria em fasst somaticas, com
eliminagdo predominante de cromossomos do genomecagém-elefante
(ANDRADE-VIEIRA et al., 2013, no prelo).

Resta saber, no entanto, se existem cromossomemslues os genomas
que sempre sao eliminados nos nucleos hibridos essdescendentes de
retrocruzamentos apresentam padrdo de eliminag@ellsente aos parentais
hexaploides parciais.

Além disso, estudos baseados no pareamento cromigssédos
hibridos sugeriram que os genomas A do milhetoR @9 capim-elefante sdo
homedlogos (JAUHAR; HANNA, 1998; TECHIO; DAVIDE; REIRA, 2005).
No entanto, ndo se conhece o grau de homologia&leeatre esses genomas.

Diante disso, o objetivo do presente trabalho fbudar a dindmica da

eliminacdo cromossdmica no ciclo celular de hilwigoliploides parciais de
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capim-elefante Rennisetum purpuredme milheto Pennisetum glaucume
avaliar o grau de homologia entre os genomas &,B\'

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Hibridacéo interespecifica no melhoramento dBennisetum spp.

As forrageiras tém um importante papel na agropécudrasileira,
sobretudo para a pecudria leiteira, que represantforte setor da economia,
sendo utilizadas como fonte nutritiva para o g&tgsse sentido, varios esforgos
tém sido empreendidos buscando aumentar a prodldiei nos diversos
sistemas de producdo e uma das estratégias usadaalgancar essa meta € o
desenvolvimento de variedades de forrageiras coanpabducdo de massa e
valor nutritivo (PEREIRA et al., 2001, 2003).

Pennisetumé um dos mais importantes géneros da familia Peacea
subfamilia Panicoideae e tribo Paniceae (MARTELakt 2004). O género
possui aproximadamente 140 espécies (BRUNKEN, 196 numeros
cromossémicos béasicos de x = 5, 7, 8 ou 9, nigeiploidia variando de
diploide a octaploide, comportameto reprodutivouséxu apomitico e e ciclo
de vida anual, bianual ou perene (MARTEL et alQ80

O germoplasma do géner@ennisetumtem origem africana e foi
introduzido no Brasil na década de 50 e inclui eiggecultivadas e selvagens,
populacBes adaptadas e materiais exoticos, ofetecgrande diversidade de
plantas, bem como uma ampla variabilidade gengtica a grande maioria dos
caracteres de importancia para forragem (JAUHARNNA, 1998).

A secaoPennisetumdesperta maior interesse por abrigar as espécies

cultivadas capim-elefantd ( purpureurh e milheto P. glaucun). Em geral, as
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espécies selvagens sdo menos produtivas que asadadt, entretanto, podem
conter alelos importantes relacionados a resisiénatores bidticos e abidticos
que podem ser transferidos para as espécies dativ&lo géner@ennisetum
as espécies silvestres tém contribuido para a fd@omale hibridos com
caracteres como habito de crescimento perene, biefeie a dias curtos
visando estender o periodo de crescimento vegetatapomixia (DUJARDIN;
HANNA, 1989; JAUHAR; HANNA, 1998).

O capim-elefante é tetraploide, com 0 nimero samdle cromossomos
2n = 4x = 28 e apresenta a formacéo de 14 bivalerte diacineses e metafases
I, confirmando que apesar de ser tetraploide, sgoda tipicamente como um
diploide (JAUHAR, 1981; JAUHAR; HANNA, 1998; TECHI@t al., 2002). Os
genomas do capim-elefante sdo denominados A’A’BBde que o genoma A’
apresenta grande homologia com o genoma A do milaeb genoma B é
proveniente de um doador desconhecido (JAUHAR, 198lespécie é
amplamente cultivada por todo o Brasil, no entamiExpansao da area cultivada
€ limitada pelo custo do uso da propagacao vegefatisto que a maioria das
cultivares produz sementes de baixo vigor, minascel deiscentes (PEREIRA
et al., 2001, 2003).

A obtencdo de cultivares que possam ser propageolasementes
agregando caracteristicas como maior velocidade crscimento, maior
produtividade, melhor qualidade nutricional, tolmid a solos de baixa
fertilidade, distribuicdo mais equitativa da prodlogle matéria seca durante o
ano e resisténcia as cigarrinhas das pastagensidenconsiderado o principal
objetivo do melhoramento dessa forrageira (PERE®RAI., 2003). Para tal,
uma das estratégias de melhoramento do capim-tdetfam sido a hibridacao

interespecifica com o milheto seguido de poliplagéo artificial (HANNA,
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1999; JAUHAR, 1981; JAUHAR; HANNA, 1998; PEREIRA et., 2001;
SCHANK et al., 1993).

O milheto apresenta 7 bivalentes regularmente iloisttos nas
diacineses e metéfases |, confirmando uma condijpldide de numero
somatico de cromossomos 2n = 2x = 14 e genoma MUKAR; HANNA,
1998; POWEL; HANNA; BURTON, 1975; TECHIO et al., @). E uma
espécie anual, alégama, que apresenta boa resst@nseca e a doencas,
tolerante a baixos niveis de fertilidade do saoy boa producdo de sementes
nao deiscentes e proporciona elevado rendimentoadéria seca (PEREIRA et
al., 2001). No melhoramento do milheto, tem-se @do por materiais
resistentes a doengas, com macho esterilidade é@orasl caracteristicas
forrageiras (JAUHAR; HANNA, 1998).

O milheto, além de apresentar sementes granden arggtas, mostrou-
se a melhor combinagdo com o capim-elefante patgizagdo como forrageira
(JAUHAR; HANNA, 1998). A obtencéo de hibridos irgepecificos visa reunir
alguns fendtipos favoraveis do milheto, tais comaligade da forragem,
producdo de sementes ndo deiscentes e tolerdseieaacom a agressividade,
perenidade e elevada producdo de matéria secepdo-ekefante (DIZ, 1994).
As plantas hibridas apresentam melhor aceitacéos pabvinos (JAUHAR,
1981) e, morfologicamente, se assemelham ao cdpfamée, provavelmente,
devido & sua maior contribuicdo na constituicAaeooma ou por uma maior
expressdo do genoma B do capim-elefante em relg@@noma A do milheto
para caracteres como precocidade, caracteristedsllta e inflorescéncia e
tamanho de semente (GONZALEZ; HANNA, 1984).

O hibrido interespecifico triploide resultante dozamento apresenta
genomas AA'B, com 2n = 3x = 21 cromossomos, dossqaete sdo oriundos de

P. glaucume quatorze dé°. purpureum Devido a condigdo triploide, esses
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hibridos sé@o estéreis, o0 que limita 0 seu emprege programas de
melhoramento, visto ques produtores preferem forrageiras cultivadas pgom
de sementes (PEREIRA et al.,, 2000). Apesar distohibridos de capim-
elefante e milheto apresentam grande potencial pamaremento da qualidade
da forragem destinada a alimentacdo animal (SCHANH., 1993).

A restauracdo da fertiidade do hibrido pode semseguida pela
duplicacé@o do conjunto cromossémico pelo uso dehgwha (BARBOSA et al.,
2007; HANNA; DUJARDIN, 1986; HANNA et al., 1984)odendo resultar na
producdo de um hexaploide fértil, com 2n = 6x =c4@mossomos, genomas
AAA’A’BB e que apresenta grande potencial de witido, uma vez que podem
ser propagados por meio de sementes com maiadéat# que o capim-elefante
(SCHANK et al., 1993).

Nos hibridos de capim-elefante e milheto submetidoduplicagéo
cromossdmica por atimitéticos, a eliminacdo foi igsultado recorrente, sendo
observada grande variagdo no nimero cromossomiaMiPOS et al., 2009).
Esse fendmeno denixoploidia também foi observado em combinacdes
gendmicas ou racas cromossdmicas obtidas por nezauentos entre o hibrido
hexaploide com o parental capim-elefante produzhiticdos pentaploides (2n
= bx = 35, genomas AA’A’BB) e entre o hibrido helkdge e o parental milheto
produzindo combinacdes tetraploides (2n = 4x =g@Biomas AAA'B) (LEAO
et al.,, 2011). Nas combinacdes pentaploides, doefgd introgressdo de
caracteristicas favoraveis do milheto para o cagdefante € evidenciado pelo
melhor desempenho destes gendtipos para cardctsistgrondmicas. 1sso
mostra, que estas combinagBes genémicas aprespatantial forrageiro para

serem usadas em programas de melhoramento (LEAQ 2012).
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2.2 Eliminacdo cromossdmica como consequéncia daliptvidizacdo em

hibridos interespecificos

O fenbmeno da poliploidia é reconhecido como a mfaiga evolutiva
em vegetais (ADAMS; WENDEL, 2005) e vérios trabalhiém relatado as
consequéncias de eventos de hibridacdo e polipkgido (LEITCH;
BENNETT, 2004). A inducdo de poliploidia continugndo amplamente
empregada no melhoramento de plantas, visando gié&tas maiores e
melhores, para restaurar a fertiidade em hibridoterespecifios e
intergenéricos, e como uma ponte para a transfer&émica entre diferentes
niveis de ploidia (SCHIFINO-WITTMANN; DALL'’AGNOL, 203).

Dois tipos de poliploides podem ser reconhecidsslopoliploides, que
sdo formados pela duplicacdo de genomas diferentekibridos (SCHIFINO-
WITTMANN; DALL’AGNOL, 2003) e originados pela hibdacdo entre duas
espécies seguido de duplicagdo cromossdmica ouupiia@ de gametas nao
reduzidos (SCHIFINO-WITTMANN; DALL’AGNOL, 2003; ZHHUI et al.,
2011) e os autopoliploides, que sao geralmenteddos pela duplicacdo de um
mesmo genoma (SCHIFINO-WITTMANN; DALL'AGNOL, 2003).

Os estudos atuais sugerem que, uma vez ocorridipéodia, qualquer
que seja 0 mecanismo envolvido, o genoma polipladelui rapidamente
(CHEN; NI, 2006).Riddle e Birchler (2003) relatam que a nova couigtito
gendmica produzida apés a fertilizacdo interesjpecieva a reorganizacfes
genéticas e epigenéticas em consequéncia da cay@birge dois diferentes
genomas parentais dentro de um nucleo, podendodealteracées no nimero e
distribuicdo de seqiiéncias de DNA, o que pode causdlitos intergénicos e

perda de cromossomos.
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Alteracdes epigenéticas podem contribuir de forigaificativa para a
sobrevivéncia e para 0 sucesso evolutivo de nowaliplgides. A regulacao
epigenética, tanto da transcricdo quanto pos-trigimtal, implica em
alteracbes na metilacdo do DNA, no estado de gefms na dominancia
nucleolar. Essas mudancas fornecem maneiras eficazéiexiveis de um
neopoliploide responder rapidamente a enorme madang; seu material
genético, facilitando sua sobrevivéncia e reprodyz&lIHUI et al., 2011).

Entre as alteragBes observadas apos a hibridatim aeselimina¢éo de
sequéncias de DNA (LEITCH; BENNETT, 2004); a eliagdo de
cromossomos (BAPTISTA-GIACOMELLI; PAGLIARINI; ALMHEDA, 2000;
GERNAND et al., 2005); a ocorréncia de rearranjasnossdmicos (UDALL;
QUIJADA; OSBORN, 2005); as alteracdes epigenéticaso metilacdo de
sequéncias codantes e ndo codantes de DNA (LEV:DNFRAN, 2004;
LUKENS et al., 2006; ZHIHUI et al., 2011); o silemmento génico (GAETA et
al., 2007) e a ativacdo de genes e retrotranspaganglteram a expressao de
genes adjacentes (ADAMS; WENDEL, 2005).

A poliploidia pode levar ao silenciamento de gefredundantes” para
propiciar um equilibrio de dosagem. Estudos maostnarque novos
alopoliploides ndo conseguiriam lidar com o desafoter cdpias a mais de
genes e isso levaria ao silenciamento dos genelirfdantes” (PIKAARD,
2001), ou seja, as mudancas de ploidia parecenitaeswo silenciamento
epigenético (SCHEID et al., 1996). Além disso, elatns transponiveis muitas
vezes sdo desencadeados em novos hibridos e pedemver dentro de seu
novo ambiente causando danos, o que acabaria daugailenciamento génico
(PIKAARD, 2001).

Outra alteracdo que pode ocorrer em decorréncipatiploidia € a

alterac&o nos padrdes de metilacdo do DNA. Talaal® seria mais frequente
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em alotetraploides sintéticos do que em seus Istispoderia estar relacionado
com o silenciamento de genes “redundantes” em unonga duplicado, ou
talvez porque os sistemas de metilacdo do DNA sé&aonbados pelos efeitos da
hibridacdo entre espécies e poliploidizacdo (FULEERC MATYASEK;
KOVALIK, 2009).

Varias hipéteses tém sido desenvolvidas para explicprocesso de
eliminacdo cromossdmica em hibridos: inativacdo dosmossomos por
nucleases, assincronia no tempo da divisdo celatmincronia na sintese de
nucleoproteinas levando a perda de cromossomos segregacdo tardia,
formacdo de fusos multipolares, separacdo espdomlgenomas durante a
intérfase e metafase e inativacdo parental espealé centrdmeros (JIN et al.,
2004; MOCHIDA,; TSUJIMOTO; SASAKUMA, 2004).

A eliminacdo cromossdmica € um fenbmeno comum ehridlos
interespecificos de gramineas, sendo uma ferramentdo valiosa em
programas de melhoramento  genéticdBAPTISTA-GIACOMELLI;
PAGLIARINI; ALMEIDA, 2000).

Muitos exemplos na literatura demonstram que a iedigdio
cromossémica de um genoma parental pode ser patciaital (PAGLIARINI;
ADAMOWSKI; BATISTA, 1998; PETERS; BOBROWSKI; ROSINA 1999).
Em muitos casos, a eliminacdo cromossémica € dep&ndio tecido e €
influenciada pelas condi¢des fisioldgicas das a8I(EINGH, 2002).

A partir da eliminacdo parcial de cromossomos enbridds
interespecificos podem-se obter linhas de adicaatefimis contendo
cromossomos ou partes de cromossomos extras) baslide substituicdo
(substituicdo de cromossomos entre espécies digsien(BAPTISTA-
GIACOMELLI; PAGLIARINI; ALMEIDA, 2000). Se o genomaompleto de
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um dos parentais no hibrido interespecifico faniglado h& a possibilidade de
obtencéao de haploides.

Entretanto, para se obter tais linhas de adicae suthstituicdo, € de
suma importancia estudar as alteracbes genOmicasridas no hibrido
interespecifico e estudar o fendmeno de eliminagdmossdmica, identificando
e caracterizando os cromossomos dos genomas @itesestdo eliminados do
hibrido interespecifico.

Na familia Poaceae, a eliminacdo somatica paroial total de
cromossomos de uma das espécies parentais temdsgiimita em varios
trabalhos, como em cruzamentos Hierdeum lechleriX H. vulgare (LINDE-
LAURSEN; BOTHMER, 1999), Avena sativa X Zea mays (RIERA-
LIZARAZU; RINES; PHILLIPS, 1996), Triticum aestivumX H. vulgare
(BADAEVA et al., 2008); Triticum aestivum X Pennisetum glaucum
(GERNAND et al.,, 2005);Lolium perenneFestuca pratensis(GUO;
MIZUKAMI; YAMADA, 2005), entre outros.

Em cevada, Sanei et al. (20Xstudaram o mecanismo de eliminacao
seletiva dos cromossomos paternos durante o ddseneoto inicial dos
embrides deHordeum vulgarex Hordeum bulbosumCromossomos dé.
bulbosum sdo eliminados apds a polinizacdo independentedidazdo de
cruzamento. Neste trabalho, os autores concluiteragnatividade da proteina
centromérica CENH3, no centrébmero dos cromossoribs bulbosum
desencadeia o0 processo de eliminacdo mitose-dagendes cromossomos
uniparentais em hibridos instaveistevulgarex H. bulbosum

Foi verificado que as duas espécies Herdeum codificam duas
variantes ativas de CENH3pAs a fertilizacao, todos os genes de CENH3 dos
pais séo transcricionalmente ativos. Ocorre tramugACENH3 deH. vulgare

mas ndo é conhecido se ocorre traducdo destanaateiH. bulbosum Ha
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entdo o carregamento de CENH3 para os centrdmezdd. drulgare nao
ocorrendo o mesmo ei. bulbosum Como resultado da assincronia do ciclo
celular dos dois genomas parentais, a incorpordg@ENH3, provavelmente,
s6 ocorre nas regides centroméricasideulgaredurante G2. Assim, como um
resultado da inatividade dos centrdmeros em hibiilgstaveis, os cromossomos
de H. bulbosumsédo eliminados na anafase e irdo formar microndcleuja
cromatina sera posteriormente degradada, e um &onbaiploideH. vulgareira
desenvolver-se (SANEI et al., 2011).

Em hibridos de trigo e milho, todos os cromossomesmilho séo
eliminados numa fase precoce da embriogénese ®aegao de eliminacdo
ocorre devido a nado ligagdo correta das fibras ko fao cinetécoro dos
cromossomos do milho, causando atraso dos mesmos @& polos
(MOCHIDA; TSUJIMOTO; SASAKUMA, 2004).

Gernand et al. (2005), trabalhando com hibridosvemigntes de
cruzamento entre trigo e milheto, observaram ehgio cromossdémica
uniparental, via formag¢do de micronucleos, com msnossomos de milheto
ocupando uma posicao periférica nos nucleos irsiedd, acompanhado de
heterocromatinizacdo e fragmentacdo de DNA, desdidssincronia durante a
replicacdo do DNA. Os autores relatam que a eligdioa&romossémica iniciou-
se logo apés a fertilizagdo e que os cromossomd@sgmentos eliminados que
nao se alinham corretamente na metéfase, segregdimniente na anéfase e
formam micronucleos.

Em hibridos de trigo e aveia com milheto, Ishiakt(2010) observaram
a dindmica dos cromossomos de milheto por meioilaidizacédoin situ Do
cruzamento com aveia, 0s sete cromossomos do mifoeam retidos. No

entanto, em hibridos com espécies de Triticeaémgnacdo dos cromossomos
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de milheto ocorreu durante a embriogénese, atradés rearranjos
cromossémicos e ndo-disjuncéo na anafase, juntament micronucleos.

Os autores consideram que a eliminacdo cromossaieiddbridos de
trigo e milheto pode ser explicada pela participadé coesina. Nestes hibridos,
a coesina ligada aos cromossomos de milheto n&e gisdociar normalmente
durante a divisdo celular, no entanto, os centrémestdo ligados ao fuso e
tendem a migrar para os pélos e, se a tensédo pados p6los é mais forte que
para 0 outro, 0S Cromossomos passam para 0 poélo ssgraracdo das
cromatides-irmds, causando néo disjuncao (ISHil.e2010).

A eliminacdo também é encontrada nos hibridosgieixkes artificiais
originados do cruzamento de capim-elefante e nuilhA&breu et al. (2006)
estudaram o fendbmeno da mixoploidia que ocorreesestbridos tratados com
agentes antimitéticos e observaram numeros crommes$ variando de 14 a 42
cromossomos nas metafases analisadas, o que igdeégouve duplicacdo
seguida de eliminacdo cromossbmica, confirmada paberracbes
cromossoémicas.

Os hibridos triploides interespecificos sdo essagdEém uma proporcao
de dois genomas de capim-elefante e um genoma ltdetmiNo entanto, esta
proporcdo € alterada apds a poliploidizacdo, dewidacdo das substancias
antimitoticas, levando a eliminacdo de cromossamasscélulas dos hibridos. A
eliminagdo cromossdmica ocorre, provavelmente, agéa tanto de problemas
de proporgdes de genomas, quanto de controle dass&m génica. A hipotese
de divisdo assincronica foi descartada, porque Hmibsidos tripldides os
genomas A, A’ e B segregam normalmente (ABREU .e2aD6).

Barbosa et al. (2007) tentaram restaurar a featikddos hibridos de
capim-elefante e milheto para a producdo de umdaiitexaploide estavel a

partir da utilizagdo de solu¢cdes de colchicina eiverdas concentragdes



25

aplicadas em seedlings, plantulas e segmentosnaeesdi A duplicacdo
cromossbémica foi confirmada pela presenca de poligeis em 38% das
plantas sobreviventes. No entanto, os resultadatranam que o hexaploide de
capim-elefante e milheto demonstraram instabilidaal@imero cromossémico
somatico que varia de 14 a 42 cromossomos, sengkrtalda mixoploidia
também nestes hibridos.

Campos et al. (2009) trabalharam com um métodae efatiente para
tratar hibridos triploides de capim-elefante e mtith com colchicina para
obtencdo de hibridos hexaploides. Para a idemtfic dos hexaploides, os
autores utilizaram citometria de fluxo, contageronmossémica e analise da
morfologia de estdmatos. Os autores observararsiasdtie perda de DNA e
conseqlente eliminacdo de seqiiéncias gendbmicadbeitiol hexaploides de
capim-elefante e milheto. No trabalho, os autom®mahstraram, por meio da
citometria de fluxo, reducdes de 0,08 a 0,16 p®MNA nos hibridos triploides
em relagdo ao esperado para a média dos paresugerindo uma provavel
eliminacéo de sequéncias genémicas apos a hiboadaca

Bustamante (2009) avaliou hibridos hexaploidesntguao numero
cromossémico e a frequéncia de alteracBes no cédldar. A autora verificou
que 0s numeros cromossdmicos somaticos dos gesdtgpa@ploides variaram
de 14 a 42. Esse resultado indica que houve dgglicaos gendtipos, mas 0s
cromossomos foram sendo perdidos, tornando asaplamixoploides tanto nos
hibridos americanos, duplicados ha mais tempo,tquarss hibridos nacionais,
mais recentes.

Com relacdo a frequéncia de alteragcbes no cicldaselfoi verificado
que a perda de cromossomos deve-se a ocorréncamatenalidades, como
Cromossomos pegajosos, pontes e cromossomos m@dbadins na metafase ou

perdidos na anafase e anafase com ponte e queenfagem de anormalidades
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observadas no ciclo celular dos hexaploides € mgnoera porcentagem de
anormalidades observadas na meiose para os mesommod (PAIVA et al.,
2012). Além disso, foi constatado que ndo ha vaoago conteddo de DNA
entre os tecidos (raizes e folhas) de um mesmabitBUSTAMANTE, 2009).
Andrade-Vieira et al. (2013, no prelo) trabalharmbon hibridos hexaploides
buscaram entender os mecanismos envolvidos nanalpdm cromossémica nos
hibridos interespecificos duplicados entre capiefaete e milheto. Os autores
mostraram que, nestes hibridos, o que ocorre ¢ eliménacdo biparental e
aleatéria dos cromossomos. Tiwari et al. (2010cme®ram um fenémeno
semelhante para anfiploides sintéticos enfraticum-Aegilops onde a
eliminacé@o ocorre nos hibridos com altos niveipldilia e a divisdo equacional
dos univalentes da metéfase | para a anafaseprié@pal causa da eliminagéo
através da formacgédo de pontes, fragmentos de dranaeterocromatinizacao
progresssiva e formacdo de microndcleos. Além digemossomos com genes
de resisténcia sao preferencialmente mantidos (RW& al., 2010).
Adicionalmente, Ledo et al. (2011) observaram arréocgia de
mixoploidia em consequéncia da eliminacdo cromogsbram combinacdes
gendmicas resultantes do retrocruzamento dos bgrgexaploides com os
parentais capim-elefante e milheto. Combinacbesbgaras 4x e 5x sao
mixoploides e a variagdo do numero de cromossomsaraca cromossémica
5x € maior do que em 4x. ApGs o retrocruzamentolmeno esperado de
cromossomos era de 2n = 28 para os tetraploides=e38 para os pentaploides.
No entanto, essas combina¢gbes apresentaram variagdo numero
cromossémico, sendo que no pentaploide este nivaeiau entre 20 e 34 (com
nimero modal 27, 28 e 32) e do tetrapléide entre 28 (com niimero modal 20

e 21). Além disso, as altera¢des gendmicas queemsara raca cromossdmica
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4x levam a maior reducdo na quantidade de DNA cuamd comparacdo com
5x.

Os cromossomos podem ser eliminados do nucleokdimdiem funcéo
de mecanismos genéticos que controlam as propoggegipicas nas plantas
hibridas (SALENTIJN et al., 2009), diferenca no pendlo ciclo celular das duas
espécies (GUPTA, 1969), do efeito aneuploidizaatealchicina (CAPERTA et
al., 2006), de mecanismos epigenéticos e da atvdg&lementos transponiveis
(CHEN; NI, 2006).

2.3 Uso da hibridizacadn situ emPennisetum

O desenvolvimento e aplicacdo de diferentes tésnileacoloracdo de
cromossomos em plantas tem permitido a identifcagle numerosos
marcadores cromossémicos na andlise de cariotigBARI-ZAKARIA et
al.,, 2002). Neste contexto, as técnicas de citdgenénolecular, como a
hibridizacaoin situ (HIS), tém dado um grande impulso na identificag&o
marcadores cromossOmicos e na elaboracédo de nisigas,fuma vez que, com
a HIS é possivel localizar diversos genes e seipg€nepetitivas ao longo dos
cromossomos (FISH) e auxilia na individualizacde doomossomos de cada
um dos parentais (GISH) (GUERRA, 2004).

A técnica baseia-se na hibridizacdo entre sondaécits nucléicos
marcadas com moléculas de facil visualizacdo (@ammos) e sequéncias de
DNA ou RNA intracelulares, verificando-se se a [@jpossui essa seqiéncia e
qual a sua exata localizacdo (GUERRA, 2004). Aléssal a hibridizacain
situ pode ser Gtil no entendimento de outros fendbmeeosrdentes do evento de

hibridac&o e poliploidia, como os rearranjos gemdsiios quais podem originar
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novas combinacdes génicas a serem exploradas nuwona@ento genético
(MARTEL et al., 2004).

No géneroPennisetuma hibridizacdoin situ fluorescente (FISH) tem
sido utilizada para determinar regides cromossé@rasaociadas a apomixia em
Pennisetum squamulatu®@KIYAMA et al., 2004). Akiyama et al. (2004)
realizaram mapeamento de alta resolugdo em cromasspaquiténicos de.
squamulatume, utilizando sondas com sequéncias de genes gmanaixia,
revelaram extensos heteromorfismos cromossémicosegies associadas a
apomixia. Outros autores fizeram mapeamentos fistconparativos por meio
da FISH estudando regibes especificas em planasitpas (GOEL et al.,
2006). Por fim, Akiyama et al. (2006) utilizaranFESH com sondas de rDNA
45S, rDNA 18S e centromérica para identificar qids hexaploides e
octaploides em populagdes provenientes de retracrezto entre P.
squamulatune P. purpureunouP. glaucum

Andrade-Vieira (2010) buscou obter marcas nos cssmmos de capim-
elefante e milheto através do mapeamento dos gmeBDNA 45S e 5S por
meio da FISH. Os sinais do rDNA 45®ram observados em posicbes
subteloméricas do braco curto de quatro cromossoemescapim-elefante,
milheto e hibrido interespecifico. No capim-elegéawnt gene de rDNA 5S foi
mapeado em apenas um par cromossdmico, localizndoa regido
subtelomérica do cromossomo Il, enquanto, no ndlhetgene de rDNA 5S foi
localizado em dois pares cromossémicos, sendo uragi@o subtelomérica do
braco curto do cromossomo IV e outro na regidoedoiptérica do cromossomo
VI. Os genes de rDNA 45S s&o organizados em taredbroalizados na regido
organizadora do nucléolo (RON).

Ainda em hibridos d@ennisetum glaucum Pennisetum purpureuna

técnica de hibridizacdan situ gendmica (GISH) auxiliaria no estudo da
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individualizacdo dos cromossomos dos genomas Ae B e na avaliacdo da
homologia entre estes genomas. Por meio da GISHka8le-Vieira et al. (2013,
no prelo) observaram a ocorréncia de eliminacdarbigal em hibridos
alohexaploides de Pennisetum mostrando que a técnicacontribui
consideravelmente na identificacdo dos cromossa@nuslvidos na adi¢cdo ou

na substituicdo.

2.4 Origem, evolucao e relacdo genémica em Poaceae

O conhecimento das relacdes gendmicas entre espdei plantas é
muito Util no planejamento efetivo de estratégiasreproducdo destinadas a
transferir genes desejaveis ou grupos génicos de espécie para outra
(JAUHAR; HANNA, 1998).

O principal método para avaliar a afinidade gewé@nantre espécies tem
sido o estudo do pareamento cromoss6mico nos b#rit relacdes gendmicas
sdo inferidas pelo grau de pareamento entre crammuss parentais. Este
pareamento em hibridos pode ser alossindético,dguacorre pareamento entre
cromossomos das espécies parentais, ou autossmdé&uando ocorre
pareamento dentro de um mesmo complemento paebBIHAR; JOPPA,
1996).

Na familia Poaceae, muitos trabalhos tém sidoddiuscando entender
a origem e relacdo dos genomas das espécies. Deatrmibo Triticeae,
pesquisas com genética comparativa determinaraagdes precisas entre o
genoma deT. tauschii(GILL et al., 1991), cevada (NAMUTH et al., 1994),
centeio (DEVOS et al., 1993), monococcuniDUBCOVSKY et al., 1996) e,
mais recentementefegilops umbellulata(ZHANG et al., 1997), os quais

partilham um namero basico de sete cromossomos.
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Na tribo Triticeae, que inclui os génerbdticum e Aegilops destaca-se
o trigo hexaploideTriticum aestivum2n = 6x = 42) com constituicdo gendmica
AABBDD, formado a partir de hibridizac6es esponténde espécies diploides
de Triticum urartu (genoma AA) com espécies éegilopsspp (genoma BB)
para formar o trigo tetraploide (AABB). Hibridizag® posteriores comegilops
tauschii(genoma DD) produziram o trigo hexapléide. Poravi# mapeamento
molecular, foi constatado que os trés genomasige t€m um contetdo de
genes altamente semelhante (DEVOS; GALE, 1997,)2000

O génerdAvenal. (Poaceae) pertence a tribo Aveneae, conténtiespé
diploides, tetraploides e hexaploides, com niumésich de cromossomos igual
a sete (x = 7). Todas as espeécies sdo de autgegifid, anuais, formam
bivalentes na meiose e tem heranca dissOmica. déstero apresenta quatro
genomas diferentes (A, B, C e D), sendo que ddBoegresentes no nivel
diploide (A e C), trés no nivel tetraploide (AB €Ae trés no nivel hexaploide
(ACD), sendo que o0 genoma B s6 é encontrado napléides e o genoma D s6
aparece nos hexaploides. Dessa maneira, 0s autosgmram examinar a
diferenciacdo dos genomas A e B a fim de deterngpaa discriminacdo dos
cromossomos do genoma B € possivel por meio dedizdgdo in situ
(KATSIOTIS; HAGIDIMITIOU; HESLOP-HARRISON, 1997).

A partir dos resultados foi inferido que existe uafaidade muito
estreita entre 0s dois genomas e a presenca deaslbaxos de trivalentes nos
hibridos entre A e AB indica a presenca de um fodetrole do pareamento,
assim como o que ocorre em trigo pelo efeito doegehl que suprime
pareamentos homedlogos. Além disso, os autoresenéntraram diferencas
marcantes entre os genomas A e B de espéciesldatespde aveia usando
hibridizacaadn situe os mesmos sugerem que outros métodos devenmas@sus

para definir o grau de diferenciacdo dos genomagsaaal classificar os genomas
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e cromossomos (KATSIOTIS; HAGIDIMITIOU; HESLOP-HARBON,
1997).

Fominaya, Vega e Ferrer (1988) também tentaramrediégar os
cromossomos dos genomas A e B de espécidvarapor bandeamento C. As
bandas localizadas nos teldmeros apresentaramacatoimais intensa quando
comparadas com as bandas centroméricas que aprasentoloracdo mais
sutil. No entanto, o padréo de bandas-C nos cramussde ambos 0s genomas
foi muito semelhante tornando a diferenciacéo eziee dificil de ser realizada.

Cada vez mais abrangente, comparacdes da estdgsrgenomas de
gramineas tém mostrado a existéncia de um grandesrnlde rearranjos
gendmicos mesmo em espécies estreitamente reldemnA amplificacdo de
elementos transponiveis e a poliploidia e duplicagggmentar seguida de
perdas de genes sdo fendbmenos normais na hisa®igldntas, incluindo as
gramineas (BENNETZEN, 2007).

A poliploidia tem sido um dos principais fatores aaolucdo das
linhagens de gramineas, contribuindo com o aumantmumero de genes,
ativando elementos transponiveis, alterando o wergpigenético levando a
novos padrdes de expressao génica (KASHKUSH; FELDIMAEVY, 2002).

Outra ferramenta na genbmica comparativa de grasitem sido a
colinearidade dos mapas genéticos. A colinearididgenes observada para
arroz e sorgo, por exemplo, dentro dos segmentogetagdo aos parentes
distantes das gramineas ajudou a confirmar asdedados genes ortélogos
dentro da regido comparada. Também demonstrou gymsicoes de genes
foram retidas para a maioria dos locos nas gramitdesde a sua divergéncia do
ancestral comum (BENNETZEN, 2007). Devos e Gal®@T)1%ambém afirmam
que, nas diferentes espécies dentro da familigdasineas, o conteldo génico

& altamente conservado.
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No géneroPennisetuma distincdo de tamanho dos cromossomos de
milheto e capim-elefante torna possivel estudar, hilorido, o grau de
pareamentto alossindético e autossindético, umaquezos cromossomos de
milheto sdo maiores que 0s de outras espécies der@éBaseado no
pareamento em hibridos triploides foi inferido ggegenomas A e A’ sdo muito
similares e a origem do genoma B ainda permaneseodbecida (JAUHAR;
HANNA, 1998; TECHIO; DAVIDE; PEREIRA, 2006). A obsmc¢do das
configuragdes na diacinese e metafase | mostraraen a3 bivalentes séo
formados por pareamento alossindético envolvendost@s cromossomos dos
genomas A e A’ (TECHIO; DAVIDE; PEREIRA, 2006).

A relagdo genémica entRennisetum glaucumPennisetum purpureum
foi estudada por Techio, Davide e Pereira (200%).aDtoresdeterminaram
guantitativamente a afinidade relativa entre ooges A, A’ e B com base em
modelos matematicos. Comparando a estimativa olpiaiea os hibridos
avaliados, por meio da frequéncia de bivalentesaral, foi observada maior
afinidade relativa entre os genomas A e A'. Osltadas indicaram que as
diferencas genéticas e estruturais entre essegsefio pequenas, mas entre
estes e 0 genoma B as diferencas sdo maiores. rAgiega existe homeologia
entre os genomas A e A’ com o B, embora em um grawor. Essa proposi¢ao
€ suportada pela origem hibrida do genitor cap&faate que reuniu os
genomas A’ e B. Segundo os mesmos autores, € mlog@e as espécies
genitoras doadoras desses dois genomas apreserdgama homologia entre
0S cromossomos para permitir a formacao de umdoilastavel como o capim-
elefante.

O hibrido interespecifico geralmente tem maior ilaiidade, para
caracteristicas forrageiras, com o capim-elefatédd a maior contribuicao

genética (2/3 dos cromossomos) e dominéncia donger® do capim-elefante
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sobre o genoma A do milheto (GONZALEZ; HANNA, 1984fstudos
citogenéticos detalhados sobre os parentais ebdddd obtidos de cruzamentos
interespecificos sdo de interesse para localizatasa&romossdémicas Uteis para
detectar a interacdo entre os genomas e auxil@grggmas de melhoramento
genético (TECHIO; DAVIDE; PEREIRA, 2006).

Além disso,informacdes citogenéticas obtidas com analise ge@dm
permitem uma melhor manipulacdo do germoplasmaodigpl, possibilitando
explorar a variabilidade genética e contribuir conaumento da producgédo e
melhor adaptacdo das espécies as diferentes cendig@ibientais (TECHIO;
DAVIDE, 2007).
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ARTIGO 1

Eliminagédo cromossdmica em hibridos poliploides siéticos dePennisetum
purpureum (Schumach) ePennisetum glaucum ((L.) R. Br.) (Poaceae)
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RESUMO

O capim-elefante e o milheto sédo forrageiras taipipertencentes ao género
PennisetumA proximidade existente entre estas espéciesitgeanobtencao de
hibridos interespecificos explorados no melhoramenot capim-elefante. Esses
hibridos séo estéreis e a duplicagcdo cromossomtitizada para a restauracédo
da fertilidade, produz hibridos hexaploides pascidéevido a eliminacdo de
cromossomos. Mesmo apés o retrocruzamento desdmfdoki com os
parentaiscapim-elefante e milheto sdo produzidespivides. O objetivo deste
trabalho foi estudar a dindmica da eliminagdo domossomos dos parentais
capim-elefante e milheto durante o ciclo celularo ecomportamento dos
cromossomos portadores das regides 45S e 5S nespoode eliminagéo
cromossémica nos hibridos poliploides parciais.dbsiervado que nos hibridos
hexaploides parciais e naqueles originados decretzamentos, as frequéncias e
os tipos de alteragbes encontrados no ciclo cekfiar semelhantes. Tanto
cromossomos de capim-elefante quanto de milhetoe&onados durante o
ciclo celular, embora cromossomos de capim-elefasgjam eliminados em
maior propor¢gdo. Cromossomos com as regides de rE@dpreferencialmente
mantidos no nudcleo das células somaticas do hilwestaploide parcial.

Palavras-chave:Eliminagdo cromoss6mica. Ciclo celular. Regido pizdora
do nucléolo. Hibridizacam situ
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ABSTRACT

The elephant grass and pearl millet are tropicedge belonging to the genus
PennisetumThe proximity between these species allows olstgimterspecific
hybrids exploited in breeding elephant grass. Thegdarids are sterile and
chromosome doubling, used to restore fertility,duaes hexaploid hybrids due
to partial deletion of chromosomes. Even after éhbackcross hybrids with
parentaiscapim elephant and millet are producedphixds. The aim of this
work was to study the dynamics of the eliminatiéthe parental chromosomes
elephant grass and pearl millet during the cellleyand behavior of
chromosomes bearing regions of the 45S and 5Seipribcess of chromosome
elimination in hybrids partial polyploids. It wasserved that in the hybrid
hexaploid partial and those originating from baokses, the frequencies and
types of alterations found in the cell cycle armikir. Both chromosomes
elephant grass as pearl millet are eliminated duthe cell cycle, while elephant
grass chromosomes are eliminated in greater plioporChromosomes with
regions of rDNA are preferably kept in the nucledighe somatic cell hybrid
partial hexaploid.

Keywords: Elimination chromosome. Cell cycle. Nucleolus arigar regions.
In situ hybridization.



47

1 INTRODUCAO

No géneroPennisetunRich. (Poaceae), o capim-elefantenisetum
purpureumSchumach), com 2n = 4x = 28 cromossomos e gen&WeBB
(JAUHAR; HANNA, 1998) e o milhetoRennisetum glaucurfi.) R. Br.), com
2n = 2x = 14 cromossomos e genoma AA (POWELL; HANNBAJRTON,
1975), sdo espécies de grande importancia econpsaiceetudo para a pecuaria
leiteira (PEREIRA et al., 2003).

A proximidade genética entre estas espécies fawoaeproducdo de
hibridos tripldides (2n = 3x = 21 cromossomos e ogeas AA'B) com
caracteristicas superiores aos parentais (PEREIRAIl g 2001, 2003). No
entanto, tal combinacao hibrida é estéril. A rasigdo da fertilidade é feita por
meio de duplicagdo cromossbmica, buscando-se prodiwidos hexapléides
que apresentem 2n = 6x = 42 cromossomos e genoRAasABB. Como
resultado dos protocolos de duplicagdo cromossOnptantas hexaploides
parciais (mixoploides), com numeros cromossdmiergmndo entre 14 e 42 sao
obtidas em consequéncia da eliminacdo cromossO(ABREU et al., 2006;
BARBOSA et al., 2007; CAMPOS et al., 2009).

A mixoploidia tem sido relatada tanto em hibridegigdoidizados a
mais de 25 anos, quanto naqueles recentementealgdi (BUSTAMANTE,
2009; PAIVA et al., 2012). Mesmo as combinacdesdgeoas resultantes do
retrocruzamento dos hibridos hexaploides parciai® ©s parentais capim-
elefante e milheto apresentam variacdo no nimeryaiBossomos, sendo que
este numero varia de 16 a 28 para os tetraploidde 0 a 34 para o0s
pentaploides (LEAO et al., 2011).

Nos hibridos hexaploides parciais, a eliminacdomossdémica é

biparental e aleatdria e tem sido atribuida a pomlevada obtida apds a



48

poliploidizacdo (ANDRADE-VIEIRA et al., 2013, noglo). Em alopoliploides
recém-sintetizados, especialmente aqueles com altesis de ploidia, a
eliminacédo de cromossomos e de sequéncias espedlficgenoma pode levar a
estabilizacdo e desenvolvimento de anfiploidesigiar¢OLIVER et al., 2006;
TIWARI et al.,, 2010). Nestes, também é comum seembs a reducdo no
contetdo de DNA nuclear em relacdo ao conteldbeeperado pela soma dos
parentais em funcdo da eliminacdo de sequéncia8ngesms (FELDMAN;
LEVY, 2005; MA; GUSTAFSON, 2005; CAMPOS et al., A0

A eliminagdo de cromossomos e sequéncias também dieim
relacionada a ocorréncia de anormalidades duranteciabo celular
(BUSTAMANTE, 2009) e na meiose (PAIVA et al., 201R)o entanto, ndo se
sabe ainda a dindmica da eliminagdo dos genomantpir e de cromossomos
especificos durante o ciclo celular do hibrido Ipdoide parcial e nenhum
estudo a esse respeito foi feito nas combinacdaéngeas resultantes dos
retrocruzamentos desse hibrido com os parentaimezpfante e milheto.

Os cromossomos podem ser eliminados do nucleadbibrn funcéo de
mecanismos genéticos que controlam as proporcoestigieas nas plantas
hibridas (SALENTIJN et al., 2009), das diferencagampo do ciclo celular das
duas espécies (GUPTA, 1969), do efeito aneuplaitizada colchicina
(CAPERTA et al.,, 2006; SCHOENLEIN et al., 2003), daeecanismos
epigenéticos e da ativacdo de elementos transpeiMdEN; NI, 2006).

O objetivo desse trabalho foi avaliar a frequémcien que os genomas
parentais estdo envolvidos nas alteracdes do oétldar e 0 comportamento de
cromossomos portadores dos sitios de rDNA 45S é\rB8ldurante o processo
de eliminacdo cromossdmica em células somaticashibedos poliploides

sintéticos de capim-elefante e milheto.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

As avaliagBes foram feitas em gendtipos de cagdafante (BAG 65),
milheto (BNZ2), hibrido triploide (H3x) originado slee cruzamento e em
hibridos mixoploides de trés diferentes ploidiasxdploides parciais sintéticos
(M6x), resultantes da poliploidizagdo artificial dhbibridos triploides;
tetraploides parciais (M4x), resultantes do retreamento do hexaploide
parcial com o parental milheto; pentaploides p#&c{5x), resultantes do
retrocruzamento do hexaploide parcial com a pdrecépim-elefante. O
material botanico utilizado pertence ao Banco AtleadGermoplasma de Capim-
elefante (BAGCE), situado no Campo Experimentaé Jdenrique Bruschi, da

Embrapa Gado de Leite, em Coronel Pacheco - MG.

2.2 Ciclo celular e frequéncia de eliminacdo cromeémica por coloragéo

convencional

A frequéncia de eliminagdo cromossdmica no cielalar foi avaliada
em dois hibridos tetraploides parciais (M4x-1 e M3x dois pentaploides
parciais (M5x-1 e M5x-2) e dois hexaploides pasc{6x-1 e M6x-2). Raizes
obtidas de sementes e/ou estacas foram coletadiaadas em solucdo de
etanol:acido acético (3:1) por pelo menos 24h.8shas foram preparadas pela
técnica de secagem a chama (DONG et al., 2000)rapésracdo enzimatica em
pectinase:celulase (100U:200U) por 3h30min a 3MCcémara Umida. As

laminas foram coradas com Giemsa 10% por 2 minutos.
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Foram avaliadas 10 laminas por gendétipo, 500 aglgor lamina,
totalizando 5000 células por gendtipo. A frequéndéa alteragcdes no ciclo
celular foi realizada de acordo conp@rcentagem de pontes, cromossomos nao
orientados na metafase, cromossomos perdidos ndaseftéléfase e
micronucleos. Os intervalos da média foram feitom doase no erro padréo
médio.

Apés avaliacdo, as alteracbes no ciclo celulaanfomarcadas e as
laminas armazenadas a temperatura ambiente paeiposso na hibridizacao
in situ genémica (GISH). As laminas foram descoradas enoéaatético 45%

por 10 minutos.

2.3 Obtencdo de metafases colchicinicas para avgie® das regibes de
rDNA

O comportamento dos cromossomos portadores de rBFAe 5S foi
avaliado nos parentais capim-elefante (BAG 65) #éhato (BN2), no hibrido
tripldide (H3x) resultante desse cruzamento e na@pleide parcial (M6x-1).
Raizes obtidas de sementes e/ou estacas foraradadet submetidas a solucéo
12,5 mg.L" ciclohexamida: 150 mg:t8-hidroxiquinoleina por 2h45min a 4°C
e, posteriormente, fixadas em solucdo de etandbdeicético (3:1) como
proposto por Techio et al. (2002). As laminas fopeparadas pelo método de
secagem a chama (DONG et al., 2000) com macerapdaonaica em
pectinase:celulase (100U:200U) por 40 minutos @bilhou 3h30min (capim-
elefante e hibrido interespecifico) a 37°C em canjarida.

O numero de regifes de rDNA 45S e 5S foi avaliewo5 metafases
dos gendétipos parentais capim-elefante e milheto® hibridos tripléide e

hexaploide parcial. O comportamento das regidedD8&\ 45S e 5S no ciclo
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celular foi avaliado em pelo menos 5 células congsromlcleos no hibrido

hexaploide parcial.

2.4 Hibridizag&oin situ

A eliminacdo cromoss6mica foi avaliada utilizanéosemo sonda DNA
gendmico de milheto (GISH) e os rDNAs 45S e 5S 1$ DNA gendmico
de milheto, cedido pela Embrapa Gado de Leitepfaicado com biotina-16-
dUTP através da reacdo de nick-translation. A saledeDNA 45S foi marcada
com biotina-16-dUTP e a sonda de rDNA 5S marcada dmoxigenina-12-
dUTP, ambas por reacao de nick-translation.

A técnica de hibridizacadn situ foi realizada segundo Jiang et al.
(1995). As laminas foram desnaturadas em formamda durante 1 min e 20
seg a 85°C seguido de desidratacdo em série amoddi%, 90% e 100%. A
mistura de hibridizacdo (20 uL) contendo 50% dentonida, 10% sulfato de
dextran, 50-100 ng de sonda marcada, 100 ng DNBlatpieio em 2X citrato
de sddio salino (SSC) foi aplicada e as laminagrtab com uma laminulas de
24x32 mm e seladas com cola vinil. Apds a hibridegg®7 ° C por, no minimo,
16 h, as laminas foram lavadas sequencialmente &X d@irante 5 minutos a
temperatura ambiente, 2X SSC durante 10 minutd®@ ¢ 1X TNT durante 5
minutos a temperatura ambiente. A deteccdo danbidfbi realizada com
estreptavidina conjugada com Alexafluor 488 e &a o da digoxigenina foi
feita com anti-dig conjugada com rodamina. As lasiforam contrastadas com
Vectashield (Vector Laboratories) contendo 1 ngl/ de 4 ',6-diamidino-2-
fenilindolo (DAPI) e avaliadas em microscopio deiflaprescéncia Eclipse
E600 Nikon com comprimentos de onda de excitacdesfim de 358/461
(DAPI), 490/525 (Alexafluor 488) e (Rodamina). Asagens de interesse foram
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digitalizadas por meio de camera monocroméaticégestida Nikon DSQi1MC e
processadas usando o software NIS-Element BR &80Mkon) e Adobe
Photoshop CS3.

3 RESULTADOS

3.1 Identificacdo dos genomas envolvidos na elimig@o cromossémica
durante o ciclo celular

O estudo da eliminacdo cromossémica iniciou-se pekliacdo da
frequéncia de anormalidades no ciclo celular,zatiido colora¢@o convencional,
nos seis hibridos polipléides parciais. Em todedibridos foram encontradas
alteracdes como microndcleos, cromossomos atrasaoc®s metéfase,
cromossomos perdidos na anafase/tel6fase e pantmsafiase, com frequéncias

totais de anormalidades semelhantes (Figura 1 eldah
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Figura 1: Anormalidades nas células sométicas dos hibriddiplgdes parciais
avaliados. Micronlcleo na profase (A), cromossomtrmsados na metafase (B),
cromossomo perdido na anafase (C), ponte na an@ase
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Tabela 1: Frequéncia (%) de alteracdes no ciclo celulartdbsados tetraploides, pentaploides e hexaploidesias.
Intervalos feitos com base no erro padrdo médio.

Anormalidades 4x-1  4x-2 Total 4x 5x-1 5x-2 Total 5x 6x-1 6Xx-2 Tak 6x
Micronucleo 3,34 1,74 2,54 (+0,092) 2,28 2,62 2,45 (+0,040) 3,76 5,36 4,56 (+0,231)
C. Atrasados 6,74 4,80 5,77 (x0,144) 5,18 4,72 4,95(+0,094) 496 4,00 4,48 (+0,179)
C. Perdidos 2,58 1,64 2,11 (#0,068) 1,04 0,82 0,93 (+0,017) 1,06 0,60 0,83 (+0,053)
Ponte 0,50 0,28 0,39 (+0,025) 0,36 0,90 0,63 (+0,035) 0,90 0,50 0,70 (+0,043)
Total geral 10,81 8,96 10,57
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Nos hibridos M4x e Mb5x, as alteracbes mais freqeentoram
cromossomos atrasados na metafase (5,77% e 4,988pectivamente),
enquanto, nos hexaploides parciais 0s microndcleggresentaram a
anormalidade mais frequente (4,56%) (Tabela 1).

A avaliacdo das alteracdes cromossdmicas por neeiultidizacadn
situ gendmica mostrou que tanto cromossomos de capfantdequanto de
milheto estdo envolvidos no processo de eliminattgante o ciclo celular em

todos os hibridos avaliados (Figuras 2, 3 e 4).



Figura 2: Anormalidades no ciclo celular do hibrido
tetraploide parcial marcadas com sonda de milheto.
Microndcleo na préfase (A), cromossomo atrasado na
metéfase (B), cromossomos perdidos na anafased¢tles

na anafase (D). Setas brancas indicam cromossomos d
capim-elefante e setas amarelas indicam cromossoeos

milheto. Barra: 20um.
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Figura 3: Anormalidades mitéticas no hibrido
pentaploide marcadas com sonda de milheto. Profase
com microndcleo (A), cromossomo atrasado ha
metéfase (B), pontes na anafase (C), micronlcleo na
teléfase (D). Setas brancas indicam cromossomos de
capim-elefante e setas amarelas indicam cromossomos
de milheto. Barra: 20um.
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Figura 4: Anormalidades mitéticas no hibrido
hexaploide marcadas com sonda de milheto.
Micronucleo na préfase (A), cromossomos atrasados n
metéfase (B), pontes na anafase (C), micronlcleo na
teléfase (D). Setas brancas indicam cromossomos de
capim-elefante e setas amarelas indicam cromossomos
de milheto. Barra: 20pum.
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Considerando todos os genétipos avaliados ap6sShl,Glerificou-se
gue entre as células que apresentaram anormaljdame’39,65% delas foram
observados cromossomos de capim-elefante em poockssliminacdo ou
eliminado, em 36, 21%, de milheto, e em 24,14%,ad#os 0s parentais
(Tabela 2).

Tabela 2: Frequéncia (%) dos genomas parentais envolvidosaltesacoes
durante o ciclo celular para os hibridos parciaisaploides, pentaploides e
hexaploides avaliados apo6s a GISH.

Genoma Micronlcleo C. Atrasados C.' Ponte Total
Perdidos Genomas
Capim-elefante
(A'A'BB) 16,09 (28)  8,05(14) 11,49 (20) 4,02(7) 39,65
Milheto (AA) 13,79 (24) 7,47 (13) 8,05(12) 6,9@J1 36,21
Ambos 12,07 (21) 5,75 (10) 517(2) 1,15(2) 24,14

*nimero de células avaliadas

O genoma de capim-elefante foi predominantemenserghdo nas
alteracdes, com excec¢do das pontes, onde o genenmaildeto foi mais

frequente.
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3.2 Comportamento de cromossomos portadores de siide rDNA durante

o ciclo celular dos hibridos hexaploides parciais

Para acompanhar os cromossomos portadores desegdgdrDNA no
ciclo celular, incialmente foi realizada a FISH pratafases colchicinicas com o
intuito de determinar o ndmero de sitios 45S e &Sqntes nos parentais, no
hibrido triploide e no hibrido hexploide parciahnfo no capim-elefante quanto
no milheto foram observados quatro cromossomosendnt 0s genes para
rDNA 45S, sendo que a intensidade de sinal obsanéadnaior em dois
cromossomos, e dois cromossomos contendo os ganasrDNA 5S. Essa
guantidade de sinais e a diferenca no tamanhoitios de rDNA 45S esta de
acordo com a literatura (ANDRADE-VIEIRA, 2010; Llgt al., 1996). O
hibrido triploide apresentou, como esperado, quatmossomos com locos de
rDNA 45S e dois cromossomos com locos de rDNAB&eados proximos ao
teldmero. Nas células do hibrido hexaploide pareiptesentando numero
completo de cromossomos, isto é 42, observou-sdbmdle sinais encontrados
no hibrido triploide, sendo oito cromossomos camaisi de rDNA 45S e quatro

cromossomos com sinais de rDNA 5S (Figura 5).



Figura 5: Numero de regides rDNA 45S (setas
brancas) e rDNA 5S (setas amarelas) em células de
(A) P. purpureum(2n = 4x = 28), (B)P. glaucum

(2n = 2x = 14), (C) Hibrido interespecifico (2r8%x

= 21) e (D) Hibrido hexaploide parcial (metafase
com 42 cromossomos) (2n = 6x = 42). Metafases
coradas com DAPI e sobreposicdo das imagens
evidenciando os sinais (Al, B1, C1, D1). Barra: 20
pm.
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Nas metafases com nimeros variaveis de cromoss(88oa 42) do
hexaploide parcial, 0 numero de sinais permancalieiado em relacdo as
células com numero completo de cromossomos, istoquatro pares
cromossémicos com sinais de rDNA 45S e dois pamsassdmicos com sinais
de rDNA 5S. Isso mostra que cromossomos com gemésgbrtancia para a
célula, como os genes da regido organizadora déatacndo foram eliminados

nas células somaticas deste hibrido (Figura 6).
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Figura 6: Metéafases do hibrido hexaploide parcial mostraraloegifes de

rDNA 45S (setas brancas) e 5S (setas amarelasifddets observadas no
DAPI com 39 (A), 40 (B) e 41 (C) cromossomos. Cresmnos com 0S

sinais das sondas (A1, B1 e C1). Barra: 20um.
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A fim de confirmar os resultados encontrados natfases, a FISH,
usando sondas do rDNA 45S e rDNA 5S, também fdizeeta em células do
ciclo celular do M6x apresentando micron(cleos. ft&am observados sinais
das sondas nos micronucleos (Figura 7).



Figura 7: Células sométicas do hibrido hexaploide parcial

micronucleos. Note que os sinais de rDNA 45S (dataiscas) (Al, B1 e C1)
e rDNA 5S (setas amarelas) (C1) permaneceram rebsasi Células coradas
com DAPI (A, B e C). Sobrposicdo das imagens (AlLeBC1). Barra: 20pum.
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4 DISCUSSAO

Os resultados observados confirmam a mixoploigiesentada pelos
hibridos interespecificos de capim-elefante e ruollsibmetidos a duplicacao
cromossbmica e a sua relagdo com as alteragdeloocelular. Observa-se
também que as alteragBes observadas nas combirfsibdelss resultantes de
retrocruzamentos sdo as mesmas e em propor¢cbeshaptes as dos
hexaploides parciais.

As alteracdes no ciclo celular encontradas assame#fe as descritas
por Bustamante (2009) para outros hibridos hexdgdoparciais, apesar das
diferengas com relagdo a freqiéncia das alteragdesitora encontrou como
alteracdes mais frequentes cromossomos perdideg&gsos, enquanto que
neste trabalho a maioria das alteracbes foi reptade pela presenca de
micronucleos.

Tanto nos hibridos estudados neste trabalho, quaato hibridos
avaliados por Bustamante (2009), a frequéncia eagbes no ciclo celular é
bem menor do que aquela encontrada na meiose p@ €aal. (2012), que
relataram alteracbes em torno de 67%.

Principalmente nas metafases e tel6fases foi mssiservar que
cromossomos inteiros estavam em processo de etidona as pontes nas
anafases e telofases permitiram inferir a eliminage fragmentos e
cromossomos inteiros (Figura 1). As pontes provagate ocorrem entre 0s
genomas A de milheto e A’ de capim-elefante dedadeomeologia existente
entre estes genomas. No entanto, a eliminacdoameossomos e fragmentos
somente pode ser efetivamente constatada pelanpeede microndcleos.

A porcentagem relativamente alta de eliminacdondieos os genomas

em todos os hibridos confirma a eliminacdo bipatg@at descrita para outros
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hibridos hexaploides parciais entre capim-elefamtenilneto (ANDRADE-
VIEIRA et al., 2013, no prelo) e demonstra que ftalna de eliminacdo
também estd presente em hibridos provenientes elpscnuzamentos do
hexaploide parcial com os parentais milheto e cagefante.

Andrade-Vieira et al. (2013, no prelo) avaliaramtafiases colchicinicas
de quatro hibridos com eliminagdo cromossOmicarbiftal, sendo que dois
deles eliminavam nimero maior de cromossomos entdfunda maior
eliminacdo de cromossomos do genoma de capim-tdefarEsse padrdo de
eliminac@o também foi observado no ciclo celules Hibridos avaliados neste
trabalho, ou seja, maior elimina¢do de cromossateasapim-elefante.

Os genomas A do milheto e A’ do capim-elefante ls@medlogos e,
apés a duplicacdo, varios genes estariam numa glosteo vezes maior no
ndcleo hibrido. Como consequéncia, para manter raebstase, a célula
eliminaria 0 excesso de genes que levariam a ueqdibrio fisiolégico nos
hibridos. Além disso, os hibridos hexaploides geeate tém maior
similaridade, para as caracteristicas forragegas o capim-elefante devido a
dominancia do genoma B sobre o genoma A (GONZALHEZNNA, 1984,
LEAO et al., 2011). Considerando estes fatoredagiomando ao fato de haver
uma maior eliminagcdo de cromossomos de capim-a&fgoder-se-ia inferir
que 0s cromossomos que estdo sendo eliminados spjamipalmente
pertencentes ao genoma A'. Essa eliminacdo, prowawte, faz parte do
processo de diploidizacao, o que resultaria ndiigtade do hibrido.

A eliminacdo biparental e aleatéria de cromossort@abém foi
observada em anfiploides sintéticos Ttéicum aestivum — Aegilops kotschyi
Todos os genomas ABD8* foram eliminados, embora os genomas A e B.de
aestivumtivessem permanecido quase intactos. Tiwari e(24110) também

atribuiram a eliminacdo cromossdmica aos altosiqide ploidia, j& que dos
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anfiploides avaliados, os hibridos decaploides smmaram eliminagéo
cromossbmica, enquanto, em combina¢des gendmigakarsis com menores
niveis de ploidia ndo foram observadas elimina¢bBYARI et al., 2010).

O processo de poliploidizacdo é acompanhado de ewtansivo
rearranjo gendémico, de modo que, apds a poliplagdia, alteracdes rapidas
ocorreriam no genoma buscando estabiliza-lo (SOMIFWITTMANN;
DALL'AGNOL, 2003). ReorganizacBes genéticas e epdjieas ocorrem em
conseqiéncia da combinacao de dois diferentes genparentais dentro de um
nucleo, podendo levar a alteracdes no numero ghdigfio de seqiiéncias de
DNA, o que pode causar conflitos intergénicos ed@ede cromossomos
(RIDDLE; BIRCHLER, 2003)

Apesar da eliminagéo biparental e aleatdria d;maessomos observada
nos hibridos poliploidizados deennisetumestudados, 0s cromossomos que
carregam genes de rDNA nao foram eliminados nagasébomaticas. Genes de
rDNA 18S-5,8S-26S estdo localizados na regido @éagana do nucléolo e déo
origem a constricdo secundaria observada em afgonsossomos metafasicos.
A permanéncia de cromossomos especificos tambémrdigitada para
anfiploides sintéticos ddriticum aestivum — Aegilops kotschfm alguns
hibridos, cromossomos que continham o gene detéesia ao oidio foram
preferencialmente retidos (TIWARI et al., 2010).

Pelos resultados obtidos neste e em outros trahalerifica-se que os
gendtipos hibridos poliploidizados estdo em prareds/o de reorganizacdo
gendmica, eliminando regides em excesso, seja o ke eliminacdo de
cromossomos inteiros ou pela perda de sequéncigsi;afido uma maior
estabilidade frente a essa nova condi¢do. Alénodss hibridos hexaploides
parciais avaliados neste trabalho constituem geosdtipromissores para o

melhoramento, ja que apresentam frequéncia deagites relativamente baixa
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durante o ciclo celular, nimero cromossémico préxan esperado (39 a 42), o
qgue, futuramente, poderia levar a origem de umphmidie parcial estavel.
Sugere-se 0 uso de outros marcadores buscanddficdends cromossomos
envolvidos nas eliminacdes e ainda o0 uso de tégniceno o bandeamento Ag-
NOR, para avaliar se todos os sitios encontradosDH 45S sdo ativos,
incluindo-se hibridos que eliminam mairoes e menomimeros de

Cromossomaos.

5 CONCLUSOES

A eliminag&o de cromossomos e de sequéncias hndds hexaploides
parciais entre capim-elefante e milheto ocorre conrsequéncia de alteragdes
cromossdmicas encontradas no ciclo celular.

Os descendentes de retrocruzamentos apresentgméricda e tipos de
alteracdes semelhantes aos hibridos hexaploideigisar

Tanto cromossomos de milheto (genoma A) quantm@gssomos de
capim-elefante (genomas A’B) sdo eliminados nosdob hexaploides parciais
e nagueles resultantes de retrocruzamentos nocalkl@r.

Cromossomos de capim-elefante sdo predominanterakimieados em
todos os hibridos poliploides parciais.

Cromossomos contendo os genes de rDNA 45S e rDSAs&o
preferencialmente mantidos nos nlcleos de célutanaticas do hibrido
hexaploide parcial.
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RESUMO

O género Pennisetumengloba duas forrageiras tropicais economicamente
importantes, Pennisetum pupureum (capim-elefante) com 2n=4x=28
cromossomos e genomas A'’A'BB Pennisetum glaucun{milheto) com
2n=2x=14 cromossomos e genoma AA. A proximidadettiem existente entre
elas permite a obtencdo de hibridos (2n=3x=21) cpmlidade forrageira
superior aos genitores. O estudo das relacdes gegifornece subsidios para o
conhecimento das relacdes filogenéticas e evolug@ogdo também uatil em
programas de melhoramento buscando a introgreséaag No que diz
respeito ao capim-elefante e milheto, a homeolegtee os genomas A e A’ e
entre estes e 0 genoma B foi relatada por meioéderidas citogenéticas
convencionais. O objetivo deste trabalho foi dertranspor meio de
hibridizacaoin situgendémica (GISH), o grau de homologia existentecegdses
genomas. Os resultados confirmaram a homologiee esdr genomas A do
milheto e A'B do capim-elefante e mostraram queliférencas na distribuicao
e propor¢ao das regies homologas apés a hibridacao

Palavras-chave:Homologia genémica&ennisetum glaucur®Pennisetum
purpurem Hibridos interespecificos. Hibridizacé@ositugendmica.
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ABSTRACT

The genusPennisetumincludes two economically important tropical foeag
Pennisetum purpureurfelephant grass) with 2n = 4x = 28 chromosomes and
genomes A'A'BB andPennisetum glaucun{pearl millet) with 2n = 2x = 14
chromosomes and genomes AA. The genetic proxingtwden them allows to
obtain hybrids (2n = 3x = 21) with higher qualityrdge to parents. The study of
genomic relationships provides subsidies to thenkedge of the phylogenetic
relationships and evolution, and is also usefubiaeding programs seeking
gene introgression. With regard to the elephardsgemd millet, the homeologia
between genomes A and A 'and between these ari8l jamome was reported
by conventional cytogenetic techniques. The objectif this study was to
demonstrate through genomic in situ hybridizatigblSH), the degree of
homology between this genomeBhe results confirmed the homology between
the genomes A of pearl millet and A'B elephant giasd showed that there are
differences in the distribution and proportion ofnfologous regions after
hybridization.

Keywords: Homeology.Pennisetum glaucunPennisetum purpurenGenomic
in situ hybridization.
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1 INTRODUCAO

Entre as espécies do génétennisetumRich (Poaceag)as de maior
importancia econdmica sdo o0 capim-elefantBenfisetum purpureum
Schumach), utilizado como forrageira e o milhéter(nisetum glaucurlL.) R.
Br.) utilizado como cereal e forrageira (PEREIRAakt 2003).

O milheto é uma espécie anual, alégama, com congplEm
cromossdmico de 2n = 2x = 14 e genoma AA, constimio pool génico
primario dentro do género. O capim-elefante é us@@e perene, aldgama,
com um complemento cromossdmico de 2n = 4x = 2&momas A'A'BB
pertencente ao pool génico secundario (MARTEL .e2a04).

Mesmo integrando conjuntos génicos distintos eridde quanto ao
nivel de ploidia, o capim-elefante e o milheto s&xualmente compativeis,
produzindo hibridos triploides naturais (2n = 32% genoma AA'B) e estéreis
(HANNA, 1987; MARTEL et al.,, 2004). A facilidade emroduzir hibridos
sintéticos tem sido explorada pelos melhoristasa Mez que estes apresentam
qualidade forrageira superior aos genitores (PERERal., 2003).

A proximidade gendmica entré®. glaucume P. purpureum foi
demonstrada por técnicas moleculares e sugere tigegocomum para as duas
espécies (HARLAN; DE WET, 1971; MARTEL et al., 2Q0&sta proximidade
genética também foi demonstrada por analises roagdtmo hibrido tripldide.
Nas diacineses e metafases | do hibrido formarmgesajmente, sete bivalentes
do pareamento entre os cromossomos dos genomas doemilheto e capim-
elefante, respectivamente, e sete univalentes donge B do capim-elefante
(JAUHAR, 1968, 1981; PANTULU, 1967; SREE RANGASAMY1972;
TECHIO; DAVIDE; PEREIRA, 2005). A ocorréncia, mesmouco frequente,

de trivalentes e nimeros de bivalentes superiorestea sugerem pareamento
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tanto alo- quanto autossindético entre os genomaS'eAB (SETHI; KALIA;
GHAI, 1970; TECHIO; DAVIDE; PEREIRA, 2005, 2006).

Buscando melhor compreender as relagfes evolutixistentes entre
estas espécie® objetivo deste trabalho foi demonstrar o graundmologia
entre 0s genomas A, A’ e B de capim-elefante e etolh por meio de

hibridizacaadn situgenémica em células somaticas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e DNAs gendmicos (sera que pe)

As avaliacdes foram feitas em metafases mitéticasparentais capim-
elefante (BAG 65) e milheto (BN2) e do hibrido lmide (BAG 65 x BN2)
originado desse cruzamento. O material botanicoNADgenbmicos foram
cedidos pelo Banco Ativo de Germoplasma de Capisfete (BAGCE) da
Embrapa Gado de Leite, campo experimental José iddenBruschi, em
Coronel Pacheco-MG.

2.2 Obtencédo de metéafases colchicinicas

Raizes provenientes de sementes ou estacas de BABNR e hibrido
triploide foram coletadas e submetidas a solucdo 1865 mg.I" de
ciclohexamida: 150 mgl de 8-hidroxiquinoleina por 2h45min a 4°C e,
posteriormentefixadas em solucéo de etanol:aciéticac(3:1) como proposto
por Techio et al. (2002). As laminas foram prepasaoelo método de secagem

a chama (DONG et al., 2000) com maceracdo enzimétit pectinase:celulase
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(100U:200U) por 40 minutos (milheto) ou 3h30minpica-elefante e hibrido
interespecifico) a 37°C em camara Umida.

2.3 Hibridizag&oin situ gendémica

Para o estudo de homologia genémica, DNAs genéndeosilheto e
de capim-elefante foram marcados com biotina-16Rl@diravés da reacdo de
nick-translation obtendo-se as sondas gendémicas.

A técnica de hibridizacéo foi realizada segunamgdliet al. (1995). A
preparagdo cromossémica foi desnaturada coml1@@ formamida 70% em
2X SSC em estufa a 85°C por 1 min e 20 seg. Posternte as laminas foram
lavadas em etanol 70% a -20° C por 5 minutos, dagule duas lavagens em
etanol 90% e 100%, 5 minutos cada, para remoc¢doraeamida. A mistura de
hibridizacao foi preparada com 10 de formamida 100%, AL de 20X SSC
pH=7,0, 2uL de sonda marcada com biotina el4 de dextran sulfato 50%,
totalizando 18.L da mistura que foi desnaturada a 95°C por 8 rofgeguida
de 5 minutos no gelo. Apés a desnaturacdo a misgturaplicada sobre a
preparacdo cromossdmica deixando-se hibridizar pmrminimo, 16 horas a
37°C em camara Umida.

As lavagens de estringéncia foram realizadas sibdhcdg com 2X SSC
por 5 minutos, 2X SSC a 42°C por 10 minutos e 1X Pidr 5 minutos.

A deteccdo da biotina foi realizada com estreptagidtonjugada com
Alexafluor 488.

As laminas foram montadas em Vectashield com DABRVadiadas em
microscopio de epifluorescéncia Eclipse E600 Nikaosando filtros nos
comprimentos de onda de excitacdo/emissao de 3b&d&G DAPI e 490/525

para FITC. As imagens de interesse foram digitdigapor meio de camera
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monocromatica refrigerada Nikon DSQIi1MC e proceasatsando o software
NIS-Element BR 4.00.03 (Nikon) e Adobe PhotoshoB.CS

Para avaliar o grau de homologia entre os genomas A& B, foram
medidos os cromossomos de 5 metafases de cadaipgemdta proporcdo
ocupada pela sonda genémica no programa Image3Tol

3 RESULTADOS

Apéds a hibridizacddn situ genémica (GISH) em metafases de capim-
elefante utilizando como sonda o DNA gendmico dé¢hetd (genoma A)
distinguiu-se os 14 cromossomos pertencentes am@eA’ do capim-elefante.
Estes apresentaram a regido centromérica e adiaséioctemente marcadas
pela sonda. Os outros 14 cromossomos do genomacBpim-elefante ou nao
foram marcados pela sonda ou apresentaram algup®mes e fracos sinais
dispersos ao longo do cromossomo (Figura 1, Al)péssivel identificar o par
cromossémico X por apresentar todo o braco curtccada pela sonda (em
destaque na Figura 1, Al). Andrade-Vieira (2010)ref que o cromossomo X
de capim-elefante pode ser faciimente distinguid® metafases por apresentar
uma banda DAPI forte na regiéo terminal do braggdo

Todos os 14 cromossomos do milheto apresentaranasmdos quando
a GISH foi realizada utilizando como sonda o DNAn@mico de capim-
elefante. Alguns cromossomos apresentaram marcagdo forte que outros,
mas todos tinham alguma regiéo hibridizada. Na ri@aidos cromossomos, as
marcacOes foram observadas nas regides centroméradjacéncias. Em alguns
a sonda se ligou apenas no brago curto e em oottoppu quase a totalidade

dos cromossomos (Figura 1, B1).



81

A GISH também foi realizada no hibrido triploideoyeniente do
cruzamento entre capim-elefante e milheto usandwamnda DNA gendmico
de milheto. A sonda marcou por completo os 7 cremm®s provenientes de
milheto e, dos 14 cromossomos de capim-elefantejairia apresentou
marcacfes evidentes na regido centromérica e adjasé Também no hibrido
triploide, o cromossomo X foi identificado (em degie na Figura 1, C1). Nas
células do hibrido interespecifico, é evidente fareihnca de tamanho entre os

cromossomos dos parentais, sendo os do milhetaasdieigura 1C).



Figura 1. Metafases de capim-elefante (A), milheto (B) e do
hibrido triploide (C). Note em A, os 14 cromossondosgenoma

A’ marcados pela sonda. Em B, todos os cromossaiasilheto
foram marcados pela sonda. Em C, os 7 cromossomasldeto
foram completamente marcados pela sonda e todos os
cromossomos provenientes de capim-elefante apezaent
alguma marcagdo. No destaque, o cromossomo X dencap
elefante. Metafases com DAPI (A, B, C) e sobregmsiclas
imagens evidenciando o sinal da sonda (A1, B1, Bdxa: 20um
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Para averiguar o grau de homologia entre os gemoMaA'e B,
realizou-se medi¢cdes nos cromossomos marcados g@idas de milheto e de
capim-elefante em todo o complemento cromossdmiz® mhrentais e do

hibrido triploide resultante desse cruzamento (leabge

Tabela 1: Proporcdo dos cromossomos marcada pelos genomasmgilheto
(BN2) e proporcao dos cromossomos marcada pelongend em capim-
elefante (BAG 65) e hibrido interespecifico (3x).

. Comprimento total Comprimento Porcentagem
Gendtipo marcada pela
dos cromossomos  total da sonda sonda
Milheto
met 1 62,00 36,27 59%
met 2 56,73 35,10 62%
met 3 68,02 43,97 65%
met 4 49,33 34,23 69%
met 5 58,99 36,88 63%
Média 59,01 37,29 63%
Capim-elefante
met 1 52,13 15,77 30%
met 2 58,63 17,82 30%
met 3 70,31 17,93 26%
met 4 67,39 21,31 32%
met 5 73,58 19,29 26%
Média 64,41 18,42 29%
Triploide
met 1 95,65 50,00 52%
met 2 74,95 40,87 55%
met 3 77,22 45,53 59%
met 4 93,66 45,28 48%
met 5 79,00 46,22 59%
Média 84,10 45,58 55%

Os resultados mostram que, no milheto, ha 63%odeeblogia entre o

genoma A do milheo e os genomas A'B de capim-elefado capim-elefante,
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apenas 0s Cromossomaos pertencentes ao genomaaf) fmedidos quanto a
proporcdo marcada pela sonda, devido a dificuldahe se quantificar as
pequenas marcas no genoma B, que aparecem dispdesis genoétipo, em
média 29% do genoma A’ € homeodlogo ao genoma A.

A proporcédo do genoma A nos genomas A’ e B dadudlriploide foi
de 55%. Os cromossomos que apresentaram marcag@issfaortes foram
considerados pertencentes ao genoma A’ j4 queapstsenta maior homologia
com o genoma A. Neste hibrido, todos os cromossamiasdos de capim-

elefante apresentaram alguma marcacéo.

4 DISCUSSAO

Estudos anteriores utilizando pareamento meidtwdnibrido triploide
ja demonstraram que ha homeologia entre os gendnus milheto e A’ do
capim-elefante, bem como entre ambos e o genoma Bagim-elefante de
forma reduzida (JAUHAR; HANNA, 1998; TECHIO; DAVIDEPEREIRA,
2005). No entanto, a distribuicdo e a proporcasaesegides homoélogas ainda
nao haviam sido descritas. Neste trabalho, a liflgdo de sondas genbmicas
de milheto e capim-elefante confirmaram que ha lubogéa entre os trés
genomas e que ela é maior entre os genomas A e A’.

No capim-elefante, os 14 cromossomos mais forteenerrcados pela
sonda com DNA gendmico de milheto sdo pertenceategienoma A'. Os
demais cromossomos pertencentes ao genoma B apresgpequenas
marcacdes dispersas. Isso ficou evidenciado pelsepca do sinal da sonda
gendmica de milheto em aproximadamente 30% do genédmdo capim-
elefante e pela dificuldade em realizar medi¢cdes demais cromossomos do

genoma B.
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Essa proporcdo do genoma A em A’ se da principaienaas regides
centroméricas e adjacentes, podendo também ocupticamente todo um
braco cromossdmico. A distribuicdo do genoma A grosnossomos do capim-
elefante demonstra a grande possibilidade de renag#n entre essas espécies.

No hibrido tripl6ide, diferentemente do observads aromossomos do
capim-elefante, com excecdo do cromossomo X, ¢ dmaonda do genoma A
ocupou principalmente o centrémero, estendendmseopnas adjacéncias. Fica
evidente, dessa forma, que alteracdes ocorrerancjgalmente no genoma A’
apos hibridagdo. Uma vez combinados em um niclaadbipoliploide, véarias
modificacdes nos genomas parentais diploides podemrer rapidamente
(SOLTIS; SOLTIS, 1999), o que culminaria na fornada um “novo” genoma
grandemente rearranjado.

A afinidade genémica entre capim-elefante e milfietou ainda mais
evidenciada quando se utillizou sonda de capinastefno milheto. Neste caso,
0S Cromossomos apresentaram-se quase totalmertadosr

Apesar da hibridizacdm situ genémica auxiliar na identificacdo dos
genomas, nédo foi possivel realizar uma quantificgg@cisa dos mesmos, em
funcéo da dificuldade em medir as pequenas marsatdi8persas A diferenca
observada nas propor¢des ocupadas nos genomas lldetomeé do capim-
elefante, quando usada a GISH reciproca, é expligmio fato de que no
milheto foram quantificados os dois genomas dencagdefante (A'B) e no
capim-elefante foi quantificado apenas o genoma obtendo-se um valor
subestimado, o qual também é afetado pelo gravmpactacdo das metafases
avaliadas.

Os resultados também evidenciaram as diferencteantEnho e nimero
entre 0os cromossomos de capim-elefante e milhet@ wez que, apesar do

capim-elefante ter o dobro do nimero cromossérmuammprimento total dos
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mesmos ndo aumentou proporcionalmente em relac@io agilheto. Esse fato
esta de acordo com a literatura que relata queaasigeas tém origem comum e
recente e que a evolucao se deu pela reducao nerom@aumento no tamanho
dos cromossomos (AVDULOV, 1931; BENNETZEN, 2007; EFET,
FELDMAN, 1991; MARTEL et al., 2004; PATERSON; BOWBR
CHAPMAN, 2004; STEBBINS, 1956, 1971).

No caso do génermBennisetumo ancestral comum apresentava nimero
bésico de cromossomos x = 9. J& o ancestral désiespla sec@@ennicillaria,

a qual pertencer®. purpureume P. glaucum,apresentava niumero basico de
cromossomos x = 7. A divergéncia Bepurpureuntoi resultado de um evento
de hibridac@o interespecifica seguida por um peacede diploidizagcdo
(MARTEL et al., 2004).

Durante a evolug¢do, muitos poliploides passaramuporprocesso de
diploidizacdo tal que os cromossomos passaram eomsgortar de maneira
regular durante o pareamento e a segregacao. fesespo conduz a uma perda
macica de genes e leva ao rearranjo do genoma (KEBIRREN; LANDER,
2004).

Considerando que o ancestral comum de capim-etefanmilheto
apresentasse em sua constituicdo o genoma A, @steagsado ao capim-
elefante que, por estar combinado em um mesmomi@cde o genoma B ha
mais tempo, sofreu varios rearranjos e modificag@el®ngo da evolucdo sendo
hoje denominado genoma A’. Dessa forma, o genomapéderia ser
considerado um subgenoma do ancestral A devido @damgas gendmicas e
estruturais que ocorreram durante a evolugdo. Quacwimparados o0s
complementos cromossdmicos de capim-elefante eetnjllas diferencas entre
0s genomas A e A’ sdo bastante evidentes, sobrefudndo o genoma A’ é

observado no complemento cromossdmico do hibriploigie.
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5 CONCLUSAO

Ap6s a hibridacdo, ha diferencas nas proporc@esstebdicdo do
genoma A sobre os genomas A’ e B.
Em fungdo das reorganizacdes ocorridas durant®lagéo, o genoma

A’ pode ser considerado um subgenoma de A.
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