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Resumo — Os objetivos deste trabalho foram estabelecer um protocolo eficiente de embriogénese somatica,
em hibridos triploides entre capim-elefante (Pennisetum purpureum Schumach.) e milheto (P. glaucum (L.)
R. Br.), e avaliar por citometria de fluxo a estabilidade gendmica das plantas obtidas in vitro. A embriogénese
somadtica e a regeneracdo das plantas foram estabelecidas a partir de embrides zigoticos maduros de hibridos
entre capim-elefante e milheto. Foram testados quatro tratamentos com 2,4-acido diclorofenoxiacético (2,4-D),
nas concentracdes 0, 1, 2 e 3 mg L', para indugdo de calos embriogénicos, e dois tratamentos com inositol a
1 e 2 g L', para regeneracdo das plantas. Os tratamentos foram dispostos em delineamento inteiramente ao
acaso. A combinacgdo 6tima de hormdnios foi de 2 mg L' de 2,4-D, para indugdo de calos embriogénicos, e
de 1 g L' de inositol, para conversdo de embrides e regeneragio de plantas. A analise de quantidade de DNA,
por citometria de fluxo das plantas regeneradas, indicou a ndo ocorréncia de alteracdes em ploidia durante
a embriogénese somatica e a regeneragdo das plantas. A quantidade de DNA nuclear e a ploidia das plantas
regeneradas foram estaveis e homogéneas em comparagdo as das plantas controle. Nao ocorreu instabilidade
cariotipica no sistema de regeneracdo usado para hibridos de Pennisetum.

Termos para indexagao: Pennisetum glaucum, Pennisetum purpureum, cultura de tecidos.

Somatic embryogenesis in hybrids of Pennisetum sp.
and genomic stability evaluation by cytometry

Abstract — The objectives of this study were to establish an efficient protocol for somatic embryogenesis in
triploid hybrids between napiergrass (Pennisetum purpureum Schumach.) and pearl millet (P. glaucum (L.) R.
Br.), and to assess the genomic stability by flow cytometry of the plants obtained in vitro. Somatic embryogenesis
and plant regeneration were successfully established from mature zygotic embryos of napiergrass and pearl
millet hybrids. Four treatments with 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) at 0, 1, 2 e 3 mg L' were tested for
embryogenic calli induction and two treatments with inositol at 1 e 2 g L' were tested for plant regeneration.
The treatments were arranged in a completely randomized design. The optimum hormone combinations were
2 mg L' of 2,4-D for embryogenic callus induction, and 1 g L' of inositol for embryos conversion and plant
regeneration. The analysis of DNA content by flow cytometry of the regenerated plantlets indicated that no
ploidy changes had been induced during somatic embryogenesis and plant regeneration. The nuclear DNA
content and ploidy levels of the regenerated plants were stable and homogeneous in comparison to those of
the control plants. There was no occurrence of karyological instability in the regeneration system utilized for
Pennisetum hybrid.

Index terms: Pennisetum glaucum, Pennisetum purpureum, tissue culture.

Introducio tem estimulado ndo s6 o seu cultivo como também o

Um dos mais importantes géneros da familia Poaceae ~ S€U melhoramento genético para o desenvolvimento

¢ 0 Pennisetum (Martel et al., 2004). O capim-elefante de cultivares melhoradas (Sobrinho et al., 2005).
(P purpureum Schumach.) é uma espécie perene, O milheto [P glaucum (L.) R.Br] ¢ uma espécie anual,
alogama e tetraploide (2n=4x=28) segundo Martel ~ alogama e diploide (2n=2x=14), de acordo com Martel
et al. (1996). Seu potencial produtivo, associado a  etal. (1996). O milheto apresenta boa resisténcia a seca
boa qualidade, palatabilidade, vigor e perenidade, e a doengas, € tolerante a baixos niveis de fertilidade
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do solo, tem boa produgdo de sementes ndo deiscentes
e produz elevado rendimento de matéria seca (Pereira
etal., 2001).

A proximidade genética entre o capim-elefante
e o milheto possibilita a obtencdo de hibridos entre
essas duas espécies com relativa facilidade e, em
razdo disso, essa estratégia tem sido recomendada
para o melhoramento da qualidade forrageira (Hanna,
1999). O cruzamento entre essas duas espécies
resulta em um hibrido interespecifico triploide
(2n=3x=21 cromossomos) e estéril, que se assemelha
morfologicamente ao capim-elefante e apresenta
algumas caracteristicas intermediarias entre as duas
espécies parentais (Hanna, 1999). Esse cruzamento
busca reunir no hibrido caracteristicas desejaveis do
milheto, tais como tolerdncia a seca e resisténcia a
doengas, com as boas caracteristicas do capim-elefante,
como potencial produtivo, palatabilidade, vigor e
perenidade (Schank et al., 1993).

Anecessidade de propagacao assexuada dos hibridos
triploides, em razdo de sua esterilidade, é uma das
limita¢des do emprego desses materiais nos programas
de melhoramento. Contudo, as técnicas de propagagio
clonal in vitro representam uma alternativa para
multiplicar, eficientemente, gendtipos elite de hibridos
triploides entre capim-elefante e milheto. Entre as
técnicas de propagacdo in vitro, a embriogénese
somatica ¢ frequentemente relatada como uma das
principais metodologias de propagacdo de genotipos
elite, uma vez que os meristemas radiculares e apicais
estdo presentes simultaneamente mnos embrides
somaticos (Kim, 2000).

Alguns estudos relatam protocolos de embriogénese
somatica, em espécies do género Pennisetum, a partir
de embrides maduros e explantes foliares (Arockiasamy
et al.,, 2006), embrides imaturos (Lambé et al.,
1998) e inflorescéncias imaturas (Pius et al., 1993),
bem como a partir de brotos apicais (Botti & Vasil,
1983). Entretanto, sdo raros os relatos sobre o uso de
embriogénese somatica para hibridos de P. purpureum
e P. glaucum.

Embora a embriogénese somadtica seja apontada
como uma metodologia segura de propagacdo in
vitro, a possibilidade de variagdo somaclonal tem sido
demonstrada (Jain, 2001). As variagdes cromossdmicas
numéricas, tais como aneuploidias e poliploidias, sdo as
alteragdes mais comuns e geralmente estdo associadas
a idade da cultura e a estresse por reguladores de

crescimento ou a ambos (Cassels & Curry, 2001). Assim,
a disponibilidade de um protocolo de embriogénese
somatica, que minimize a presenga da variagdo
somaclonal, ¢ fundamental para se aumentar a eficiéncia
da clonagem assexuada de gendtipos elite de hibridos
entre capim-elefanteemilheto. Paralelamente, € desejavel
a avaliagdo periddica dessa instabilidade genomica, por
meio de um método rapido e a0 mesmo tempo preciso.
A citometria de fluxo tem sido extensivamente utilizada
com esse proposito, em varios estudos, tais como os das
espécies Juniperus phoeniceae (Loureiro et al., 2007),
Scutellaria baicalensis (Alan et al., 2007), Eucalyptus
globulus (Pinto et al., 2004) e Quercus robur (Endemann
et al., 2001).

Os objetivos do trabalho foram estabelecer um
protocolo eficiente de embriogénese somatica, em
hibridos triploides entre capim-elefante e milheto, e
avaliar a estabilidade gendmica das plantas obtidas in
vitro, por citometria de fluxo.

Material e Métodos

Sementes triploides oriundas do cruzamento entre os
parentais F91-2-5 (capim-elefante) ¢ M-31 (milheto)
foram utilizadas nos experimentos. Esse cruzamento
constitui um dos hibridos que fazem parte do programa
de melhoramento de forragem da Embrapa Gado de
Leite, em Juiz de Fora, MG. As sementes foram
esterilizadas por 1 min em etanol absoluto, 20 min
em hipoclorito de sddio 2% e, posteriormente, foram
lavadas quatro vezes em agua destilada autoclavada.
Embrides maduros foram extraidos a partir das sementes
e utilizados para indugdo de embriogénese somatica em
quatro tratamentos de 2,4-D, nas concentragoes 0, 1, 2
e 3 mg L', em meio MS (Murashige & Skoog, 1962)
(Phytotechlab) com 30 g L' de sacarose e 6 g ! de agar.
Os embrides foram mantidos no escuro, a 25°C, por
quatro semanas, para induc¢ao dos calos embriogénicos.
Os tratamentos foram dispostos em delineamento
inteiramente ao acaso, com trés repeticdes. Cada
repeticdo foi obtida da analise de trés placas de Petri,
cada uma com dez embrides. A analise estatistica
dos percentuais de calos ¢ de calos embriogénicos,
produzidos a partir de cada tratamento, foi realizada
por analise de variancia ¢ analise de regressdo, a 5%
de probabilidade.

Os calos embriogénicos produzidos nos tratamentos
de 1 mg L'de 2,4-D, depois de quatro semanas de
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inducgdo, foram repicados em meio MS com 1, 2 ¢
3 mg L' de 2,4-D e mantidos por mais quatro semanas
para inducdo de embriogénese secundaria. Apos esse
periodo, os calos foram transferidos para meio de
regeneracdo MS sem reguladores de crescimento, com
1 ou 2 g L' de inositol. Posteriormente, os calos que
possuiam embrides maduros foram transferidos para
meio MS em presenca da luz, com o objetivo de induzir
a formagao de brotos e enraizamento (fase de conversao
em plantas).

As plantulas obtidas foram aclimatadas, cobertas com
filme de pléstico durante 14 dias e, posteriormente, foram
transplantadas para vasos com solo e plantmax (1:1) e
cultivadas em casa de vegetacdo. As plantas com 1 més
de idade foram posteriormente analisadas por citometria
de fluxo, para se averiguar a estabilidade genomica.

Trés plantas triploides, obtidas por germinacao
de sementes e mantidas em vasos, foram utilizadas
como controle. De cada planta, foram avaliadas trés
amostras de diferentes setores do tecido foliar, e
cada uma delas foi considerada como uma repeti¢ao
(delineamento inteiramente ao acaso com trés
repetigoes). A analise estatistica foi realizada por
comparacdo das quantidades de DNA entre plantas,
por teste de média (Tukey, p<0,05). De cada amostra,
20 a 30 mg de tecido foliar jovem, junto com a mesma
massa foliar de Pisum sativum L. (padrao de referéncia
de quantidade de DNA - 9,09 pg) foram triturados em
placa de Petri, com 1 mL do tampao de extragdo de
nucleos LBO1 (Dolezel & Bartos, 2005). A solugéo de
nucleos foi aspirada através de duas camadas de gaze,
para filtragem do tecido triturado e, posteriormente,
filtrada em malha de 50 pm (Millipore) e coletada
em um tubo de poliestireno. A suspensao nuclear foi
corada com 25 pL de uma solu¢do composta de iodeto
de propideo (1 mg mL!) e 5 uL de RNase. As amostras
foram armazenadas em refrigerador, no escuro, e
analisadas em até 1 hora ap6s o preparo. Para cada
amostra, pelo menos 10 mil nucleos foram analisados
quanto a emissdo de fluorescéncia, para quantificacdo
de DNA. Os histogramas foram obtidos no citometro
FacsCalibur (Becton Dickinson) com o programa Cell
Quest. As quantidades de DNA (pg) das plantas foram
obtidas por meio da equagdo: quantidade de DNA (pg)
= (posi¢do do pico G1 da amostra/posigdo do pico G1
de P. sativum) x 9,09. A analise estatistica dos dados
foi realizada pelo programa WinMDI 2.8 (http://www.
cyto.purdue.edu/flowcyt/software/Winmdi.htm).
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Resultados e Discussao

Para os percentuais de produgdo de calos e de
calos embriogénicos em fun¢do da concentracao de
2,4-D (0, 1, 2 e 3 mg L"), foram observados modelos
quadraticos na analise de regressdo, com valores
maximos de 75,86% de calos, na concentracdo
de 2 mg L' e 27,34% de calos embriogénicos, na
concentracdo de 1,8 mg L' (Figura 1).

Os calos embriogénicos oriundos do tratamento
com 1 mg L' foram subcultivados em diferentes
concentracdes, para induzir a embriogénese secundaria.
A multiplicagdo em meio com 1 mg L' de 2,4-D foi
mantida, enquanto a maioria dos calos subcultivados
em meio com 2 ou 3 mg L' oxidaram e morreram.

A embriogénese somatica ¢ um processo biologico
complexo, que ¢ induzido artificialmente por diferentes
condigdes de estresse como, por exemplo, redugdo do
potencial osmédtico do meio de cultivo e adigdo de
auxinas. Em geral, o 2,4-D é o agente indutor mais
utilizado, pois induz genes responsaveis pela sinalizacao
do processo de embriogénese somatica. No hibrido
entre P. purpureum X P. americanum, a embriogénese
foi induzida com sucesso, em meio suplementado com
esse regulador de crescimento (Haydu & Vasil, 1981).

Quanto & regeneracdo de brotos, os calos
embriogénicos originados do tratamento com 1 mg L
de 2,4-D — e mantidos na etapa de conversao, em meio
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Figura 1. Percentuais de calos e de calos embriogénicos,
produzidos a partir de diferentes tratamentos com 2,4-D.
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suplementado com 1 g L' de inositol — apresentaram
os melhores resultados, e foi possivel observar 25,31%
dos calos com brotagdes. A partir deste tratamento, foi
possivel obter26 plantasadultas que, subsequentemente,
foram analisadas por citometria de fluxo. No entanto,
os calos tratados com 2 e 3 mg L' de 2,4-D resultaram
em baixa ou nenhuma conversio, o que demonstra que
o tratamento de origem do calo embriogénico pode
afetar significativamente a regeneracao das plantas.

As etapas de obtencdo de calos embriogénicos
e plantas, a partir de embrides zigéticos de hibridos
P purpurem e P. glaucum, estdo representadas na
Figura 2.

A quantidade de DNA média, para as plantas obtidas
por embriogénese somadtica, foi de 4,51+0,06 pg,
com variagdo de 4,49 a 4,56 pg. Os valores de
quantidade de DNA individuais das plantas ndo
foram estatisticamente diferentes (p>0,05) das plantas
controle (média de 4,50+0,04 pg). Para todas as plantas
analisadas, os percentuais de células em Gl e G2
(67,89+5,67 ¢ 7,78+1,45) e os coeficientes de variagdo
(2,1240,56) foram considerados normais, para uma
populagdo de células em um ciclo celular ativo, o
que permite boas estimativas da quantidade de DNA
(Dolezel et al., 2007). Histogramas representativos
das quantidades de DNA das plantas analisadas sdo

Figura 2. Regeneracdo de plantas por embriogénese somatica, em hibrido de capim-elefante e milheto (P. purpureum x
P. glaucum). A e B, calos embriogénicos com seis semanas de cultivo em 1 mg L' de 2,4-D. C, brotos hibridos, apds seis
semanas de cultivo em meio MS sem reguladores de crescimento. D, brotos hibridos com raizes em meio MS sem reguladores
de crescimento (quatro semanas). E, planta aclimatada ap6s quatro semanas. Fotos de Marcelo de Oliveira Santos.
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mostrados na Figura 3. Para duas plantas obtidas por
embriogénese somatica, foi possivel detectar a presenca
de células com quantidades de DNA equivalentes a
12x. Provavelmente, estas estimativas se referem a
células na fase G2 da interfase, oriundas de células
hexaploides, o que indica a possibilidade de ocorréncia
de duplicagdo cromossdmica em algumas células
(Figura 3 C e D). Essas plantas podem ser classificadas
como mixoploides (que contém tanto células triploides

quanto hexaploides). As demais plantas obtidas por
embriogénese e analisadas por citometria de fluxo
foram classificadas como triploides estaveis, sem a
presenca de células com instabilidade gendmica.
Viérios autores tém demonstrado a importancia
dos coeficientes de variacdo dos picos G1 para boas
estimativas da quantidade de DNA, em trabalhos com
citometria de fluxo. Marie & Brown (1993) propuseram
coeficientes de variagdo de 1 a 2%, para resultados de
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Figura 3. Histogramas de citometria de fluxo para quantificagdo de DNA. A, planta triploide controle. B, planta triploide,
obtida por embriogénese somatica, sem evidéncia de mudangas na quantidade de DNA, em relagdo a planta controle.
C e D, plantas mixoploides, que possuem células hexaploides com complemento cromossomico duplicado.
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alta qualidade, e em torno de 3%, para resultados de
rotina. Galbraith et al. (2002) definiram o valor de
5% para os coeficientes de variagdo, como critério
de aceitacdo das estimativas de quantidade de DNA.
Outros autores que avaliaram a estabilidade gendmica,
em plantas mantidas in vitro, obtiveram coeficientes de
variacdo entre 3,4 ¢ 6,7% (Alan et al., 2007; Loureiro
et al., 2007). No presente trabalho, foram observados
coeficientes de variagdo entre 1,32 e 3,11%, com média
de 1,87+0,37, para as plantas controle, ¢ 2,12+0,56 para
as plantas obtidas por embriogénese somatica. Esses
resultados sdo importantes, uma vez que permitem alta
confiabilidade nas estimativas de quantidade de DNA
obtidas, o que leva a conclusdo sobre a ndo existéncia
de instabilidade genomica nas plantas obtidas por
embriogénese somatica.

Dolezel et al. (2007) ressaltam, ainda, a importancia
dos coeficientes de variacdo para a detec¢do de
aneuploidias. De modo geral, sdo adotados valores
para os coeficientes de variagdo que sejam a metade
da contribui¢do média, de cada cromossomo, para
a quantidade total de DNA da planta analisada.
No presente estudo, como o hibrido triploide apresenta
21 cromossomos, cada cromossomo contribui em
média com 4,76% para a quantidade de DNA. Assim,
o uso de coeficientes de variacdo abaixo de 2,38%
permite detectar a perda de um unico cromossomo nas
plantas analisadas. Em 78% das amostras avaliadas,
nas plantas oriundas de embriogénese somadtica, os
coeficientes de variag¢do estiveram abaixo desse valor,
0 que permite uma conclusdo confidvel quanto a
inexisténcia de aneuploidias nessas plantas.

Paralelamente aos estudos realizados para a defini¢ao
de um método seguro para a propagacdo in vitro de
genoétipos elite de hibridos entre capim-elefante e
milheto, a Embrapa Gado de Leite tem trabalhado
para a obten¢do de materiais hexaploides por meio da
duplicagdo cromossdmica de hibridos triploides (Abreu
et al., 2006; Barbosa et al., 2007). Como as estratégias
adotadas para duplicacdo cromossomica geralmente
utilizam protocolos de exposi¢do de explantes in vitro
a agentes antimitoticos (Gu et al., 2005; Yang et al.,
2006; Zhang et al., 2007), a obtencdo de protocolos
de embriogénese somatica, para hibridos triploides
de capim-elefante e milheto, além de representar uma
possibilidade de multiplicagdo de gendtipos elite,
representa uma alternativa para inducdo in vitro de
duplicagdo cromossdmica, que visa a obtencdo de
hibridos hexaploides férteis.

Conclusoes

1. A utilizagdo de 1 mg L' de 2,4-4cido diclorofenoxi-
acético (2,4-D), para indugdo de calos embriogénicos,
e de 1 g L' de inositol, para conversdo de embrides e
regeneragdo de plantas, é um sistema eficiente para
obtencdo de plantas hibridas entre capim-elefante e
milheto por embriogénese somatica.

2. Este sistema ndo induz alteragcdes gendomicas ou
cariotipicas nas plantas regeneradas.
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