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RESUMO

TIMBO, Ana Luiza de Oliveira. Obtengdo de protoplastos de hibridos
triploides entre o capim-elefante e milheto. 2007. 44 p. Dissertagao (Mestrado
em Genética ¢ Melhoramento de Plantas) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG."

Buscando gerar maior variabilidade que resulte em avangos na obtencao
de cultivares superiores, os programas de melhoramento genético do capim-
elefante (2n = 4x = 28) realizam o cruzamento desta espécie com o milheto (2n
= 2x = 14). Entretanto, o hibrido tripléide (3x) resultante ¢é infértil,
impossibilitando sua utilizagdo nesses. A restauracdo da fertilidade pode ser
conseguida pela duplicagdo cromossdmica, utilizando-se antimitéticos. Porém,
esse processo de duplicagdo tem resultado na obtengdo de plantas na maioria
mixoploides e poucas hexaploides estaveis. Devido a essa dificuldade, este
trabalho teve por objetivo estudar a germinacdo de sementes in Vitro e a
obtencdo de protoplastos dos hibridos tripléides como base para futuros
trabalhos de duplicagdo cromossdmica via fusdo de protoplastos e subseqiiente
regeneracdo de hibridos hexapldides estaveis. No experimento de germinagédo in
vitro, o meio de cultura utilizado constituiu-se do MS com (1, 1/2 e 1/4) das
concentragdes de sais, acrescidos de sacarose (1,5% e 3%). Avaliou-se, aos 15
dias, a porcentagem de sementes germinadas e, aos 30 dias, o crescimento e
desenvolvimento das plantulas in vitro. Para o experimento de obtengdo de
protoplastos, foram utilizados explantes de mesofilo de plantas cultivadas in
vitro e in vivo, ou de calos de hibridos triploides. Apos a assepsia das folhas in
Vivo, as mesma foram seccionadas transversalmente, em tiras de 1 a 1,5 mm de
largura e transferidas para placas de Petri de 90 x 15 mm, contendo 15 mL de
meio CPW + 13% manitol. Apds a pré-plasmolise solucdes enzimaticas em
diferentes concentracdes da enzima celulase R-10 (0,5%; 1,0%; 1,5%; 2,0%),
acrescidas de 0,2% macerozyme e 0,1% driselase ou 1,0% pectolyase Y-23 e
0,5% hemicelulase. A digestdo enzimatica foi monitorada durante 5 horas, no
escuro, sob agitagdo de 40 rpm, a 26+2°C. O meio mais eficiente para a
germinagdo e o crescimento das plantulas in vitro do hibrido foi aquele com a
metade dos sais do MS acrescido de 3% de sacarose. Obtiveram-se protoplastos
a partir de folhas in vitro e in vivo de hibridos tripléides entre o capim-elefante e
o milheto, sendo as folhas in vitro as melhores fontes de explante quando
digeridas pela solugdo enzimatica 2, por cinco horas, para o hibrido H2 e em trés
horas de digestdo, pela solu¢do enzimatica 5, para o hibrido H3.

*Comité orientador: Lisete Chamma Davide — UFLA (Orientadora), José Eduardo Brasil
Pereira Pinto — UFLA e Antdnio Vander Pereira — Embrapa Gado de Leite.



ABSTRACT

TIMBO, Ana Luiza de Oliveira. Protoplasts production from Napier grass
and pearl millet triploid hybrids. 2007. 44 p. Dissertation (Master Program in
Genetics and Plant Breeding) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas

Gerais, Brazil.*

Searching to generate variability that results in advances in the
development of superior cultivars the genetic improvement programs
accomplish crosses between Napier grass (2n = 4x = 28) and pearl millet (2n =
2x = 14). However, the triploid hybrid (3x) is infertile, disabling its use in
genetic improvement programs. Fertility recovery can be obtained by
chromosome duplication, using anti-mitotics. However, this methodology
generates many mixoploids and few stable hexaploids. Due to this difficulty, this
work aimed to study in vitro seed germination and protoplasts production of
triploid hybrids as base to future works of chromosome duplication via
protoplast fusion and subsequent regeneration of hexaploid hybrids. Seeds were
germinated in vitro using full-strength, 1/2 and 1/4 MS-salts supplemented with
sucrose (1.5% and 3%). The percentage of germination was evaluated after 15
days and in vitro plantlet growth and development after 30 days. For protoplasts
production in vitro and in vivo plant mesophylls were used or triploid hybrids
callus. After explant surface disinfection, leaves were transversally cut in strips
of 1-1.5 mm wide, and transferred to 90 x 15 mm petri dishes containing 15
mL of CPW medium + 13% mannitol. After the pre-plasmolise, enzymatic
solutions were tested in different concentrations of celulase R-10 enzyme (0.5%,
1.0%, 1.5%, 2.0%), and added 0.2% macerozyme and 0.1% driselase or 1.0%
pectolyase Y-23 and 0.5% hemicelulase. The enzymatic digestion was
monitored every hour for a 5 h period, in the dark, under 40 rpm shaking at
26+2°C. The most efficient culture medium for in vitro germination and
seedling growth was half-strength MS-salts supplemented with 3% sucrose.
Protoplasts were obtained from in vitro and in vivo leaves of triploid hybrids
(Napier grass x pearl millet) but the in vitro leaves were the best source of
explants, when digested with enzymatic solution 2 for five hours for the H2
hybrid. For the H3 hybrid three hours digestion with enzymatic solution 5 was
the most efficient.

* Guidance committee: Lisete Chamma Davide - UFLA (Major Professor), José Eduardo
Brasil Pereira Pinto - UFLA and Ant6nio Vander Pereira - Embrapa Gado de Leite.
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1 INTRODUCAO

O capim-elefante ¢ uma forrageira tropical de grande importancia para a
alimentagdo animal em sistemas de produgdo de leite, podendo também ser
utilizada na fabricagdo de carvdo vegetal, bioodleo, biogas e eletricidade, bem
como no controle de erosdo em areas degradadas.

O desenvolvimento de cultivares propagadas por sementes, adaptadas ao
sistema de pastejo, apresentando resisténcia a cigarrinha-das-pastagens e
tolerancia aos solos de baixa fertilidade, tem sido apontado como a principal
demanda dos programas de melhoramento do capim-elefante. Assim, com o
objetivo de ampliar variabilidade que resulte em avangos na obtencao de
cultivares superiores, esses programas tém recorrido ao cruzamento dessa
espécie com o milheto (Pereira et al., 2001).

No entanto, sendo o capim-elefante alotetraploide (2n= 4x= 28, genoma
A’A’BB) e o milheto dipldide (2n=2x=14, genoma AA), a hibridagao entre essas
espécies produz um hibrido tripldide com 2n = 3x = 21 cromossomos, genomas
AA’B e estéril.

Embora esses hibridos possam ser mantidos por propagacdo vegetativa,
torna-se necessaria a restauragdo da fertilidade do hibrido para que os mesmos
voltem ao programa de melhoramento genético, transferindo alelos de
caracteristicas desejaveis para a forrageira.

Para a restauragdo da fertilidade de hibridos tripldides, tém sido
utilizados agentes antimitdticos, como a colchicina, para induzir a duplicagdo
cromossomica. No entanto, esse método ndo tem se mostrado eficiente para a
obtencdo em larga escala de hibridos hexaploides estaveis, sendo necessario

investir em novas metodologias.



Ja na duplicagdo cromossémica por meio de fusdo de protoplastos, este
problema de mixoploidia pode ser minimizado, pois uma tinica célula duplicada
dard origem a uma planta inteira, a partir da regeneracdo. Uma outra vantagem ¢
que, depois que todo o protocolo esteja otimizado, pode haver uma produgdo em
massa dos hibridos.

O desenvolvimento de metodologia para a obtengdo de protoplastos de
hibridos tripldides entre o capim-elefante e o milheto constitui uma etapa
importante, pois servira como base para futuros trabalhos de fusdo de
protoplastos, visando a duplicagdo cromossdmica do hibrido. Além disso, os
protoplastos constituem excelente material para estudos de eliminagdo
cromossomica, que normalmente ocorre nos hibridos de capim-elefante e
milheto, apds a duplicacao.

O objetivo da realizagdo deste trabalho foi a obtencao de protoplastos de

hibridos triploides entre o capim-elefante e o milheto.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Origem, distribuicio e classificacio botinica do capim-elefante e do

milheto

O capim-elefante tem seu centro de origem e diversidade na Africa
Tropical, onde ocorre naturalmente em varios paises, desde Guiné, no oeste, até
Mogambique ¢ Quénia, no leste africano (Brunken, 1977). Nessas regides, a
espécie cresce bem entre as latitudes de 10° Norte e 20° Sul, em altitudes
variando do nivel do mar até 2.200 m, temperaturas médias de 18°C a 30°C e
precipitagdes de 800 mm a 4.000 mm anuais (Rodrigues et al., 1975, citados por
Reis, 2005).

Seu descobrimento e divulgacdo como planta forrageira foram
realizados pelo coronel Napier Springer, que o recomendou ao Departamento de
Agricultura da Rodésia (atual Zimbabwe), onde foi avaliado com sucesso por
volta de 1910, perpetuando, em uma das variedades, o nome ‘Napier’
(Maldonado, 1955).

O capim-elefante foi, inicialmente, introduzido nos Estados Unidos, pelo
Departamento de Agricultura, em 1913 (Jauhar, 1981). No Brasil, foram
relatadas duas introdugdes. Uma no Rio Grande do Sul, com estacas trazidas dos
Estados Unidos, em 1920, e outra em 1921, oriunda de Cuba, no estado de Sao
Paulo (Farias, 1994). Hoje, essa graminea ¢é cultivada em todo territdrio
nacional.

As mais importantes cultivares de capim-elefante, como ‘Napier’,
‘Cameroon’, ‘Mercker’ e ‘Roxo’, foram obtidas por meio da introdugdo de tipos
superiores encontrados nas areas de diversidade do continente africano (Pereira

etal., 2001).



O capim-clefante ¢ cultivado na maioria das regides tropicais e
subtropicais do mundo, sendo conhecido por diversos nomes, tais como capim
napier, pasto-gigante, capim-cana africana, entre outros (Pereira et al., 2001).

A espécie Pennisetum purpureum pertence a familia Poaceae, subfamilia
Panicoideae, tribo Paniceae, género Pennisetum L. Rich e se¢do Penicillaris. E
uma das espécies mais conhecidas e de maior importancia econdmica do género.
A tribo Paniceae reune os mais importantes géneros de plantas forrageiras
tropicais, como Brachiaria, Panicum, Melinis, Setaria, Axonopus e Acroceras.

Assim como o capim-elefante, o milheto pertence a familia Poaceae,
subfamilia Panicoidea ¢ género Pennisetum, sendo comumente denominado de
pasto italiano, capim-charuto e tifoide.

Os primeiros cultivos do milheto foram realizados no norte e no oeste da
Africa. Essa espécie foi domesticada como cereal, no sul do Sahara, ha
aproximadamente 4.000 a 5.000 anos. Hoje em dia, a espécie esta distribuida nas
areas tropicais semi-aridas da Africa e da Asia (Munson, 1975, citados por Diz,
1994). Ja na india, além de fazer parte da alimentagdo humana, comegou a ser
pesquisado ¢ melhorado como forragem para gado, o que o levou a conquistar
espago como “pastagem de seca” também nos Estados Unidos.

Os primeiros relatos no Brasil indicam a presengca do milheto no Rio
Grande do Sul, mais especificamente na Estagdo Zootécnica de Montenegro e
datam de 1929, tendo sido avaliado por Anacreonte A. de Araujo (Medeiros,
1977). A avaliagdo sistematica teve inicio nos anos 1970, com a introducao de
diversos materiais do estado norte-americano da Georgia. Outro local
significativo da pesquisa com milheto foi Pernambuco, no Instituto de Pesquisa
Agropecudria (IPA) e na Universidade Federal de Pernambuco (Bonamigo,

1999).



2.2 Usos e potencialidades do capim-elefante

O capim-elefante ¢ largamente utilizado na pecuaria, para alimentacdo
de bovinos, ovinos e caprinos. Apresenta também grande potencial para uso
energético na fabricagdo de carvdo vegetal, biooleo, biogas, energia elétrica em
usinas termoelétricas e em propriedades rurais. Ainda, cultivares de porte baixo
e cor roxa podem ser utilizadas em paisagismo (Fernandes, 2000; Pereira et al.,
2001 e Gomez, 2002).

A principal utilizagdo do capim-elefante ¢ como forrageira, pois esta
entre as espécies de maior eficiéncia fotossintética (Coombes et al., 1973),
apresentando alta capacidade de produgdo e acimulo de matéria seca de boa
qualidade (Otero, 1961; Zuniga et al., 1967). O seu uso mais freqiiente é no
regime de corte (capineiras), podendo também ser utilizada para ensilagem
(Tosi, 1973 e Vilela, 1981) e para pastejo rotativo (Veiga, 1985a,b e Hilleshein,
1987).

O capim-elefante ¢ uma das forrageiras que mais tém contribuido para a
alimentag@o animal em sistemas de producdo de leite. De acordo com Coser et
al. (1999), um hectare de capineira ¢ capaz de produzir forragem para alimentar
dez vacas de leite com produgdo em torno de 6 kg/vaca, exclusivamente com
forragem picada.

Desde o inicio da década de 1980, a Embrapa Gado de Leite estuda a
utilizacdo do capim-elefante sob pastejo. Resultados de varias pesquisas t€ém
demonstrado que um hectare de capim-elefante, manejado sob pastejo rotativo e
recebendo adubagdo nitrogenada em dose correspondente a 150-200 kg ha-'.ano
de N, pode suportar 4-5 vacas ha™ ano, com produgdes de leite no periodo das
chuvas variando de 12-14 kg vaca™ dia, sem fornecimento de concentrado. Na
época da seca, a suplementagdo com cana-de-agicar + 1% de uréia, a partir de

maio até inicio de novembro, permite a manutencdo da mesma taxa de lotagao.



As produgdes de leite nesse periodo variam de 7-10 kg vaca-' dia, dependendo
do fornecimento de concentrado. De acordo com varios autores, o manejo
intensivo do capim-elefante sob pastejo rotativo tem potencial para atingir
producio anual de leite de até 20.000 kg ha™ (Deresz et al., 1994; Cruz Filho et
al., 1996 e Carvalho et al., 2001).

A viabilidade da utiliza¢do do capim-elefante como matéria-prima para
a producdo de energia tem sido estudada pelo Instituto de Pesquisas
Tecnologicas (IPT). De acordo com Fernandes (2000), ¢ economicamente viavel
a geracao de energia elétrica por gaseificagdo de biomassa. Gomez (2002)
observou que a melhora no desenvolvimento dos processos fisico-quimicos
possibilitou um aproveitamento da ordem de 60% a 65% da biomassa seca do
capim-elefante para a produgdo de biodleo, além de produzir o gis e o carvdo
vegetal, que sdo utilizados na geragdo de energia que sera necessaria nesses
processos.

A producdo de carvdo a partir do capim-elefante apresenta potencial
para substituir parte do carvdo mineral utilizado por siderurgicas. Assim, o
Brasil poderia entrar no mercado europeu de ferro, ja que atualmente a Europa
ndo aceita o ferro brasileiro. Isso porque, no processo de aquecimento para a
transformagdo do ferro bruto em pelotas de ferro, hd a utilizagdo do carvao
mineral que, ao contrario do carvdo vegetal, ¢ uma fonte de energia nfo
renovavel (Gémez, 2002).

O capim-elefante destaca-se também pela capacidade de fixacdo de até
12,6 t ha' ano de carbono. Além do ganho para a natureza, os produtores
poderdo conduzir projetos de mecanismo de desenvolvimento limpo (MDL) e se
beneficiar do “mercado de commodities de carbono”, vendendo créditos de
carbono para os paises desenvolvidos, como prevé o Protocolo de Kyoto. Cada

tonelada de carbono no mercado global é avaliada em torno de US$ 5,00



(Goémez, 2002). Isso mostra o grande potencial do capim-elefante no cenario da

agroenergia e no mercado de carbono.

2.3 Melhoramento genético do capim-elefante e obtenc¢do de hibridos

interespecificos

A contribuicdo do melhoramento de plantas para as forrageiras tropicais
pode ser considerada muito pequena, quando se compara com avangos obtidos
para espécies como milhas e soja. A principal demanda que os programas de
melhoramento do capim-elefante precisam atender ¢ o desenvolvimento de
cultivares com propagacdo por meio de sementes, adaptadas ao sistema de
pastejo, com resisténcia a cigarrinha-das-pastagens e a solos de baixa fertilidade
(Pereira et al., 2001).

No Brasil, mesmo sendo cultivado em todo o territorio nacional, o
capim-elefante carece de cultivares adaptadas as diferentes condicdes
edafoclimaticas e sistemas de utilizacdo, devido a existéncia de poucos
programas de melhoramento (Pereira et al., 2001).

Buscando obter novas combinagdes génicas para atender a demanda
nacional por cultivares forrageiras superiores, a Embrapa Gado de Leite, em
1991, iniciou um programa de melhoramento genético do capim-elefante, com
objetivo de obter cultivares que apresentem maior velocidade de crescimento,
maior produtividade, melhor qualidade forrageira, maior eficiéncia na utilizagao
de nutrientes, distribuigdo mais eqiiitativa da produgdo de matéria seca durante o
ano, elevada producdo de sementes vidveis para a propagacdo via sementes,
tolerdncia a seca e resisténcia ao pisoteio, a pragas e doencgas (Pereira, 1994).

O melhoramento da maioria das caracteristicas de importancia forrageira
do capim-elefante pode ser conseguido por meio da exploragdo da variabilidade

existente na propria espécie. No entanto, considerando a capacidade do capim-



clefante de trocar alelos com outras espécies de Pennisetum, o programa de
melhoramento pode recorrer a utilizagdo de germoplasma de espécies
pertencentes a conjuntos génicos proximos, como o milheto (Pereira et al.,
2001). Esse tipo de combinagdo genética busca reunir no hibrido algumas
caracteristicas desejaveis do milheto, como vigor, resisténcia a seca, tolerancia a
doencas, qualidade forrageira e tamanho das sementes, enquanto que rusticidade,
agressividade, perenidade, boa palatabilidade e elevada produtividade de matéria
seca sdo conferidas pelo capim-elefante (Diz, 1994 e Jauhar & Hanna, 1998).

Segundo Jauhar (1981) a forragem do hibrido entre essas duas espécies
apresenta melhor aceitagdo pelos bovinos que o proprio capim-elefante. Esses
hibridos tém apresentado grande variabilidade para caracteres de importancia
forrageira, j& tendo sido selecionados genétipos com 23% de proteina bruta nas
folhas, valor esse superior a média de 16% encontrada no capim-elefante
(Pereira et al., 2000).

No entanto, essas duas espécies apresentam niveis de ploidia diferentes,
pois o capim-elefante (2n= 4x= 28) ¢é alotetraploide e o milheto (2n=2x=14) ¢é
dipléide. A hibridag@o entre ambas as espécies produz um hibrido triploide com
2n = 3x = 21 cromossomos ¢ genomas AA’B infértil. A principal causa da
esterilidade do hibrido tripléide é o nimero de cromossomos ndo balanceado.
Essa infertilidade do hibrido é a principal barreira nos programas de
melhoramento, pois impede sua utilizacdo em cruzamentos e sua propagacao por
sementes (Paiva, 2006).

A duplicacdo cromossdmica dos triploides restaura a fertilidade do
hibrido, produzindo plantas hexapldéides com sementes viaveis e maiores que as
do capim-elefante.

Diante disso, torna-se indispensavel a restauragdo de fertilidade do

hibrido triploide que permitird o desenvolvimento de cultivares melhoradas.



Segundo Pereira et al. (2001), o plantio por meio de sementes apresenta
vantagens sobre a propagagdo vegetativa, tendo em vista a facilidade de
armazenamento, transporte e plantio mecanizado, resultando em menor custo de
implantacdo de novas areas com essa forrageira.

Por meio da duplicagdo cromossdmica de plantas triploides, Hanna
(1981) e Hanna et al. (1984) produziram hibridos hexaploides. No entanto, a
duplicacdo ndo foi averiguada por meio de analise citogenética e, sim, apenas
com base na presenca de pdlen nas paniculas. Estudos mais recentes da
citonegética de alguns desses hibridos revelam que se tratam de mixoploides
(Paiva, 2006 e Bustamante et al., 2007).

No Brasil, os primeiros trabalhos envolvendo esses hibridos foram
realizados em meados da década de 1990, com a introducdo dos hibridos
hexaploides provenientes dos Estados Unidos. Alguns trabalhos desenvolvidos
nas condi¢des brasileiras confirmaram o excelente potencial produtivo e
nutricional dos hibridos hexapléides (Vilela et al., 1997; 2001; 2002).

Em 2002, a empresa Matsuda langou, no mercado brasileiro, a primeira
cultivar de capim-elefante propagada por sementes, denominada ‘Paraiso’. Essa
cultivar ¢ um hibrido hexaploide que, erroneamente, tem sido divulgada como
uma nova espécie, Pennisetum hybridum (Reis, 2005).

Na Universidade Federal de Lavras (UFLA), trabalhos tém sido
desenvolvidos com o objetivo de duplicar os cromossomos de hibridos triploides
por meio do uso de antimitdticos. Apoés a inducdo, as plantas sdo avaliadas
quanto ao numero cromossdmico, conteido de DNA, viabilidade do polen e
comportamento meidtico para futuro ingresso no programa de melhoramento do
capim-elefante da Embrapa Gado de Leite (Abreu, 2002; Barbosa, 2004 e
Campos, et al., 2007).



No entanto, alta freqiiéncia de mixopldides tem sido encontrada entre os
hibridos duplicados tanto nos EUA como no Brasil (Paiva, 2006 e Bustamante et

al., 2007), indicando a necessidade de se utilizar metodologias mais adequadas.

2.4 A cultura de tecidos de plantas como ferramenta para a duplicacio

cromossomica.

A cultura de tecidos pode auxiliar a restauracdo da fertilidade a partir da
duplicagdo cromossémica em hibridos interespecificos, a qual pode ser
conseguida pelo uso de agentes antimitdticos em material in vitro, bem como
pela fusdo de protoplastos do hibrido.

Segundo Barbosa (2004), a utilizagdo de agentes antimitdticos, como a
colchicina, apesar da baixa eficiéncia, apresenta melhores resultados quando
conduzidos em condi¢des in vitro, comparada com a utilizagdo de plantas in
vivo. O autor observou que as sementes de hibridos triploides, entre o capim-
elefante ¢ o milheto, cultivadas in vitro, apresentaram melhor resposta ao
tratamento de inducdo de poliploidia, em solu¢do de colchicina 0,1%, por 24
horas. Nesse tratamento, trés das oito plantas sobreviventes apresentaram o
conjunto cromossdmico duplicado e a fertilidade confirmada pela presenca de
polen viavel.

Outros estudos mostraram que, além de haver uma baixa porcentagem de
sobrevivéncia ao tratamento com a colchicina, as poucas plantas hexaploides
acabaram retornando a sua condigdo triploide ou resultando em um mixoploide
(Abreu, 2002 e Paiva, 2006). Isso se deve ao fato que, durante o
desenvolvimento da planta, algumas células duplicadas eliminam seus
cromossomos. Abreu (2002) explica que a eliminagdo cromossdmica somatica é

um mecanismo que pode levar ao isolamento reprodutivo, podendo ser total ou
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parcial, de um dos genomas parentais como conseqiiéncia da condi¢do hibrida,
ou seja, ocorre um desajuste entre os genomas de espécies diferentes.

Uma outra explicacdo para a baixa taxa de poliploides estaveis se deve
ao fato que a colchicina s6 age efetivamente nas células que se encontram em
divisdo. Desse modo, a poliploidizagdo geralmente ndo atinge todas as células
do material tratado, sendo comum o aparecimento de mixoploides e quimeras.
Em conseqiiéncia, surge o problema relativo a estabilidade da condigdo
poliploide. E freqiiente a reversio parcial ou total da condigdo diploide, apés
alguns ciclos de divisdo, principalmente devido a proliferacdo das células
dipléides remanescentes que se multiplicam a taxas superiores aquelas das
células poliploides (Roth, 1984).

Ja na duplicagdo cromossdmica por meio de fusdo de protoplastos, esse
problema de mixoploidia pode ser minimizado, pois uma unica célula duplicada
daré origem a uma planta inteira, a partir da regeneracdo. Outra vantagem ¢ que,
depois que todo o protocolo esteja otimizado, pode haver uma produgdo em
massa dos hibridos. Vale ressaltar que, muito provavelmente, também podera
haver eliminagdes cromossomicas.

Existem na literatura, muitos protocolos, ja otimizados, para isolamento
e cultivo de protoplasto, além da regeneracdo de plantas maduras de diversas
espécies. Mas, o objetivo principal desses protocolos é servir de base para
subseqiientes trabalhos de hibridizagdo somatica de espécies que ndo se cruzam
naturalmente (Oliveira et al., 1995; Mizuhiro et al., 2001; Prasertsongskun,
2004; Trabelsi et al, 2005 e Assani et al, 2006). E, em outros trabalhos, os
objetivos sdo a recombinacgdo citoplasmatica, a transferéncia de genes, além de
estudos basicos como o transporte de membrana, a regulagdo metabolica ¢ a
expressdo génica (Anthony et al., 1999).

Nesse contexto, a regeneracao de plantas duplicadas pode ocorrer devido

as fusdes espontidneas de protoplasto que acontecem durante o tratamento
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enzimatico. Essas plantas sdo mencionadas no decorrer dos trabalhos iniciais da
realizagdo de protocolos para isolamento, cultivo e regeneracdo de plantas
derivadas de protoplasto. Assani et al. (2006), através da analise de ploidia por
citometria de fluxo observaram que 4% das plantas regeneradas derivadas de
protoplastos de banana tinham os seus cromossomos duplicados, gerando
plantas hexapldides. Os autores explicam que isso pode ser uma conseqiiéncia da
fusdo espontanea, fusdo de nucleo em divisdes répidas do protoplastos ou na
fase de microcalos. A duplicacdo do nivel de ploidia em protoplastos também foi
relatada por Ramulu et al. (1989), em seus estudos com plantas derivadas de
protoplastos de batata.

Algumas etapas devem ser cumpridas para o sucesso de tais protocolos
experimentais, entre elas: o isolamento de protoplastos em grandes quantidades,
a avaliag@o da viabilidade celular, o cultivo dos protoplastos em larga escala, a
fusdo celular e a regeneracdo de uma nova planta (Vieira, 1997).

Antes da realizacdo do isolamento dos protoplastos € necessario obter
fontes de explantes de boa qualidade fisiologica, o que pode ocorrer por meio da
germinacdo e crescimento de plantulas in vitro, assim como a indugdo e

manuten¢do de calos.

2.4.1 Material vegetativo para a obtecao de protoplastos

Teoricamente, utilizando-se uma mistura adequada de enzimas
pectoceluloliticas, pode-se obter protoplasto a partir de qualquer tipo de tecido
vegetal. O protoplasto ¢ uma célula vegetal desprovida de parede celular. Este ¢
um estado transitorio da célula, obtido em laboratorio, que pode ser manipulado,
conservando, ainda, a potencialidade de uma célula vegetal completa (Carneiro

etal., 1998).
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A literatura cita varias fontes que podem ser utilizadas para a obtengéo
dos protoplastos, tais como folhas, calos e suspensdes celulares para as culturas
in vitro e folhas em cultura in vivo. Varios fatores podem afetar a obtencdo de
protoplastos viaveis, como a espécie, o estado fisiolégico da planta, o tipo ¢ a
idade do explante, bem como as condigdes de isolamento (Carneiro & Conroi,
1990). A utilizagdo de calos ou suspensdes celulares embriogénicas ¢ de grande
interesse, pois, apos a obtencdo e o plaqueamento dos protoplastos, hd uma
tendéncia a formagdo de embrides, j4 que as células sdo embriogénicas. Ja os
protoplastos oriundos de folhas, primeiro, devem ser estimulados por meio de
reguladores de crescimento e meio adequado para que as células adquiram
caracteristicas embriogénicas ou organogénicas.

Como o estado fisiolégico da planta e a idade do explante sdo
parametros importantes para a obtengdo de protoplastos em quantidade e
qualidade, € necessario o desenvolvimento de protocolos que fornegam boas

fontes in vitro do hibrido tripldide entre o capim-elefante ¢ o milheto.

2.4.1.1 Germinagio de sementes in vitro

A germinagdo ¢ um fendmeno bioldgico que pode ser considerado
botanicamente, como a retomada do crescimento do embrido, com o
conseqliente rompimento do tegumento pela radicula (Labouriau, 1983).
Germinagdo pode também ser definida como o inicio do desenvolvimento de um
novo individuo vegetal a partir de uma semente colocada sob condigdes
favoraveis (Larousse, 1998), dando origem a uma plantula normal (Marcos Filho
etal., 1987).

Basicamente, a germinagdo ¢ composta por trés fases: embebigdo
(quando acontece a reativacdo do metabolismo), indugdo de crescimento e

protusdo da radicula. A embebicdo ¢ um conjunto de processos fisicos que
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ocorrem em funcdo das propriedades dos coldides e sua dimensdo varia com a
permeabilidade do tegumento, composi¢do quimica da semente, da area de
contato entre a semente € a agua, com a pressdo hidrostatica e o estado
fisiologico da propria semente (Bewley & Black, 1994).

Para que a germinagdo ocorra, a semente precisa estar com 0s
mecanismos internos (fisicos, fisioldgicos e bioquimicos) e com as condigdes
externas (dgua, oxigé€nio, temperatura e luz) apropriados. Segundo Mayer &
Poljakoff-Mayber (1989), o processo de germinagdo € controlado por fatores
intrinsecos e extrinsecos, os quais podem ser representados pela composicao
quimica de sementes, seu balango hormonal e fatores ambientais.

Passos & Katterman (1994), estudaram os efeitos de duragdo de assepsia
(5°, 10° e 15°) sobre a percentagem de sementes germinadas das cultivares
Napier, Taiwan A-26 e Taiwan A-144, monitoradas aos 5, 10 e 15 dias apos a
inoculacdo em meio MS, com 0,8% de agar acrescido de 1% de sacarose e sem
reguladores de crescimento. A taxa de germinacdo nao foi afetada nas cultivares
Taiwan A-26 ¢ Taiwan A-144. O ganho em altura de plantulas das cultivares
Napier e Taiwan A-26 foi mais pronunciado com esterilizagdo de 15°, enquanto
que, para a ‘Taiwan A-144’, isso ocorreu com o tratamento de cinco minutos.

A germinagdo de sementes in vitro tem sido utilizada para a obtengao de
plantulas assépticas como fonte de explantes, dentre outras aplicagdes,
dispensando os procedimentos de assepsia (Danieli & Gloria, 1998). Outra
grande vantagem do uso de sementes ¢ a obtencdo de explantes jovens
favorecendo a multiplicagdo e a formacgdo de calos para o cultivo em meios

nutritivos contendo reguladores de crescimento (Rosal, 2004).
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2.4.1.2 Inducio e cultivo de calos

Segundo Torres et al. (2000), o calo pode ser definido como um grupo
ou massa de células com crescimento desordenado, as quais podem apresentar
certo grau de diferenciag¢do. O calo é uma resposta comum quando um tecido in
Vitro passa por injurias fisicas ou quimicas, podendo se diferenciar em 6rgéos ou
tecidos.

A indugdo de calos pode ocorrer, praticamente, em qualquer parte da
planta (explante), entretanto, tecidos e oOrgdos contendo células ndo
diferenciadas, como as que ocorrem em regides meristematicas, sdo mais
adequadas (Handro & Floh, 1990).

Na indugdo de calogénese em capim-elefante sao utilizados, como fonte
de explante: folhas, raizes e anteras (Haydu & Vasil, 1981 e Passos &
Katterman, 1994).

Diversas caracteristicas inerentes aos explantes interferem na
calogénese, como o seu tamanho, a composi¢do do meio de cultura, os
reguladores de crescimento e a idade da planta mae (Murashige, 1974).

Para que a cultura de calos obtenha sucesso, quase sempre € necessaria a
adicdo de reguladores de crescimento ao meio de cultura, para suprir possiveis
deficiéncias dos teores de fitohorménio nos explantes. Geralmente,
concentragoes semelhantes de auxina e citocininas no meio de cultura
promovem a formacdo de calos, mas esse efeito varia em fun¢do do balanco
hormonal endogeno de cada espécie (Pierik, 1990).

Passos & Kattermain (1994) compararam a indugdo de calos em raizes e
folhas de cinco cultivares de capim-elefante utilizando dois meios de cultivo: 0,5
mg/L de 2,4 D, 0,5 mg/L de BAP, 1,0 mg/L de ANA e 0,0lmg/L de cinetina ¢
outro meio com apenas o regulador de crescimento 0,5 mg/L de 2,4 D. Os

autores constataram que, utilizando explantes foliares, a indugdo iniciou-se
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quatro dias apds a inoculacdo, em ambos os meios de cultura. J4 para as raizes, o
inicio da indugdo de calos ocorreu apenas entre 15 ¢ 20 dias apds a inoculagdo.
Para os calos induzidos de folhas da cultivar Napier, propagada vegetativamente,
houve um aumento de 3,3 vezes no peso fresco no periodo de sete semanas.

Na manutengdo da cultura de calos € importante realizar o subcultivo no
periodo apropriado para cada espécie. Passos & Kattermain (1994) realizaram, a
cada duas semanas, o subcultivo dos calos induzidos de folhas e raizes para as
cinco cultivares de capim-elefante. Os autores explicam que procedimento visa
prevenir a reducdo ou a paralisacdo do crescimento dos calos, que ¢ causada pela
liberacdo de toxinas no meio de cultura, podendo ser identificada pelo
aparecimento da coloracdo marrom.

Uma vez estabelecida, a cultura de calos ¢é utilizada para uma variedade
de experimentos, como, por exemplo, produ¢do de metabodlitos secundarios,
obtencdo de protoplastos, selecdo celular, embriogénese somadtica e

organogénese (Rosal, 2004).

2.4.2 Obtencio de protoplastos

Como ja mencionado, protoplasto ¢ uma célula desprovida de parede
celular. A parede celular dos vegetais ¢ constituida basicamente de celulose,
hemicelulose e pectina. Dentre essas fibras as de celulose e hemicelulase dao
rigidez a parede, enquanto a pectinase mantém juntas as células adjacentes.

Segundo Carneiro et al. (1998), embora os constituintes basicos sejam os
mesmos, a composi¢do da parede celular varia muito entre as espécies e os
diferentes tecidos da mesma planta, o que requer a definigdo de um sistema
especifico para a digestdo da parede. No processo de obtencdo de protoplastos, a
selecdo das enzimas e a adequacgdo de suas concentragdes sdo muito importantes

para se obter uma quantidade elevada de protoplastos vidveis. Além disso,

16



interferem nesse processo, o estado fisiologico da planta, a pressdo osmotica e a
composicdo do meio de digestdo.

As enzimas, tais como as pectoceluloliticas, foram usadas, a principio,
na industria, para a produg¢do de sucos de frutas. Elas sdo isoladas de
microrganismos simbiodticos, parasitas ou saprofiticos que degradam
naturalmente a parede celular (Carneiro et al., 1998).

As mais usadas sdo: a celulase Onozuka R10, extraida de Trichoderma
viride, que possui duas importantes atividades celuloliticas, descristalizagdo de
cadeias e despolimerizag@o da celulose; a pectinase Macerozyme R 10, isolada
de Rhizopus sp., que tem uma importante atividade endo-poligalacturonase,
desdobrando, assim, a pectina; a celulase driselase, do fungo Irpex lacteus, que
possui atividades pectinolitica e celulolitica. Pode-se, ainda, citar Cellulysin, a
hemicelulase Rhozyme e a pectinase Pectolyase Y23, entre outras preparagdes
comerciais utilizadas (Carneiro et al., 1998).

Num trabalho inicial, Takebe et al. (1968) isolaram protoplastos de fumo
em duas etapas de digestdo. Primeiramente, as células foram submetidas a
digestdo com Macerozyme, que separa as células, ja em tltima etapa, utilizaram
a celulase e a pectinase para finalizar o processo de digestdo (Power & Cocking,
1970). Atualmente, na maioria dos trabalhos publicados, essa técnica ¢é realizada
em uma Unica etapa (Shiba & Mii, 2005; Trabelsi et al., 2005 e Assani et al.,
2006).

Uchimiya & Murashige (1974) verificaram que 0,2% (p/v) de
Macerozyme ¢ a concentragdo dtima, em combinagdo com 1% (p/v) de Celulase
Onozuka R10, para se obter protoplastos de cultura de células de fumo. J& no
feijao (Phaseolus vulgaris) sdo obtidos protoplastos de mesofilo utilizando-se as
seguintes enzimas: celulase 0,2%, driselase 0,05% e macerozyme 0,02% (Crepy

et al,, 1986). Para a obtencdo de protoplastos de células de cenoura em
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suspensdo, foram utilizadas celulase 0,5%, driselase 0,25%, macerozyme 1% e
pectoliase 0,05%.

Vasil et al. (1983) isolaram protoplastos de suspensao celular originadas
de calos embriogénicos de inflorescéncias de capim-elefante, sendo o tratamento
2,5% de celulose R10 o melhor. Os autores observaram que, quando utilizavam
a enzima driselase, ocorria uma porcentagem de 90% de fusdes espontineas.
Apesar dos autores terem conseguido isolar e cultivar os protoplastos, as plantas
regeneradas ndo atingiram a maturidade.

A degradacgdo enzimatica da parede celular se efetua em meio liquido,
cuja composicao deve seguir algumas regras para facilitar a acdo das enzimas e
permitir a sobrevivéncia dos protoplastos que estdo sendo liberados no processo.
Como essas células ficardo algumas horas no meio de digestao, ¢ necessario que
este contenha: os principais componentes do meio de cultura, pH que favorega a
acdo enzimatica e, principalmente, uma pressdo osmotica que dé estabilidade aos
protoplastos recém-liberados (Carneiro et al., 1998).

Algumas espécies vegetais, especialmente as monocotiledoneas, contém
fenois e goma nos tecidos (Ishii, 1989). Quando essas espécies sdo colocadas no
meio de digestdo, esses componentes sdo liberados, diminuindo a viabilidade
dos protoplastos. Uma pré-incubagdo do tecido, durante algumas horas, em meio
liquido com sais, pode resolver esse problema. Polivinilpirrolidona (PVP) de
0,5% a 2% no meio de digestdo pode ser util para diminuir os efeitos dos
compostos fenodlicos (Shepard & Totten, 1977 e Matsumoto et al., 1984).

Na auséncia da parede celular, os protoplastos podem se romper se
houver difusdo de dgua para o interior das células. Para evitar a ruptura da
membrana plasmatica, a pressao hidrostatica da célula deve ser reduzida ao
ponto de uma ligeira plasmolise. Isso é conseguido adicionando-se manitol,
sorbitol, sacarose ou outros agucares, na concentracio de 0,3 a 0,8 mol.L"

(Carneiro et al., 1998).
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Apds a determinagdo de uma metodologia de obtengdo de protoplastos,
os procedimentos seguintes a serem realizados sdo a purificacdo e o teste de
viabilidade. A purificagdo ¢ feita para remover as enzimas residuais da digestdo,
os eventuais grupos de células ndo digeridas e os fragmentos celulares, podendo
ser realizada por métodos de gradiente de densidade, como sacarose, Ficoll e
Percoll que, apos a centrifugacdo, separa os protoplastos vidveis em uma das
bandas.

Para a determinacdo da viabilidade de protoplastos obtidos, pode ser
utilizado o corante Azul de Evans 0,05% (Kanay & Edwards, 1973) adicionado
a amostra apos a purificagdo. Protoplastos intactos excluem o corante, enquanto
protoplastos quebrados sdo permeaveis a ele. Atualmente, o diacetato de
fluoresceina (FDA) ¢ bastante utilizado (Nassour & Dorion, 2002; Kim et al.,
2005 e Shiba & Mii, 2005).

Segundo Larkin (1976), o FDA é um composto nao-fluorescente e
apolar que atravessa a membrana plasmadtica facilmente. No citoplasma dos
protoplastos, as esterases hidrolisam essa substancia, liberando a fluoresceina,
que ¢ fluorescente e polar, ndo conseguindo se movimentar com facilidade por

meio do plasmalema, indo acumular-se no citoplasma das células vivas.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Citogenética do
Departamento de Biologia (DBI) e no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais e Plantas Medicinais do Departamento de Agricultura (DAG) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG, sendo conduzidos, de
forma simultanea, de 2005 a 2007.

3.1 Material genético

Sementes de trés cruzamentos entre Penisetum purpureum e Penisetum
glaucum (Tabela 1), obtidos pelo programa de melhoramento do capim-elefante
da Embrapa Gado de Leite, Coronel Pacheco, Juiz de Fora, MG, foram
utilizadas em testes de germinacao e para a obtencdo de protoplastos (Tabela 1).
Para o teste de germinacdo foram utilizadas as sementes do hibrido HI,
enquanto que, para a obtencdo de protoplastos, foram utilizadas as folhas de

plantulas cultivadas in vitro e in vivo, e os calos dos hibridos H2 e H3.

TABELA 1. Combinagdes hibridas utilizadas nos experimentos. UFLA, Lavras,

MG, 2007.
HIBRIDOS
TRIPLOIDES CRUZAMENTOS
Capim-elefante & Milheto 9
H1 CNPGL 91-2-5 M62
H2 CNPGL 91-2-5 M42
H3 Merker Pinda M41
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3.2 Germinagio de sementes in Vitro e crescimento das plintulas

Sementes do hibrido H1 foram submetidas a desinfestacdo com acido
sulfurico 50% por 15 minutos, recolhidas em peneira e tratadas com solugdo de
alcool 70% (v/v), por 1 minuto. Posteriormente, as sementes foram imersas em
solucdo de hipoclorito de sddio (NaOCl) 50% (v/v), durante 15 minutos e, em
camera de fluxo laminar, foram lavadas com agua destilada estéril por trés
vezes. Apds serem transferidas para uma placa de Petri com papel de filtro, cada
semente foi inoculada em um tubo de ensaio contendo 10 mL de meio de
cultivo.

Utilizou-se o meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) em
combinagdes de trés concentragdes de sais e suplementado com 3% ou 1,5% de
sacarose, de acordo com os seguintes tratamentos: T1) 100% dos sais do MS +
3% de sacarose; T2) 50% dos sais do MS + 3% de sacarose; T3) 25% dos sais
do MS + 3% de sacarose T4) 100% dos sais do MS + 1,5% de sacarose; T5)
50% dos sais do MS + 1,5 % de sacarose e T6) 25% dos sais do MS + 1,5% de
sacarose.

Os meios de cultura foram solidificados com 0,6% de agar, tendo o pH
ajustado para 5,7 = 0,1 e, em seguida, autoclavado, a 120°C em 1 atm, por 20
minutos.

Apos a inoculagdo das sementes, os tubos de ensaios foram transferidos
para uma sala de crescimento sob condi¢des controladas de temperatura 26 =+
2°C, com fotoperiodo de 16 horas ¢ irradiacdo de 25 umol m” s, proveniente de
lampadas do tipo fluorescente branca fria.

A avaliagdo da porcentagem de germinacdo foi realizada no 15° dia.
Foram consideradas germinadas as sementes que apresentaram protusdo da
radicula. O experimento foi constituido por seis tratamentos (meios de cultura),

com quatro repetigdes e parcela de oito tubos.
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Ao final de 30 dias, foi avaliado o crescimento das plantulas por meio
das caracteristicas parte aérea (comprimento, numero de folhas e biomassa seca)
e radicular (comprimento, nimero de raizes e biomassa seca).

O delineamento experimental foi o inteiramente causalizado. As médias

foram comparadas pelo Teste Scott & Knott, a 5%.

3.3 Obtencao de calos através de explantes basais

A indugdo de calos foi realizada com objetivo de produzir fonte de
material vegetativo para ser utilizado na obtencdo de protoplastos.

Para isso, foram utilizados explantes basais de trés centimetros de
plantulas dos hibridos H2 e H3, germinadas em tubos contendo 10 mL de meio
MS acrescido de 3% de sacarose (Figura 1A). Apds 30 dias, os calos induzidos
foram transferidos para frascos contendo 30 mL de meio MS acrescido de 2,0
mg L' do regulador de crescimento 2,4-D (acido diclorofenéxiacético). Os
frascos foram mantidos em sala de crescimento, a 26 + 1°C, com fotoperiodo de
16 horas e irradiagio de 25 pumol m* s”', proveniente de lampadas do tipo

fluorescente branca fria. Para a manutengdo da cultura de calos, eles foram

subcultivados em novo meio a cada 20 dias, de acordo com Passos &

Kattermain (1994).

FIGURA 1. Explante basal (A) utilizado na calogénese ¢ a manutengdo dos
calos do hibrido entre capim-elefante e milheto (B). UFLA,
Lavras, MG, 2007.
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3.4 Obtenciao de protoplastos de hibridos triploides

Para a obtencdo de protoplastos foi utilizado mesofilo foliar de plantulas
e de calos dos hibridos triploides H2 e H3.

Os explantes foliares foram retirados de plantulas obtidas a partir de
sementes germinadas em substrato “Plantmax” (in vivo) ¢ mantidas em casa de
vegetagdo, ou germinadas em cultivo in vitro, de acordo com protocolo descrito
no item 3.2. Foram utilizados tubos contendo 10 mL do meio MS acrescido de
3% de sacarose. A obtencdo de protoplasto foi realizada apos 30 dias de cultivo
in vivo ou in vitro.

Para a obteng@o de protoplastos, os trés tipos de fonte de material
vegetativo, mesofilo foliar de plantulas in vivo e in vitro, bem como de calos,
foram submetidos a oito tratamentos com solugdes enzimaticas diferentes

(Tabela 2).

TABELA 2. Solugdes enzimaticas utilizadas para a digestdo de mesofilo foliar
de plantulas obtidas in vivo, in vitro e de calos dos hibridos.
UFLA, Lavras, MG, 2007.

Tratamento SOLUCOES ENZIMATICAS
El 0,5 % Celulase R-10 0,2% Macerozyme  (,1% Driselase
E2 1,0 % Celulase R-10 0,2% Macerozyme  0,1% Driselase
E3 1,5 % Celulase R-10 0,2% Macerozyme  0,1% Driselase
E4 2,0 % Celulase R-10 0,2% Macerozyme  (,1% Driselase
E5 0,5 % Celulase R-10 1,0% Pectinase 0,5% Hemicelulase
E6 1,0 % Celulase R-10 1,0% Pectinase 0,5% Hemicelulase
E7 1,5 % Celulase R-10  1,0% Pectinase 0,5% Hemicelulase
E8 2,0 % Celulase R-10  1,0% Pectinase 0,5% Hemicelulase
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As solugdes enzimatica foram preparadas por diluicdo em meio CPW
(KH,PO, = 27,2 mg L''; KNO;=101 mg L''; Ca Cl,. 2H,0 = 1480 mg L"'; Mg
SO4. 7H,0 =246 mg L', KI=0,16 mg L' ¢ CuSO,. 5SH20 = 0,025 mg L) de
acordo com Frearson et al. (1973), acrescido de 13% de manitol e, apos o ajuste
do pH (5,6) com 5 mM do tampao MES, as solugdes foram filtro-esterilizadas
em membranas de filtro Millipore, com 0,22 um de porosidade.

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

O diagrama das etapas do processo de obtengdo de protoplastos,
realizadas neste experimento, encontra-se na Figura 2. Em condigdes assépticas,
pesaram-se 500 mg de folhas obtidas in vivo e in vitro, em tamanhos de 6 cm
(Figura 2A e 2B). Essas folhas foram seccionadas em tiras de 1,0 a 1,5 mm e,
posteriormente, o material vegetal foi pré-plasmolisado, durante uma hora e na
auséncia de luz, em 20 mL de meio CPW + 13% de manitol (Figura 2C). Em
seguida, a solugdo de CPW + 13% de manitol foi descartada com o uso de
pipetas de Pasteur, sendo, entdo, adicionados 20 mL da mistura enzimatica
(Figura 2D e 2E). Cada amostra recebeu diferentes tratamentos enzimaticos.

Para a obtencdo dos protoplastos a partir de calos, transferiu-se 1g do
material vegetal para uma solucdo de 10 mL de CPW + 13% manitol, por 1 hora
no escuro, para que houvesse a pré-plasmolise. Ao final desse periodo, foram
adicionados 10 mL de solu¢do enzimatica concentrada, resultando em um
volume final de 20 mL.

A digestdo enzimatica ocorreu pela incubagdo dos explantes de folhas e
calo, durante 5 horas, no escuro, sob agitagdo de 40 rpm e temperatura de
26+2°C. O monitoramento foi realizado a cada hora, sendo retirada uma

pequena aliquota de cada placa/tratamento para a quantificagdo dos protoplastos
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em Camara de Neubauer, sob microscopio 6tico. Foi utilizado o corante Azul de
Evans a 0,05% para a contagem dos protoplastos viaveis (Figura 2F e 2G),

foram considerados vidveis os protoplastos que excluiram o corante.

F G

FIGURA 2. Diagrama representativo do procedimento de obtencdo de
protoplastos de folhas do hibrido tripléide entre o capim-elefante
e o milheto. (A) Folhas do hibrido. (B) Pesagem das folhas. (C)
Corte dos tecidos em tiras de 1 a 1,5 mm e adi¢do do meio CPW
+ 13% manitol, por 1 hora, no claro (pré-plasmélise). (D)
Descarte do meio CPW +13% manitol (E) e adigdo da solugdo
enzimatica. (F) Camera de Neubauer. (G) Protoplastos. UFLA,
Lavras, MG, 2007.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Germinagdo de sementes in Vitro e crescimento das plintulas

O teste de germinagdo de sementes in vitro do hibrido H1 possibilitou
determinar o meio de cultivo mais adequado para a producdo de plantulas
assépticas e juvenis utilizadas na obtengdo de protoplastos.

Na analise de varidncia para a porcentagem de germinagao, constatou-se
diferenca entre os tratamentos (meios de cultura) a 5% de significancia, pelo
Teste F (Tabela 4).

Apds 30 dias, as plantulas crescidas in vitro apresentaram
caracteristicas, como numero de folhas e biomassa seca da parte aérea e
radicular, estatisticamente diferentes entre os tratamentos, enquanto que o
comprimento da parte aérea, didmetro do caule, nimero e comprimento da raiz

nao diferiram entre si.

TABELA 3. Resumo da analise de variancia para a porcentagem de germinagao,
biomassa seca da parte aérea e radicular, comprimento da parte aérea
e radicular, nimero de folhas e raizes. UFLA, Lavras, MG, 2007.
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Tratamento 5 5 419,00% 619,56* 49,30** 584420 6019,18" 3,59%* 0,99"
Residwo 101 18 159,00 148,77 10,11  5241,04 932746 1,12 1,71
CV (%) 1557 2444 3261 68,65 107,11 3047 3827

vk % T Significativo, a 1 %, a 5% de probabilidade e ndo significativo, respectivamente
pelo teste F.
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FIGURA 3. Porcentagem de germinagdo de sementes (%) do hibrido H1, aos
15 dias, em funcdo dos tipos de meio de cultura. UFLA, Lavras,
MG, 2007.

Conforme a figura 3, os meios mais apropriados para a germinacao das
sementes hibridas foram o MS acrescido de 1,5% de sacarose, assim como 0s
meios MS/2 acrescidos de 3% e 1,5% de sacarose. Esses meios possibilitaram a
obtengdo das porcentagens de germinagdo de 94,29%, 91,43% e 86,66%,
respectivamente, nao havendo diferenca significativa entre eles. Os outros meios
com porcentagens de germinagdo inferiores (73,53%; 71,05% e 69,70%)
também ndo diferiram estatisticamente entre si.

Conforme o teste de médias, para a variavel nimero de folhas, o meio
MS + 1,5% de sacarose teve uma média de 2,59 folhas/plantula, que foi
significativamente inferior em relagdo a todos os outros meios, que variaram de

3,41 a 3,82 folhas/plantula (Figura 4).
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pelo teste de Scott & Knott, a 5% de probabilidade.

FIGURA 4. Numero de folhas de plantulas obtidas de sementes germinadas in
vitro do hibrido tripléide H1 entre o capim-elefante e o milheto, em
fung¢do de diferentes tipos de meio de cultura, apos 30 dias de
cultivo. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Para a produgdo da biomassa seca, as menores médias foram também
obtidas quando o cultivo foi realizado no meio MS + 1,5% de sacarose, sendo de
31,25 mg para a parte aérea e 3,75 mg para parte radicular. Pode-se observar
uma tendéncia de aumento nas médias da biomassa seca em fungdo da
diminui¢do nas concentra¢des de sais do MS e no aumento da concentracio de
sacarose para 3% (Figura 5). O meio de cultura MS ¢ um dos meios mais
concentrados em macro ¢ micronutrientes. O crescimento do sistema radicular

do capim-elefante se mostrou sensivel & concentragdo alta de sais.
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FIGURA 5. Biomassa seca da parte aérea e da parte radicular de plantulas
obtidas de sementes germinadas in vitro do hibrido tripléide H1
entre o capim-elefante e o milheto, em fungdo de diferentes tipos de
meio de cultura, ap6s 30 dias de cultivo. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Considerando os resultados da porcentagem de germinagdo, nimero de
folnas ¢ biomassa seca das plantulas, pode-se indicar o meio MS/2
complementado de 3% de sacarose como o mais apropriado para a germinagao
de sementes e o crescimento de plantulas in vitro do hibrido tripléide entre o

capim-elefante e o milheto. O mesmo resultado foi encontrado por Lameira
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(2000), para embrides de cedro cultivados no meio de cultura MS com metade
da concentracdo dos sais e acrescido de 3% de sacarose, o qual proporcionou
maior taxa de germinagdo (100%) e maior crescimento das plantulas.

A diluicdo dos meios nutritivos tem sido utilizada em varios
experimentos de germinagdo in Vitro, apresentando bons resultados. Nesse
contexto, Nogueira et al. (2004), verificaram em murici-pequeno (Byrsonima
intermedia A. Juss.), respostas semelhantes as observadas para o hibrido H1. Os
autores testaram dois tipos de explantes (embrides e sementes) e diferentes
meios de cultura (WPM, WPM/2, MS e M/2, acrescidos ou ndo de 3% de
sacarose). Para embrides e sementes, o melhor meio foi WPM/2, na auséncia de
sacarose com 100% e 60% de germinagdo, respectivamente. Os mesmos autores
observaram que, para a espécie em questdo, no geral, os meios WPM e MS com
a concentracdo de sais reduzida a metade, acrescidos ou ndo de sacarose,
ofereceram melhores resultados na porcentagem de germinacdo, para ambos oS

explantes.

4.2 Obtencao de protoplastos de hibridos tripldides

A obtencdo dos protoplastos foi muito dependente do material vegetal
utilizado. Folhas de plantulas cultivadas in vivo e in vitro constituiram as
melhores fontes (Figura 5). Os calos ndo se mostraram um bom material
vegetativo para a obtencdo de protoplastos dos hibridos H2 ¢ H3. No entanto,
um estudo no qual sejam considerados a idade dos calos e as diferentes

combinagdes enzimaticas poderia viabilizar a obtengdo de protoplastos.
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FIGURA 5. Protoplastos viaveis de tecido foliar in vitro do hibrido tripléide H3
entre o capim-elefante e o milheto utilizando a solugdo enzimatica
E4. Note a presenca de cloroplastos. Aumento de 400x em
microscopio otico.

Como base nos dados da Tabela 7, pode-se observar que a quantidade
maxima de protoplastos extraidos das folhas in vitro do hibrido H2 foi de 27,75
x 10* protoplastos/mL, que foi obtida apés cinco horas de digestdo na solugio
enzimatica 2 (E2- 1,0% celulase R-10; 0,2% macerozyme e 0,1% driselase). Ja
para o hibrido H3, o isolamento mais eficiente foi de 26,25 x 10*
protoplasto/mL, obtidos apds 3 horas de digestao pela solugdo enzimatica 4 (E4-
2,0% celulase R-10; 0,2% macerozyme e 0,1% driselase).

Para os dois hibridos, os tratamentos com o explante foliar in vitro
foram os que propiciaram uma maior quantidade de protoplastos e, entre esses
tratamentos, a maior eficiéncia na digestdo da parede celular do hibrido triploide
foi realizada pela combinagdo das enzimas celulase R-10, macerozyme e
driselase. Devido as condigdes ambientais de cultivo in vitro, as folhas das
plantulas mostram-se mais tenras, menores e mais finas do que as folhas das
plantulas cultivadas in vivo, o que facilita a agdo das enzimas. Essas diferengas
morfoldgicas, provavelmente, se devem a menor intensidade de luz e a maior

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

Porém, Prasertsongskun (2004) obteve resultados inferiores quando
isolou protoplasto de suspensdes celulares derivadas de inflorescéncias de
Vetiveria zizanioides Nash, uma graminea, cujo melhor tratamento produziu
apenas 8,4 x 10" protoplastos/mL em 10 horas de digestio enzimatica, com 2,0%

de celulase R-10 acrescido de 2,0% de macerozyme e 0,5% de pectinase.
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TABELA 7. Quantificagio de protoplastos viaveis (x 10*) obtidos de folhas in vitro e in vivo e de calos dos hibridos
triploides H2 e H4 em diferentes solugdes enzimaticas, durante 5 horas de digestdo. UFLA, Lavras, MG, 2007.

HIBRIDOS
TRATAMENTO 15 H3 H2 H3 H2  H3 H2 H3 H2 H3
1 hora 2 horas 3 horas 4 horas 5 horas
El | 0 0 1,25 263 | 20 30 | 05 3,0 5,63 3,38
E2 0 0 : 475 LI3 & 135 1,88 © 17,88 1125 27,75 2.8
E3 0 0 0,75 388 3,88 85 - 11,63 18,63 © 10,25 11,63
Folhas  E4 0 1,63 0,13 25 60 2625 © 90 21,0 © 9,38 23,5
invito g5 0 0 0,5 0 263 0 125 0 1 125 0,38
E6 0 0 0,25 0 0,88 0 05 0 :© 15 0,13
E7 0 0 1,25 0 1,25 0 2,63 05 © 30 0
ES 0 0 0,25 0 0,88 0 3,25 025 : 1,75 0,25
El 0 0 0,13 0 0,13 0 0,25 0 | 063 0
E2 0 0 1,0 0 0,75 0 2,38 0,10 © 2738 1,0
E3 0 0 0,63 0 0,5 0 0,25 0 : 10 0
Fohas | F4 0 0 0 0 0,13 0 0,25 015 138 1,50
invive | ES 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1,0
E6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1,0
E7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,20
E8 0 0 0 0o 0 0 0 0 0 0,20
Calos  E1-E8 | 0 0 | 0 0o | 0 0o | 0 0 | 0 0

H2 = hibrido 2; H4= hibrido 3; E= solug¢@o enzimatica; El1= 0,5 % celulase R-10, 0,2% macerozyme e 0,1% driselase; E2= 1,0 %
celulase R-10, 0,2% macerozyme e 0,1% driselase; E3= 1,5 % celulase R-10, 0,2% macerozyme ¢ 0,1% driselase; E4= 2,0% celulase
R-10, 0,2% macerozyme ¢ 0,1% driselase; E5= 0,5 % celulase R-10, 1,0% pectinase e 0,5% hemicelulase; E6= 1,0 % celulase R-10,
1,0% pectinase e 0,5% hemicelulase; E7= 1,5 % celulase R-10, 1,0% pectinase e 0,5% hemicelulase e E8=2,0% celulase R-10, 1,0%
pectinase e 0,5% hemicelulase. Produgio dada x 10* protoplastos mL.
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Para as folhas in vivo, obtiveram-se protoplastos, embora em pequena
quantidade. No entanto, ¢ interessante notar que, para ambos os hibridos, o
mesmo tratamento enzimatico que levou a obten¢do de maior numero de
protoplastos de explantes in Vitro repetiu-se para explantes in vivo. No caso do
hibrido 2, o tratamento enzimatico E2 permitiu obter apenas de 2,38 x 10
protoplastos/mL, apds 5 horas de digestdo, enquanto nas folhas in vitro,
produziram 27,75 x 10* protoplastos/mL. Para o hibrido 3, a melhor solugdo
enzimatica foi a E4, do qual foram obtidos 1,5 x 10* protoplastos/mL ap6s cinco
horas de digestdo das folhas in vivo, tento sido necessarias apenas trés horas de
digestio das folhas in vitro para a produgdo de 26,25 x 10* protoplastos/mL
(Tabela 7).

E importante ressaltar que a obtengdio de protoplastos varia muito nos
diferentes trabalhos estudados. Isso se deve, principalmente, ao tipo de cultivo
do material vegetal e das condigdes de obtencdo, além de muitos outros fatores,
como o tipo de genoétipo utilizado e das combinagdes enzimaticas usadas no
estudo.

Vasil et al. (1983) isolaram protoplastos de suspensdes celulares
originados de calos de inflorescéncias de capim-elefante (Penisetum purpureum)
e, apos extensivos trabalhos, concluiram que o melhor tratamento enzimatico foi
com 2,5% de celulase R10, com ou sem 1,0% de macerozyme, que possibilitou
isolar 80% de protoplastos, apds 6 horas de digestdo. Nesse mesmo trabalho,
foram observadas fusdes espontaneas quando acrescentados 0,5% de driselase e
ou 0,5% de rhozyme, que levaram de 25% a 75% protoplastos fundidos. Esses
resultados sugerem a necessidade de se testar maiores concentragdes da enzima
driselase nos tratamentos enzimaticos, para verificar a ocorréncia de fusdes
espontaneas. Esse procedimento facilitaria a obtengdo de protoplastos com o
nimero de cromossdmico duplicado, sem a necessidade de desenvolver

metodologia especifica para isso.
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5 CONCLUSOES

O meio de cultura mais eficiente para a germinagdo ¢ o crescimento das
plantulas in vitro do hibrido tripléide 1 é composto pela metade dos sais do MS
acrescido de 3% de sacarose.

As folhas de plantulas cultivadas in vitro sdo as melhores fontes para a
obtencao de protoplasto.

A quantidade maxima de protoplastos extraidos das folhas do hibrido H2
cultivado in vitro é obtida em cinco horas de digestdo, pela solu¢do enzimatica 2
e, para o hibrido H3, é obtida em trés horas de digestdo, pela solugdo enzimatica
4,
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