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Poliploidizac¢io Induzida Em Lolium multiflorum
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RESUMO

O azevém anual (Lolium multiflorum Lam.) é a forrageira de clima temperado mais usada para na alimentagao
dos rebanhos no inverno. O programa de melhoramento de azevém da Embrapa dispde de acessos diploides
(2n=2x=14) e tetrapléides (2n=4x=28). Normalmente as plantas tetrapléides sdo mais vigorosas que .as dipldides
¢ desejadas nos programas de melhoramento. Entretanto, os tetrapléides de azevém disponiveis no Brasil foram
introduzidos e ndo apresentam um bom desempenho nas condicdes edafoclimaticas do pais. Assim, a duplicacio
cromossomica de. genétipos melhorados de Lolium ¢ bastante desejavel e visa inicialmente aumentar a
expressdo de caracteres de interesse agrondémico como qualidade da forragem, resisténcia a doencas,
uniformidade e estabilidade das populagdes. O objetivo deste trabalho foi induzir a duplicacdo cromossdmica
em L. multiflorum por meio de tratamento com colchicina. Para isso, seedlings de L. mulliﬂorum/(acesso
LOL161) foram imersos em solu¢do de colchicina nas concentragdes de 0,1, 0,25 e 0,5% e dimetilsulféxido
(DMSO) 1% por um periodo de exposicdo de 24 horas. Foram avaliadas 4 repeticdes por tratamento e 24
seedlings/repeti¢do. A determinagio do nivel de ploidia foi realizada pela citometria de fluxo. A porcentagem
média de sobrevivéncia das plantas foi 48% e a de plantas com niimero cromossémico duplicado foi de 12%.

INTRODUCAO

O azevém anual (Lolium multiflorum Lam.) é a principal espécie forrageira de clima temperado
cultivada no Brasil, sendo bastante empregada para suprir a demanda alimentar dos rebanhos durante a estacio
fria do ano. Nas éreas do sul do Brasil que nfio dispdem de campos naturais e onde se concentram as bacias
leiteiras, o azevém € um dos pilares dos sistemas de producdo, uma vez que seu periodo produtivo compreende
entre seis e oito meses do ano. Segundo Gomes et al. (2000), o azevém anual é a espécie forrageira mais
utilizada nessas condi¢des, podendo também ser utilizada de maneira muito eficiente sob cortes, como forragem
conservada (Dias et al., 2001).

Por ser a forrageira mais empregada na alimenta¢do do rebanho leiteiro da regido sul no inverno, o
programa de melhoramento conduzidos pela Embrapa visam a obtengdo de gendtipos produtivos e adaptados as
diferentes condigdes edafoclimaticas para possibilitar sua efetiva incorporagdo pelos sistemas de produgio. Para
a regido Sudeste especificamente, onde o clima se caracteriza por ser mais quente e pela época seca que ocorre
entre os meses de abril a outubro, ¢ desejavel obter cultivares de azevém em areas irrigaveis, bem como, com
maior plasticidade adaptativa (Nunes et al., 2002).

O banco de germoplasma de azevém anual da Embrapa possui acessos diploides (2n=2x=14) e
tetrapléides naturais (2n=4x=28), a maioria de populagdes locais e algumas cultivares introduzidas (Barbieri et
al.,, 2005). Normalmente, plantas polipéides sdo mais produtivas e bastante desejadas nos programas de
melhoramento. Entretanto, os tetrapléides de azevém disponiveis no Brasil foram introduzidos e ndo apresentam
um bom desempenho nas condi¢des edafoclimaticas do pais. Assim, a duplicacdo cromossémica de genotipos
melhorados de Lolium é bastante desejavel e visa inicialmente aumentar a expressdo de caracteres de interesse
agrondmico como qualidade da forragem, resisténcia a doengas, uniformidade e estabilidade das populacdes.

Além disso, a obten¢do de tetraploides induzidos podem ser usadas para ampliar a sua base genética e
gerar materiais polipldides que retornem ao programa de melhoramento genético para serem usados em
cruzamentos. Por ocasionar uma série de efeitos morfofisioldgicos sobre as plantas, a poliploidizacdo pode
expandir o potencial de utilizagdo do azevém como forrageira, primeiramente pelo aprimoramento de
caracteristicas de interesse agronémico, como aumento da produgéo e da qualidade da forragem. Isso € possivel
pois, de maneira geral, o alto vigor das plantas estd diretamente associado com a ploidia. Uma alternativa
interessante para o azevém ¢é a indu¢do da duplicagdo de cromossomos de dipldides promissores e posterior
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cruzamento do tetrapléide obtido com plantas dipléides elite, permitindo a obten¢do de tripldides secunddrios
com melhor distribuicao estacional, resisténcia a pragas e doencas e outras caracteristicas agrondémicas
superiores.

O objetivo deste trabalho foi induzir a duplicacio cromossémica em L. multiflorum por meio de
tratamento com colchicina.

MATERIAL E METODOS

Seedlings de L. multiflorum, acesso LOL 161,foram imersos, por 24h, em solu¢do de colchicina nas
concentragdes de 0,1, 0,25 e 0,5% contendo dimetilsulféxido (DMSO) 1% . Apbs esse periodo, os seedlings
foram lavados em agua corrente por, aproximadamente, 30 minutos e plantados em bandejas contendo substrato,
as quais foram mantidas em BOD em temperatura de 15°C. Foram avaliadas 4 repeticdes/tratamento e 24
seedlings/repeti¢do. Apds, aproximadamente, 3 meses foi realizada a determinagdo do contetido de DNA dos
materiais expostos aos tratamentos, utilizando a técnica de citometria de fluxo. Para isso, foram pesadas 70 mg
de tecido foliar das plantas de azevém e da planta padrio de referéncia (Vicia faba). Ambas foram trituradas
Juntas, em placa de Petri, contendo 1 mL de tampdo LBO1 gelado para a liberagdo dos niicleos (Dolezel et al.,
1997). As amostras foram coradas com 25 pL de lodeto de Propideo.

Para cada amostra, foram analisados 10 mil nucleos em escala logaritmica em citdmetro FacScalibur
(Becton Dickinson). Os histogramas obtidos com o software Cell Quest foram analisados estatisticamente no
software WinMDI 2.8.

O contetido de DNA nuclear (pg) das plantas foi estimado utilizando-se a razdo entre as intensidades de
fluorescéncia dos nucleos G1 (nticleos que estdo na fase G1 da Interfase) do padrdo de referéncia (Vicia faba) e
dos nucleos G1 da amostra, multiplicando-se esta razdo pela quantidade de DNA do padrio de referéncia (26,9
pg).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A porcentagem de sobrevivéncia e de plantas duplicadas obtidas, a partir do tratamento de seedlings in
vivo com diferentes concentragdes de colchicina estdo apresentadas na Tabela 1. A taxa de sobrevivéncia das
plantas variou de 25 a 75% (Tabela 1), sendo maior na concentragiio de colchicina 0,1% mais DMSO 1%, com
tempo de exposi¢do de 24h. Para as concentra¢des de 0,25 e 0,5%, a sobrevivéncia foi de 46% e 25%:
respectivamente. Nair (2004) utilizando tratamento de seedlings de Lolium com solugdo aquosa de colchicina
nas concentragdes de 0,1; 0,2; 0,3 e 0,4% obteve as seguintes taxas de sobrevivéncia: 41,8; 26; 10 e 3,2%,
respectivamente. Portanto, os resultados para o porcentagem de sobrevivéncia das plantas expostas aos
tratamentos com colchicina obtidos neste estudo foram superiores aos obtidos por Nair (2004).

Tabela 1- Porcentagem de sobrevivéncia e de plantas duplicadas de L. multiflorum, acesso LOL 161, obtidas a
partir do tratamento de seedlings in vivo com diferentes concentracdes de colchicina.

Tratamentos (concentraciio da colchicina e DMSO 1%)

Testemunha 0,1%/24h 0,25%7/24h 0,50%/24h
Sobrevivéncia (%) 100 75 46 25
Tetraploides (%) 0 18 10 8,3

A porcentagem de plantas duplicadas obtidas com os tratamentos com colchicina nas concentragdes de
0,1% , 0,25% e 0,5% mais DMSO 1% foi de 18%, 10% e 8,3%, respectivamente. Em Lolium, Nair (2004)
obteve 39,7; 18,5; 15,7 e 0% de tetrapléides induzidos com o tratamento com 0,1; 0,2; 0,3 e 0,4% de
colchicina/3h, respectivamente. Ja4 Pasakinskiene (2000) obteve 79,1% de plantas de Lolium duplicadas
artificialmente a partir de embrides cultivados in vitro em meio suplementado com 0,3% de colchicina/4h e 40%
de duplicados quando se utilizou embrides hibridos entre Lolium e Festuca. A taxa de sobrevivéncia variou de
60% (Lolium) e de 27,8% (hibrido). Esses dados evidenciam as dificuldades em se estabelecer uma
metodologia eficiente para as espécies do género.

De todas as plantas indicadas como tetraploides pela citometria de fluxo foram coletadas raizes para
obtencdo de metafases mitdticas visando a confirmac@o do niimero cromossémico por meio de contagens, bem
como coleta de inflorescéncias para avaliagdo do comportamento meidtico e viabilidade do pdlen.



CONCLUSAO

O tratamento com colchicina mais dimetilsulféxido permite a obtencio de plantas tetrapldides em

aZTV}e'm’ sendo as taxas de sobrevivéncia e duplicagdo inversamente proporcionais A concentracio de
colchicina.” ) :
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