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CONTEUDO DE DNA NUCLEAR DE ACESSOS DE LOLIUM PERENNE
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RESUMO: A falta de pastagens de qualidade durante o inverno é um dos principais problemas
enfrentados pelos criadores de gado leiteiro e de corte. O azevém perene (Lolium perenne) vem sendo
utlizado para suprir a falta de pastagem durante esse periodo, pois é uma graminea forrageira
resistente ao frio e apresenta alta quantidade de nutrientes requeridas na criacdo de ruminantes.
Com o objetivo de obter cultivares de maior produtividade, qualidade e adaptadas as diferentes
regides fisiogrdficas tem sido realizado o melhoramento genético com énfase na indugdo de
poliploidia, a qual pode ser investigada pela técnica de citometria de fluxo. O objetivo deste trabalho
foi realizar a certificacdo do nivel de ploidia de cultivares de azevém perene através da quantificacdo
do teor de DNA por meio da citometria de fluxo. As cultivares Oro verde e Ellet apresentaram 10.60 e
5.54 pg de DNA, equivalentes aos niveis tetraploide e diploide, respectivamente. A quantificagcdo do
DNA por citometria de fluxo mostrou-se iitil na discriminacdo destes genotipos.
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INTRODUCAO

O género Lolium (familia Poaceae) é composto de gramineas forrageiras nativas da bacia do
Mediterraneo (Europa, Asia temperada e Norte da Africa) (Terrell, 1968). Algumas espécies desse
género sdo utilizadas com forragem hibernal, suprimindo o vazio forrageiro durante as estacdes frias.

Dentre as espécies de Lolium, o azevém anual (L. perenne) é uma das que tem se destacado
como forrageira de primeira qualidade em todo o mundo, tendo maior digestibilidade do que outras
espécies de gramineas perenes de clima temperado (“Species: Lolium perenne” 2006). Para atender a
demanda de pastagens de alta produtividade e qualidade, vdrias cultivares tem sido obtidas pela
inducdo de poliploidia, resultando em caracteristicas agrondmicas superiores quando comparada as
espécies diploides.

O nivel de ploidia das cultivares melhoradas pode ser verificado por meio da quantificacio
de DNA usando citometria de fluxo que é uma técnica que fornece resultados rdpidos e confidveis.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o contetido de DNA de cultivares de
azevém perene para certificacdo do nivel de ploidia.

REFERENCIAL TEORICO

A espécie Lolium perenne é conhecida popularmente como azevém perene e possui grande
importincia para a agricultura devido as suas excelentes caracteristicas agronémicas. Os azevéns sdo
utilizados como forrageiras de estacdo fria em regides de clima temperado onde sdo o componente
dominante de pastagens.

De acordo com estudos realizados por Terrell (1968) o género possui oito espécies. Todas as
espécies do género sdo tidas como diploides (2n=2x=14), mas vdrias cultivares poliploides obtidas por
melhoramento também sdo reconhecidas (Polok, 2007).

O azevém perene possui ampla distribuicdo, pois é encontrado em quase toda a Europa,
parte significativa da Asia, Africa, Australdsia e em ambas as Américas. E uma das espécies do género
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Lolium mais utilizadas como graminea forrageira, pois se estabelece rapidamente, apresenta longo
periodo vegetativo e alto rendimento em ambientes favordveis, além de em muitas regides de clima
frio ser a base alimentar de ruminantes (Hannaway et al. 1999).

O alto teor de proteina bruta durante o periodo vegetativo possibilita que esta forrageira seja
utilizada como alimento em vdrias racas de gado e demais ruminantes. A partir de programas de
melhoramento, foram obtidas cultivares tetraploides que apresentam alta digestibilidade e preferéncia
de pastagem devido a uma maior percentagem de actcares (“Species: Lolium perenne” 2006).

A poliploidia induzida pode ser uma poderosa ferramenta para o melhoramento genético
(Blakeslee e Avery, 1937) que favorece a maximizag¢do das caracteristicas agrondmicas, pois as
plantas polipléides, em geral, sdo maiores e mais robustas que seus genitores diploides, apresentando o
chamado efeito "gigas" (Schifino-Wittmann, 2004).

A citometria de fluxo é uma técnica rdpida e pritica para certificacdo do nivel de ploidia
através da andlise do conteido de DNA nuclear (Dolezel, 1997). A grande vantagem desta técnica € a
facilidade e a rapidez da preparacdo das amostras, a possibilidade de andlise de um grande nimero de
nicleos, que ndo necessitam ser nicleos em divisdo, o que permite que praticamente qualquer tecido
seja utilizado, e em pequenas quantidades, e a possibilidade de deteccdo de pequenas diferencas na
quantidade de DNA (Bennet & Leitch, 1995).

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas as cultivares de azevém perene: Ellett (sete plantas) e Oro verde (49 plantas).
Essas plantas pertencem ao Banco Ativo de Germoplasma de Azevém da Embrapa.

O preparo das amostras e as andlises por citometria de fluxo para quantificagdo do teor de
DNA nuclear para inferéncia de ploidia foram realizadas no Laboratério de Cultura de Tecidos do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras.

Para a determinagdo do conteido de DNA nuclear foram avaliadas trés amostras para cada
individuo. Para cada amostra, utilizaram-se, aproximadamente, 20-30 mg de folhas jovens de azevém,
juntamente com a mesma quantidade de folhas jovens de Vicia faba (padrdo interno de referéncia). As
amostras foram trituradas em uma placa de Petri contendo ImL de tampao LBO1 gelado, para a
obten¢do da suspensao nuclear. O tecido triturado foi aspirado por meio de duas camadas de gaze com
uma pipeta plastica, filtrado em uma malha de ndilon de 50pum e armazenado em um tubo de
polietileno. A suspensdo nuclear foi corada com 25uL. de iodeto de propideo (1mg/mL) e 2,5uL. de
RNase foram adicionados a cada amostra, sendo analisados, pelo menos, dez mil nicleos (Dolezel &
Bartos, 2005).

A analise foi realizada no citdmetro FacsCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA); os
histogramas foram obtidos no software Cell Quest (Becton Dickinson e Companhia, San Jose, CA,
USA) e analisados no software WinMDI 2.8.

O contetido de DNA nuclear (pg) das amostras foi estimado por meio de comparacdo com a
posicdo do pico G1 do padrdo interno de referéncia (Vicia faba - 26,90 pg/2C). Os célculos foram
feitos de acordo com a equagdo 1, onde Q € a quantidade de DNA nuclear da amostra (pg/2C), E € a
posicdo do pico G1 da amostra, S é a posicdo do pico G1 do padrdo de referéncia e R € o contetido de
DNA nuclear do padréo (26,90 pg).

Q=ExR (D
S

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidnicia e ao teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de varidncia a 5% de significancia , mostrou que as duas cultivares de azevém
perene sdo diferentes quanto ao teor de DNA nuclear (Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1 - Quantidade de DNA nuclear obtida pela técnica de citometria de fluxo em cultivares de
azevém perene (Lolium perenne).
Cultivar Contetddo de DNA (pg) CV (%)
Ellett 5,54a* 0,59
Oro verde 10,60b* 0,47
*Médias seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (P<0,05);
CV = Coeficiente de variacdo médio.
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Figura 1. Histogramas do conteido de DNA nuclear em folhas jovens de azevém perene. A. Cultivar
Ellett com 5,54pg — Diploide; B. Cultivar Oro verde com 10,60pg - Tetraploide; VF = Vicia faba.
Eixo vertical = ndmero de nucleos lidos; eixo horizontal = intensidade de fluorescéncia relativa.

A média dos coeficientes de variacdo (CV) obtidos para as cultivares (Tabela 1) demonstram
a confiabilidade dos resultados, uma vez que valores entre 1 e 2% sdo considerados de alta qualidade
(Marie & Brown, 1993).

A cultivar Oro verde possui, em média, duas vezes maior quantidade de DNA do que a
cultivar Ellett (Tabela 1 e Figura 1). Considerando que a cultivar Ellett é caracterizada como dipldide
na Colecdo de Base da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, por inferéncia, pode-se dizer
que a cultivar Oro verde € tetraploide. Essa constatacdo € util ao programa de melhoramento genético
do azevém, pois confirma a ploidia do genétipo, que é uma informacdo fundamental para seu uso
adequado em cruzamentos.
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Estudos semelhantes de quantificacdo do conteido de DNA em acessos de azevém anual
(Lolium multiflorum Lam.) foram realizados por Techio et al., (2010), cujos valores préximos a 5,60pg
caracterizaram os acessos dipléides e valores proximos a 10,80pg caracterizaram os tetraploides.

Em gramineas, estudos de inferéncia de ploidia por meio da quantificagio de DNA nuclear
via citometria de fluxo foram realizados em muitas espécies, tais como como milho (Couto, 2011), e
hibridos interespecificos entre capim-elefante e milheto (Bustamante, 2009; Campos et al., 2009;
Ledo, 2009), Brachiaria (Timbé et al, 2011).

CONCLUSAO

As cultivares Oro verde e Ellet apresentaram 10.60 e 5.54 pg de DNA equivalentes aos
niveis tetraploide e diploide, respectivamente. A quantificacio do DNA por citometria de fluxo
mostrou-se Util na discriminacdo deste genétipos
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