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INFERENCIA DO NIVEL DE PLOIDIA DE ACESSOS DE LOLIUM MULTIFLORUM
A PARTIR DA DETERMINACAO DO CONTEUDO DE DNA NUCLEAR
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RESUMO: A crescente demanda alimentar proveniente do crescimento populacional tem
impulsionado cada vez mais a industria alimenticia. Diante desse cenario torna-se imprescindivel o
melhoramento genético de forrageiras seja destinada a alimentacéo de gado leiteiro ou de corte. O
azevém anual (Lolium multiflorum Lam.) é a principal espécie forrageira de clima temperado
cultivada no Brasil destinada a alimentacdo animal. Devido a grande variabilidade existente nas
populacBes dessa espécie, a obtencéo de progénies resultantes do cruzamento de acessos diploides e
tetraploides constitui uma ferramenta potencial, uma vez que as progénies podem reunir
caracteristicas de interesse além de permitir o estudo do processo reprodutivo. A certificacdo de
ocorréncia dos cruzamentos é uma etapa importante que pode ser realizada por meio da
guantificacdo do teor de DNA por citometria de fluxo. Dessa forma, o presente trabalho objetivou
fazer inferéncias do nivel de ploidia a partir do conteddo de DNA nuclear em folhas jovens de azevém
anual das cultivares Comum e Barjumbo e da progénie resultante do cruzamento entre elas, pela
técnica de citometria de fluxo. As cultivares Comum e Barjumbo apresentaram 5,43 e 10,87 pg de
DNA, compativeis com os niveis diploide e tetraploide, respectivamente. Para a progénie, trés plantas
avaliadas apresentaram conteido de DNA correspondente aos diploides (5,40-5,62pg), uma ao
triploide (8,30pg)e as outras 21 plantas similares aos tetraploides (10,23-11,56pg). A metodologia de
“chance hybrids” permitiu a obtengdo de ao menos uma planta hibrida. Quanto aos diploides, sua
formac&o precisa ser melhor estudada.

Palavras-chave: quantidade de DNA nuclear, azevém anual, citometria de fluxo, melhoramento
genetico.

INTRODUCAO

O constante crescimento populacional tem impulsionado cada vez mais o setor alimenticio,
gue assim, também necessita expandir-se. Nesse aspecto torna-se cada vez mais importante o
melhoramento genético de gramineas destinadas a alimentacdo de rebanhos voltados para a producéo
de carne ou de leite.

No Brasil, 0 azevém anual (Lolium multiflorum Lam.) é a principal espécie forrageira de clima
temperado cultivada para a alimentacdo dos rebanhos durante a estacdo fria do ano (Pinto et al., 2004).
O genéro Lolium é constituido por oito espécies diploides (2n=2x=14), entre elas o azevém anual, e
algumas cultivares poliploides.

Existe grande variabilidade entre e dentro de populacGes locais de azevém, seja na Espanha
(Oliveira, 1997), Argentina (Alonso, 2004) ou Brasil (Corréa et al., 2007). Entretanto, existem poucas
cultivares disponiveis no Brasil, e a maior parte da semente comercializada ¢ identificada apenas como
“cultivar comum”. Assim, a obtencdo de progénies resultantes do cruzamento de acessos diploides e
tetraploides de azevém anual é de grande interesse para 0 melhoramento genético da espécie.

! Graduanda em Ciéncias Bioldgiacs, DBI/UFLA, natinhadecastro@yahoo.com.br

2 Doutoranda em Genética e Melhoramento de Plantas, DBI/UFLA, fobustamante@gmail.com

® Mestranda em Genética e Melhoramento de Plantas, DBI/UFLA, laianecorsini@gmail.com

* Professora Adjunta, DBI/UFLA, vhtechio@gmail.com

® Pesquisadora da Embrapa Gado de Leite /Clima Temperado, andrea. mittelmann@cpact.embrapa.br



XX CONGRESSO DE POS-GRADUAQAO DA UFLA
12 a 16 de setembro de 2011

Todas as informacdes contidas neste trabalho, desde sua formatacéao até a exposicao dos resultados, sdo de exclusiva responsabilidade
dos seus autores

A determinacdo da quantidade de DNA via citometria de fluxo constitui um método rapido e
alternativo para estimar o nivel de ploidia das espécies. Em situagdes onde parentais diferem no
conteido de DNA, este procedimento pode ser empregado para a certificacdo dos cruzamentos.

Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo fazer inferéncias do nivel de ploidia a partir
da determinacdo do contetdo de DNA nuclear em folhas jovens de acessos de azevém anual pela
técnica de citometria de fluxo em cultivares Comum e Barjumbo e da progénie resultante do
cruzamento entre elas.

REFERENCIAL TEORICO

O azevém anual pertence a familia Poaceae e é originario da bacia do Mediterraneo (sul da
Europa, norte da Africa e Asia Menor) de onde se espalhou para a Europa e posteriormente América
do Norte. Em 1818 ja era conhecido na Franca e em 1820 na Suica, sendo introduzido na Inglaterra em
1831 (Nelson et al., 1997). Foi cultivado pela primeira vez na Italia e devido a tal fato também recebe
0 nome de azeveém italiano (Lolium italicum).

Na regido sul do Brasil, 0 azevém anual provavelmente foi introduzido por colonos italianos
em 1875. Atualmente é uma das gramineas hibernais mais cultivadas no Rio Grande do Sul, tanto para
ceifa quanto para pastagens cultivadas, sendo utilizada, isoladamente ou consorciada, na alimentacéo
dos rebanhos durante a estacdo fria do ano, uma vez que a espécie € totalmente aclimatada a essa
regido (Araujo, 1978).

No Brasil, as atividades voltadas ao melhoramento do azevém tiveram inicio na Embrapa
Clima Temperado, Pelotas-RS, em 1999 com a realizacdo de coletas de germoplasma. Tendo em vista
o longo tempo decorrido desde a introducdo do azevém no Rio Grande do Sul, cerca de 150 anos,
esperava-se obter populacdes com alto grau de adaptacéo as diferentes condi¢gfes de solo e clima do
Estado. As sementes coletadas originaram experimentos pioneiros que demonstraram a existéncia de
variabilidade entre essas populagdes (Dias et al., 2001).

A partir de 2002, as atividades de melhoramento do azevém foram retomadas, com o
estabelecimento do banco de germoplasma de azevém e de um programa de melhoramento conduzido
em parceria entre Embrapa Gado de Leite- Juiz de Fora/MG, Embrapa Clima Temperado-Pelotas/RS e
Embrapa Pecuaria Sul-Bagé/RS.

Recentemente, diversas cultivares tetraploides tém sido obtidas e introduzidas no Brasil, com
caracteristicas agronémicas interessantes, como ciclo longo (Mittelmann et al., 2004), mas tem
apresentado baixa capacidade de ressemeadura natural. Assim, a obtencdo de progénies resultantes do
cruzamento de acessos diploides e tetraploides de azevém anual é de interesse para 0 melhoramento
genético da espécie, pela introducdo de caracteristicas agrondmicas e 0 estudo das progénies permitira
melhor conhecer o processo reprodutivo nessas cultivares.

Para a verificacdo de ploidia em larga escala tem sido realizada a analise do conteido de DNA
nuclear utilizando a técnica de citometria de fluxo, ja que essa é uma técnica rapida, ndo necessita de
células em divisdo e é uma metodologia ndo destrutiva (Dolezel, 1997), sendo gue nos casos em que
0s parentais apresentam diferencas significativas na quantidade de DNA, é possivel identificar a
ocorréncia de cruzamentos utilizando essa técnica.

MATERIAL E METODOS

A caracterizacdo dos acessos de azevém anual avaliados bem como a ploidia esperada e o
namero de individuos avaliados estéo dispostos na Tabela 1.
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Tabela 1 - Caracterizacdo, ploidia esperada e nimero de individuos avaliados (N') de azevém anual
(Lolium multiflorum Lam.).

Caracterizacéo Ploidia esperada N*
Cultivar Comum 2X 25
Cultivar Barjumbo 4x 20
Progénie (§Comum x Barjumbo Q) 3Xx 25

As cultivares Comum e Barjumbo sdo cultivares comerciais disponiveis no Brasil, cujas
amostras para este trabalho foram oriundas do Banco Ativo de Germoplasma de Plantas Forrageiras da
Embrapa Gado de Leite/Embrapa Clima Temperado. O cruzamento entre elas foi realizado em casa de
vegetacdo, sem emasculagdo, com a técnica denominada “chance hybrids”, onde algumas plantas de
cada cultivar sdo mantidas lado a lado e procura-se sincronizar o florescimento realizando cortes no
material mais precoce. Apenas as plantas da cultivar Barjumbo foram colhidas, sendo essa a cultivar
materna da progénie.

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

Para a determinacdo 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 1mL de tampdo LBO1 gelado, para a
obtencdo da suspensdo nuclear. O tecido triturado foi aspirado por meio de duas camadas de gaze com
uma pipeta plastica, filtrado em uma malha de ndilon de 50um e armazenado em um tubo de
polietileno. A suspensdo nuclear foi corada com 25uL de iodeto de propideo (Img/mL) e 2,5uL de
RNase foram adicionados a cada amostra, sendo analisados, pelo menos, dez mil nicleos (Dolezel &
Bartos, 2005).

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

QZ%XR 1)

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e ao teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise de variancia confirmou que ha diferengas significativas (p<0,05) em rela¢do ao
contedo de DNA entre as cultivares Comum, Barjumbo e a progénie resultante desse cruzamento,
cujos valores médios se enquadram nos niveis diploide para a cultivar Comum e tetraploide para a
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cultivar Barjumbo e para a progénie, com 5,43; 10,87 e 10,17pg respectivamente (Tabela 2 e Figura
1).

Tabela 2 - Quantidade média de DNA nuclear obtida pela técnica de citometria de fluxo em azevém
anual (Lolium multiflorum Lam.).

Material Contetdo de DNA (pg) CV (%)
Cultivar Comum 5,43a* 0,51
Cultivar Barjumbo 10,87b* 0,43
Progénie 10,17b* 0,48

*Médias seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (P<0,05)
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Figura 1. Histogramas do contetido de DNA nuclear em folhas jovens de azevém anual. A. Cultivar
Comum com 5,44pg; B. Cultivar Barjumbo com 10,88pg; C. Progénie com 8,30pg. VF = Vicia faba.
Eixo vertical = nimero de nudcleos lidos; eixo horizontal = intensidade de fluorescéncia relativa.

Para a cultivar Comum verificou-se uma variacdo na quantidade de DNA entre 5,33pg
(individuos 09 e 20) e 5,64pg (individuo 21), valor compativel com o esperado para genotipos
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diploides. Para a cultivar Barjumbo verificou-se uma variacdo entre 10,19pg (individuo 19) e 11,65pg
(individuo 17), valores esperados para plantas tetraploides. Para a progénie, trés plantas avaliadas
apresentaram contetdo de DNA correspondente aos diploides, uma ao triploide (Figura 1C) e as outras
21 plantas similares aos tetraploides (Tabela 3).

Tabela 3 - Amplitude de variagdo no conteddo de DNA (pg) e inferéncia de ploidia de individuos
pertencentes a progénie resultante do cruzamento entre as cultivares Comum e Barjumbo.

Individuos  Amplitude de variacao no Ploidia
contetdo de DNA (pg)

10,14 e21 5,40 - 5,62 2X

15 8,30 3x

Demais 10,23 -11,56 4x

Assim, a planta triploide possivelmente é a Unica realmente resultante de cruzamento. Os
individuos tetraploides seriam resultantes de pdlen do prdprio Barjumbo, que foi utilizado como mae.
E no caso das plantas diploides, técnicas mais apuradas como FISH (Hibridizacdo Fluorescente in situ)
e GISH (Hibridizacdo Gendmica in situ) serdo necessarias para investigar se ocorreu a formacao de
um gameta feminino reduzido.

Techio et al. (2010), ao estudarem sete acessos de azevém anual detectaram os niveis diploide
para dois acessos (5,48 - 5,76pg), triploide para um acesso (8,07pg) e tetrapldide para quatro acessos
(10,66 - 11,19pg). Essas inferéncias sdo resultantes da estimativa do conteido de DNA nuclear por
citometria de fluxo.

A média geral dos coeficientes de variacdo foi de 0,47% para os trés acessos, 0 que indica a
confiabilidade dos resultados, uma vez que valores entre 1 e 2% sdo considerados de alta qualidade
(Marie & Brown, 1993).

CONCLUSAO

A metodologia de “chance hybrids” permitiu a obten¢do de ao menos uma planta hibrida.
Quanto aos diploides, sua formacao precisa ser melhor estudada.
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