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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi determinar o tamanho do genoma do coqueiro (Cocos nucifera
L.) via determinag@o do conteido de DNA estimado via citometria de fluxo. Quatorze genotipos de coco,
seis do tipo ando e oito do tipo gigante, foram utilizados nesse estudo. Para tal, amostras de foliolos medindo
aproximadamente 0,5 cm?, por genotipo foram maceradas em solug@o tampao e filtradas para obtengao de
uma suspensao dos nucleos. Posteriormente, os nucleos foram coloridos com iodeto de propideo e em
seguida foi adicionado RNase em cada amostra. Como padrao interno foi utilizado a cultivar CE-777 de
milho (Zea mays L.). Ap6s 30 minutos, as amostras foram analisadas em citometro de fluxo (Partec PA
II); para cada genotipo foi feito a leitura de cinco amostras. O conteudo 2C de DNA de cada gendtipo foi
determinado, com médias variando de 2,74 pg a 2,86 pg, sendo a média geral 2,80 pg o que corresponde
a 2.744 Mpb. O contetido de DNA do grupo Gigante foi o mais varavel sendo o maior conteudo estimado
para o Gigante de Rennel, e 0 menor contetido para Gigante do Oeste Africano; o grupo Ando teve uma
menor variagdo. A média do conteudo 2C de DNA do grupo gigante foi de 2,80 pg e a do grupo Anao foi
de 2,78pg. Os coeficientes de variacdo variaram de 2,5% a 3,1%, o que indica a precisdo das medigoes.
O teste Scott e Knott a 5% de probabilidade, agrupou os genotipos em 4 classes de acordo com as médias
do contetido de DNA. Os resultados permitiram concluir que a espécie apresenta baixo contetido de DNA
quando comparada com outros membros da familia Arecaceae.

Introducao

O coqueiro pertence a classe Monocotyledoneae, ordem Palmales, familia Arecaceae, subfamilia
Cocoideae e género Cocos. Este género apresenta apenas a espécie Cocos nucifera L., diploide (2n= 2x=
32 cromossomos) sendo constituida por dois grupos principais o Nana (coqueiro ando) e o Typica (coqueiro
gigante). Do cruzamento dessas duas variedades obtém-se o hibrido intervarietal, de ampla utilidade
comercial, tanto in natura (uso culinario, agua de coco, doces, bolos, etc.) quanto agroindustrial (agua de
coco, leite de coco, oleo etc) (Batugal ef al., 2009).

O melhoramento genético do coqueiro tem como principal objetivo selecionar variedades altamente
produtivas, que sejam localmente adaptadas e tolerantes a seca e as doengas e pragas, refletindo diretamente
no aumento da produtividade, da estabilidade de producao e da sustentabilidade do agro ecossistema do
coqueiro (Loiola C.M.,2009). No entanto, apesar da importancia da espécie a pesquisa ainda ¢ incipiente
sendo necessario gerar informagdes basicas, como nimero e tipos de cromossomos, conteudo de DNA,
comportamento meiotico, viabilidade polinica, dentre outros, que possam auxiliar o melhoramento genético
da espécie.

A determinagdo do tamanho do genoma tem um importante papel na caracterizagdo gendmica com
aplicabilidade ndo apenas no melhoramento genético, como também em estudos evolutivos, de biologia
celular, sistematica e taxonomia além de fornecer relevantes informagdes para trabalhos que envolvam
sequenciamento e marcadores moleculares.O tamanho do genoma em plantas pode ser estimado por alguns
métodos, um dos mais utilizados ¢ a citometria de fluxo a qual o contetido de DNA ¢ estimado a partir da
intensidade da fluorescéncia emitida pelos nticleos em suspensao corados com fluorocromos especificos
(Dolezel e Bartos, 2005). Do ponto de vista pratico, a determinagdo da quantidade de DNA nuclear pode
substituir a contagem de cromossomos, especialmente quando se trabalha com um numero muito grande de
individuos, como por exemplo em bancos de germoplasma (Schifno-Wittmann, 2001).
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Em coqueiro ndo tem sido encontrados relatos sobre o tamanho do genoma da espécie. Diante da
relevancia e importancia de informagdes basicas para o melhoramento da cultura, o objetivo do presente
trabalho foi determinar o tamanho do genoma, via conteudo de DNA, dos diferentes genotipos de coqueiro
utilizando a citometria de fluxo.

Material e Métodos

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal, no setor de Citogenética
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro localizada em Campos dos Goytacazes — Rio
de Janeiro. Para a determinagdo do contetido e DNA foram utilizadas amostras de foliolos de 14 genétipos
de coqueiro, sendo 6 tipo ando e 8 tipo gigante. Esses gendtipos estdo conservados no banco ativo de
germoplasma de coco da Embrapa Tabuleiros Costeiros em Aracaju — Sergipe.

Amostras de foliolos dos genotipos de coqueiro medindo aproximadamente 0.5¢cm? foram maceradas
em placa de Petri em 500 pl de solu¢ao tampao de extragdo (Partec) durante 90 segundos a temperatura
ambiente, para a suspensdo dos nucleos. Em seguida, as amostras foram filtradas utilizando filtros de 50
um (Partec). Na etapa de coloragdo dos nucleos foram adicionados 2 ml de solucao de coloragdo (Partec)
contendo iodeto de propideo e RNase, a 4°C durante 30 minutos. A espécie Zea mays (conteudo 2C =
5.43pg) foi utilizada como padrao interno (Dolezel et. al, 1992). As amostras foram analisadas em citdmetro
de fluxo Partec PA II. Para cada gendtipo foram feitas 5 repeticdes. Os parametros como ganho, velocidade
de analise da amostra e padrao interno foram definidos anteriormente no estabelecimento do protocolo
para a cultura e os histogramas, médias, areas, e coeficiente de variagdo foram obtidos usando Flow Max
software (Partec). O tamanho do genoma foi entdo calculado de acordo com a seguinte equacao (Dolezel e
Bartos, 2005):

= Média do pico G,/G, da amostra x contetdo de DNA 2C do padrdo
Mé¢dia do pico G,/G, do padrdo

Para o agrupamento das médias foi utilizado o teste Scott e Knott em nivel de 5% de probabilidade com o
auxilio do programa estatistico Genes (Cruz, 2001).

Resultados e Discussao

Os resultados preliminares da citometria de fluxo revelaram picos G, com boa resolugdo para todos
os genotipos (Figura 1). Os nucleos suspensos geraram histogramas com coeficientes de variagao (CVs)
entre 2.5% a 3.2%. Segundo a literatura, CVs em plantas podem variar de 1% a 10% e que valores de 1%
a 2% refletem analises de alta qualidade e que CV de 3% pode ser utilizado com valor de rotina (Marie &
Brown, 1993; Galbraith et al. (2002).

A partir da andlise dos histogramas foi estimado o conteido 2C de DNA para todos os genotipos
conforme a tabela 1. O teste Scott e Knott utilizado na compara¢ao das médias revelou que ha diferencas
significativas entre o conteudo de DNA dos 14 genotipos, sendo que as médias variaram de 2.74 pg a 2.86 pg,
com média geral de 2,80 pg. O gendtipo Gigante do Oeste Africano foi o que apresentou o menor conteudo
de DNA e o Gigante de Rennel que se destacou como o gendtipo de maior tamanho gendmico. Dentro do
grupo ando o genotipo que apresentou maior conteudo de DNA foi o Ando Vermelho de Gramame e o Ando
Verde de Jiqui foi o genotipo com menor contetido 2C (tabela 1). A média do conteudo de DNA do grupo
Gigante ficou em torno de 2,80 pg e do grupo Ando em torno de 2,78pg.

Conforme Bennet e Leitch (1997) nas angiospermas o valor C pode variar de 0,2 pg em Arapdopsis
thaliana a 127.4pg em Fritillaria assyriaca.

A quantidade de DNA tem sido estudada em varias familias de angiospermas sendo que na familia
Arecaceae os primeiros estudos foram feitos com palmeiras onde foram utilizadas 83 espécies, pertencentes
a 53 géneros. Os autores observaram que o conteudo 2C variou entre 1.94pg e 27.81pg em dipldides,
mostrando uma variagdo aproximada de 14,3 vezes no tamanho do genoma (Roser et al 1997).

Oliveira (2011) trabalhando com trés espécies do género Euterpe (Arecaceae) observou valores
maiores que 8 pg, variando de 8,7pg a 9,41pg. O autor sugere que as diferengas na quantidade de DNA
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ocorrem devido a rearranjos estruturais cromossomicos, tais como dele¢des, duplicagdes, inversdes e
translocacgdes.

Tabela 1 — Conteudo de DNA (pg) de 14 gendtipos de coqueiro pertencentes ao grupo Ando € ao grupo
Gigante e Coeficientes de variagao (CVs).

Genotipos Conteudo de DNA (pg) CV(%)
Gigante de Rennel 2.86 a 3.1
Gigante da Polinésia 2.84Db 2.8
Gigante de Rotuma 2.83b 3.2
Gigante do Brasil Praia do Forte 2.80¢c 3.2
Ando Vermelho de Gramame 2.79¢c 2.7
Anao Amarelo de Gramame 278 ¢ 2.8
Ando Amarelo da Malasia 278 ¢ 2.5
Ando Vermelho da Malasia 278 ¢ 2.8
Gigante de Vanuatu 2.77 ¢ 2.7
Gigante de Tonga 2.77 ¢ 3.0
Ando Vermelho de Camardes 2.77c 3.0
Anio Verde de Jiqui 2.76 d 2.5
Gigante da Malasia 2.75d 2.9
Gigante do Oeste Africano 2.74d 2.9

Os resultados observados nesse trabalho permitem concluir que a espécie apresenta baixo contetido
de DNA quando comparada com outros representantes da familia Arecaceae, e que o contetido 2C nao teve
grande variacao entre os genodtipos do grupo ando e do grupo gigante.
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