*Uf
5342

el Tl 1

3
SP-PP-SP

281

-

N

o T

7° Congresso Brasileiro de Melhoramento de Plantas

Caracterizacio Citogenética do Banco Ativo de Germoplasma de Capim-elefante da Em-
brapa

Tadiana Luiza Fernandes, Carolina de Souza Fonseca?, Ana Luisa Sousa Azevedo’,
Juliane Dornellas Nunes®, Juarez Campolina Machado®, Francisco José da Silva Lédo?, Antonio Vander
Pereira’, Fausto de Souza Sobrinho’, Fldvio Rodrigo Gandolfi Benites’

Resumo
O objetivo do presente trabalho foi realizar a caracterizagio citogenética por meio da determinagio

do conteudo de DNA dos acessos do Banco Ativo de Germoplasma de Capim-elefante da Embrapa (BAG-
CE). A caracterizagio foi realizada em 94 acessos do BAGCE e na cultivar Pioneiro por meio da citometria
de fluxo. O contetido de DNA foi estimado utilizando como padrio de referéncia interno, a soja (Glycine
max). Observou-se que a quantidade de DNA entre 0s acessos variou de 4,3pg a 5.9pg. O acesso BAGCE
55 apresentou quantidade de DNA diferente dos demais, equivalente a 8,79pg. A diferenca na quantidade de
DNA dos acessos possibilitou a divisdo destes em trés grupos distintos (A, B ¢ C). Apesar de ter havido a
divisdo dos acessos em grupos, a quantidade de DNA presente nos grupos B e C foi préxima e, além disso,
ambos apresentaram conteudo de DNA de acordo com os valores ja relatados para Pennisetum purpurem.
Com base nos resultados obtidos conclui-se que ha variabilidade genética entre os acessos do BAGCE para
o contetido de DNA. O elevado conteido de DNA do acesso BAGCE 55 subsidia sua classificagdo como
uma espécie selvagem de Pennisetum.

Introducio

O capim-elefante (Pennisefum purpureunt Schum.) é uma espécie forrageira nativa do continente
Africano, que foi introduzida no Brasil no inicio do século XX (Daher et al. 1997). Por apresentar caracte-
risticas de elevado potencial de produgdo de matéria seca, valor nutritivo, qualidade, palatabilidade, vigor,
persisténcia e versatilidade de usos, o capim-elefante & considerado uma das forrageiras mais importantes
(Soares et al. 1999; Pereira et al. 2008).

A Embrapa Gado de Leite foi responsavel pela criagéo do Banco Ativo de Germoplasma de Capim-
elefante (BAGCE) no inicio da década de 1980 e a principal fungio deste banco é a conservagdo da variabi-
lidade genética do género Pennisetum. Caracterizagdes e avaliagoes morfolégica, agrondmica e molecular
dos acessos do BAGCE foram realizadas, sendo essas avaliagdes eficientes em diferenciar os acessos €
separa-los em grupos relativamente homogéneos.

A caracterizacdio citogenética por meio da avaliagio do contetido de DNA dos acessos € importante
para ampliar as informagdes sobre o germoplasma conservado e consequentemente promover o uso da
variabilidade genética em programas de melhoramento ¢/ou pré-melhoramento genético de capim-elefante
(Machado et al. 2012).

O objetivo do trabalho foi determinar o contelido de DNA dos acessos do Banco Ativo de Germo-
plasma de Capim-elefante da Embrapa por meio da citometria de fluxo.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Genética Vegetal da Embrapa Gado de Leite. lo-
calizado em Juiz de Fora, Minas Gerais, nos meses de Junho a Setembro de 2012. Foi avaliado o conteddo
de DNA de 94 acessos do Banco Ativo de Germoplasma de Capim-elefante da Embrapa (BAGCE), ¢ da
cultivar Pioneiro (testemunha). Os genétipos foram cultivados em vasos plasticos de 9,0 L com substrato
contendo mistura de solo, areia e esterco na proporgdo 1:1:1, em casa de vegetagiio. De cada acesso retirou-
se amostra constituida de trés folhas jovens.

Para analise das amostras, foram triturados em placa de Petri, com o auxilio de um bisturi, 20-30
mg de tecido foliar jovem, com a mesma quantidade de tecido foliar jovem do padriio interno de referéncia
Glycine max (soja), juntamente com 800 pL de solugao tampdo LB01 para obtengdo de suspensdo nuclear
(Dolezel 1997). Apés a trituragdo total dos tecidos foliares, estes foram aspirados por uma pipeta descarta-
vel juntamente com duas camadas de gaze, e em seguida, a suspensao foi filtrada em uma malha de 50 um.
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Foram adicionados a suspensdo nuclear 25uL de iodeto de propido e 25pL de RNase.

As amostras foram analisadas no citémetro FacsCalibur (Becton Dickinson). Os histogramas foram
obtidos no software Cell Quest e analisados no software WinMDI 2.8 (disponivel em: http://facs.scripps.
edu/software html). O contetido de DNA nuclear (pg) das amostras foi estimado por comparagio com a
posi¢io em relagdo ao pico G1 do padréo interno de referéncia Glycine max (2,5pg). Foram analisados pelo
menos 10 mil nticleos de cada amostra.

Para cada acesso, trés amostras foram avaliadas, sendo cada uma delas considerada como uma re-
petigdo. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente ao acaso. Foram obtidos o desvio padrdo
fenotipico, o desvio padrdo da amostra e o intervalo de confianga. Também foi realizado teste de compara-
¢dio de médias de Scott e Knott a 5 % de probabilidade. Todas as analises estatisticas foram realizadas com
auxilio do Programa Genes (Cruz et al. 2006).

Resultados e Discussao

Foram detectadas diferencas no contetido de DNA dos acessos do BAGCE (Figura 1). Dos 95 geno-
tipos analisados, observou-se que, 94 deles possuem quantidade de DNA que variou entre 4,3 pge 5,9 pg. O
contetido de DNA do capim-elefante é de 4,6 pg, portanto, os resultados encontrados estdo de acordo com
o relatado na literatura (Martel ef al. 1997). O acesso BAGCE 55 apresentou contetido de DNA de 8,79 pg.

O acesso BAGCE 55, cujo nome comum é Kizozi, possufa identificagdo no BAGCE como sen-
do da espécie P. purpureum (2n=4x=28 cromossomos). Apesar de ser semelhante morfologicamente aos
demais acessos que constituem o BAGCE, concluiu-se que ndo se trata de um representante da espécie P.
purpureum, mas sim, uma espécie selvagem do género Pennisetum (Techio 1998). A maior quantidade de
DNA observada no BAGCE 55 esté diretamente relacionada a variagdes cromossomicas numéricas ja rela-
tadas neste acesso (Davide ef al. 2007). Estes resultados subsidiam a reclassificagiio do acesso na colegdo
de germoplasma, e evidenciam a importéncia da caracterizagao citogenética no manejo e conservagdo de
germoplasma.
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Figura 1 Histograma de citometria de fluxo para quantificagdo de DNA. A) Pico G1 do padrao de referéncia
Glycine max. B) Pico G1 do acesso BAGCE 55 equivalente a 8,79pg. C) Pico G1 do acesso BA-
GCE 100 equivalente a 5,85pg. D) Pico G1 do acesso BAGCE 94 equivalente a 5,18pg

Devido a variagio do contetido de DNA entre os acessos do BAGCE, foram formados trés grupos
estatisticamente distintos (Tabela 1). O grupo A, é composto exclusivamente pelo acesso BAGCE 55, jé
discutido anteriormente. No grupo B, o acesso que apresentou maior conteido de DNA foi o BAGCE 29
com 5,94 pg. O menor contetido de DNA foi observado no acesso BAGCE 49, correspondente a 5,37 pg.
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A diferenca da quantidade de DNA entre 0 BAGCE 29 e 0 BAGCE 49 foi de 0,56 pg. Entre os acessos do
grupo C, 0 BAGCE 39 foi 0 acesso com maior contetido de DNA, equivalente a 5,36 pg e 0 acesso Pioneiro
com menor quantidade, referente a 4,31 pg. A diferenca entre maior e o menor valor, foi de 1,05 pg.

A ampla variabilidade genética existente dentro do género Pennisetum, pode ter levado as dife-
rencas no contetido de DNA entre os acessos do BAGCE, e, além disso, pode estar relacionada com as
diferentes procedéncias dos mesmos. Constatou-se que 0S grupos B e C sio diferentes (estatisticamente),
porém, ambos apresentam conteldo de DNA que se encontram dentro do padréio existente na literatura para
P, purpureum (Martel et al. 1997). Em relagéo as médias de tais grupos (5,62 pg e 5,11 pg respectivamente).
foi observado que a diferenca entre elas foi de 0,5 pg. Apesar de os acessos terem sido divididos em trés
grupos distintos, o conteiido de DNA dos acessos dos grupos B e C ¢ proxima.

Com base nos resultados obtidos conclui-se que ha variabilidade genética entre os acessos do BA-
GCE para o conteudo de DNA. O acesso BAGCE 55 apresenta diferenga do contelido de DNA esperado
para a espécie P. purpureunt.

Tabela 1 Estimativas do contetido de DNA de acessos do Banco Ativo de Germoplasma de Capim-elefante

da Embrapa
Coitids Conteudo Contendo
Acessos deDNA (pg) Acessos de DNA Acessos de DNA
(pg) (pg)
BAGCE 55 8,79 a' BAGCE 16 532¢ BAGCE 06 5l11c¢
BAGCE 29 594b BAGCE 30 531c BAGCE 99 511¢
BAGCE 33 590b BAGCE 60 530¢ BAGCE 127 509¢
BAGCEI00 585b BAGCE 71 530¢ BAGCE 07 5,08 ¢
BAGCE 26 582b BAGCE 04 529c¢ BAGCE 17 5,08 ¢
BAGCE 24 579b BAGCE 22 529c BAGCE 20 5.08¢
BAGCE 96 578b BAGCE 98 526¢ BAGCE 51 508¢
BAGCE 36 577b BAGCE 25 526¢ BAGCE 91 5,08 ¢
BAGCE 74 573b BAGCE 80 525¢ BAGCE 101 507¢
BAGCE 82 571b BAGCE 72 524 ¢ BAGCE 66 507¢
BAGCE 32 5,66b BAGCE 102 |522¢ BAGCE 21 5,06 ¢
BAGCE 35 5,66 b BAGCE 126 |5.22¢ BAGCE 75 5,06 ¢
BAGCE 95 5,62b BAGCE 65 522¢ BAGCE 62 5,06¢
BAGCE 97 5620 BAGCE 92 522¢ BAGCE 88 505¢
BAGCE 58 5,61b BAGCE 14 520 ¢ BAGCE 18 505¢
BAGCE 31 559b BAGCE 13 520¢ BAGCE 40 505¢
BAGCE 27 555b BAGCE 79 520¢ BAGCE 68 505¢
BAGCE 15 5.54b BAGCE 70 5,18¢ BAGCE 86 5,04 ¢
BAGCE 34 553b BAGCE 94 5,18¢ BAGCE 08 504c¢
BAGCE 77 552b BAGCE 11 5,16 ¢ BAGCE 64 5.02¢
BAGCE 57 551b BAGCE 56 5,16 ¢ BAGCE 73 501¢
BAGCE 83 551b BAGCE 38 516¢ BAGCE128 501¢
BAGCE 02 551b BAGCE 03 5,16 ¢ BAGCE 37 500¢
BAGCE 23 547 b BAGCE 19 5,15¢ BAGCE 12 5,00 ¢
BAGCE 52 546b BAGCE 59 5,15¢ BAGCE 76 498 ¢
BAGCE 53 546 b BAGCE 54 5,15¢& BAGCE 61 493 ¢
BAGCE 05 5460 BAGCE 67 515 ¢ BAGCE 63 493 ¢
BAGCE 85 543b BAGCE 129 515¢ BAGCE 01 490 ¢
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BAGCE 49 5,38b BAGCE 78 5,14 ¢ BAGCE 69 4,74 ¢
BAGCE 39 536¢ BAGCE 93 512¢ BAGCE 10 4,61 c
BAGCE 50 534¢ BAGCE 09 512¢ Pioneiro 43lc
BAGCE 28 5328 BAGCE 81 512¢
"'Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott e Knott a 5% de pro-
babilidade.
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