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RESUMO

A estimativa da quantidade de DNA é
importante no melhoramento genético de
plantas devido ser reconhecida para
caracterizacdo genbmica, auxiliar estudos
evolutivos, verificar niveis de ploidia em
resultados de cruzamentos, entre outras
finalidades. O objetivo deste trabalho foi
estimar a quantidade de DNA de oito cultivares
de morangueiro. Para a realizacdo das analises
foram usados discos foliares de cada cultivar
retirados de folhas expandidas jovens e como
padrdo interno de referéncia folhas jovens de
ervilha. Os dados analisados foram submetidos a
analises  estatisticas e foram  gerados
histogramas para cada cultivar analisada e
coeficientes de variacdo. Para cada amostra
foram analisados 10.000 nucleos. A cultivar
Campinas foi a que apresentou maior valor de
guantidade de DNA, nao diferindo das cultivares
Aromas, Camarosa, Diamante, Dover, Festival e
Toyonoka. A cultivar Oso Grande apresentou
menor quantidade, o que pode ser devido a um
menor tamanho dos cromossomos desta
variedade ou mutacdes devido a perdas
cromossOmicas, porém para se ter certeza é
necessario fazer estudos futuros de andlises
citogenéticas.

Palavras-chave: Citometria de fluxo; Ploidia;
Melhoramento genético.

ABSTRACT

The estimate of the amount of DNA is
important in plant breeding due to be
recognized for genomic characterization,
auxiliary in evolutionary studies, to verify ploidy
levels results in intersections, among other
purposes. The aim of this study was to estimate
the amount of DNA from eight strawberry
cultivars. For the analyzes were used leaf discs
taken from each cultivar from young and
expanded leaves and as internal reference
standard from young leaves of pea. Data were
subjected to statistical analyses and histograms
were generated for each analyzed cultivar and
coefficients of variation. For each sample 10,000
nuclei were analyzed. The Campinas cultivar
showed the highest amount of DNA, and did not
differ from Aromas, Camarosa, Diamante,
Dover, and Toyonoka Festival. Oso Grande
cultivar showed the lowest amount of DNA,
which may be due to smaller chromosome size
or chromosomal mutations due to losses, but to
be sure it is necessary to make future studies of
cytogenetic analysis.
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INTRODUCAO

O morango é uma planta pertencente a
familia Rosaceae e ao género Fragaria, que
compreende dezessete espécies silvestres
classificada com base no nivel de ploidia, que
sdo diploides, tetrapldoides hexapléides e
octopldides, sendo o numero cromossémico
basico igual a sete (x = 7) (Rios, 2007).

As espécies octopldides, (2n = 8x = 56)
Fragaria chiloensis e Fragaria virginian,
resultaram através da hibridacdo natural, o
hibrido Fragaria x ananassa Duch. ex Rozier,
originando as cultivares comerciais atualmente
cultivadas (Castro, 2004; Silva et al. 2007).
Brighhurst (1990) sugeriu a férmula genémica
AAA’A’BBB’B’ (2A2A’2B2B’) aos octapldides em
funcdo das evidéncias citoldgicas e genéticas
que sugerem que essas espécies sejam
polipldides dissémicos, com comportamento
meidtico similar ao dos dipldides.

Em 2010 a produg¢ao mundial foi de
4.356.834 toneladas, para uma darea total
plantada de 241.974 hectares e com uma
produtividade média de 18 t.ha (Fao, 2012). Os
Estados Unidos é o primeiro colocado na
produgcdo mundial com aproximadamente 30%
do total, sendo esta quase 4 vezes maior que a
do segundo colocado, a Turquia. A maior
produtividade dessa cultura também é obtida
nos Estados Unidos, com 56 t.ha™?, seguido do
Kuwait e da Espanha com 48 e 39 t.ha™,
respectivamente. O Brasil obteve produtividade
média de apenas 8 t.ha™ em 2010 (Fao, 2012).

O morangueiro é produzido e apreciado
nas mais variadas regides do mundo, sendo a
cultura destacada pela alta rentabilidade por
area e demanda intensa de mao-de-obra (Conti
et al. 2002). Além de suas -caracteristicas
sensoriais e nutricionais bem atrativas vém
ganhando importancia tanto nos programas de
melhoramento, quanto na apreciacdo pelos
consumidores (Castro et al. 2004; Brackmann et
al. 2011).

A caracterizacdo das cultivares e a
estimativa da variabilidade genética disponivel
para o melhoramento genético sao informacgdes
Uteis na escolha de genitores para cruzamentos
entre gendtipos divergentes. Para isso, ha a
necessidade de realizar esta distincdo e

relacionar ao tamanho do genoma de cada um,
para assim evitar a incompatibilidade
reprodutiva (Ochatt, 2006). A caracterizacdo
morfolégica é a maneira mais simples e de
menor custo na busca de descritores que
possibilitem caracterizar as cultivares, no
entanto apresenta limitagdes como as grandes
semelhancas fenotipicas entre estas (Oliveira et
al. 2000).

A fim de realizar esse tipo de trabalho
existem métodos mais modernos, como
citometria de fluxo e marcadores moleculares
(Schifino-Wittmann, 2001). A citometria de fluxo
pode ser usada para mensurar a quantidade de
DNA, ploidia, ciclo celular, complexidade das
células, identificacdo de proteinas presentes no
metabolismo de um determinado individuo, e
assim possibilitar
a selecdo de gendtipos pertencentes a uma
mesma espécie que apresentam caracteristicas
desejaveis, como melhor adaptacdo ao clima
local, para o melhoramento de plantas (Kim et
al. 2003; Dolezel e Bartos, 2005).

A determinacdo do conteudo de DNA
nuclear em plantas tem sido reconhecida como
um relevante parametro para caracterizagao
genbmica, podendo também auxiliar estudos
evolutivos  (Knight e  Beaulieu, 2008),
identificacdo de hapldides e duplohapldides em
culturas de anteras e ovarios, verificar novos
niveis de ploidia em resultados de cruzamentos,
detectar aneupldides (que se refere a perda ou
adicdo de cromossomos inteiros isolados),
identificar hibridos, polisomatia, sexo de plantas
didicas, acompanhar o desenvolvimento da
semente e identificar o produto da fusdo de
protoplastos (Bennet e Leitch, 1995; Dolezel,
1997). Esta técnica envolve a andlise das
propriedades Oépticas (dispersdo da luz e
fluorescéncia) de particulas que podem ser
células, nucleos, cromossomos, dentre outras
(Dolezel, 1997).

A citometria de fluxo ¢ um método
rapido para deteccdo de aneuploidia em Musa,
para avaliar o grau de polisomatia, para vias de
reproducdo e para via cinética do ciclo celular
(Barow e Meister, 2003; Roux et al. 2003; Matzk
et al. 2000; Sandoval et al. 2003).
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Este trabalho teve como objetivo estimar a
qguantidade de DNA nuclear em diferentes
cultivares de morangueiro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no
laboratério de cultura de tecidos vegetais do
Departamento de Agricultura pertencente a
Universidade Federal de Lavras, em Lavras-MG.

Foram utilizadas plantas matrizes de
morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.),
provenientes da empresa Multiplanta
Biotecnologia Vegetal, localizada na cidade de
Andradas-MG. As cultivares avaliadas foram de
dias curtos: Camarosa, Campinas, Dover, Florida
Festival, Oso Grande, Toyonoka, e de dias
neutros: Aromas e Diamante (Howard e
Albregts, 1980; Chandler et al. 2006) conforme
a Tabela 1.

Tabela 1. Relacdo dos gendtipos utilizados como genitores no trabalho, pais de origem e ano de
lancamento das cultivares de morango. UFLA, Lavras, 2012

Cultivar Pais de origem Genitores Ano
Aromas USA ‘Cal.87.1126’xCal.88.2701’ 1991
Campinas Brasil Donner x Tahoe. 1960
Camarosa USA Douglas x ‘Cal.85.218605’ 1988
Diamante USA ‘Cal.87.1126'x'Cal.88.2701’ 1992
Dover USA Florida Belle x ‘Fla. 71189’ 1973
Flérida Festival USA Rosa Linda x Oso Grande 1995
Oso Grande USA Parker x ‘Cal.77.3603’ 1981
Toyonoka Japao Himiko x Harunoka 1983

O plantio das matrizes foi feito em
agosto de 2012 em vasos de 4 L com 100% de
substrato Vida Verde Tropstrato® hortalicas
(casca de pinus compostada, turfa e carvao
vegetal). O delineamento estatistico utilizado foi
o inteiramente casualizado com oito cultivares,
seis repeticdes (sendo que cada parcela
corresponde a uma planta). A adubacdo foi
realizada semanalmente com 10 ml em cada
vaso, com o0s sais e vitaminas do meio MS
composicdo em (mg/l): Macronutrientes: CaCl,.
2H,0 440; KH,PO4 170; KNOs 1900; MgSO;,.
7H,O0 370; NH4NOsz 1650; Micronutrientes:
CoCl,.6H,0 0,025; CuS04.5H,0 0,025; H3BOs 6,2;
KI 0,83; MnSQO,4 4H,0 22,3; Na,Mo00,4.2H,0 0,25;
ZnS0,4.7H,0 8,6; Fe(S04-).7H,0 27,8;
Na,EDTA.2H,0 37,2; Organicos: Acido nicotinico
0,5; Glicina 2,0; Mio-inositol 100; Piridoxina.HCl
0,5; Tiamina.HClI 0,5. A irrigacdo foi feita
manualmente por regador diariamente de
acordo com as necessidades da cultura.

Para a determinacdo do conteudo de
DNA foram utilizados discos foliares, com 6 mm
de diametro, de folhas jovens totalmente
expandidas das plantas mantidas em vasos em

casa de vegetacdo apos 3 meses de plantio. Foi
utilizado como padrdao interno de referéncia
folhas jovens de ervilha Pisum sativum (2C=9,09
picogramas (pg) de DNA). As amostras foram
trituradas em uma placa de Petri contendo 1 mL
de tampdo de extracdo Marie gelado para a
obtencdo da suspensdo nuclear (Dolezel, 1997).
Apds o processo de extracdo, a suspensdo de
nucleos foi aspirada através de duas camadas de
gaze, com auxilio de uma pipeta de Pasteur e
filtrada através de uma malha de 50 um. Os
nucleos foram corados pela adicdo de 25 ulL de
uma solucdo de 1mg/ImL de iodeto de
propideo e colocados no citbmetro FacsCalibur
(BD, Bioscienses, San Jose, CA, USA).

Os histogramas foram obtidos com o
software Cell Quest (Becton Dickinson e
Companhia, San Jose, CA, USA) e os coeficientes
de variacdo (CV) foram analisados no software
WinMDI 2.8. Para cada amostra foram
analisados 10.000 nucleos, sendo descartadas
aquelas com coeficiente de variacdo (CV) maior
que 3%.

A Figura 1 mostra a férmula que estima
o conteuddo de DNA nuclear das plantas.
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DNA amostra = (

1 amostra
Glpadrdo

) x DNA padrdo

Figura 1. Férmula referente ao cdlculo do DNA nuclear das cultivares de morangueiros. DNA amostra= quantidade de DNA
nuclear da amostra (pg); G1 amostra= posi¢do do pico G1 da amostra; G1 padrdo= posi¢do do pico G1 de espécie padrdo de
referéncia utilizada; DNA padrdo = conteudo de DNA da espécie padrdo de referéncia utilizada.

Os resultados foram submetidos a
analise de variancia pelo teste F com médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade utilizando o programa SISVAR
(Ferreira, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os quadrados médios para a cultivar
foram significativos a 5% de probabilidade pelo
teste F, o que demonstra que houve diferencas
entre as cultivares avaliadas (Tabela 2).

Tabela 2. Quadrados médios das cultivares de morangueiro e do erro, média geral e coeficiente de

variacdo (CV%). UFLA, Lavras, 2012

FV GL QM
Cultivar 7 0,11
Erro 40 0,013
Média 2,67
CV (%) 4,20

" significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

A significancia para a quantidade de DNA
indica que as cultivares comportaram-se
diferentemente quanto ao tamanho do genoma.
Essa ligeira variacdo pode ser devido a pequenas
amplificacbes ou a dele¢des de seqiiéncias de
DNA nos cromossomos durante o processo de

hibridizacdo, o que pode alterar o tamanho do
genoma sem uma mudanga simultdnea no
numero de cromossomos (Willians et al. 1990).

A andlise de comparacdo de médias
entre as cultivares estudadas para a quantidade
de DNA pode-se ser vista na Tabela 3.

Tabela 3. Estimativa da quantidade 2C de DNA obtida por citometria de fluxo e coeficiente de variacao,
de diferentes cultivares de morangueiro. UFLA, Lavras, 2012

Cultivares DNA (pg)1 CV (%)
Aromas 2.62a 1,31
Camarosa 2.75a 1,25
Campinas 2.81a 1,21
Diamante 2.70 a 1,44
Dover 2.71a 1,36
Festival 2.74 a 1,11
Oso Grande 2.36b 1,55
Toyonoka 2.69a 1,48

T Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Os valores dos coeficientes de variacdo
(CV) obtidos foram baixos, demonstrando a
gualidade e a confiabilidade dos resultados nas
estimativas da quantidade de DNA, uma vez que
valores de até 2% sdo considerados de alta
gualidade (Marie e Brow, 1993). Esses baixos
niveis de coeficiente de variacdo possibilitam

detectar a auséncia de um Unico par
cromossomico, podendo diferenciar cultivares
de mesma ploidia. (Dolezel e Bartos, 2005).

A estimativa da quantidade de DNA
apresentou diferenca apenas para a cultivar Oso
Grande quando comparadas com as demais
cultivares. Essa cultivar apresentou menor
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guantidade de DNA (2,36 pg). Esse fato pode ser
devido a um menor tamanho dos cromossomos
desta cultivar, porém para se ter certeza é
necessario fazer analises citogenéticas. Uma
outra possibilidade para este resultado é que a
cultivar Oso Grande pode ter perdido partes de
cromosssomos ao longo das geragdes, visto que
€ uma planta que se propaga vegetativamente,
e estd susceptivel a mutacgdes (Roux et al. 2003).
Estudos futuros em caracterizacdo do nucleo
interfasico e as informagdes cariotipicas
complementares a quantificacdo do DNA
nuclear serdo importantes, pois esta diferenca
do conteiddo de DNA de alguns gendtipos de
mesma espécie pode ser atribuida ao conteldo
nucleotipico por meio de efeitos em parametros
como volume nuclear e celular, tempo dos ciclos
mitético e meidtico e pequenos rearranjos
cromossomicos (Nunes et al. 2009).

Loureiro et al. (2007) encontraram
conteudo de DNA para a espécie Figus carica de
0,7 pg, valores abaixo aos encontrados nas
cultivares de morangueiro estudadas. Korban et
al. (2009) encontraram diferencas significativas
no conteldo de DNA de espécies dipldides do
género Mallus, o tamanho do genoma variou
entre 1,44 e 1,72 pg. Baird et al. (1994)
afirmaram que o genoma dipldide de péssego é
relativamente pequeno e foi estimado
em 0,60 + 0,03 pg, valores menores que no
presente estudo nas cultivares de morangueiro.
Para Greilhuber (2005) a velocidade do
desenvolvimento do vegetal, depende em parte
do tamanho do genoma, sendo os de menor
conteudo de DNA tem o desenvolvimento e
ciclo celular mais rapidos, ou seja, plantas de
ciclos reprodutivos curto (plantas anuais), tém
em média genomas menores do que aquelas
com ciclos longos, como plantas perenes.

Na Figura 2 é possivel observar os
histogramas para cada cultivar.

O primeiro pico de cada histograma
corresponde a quantidade de DNA de células da
fase G1 da intérfase das cultivares de
morangueiro e o segundo pico corresponde a
células da fase G1 da intérfase do padrao de
referéncia interno. Observando a média da
quantidade de fluorescéncia de ambos os picos
e comparando com o indice de DNA do padrao

interno (9,09 pg de DNA) é possivel obter a
quantidade de DNA da amostra desejada, que
neste caso € o morangueiro. Quanto menor a
guantidade de DNA, mais a esquerda o pico se
formard. No caso da cultivar Oso Grande existe
um deslocamento do pico, embora discreto,
para a esquerda em relacdo a todas as outras
cultivares.

CONCLUSAO

A cultivar Campinas foi a que apresentou
maior valor de quantidade de DNA, ndo
diferindo das cultivares Aromas, Camarosa,
Diamante, Dover, Festival e Toyonoka. A cultivar
Oso Grande apresentou menor quantidade de
DNA, o que pode ser devido a um menor
tamanho dos cromossomos desta variedade ou
mutagdes devido a perdas cromossomicas,
porém para se ter certeza é necessario fazer
estudos futuros de analises citogenéticas.
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Figura 2. Histogramas de citometria de fluxo em nucleos de cultivares de morangueiro (pico a esquerda) e ervilha (padrdo de
referéncia representado no pico a direita); a) Aromas, b) Camarosa, b) Campinas, d) Diamante, e) Dover, f) Festival, g) Oso

Grande, h) Toyonoka. UFLA, Lavras, 2012.
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