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Contagens cromossdmicas e determinacao do contetdo de DNA de Urochloa dictyoneura
(Fig. & De Not.) Stapf

Numero cromossémico de Urochloa dictyoneura

Periddico: Acta Scientiarum. Biological Sciences

Condicéo do artigo: a ser submetido
RESUMO

No Brasil, plantas do género Urochloa sdo cultivadas como forrageiras em campos de
pastagens e servem como alimento para o gado. Por essa razdo, algumas espécies desse
género sdo alvo de pesquisa em programas de melhoramento genético que visam aumentar a
qualidade e produtividade forrageira no pais. Especificamente, Urochloa dictyoneura é
tolerante as cigarrinhas-das-pastagens, apresenta qualidades agronémicas e possui um alto
potencial para o cultivo em areas Umidas. Porém, essa espécie é ainda pouco estudada e
empregada nos programas de melhoramento. A citogenética se apresenta como uma ciéncia
que oferece informacOes essenciais para a compreensdo do genoma das espécies e estudo de
diversidade. Dessa maneira, 0 objetivo deste trabalho foi realizar a contagem cromossémica e
estimar a quantidade de DNA nuclear de seis acessos de Urochloa dictyoneura. Para isso,
pontas de raizes foram coletadas, pré-tratadas com ciclohexamida 12,5 mg L™, fixadas e
armazenadas. A regido meristematica, previamente excisada e submetida a digestdo da parede
celular com um mix enzimatico, foi usada no preparo das laminas por dissociacdo celular e
secagem ao ar. A estimativa da quantidade de DNA foi obtida por meio de citometria de
fluxo. Como resultados, foram encontrados 2n=24 cromossomos para 0S acessos DT157,
DT160 e DT161 e 2n=54 cromossomos para 0s acessos DT150, DT154 e DT155. Os valores
estimados de conteudo de DNA foram, em média, 2,78 pg para 0S acessos com 2n=24
cromossomos e 3,62 pg para 0s acessos com 2n=54 cromossomos, exceto para DT155 (4,46
pg), que apresentou um valor acima da média. A realizacdo de trabalhos futuros com a
aplicacdo de técnicas citomoleculares serd de grande valia para aumentar o conhecimento

sobre Urochloa dictyoneura.
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INTRODUCAO

Urochloa P. Beauv é um género pertencente a familia Poaceae e compreende plantas
com alto potencial forrageiro. Tal atributo contribuiu para que algumas de suas espécies
ganhassem destaque e fossem semeadas em larga escala em regides tropicais, inclusive no
Brasil (Valle & Pagliarini, 2009), onde ocupam mais de 60% das &reas de pastagem exdtica
(Jank, Valle & Resende, 2011).

No Brasil, algumas das espécies de Urochloa mais cultivadas como forrageiras séo:
Urochloa decumbens (Stapf) R.D Webster, Urochloa brizantha (Hoschst. Ex A. Rich) R.D.
Webster, Urochloa humidicola (Rendle) Morrone & Zuloaga e Urochloa ruziziensis (R.
Germ. & C.M. Evrard) Morrone & Zuloaga. Estas espécies sdo utilizadas como alimento para
0 gado, possuindo, assim, grande importancia econdmica para a agropecuaria (Alvim, Botrel
& Xavier, 2002). Outra espécie que tem se destacado é Urochloa dictyoneura (Fig. & De
Not.) Stapf, por apresentar boa adaptabilidade a solos &cidos, mal drenados e com baixa
fertilidade (Roche, Menéndez & Hernandez, 1990; Oliveira, Machado & Pozo, 2006), boa
recuperacdo depois de pastejo pesado ou ocorréncia de seca ou fogo (Alvim et al., 2002) e
tolerancia aos ataques de cigarrinhas-das-pastagens (Cercopidae) (Roche et al., 1990).

Para produzir em larga escala, sdo necessarias cultivares de alta qualidade e
produtividade. Com o propdsito de atender essa demanda, os programas de melhoramento
genético visam obter plantas com caracteristicas adequadas para o plantio e forragem. Para
isso, tais programas contam com conhecimentos, entre outros, de metodologias e técnicas
citogenéticas e citomoleculares como ferramentas para melhor compreender o genoma das
especies de Urochloa usadas no pais.

A citogenetica, por sua vez, € uma ciéncia que estuda 0s cromossomos e busca
descrever individuos por meio de seu genoma e atributos citomoleculares, o que € de grande
valia se tratando de espécies de Urochloa, visto que estas sdo de dificil distingdo por
caracteres morfologicos. Urochloa humidicola e U. dictyoneura pertencem ao complexo
“humidicola” (Lutts, Ndikumana & Louant, 1991; Renvoize & Maass, 1993) e séo
morfologicamente parecidas entre si, ao ponto da cultivar Llanero de U. humidicola ter sido

comercializada por muito tempo como sendo U. dictyoneura. De forma similar, as espécies U.
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decumbens, U. brizantha e U. ruziziensis se assemelham, sendo, comumente, confundidas
umas com as outras no momento de identificacdo (Maass, 1996; Renvoize, Clayton &
Kabuye, 1996). Portanto, fica claro o papel fundamental que a citogenética cumpre para as
pesquisas genéticas na area do melhoramento, pois fornece informacdes cruciais como
namero cromossdmico, nivel de ploidia, conteudo de DNA, analises cariotipicas, entre outras.

Como resultado de vérios estudos citogenéticos, foram descritos 0s numeros béasicos
x=5, 7, 8, 9, 12 para Urochloa, sendo x=9 predominante (Basappa, Muniyamma &
Chinnappa, 1987; Risso-Pascotto, Pagliarini & Valle, 2006; Akiyama, Yamada-Akiyama &
Ebina, 2010). Contudo, Risso-Pascotto et al. (2006) e Boldrini et al. (2009a e 2009b)
descreveram x=6 para U. dictyoneura e U. humidicola, respectivamente, configurando, assim,
um novo numero basico para o género.

Além do numero basico, é importante conhecer niveis de ploidia e modo de
reproducdo das espécies. Urochloa brizantha (2n=4x=36; 2n=5x=45; 2n=6x=54), U.
decumbens (2n=4x=36; 2n=5x=45), U. humidicola (2n=6x=36; 2n=7x=42; 2n=9x=54) e U.
dictyoneura (2n=4x=24) sdo plantas poliploides apomiticas e U. ruziziensis (2n=2x=18) ¢
diploide sexual. Entretanto, existem representantes diploides sexuais de U. brizantha
(2n=2x=18) e U. decumbens (2n=2x=18) (Valle & Savidan, 1996; Risso-Pascotto et al., 2006;
Valle & Pagliarini, 2009; Boldrini et al., 2009a e 2009b) e ha estudos que relatam a existéncia
de um acesso de U. humidicola que se caracteriza como poliploide sexual (Valle & Glienke,
1991; Boldrini et al., 2011).

A maioria dos trabalhos envolvendo o género Urochloa concentram-se,
primordialmente, em analises meioticas e contagens cromossdmicas (Ricci et al., 2011) nas
espécies do complexo agamico (U. ruziziensis, U. decumbens e U. brizantha), além da
realizacdo de poliplodizaces artificiais e bem sucedidos cruzamentos resultando em
vigorosos hibridos (Souza Sobrinho, 2009). Analises citomoleculares foram realizadas e
possibilitaram maior detalhamento dos cromossomos com o0 emprego de técnicas de
hibridizacéo in situ fluorescente (FISH) (Akiyama et al, 2010; Nielen, Almeida, Carneiro &
Araujo, 2010; Nani, Pereira, Souza Sobrinho & Techio, 2016; Mendes, 2020) e hibridizagéo
in situ gendmica (GISH) (Paula, Souza Sobrinho & Techio, 2017; Corréa et al., 2020).

Como ja mencionado, U. dictyoneura é uma espécie que possui qualidades forrageiras
vantajosas. Tendo em vista o numero de atributos desejaveis para 0 melhoramento que possui
e sendo considerada uma nova fonte de diversificacdo genética, acessos dessa espécie vém

sendo incorporados em estudos citogenéticos. No entanto, esses estudos ainda séo limitados
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as andlises meioticas. Recentemente, Mendes (2020) apresentou a primeira descricdo
cariotipica de dois acessos dessa espécie.
Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi certificar o nimero cromossémico e estimar

a quantidade de DNA de seis acessos de Urochloa dictyoneura.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Citogenética Vegetal, localizado no
Departamento de Biologia (DBI) da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Foram
avaliados seis acessos de U. dictyoneura (DT150, DT154, DT155, DT157, DT160 ¢ DT161)
provenientes do Banco de Germoplasma da Embrapa Gado de Corte, Campo Grande — MS
(Coordenadas: latitude: 20° 25°307” S longitude: 54° 43°367” W). Os vasos com 0S acessos

foram mantidos em casa de vegetagdo no Departamento de Biologia da UFLA.

Obtenc¢ao de C-metafases

Para o preparo de laminas, pontas de raizes foram coletadas e pré-tratadas com
ciclohexamida 12,5 mg L™, por 2 horas, para bloqueio do fuso mitético. Posteriormente, as
raizes foram lavadas, fixadas em Carnoy (3 alcool etilico: 1 &cido acético) e armazenadas a -
20°C.

A digestdo da parede celular foi feita em solugdo enzimatica contendo celulase
“Onozuka R10” (0,7%), celulase Sigma-Aldrich (0,7%), pectoliase Sigma-Aldrich (1%) e
citohelicase Sigma-Aldrich (1%), por 1 hora e 40 minutos, a 37°C. Apds digestdo, as
laminas foram preparadas pela técnica de dissociacdo celular e secagem ao ar (Carvalho &
Saraiva, 1993).

As preparagdes cromossOmicas foram contrastadas com DAPI/vectashield e
observadas em microscopio de epifluorescéncia Olympus BX60, utilizando filtro especifico
para DAPI (Excitacdo: 330-385 nm; Emissdo: 420nm). Foram avaliadas cinco metafases de
cada acesso e as imagens foram capturadas pela cdmera acoplada ao microscopio e

processadas no software Photoshop CS6® para ajuste de brilho e contraste.

Quantificacdo de DNA
A quantidade de DNA foi estimada usando trés amostras de 20-30mg de tecido foliar

jovem de cada um dos seis acessos avaliados e amostras de mesma quantidade de Pisum
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sativum L. (padrdo de referéncia — quantidade de DNA 2C=9,09 pg). As amostras foram
maceradas em placa de Petri separadamente e, logo em seguida, foram adicionados 1 mL de
tampdo LBO1 gelado para obtencdo da suspensdo nuclear (Dolezel, 1997) e 25 uL de iodeto
de propidio.

As amostras foram processadas no citometro Facscalibur (Becton Dickinson), sendo
quantificados pelo menos 10.000 ntcleos para cada. Os histogramas foram obtidos no
software Cell Quest e analisados no software WinMDI 2.9. O conteido de DNA foi

estimado em picogramas (pg).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os acessos de Urochloa dictyoneura DT157, DT160 e DT161 apresentaram 2n=24

cromossomos e os acessos DT150, DT154 e DT155, 2n=54 cromossomos (figura 1).
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Figura 1: Metafases mitoticas dos acessos DT157 (A), DT160 (B) e DT161 (C) com 2n=24 cromossomos ¢ dos acessos DT150 (D),
DT154 (E) e DT155 (F) com 2n=54 cromossomos de Urochloa dictyoneura.

Ao avaliarem a meiose de acessos dessa mesma espécie, Risso-Pascotto et al. (2006)
relataram 2n=4x=24 cromossomos € constataram comportamento tetraploide. As autoras
fizeram essas afirmagoes com base na observacao de uni-, bi-, tri- e tetravalentes em células
em diacinese, que, segundo Singh (2017), correspondem aos pareamentos aleatdrios
possiveis entre quatro cromossomos homologos em um autotetraploide. Um dos acessos
estudados por elas (BRA005851) demonstrou, em algumas de suas células, seis conjuntos de
tetravalentes, confirmando a homologia dos cromossomos, a autotetraploidia e a

determinagdo de x=6 como niimero basico para U. dictyoneura.



157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188

De forma similar, Mendes (2020) reportou 2n=4x=24 cromossomos para 0S acessos
DT158 e DT159 de U. dictyoneura provenientes do mesmo banco de germoplasma (Banco
de Germoplasma da Embrapa Gado de Corte, Campo Grande — MS). O autor aplicou a
técnica de hibridizacao in situ fluorescente (FISH) em cromossomos mitdticos desses
acessos ¢ observou oito sitios de rDNA 5S e quatro sitios de rDNA 35S. O arranjo
cariotipico corroborou com a proposta de autopoliploidia para esses acessos.

Se considerado o nimero basico x=6, assim como proposto por Risso-Pascotto et al.
(2006) e Mendes (2020), os acessos DT157, DT60 ¢ DT161 avaliados nesse trabalho seriam
tetraploides (2n=4x=24) e os acessos DT150, DT154 e DT155, nonaploides (2n=9x=54)
(tabelal). Nao existem descri¢des citogenéticas na literatura de U. dictyoneura nonaploide.
Portanto, sdo necessarios estudos envolvendo analises de meiose e citomoleculares para a
caracterizacdo do cariotipo e confirmacdo do comportamento cromossomico e tipo de
poliploidia.

Além dos nimeros cromossomicos evidenciados neste trabalho, Carnahan e Hill
(1961) observaram 2n=6x=42 cromossomos, considerado na época como numero basico
x=7, caracterizando U. dictyoneura, também, como hexaploide. A descri¢ao desses
diferentes niveis de ploidia indica a existéncia de, pelo menos, trés citotipos para essa
espécie: tetraploide, hexaploide ou heptaploide e nonaploide.

De acordo com Osborn (2004), grande parte das angiospermas passou por um ou
mais ciclos de poliploidizag¢do ao longo de sua evolucdo, seja por meio da duplicagdo de seu
conjunto cromossdmico (autopoliploide) ou por meio da combinacdo de genomas entre
espécies proximas (alopoliploide). Ainda, Stebbins (1985) afirmou que mais de 80% das
espécies da familia Poaceae passaram por algum processo de poliploidiza¢do em sua histéria
evolutiva. Em Urochloa, dos 437 materiais vegetais avaliados por Penteado et al. (2000),
87% eram poliploides, sendo, em sua maioria, tetraploides (58%), indicando certa tendéncia
para esse tipo de configuragdo cromossdmica.

Desse modo, tem-se o processo de poliploidizacao, atrelado ao periodo de adaptagao
e evolugdo, como um dos fatores responsaveis pela variacdo existente quanto ao nivel de
ploidia entre e dentro das espécies do género Urochloa.

Os resultados estimados de quantidade de DNA estdo apresentados na tabela 1. Os
valores encontrados para os acessos DT157 (2,83 pg), DT160 (2,74 pg) e DT161 (2,76 pg)

corresponderam ao esperado se comparados com os dados apresentados por Mendes (2020)
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para os acessos DT158 (2,83 pg) e DT159 (3,12 pg) com mesmo numero cromossomico e

nivel de ploidia.

Tabela 1: Numero cromossdmico, nivel de ploidia, quantidade de DNA (valor 2C) (pg) e
valor C (mbp) para os acessos DT150, DT154, DT155, DT157, DT160 e DT161 de

Urochloa dictyoneura.

NUmero cromossémico Quantidade de DNA

Acessos Valor C (Mbp C-1)

e nivel de ploidia (valor 2C) (pg)
DT150 2n=9x=54 3,64 1.780
DT154 2n=9x=54 3,60 1.760
DT155 2n=9x=54 4,46 2.181
DT157 2n=4x=24 2,83 1.385
DT160 2n=4x=24 2,74 1.340
DT161 2n=4x=24 2,76 1.350

Os acessos DT150, DT154 e DT155 apresentaram valores estimados de contetdo de
DNA condizentes com descrigdes dentro do género para esse nivel de ploidia. Damasceno
(2020) avaliou acessos de U. humidicola, espécie filogeneticamente semelhante a U.
dictyoneura (Renvoize et al., 1996), e observou valor de quantidade de DNA para o acesso
H108, que também possui 54 cromossomos, de 3,94 pg. Tal resultado se assemelha aos
dados encontrados neste estudo para os acessos DT150 (3,64 pg) e DT154 (3,60 pg). O valor
observado para o acesso DT155 (4,46 pg), porém, destoou, consideravelmente, quando
comparado com os demais acessos de U. dictyoneura (DT150 e DT154) e em comparacdo
com o acesso de U. humidicola (H108) estudado por Damasceno (2020).

A diferenca observada nos valores de conteudo de DNA entre os seis acessos aqui
avaliados e que apresentam mesmo numero cromossomico pode ser devida a variagdo na
quantidade de sequéncias de DNA repetitivo presentes no genoma de cada acesso (Flavell,
Bennett, Smith & Smith, 1974), ou mesmo, por consequéncia dos processos de
poliploidizagdo que deram origem a esses materiais vegetais (Wendel, 2000; Bennetzen, Ma
& Devos, 2005). Além disso, Bennetzen et al. (2005) afirmaram em seu trabalho que a
variagdo existente no tamanho do DNA de espécies proximas pode ser causada pela acdo e

dinamicidade de elementos retrotransponiveis.
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CONCLUSAO

O numero cromossomico 2n=4x=24 cromossomos observado para oS acessos
DT157, DT160 e DT161 esta de acordo com o que foi previamente relatado na literatura
para outros acessos de U. dictyoneura.

A descrigdo para os acessos DT150, DT154 ¢ DT155 com 2n=9x=54 cromossomos ¢
inédita para U. dictyoneura e requer novas andlises para avaliar o comportamento
cromossdmico na meiose e o tipo de poliploidia.

Os valores estimados de quantidade de DNA encontrados sdo condizentes com o
nivel de ploidia de cada acesso.

Por fim, vale acrescentar que, além da investigacdo do nivel de ploidia, seria
interessante utilizar outras técnicas e metodologias da citogenética na obtencdo de mais
informagdes sobre os genomas analisados. A realizagdo de trabalhos futuros envolvendo
medi¢des cromossdmicas e construcdo de cariotipos e idiogramas seriam de grande valia

para aumentar o conhecimento ja existente sobre a espécie Urochloa dictyoneura.
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