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RESUMO

FREITAS NETO, Monique; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Janeiro de 2014; TAMANHO DO GENOMA E CARIOTIPAGEM
CONVENCIONAL E DIFERENCIAL EM COQUEIRO (Cocos nucifera L.)
Orientadora: Prof2. Telma Nair Santana Pereira; Conselheiros: Prof. Messias
Gonzaga Pereira e Prof2. Helaine Cristina Cancela Ramos.

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar o genoma do coqueiro, acessos
do grupo ando e gigante, por meio da cariotipagem convencional, diferencial
CMA/DAPI, hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) telomérica, e determinacao do
contetdo de DNA via citometria de fluxo. Para a cariotipagem, foram utilizadas
pontas de raizes de plantas de coqueiro ando-verde-do-Brasil, submetidas ao pré-
tratamento com paradiclorobenzeno durante 10h a 4°C. Em seguida, o material foi
fixado, submetido a digestdo enzimatica (pectinase 20% e celulase 2%),
centrifugado e, posteriormente, as laminas foram preparadas. Para a coloracdo
convencional, foi utilizado Giemsa 5%. Na coloracao diferencial, foram realizados
o bandeamento CMA/DAPI e a FISH. A primeira técnica utiliza cromomicina Az
(CMA), que reconhece sitios ricos em GC, e o 4°,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI),
gue reconhece sitios ricos em AT, ja a FISH identifica, nos cromossomos, a
posicdo de sequéncias de DNA, utilizando sondas teloméricas. Para a montagem

do cariotipo, foram mensurados o comprimento absoluto cromossoémico, o
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comprimento dos bragos curtos e longos e foram estimadas a razao entre o0s
bracos e o indice centromérico. Na determinacdo do conteido de DNA,
primeiramente, foi determinado o melhor protocolo, tendo sido testados o tipo de
folha (jovem ou adulta -14%. folha), o tamanho do tecido foliar (0,5cm? 1cm?,
1,5cm?), o tempo de maceracdo do material na presenca de solugéo tamp&o de
extracdo (Partec) (60s, 90s e 120s), o tempo de coloracdo com iodeto de
propideo (30min, 40min e 60min) e o melhor padrdo interno (Zea mays -
contetido 2C = 5,43pg ou Pisum sativum - 2C=9,07 pg.). Posteriormente, apos a
definicdo do protocolo, 0 mesmo foi utilizado para a determinagdo do conteudo de
DNA de 14 acessos, sendo seis do grupo ando e oito do grupo gigante. Os
resultados da cariotipagem convencional permitiram observar 2n=32
cromossomos, sendo que o comprimento dos cromossomos variou de 5,57um a
2,13um. O caribtipo & assimétrico, com 11 pares de cromossomos do tipo
metacéntrico e 5 pares do tipo submetacéntricos. O bandeamento CMA/DAPI
revelou blocos terminais presentes em 2 pares cromossodmicos (1 metacéntrico e
1 submetacéntrico) coincidentes com a regido organizadora de nucléolo (RON). O
bandeamento permitiu a caracterizacdo dos satélites, que mediram 1.36 pum
(cromossomo 4) e 0.85 pm (cromossomo 7). A FISH telomérica revelou
marcacfes exclusivamente na regido terminal em todos 0os cromossomos, 0 que
sugere que a espécie nao sofreu nem inversdo e nem translocacédo durante a sua
evolucdo e que os telomeros dos cromossomos do coqueiro sao do tipo
Arabidopsis (TTTAGGG). Quanto a determinacdo do conteudo de DNA, os
melhores resultados foram obtidos com o material foliar que media 0,5cm?
macerado na presenca de solucdo tampao por 90 segundos a temperatura
ambiente e corados com iodeto de propidio durante 30 minutos, sob refrigeracéo.
A espécie Pisum sativum (2C DNA=9,07pg) foi definida como o melhor padréo
interno para a espécie. Os histogramas do conteido de DNA obtidos com
amostras foliares jovens e adultas foram similares, o que facilitara trabalhos
futuros. Foram obtidos histogramas com boa resolucdo e com coeficientes de
variacdo de 2,5% a 3,2% o que indica boa qualidade da metodologia empregada.
Houve diferenca significativa a 5% de probabilidade entre os gendtipos de acordo
com o teste Scott e Knott, sendo que o gendétipo Gigante de Rennel se distinguiu

dos demais com a média mais alta de conteido de DNA (5,72pg) e o Gigante do
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Oeste Africano foi o que teve a menor media de conteido de DNA (5,48pg).
Pode-se, também, inferir que o tamanho do genoma dos genétipos do grupo
Gigante € de 5,59pg e do grupo Ando é de 5,55pg, na média. O tamanho do
genoma da espécie foi de 5,57pg, o que, em termos de pares de base,
corresponde a 5.347 Mpb (Mega pares de bases), considerado um genoma de

tamanho médio.



ABSTRACT

FREITAS NETO, Monique; D.Sc.; State University of North Fluminense Darcy
Ribeiro; 2014 January; GENOMIC SIZE AND CONVENCIONAL AND
DIFFERENCIAL KARYOTYPE OF COCONUT (Cocos nucifera L.). Adviser: Telma
Nair Santana Pereira; Committee Members: Messias Gonzaga Pereira and
Helaine Cristina Cancela Ramos.

The objective of this study was to characterize the genome of coconut genotypes,
Dwarf and Tall genotypes, by conventional karyotyping, differential CMA / DAPI ,
fluorescence in situ hybridization (FISH) using telomere probes, and by
determination of the DNA content via flow cytometry. The convencional karyotype
root tips of plants from green dwarf coconut were pretreated with
paradichlorobenzene during 10h at 4 ° C. After, the root tips were fixed, digested
by enzymes (20% pectinase and cellulase 2%), centrifuged and subsequently
slides stained with Giemsa at 5%. The differential staining banding CMA / DAPI
uses chromomycin A3 (CMA) that recognizes GC- rich sites , and 4 ' ,6 - diamidino
- 2 - phenylindole (DAPI), which recognizes AT- rich sites on chromosomes. The
FISH technique identifies the position of DNA sequences on chromosomes by
using telomeric probes. For the chromosome karyotype, it was measured the
absolute chromosome length, the length of the short and long arms, and after that
it was estimated the ratio between the arms and the centromeric index. For the
determination of 2C DNA content, first, it was determined the best protocol to be

used to determine the DNA content. To select the best protocol it was tested the
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the type of leaf (young or 14™ leaf), the size of leaf sample (0.5 cm? 1cm?,
1.5cm?), the exposure time to the chopping buffer solution (60s, 90s, and 120s),
the exposure time to the propidium iodide staining (30min, 40min, e 60min), and
the internal standard (Zea mays, 2C=5.34pg or Pisum sativum, 2C=9,07). It was
used 14 coconut genotypes, six from dwarf group and eight from tall group. By the
conventional karyotype, the coconut has 2n = 32 chromosomes and the
chromosome length ranged from 5.57 um to 2.13 uym. The Kkaryotype is
asymmetric, with 11 pairs of metacentric chromosomes and 5 pairs of
submetacentric chromosomes. The banding CMA / DAPI revealed terminal blocks
present in two chromosome pairs (1 metacentric and submetacentric 1) coinciding
with the nucleolus organizer regions (RON). The banding allowed the
characterization of two satellites, one measured 1,36 um (chromosome 4) and the
other 0.85 pm (chromosome 7). FISH revealed bands exclusively terminals in the
telomeric region of all chromosomes, suggesting that this species has not
undergone translocation or inversion during its evolution and that the coconut
telomeres are of Arabidopsis-type (TTTAGGG). The protocol for the determination
of the 2C DNA content gave histograms with good resolution and with coefficients
of variation of 2.5 % to 3.2% which indicates good quality of the methodology
used. The best protocol was the one which used leaf samples of 0.5 cm2,
chopped in buffer solution for 90s at room temperature, stained with propidium
iodide for 30 min under cool temperature, and the best internal standard was P.
sativium (2C DNA=9.07pg). There was no difference between young or old leaf;
so, the 14" leaf can be used and this will help future works. There was significant
difference, at the 5 % probability, among genotypes according to Scott and Knott
test. The Rennel genotype distinguished from others with highest average of 2C
DNA content (5.72 pg) and the West African Tall genotype had the lowest average
of 2C DNA content (5.48 pg). It can be also inferred that the average of 2C DNA
content of Tall group is 5.59 pg and the Dwarf group is 5.55 pg. The size of the
genome of the species is 5.57 pg which in terms of base pairs correspond to 5.347

Mpb, considered a genome of medium size.
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1. INTRODUCAO

O coqueiro (Cocos nucifera L.) € uma palmeira de clima tropical encontrada
em diversas regides do mundo. A espécie pertence a classe Monocotyledoneae,
ordem Palmales, familia Arecaceae, subfamilia Cocoideae e género Cocos. Esse
género é monoespecifico, e a espécie € dipldide com 2n= 2x= 32 cromossomos
(Sisunandar et al.,2010).

Arecaceae é a familia das palmeiras e possui cerca de 3.500 espécies (Uhl
e Dransfield, 1987). As palmeiras possuem uma expressiva importancia devido a
diversidade de produtos que delas podem ser obtidos, principalmente os
relacionados aos frutos e sementes. Essa familia inclui representantes didicos e
monoicos, de morfologia bastante diversificada (Fontes e Ferreira, 2006; Aragao
et al, 2010; Fontes e Wanderley, 2010).

O centro de origem da espécie € 0 Sudeste Asiatico; no entanto, estudos
baseados em analises moleculares e morfométricas revelam que as populacdes
de coqueiro cultivadas nas Américas, especificamente no Panama, sdo muito
similares as populacdes das Filipinas; portanto, a dispersdo dos coqueiros das
Américas iniciou-se na Costa Ocidental do Pacifico, provavel centro de origem
dos coqueiros das Américas (Foale e Harries, 2009; Clement et al., 2013).

O coqueiro é dividido em dois grupos: o Nana (coqueiro-ando) e o Typica
(coqueiro-gigante). Do cruzamento desses dois tipos, obtém-se o hibrido
intervarietal, de ampla utilidade comercial, tanto in natura quanto agroindustrial
(Aragdo et al., 2010). O coqueiro-gigante € predominantemente alégamo e,

geralmente, os frutos sdo utilizados na industria de alimentos, na producédo de



coco ralado ou seus derivados, ou mesmo consumido in natura (Konan et al.,
2008). O coqueiro-ando é preferencialmente autbgamo e, no Brasil, a sua
producdo se destina ao consumo in natura e agroindustrial da agua de coco
(Fontes e Wanderley, 2010).

Tradicionalmente, o coqueiro é cultivado na regido Nordeste, sendo
considerada uma das culturas de maior importancia socioeconémica para as
regides litoraneas, devido a sua facil adaptacdo a essas condicbes ambientais e
por produzir continuamente, gerando emprego e renda durante todo o ano
(Fontes e Wanderley, 2010). O maior produtor de coco do mundo é a Indonésia,
estando o Brasil na quarta posi¢cédo, sendo os maiores produtores os estados da
Bahia, Ceara e Sergipe (AGRIANUAL, 2012).

No entanto, apesar da importancia da espécie, a pesquisa, ainda, €
incipiente, sendo necesséario gerar informacdes béasicas, como a analise
cromossdmica, que determina o nimero e tipos de cromossomos, tamanho do
genoma, comportamento meidtico, viabilidade polinica, dentre outros. Esses
estudos geram conhecimentos que podem auxiliar o melhoramento genético da
cultura, que, também, ainda, € considerado incipiente (Loiola,2009).

A andlise cromossdmica sempre foi um dos campos estimulantes da
citologia e da genética, tendo relacdo com estudos taxonémicos e evolutivos, bem
como no melhoramento genético e na caracterizacdo de germoplasma (Brammer
et al., 2007). Os cromossomos podem ser visualizados via microscopia, ja que,
durante a divisao celular, mais precisamente na metafase mitética, a dimenséao e
a localizacdo das constricdbes primaria (centrdmero) e secundaria (regido
organizadora nucleolar e satélite) podem ser observadas (Sybenga, 1992). A
forma mais comum de caracteriza-los € através da cariotipagem, que pode ser
convencional (que envolve o uso de corantes que reagem com todo o material
genético) ou diferencial (onde s&o utilizados corantes especificos para
determinadas regifes do DNA) (Guerra, 1986; Guerra e Souza,2002).

A coloracdo convencional cora o cromossomo inteiro, ndao permitindo
identificar sequéncias especificas, porém, nos ultimos anos, as técnicas de
bandeamento cromossdmico e a hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) tém
permitido a visualizacdo de blocos ou bandas de coloragcéo diferenciada. Essas

técnicas permitem uma melhor caracterizacdo cromossémica e uma interagdo



entre 0o conhecimento da biologia celular, da citogenética classica e genética
molecular.

Uma outra informacdo importante na caracterizacdo gendmica é a
determinacdo do tamanho do genoma da espécie (conteido de DNA), sendo que
essa informagdo pode ser utilizada ndo s6 no melhoramento genético, como
também em estudos evolutivos, de biologia celular, sistematica e taxonomia
(Loureiro, 2007). O tamanho do genoma em plantas pode ser estimado por alguns
métodos, sendo a citometria de fluxo um dos mais utilizados. Nessa técnica, o
tamanho do genoma é inferido com base no conteddo de DNA de células que
estdo na interfase (Dolezel e Bartos, 2005).

Na citometria, o conteudo de DNA é estimado a partir da analise dos
ndcleos dos tecidos vegetais, extraidos, principalmente, das folhas, os quais sao
corados com fluorocromos especificos e emitem fluorescéncia que € captada pelo
aparelho (citdmetro de fluxo), produzindo um histograma com um pico dominante
gue corresponde aos nucleos na fase G1 do ciclo celular, e um pico menor,
correspondendo aos nucleos em G2. Para a determinacédo do conteudo de DNA,
0 pico G1 da planta investigada € comparado com a posi¢cdo do pico de uma
planta referéncia (padrdo) onde o conteido de DNA é previamente conhecido
(Dolezel, 1991; Loureiro,2007). Entretanto, € necessario definir o melhor

protocolo, ja que as espécies respondem diferentemente.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:
Caracterizar o genoma do coqueiro-gigante e ando, visando gerar

informacdes basicas sobre a cultura via metodologias citogenéticas.

2.2. Objetivos Especificos:

a) Determinar o cariétipo de coqueiro ando-verde-do-Brasil (AVBr) via
coloragéo convencional,

b) Identificar bandas CMA/DAPI em cromossomos do coqueiro ando-
verde-do-Brasil (AVeBr), via coloracéo diferencial,

C) Identificar, em cromossomos do coqueiro-ando-do-Brasil (AVBI),
sequéncias teloméricas via Hibridizacdo Fluorescente in situ
(FISH);

d) Determinar o contetdo de DNA 2C de gendétipos de coqueiro-gigante

e anao.



3. CAPITULOS

3.1. CARIOTIPAGEM CONVENCIONAL E DIFERENCIAL VIA BANDEAMENTO
CMA/DAPI E HIBRIDIZAQAO FLUORESCENTE IN SITU TELOMERICA (FISH)
EM COQUEIRO-ANAO ( Cocos nucifera L.)

3.1.1. INTRODUCAO

O coqueiro (Cocos nucifera L.) € uma palmeira de clima tropical com
grande importancia econémica, sendo cultivada em diversos paises. Varios
produtos podem ser obtidos de diferentes partes da planta, entretanto os
principais sdo provenientes dos frutos como a copra, o 6leo, a 4gua de coco, 0
leite de coco, a fibra, a ragdo animal, dentre outros (Harries, 1978).

O coqueiro pertence a classe Monocotyledoneae, ordem Palmales, familia
Arecaceae, subfamila Cocoideae e género Cocos. Este género € monoespecifico,
apresentando, apenas, a espécie Cocos nucifera L., constituido por dois grupos
principais, o grupo Ando e o grupo Gigante (Purseglove,1975). O coqueiro
gigante caracteriza-se por apresentar porte elevado, podendo atingir até 30 m de
altura. E uma variedade predominantemente alégama, de crescimento rapido e

fase vegetativa longa. Seus frutos sdo considerados de tamanho médio a grande



(Aragédo et al.,2010). J4 o coqueiro-ando caracteriza-se por ser uma variedade
precoce, que pode atingir até 12m de altura, apresenta uma fase vegetativa mais
curta e frutos menores. Essa variedade € autdgama e pode ser dividida em trés
grupos: anao verde, ando amarelo e ando vermelho (Bourdeix, 1988, Aragao et
al.,2010;).

Além disso, hibridos podem ser obtidos a partir do cruzamento de
variedades desses dois grupos, com caracteristicas intermediarias, o que € de
interesse para programas de melhoramento genético da cultura.

O melhoramento genético do coqueiro tem como principal objetivo
selecionar variedades altamente produtivas, que sejam localmente adaptadas e
tolerantes a seca e as doencas e pragas, refletindo, diretamente, no aumento da
produtividade, da estabilidade de producdo e da sustentabilidade do agro-
ecossistema do coqueiro (Loiola,2009).

A literatura reporta que a espécie é dipldide com 2n=2x=32 cromossomos
(Uhl e Dransfield, 1987), entretanto, apesar da importancia da espécie, a
pesquisa, ainda, € incipiente, ou seja, sdo poucos os relatos sobre a morfologia,
tamanho, simetria do cariétipo , presenca de constricbes secundarias, dentre
outros. Essas informacdes basicas sdo importantes para a cultura, considerando-
se o desenvolvimento de um programa de melhoramento genético.

Uma forma de se conhecer, morfologicamente, cada cromossomo que
compde uma espécie é por meio da determinacdo do cariétipo. Segundo Hartl e
Jones (1998), o cariétipo de um individuo ou de um organismo pode ser
caracterizado pelo seu conjunto cromossémico metafasico, sendo organizado de
acordo com o comprimento dos cromossomos e a posicdo dos centrémeros. O
caribtipo é representado pelo cariograma e pelo ideograma, onde sao definidos o
namero e os tipos de cromossomos que compdem o0 genoma daquela espécie. A
construcdo do cari6tipo envolve técnicas de coloracdo convencional, como
também coloracdo diferencial ou bandeamento, que permitem a deteccdo de
regides especificas de DNA ao longo dos cromossomos (Guerra, 2000).

Dentre as palmeiras (Arecaceae), informacdes cariologicas foram
realizadas na década de 60 por Read, onde o numero cromossémico de muitas
espécies ficou determinado. No entanto, o trabalho que mais se destacou, no

ambito da citogenética da familia, foi realizado por Roser (1994), que descreveu



cariologicamente e caracterizou regides especificas de DNA de varias espécies
da familia Arecaceae por meio de bandeamentos (RON, CMA, DAPI).

Em coqueiro, a caracterizacdo cromossdmica, ainda, € incipiente, fazendo-
se necessario gerar conhecimentos que possam auxiliar o melhoramento da
cultura. Diante disso, este trabalho teve por objetivo determinar o cariotipo do
coqueiro através da coloracdo convencional e diferencial via bandeamento de
regides cromossémicas especificas por meio de DAPI/CMA e da hibridizacao

fluorescente in situ, utilizando-se sondas teloméricas.

3.1.2. REVISAO

3.1.2.1. Familia Arecaceae

A familia Arecaceae, anteriormente denominada Palmae, é constituida por
espécies conhecidas como palmeiras. As palmeiras sdo plantas terrestres
ancestrais, com fésseis de, aproximadamente, 85 milhdes de anos (Rodrigues,
2004) e possuem cerca de 2500 a 3500 espécies, distribuidas em 210 a 236
géneros (Uhl e Dransfield, 1987). As palmeiras possuem uma expressiva
importancia econémica devido a diversidade de produtos que delas podem ser
obtidos, principalmente os relacionados aos frutos e sementes, 0s quais servem
como fonte de alimentos, medicamentos caseiros e, também, podem ser
utilizados na confeccdo de utensilios e adornos domésticos e, ainda, como
matéria-prima para industrias.

Essa familia inclui representantes didicos e monoicos, de morfologia
bastante diversificada. As raizes podem ser subterraneas ou aéreas. As folhas,
tanto curtas quanto longas, apresentam-se de forma palmada, pinadas e inteiras
com bainhas abertas ou fechadas e peciolos curtos ou longos. A inflorescéncia
interfoliares ou infrafoliares na antese apresenta-se em forma de espiga. As flores
sdo, geralmente, trimeras. Os frutos podem ser tanto pequenos como muito
grandes com o pericarpo liso ou com presenca de espinhos. O tegumento da

semente é duro e contém, no seu interior, uma ou mais sementes. As plantulas



possuem folhas inteiras, bifidas e pinadas (Fontes e Ferreira, 2006).

Quanto ao habitat, as palmeiras se desenvolvem melhor nos trépicos e
estdo amplamente distribuidas por todo o mundo, principalmente em regiées onde
o indice pluviométrico é alto (Zofemler, 1994).

O Brasil conta com cerca de 500 espécies nativas de palmeiras; dentre
essas, destacam-se as espécies do género Trithrinax, as quais sdo endémicas,
Syagrus e Butia, que tém ampla distribuicdo pelo territorio nacional e as espécies
de Attalea, Allagoptera e Acrocomia, que sao comuns na regido central do Brasil.

Do ponto de vista carioldgico, estudos realizados com palmeiras se
restringiram, apenas, ao numero cromossémico. Porém, Roser (1994) descreveu,
cariologicamente, 56 taxas, sendo que dessas, 11 géneros e 17 espécies tiveram
seu numero cromossémico descrito pela primeira vez. Nesse mesmo trabalho,
foram caracterizadas regi6es especificas de DNA através de bandeamento C e
RON (Regido Organizadora de Nucléolos). O autor observou que o numero de
cromossomos das palmeiras estudadas variou de 2n=36 a 2n=26, sendo todas
consideradas diploides.

Conforme Dransfield (1990), gerar conhecimentos sobre a palinologia,
anatomia e relagbes cromossdmicas certamente contribuirh para uma

compreensao mais refinada da inter- relacédo entre as palmeiras.

3.1.2.2. O Coqueiro

O coqueiro (Cocos nucifera L.) € uma espécie diploide com 2n=32
cromossomos, que pertence a familia Arecaceae e ao género Cocos. Essa
espécie € composta por alguns grupos, entre as quais as mais importantes sao as
typica (gigante) e nana (and). Os hibridos de coqueiro mais empregados,
atualmente, sdo resultantes dos cruzamentos entre essas duas variedades
(Aragao et al, 2010).

O coqueiro-gigante, também conhecido como coco comum, foi introduzido,
no Brasil, por volta de 1553, e, apesar de ser monoico, € predominantemente
alégamo, j& que ndo h& sincronismo na maturacdo dos 6rgados femininos e
masculinos. Esse grupo caracteriza-se por apresentar porte alto, podendo atingir
até 30m de altura. Os frutos obtidos dessas palmeiras apresentam tamanho que

varia de médio a grande. . A colheita ocorre de 11 a 12 meses ap6s a floracao, e



a variedade pode produzir de 60 a 80 frutos/planta/ano. Esses frutos séo
utilizados como matéria-prima para a industria de alimentos, na producao de coco
ralado ou seus derivados, ou mesmo consumido in natura (Aragao et al, 2010).

O coqueiro-ando caracteriza-se por ser um grupo autégamo, dividido em
trés grupos, distinguidos pela cor do peciolo, pela raquis da folha e pela cor do
epicarpo do fruto. Tais grupos sao denominados coqueiro-ando-verde, anao-
amarelo e ando-vermelho (Harries, 1978). Esse grupo, considerado precoce,
inicia seu florescimento, em média, com trés anos de idade. Apresenta uma
produtividade, em média, de 150 a 200 frutos/planta/ano, tendo vida Gtil em torno
de 30 a 40 anos. Seu porte € reduzido, podendo atingir de 10 a 12 m de altura. Os
frutos desse grupo s&o menores. E uma variedade Util principalmente para agua
de coco, podendo armazenar, em média, 300 mL de adgua (Aragéo et al.,2010)

Em relacdo aos aspectos botanicos, o coqueiro apresenta sistema radicular
fasciculado, caracteristico das monocotiledéneas; o caule é do tipo estipe,
bastante desenvolvido e resistente; as folhas sédo do tipo penada, constituidas por
foliolos. O coqueiro possui inflorescéncias paniculadas, axilares, protegidas por
bracteas grandes, denominadas espatas. Ao completar seu desenvolvimento, a
espata se abre e liberta a inflorescéncia, que é formada pelo pedunculo, espigas e
flores. Cada espiga apresenta, em sua base, algumas flores femininas e
numerosas flores masculinas nos dois tercos terminais (Passos, 2006).

O fruto do coqueiro é uma drupa. E formado por uma epiderme lisa ou
epicarpo, que envolve o mesocarpo espesso e fibroso, e uma camada muito dura,
o endocarpo, que fica mais para o interior do fruto. A semente, envolvida pelo
endocarpo, € constituida por uma camada fina de cor marrom — o tegumento —
que fica entre o endocarpo e o albumen soélido. O albumém é uma camada
carnosa, branca e muito oleosa, que forma uma grande cavidade, onde se
encontra o albumen liquido. Proximo a um dos orificios do endocarpo e envolvido
pelo albumen sélido, locaiza-se o embrido (EMBRAPA,2006).

O coqueiro é uma das fruteiras mais difundidas no mundo. Devido a sua
dispersdo e adaptabilidade, ocorre em praticamente todos os continentes e dele
podem ser extraidos diversos produtos, sendo utilizados de forma tanto in natura
guanto industrializada (EMBRAPA, 2011).

O centro de origem do coqueiro, ainda, € um tema de discussado entre 0s

pesquisadores; no entanto, a hipétese mais aceita € que essa palmeira teve
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origem no Sudeste Asiatico, principalmente nas ilhas entre os oceanos Indico e
Pacifico. Dessa regido, foi levado para a India e, em seguida, para o Leste
Africano. Apds o descobrimento do Cabo da Boa Esperanca, foi introduzido no
Oeste Africano e dai para as Américas e toda a regido tropical do globo.
Atualmente, o coqueiro encontra-se em mais de 200 paises (Foale e Harries,
2009).

Grande parte da producéo de coco localiza-se nos paises asiaticos, sendo
a Indonésia o pais que mais produz coco no mundo, seguido pelas Filipinas e
india (FAO, 2012). Até 1990, o Brasil ocupava a 102 posicdo no ranking mundial
e, atualmente, ocupa a quarta posicao, refletindo o avango da cultura no pais
(EMBRAPA, 2010). Apesar desse avan¢o envolver, praticamente, todas as
regides do pais, as maiores plantacdes e producfes se concentram na faixa
litorAnea do Nordeste e em parte da regido Norte. Devido as condi¢des climéticas
favoraveis, ambas as regides séo responsaveis por 70% da producdo do coco
brasileiro. O estado que mais produz coco, no pais, é a Bahia, seguido por Ceara
e Sergipe, que, juntos, respondem por mais de 50% da producdo nacional de
coco (AGRIANUAL, 2012).

3.1.2.3. O coqueiro-ando-verde

A cor verde é determinada pelos gendtipos “rrGG” ou “rrGg” (Bourdeix,
1988). Devido a essa cor, os frutos sdo mais aceitos para o consumo de agua. A
literatura reporta que alguns consumidores, principalmente das regifes Sul e
Sudeste do Brasil, acreditam que os frutos dos andes amarelo e vermelho sdo
frutos do an&o verde maduro, portanto sua qualidade pode estar afetada, sendo o
estagio de maturacéo confundido com a cor do fruto (Castro, 2007).

O coqueiro anao verde apresenta uma alta taxa de fecundacéo em torno de
95% (Bourdeix,1988). Dependendo das condicbes ambientais, € uma das
cultivares que apresentam florescimento mais precoce, com 2,5 anos de idade
(Aragao et al., 2002). Sua fase feminina apresenta simultaneidade com a fase
masculina da mesma inflorescéncia e com a fase masculina da influorescéncia
seguinte (Konan et al.,2008). O ando verde € o mais tolerante as condi¢des
desfavoraveis e € o0 menos homogéneo, assemelhando-se ao coqueiro-gigante.

Apresenta folhas de tamanho menor, mas o nimero de foliolos nas folhas é
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semelhante ao de outros cultivares. Nas idades de dez a doze anos, os frutos
apresentam os maiores pesos do fruto e fibra. O volume do albumem liquido
dessa cultivar € maior que as demais cultivares nos frutos com seis meses

(Aragéo et al., 2001; Passos e Passos, 2003).

3.1.2.4. Determinacé&o do Cariotipo

A técnica foi desenvolvida no século passado e seu crescente progresso
acompanhou o aprimoramento de técnicas e equipamentos de microscopia. O
primeiro trabalho com citogenética foi realizado em milho, em 1929 por Mc
Clintock (Gill et al.,1997).

A citogenética é considerada como o estudo da genética por meio da
citologia. Ela envolve qualquer estudo relacionado com cromossomo, isolado ou
em conjunto, condensado ou distendido, tanto no que diz respeito a sua
morfologia, organizacdo, funcdo e replicacdo, quanto a sua variacdo e evolucéo
(Sacchet,1999).

A andlise cromossémica sempre foi um dos campos estimulantes da
citologia e da genética, tendo relacdo entre estudos taxondmicos e evolutivos,
bem como no melhoramento genético e na caracterizacdo de germoplasma.
Apesar da revolugdo provocada pela Genética Molecular, a analise cromossémica
continua sendo a Unica maneira de se observar o genoma de um eucarioto na
forma de blocos individualizados de material genético, faceis de serem
mensurados, manipulados de diferentes formas (Brammer et al., 2007).

Apesar dos grandes avancos dos Ultimos anos nas pesquisas em biologia
molecular, a citogenética, ainda, é considerada como uma é&rea de pesquisa
relevante, pois da suporte as novas tecnologias, seja nas técnicas de engenharia
genética ou nas pesquisas de sequenciamento genémico.

Nos ultimos anos, avanc¢os consideraveis foram observados na citogenética
molecular. A implantacdo de técnicas de bandeamento cromossGmico e a
hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) permitem a visualizagcdo de blocos ou
bandas de coloracdo diferenciada, o que contribui com uma melhor
caracterizagcdo cromossOmica e permite interacdo entre o conhecimento da

biologia celular, da citogenética classica e da genética molecular.
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Os cromossomos podem ser visualizados via microscopia, ja que, durante
a divisdo celular, mais precisamente na metafase mitdtica, a dimensdo e a
localizacdo das constricdes primaria (centrdbmero) e secundaria (regido
organizadora nucleolar e satélite) podem ser observadas (Sybenga, 1992).

O caridtipo pode ser representado pelo cariograma e pelo ideograma. O
cariograma corresponde a medidas fisicas dos cromossomos obtidas a partir de
fotomicrografia. No cariograma, 0s cromossomos sdo reunidos em pares e
organizados de forma descrecente ou crescente, ja o ideograma € o desenho
esquematico do cariograma (Guerra e Souza, 2002). Para montagem do
cariograma, 0S cromossomos sao classificados de acordo com a posicao do
centrdmero, comprimento total dos cromossomos e razao entre os bragos curtos e
longos (Levan et al., 1964; Guerra,1986). Além dessas, outras caracteristicas
também sdo utilizadas como o tamanho do genoma, caracteristicas dos
teldbmeros, tamanho e posicdo dos Knobs heterocromaticos, e as constricdes
secundarias (RONSs) (Singh,1993).

O caridtipo pode ser simétrico ou assimétrico, sendo que, no cariétipo
simétrico, 0s cromossomos apresentam tamanhos semelhantes e os centrdbmeros
sdo medianos ou submedianos, enquanto que cariétipos assimétricos sdo aqueles
gue apresentam cromossomos de tamanho mais heterogéneo e os centrdmeros
terminais ou subterminais. Conforme Paszko (2006), o aumento da assimetria
pode ocorrer devido a mudanca da posicdo centromérica de mediana/submediana
para terminal/subterminal ou devido ao acumulo de diferencas no tamanho
relativo entre os cromossomos que formam o complemento. Para avaliar a
assimetria cariotipica, existem alguns métodos, como, por exemplo, o indice TF
(Total Form) estabelecido por Huziwara (1962), que corresponde a razao entre o
somatério dos bracos curtos e o comprimento do lote hapléide, podendo variar de
0 a 50%, sendo este ultimo valor caracteristico de caridtipos simétricos. Além
desse, ainda pode ser utilizado o indice de assimetria Al proposto por Paszko
(2006), que se baseia no coeficiente de variagdo do indice centromérico e do
comprimento total dos cromossomos.

A cariotipagem pode ser caracterizada de duas formas: por coloracdo
convencional, onde é utilizado um corante (Giemsa, Carmim acético, Orceina
acética e Reativo de Schiff) que reage com todo o DNA fazendo com que esse

figue completamente destacado, ou seja, ndo ha formacéo de bandas. Por outro
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lado, na coloracdo diferencial, sdo utilizados corantes especificos para certas
regides cromossomicas, gerando bandas. O bandeamento foi, primeiramente,
difundido para cromossomos humanos e, posteriormente, para cromossomos de
animais e vegetais. As bandas sao visiveis como regidbes de alta e baixa
intensidade sob microscépio de fluorescéncia ou como éareas diferenciadas
(Sharma e Sharma,1994).

Tanto na coloracdo convencional quanto na diferencial, € necessario obter
células mitéticas ou meidticas que apresentem cromossomos bem espalhados e
condensados de forma a permitir a distingdo dos cromossomos e realizacdo das
mensuracdes. Dessa forma, o material vegetal deve ser preparado de maneira a
preservar as condi¢cdes dos cromossomos, permitindo uma boa visualizacdo dos
mesmos. De maneira geral, utiliza-se um antimitético, seguido de fixacdo do
material para posterior coloracéo.

Dentre os antimitéticos utilizados no pré-tratamento, destaca-se o
paradiclorobenzeno (PDB). O PDB é o mais util do grupo dos benzenos nas
pesquisas cromossOmicas. Ele causa inibicdo do fuso, como também torna as
constricdes cromossémicas mais visiveis. O PDB apresenta uma ampla utilizacao,
podendo ser utilizado tanto para espécies com cromossomos longos quanto para
aguelas com cromossomos pequenos, 0 que varia € o tempo de tratamento
estabelecido de forma diferenciada para cada espécie. Segundo Sharma e
Sharma (1994), a temperatura requerida deve estar entre 10 a 16°C para obter
resultados satisfatorios.

Na coloracdo convencional, utilizam-se corantes que reagem com todo o
material genético, fazendo com que os cromossomos fiquem uniformemente
corados. Dentre os corantes mais utilizados, destacam-se a fucsina, que pode ser
acida ou bésica, a qual é bastante utilizada em estudos cromossémicos, o
reagente Feulgen, que apresenta alta especificidade ao DNA e é muito utilizado
em caribtipos (Guerra, 1986), e o Giemsa, que € uma mistura de varios corantes
do grupo azul de metileno e seus produtos de oxidacdo. O corante Giemsa é um
corante que marca 0s cromossomos uniformemente. Essas técnicas consideradas
convencionais séo limitantes qualitativamente e, muitas vezes, ndo proporcionam
uma diferenciagdo longitudinal dos cromossomos. Contudo, com 0 emprego
dessas técnicas, € possivel determinar: o nUmero cromossémico das espécies, as

medidas dos cromossomos, o0 comprimento total da cromatina, o indice de
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assimetria, a visualizacdo da regido centromérica, da constricdo secundaria e do
segmento satélite a ela associada, quando presente, e, geralmente, a
classificagcdo dos cromossomos.

Muitas vezes, os padrbes cromossdmicos, revelados convencionalmente,
séo insuficientes para uma analise detalhada do cariotipo, principalmente quando
os cromossomos sdo semllhantes. Contudo, técnicas de coloracéo diferencial tém
contribruido para um estudo mais refinado dos cariétipos (Gill et al., 1991; Sumner
2003).

Dentre as técnicas de coloracao diferencial, destacam-se os bandeamentos
que identificam a distribuicdo e a quantidade de heterocromatina (C, G, N),
diferenciacéo de tipos de heterocromatina (AT e CG), usando fluorocromos (DAPI
e CMA3), localizacdo de regides organizadoras de nucléolo, mediante
impregnacao pela prata (Ag-NOR). Esses s&o importantes para a identificagéo de
cromossomos homélogos e homedlogos e para a caracteriza¢do de polimorfismos
ou de relacbes de parentesco entre espécies proximas, distinguindo possiveis
rearranjos cromossdmicos (Guerra e Souza, 2002).

A técnica de coloracao com fluorocromo CMA/DAPI é bastante informativa,
pois ndo altera a morfologia dos cromossomos e permite uma analise mais
detalhada do cariotipo. Essa técnica € um procedimento de coloragcdo com o0s
fluorocromos cromomicina Az (CMA), que reconhece sitios ricos em GC, e 0 4°,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI), que reconhece sitios ricos em AT. O fato de se
detectar a ocorréncia e a posicao fisica de diferentes familias de DNA altamente
repetido (heterocromatina) implica maior compreensdao de como 0S genomas
estdo organizados e as relacdes entre espécies, géneros e familias, bem como os
mecanismos de ajustes que ocorrem nos cariétipos de diferentes organismos
durante o processo evolutivo (Guerra e Souza, 2002). Varios pesquisadores tém
utilizado essa técnica em diferentes familias botanicas, como, por exemplo,
Rutaceae, Cyperaceae, Orchidaceae, entre outras (Guerra, 2000).

A caracterizagdo citogenética da heterocromatina realizada a partir de
coloracdes, empregando-se fluorocromos, pode auxiliar na caracterizacdo de
espécies e variedades. Analisando-se seis espécies de Citrus através do emprego
dos fluorocromos DAPI e CMA, Guerra (2000) verificou divergéncias guantitativas
e heteromorfismo no padrdo de bandas das espécies. Divergéncias nos padrbes

de banda DAPi também foram observadas em espécies da familia Papinoloidae
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(Souza e Benko —Iseppon, 2004). O uso da cromomicina Az também pode ser
empregado na deteccdo de regides organizadoras de nucléolo (RONSs), visto que
essas regibes sdo, normalmente, flanqueadas por regides de heterocromatina
constitutiva ricas em pares de bases CG. Em Allium communtatum (Aliaceae), a
aplicacdo das técnicas CMA/DAPI e coloragdo com nitrato de prata revelaram
que as marcacfes com CMA3; encontravam-se adjacentes as RONs (Besendorfer
et al., 2002).

As RONs sdo segmentos especificos dos cromossomos que contém copias
em tandem dos genes 5S, 18S, 26S do DNAr, que codificam RNA ribossémico.
Essas regides sdo, normalmente, localizadas como constricdes secundarias dos
cromossomos profasicos a metafasicos, sendo responsaveis pela formacdo dos
nucléolos, estruturas presentes nas células eucariotas responsaveis pela
biogénese dos ribossomos (Sumner, 2003).

A localizacdo das RONs pode ser utilizada na diferenciacdo intra e
interespecifica, além de servirem como padrdes para auxiliar questbes de
posicionamento taxiondmico de uma espécie em termos de evolucao do cariétipo
(KlinKhardt,1998).

A técnica de hibridizac&o in situ é ideal para localizar sequéncias de acidos
nucléicos (DNA ou RNA) dentro da célula, em organelas, cromossomos ou no
nacleo celular. Com a FISH, é possivel: a) Construir mapas fisicos em
cromossomos; b) analisar estruturas e aberragdes cromossomicas; c) investigar a
fusdo, evolugcdo cromossomica e de genomas; d) realizar a determinacdo da
expressao génica; e) realizar a determinacdo sexual. Varias questbes podem ser
investigadas com essa ténica, sendo muito utilizada na citogenética médica, em
programas de melhoramento animal e vegetal, bem como no estudo filogenético e
evolutivo (Leitch et al.,1994).

A hibridizacao fluorescente in situ (FISH) consiste na hibridizacdo de uma
sequéncia de DNA ou RNA com uma sequéncia de nucleotideos complementar
situada no material genético em estudo. Essa técnica € comumente utilizada para
verificar se o DNA alvo possui essa sequéncia e qual € a sua exata localizacao.
Para visualizar a hibridizacdo, é necessario marcar a sequéncia que ira parear
com alguma molécula de facil visualizagdo, funcionando como uma sonda
(Guerra, 2004). Essa técnica tem gerado avangos importantes na citogenética de

plantas, destacando-se a construcdo de mapas fisicos, a investigacdo detalhada
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da estrutura cromossOmica, o acompanhamento da quantidade de cromatina
introduzida em cruzamentos interespecificos e a analise de pareamentos
intergenémicos em plantas hibridas (Scott et al.,2004).

As sondas sdo sequéncias de DNA isoladas que se encontram
representadas no cromossomo uma unica vez ou que apresentam milhares de
cOpias nos cromossomos. Os primeiros trabalhos com FISH utilizaram, como
sondas, sequéncias de DNA que se encontravam repetidas em tandem. Entre
essas, as mais comuns sdo os DNAs satélites, o gene que codifica 0 RNA
ribossomal 5S e a sequéncia que codifica o precursor 45S dos RNAs ribossomais
28S,18S, geralmente referidos como DNAr 5S e 45S, respectivamente (Guerra,
2004).

Além dessas, também se destacam as sequéncias teloméricas. Essas
sequéncias sdo normalmente curtas, altamente repetidas em tandem e se
encontram nas regides terminais dos cromossomos, formando os teldmeros
(Sykorova et al., 2003). Os teldmeros sdo as estruturas de protecéo e essenciais
para a estrutura e funcionalidade dos cromossomos, e, em plantas, eles,
normalmente, s&o sequéncias conservadas compostas pela sequéncia
(TTTAGGG)n detectadas em plantas modelo usadas, comumente, na genética
molecular (Arabidopsis thaliana, Nicotiana tabacum, Oryzasativa e Zea mays),
com excecéo dos teldmeros do tomateiro e das Liliaceaes (Richards e Ausubel,
1988; Sykorova et al.,2003).

Sykorova et al. (2003) relatam que, em monocotiledbneas, algumas
espécies ndo apresentam o tipo telomérico comum em plantas. Os autores
observaram que, em 16 espécies de 12 familias, a sequéncia telomérica € similar
aos telébmeros observados nos cromossomos humanos (TTAGGG).

Geralmente, as sondas teloméricas hibridizam com as regides terminais
dos cromossomos, no entanto, de acordo com Kolchinsky e Gresshoff (1994),
essas sondas podem hibridizar com outras regides dos bragos cromossémicos, o
que indica que o material em estudo sofreu translocacbes ou inversoes: tais

informacgdes sao Uteis para comparar genomas.
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3.1.3. MATERIAL E METODOS

3.1.3.1. Material vegetal
Para este estudo, foram utilizadas pontas de raizes, obtidas de dez plantas

(mudas) do grupo de coqueiro Ando-Verde, mantidas em casa de vegetacdo da
Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Estado do Rio de Janeiro (PESAGRO),
localizada em Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro. As pesquisas foram
realizadas no laboratério de melhoramento genético vegetal (LMGV), no setor de
citogenética da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF), Campos dos Goytacazes, RJ e no laboratério de melhoramento de
plantas (LAMEP) da Universidade Estadual de Santa Cruz, localizada em
Ilhéus,BA.

3.1.3.2. Definicédo do protocolo para a observacédo das placas metafasicas

Pontas de raizes, medindo, aproximadamente, 2 cm de comprimento,
foram coletadas e submetidas ao pré-tratamento com diferentes solucdes
antimitoticas para melhor visualizagdo dos cromossomos. Os antimitdticos
testados foram a 8 hidroxiquinoleina, o paradiclorobenzeno, a colchicina, nos
tempos de 4h, 6h, 8h e 10h, nas temperaturas 4°C, 12°C e ambiente. Apos a
definicdo do melhor antimitético para a espécie, as pontas foram lavadas em agua
destilada e fixadas em solucdo Carnoy (3 alcool etilico: 1 acido acético), durante

24h, e mantidas no freezer, até o momento do preparo das laminas.

3.1.3.3. Obtencao das placas metafasicas

As placas metafasicas foram obtidas a partir do protocolo de suspenséao
dos nucleos celulares (Damasceno Junior et al.,2009). Para tal, as pontas foram
separadas por espessura e transferidas para tubos eppendorf de 1ml e
submetidas a digestdo enzimatica (pectinase 20% e celulase 2%) a temperatura
de 37°C, durante 6h, em banho-maria. Ao final da digestédo, foram realizadas 3

centrifugacfes durante 10 min a 5000 rpm, na presenca de agua destilada para a
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suspensdao dos nucleos. Em seguida, os nucleos foram ressuspendidos em
solucéo de 2:1 (metanol:acido acético) e conservados em freezer até a montagem
das laminas. Cerca de 50 laminas foram preparadas em camara Umida, sendo
utiizado 1ml do material preparado e deixadas para secar a temperatura

ambiente. Apos a secagem, foram aplicadas diferentes técnicas de coloracao.

3.1.3.4. Cariotipagem convencional

Para a cariotipagem convencional, as laminas foram coloridas com solucéo
de Giemsa 2%, durante 15 min, a temperatura de 37°C. Posteriormente, as
laminas foram cobertas com laminulas e observadas em microscopio Otico
Olympus BX 60, sob campo claro nas objetivas de imersdo de 60 e 100X de
aumento.

Dentre as centenas de células analisadas, cinco metafases, contendo
cromossomos com boa condensacdo e bom espalhamento, foram capturadas
utilizando-se o software de captura Image-Pro Plus versdo 5.1 (Media
Cybernetics,2004). Foram mensurados o comprimento absoluto dos
cromossomos e 0 comprimento dos bracos longo e curto com auxilio do programa
Micro Measure versédo 3.3 (Reeves e Tear, 2000).

Com base nos dados, foi estimada a razdo entre bracos (r=braco
longo/brago curto), o comprimento do lote haploide (CLH= soma do comprimento
absoluto dos cromossomos metafasicos) e o indice centromérico
(IC=[comprimento do brago curto/comprimento total] X 100). Esses dados foram
utilizados para a construcéo do cariograma e do ideograma.

Para avaliacdo da assimetria cariotipica, foi utilizado o indice Total Form
(TF) (Huziwara, 1962):

TF= (3 comprimento dos bracos curtos) X 100
CLH

E, também, o indice de assimetria (Al) proposto por Paszko (2006):

Al= CVcxCVic
100
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Os cromossomos foram classificados conforme Guerra (1986), o qual
prop0s quatro tipos cromossdmicos: metacéntricos (M, r=1,00 a 1,49; ic=40,1 a
50,0), submetacéntricos (SM, r=1,50 a 2,99, ic=25,1 a 40,0), acrocéntricos (A,
r=3,00 a 7, ic= 0,01 a 25,0) e telocéntricos (T, r=, ic=0). Os cromossomos
homélogos foram agrupados de acordo com o tamanho absoluto dos
cromossomos, a posicdo do centromero e a relagdo entre 0s bragos

cromossOmicos.

3.1.3.5. Bandeamento CMA/DAPI

Para o bandeamento CMA/DAPI, foi utilizado o protocolo proposto por
Guerra (2002). Laminas foram coloridas com uma gota de CMA cobertas com
laminulas e mantidas em camara Umida, durante 1h, no escuro. Posteriormente,
foram retirados a laminula e 0 excesso de corante com um jato de agua, e as
laminas foram secas. Em seguida, foi adicionada uma gota de DAPI as laminas e
foram mantidas durante 30 min, em camara Umida, no escuro. As laminas foram
montadas com o meio glicerol/Mcllvaine. Tanto as laminas da FISH quanto as
coloridas com CMA/DAPI foram observadas em microscopio Otico de
fluorescéncia Olympus BX 60 nas objetivas de imersdo de 60X e 100X de

aumento nos filtros de 460nm e 570nm.

3.1.3.6. FISH telomérica

O protocolo para hibridizacao in situ fluorescente foi proposto por Souza et
al. (2010) com modificagdes. Laminas foram submetidas ao tratamento com
100pg/mL RNase em tampéo 2XSSC e incubadas em camara umida por 1 h a
37°C, seguido de lavagem em 2XSSC em RT e imersas em 4% paraformaldeido
em RT por 10 min. Outra lavagem em 2XSSC foi realizada, com posterior
desidratacdo em série alcodlica 70% e 96%. ApOs a secagem das laminas ao ar,
foi adicionada a mistura de hibridizagcdo com o volume final de 50% formamida,
10% dextran sulfato, 2XSSC, 0.13% SDS (Sodium dodecyl sulfate), mais 66 ng de

sonda gendmica obtida por PCR:
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(5-AAATCCCAAATCCCAAATCCCAAATCCCAAATCCCAAATCCC-3 e 5'-
TTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGCGTTTAGG-3')
e marcada por Nicktranslation, seguindo o protocolo do fabricante. A mistura de
hibridizacdo foi aquecida a 75 °C por 10 min. As preparacdes citoldgicas,
contendo a mistura de hibridizagdo, foram desnaturadas a 75 °C por 10 min e
incubadas overnight a 37 °C. Os banhos pés-hibridacdo foram realizados a 42 C
em 2xSSC. 0,1XSSC e, novamente, em 2XSSC. As sondas teloméricas foram
detectadas com Digoxigenin-labeled em meio BSA 5%. O excesso de anticorpo
foi eliminado com lavagens em 4XSSC/0.2% Tween 20. As laminas foram
montadas e contracoradas com meio DAPI/Vectashield® (H-1200) e estocadas a 6

- 8 °C até andlise.

3.1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Constatou-se que o protocolo mais adequado para a espécie foi o que
utilizou o paradiclorobenzeno como solucdo antimitdtica durante 10h, a 4°C.
Metafases mitoticas com boa condensacéo e separacdo dos cromossomos foram
observadas conforme a figura 1. Em todas as metafases analisadas, contaram-se
32 cromossomos (Figura 1 e 2), o que esta em concordancia com os resultados
de Sisunandar et al. (2010), o que, em sendo uma espécie diploide, indica x=n=16
pares, o que foi confirmado pelo cariograma (Figura 1A). Na familia Arecaceae,
aparentemente, o numero cromossdmico basico observado € de x = 18
(Moore,1973). Contudo, outros dados foram encontrados, como x = 17, de ampla
ocorréncia, sendo x = 16, 14 e 13, também, representativos (Raven, 1975). De
acordo com Roser (1994), na familia Arecaceae, o nUmero de cromossomos pode
variar de 2n= 26 cromossomos a 2n= 36 cromossomos.

O comprimento dos cromossomos do coqueiro-ando variou de 5,57um a
2,13um (Tabela 1). Roser (1994) observou que, em muitas espécies de
palmeiras, o comprimento cromossdmico variou de 6 um a 1,5 pym, Sisunandar et
al. (2010), trabalhando com embrides zigoticos criopreservados de coqueiro-anéo-

amarelo, realizaram uma andlise cariolégica de tal material e observaram 16
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pares cromossdémicos, com o comprimento variando de 5,47 ym a 2,03 um. Esses
valores, encontrados por outros autores, sdo proximos aos encontrados neste
trabalho, e as diferencas de resultados podem ser devidas ao grau de
condensacdo dos cromossomos provocados pelo agente antimitotico. Os
cromossomos de coqueiro podem ser considerados de tamanho médio, pois
Fukui (1996) considera cromossomos metafasicos pequenos aqueles que
apresentam um comprimento inferior a 3 um, médios variam de 3 a 8 um e
grandes aqueles cujo comprimento é superior a 8 pum.

Dos dezesseis pares de cromossomos observados neste trabalho, 5 pares
foram classificados como submetacéntricos e 11 pares metacéntricos, resultados
similares aos obtidos por Sisunandar et al., (2010), porém os 5 pares
submetacéntricos observados neste trabalho foram o 1, 2, 3, 4 e o 16, diferente
do observado pelos autores supracitados que observaram como sendo
submetacéntricos os pares 3, 4, 5, 7 e 9. A diferenca quanto a classificacdo do
tipo cromossdémico pode ser atribuida ao tipo de antimitético utilizado, ao método
de classificacdo, ou a inversdes e translocacfes que podem ocorrer durante a
evolucao da espécie.

Na familia Arecaceae, 0 tipo cromossdmico metacéntrico e o
submetacéntrico sdo os mais comuns (Roser, 1994), no entanto outros tipos ja
foram observados. Abreu et al. (2011), ao caracterizar, cariologicamente, a
macauba (Acrocomia aculeata - Arecaceae), observaram 15 pares
cromossOmicos, sendo dois do tipo acrocéntrico.

O comprimento do lote hapléide (CLH) foi de 58.36 um. O CLH permite
inferir o tamanho aproximado do genoma da espécie. Na familia Arecaceae, sédo
poucos os trabalhos que caracterizam esse indice, contudo Corréa et al. (2009)
realizaram uma analise cariolégica em 5 palmeiras do género Butia e observaram
que o CLH variou de 32,21 um a 37,83 um. J& Oliveira (2011), trabalhando com 3
espécies do género Euterpe (Arecaceae), observou valores do CLH préximos aos
obtidos no presente estudo. Na espécie Euterpe edulis, o CLH foi 49,50um; em
Euterpe oleraceae, foi 51,30 um e, em Euterpe precatéria, foi 59,39 um. Esses
dados permitem concluir que a espécie C. nucifera, em relagdo ao comprimento
do lote hapldide, é mais semelhante as espécies do género Euterpe que as do

género Butia.
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Figura 1- A) Cariograma, evidenciando os 16 pares cromossomicos; B)
Ideograma, ressaltando os pares 4 e 7, que apresentam o0s blocos
heterocromaticos ricos em CG detectados pelo bandeamento DAPI/CMA.



Tabelal- Comprimento médio dos bracos longos (BL), dos bracos curtos (BC) e dos cromossomos (C), razdo entre os bracos
longo/curto (r), indice centromérico (IC), e tipo cromossémico (TC) identificados em gendtipos de coqueiro ando-verde.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 CLH

BL 3,52+0,03 3,23#0,15 3,09+0,10 2,76+0,02 2,59+0,03 2,41+0,12 2,27+0,12 2,15+#0,11 2,04+0,10 1,97+#0,01 1,81+0,03 1,73+0,09 1,60+0,04 1,49+0,05 1,31+0,10 1,31+0,03

BC 2,05+0,04 1,68+0,04 1,44+0,03 1,65+0,02 1,62+0,04 1,56+0,02 1,51+0,03 1,50+0,09 1,53+0,02 1,42+0,04 1,46+0,05 1,34+0,03 1,33+0,04 1,13+0,04 1,04+0,11 0,82+0,03

C 5,57+0,04 4,91+0,03 4,53+0,07 4,41+0,05 4,21+0,05 3,97+0,02 3,78+0,09 3,65+0,04 3,57+0,07 3,39+0,07 3,27+0,03 3,07+0,04 2,93+0,05 2,62+0,04 2,35+0,10 2,13+0,09 58,36

r 1.71 1.92 2.14 1.67 1.49 1.44 1.49 1.43 1.33 1.38 1.23 1.29 1.20 131 1.25 1.59
IC 0,36 0,34 0,31 0,37 0,4 0,4 0,4 0,41 0,42 0,41 0,44 0,43 0,45 0,43 0,44 0,38
TC SM SM SM SM M M M M M M M M M M M SM

M= cromossomo metacéntrico
SM= cromossomo submetacéntrico
CLH= comprimento do lote hapléide

ee
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O indice Total Form (TF) estimado para a espécie foi de 39,5%. De acordo
com Huziwara (1962), esse indice pode variar de 0 a 50%, sendo que indices
maiores que 45% sao caracteristicos de cariotipos extremamente simeétricos. O
indice de assimetria Al calculado conforme Paszko (2006) foi de 24,5.

A assimetria cariotipica é determinada pela variacdo do comprimento
cromossOmico e da posigdo do centromero. Conforme os resultados, ambas
estimativas de simetria de cariétipo indicam que o cariotipo do coqueiro pode ser
considerado assimétrico. Acredita-se que espécies que apresentam caribtipo
assimétrico sejam evolutivamente avancadas (Coelho e Battistin, 1996), ou seja,
ao longo da evolugdo, as espécies sofreram mutagOes artificiais ou naturais
(Maffei et al., 1996).

Apos a dupla coloracdo com os fluorocromos CMA e DAPI, foram
observados blocos heterocromaticos ricos em citosina e guanina (CMA), terminais
visiveis em 2 pares cromossémicos (Figura 2D e 2E). Esses blocos foram
localizados nos bracos curtos dos pares cromossdmicos 4 (Cromossomos
submetacéntricos) e 7 (cromossomos metacéntricos). Esses blocos se situam,
exatamente, na regido organizadora de nucléolo (RON). A RON é um segmento
cromossbmico que apresenta cOpias multiplas (de 500 a 1000 cépias) dos dois
maiores segmentos 18S e 28S de rRNA (Sybenga, 1992; Caixeiro,1999). Durante
a fase de contracdo mitética dos cromossomos, a RON ativa na interfase se torna
visivel como uma constricdo, denominada de constricdo secundaria, que pode se
situar na regido terminal ou intersticial do cromossomo e, quando localizada nesta
Gltima posicdo, da origem ao satélite (Schubert, 2007). O comprimento dos
satélites observados foi de 1.36 pm (cromossomo 4) e 0.85 um (cromossomo 7).

Roser (1994), também, analisou o padrao de bandas CMA/DAPI em varias
espécies de Arecaceae. O autor ressaltou que, na maioria das espécies
estudadas, foram encontrados sinais de CMA em, apenas, 1 par cromossodmico, e
esses sinais estavam localizados na regido subterminal onde, conforme
observado nesse estudo, encontrava-se a regiao organizadora de nucléolo. No
género Butia, os cariétipos das espécies estudadas exibiram dois pares
cromossOmicos satelitados,sendo um par submetacéntrico e um par metacéntrico
(Corréa et al.,2009).

Oliveira (2011), também, observou 2 pares de cromossomos satelitados

nas trés espécies do género Euterpe (Arecaceae); em todas, os satélites foram
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identificados na regido subterminal dos bragcos longos dos cromossomos. De
acordo com Roser (1999), em palmeiras, podem ser observados satélites nos
bracos longos, entretanto € mais comum encontrar satélites nos bracos curtos
cromossOmicos.

Gaiero et al. (2012), ao utilizarem bandeamento CMA/DAPI para
caracterizar palmeiras da espécie Trithrinax campestris, observaram sinais de
CMA em quatro pares cromossémicos, e, ao contrario do observado em muitas
espécies de Arecaceae, esses sinais localizaram-se em regifes proximas ao
centrbmero, ou seja, regides néo coincidentes com as RONSs.

A hibridizacao fluorescente in situ (FISH) com a sonda telomérica revelou
marcacfes, exclusivamente, nos terminais de todos os cromossomos, embora,
em alguns cromossomos, a marcacgao tenha sido mais discreta (Figura 2E). Esses
resultados permitem inferir que o coqueiro ndo sofreu translocacoes e inversoes,
ja que ndo foram encontrados sinais teloméricos nas regides intersticiais dos
Cromossomos.

Os sinais discretos observados em alguns cromossomos podem ter
ocorrido devido a reducéo dos teldmeros durante a fase de desenvolvimento da
planta. Segundo Cowell et al.(2002), essa reducdo € comum e varia durante o
desenvolvimento, sendo recuperada na passagem de uma geracdo somatica para
outra, atravessando um periodo de meiose e desenvolvimento embrionario.
Durante esse periodo, sabe-se que as células sofrem mudancas bruscas dos
seus padrdoes de metilacdo de DNA e modificacdes de histonas em relacdo as
células somaticas (Cowell et al., 2002). E possivel que, nesse momento, a célula
faca, também, um reajuste dos seus teldbmeros. Sabe-se que, em plantas,
ocorrem formas alternativas de manutencdo dos telémeros, por meio de

recombinacdo e conversao génica, reportadas em Arabidopsis (Riha et al., 2001).
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Figura 2- Metafases mitéticas de coqueiro (A a F). A) Coloracdo convencional
com Giemsa 5%; B) Coloracdo com DAPI; C) Coloracdo com Cromomicina
(CMA); D e E) Bandeamento CMA/DAPI; F) Hibridizagdo fluorescente in situ
(FISH), utilizando-se sonda telomérica.

3.1.5. CONCLUSOES

Com base nos resultados, conclui-se que:

1. O coqueiro-ando apresenta um cariotipo assimétrico com 5 pares de
cromossomos submetacéntricos e 11 de cromossomos metacéntricos;

2. A espécie apresenta duas regides organizadoras de nucléolo, uma no par
4 e outra no par 7;

3. As marcacdes teloméricas foram identificadas nas regides terminais dos
cromossomos, o que indica que, durante a evolucao da espécie, ndo houve
eventos de translocacdes ou inversoes;

4. A espécie apresenta a sequéncia telomérica (TTTAGGG)n conforme

observado na maioria dos vegetais.
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3.2. TAMANHO DO GENOMA DE COQUEIRO (Cocos nucifera L. - Arecaceae)-
GIGANTE E ANAO

3.2.1. INTRODUCAO

O coqueiro pertence a classe Monocotyledoneae, ordem Palmales, familia
Arecaceae, subfamilia Cocoideae e género Cocos. Esse 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) (Purseglove, 1975). 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, 6leo entre outros) (Batugal et al., 2009).

O coqueiro-gigante pode atingir até 30 m de altura, apresenta frutos de
tamanho médio a grande, € uma variedade alégama, seus frutos sao utilizados
como mateéria-prima para a industria de alimentos, na producéao de coco ralado ou
seus derivados, ou mesmo consumido in natura; ja o coqueiro-ando apresenta um
porte menor, podendo atingir até 12 m de altura, os frutos sdo menores e é uma
planta autbgama. No Brasil, a sua produgdo se destina, principalmente, ao
mercado de consumo de agua de coco (Aragao et al., 2010).

O melhoramento genético do coqueiro tem como principal objetivo
selecionar variedades altamente produtivas, que sejam, localmente, adaptadas e

tolerantes a seca e as doencas e pragas, refletindo, diretamente, no aumento da
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produtividade, da estabilidade de producdo e da sustentabilidade do agro-
ecossistema do coqueiro (Loiola,2009). No entanto, apesar da importancia da
espécie, a pesquisa sobre a genética da espécie, ainda, € incipiente, sendo
necessario gerar informacdes basicas, como numero e tipos de cromossomos,
tamanho do genoma, comportamento meidtico, viabilidade polinica, dentre outros,
que possam auxiliar o melhoramento genético da cultura.

A determinacdo do tamanho do genoma tem um importante papel na
caracterizacdo genbmica com aplicabilidade n&o apenas no melhoramento
genético, como também em estudos evolutivos, de biologia celular, sistemética e
taxonomia, além de fornecer relevantes informagdes para trabalhos que envolvam
sequenciamento e marcadores moleculares (Dolezel, 1991; Loureiro,2007).

O tamanho do genoma em plantas pode ser estimado por alguns métodos,
sendo a citometria de fluxo um dos mais utilizados. Nessa técnica, o tamanho do
genoma € inferido com base no conteddo de DNA, que é estimado a partir da
intensidade da fluorescéncia emitida pelos nucleos em suspensdo corados com
fluorocromos especificos (Dolezel e Bartos, 2005). Do ponto de vista pratico, a
determinacdo da quantidade de DNA nuclear pode substituir a contagem de
cromossomos, especialmente quando se trabalha com um namero muito grande
de individuos como, por exemplo, em bancos de germoplasma (Schifno-
Wittmann, 2001).

Em coqueiro, n&o tém sido encontrados muitos relatos sobre o tamanho do
genoma da espécie. Diante da relevancia e importancia de informagfes basicas
para o melhoramento da cultura, o objetivo do presente trabalho foi determinar o
tamanho do genoma do coqueiro-gigante e ando via citometria de fluxo,
utilizando-se 14 diferentes gendétipos, sendo oito do grupo Gigante e seis do grupo

Ando.

3.2.2.REVISAO

3.2.2.1. Familia Arecaceae
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A familia Arecaceae (Palmae), constituida por um grupo de espécies
conhecidas como palmeiras, pertence ao Reino Plantae, Divisdo Magnoliophyta,
Classe Liliopsida, Ordem Arecales. E uma familia bastante representativa,
formada por mais de 3.500 espécies distribuidas em 236 géneros. As palmeiras
destacam-se pelo porte e pela morfologia das suas folhas, que as distinguem,
facilmente, de outras plantas. Essa familia inclui representantes dibicos e
monoicos (Uhl e Dransfield, 1987).

Em relacédo aos aspectos botéanicos, as espécies podem apresentar raizes
subterrdneas ou aéreas. Os estipes podem ser solitarios ou cespitosos e
raramente escandentes, aéreos ou subterraneos. Quando aéreo, 0 estipe pode
apresentar-se liso ou densamente coberto por espinhos. As folhas, tanto curtas
como longas, apresentam-se de forma palmada, pinadas e inteiras com bainhas
abertas ou fechadas e peciolos curtos ou longos. As inflorescéncias interfoliares
ou infrafoliares na antese apresentam-se em forma de espiga, com presenca de
poucas ou muitas raquilas. As flores sdo, geralmente, trimeras. Os frutos podem
ser tanto pequenos como muito grandes com o pericarpo liso ou com presenca de
espinhos. O tegumento da semente € duro e contém, no seu interior, uma ou mais
sementes. As plantulas possuem folhas inteiras, bifidas e pinadas (Dransfield &
Uhl, 1987; Henderson et al., 1995).

As palmeiras se distribuem em grande regido do globo terrestre; no
entanto, os limites extremos de distribuicdo sao 44° N (Europa) com ocorréncia de
Chamaerops humilis L., e 44° S (Nova Zelandia) com ocorréncia de Rhopalostylis
sapida H.A.Wendl. & Drude. A maior concentracao de espécies esta na regiao da
linha do Equador (Batugal, 2009).

O Brasil conta com cerca de 500 espécies nativas de palmeiras. Dessas,
na regido do Brasil Central e areas adjacentes, sdo encontrados cerca de 11
géneros e 44 espécies, sendo que Trithrinax € endémica, Syagrus e Butia tém
ampla distribuicdo assim como as espécies de Attalea, Allagoptera e Acrocomia,
gue sdo comuns na regiao.

A Familia Arecaceae, juntamente com Poaceae e Leguminosae, destaca-
se em funcéo de sua utilizacdo passada e atual pela humanidade. Particularmente
para a regido tropical, a importancia das palmeiras é ainda mais expressiva

devido a grande diversidade de produtos que delas podem ser obtidos,
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especialmente aqueles relacionados aos seus frutos e sementes (Batugal et
al,2009).

3.2.2.2. O Coqueiro

O coqueiro (Cocos nucifera L.) pertence a familia Arecaceae, que inclue
cerca de 3500 espécies, agrupadas em 236 géneros, sendo C.nucifera a Unica
representante do género Cocos (Batugal et al., 2009). C. nucifera é dividida em
dois grupos principais: coco gigante com um numero dipldide de cromossomos
(2n=32) ( Purseglove, 1975; Benassi et al.,2007).

O coqueiro € uma monocotileddnea, portanto ndo apresenta raiz principal,
mas um sistema radicular fasciculado. O caule é do tipo estipe bastante
desenvolvido e resistente; em seu apice, as folhas se prendem protegendo sua
Gnica gema terminal. A folha do coqueiro é do tipo penada, constituida pelo
peciolo, onde se prendem numerosos foliolos. Uma folha madura mede,
aproximadamente, 6 m de comprimento com 200 a 300 foliolos. O ndmero de
folnas depende da variedade, sendo que 0 coqueiro-ando apresenta maior
namero de folhas. O coqueiro possui inflorescéncias, que sdo formadas pelo
penduculo, espigas e flores. Cada espiga apresenta, em sua base, flores
femininas e, na porcéo terminal, flores masculinas. O fruto € uma drupa, formado
por uma epiderme lisa ou epicarpo, que envolve 0 mesocarpo espesso e fibroso,
e uma camada muito dura, o endocarpo. A semente, envolvida pelo endocarpo, é
constituida por uma camada fina de cor marrom (o tegumento). O tegumento é
uma camada carnosa, branca e muito oleosa, que forma uma grande cavidade,
onde se encontra o albumen liquido. Proximo a um dos orificios do endocarpo, e
envolvido pelo albumen soélido, estd o embrido (Fontes e Ferreira, 2006).

O coqueiro é encontrado em toda regido tropical, entre as latitudes 20°N e
20°S, é propagado por sementes e de crescimento lento (Batugal et al., 2009). E
uma palmeira distribuida naturalmente e € considerada a espécie tropical mais
importante utilizada pelo homem (Persley, 1992). Suas condi¢bes Otimas de
cultivo sdo clima quente e umido, com média de temperatura anual em torno de
27°C (Passos, 1998).

A literatura reporta que o coqueiro € originario das ilhas de clima tropical e

subtropical do Oceano Pacifico. Em relacdo ao centro de origem da espécie,
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existem muitas controvérsias, entretanto o Sudeste Asiatico é a principal
referéncia de centro de origem e diversidade do coqueiro (Foale e Harries, 2009).

Clement et al., (2013) relatam que, com base em analises moleculares e
morfométricas, as populacdes de coqueiro modernos cultivadas nas Ameéricas sao
muito similares as popula¢des das Filipinas.

O coqueiro € uma das frutiferas mais difundidas pelo mundo, ocorrendo
em, praticamente, todos os continentes. Em virtude dessa dispersdo e
adaptabilidade, seu cultivo e sua utilizacdo se dao de forma expressiva em todo o
mundo, com o0s mais variados produtos, tanto de forma in natura quanto
industrializada (Martins e Jesus Junior,2011). A literatura reporta que o coqueiro
encontra-se em mais de 200 paises diferentes (Foale e Harries, 2009); no
entanto, a exploracdo comercial do coco se concentra, aproximadamente, em 90
paises, devido as melhores condi¢cdes de cultivo, como solos arenosos, intensa
radiacdo solar, umidade e boa precipitacdo (Aragao et al.,2010).

Acredita-se que a dispersdo natural do coqueiro se deu via flutuacdo na
agua. O fruto pode flutuar durante dias na agua do mar, sem danificar o embrido e
sem afundar. Por esse motivo, a dispersdo natural dos frutos, nas correntes
maritimas, pode ter levado os cocos para praias distantes (Sauer 1997 citado por
Schuiling e Harries 1994).

No Brasil, o coqueiro foi introduzido apds o descobrimento, mais
precisamente por volta de 1553, no estado da Bahia, procedente das llhas Cabo
Verde (Fontes e Ferreira, 2006). Acredita-se que a origem desse material seria a
india ou Sri Lanka, de onde cocos teriam sido introduzidos em Mocambique.
Evidéncias histéricas indicam que o coqueiro introduzido foi o gigante (Fontes e
Ferreira, 2006). Essa hip6tese se acha confirmada pela semelhanca entre o
coqueiro do Oeste da Africa e o coqueiro Gigante de Mocambique (Nucé de
Lamothe, 1983, citado por Embrapa, 2002). A introducdo dos coqueiros andes
ocorreu séculos mais tarde: por volta de 1924, o ando verde proveniente de Java
e do Norte da Malasia;, em 1938, o ando amarelo e um ano depois 0 ando

vermelho, ambos provenientes do Norte da Malasia (Fontes e Ferreira, 2006).

3.2.2.3.Importéncia social e econdmica do coco
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O coqueiro é a palmeira de maior importancia socioecondmica das regides
tropicais, gerando empregos, divisas e renda para mais de 86 paises. De acordo
com a FAO (2012), na ultima década, o cultivo dessa palmeira tem aumentado,
expressivamente, por todo o mundo, entretanto grande parte da producdo esta
concentrada na Asia, cerca de 80% da produc&o. A Indonésia € o maior produtor
de coco, seguida por Filipinas e india. O Brasil, atualmente, ocupa a 42 posicao,
sendo que a producado, no pais, cresceu a partir de 1990, devido ao incremento
tecnoldgico na adubacao, sistemas intensivos de cultivo, variedades melhoradas,
que refletem em alta produtividade, principalmente no cultivo do coco Anéo e
hibrido (Martins e Jesus Junior,2010).

No Brasil, o coco foi introduzido, primeiramente, na Bahia, proveniente da
Ilha Cabo Verde; por isso, passou a ser chamado de coco- da- Bahia. Da Bahia, o
coco disseminou-se por todo litoral do Nordeste, onde as condigbes sdo mais
favoraveis para o cultivo. Nos anos 90, os cultivos de coco ando se restringiam as
regides Norte e Nordeste, porém, atualmente, a cultura se encontra em quase
todas as regides do pais (Martins e Jesus Junior, 2010). Ainda assim, as regides
Nordeste e Norte sdo as que concentram as maiores plantagdes e produgdes. A
Bahia se destaca como maior produtor de coco, seguida por Sergipe e Cear4,
esses trés estados juntos correspondem a mais de 50% da producao nacional de
coco (IBGE, 2013).

A cultura do coqueiro tem uma importancia social muito grande pelos
empregos que gera e, principalmente, porque é cultivada, na sua maioria, por
pequenos produtores, em pequenas propriedades dotadas de solos arenosos com
baixa fertilidade natural (Persley, 1992).

No Brasil, sdo milhares de pessoas que estdo envolvidas, direta e
indiretamente, com a cultura, a qual é perene, com vida Util econémica, variando
de 30 a 80 anos de idade de acordo com a variedade cultivada e producéo
distribuida durante todo o ano. Além disso, favorece a consorciacdo com culturas
anuais e perenes em todas as fases de seu cultivo e manejo com animais na fase
adulta de exploracéo, barateando a sua implantacdo e representando mais uma
fonte de renda para o produtor. Todas essas caracteristicas tornam a cultura do
coqueiro uma atividade que favorece a fixacdo do homem no campo (Loiola,
2009).



33

O Brasil é o unico pais do mundo no qual o coqueiro néo é utilizado para a
obtencdo do d6leo, apesar de existirem cultivares com altos teores na copra
(albumen solido desidratado a 6% de umidade), podendo, inclusive, produzir em
torno de 3.000 Kg de o6leo/ha, e, portanto, ser utilizado, também, no programa
biodiesel (Batugal et al, 2005). Aqui, essa espécie € explorada, basicamente, para
uso do fruto verde (agua de coco) e seco (uso culindrio e agroindustria de
alimentos). Nas agroindustrias, sua utilizacdo ocorre na confeccédo de leite de
coco, coco ralado, e na producdo agroindustrial de agua de coco, entre outros
(Batugal et al.,2009).

Segundo Viglio (1997), grande parte da producdo de coco destina-se as
agroindustrias para atender a demanda de grandes empresas produtoras de
chocolate, biscoitos, iogurtes, sorvetes, confeitarias e padarias. Os mercados
Sudeste e Sul consomem quase 40%, atendendo as pequenas industrias
(docerias, sorveterias etc) e, aproximadamente, 30% ficam no mercado
Nordestino para atender ao consumo in natura, tanto de coco seco, quanto de

coco verde.

3.2.2.4. Variedades de coco

A espécie é composta por dois grupos heteréticos, a variedade Typica
(gigante) e a variedade Nana (and). Do cruzamento dessas duas variedades,
obtém-se hibridos que apresentam caracteristicas importantes para a exploracao
do coqueiro no Brasil (Aragéo et al., 2010).

As variedades de coco sao classificadas em quatro grupos de acordo com
o modo de reproducédo (Konan et al., 2008):

e Tipo 1 (alogamia estrita): ndo h& sincronismo no desenvolvimento das
estruturas reprodutivas femininas com as estruturas masculinas na mesma
influorescéncia e nas inflorescéncias adjacentes. Exemplo: algumas
populacdes do coqueiro Gigante do Oeste Africano (GOA);

e Tipo 2 (autogamia parcial): sincronia no desenvolvimento e maturagcdo dos
orgaos femininos e masculinos na mesma inflorescéncia, mas nédo nas
adjacentes. Exemplos: cultivares dos gendétipos Gigante de Rennel (GRh),
Gigante da Malasia (GML) e Gigante de Vanuatu (GVT);
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e Tipo 3 (autogamia direta) : sincronia no desenvolvimento e maturacado dos
orgaos femininos e masculinos da mesma inflorescéncia, e com ou sem
sincronia com a inflorescéncia adjacente. Exemplos: cultivares de Anao-
Amarelo-da-Maldsia (AAM), Anao-Verde-de-Sri-Lanka (AV) e Anéo-
Vermelho-de Camardes(AVC);

e Tipo 4 (autogamia semi direta) : sincronia no desenvolvimento e maturagao
dos 6rgaos femininos e masculinos da mesma influorescéncia e na
inflorescéncia adjacente. Exemplos: Ando-Verde-do-Brasil (AVB) e muitos

hibridos intervarietais (ando X gigante).

O coqueiro-gigante, também conhecido, tradicionalmente, como mestico,
crioulo, e/ou comum, caracteriza-se por apresentar porte elevado, podendo atingir
até de 20 a 30m de altura. A producéo tem inicio a partir dos cinco anos de idade
e pode durar até os 80 anos. A colheita dos frutos maduros ocorre de 11 a 12
meses apos a floracdo (Aragao et al.,2010) Essa variedade pode produzir de 60 a
80 frutos/planta/ano, com tamanho variando de médio a grande. E uma variedade
rustica de crescimento rapido e fase vegetativa longa (Fontes e Ferreira, 2006).

No Brasil, os coqueiros da variedade gigante sao cultivados sem emprego
da irrigacéo, cuja area plantada se concentra na faixa litoranea do Nordeste, onde
predominam solos de baixa fertilidade com capacidade de retencdo de agua
reduzida. Esses frutos sao utilizados, como matéria-prima para a inddstria de
alimentos, na producéo de coco ralado ou seus derivados, ou mesmo consumido
in natura (Fontes e Wanderley, 2010). A variedade gigante, ainda, é bastante
explorada, no Brasil, principalmente por pequenos produtores (Aragao et al.,
2010).

O coqueiro-ando tem sido cultivado em diversas regiées do pais, sendo
considerado o grupo mais utilizado comercialmente no Brasil para a produgéo de
agua de coco. De acordo com Mercon e Pandalai (1958), acredita-se que essa
variedade se originou de uma mutagcdo do coqueiro gigante ou por meio do
processo de autofecundacgao do gigante (Swaminathan e Nawbiar, 1961).

A variedade ana é dividida em trés grupos, distinguidos pela cor do peciolo,
pela raquis da folha e pela cor do epicarpo do fruto. Tais grupos sdo coqueiro

ando-verde, ando-amarelo e anao-vermelho (Ribeiro, 1993).
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Bourdeix (1988), estudando a heranga da cor do fruto em diferentes
gendtipos de coqueiro ando, descreve que tal caracteristica é governada por dois
genes (R, r e G, g). O autor observou que a cor amarela é resultante do gendtipo
duplo recessivo (rrgg), a cor vermelha pela dominancia do alelo R e a cor verde
pela dominédncia do alelo G. As demais combinacdes génicas resultam na
coloragcdo marrom dos frutos.

O coqueiro-ando caracteriza-se por ser uma variedade precoce que inicia
seu florescimento, em média, com trés anos de idade. Apresenta uma
produtividade em média de 150 a 200 frutos/planta/ano, tendo vida atil em torno
de 30 a 40 anos. Seu porte € reduzido, podendo atingir de 10 a 12 m de altura. Os
frutos desse grupo sdo menores. E uma variedade util para agua de coco,
podendo armazenar, em média, 300 mL de agua (Aragao et al, 2010).

Os hibridos podem ser obtidos do cruzamento entre ando x ando, gigante x
gigante, e ando x gigante, sendo que os mais empregados, no mundo, sdo 0s
resultantes dos cruzamentos entre ando X gigante. Acredita-se que a demanda
desses hibridos por diversas regides do pais estd aumentando gradativamente, e
que, no futuro, serd a principal cultivar plantada (Aragao et al., 2010; Fontes e
Ferreira, 2006).

Os hibridos apresentam algumas vantagens em relacdo aos coqueiros
gigantes e andes. Dentre as caracteristicas em relacdo ao gigante, destacam-se a
precocidade, porte, producdo de frutos e de copra e tamanho dos frutos. J& em
relacdo aos andes, os hibridos apresentam ampla utilizacdo dos seus frutos, na
agroindustria de alimentos, na culinéaria, bem como para a producédo de agua de
coco. A producdo média dos frutos dos hibridos é de 120 a 150/planta/ano,
podendo atingir producées mais altas de acordo com a aplicacdo de tecnologias
(Fontes e Ferreira, 2006). De acordo com Martins e Jesus Junior (2010), os
hibridos tém obtido bons como um grupo de dupla finalidade, devido ao seu
potencial de utilizacdo tanto de forma in natura como no processamento industrial.
De acordo com a Tabela 1, é possivel observar as principais diferencas entre as

variedades de coco.

3.2.2.5. Melhoramento genético e recursos genéticos do coqueiro
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O programa de melhoramento do coqueiro, no Brasil, iniciou-se na década
de 40, em Sergipe, onde o0s principais objetivos eram a introducdo de
germoplasma, autofecundacdo do coqueiro gigante e o cruzamento intervarietal
ando x gigante (Miranda Junior, 1955 citado por Aragéo et al., 2010). A literatura
reporta que, nas décadas de 60 e 70, foram realizados alguns trabalhos com
variedades de coco ando e gigante com o objetivo de desenvolver hibridos,
entretanto apenas a partir da década de 80 € que o melhoramento do coqueiro
ganhou impulso e, anos mais tarde, por volta de 1982 a 1983, formou-se o Banco
Ativo de Germoplasma de Coco (Aragéao et al.,2010).

Existem cole¢Bes de germoplasma de coqueiro em Varios paises, estando
as principais distribuidas nas Filipinas, na india, na Indonésia, na Costa do Marfim
e na Malasia. Existem, ainda, outras colecées com menor expressdao em Papua,
Nova Guiné, Mocambique, Jamaica e México (Nair et al. 1993).

No Brasil, os dados indicam a existéncia de trés cole¢cdes de germoplasma
de coco, localizados na Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola (EDBA),
na Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Rio Grande do Norte (EMPARN) e
Embrapa Tabuleiros Costeiros (CPATC) que conservam ex situ e in vivo um total
de 27 acessos (Ramos et al., 2004).

O Centro de Pesquisa Agropecuaria dos Tabuleiros Costeiros (CPATC),
localizado em Aracaju-SE, dispde de um Banco Ativo de Germoplasma de Coco
(BAG — Coco), que iniciou acdes a partir de 1982. O banco mantém acessos de
coqueiro-ando e gigante: Gigante-Oeste-Africano (GOA), Gigante-da-Malasia
(GML), Gigante-da-Polinésia (GPY), Gigante-de-Rennel (GRL), Gigante-de-
Rotuma (GRT), Gigante-de-Tonga (GTG), Gigante-de-Vanuatu (GVT), Gigante-
do- Brasil-de-Santa-Rita (GBrSR), Gigante-do-Brasil-Merepe (GBrME), Gigante-
do-Brasil-de-S&o-José-Mipibu  (GBrSM), Gigante-do-Brasil-da-Bahia-Formosa
(GBrBF), Gigante-do-Brasil-Praia-do-Forte (GBrPF), Gigante-do-Brasil-Pacatuba
(GBrPC), Gigante-do-Brasil-Olho-de-Cravo (GBrOCQ), Gigante-do-Brasil
Barrerinhas (GBrBA), Gigante-do-Brasil-Luis- Correia (GBrLC), Gigante-do-Brasil-
Senador-Georgino-Avelino (GBrSGA), Gigante-do-Brasil-Terra-do-Rei (GBITR),
Gigante-do-Brasil-Avenida (GBrAV), Anéo-Verde-do-Brasil-de-Jiqui (AveBrJ),
Ando-Vermelho-de-Camarfes (AVC), Ando-Vermelho-da-Malasia (AVM), Anao-

Vermelho-de-Gramame (AVG), Ando-Amarelo-de-Gramame (AAG) e Anéo-
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Amarelo-da-Malasia (AAM) e Ando-Verde-do-Brasil-de-Souza (AveBrS) (Siqueira
et al., 1995; Embrapa, 2009).

Um programa de conservacdo e uso de recursos genéticos tem como
objetivo o enriquecimento e a conservacdo dos recursos genéticos exoticos e
nativos que sejam de importancia socioecondmica atual e/ou potencial para o
pais. Complementando este objetivo estdo as metas para promover e aumentar,
através de caracterizacdo e avaliacdo, sua utilizacdo em programas de
melhoramento, para o desenvolvimento de uma agricultura sustentavel.

A variabilidade genética do coqueiro disponivel nas atuais colecdes de
germoplasma pode ser explorada por melhoristas em diversos programas de
melhoramento, o que permite o desenvolvimento de novas cultivares. Segundo
Batugal et al. (2005), a variabilidade genética disponivel entre populacdes de
coqueiro gigante e ando possibilita a producdo de individuos recombinantes,
provaveis portadores de caracteristicas de interesse.

Daher et al. (2002) afirma que a investigagdo da variabilidade genética
entre populacdes de coco é fundamental para a busca de fontes de variabilidade
genética e, principalmente, para o desenvolvimento de cultivares superiores
adaptadas a diferentes condigcbes ambientais, bem como para a selecdo de

parentais divergentes para potencializar a heterose em hibridacdes futuras.

3.2.2.6.Tamanho do genoma

O conhecimento do tamanho do genoma é importante em muitas areas de
pesquisa, e uma das formas de ser determinado € através da determinacdo do
contetdo de DNA. O conteudo de DNA pode ser determinado através de
diferentes técnicas, sendo a citometria de fluxo uma das mais utilizadas. Essa
técnica foi desenvolvida nos anos 50, quando era utilizada para analises de
células sanguineas. Anos mais tarde, a técnica generalizou-se a outras areas de
estudo como as células vegetais e microbianas (Loureiro, 2007). A citometria de
fluxo vem se consolidando como metodologia para varios estudos de atividade
celular, como, por exemplo, estudos sobre nivel de ploidia, estimativa do tamanho
do genoma de diferentes espécies, deteccdo de hibridos interespecificos,
deteccdo de plantas haploides, deteccéo de aneuploidias, entre outros (Machado
Junior, 2006)



38

A técnica envolve a andlise das propriedades Opticas (dispersao da luz e
fluorescéncia) de particulas que fluem numa suspensédo liquida. Para tal, os
nacleos devem ser isolados e precisam reagir com diferentes fluorocromos para
serem detectados pelo citbmetro de fluxo. Essa técnica permite analises em alta
velocidade, aleatoriamente numa populacdo sem qualquer tipo de subjetividade
(Dolezel, 1997a). O citbmetro de fluxo envolve a andlise das caracteristicas fisicas
e quimicas das células que sédo individualmente conduzidas em um canal de
corrente fluida que, ao interceptarem o feixe de luz proveniente de um laser, ou de
uma lampada, causam dispersdo em vérias direcbes e, dependendo das
caracteristicas das células, sao captadas pelo sistema (Macey, 1994).

Uma vez que a citometria de fluxo analisa as particulas individualmente e a
uma velocidade elevada, populacbes numerosas de células e organelas podem
ser medidas num curto espaco de tempo, e subpopulacdes desses citomas
podem ser facilmente detectadas (Dolezel,1997b).

A determinacdo do conteaddo de DNA foi, primeiramente, estudada em
1973 (Heller 1973) e continua a ser a principal utilizacao da citometria de fluxo em
plantas. Nas plantas, o conteudo de DNA € estimado a partir do ciclo celular, que,
de acordo com Howard e Pelc (1986), o tempo entre cada mitose € dividido em
trés fases: G1, S e G2. Durante o periodo de crescimento celular (G1), a célula
apresenta um contetdo 2C, onde C é uma constante e representa o contetudo de
um conjunto hapléide de cromossomos. Na fase S, ocorre a duplicagdo do
genoma nuclear, onde o contetdo passa de 2C para 4C, que é observado na fase
G2.

O tamanho do genoma nuclear é estimado a partir da analise da
intensidade de fluorescéncia relativa dos nucleos de tecidos de folhas jovens, que
produz um histograma com um pico dominante, o qual corresponde aos nucleos
na fase G1 do ciclo celular e um pico menor, correspondendo aos nucleos em G2.
Para a determinacdo do conteudo de DNA, o pico G1 da planta investigada é
comparado com a posicdo do pico de uma planta referéncia (padrdo), onde o
contetdo de DNA é previamente conhecido. No entanto, dependendo do
aparelho, as leituras podem sofrer algumas variagcbes que, geralmente, s&o
expressas através do coeficiente de variacdo (CV%), que, em plantas, pode variar
de 1% a 10%, sendo as amostras consideradas de alta qualidade aquelas que

apresentam CVs entre 1 a 2% (Marie e Brown, 1983; Dolezel, 1991).
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Em cada histograma, sado observados, geralmente, dois picos, o primeiro
representa os nucleos em G1 e o segundo os nucleos em G2. A estimativa do
tamanho do genoma é dada em picogramas (pg) de DNA ou em milhdes de pares
de bases (Mpb), sendo que 1pg=0,960Mpb (Cros et al., 1994 e Dolezel, 1997).

A analise por citometria de fluxo baseia-se na fluorescéncia emitida pelos
ndcleos corados com fluorocromos especificos; dentre esses, se destacam o
iodeto de propideo e o brometo de etideo que se intercalam na dupla fita de DNA,
o DAPI gue se liga a regides ricas em adenina e timina, e a mitramicina e a
cromomicina A3 que, preferencialmente, ligam-se as regides ricas em citosina e
guanina. A selecdo do fluorocromo apropriado dependerd do tipo de analise
(Dolezel,1991). O iodeto de propideo tem se destacado nas analises de
determinacao do conteudo de DNA, pois produz histogramas com Cvs inferiores
aos demais (Price e Johnston 1996).

No entanto, antes da coloracdo, é necessario obter uma suspensao dos
ndcleos. Em plantas, geralmente, utiliza-se tecido foliar, que séo cortadas na
presenca de uma solucdo tampao e, posteriormente, os nucleos sao corados com
fluorocromos especificos para aquele tipo de analise. A escolha do tampé&o para a
extracdo dos nucleos é uma etapa fundamental para a citometria de fluxo, e sua
funcao é inibir a atividade das nucleases e preservar a integridade dos nucleos.
Os mais utilizados sdo catiéns Mg?*, as poliaminas e o Triton X-100 (Galbraith et
al. 1983; Dolezel et al. 1989).

Apbs a extracdo dos nucleos, os mesmos sao filtrados em redes de nylon
de 50um, para eliminar residuos que possam atrapalhar a leitura do aparelho e,
em seguida, sao corados com fluorocromos.

A literatura reporta algumas metodologias para a citometria de fluxo como
as desenvolvidas por Galbraith et al. (1983), de Laat et al. (1987), Otto (1990) e
Price e Johnston (1996). Entretanto, 0 método mais classico é o desenvolvido por
Galbraith et al. (1983). Esse método é simples e apresenta bons resultados, no
entanto, quando se deseja obter histogramas de alta resolugdo, sédo utilizados
alguns procedimentos mais sofisticados de isolamento, que envolvem a
fragmentacao do tecido, filtragem, centrifugacao e ressuspensao para extracao do
ndcleo intacto (Otto, 1990).

As determinagBes do conteiudo de DNA necessitam da comparacdo do

genoma da espécie em estudo com o genoma de um padrao de referéncia, que
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pode ser externo ou interno. O padrao de referéncia externo é utilizado antes e
depois de cada amostra, ja o padrdo interno € preparado junto & amostra e é
menos vulneravel a erros. Em plantas, Dolezel et al. (1992) sugeriram alguns
genomas de cultivares selecionados de Raphanus sativus (2C = 1,11 pg),
Lycopersicon esculentum (2C = 1,96 pg), Glycine max (2C = 2,50 pg), Zea mays
(2C = 5,72 pg), Pisum sativum (2C = 9,09 pg), Vicia faba (2C = 26,90 pg), Secale
cereale (2C = 16,19 pg) e Allium cepa (2C = 34,89 pg) como padrdes internos de
referéncia. A selecdo do padrdo adequado € crucial para a correta estimativa do
tamanho do genoma nuclear (Dolezel et al.,1992).

O conhecimento do tamanho do genoma pode ser utilizado em estudos
sobre as relacdes filogenéticas, em analise e correlacdo do tamanho do genoma e
caracteristicas fisiologicas ou agron6micas, para estimar o efeito de fatores
ambientais no conteddo de DNA, bem como fornecer informacfes para estudos
de melhoramento, taxionomia, e evolucdo (de Laat et al.,1987; Dolezel, 1991,
Loureiro,2007).

Nas palmeiras, tém sido encontrados alguns relatos sobre a determinacao
do contetado de DNA via citometria de fluxo. Bennett e Leitch (1997) listaram o
contetdo de DNA de 583 espécies de angiospermas. Dentre essas, 0s autores
citam 86 espécies de palmeiras, todas dipléides com excecdo de uma; nessa lista
se observa que o conteudo 2C de DNA, estimado através de microdensitometria
de Feulgen, variou de 1,9 pg a 78,2pg, sendo que, para o coqueiro, o valor citado
é de 7,1pg.

Srisawat et al. (2005) determinaram o tamanho do genoma de Elaeis
guineensis (Arecaceae) Os autores testaram diferentes espécies como padrao
interno (milho, soja e tomate) e observaram que o genoma hapléide (C) da
respectiva espécie variou de 1,56 a 1,81pg o que pode ser justificado pelas
diferencas na idade das folhas utilizadas no estudo. Os autores também definiram
que a soja (Glycine max, 2c= 3,77 = 0,09 pg) foi o melhor padréo externo para a
espécie em estudo. Madon et al. (2008) e, analisando o conteudo de DNA das
espécies do género Elaeis e utilizando a soja como padréo interno, observaram
que o conteudo 2C das espécies variou de 3,64 a 4,10 pg.

Em coqueiro, sdo poucos os relatos na literatura sobre o tamanho do

conteudo de DNA. O trabalho mais recente sobre o assunto foi desenvolvido por
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Sandoval et al. (2003), que, utilizando a cevada como padrao interno, analisaram

plantas cultivadas in vitro e determinaram que o conteudo 2C foi de 5,6pg.

3.2.3. MATERIAL E METODOS

3.2.3.1. Definicéo de protocolo

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
definicdo do protocolo para as andlises em citometria de fluxo, foram utilizados
foliolos jovens provenientes de mudas da variedade Anao-Verde-do-Brasil-de-
Jiqui mantidas em casa de vegetacdo da Empresa de Pesquisa Agropecuaria do
Estado do Rio de Janeiro (PESAGRO), localizada em Campos dos Goytacazes,
Rio de Janeiro e folhas (nUmero 14) de plantas adultas das variedades Anao-
Verde-do-Brasil-de-Jiqui e Gigante-do-Brasil-Praia-do-Forte. Essas amostras
foram cedidas pelo Banco Ativo de Germoplasma de Coco, localizado na
Embrapa Tabuleiros Costeiro, em Aracaju — Sergipe.

O protocolo desenvolvido nesse estudo foi baseado na metodologia
proposta por Galbraith et al. (1983) e Otto (1990), com modificacbes. Para a
realizacdo das analises, inicialmente, o material ficou armazenado em camara
Uumida, na geladeira, durante 24h, 48h e 72h a temperatura de 10°C. Para a
suspensao dos nucleos, foram testados trés tamanhos do material foliar a ser
analisado por amostra: 0,5cm? 1cm? 1,5cm? Em seguida, o material foi
macerado com auxilio de lamina em placa de Petri na presenga de 500 pl, de
solucdo tampdo de extracdo (Partec), durante 60, 90 e 120 segundos, a
temperatura ambiente.

Posteriormente, as amostras foram filtradas, utilizando-se filtros de 50 ym
(Partec), e foram adicionados, em cada amostra, 2 ml de solu¢do de coloracdo
(Partec), contendo iodeto de propideo e Rnase, a 4°C por 30, 40 e 60 minutos. O
mesmo procedimento foi realizado com foliolos de mudas de Zea mays (contetdo
2C =5.43pg) e Pisum sativum (2C=9,07 pg), que foram utilizadas como padrao
interno (Dolezel et. al, 1992).
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Todas as amostras foram analisadas no citobmetro de fluxo Partec PA Il, e,
para cada amostra testada, foram feitas cinco repeticdes e foram contabilizados
10.000 nucleos em cada analise. Com base nos resultados, o protocolo que gerou
os melhores histogramas e coeficientes de variacao foi selecionado como o mais
adequado para o coqueiro e utilizacdo na etapa de determinag¢édo do contetudo de
DNA.

3.2.3.2.Determinacéo do contetdo de DNA do coqueiro

Para a determinacdo do conteudo de DNA da espécie, foram utilizadas
amostras de folhas (nimero 14) de 14 acessos de coqueiro, sendo seis do tipo
ando e oito do tipo gigante (Tabela 1), todas transferidas pelo Banco Ativo de
Germoplasma de Coco da Embrapa Tabuleiros Costeiro, em Aracaju — Sergipe.

As analises foram realizadas no Laboratério de Melhoramento Genético
Vegetal, setor de Citogenética da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, localizada em Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro.

O protocolo utilizado foi definido a partir de testes, como relatado
anteriormente. Amostras de folhas dos acessos de coqueiro, medindo,
aproximadamente, 0.5cm?, foram maceradas (chopped) em placa de Petri, com o
uso de uma lamina, na presenca de 500 pl de solugdo tampao de extragao
(Partec), por 90 segundos, a temperatura ambiente, para a suspensao dos
nacleos.

As amostras foram filtradas, utilizando-se filtros de 50 ym (Partec) e
submetidas a colora¢cdes. Foram adicionados 2 ml de solu¢cdo de coloracdo
(Partec), contendo iodeto de propideo e Rnase em cada tubo, a 4°C, durante 30
minutos. O mesmo procedimento foi realizado com foliolos da espécie Pisum
sativum (2C=9,07 pg), que foi utilizada como padrao interno (Dolezel et. al, 1992).
Apos alguns ajustes no aparelho, as amostras contendo os foliolos dos genotipos
de coqueiro e do padréo interno foram preparadas em conjunto e analisadas em
citbmetro de fluxo Partec PA Il. Para cada gendétipo, foram feitas cinco repeticdes,
e foram contabilizados 10.000 nucleos em cada analise. Os parametros, como
ganho, velocidade de anélise da amostra, foram definidos, anteriormente, no

estabelecimento do protocolo para a espécie, e os histogramas, meédias, areas, e
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coeficiente de variacdo foram analisados, utilizando-se Flow Max software
(Partec).

Tabela 1- Genotipos, origem e ano de introducdo dos acessos representantes do
grupo gigante e do grupo anao.

Acesso Codificagéo Procedéncia
Gigante-da-Polinésia GPY Taiti
Gigante-da-Malasia GML Malasia
Gigante-de-Rennel GRL Saloméao
Gigante-de-Rotuma GRT Fiji
Gigante-de-Tonga GTG Tonga
Gigante-de-Vanuatu GVT Vanuatu
Gigante-do-Brasil-Praia-do-Forte GBrPF Brasil
Gigante-do-Oeste-Africano GOA Costa do Marfim
Ando-Amarelo-de-Gramame AAG Brasil
Ando-Amarelo-da-Malasia AAM Malasia
Ando-Verde-do-Brasil-de-Jiqui AVeBrJ Brasil
Anao-Vermelho-de-Gramame AVG Brasil
Ando-Vermelho-da-Malasia AVM Malasia
Anao-Vermelho-de-Camardes AVC Republica Camardes

Fonte: Adaptado de Aragéo et al. (2010)

O tamanho do genoma foi, entdo, calculado de acordo com a seguinte
equacao (Dolezel e Bartos, 2005):
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= Média do pico Go/G; da amostra x contetudo de DNA 2C do padréo

Média do pico Go/G; do padréo

Para o agrupamento das médias, foi utilizado o teste Scott e Knott a de 5%

de probabilidade com o auxilio do programa estatistico Genes (Cruz, 2001).

3.2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.4.1.Definicdo de protocolo para a espécie

Os melhores resultados foram obtidos, utilizando-se 0.5cm? de amostra
foliar, 500 ul de solugdo tampao de extragdo (Partec) durante 90 segundos de
maceracao e a coloracdo com iodeto de propideo a 4°C, por 30 minutos (Figura
1). O mesmo protocolo foi utilizado para a escolha do melhor padrdo interno, e a
ervilha (Pisum sativum, 2C=9,07 pg) apresentou os melhores resultados.
Conforme a figura 2, é possivel diferenciar o pico G; da espécie em estudo do
pico G, do padréo.
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Figura 1- Histograma de citometria de fluxo para o coqueiro

Andlises dos histogramas provenientes de tais resultados revelaram picos
G, com boa resolugéo e coeficientes de variagao (CV%) em torno de 2,5% para
todos os trés gendtipos. De acordo com Marie e Brown (1993), o CV é um critério

importante na validacdo da metodologia e definem valores entre 1 e 2 % para
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analises de alta qualidade e 3 % como um valor de rotina. No entanto, a literatura
reporta que CVs menores que 5% sdo considerados valores satisfatorios
(Galbraith et al.,2002). Tais autores ainda reportam que, dependendo de algumas
espécies, como as recalcitrantes, a exemplo do Coco, a obtencédo desses valores
recomendados é bastante complicada.

No presente estudo, ndo foram observadas diferencas ao utilizar folhas
obtidas de mudas e folhas obtidas de plantas adultas ja diferenciadas. Nos dois
genaotipos (AVeBrJ e GBrPF) analisados, o protocolo foi apropriado e permitiu a
obtencdo de histogramas de qualidade e com Cvs satisfatorios (Figura 2). De
acordo com Fox e Galbraith (1990), a heterogeneidade da idade das folhas é
considerada como um obstaculo para os estudos com citometria de fluxo e pode

ser contornado otimizando cada passo do método para a extracdo dos nucleos.
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Figura 2 — Histogramas obtidos a partir da citometria de fluxo. A) AveBrJ (foliolos);
B) AveBrJ (folha 14); C) GBrPF (folha 14).
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Esse é o primeiro trabalho onde se utilizou folhas adultas para determinar o
conteudo de DNA de diferentes genoétipos da espécie. Sandoval et al. (2003)
utilizaram, apenas, foliolos de embrides cultivados in vitro de coqueiro, pois
encontraram dificuldades quando analisaram folhas mais diferenciadas. Os
resultados encontrados nesse estudo permitem que analises sejam feitas com
plantas adultas, o que pode facilitar pesquisas que envolvam o uso de plantas
adultas e onde ha dificuldade de se obter plantulas, o que demanda maior tempo

No entanto, foi possivel inferir que a qualidade dos histogramas decresceu
a medida que as amostras ficavam mais tempo armazenadas na geladeira,
(Tabela 3), ou seja, os melhores resultados foram obtidos das amostras que
permaneceram 24h sob refrigeracdo. Teoricamente, qualquer tecido contendo
ndcleos intactos é apropriado para a medicdo do conteudo de DNA nuclear
(Greilhuber et al. 2007). No entanto, geralmente, recomenda-se o0 uso de folhas
completamente expandidas e quase frescas; o tecido deve estar intacto, livre de

doencas e parasitas (Dolezel e Bartos 2005).

Tabela 3- Coeficientes de variagcdo (CV%) de trés gendtipos submetidos a
diferentes tempos de armazenamento sob refrigeragéo em geladeira.

Genotipos 24h (CV%) 48h (CV%) 72h (CV%)
AVeBrJ * 2,5 3,0 6,7
AVeBrJ 2,5 3,0 6,9
GBrPF 3,0 4,0 7,2

*folhas obtidas de mudas

Em Arecaceae, sdo poucos os relatos sobre a determinacao do contetdo
de DNA via citometria de fluxo, os existentes utilizam, geralmente, amostras
cultivadas in vitro. Sandoval et al.(2003) utilizaram folhas imaturas de embrides
zigoticos cultivados in vitro da variedade de coco Ando Amarelo da Maléasia, para
a determinacdo do conteudo de DNA da espécie. J& Srisawat et al.(2005), ao
determinar o conteudo de DNA de dendé (Elaeis guineensis), também utilizaram
foliolos provenientes de calos cultivados in vitro. Oliveira (2012) determinou o
conteudo de DNA de seis espécies do género Oenocarpus (Arecaceae), utilizando

folhas jovens de material cultivado in vitro. Esses dados permitem inferir que a
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determinacdo do conteddo de DNA pode ser realizada tanto com folhas de
plantas jovens quanto adultas sem afetar a qualidade das analises.

Em relacdo ao tamanho do material foliar, os resultados onde se utilizaram
amostras de 1cm?e 1,5cm? apresentaram histogramas com alguns debris, 0 que
comprometeu a qualidade da analise e refletiu em maiores CVs, em torno de 6%.
Conforme Loureiro (2007), a quantidade de material vegetal necessaria depende
do tecido e deve ser determinada empiricamente. Tipicamente 20 a 100 mg de
material foliar por amostra é suficiente para a maioria das espécies a fim de se
obter uma taxa de fluxo de amostra de 50 a 100 particulas / s .Em muitos
trabalhos de citometria de fluxo de plantas, utilizam-se, aproximadamente, 50 mg
de material foliar para a obtencdo de resultados satisfatérios (Loureiro 2007,
Galbraith et al, 1983; de Laat et al.,1987). Na familia Arecaceae, a literatura
reporta que esse valor pode variar de 20mg a 80 mg (Sandoval et al., 2003;
Srisawat et al., 2005, Oliveira, 2012); no presente trabalho, foliolos com 0.5cm?
utilizado corresponde a 30mg, o que se aproxima do observado em outras
espécies da familia Arecaceae.

Para a suspensdo dos nucleos, os tempos de 60 e 120 segundos nao
apresentaram resultados satisfatorios. Observou-se que, nas analises onde as
amostras foram maceradas durante 60 segundos, a quantidade de nucleos
suspensos e coloridos foi bastante inferior as demais, 0o que ndo permitiu a
contagem de 10.000 nucleos em cada amostra, sendo necessario utilizar uma
maior quantidade de tecido foliar. Esse tempo foi considerado insuficiente para
liberacdo total dos nucleos. Ja nas analises onde as amostras foram maceradas
durante 120 segundos, foi possivel observar histogramas com presenca de debris
préximo ao pico G1, o que, também, comprometeu a qualidade dos resultados.

Quanto ao tempo de coloracdo com iodeto de propideo e Rnase (Partec),
nao foram observadas diferencas em relacdo a quantidade de ndcleos coloridos e
a qualidade da amostra, ou seja, nas analises onde foram testados os trés tempos

de coloracéo 30, 40 e 60 minutos, os resultados foram satisfatérios e similares.

3.2.4.2.Determinacéo do conteudo de DNA

Os resultados obtidos com o protocolo desenvolvido para a espécie, neste
estudo, foram satisfatorios para todos os 14 gendtipos analisados.
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Consequentemente, a metodologia gerou histogramas apresentando picos
de nucleos GO/G1 com alta resolucéo tanto para os gendtipos do grupo Andao,
guanto para os do grupo Gigante (Figura 3 e 4).

Os histogramas gerados apresentaram-se com boa resolu¢cdo e com pouco
debris em todas as amostras o que refletiu, diretamente, nos coeficientes de

variacéo (CVs) que variaram de 2.5% a 3.2%.
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Figura 3 — Histogramas dos acessos de coqueiro do grupo Anao.
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Figura 4 — Histogramas dos genotipos de coqueiro do grupo gigante.
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A partir da analise dos histogramas, foi estimado o conteido 2C de DNA
para todos os gendtipos conforme a tabela 4.

Tabela 4 — Contetdo de DNA (pg) de 14 gendtipos de coqueiro pertencentes ao
grupo Anéo e ao grupo Gigante e Coeficientes de variacao (CVs).

Acessos Conteudo de CV(%)
DNA (pg)
Gigante de Rennel 5.72 a 3.1
Gigante da Polinésia 5.68b 2.8
Gigante de Rotuma 5.66 b 3.2
Gigante do Brasil Praia do Forte 5.60c 3.2
Ando Vermelho de Gramame 5.58 ¢ 2.7
Ando Amarelo de Gramame 5.56 ¢ 2.8
Ando Amarelo da Malasia 5.56 c 25
Ando Vermelho da Malasia 5.56 c 2.8
Gigante de Vanuatu 554 ¢ 2.7
Gigante de Tonga 554 ¢ 3.0
Ando Vermelho de Camardes 554 c 3.0
Ando Verde do Brasil de Jiqui 5.52d 2.5
Gigante da Maléasia 5.50d 2.9
Gigante do Oeste Africano 5.48d 2.9

De acordo com a tabela 4, o contetdo de DNA 2C dos 14 acessos variou
de 5,48pg a 5,72pg; entretanto, os valores entre os gendtipos foram bastante
similares. Porém, o teste Scott e Knott utilizado para o agrupamento de médias
revelou que ha diferencas significativas entre o conteddo de DNA dos 14
gendtipos. O acesso Gigante-do-Oeste-Africano foi o que apresentou o menor
contetdo de DNA (5,48pg) e o Gigante-de-Rennel se destacou como o acesso de
maior tamanho gendmico (5,72pg). Dentro do grupo ando, 0 acesso que
apresentou maior conteido de DNA foi o0 Ando-Vermelho-de-Gramame, e o Anao-
Verde-do-Brasil-de-Jiqui foi o gendétipo com menor conteudo 2C (tabela 4). A
meédia do conteudo de DNA do grupo Gigante ficou em torno de 5,59 pg, do grupo
Ando em torno de 5,55 pg e da espécie em torno de 5,57pg, o que, conforme

Marie e Brown (1993), em pares de bases a espécie apresenta 5.347 Mpb.
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Cambui (2007), ao realizar estudos de divergéncia genética, observou que
0 anao verde € mais similar ao ando vermelho de Camardes e mais divergente do
ando amarelo da Malasia. De acordo com a tabela 4, em relacdo ao contetdo de
DNA, essa similaridade, também, é observada, no entanto o agrupamento de
médias mostra que o Ando-Verde-do-Brasil-de-Jiqui difere, estatisticamente, do
Ando-Vermelho-de-Camardes. J& em relacdo aos anbdes amarelos, o Anéo-
Amarelo-da-Maléasia nao difere, estatisticamente, do Ando-Amarelo-de-Gramame,
0 que se assemelha ao encontrado por Siqueira et al., (1998), que considera tais
acessos como um tipo unico.

Daher et al. (1998) consideram os anbes vermelhos geneticamente
distintos. A tabela 4 mostra que o ando vermelho de Gramame apresenta um
conteudo 2C superior ao ando vermelho da Malasia, entretanto essa diferenca
nao é significativa.

Em coqueiro, analises como essas, ainda, séo incipientes; Roser et al.,
(1997) estimaram o conteudo de DNA do coqueiro através de microdensitometria
de Feulgen e obtiveram um valor 2C de 7,1 pg. Sandoval et al. (2003) avaliaram
diferentes amostras de coco cultivados in vitro e observaram que o valor do
contetdo 2C, para a espécie, foi de 5,6pg, utilizando-se a cevada como padréo
interno. Esse valor se aproxima do observado neste estudo, mesmo utilizando
padrées internos diferentes. Isso fornece maior confiabilidade para estudos
futuros, os quais necessitam saber o tamanho aproximado do genoma da
espécie.

O valor encontrado neste estudo foi um pouco diferente dos registrados
para outras espécies da familia Arecaceae (Bharathan et al. 1994; Rival et al.
1997). A quantidade de DNA tem sido estudada em vérias familias de
angiospermas, sendo que, na familia Arecaceae, os primeiros estudos foram
feitos com palmeiras em 1997, onde foram utilizadas 83 espécies pertencentes a
53 géneros. Os autores observaram que o conteudo 2C variou de 1.9pg
observado em uma espécie dipldide (Phytelephas aequarorialis Spruce) a 78,2pg
observado em uma espécie com alto nivel de poliploidia (38X) (Voanioala gerardii
J. Dransf.) (Roser et al., 1997). No entanto, nesse estudo, 0s autores utilizaram
outra metodologia, a microdensitometria de Feulgen. Trabalhos mais recentes em
palmeiras, utilizando-se citometria de fluxo, reportam valores 2C de 17,5 pg para

a Trithrinax campestris, considerado alto para as palmeiras (Gaiero et al., 2012) e
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valor 2C de 5,8 pg para a palmeira Acrocomia aculeata, valor este proximo do
obtido neste estudo (Abreu et al., 2011).

Mandon et al.(2008) determinaram o conteudo de DNA do género Elaeis
que relune importantes palmeiras da familia Arecaceae e observaram que o
contetdo 2C, entre as espécies, variou de 3,64pg a 4,10pg. Nesse trabalho, foi
utilizada como padrdo externo a soja (Glycine max, 2C= 2.5pg). Ja 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
diferencas na quantidade de DNA ocorrem devido a rearranjos estruturais
cromossOmicos, tais como dele¢des, duplicacdes, inversdes e translocacbes. Em
outro trabalho, Oliveira (2012), ao estimar o conteido de DNA de 5 espécies do
género Oenocarpus (Arecaceae), observou valores que variaram de 6,46pg a
6,96pg.

3.2.5.CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

- O conteudo de DNA pode ser realizado, utilizando-se folhas adultas ja
diferenciadas, o que facilitara futuros trabalhos com material adulto conservado

em colecdes ex situ in vivo, como é o caso do coqueiro;

- O conteudo de DNA, dentro da espécie, foi varidvel, sendo o valor médio do
contetudo de DNA 2C do grupo Gigante de 5,59 pg, enquanto, no grupo Anéo, o
valor foi de 5,55pg;

- O contetdo de DNA 2C da espécie foi de 5,57pg, considerado um tamanho de

genoma pequeno dentro da familia Arecaceae;

- Embora estatisticamente significativas, as diferencas de contetdo de DNA foram
pouco expressivas, sendo a diferenca do maior para 0 menor de 4,2%. As
diferencas existentes ndo promovem uma distingdo entre os tipos gigante e anao,

havendo maior variabilidade entre os acessos gigantes.
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