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1. INTRODUCAO

O conhecimento do conteudo de DNA nuclear € importante para definir
estratégias de pré-melhoramento nos programas de melhoramento genético de
plantas (PELLICER; LEITCH 2014; SHILPHA et al. 2014). Por exemplo, a
hibridagdo entre genitores com ploidia diferente geralmente causa falhas no
pareamento cromossémico, pode resultar em progénie com niveis de ploidia
diferentes daqueles dos pais e inférteis (SUDA ET AL. 2007; NORDEN et al. 2020).
A quantidade de DNA nuclear (valor = 2C) ou o tamanho do genoma é mensurado
em picogramas (1 x 10° g) ou em pares de megabases (Mbp, onde 1pg = ~978
Mbp, de acordo com Dolezel et al. 2007). O valor C refere-se a estabilidade da
guantidade de DNA nuclear de um organismo em um complemento cromossémico
monoploide, independentemente da ploidia. Uma vez que o contetdo de DNA (2C)
esta relacionado ao nivel de ploidia, a citometria de fluxo € uma alternativa mais
rapida e eficiente em comparacdo a outros métodos como a contagem de
cromossomos (DOLEZEL et al. 1997; DOLEZEL et al. 2007). Quantidades de DNA
podem ser analisados com alta precisdo, com coeficientes de covariacao (CV) dos
picos de DNA geralmente entre 1 a 5% (BENNETT; LEITCH 2011).

Solanum commersonii Dunal (Solanaceae) (Figura 1) € um parente silvestre
da batata cultivada (S. tuberosum L.), nativo do sul da Ameérica do Sul, com
distribuicdo geogréfica na Argentina, Brasil, Paraguai e Uruguai (SPOONER et al.
2016). A espécie é alocada no pool génico terciario da cultura, é incompativel
sexualmente com a cultura, porém tem grande importancia no melhoramento da
cultura da batata (S. tuberosum), por conter caracteristicas de resisténcia aos
diversos estresses bidticos e abidticos (BASHIR et al. 2021).

Com vistas a fornecer subsidios para a curadoria de germoplasma e a
tomada de decisdo no pré-melhoramento e em programas de melhoramento
genético da batata, o objetivo deste estudo foi estimar o conteido de DNA (2C) e
inferir a ploidia de 24 acessos de S. commersonii conservados no Banco de
Germoplasma de Batata da Embrapa Clima Temperado.
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Figura 1. Solanum commersonii. Partes da planta provinda de diferentes acessos:
A) Habito da planta (BGB459, Klasen et al. 7), B) Tubérculos (BGB001, Delorge
M.C. 8), C) Folhas (BGBO001, Delorge M.C. 8), D) Flor (BGB004, Pereira A.S. 21),
E) Frutos (BGB0O04, Pereira A.S. 21).

2. METODOLOGIA

Uma planta por acesso foi cultivada a partir do plantio de tubérculo em vaso
de 5L contendo substrato TurfaFértil® e nutricdo suplementar recomendada para a
cultura da batata. Foram coletadas folhas jovens (30 mg por acesso), que foram
fragmentadas em 700 uL de tampao de extracdo WPB. A solucao foi filtrada em
uma tela de nylon (50 um) e adicionada de 25 uL de tampéo de extracdo com 1
mg/mL de iodeto de propideo e 5 uL de RNase. A suspensdo obtida permaneceu
por 1 hora no escuro a temperatura ambiente. Para cada amostra 10.000 ndcleos
foram analisados usando escala logaritmica, em citdmetro de fluxo CytoFLEX LX
(Beckman Coulter). Folhas de Pisum sativum L. foram utilizadas como padréo
interno (9,09 pg/2C) (DOLEZEL et al. 2007). Para cada acesso foram realizadas 3
leituras. O conteudo 2C foi calculado usando o pico médio de 3 repeticbes por
amostra e do padrdo interno. Somente medidas com coeficientes de variacao
menores que 5% foram consideradas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os coeficientes de variacdo encontrados para os picos G1 variaram de
3,04% a 5% nas amostras analisadas. Foram inferidos dois niveis de ploidia nos
acessos analisados de S. commersonii: diploide (2x) - BGB003, BGB009, BGB011,
BGB027, BGB030, BGB045, BGB048, BGB051, BGB055, BGB059, BGB063,
BGB068, BGB072, BGB077, BGB455 e BGB460; e triploide (3x) - BGBO00S,
BGBO037, BGB053, BGB067, BGB085, BGB459, BGB470 e BGB490.

O conteudo de DNA (2C) observado variou entre 1,96 a 3,67 pg (Tabela 1).
A variacao no conteudo 2C de DNA nuclear foi de 1,96 a 2,03 pg nos diploides e
2,64 a 3,67 nos triploides. BGB003 apresentou o0 menor conteddo de DNA entre 0s
diploides (1,96 pg) e BGB067 (3,67 pg) o maior. Entre os triploides, BGB053
apresentou o menor valor (2,64 pg), enquanto BGB067 (3,67 pg) apresenta o maior
valor medido.
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Tabela 1. Acessos de batata-silvestre (Solanum commersonii) do Banco de
Germoplasma de Batata (BGB) da Embrapa Clima Temperado. Cédigo do acesso
seguido pelo contetdo de DNA (picogramas) e ploidia inferida.

Acesso DNA pg ploidiainferida Acesso DNA pg ploidiainferida

BGB003 1,96 diploide BGB059 1,97 diploide
BGB008 2,90 triploide BGB063 2,03 diploide
BGB009 191 diploide BGB067 3,67 triploide
BGBO11 1,63 diploide BGB068 1,92 diploide
BGB027 1,75 diploide BGBO072 1,89 diploide
BGB030 1,85 diploide BGBO77 1,95 diploide
BGB037 3,06 triploide BGB085 3,05 triploide
BGB045 1,91 diploide BGB455 1,61 diploide
BGB048 1,82 diploide BGB459 2,86 triploide
BGBO051 1,94 diploide BGB460 1,55 diploide
BGBO053 2,64 triploide BGB470 2,89 triploide
BGB055 1,97 diploide BGB490 2,84 triploide

A citometria de fluxo tem sido rotineiramente utilizada para estimar o
contetudo de DNA e a ploidia em programas de melhoramento genético de diversas
culturas agricolas, assim como em diferentes espécies, a exemplo de banana
(Musa acuminata e M. balbisiana) (DOLEZEL et al. 1994), mirtilo (Vaccinium elliottii)
(NORDEN et al. 2020), e gramineas forrageiras (Festuca ovina) (Qui et al. 2020)
Por exemplo, o pool génico de espécies de batata € composto por diferentes grupos
designados por combinacdo do numero do balanco endospérmico e ploidia que
incluem 2x(1EBN), 2x(2EBN), 4x(2EBN), 4x(4EBN) and 6x(4EBN) (Bradeen et al.
2011; Spooner et al. 2014), desta forma, .sendo a batata cultivada tetraploide, o
conhecimento prévio dos valores de ploidia auxiliara a introgressao de diversidade
genética a partir das espécies-silvestres aparentadas mais distantes, seja pela
manipulacdo cromossdmica, via gametas ndo-reduzidos (pdlen ou 6évulo 2n) ou
pela utilizacdo de espécie-ponte, assim como manter a estabilidade genética da
progénie (MANSUELLI; CAMADRO 1997).

4. CONCLUSOES

A citometria de fluxo possibilitou estimar a quantidade de DNA e estimar a
ploidia de 24 acessos de S. commersonii do Banco de Germoplasma de Batata da
Embrapa Clima Temperado.

Estudos citogenéticos futuros possibilitardo confirmar a ploidia inferida nos
acessos de S. commersonii do Banco de Germoplasma de Batata da Embrapa
Clima Temperado de modo favorecer o direcionamento dos cruzamentos visando
a introgressdo de caracteristicas de interesse para o germoplasma da batata-
cultivada.
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