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Resumo — Experimentos de montagem de genomas dependem de estima-
tivas iniciais do conteudo de DNA nuclear de uma espécie alvo. A citometria
de fluxo é uma ferramenta de baixo custo, utilizada em rotina, para estimar
o tamanho do genoma a partir do conteiudo de DNA nuclear de plantas. O
capim-andropogon (Andropogon gayanus Kunth) € uma graminea perene,
tetraploide (2n = 4x = 40), resistente a solos de baixa fertilidade e com baixa
disponibilidade hidrica. Ha potencial de dinamizagéo do processo de desen-
volvimento de cultivares pelo uso de ferramentas genémicas. O tamanho do
genoma de trés cultivares de capim-andropogon foi estimado por citometria
de fluxo. O tamanho médio estimado para o genoma haploide de capim-an-
dropogon foi de 1,5 Gpb C' e 770 Mpb Cx'. Os resultados obtidos neste
trabalho séo inéditos para cultivares dessa espécie e guiarao os esforgos de
sequenciamento para montagem do seu genoma.

Termos para indexagao: citometria de fluxo, DNA nuclear, forrageira,
pastagem.

' Bidlogo, doutor em Biologia Molecular, pesquisador da Embrapa Cerrados,
Planaltina, DF
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Title: Genome Size Estimation in Gamba
Grass Cultivars (Andropogon gayanus K.)

Abstract — Genome assembly projects depend on reliable estimates of nu-
clear DNA content for a target species. Flow cytometry is routinely used as a
low-cost method for analyses of nuclear DNA content in plants. Gamba grass
(Andropogon gayanus Kunth) is a tetraploid (2n = 4x = 40) perennial grass re-
sistant to low fertility soils with limited water supply. The gamba grass breeding
program at Embrapa Cerrados has selected genotypes during the last decade
with a focus on plant architecture, leaf/culm ratio, tillering, dry matter yield and
nutritional quality. Cultivar releases of the breeding program could potentially
take place quicker with the use of genomic tools. The genome sizes for three
gamba grass cultivars were estimated by flow cytometry. The mean haploid
genome size for gamba grass was 1.5 Gbp C" and 770 Mbp Cx™'. Results of
this study will lead genome assembly efforts for gamba grass.

Index terms: flow cytometry, nuclear DNA, forage, pasture.
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Introducao

O planejamento de experimentos para montagem de genomas pode se
beneficiar de estimativas iniciais do conteudo de DNA nuclear. Boas estima-
tivas do seu tamanho permitem planejamentos prévios adequados, relacio-
nados aos esforgos necessarios para o sequenciamento, quanto a cobertura
recomendada e a previsdo de custos financeiros e computacionais para de-
terminada espécie alvo. A complexidade de um genoma nao se restringe ao
seu tamanho em pares de base (pb). As proporcdes de conteudo repetitivo,
a ploidia, e os niveis de heterozigosidade de um genoma sdo complicadores
adicionais que podem tornar a execugao de projetos genoma mais ou menos
complexa. Estimativas do tamanho de genomas também podem fornecer in-
formacgdes valiosas para estudos filogenéticos e como critério de selegéo de
materiais para cruzamentos em programas de melhoramento (Ishigaki et al.,
2010).

A citometria de fluxo € uma ferramenta utilizada para medir caracteristicas
quimicas e fisicas de uma amostra de células ou particulas celulares (Picot
et al., 2012). Entre suas diversas aplicagbes, a quantificagdo do contetdo de
DNA tem sido usada em rotina como metodologia de baixo custo para analise
do conteudo de DNA nuclear em plantas (Dolezel, 2003; Dolezel et al., 2007).
A preparacao de amostras é rapida e os reagentes utilizados sdo de baixo
custo (Dolezel et al., 2007).

O capim-andropogon (Andropogon gayanus Kunth) € uma graminea pere-
ne, resistente a solos de baixa fertilidade e a ambientes com baixa disponibi-
lidade hidrica. E uma forrageira alégama, rustica, resistente a cigarrinha das
pastagens e com boa rebrota ao final do periodo seco (Fonseca et al., 2020).
O programa de melhoramento de capim-andropogon na Embrapa Cerrados
tem avangado a selecdo de materiais, nos ultimos 10 anos, com foco em ar-
quitetura da planta, relacao folha/haste, capacidade de perfilhamento, produ-
tividade e qualidade nutricional da forragem. Ha potencial de dinamizagao do
processo de desenvolvimento de cultivares pelo uso de ferramentas genémi-
cas (Pereira et al., 2018). Entretanto, ndo ha nenhuma informagéao disponivel
quanto ao genoma da espécie, com excec¢ao de caracterizagdes citogenéti-
cas realizadas nos anos de 1980 (Okoli; Olorode, 1983). Iniciativas para o
desenvolvimento e uso de recursos genémicos serdo beneficiadas por uma
base minima de conhecimento sobre a complexidade do genoma da espécie.
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Com o intuito de ampliar o conhecimento basico acerca do genoma do
capim-andropogon, este trabalho estabeleceu as primeiras estimativas de
tamanho do genoma de cultivares de Andropogon gayanus, avaliados por
citometria de fluxo.

Material e Métodos

Material vegetal

As amostras provieram de trés cultivares de Andropogon gayanus de-
senvolvidas pela Embrapa: Planaltina, Baeti e BRS Sarandi (cultivar criada
pela Embrapa Cerrados). Para cada cultivar, cinco folhas foram coletadas
de trés plantas mantidas nos Campos Experimentais da Embrapa Cerrados
(Planaltina, DF, Brasil, 15° Sul; 47° Oeste), cultivadas em parcelas consti-
tuidas por oito plantas. As folhas foram armazenadas em sacos plasticos e
mantidas em gelo durante o transporte.

Citometria de fluxo

Tecido foliar das plantas de cada cultivar e de um padrao interno (Raphanus
sativus cv. Saxa, 2C= 1.11 pg, (Dolezel et al., 1998)) foram cortados com uma
l&mina de bisturi estéril e armazenados em uma placa de Petri mantida no
gelo. Aproximadamente 1 cm? de tecido foliar jovem foi utilizado para o prepa-
ro de suspensodes nucleares, de acordo com Dolezel et al. (2007). As amos-
tras de tecido foram embebidas em 1 mL de tamp&o de extragdo LB01 pH 7,5
(Tris 15 mM, Na,EDTA 2 mM, espermina 0,5 mM, KCI 80 mM, mercaptoetanol
15 mM, e Triton X-100 0,1% (v/v)) (Dolezel et al., 1989) e picadas com uma
l&mina de bisturi. Amostras em suspenséao foram filtradas em uma malha de
nailon de 40 pym (CellTrics, PARTEC) e acrescidas de 25 pL de iodeto de
propidio (1 mg/mL) e 25 puL de RNAse (1 mg/mL). As medidas de intensidade
de fluorescéncia foram tomadas em um citdmetro de fluxo BD FACSCalibur
(BD Biosciences, EUA). Para cada amostra, 10 mil eventos foram avaliados e
trés analises em réplica foram realizadas para cada cultivar. Os histogramas
obtidos foram analisados utilizando-se o software livre Flowing, disponibiliza-
do no enderego http://www.flowingsoftware.com (Flowing Software, 2020). O
valor 2C em picogramas (pg), que corresponde ao conteudo de DNA do con-
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junto cromossémico completo de uma célula em fase G1 do ciclo celular, foi
calculado a partir da relagéo linear entre sinais de fluorescéncia de nucleos
corados de amostras desconhecidas e aqueles do padrao de referéncia.

A converséo dos valores de 2C em pares de bases (pb), correspondentes
ao conteudo do genoma nuclear haploide (C'), foi realizada de acordo com
a férmula [Tamanho de genoma (Mpb) = Valor 2C (pg) x 980 Mpb]/2, ou seja,
assumindo 1 pg = 980 Mpb (Dolezel, 2003). O conteudo do genoma nuclear
monoploide (Cx) corresponde a metade do holoploide (2n=4x).

Resultados e Discussao

A citometria de fluxo € uma ferramenta acurada, eficiente e de facil uso
para estimativa de conteddo de DNA nuclear (Ishigaki et al., 2010). Segundo
Ochatt (2008), ela é essencial para a compreensado dos mecanismos € pro-
cessos fundamentais subjacentes ao crescimento, desenvolvimento e fun-
¢ao das plantas. Na Figura 1, mostra-se um dos histogramas resultantes da
analise por citometria de fluxo, com trés picos distintos. Os dois primeiros
picos, G1 e G2, representam os picos dos nucleos do padrédo de referéncia
utilizado, que foi o rabanete (Raphanus sativus cv. Saxa). O terceiro pico, G1
Andropogon, refere-se aos nucleos das amostras de Andropogon gayanus.

Na Tabela 1, mostram-se as estimativas de conteudo de DNA nuclear e
tamanho de genoma para os trés gendtipos avaliados. Os tamanhos de ge-
noma sao expressos em fungdo do numero de cromossomos n (C, ou tama-
nho de genoma holoploide) e pelo conjunto haploide x (Cx ou tamanho de
genoma monoploide). Os trés gendtipos apresentaram uma estimativa média
de tamanho de genoma de 1,5 Gpb, sem diferencgas significativas entre eles.
Quando expresso em Cx (monoploide), o valor médio aproximado foi de 770
Mpb. O nimero de cromossomos relatado para A. gayanus var. bisquamu-
latus é 2n = 4x = 40 (Okoli; Olorode, 1983), com sugestdes de que os indivi-
duos poliploides da espécie sado alotetraploides, originados a partir da hibri-
dizacado entre A. gayanus e A. tectorum diploides (2n = 20) (Foster, 1962). A
confirmagéo da estabilidade na quantidade de DNA entre as cultivares de ca-
pim-andropogon reforga o conhecimento prévio acerca de suas origens (cvs.
Baeti e BRS Sarandi derivadas da cv. Planaltina), da poliploidia na espécie e
fornece embasamento tedrico para o direcionamento de cruzamentos entre
cultivares que favoregam o desenvolvimento do programa de melhoramento.
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1.390 G1
Raphanus sativus
cv Saxa

G1
Andropogon

Eventos

G2
R. sativus
cv Saxa

10° 1o Intensidade da fluorescéncia 1o
Figura 1. Medidas de intensidade de fluorescéncia de capim-andropogon (Andropo-
gon gayanus) e rabanete (Raphanus sativus), obtidas em citdbmetro de fluxo. O pico
G1 Andropogon corresponde ao conteldo de DNA nuclear de capim-andropogon. Os
picos G1 e G2 Raphanus sativus cv. Saxa correspondem ao padrao de referéncia
utilizado.

Tabela 1. Conteidos de DNA nuclear e tamanhos do genoma de cultivares de
capim-andropogon (Andropogon gayanus) expressos em fungao do conteddo holo-
ploide (C') e monoploide (Cx").

Cultivar Média pg!” (2C) Mpb®@ C- Mpb® Cx-'!
Planaltina 3,13 £ 0,04 1.534 £ 19,6 767 £9,8
Baeti 3,16 £ 0,03 1.548 £ 14,7 77474

BRS Sarandi 3,20+ 0,13 1.568 + 63,7 784 £ 31,9

(™ pg = picograma=10'2 g
@ Mpb = 10° pares de bases

Outras espécies cultivadas da tribo Andropogoneae apresentam ta-
manhos de genoma que variam de 772 Mpb em sorgo (Sorghum bicolor)
(Arumuganathan e Earle, 1991); 2,5 Gpb em milho (Schnable et al., 2009);
5,3 Gpb em Miscanthus sinensis (Rayburn et al., 2009); até 10 Gpb em cana-
-de-agucar (Saccharum spp.) (Garsmeur et al., 2018). Para fins comparativos,
espécies de braquiaria, pertencentes ao principal género de gramineas forra-
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geiras cultivadas no Brasil (Urochloa, tribo Paniceae), tiveram estimativas de
tamanho de genoma com base em citometria de fluxo, relatadas por Ishigaki
et al. (2010), com valores variando de 615 Mpb para U. ruziziensis (diploide);
1,4 Gpb para U. brizantha Marandu; 1,6 Gpb para U. decumbens Basilisk
(tetraploides); e 1,9 Gpb para U. humidicola (hexaploide). No proprio géne-
ro Andropogon, estimativas para Andropogon gerardii hexaploide (2n = 60)
tiveram um valor médio 2C de 7,46 pg, o que corresponde a um tamanho de
genoma de 3,6 Gpb (Keeler, 1992; Keeler et al., 1987).

Por ter modo de reproducgdo sexuada e ser aldgama, com relatos na lite-
ratura de forte depressédo por endogamia (Foster, 1962), é possivel que A.
gayanus tenha um genoma complexo, com alto nivel de heterozigosidade.
Aliada a poliploidia, a possivel alta heterozigosidade implicara que esforgos
de montagem de genoma n&o serdo triviais € demandarao a aplicacédo de
uma combinacgao de tecnologias para a obtengdo de uma montagem de boa
qualidade. Como exemplo, o uso de sequenciamento de terceira geracao
baseado em longos fragmentos de DNA, aliado a mapas de captura de con-
formagao de cromossomos (Hi-C), sao alternativas hoje acessiveis aos gru-
pos de pesquisa (Pessoa-Filho, 2019). A expectativa, no médio prazo, é de
disponibilidade de painéis de genotipagem baseados em variantes simples
(SNPs), customizados para aplicagdes como confirmacgao de cruzamentos,
deteccao de contaminagdes em familias de meios-irméaos, estudos de asso-
ciagcao para descoberta de regides gendmicas associadas a caracteristicas
de interesse para o programa de melhoramento e selecdo genémica para
diminuicdo no tempo dos ciclos de selegao, com consequente aumento nas
taxas de ganho genético. Uma base bem estabelecida por um genoma de re-
feréncia de qualidade possibilitara a composicao de bancos de dados amplos
de variantes, permitindo, com a selecéao criteriosa de SNPs de qualidade, a
composic¢ao de arranjos de genotipagem para uso no programa de melhora-
mento genético do capim-andropogon.

Conclusao

N&o ha diferengas significativas no tamanho do genoma dos trés culti-
vares de capim andropogon estimados com o uso de citometria de fluxo.
Os resultados relativos as estimativas de conteido de DNA nuclear e de ta-
manho de genoma guiarao futuros esforgos de sequenciamento para mon-
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tagem do genoma de A. gayanus, como base para o desenvolvimento e o
uso de recursos gendmicos para apoio ao desenvolvimento de cultivares de
capim-andropogon.
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