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Resumo — O objetivo deste trabalho foi determinar o nimero de cromossomos e o conteido de DNA nuclear
em cinco espécies do género Amaranthus, de ocorréncia comum no Brasil. Cromossomos metafasicos foram
obtidos pela técnica de secagem a chama e corados com Giemsa 5%, e o conteudo de DNA foi determinado por
citometria de fluxo. Observou-se 2n=32 cromossomos em 4. hybridus e 2n=34 nas demais espécies estudadas,
o que ¢ indicativo de ocorréncia de disploidia descendente. O conteudo de DNA nuclear variou de 1,28 a 1,79
pg, € A. deflexus apresentou o maior valor.

Termos para indexagdo: caruru, citogenética, disploidia, variabilidade genética.

Chromosome number and nuclear DNA content of species
of the genus Amaranthus (Amaranthaceae)

Abstract — The objective of this work was to determine the chromosome number and nuclear DNA content
of five species of the genus Amaranthus, which commonly occur in Brazil. Metaphase chromosomes were
obtained through the flame drying technique and stained with 5% Giemsa, and DNA content was determined
by flow cytometry. 2n=32 chromosomes were observed in 4. hybridus and 2n=34 in the other studied species,
indicating the occurrence of descendant dysploidy. The nuclear DNA content ranged from 1.28 to 1.79 pg, and

A. deflexus had the highest value.

Index terms: caruru, cytogenetics, dysploidy, genetic variability.

Em torno de 60 espécies sdo classificadas
botanicamente como Amaranthus (Tourn.) L., das quais
10 sdo de ocorréncia comum nas lavouras brasileiras,
onde sdo consideradas plantas invasoras com o nome
comum de caruru. Essas espécies tém como centro
de origem a América Tropical, mas sdo empregadas
na alimentagdo humana e animal em vérias partes do
mundo (Kissman & Groth 1999, Carvalho et al. 2008).
No Brasil, o consumo pela populagdo se restringe
a alguns grupos étnicos e a populag¢des rurais, uma
vez que essas plantas sdo tidas como hortaligas nao
convencionais, embora apresentem alto valor nutritivo,
com destaque para proteinas, vitaminas e minerais
(Amaya-Farfan et al., 2005).

A delimitacdo das espécies de Amaranthus ¢
considerada taxonomicamente dificil, em razdo das
semelhancas morfologicas inter e intraespecificas.
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Além disso, a ocorréncia de hibridos naturais e
as variagdes cromossOmicas tornam ainda mais
complexo o processo de identificacao (Jeschke et al.,
2003). As contagens cromossdmicas ¢ a estimativa do
contetido de DNA podem ser alternativas para auxiliar
na discriminagdo das espécies; no entanto, ainda sdao
escassos os trabalhos que analisam essas caracteristicas
(Pratt et al., 2008).

Em pesquisa realizada no Ird, com dez espécies
de Amaranthus, Sheidai & Mohammadzadeh (2008)
observaram variagdo no numero de cromossomos
entre as espécies, de 2n=32 ¢ 2n=34, o que também
foi constatado por Song et al. (2002), em pesquisa
realizada na China, com 14 espécies do género.

A determinacdo do conteudo de DNA, associada a
contagem cromossdmica, complementa as informagdes
sobre as variagcdes no genoma das espécies. Contudo,


http://dx.doi.org/10.1590/S0100-204X2016000800012

Numero cromossomico ¢ conteiddo de DNA nuclear em Amaranthus 999

em Amaranthus, poucas espécies t€ém o conteudo de
DNA determinado. Pratt et al. (2008), por exemplo,
mensuraram o conteudo de DNA por citometria de
fluxo, em 12 espécies do género, e obtiveram valores
que variaram de 0,89 pg, em 4. viridis, a 2,73 pg, em
A. tricolor.

O objetivo deste trabalho foi determinar o nimero
de cromossomos e o conteudo de DNA nuclear em
cinco espécies do género Amaranthus, de ocorréncia
comum no Brasil.

Cinco espécies de Amaranthus foram avaliadas:
A. spinosus L., A. viridis L., A. deflexus L.,
A. retroflexus L. e A. hybridus L. As plantas
pertencem a colegdo de germoplasma de hortalicas
ndo convencionais, localizada na horta experimental
da Universidade Federal de Lavras, no Municipio de
Lavras, em Minas Gerais (21°14'S, 45°00'W, a 918 m
de altitude).

Para a obtencdo das metafases mitoticas, foram
utilizadas pontas de raizes, obtidas de sementes
germinadas em camara de germinagdo, a 28°C, e
pré-tratadas com paradiclorobenzeno (PDB) por 3
horas e 15 min, a 20°C. Apés o tratamento, as raizes
foram fixadas em Carnoy (3 alcool etilico : 1 &cido
acético) e mantidas a -20°C.

Realizou-se a excisdo dos meristemas por meio da
digestdo enzimatica em solugdo de pectinase/celulase
(100/200 U, pH 7,5) e pectoliase 5%, na propor¢ao 3:1,
por 30 min, a 37°C. Posteriormente, as laminas foram
preparadas pela técnica de secagem a chama (Dong
et al., 2000) e coradas com Giemsa 5%. O numero
de cromossomos foi obtido pela contagem de dez
metafases de cada espécie analisada.

As imagens foram capturadas em microscopio de
campo claro, Axio Lab.A1, equipado com microcamera
Axiocam Erc 5s (Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Gottingen, Alemanha), e foram processadas no Adobe
Photoshop CS3.

Para a determinacdo do conteido de DNA, foram
analisadas trés amostras de cada espécie de Amaranthus,
com aproximadamente 20 mg de tecido foliar jovem e
a mesma quantidade de tecido foliar jovem de Pisum
sativum L., espécie usada como padrdo interno de
referéncia. As amostras foram fragmentadas em placa
de Petri com 1 mL de tampao LBO1 gelado, para
obtencgdo da suspensdo nuclear. A solugdo de niicleos
interfasicos, obtida apos filtragem, foram adicionados

25 pL de iodeto de propideo (1 mg mL') e 2,5 pL de
RNAse (50 ug mL") (Dolezel, 1997).

No citometro de fluxo BD FacsCalibur (BD
Biosciences, Sao Paulo, SP), analisaram-se, pelo
menos, 10.000 nucleos por amostra, o que permitiu
a obtengdo de histogramas pelo programa Cell Quest
(BD Biosciences, Sao Paulo, SP), com posterior
analise no programa WinMDI 2.8 (Joseph Trotter,
Scripps Research Institute, La Jolla, CA, EUA).

O conteido de DNA nuclear das amostras foi
estimado pela compara¢do com a posi¢do do pico Gy/
G, do padrdo interno de referéncia (P. sativum), com
uso da relagdo Q = (E/S) x R, em que Q ¢ a quantidade
de DNA da amostra (pg/2C); E € a posi¢do do pico Go/
G, da amostra; S ¢ a posi¢do do pico G¢/G; do padrdo
de referéncia; e R ¢ o conteiddo de DNA do padrdo de
referéncia (2C=9,09 pg).

Os resultados foram submetidos a analise de
variancia e ao teste F, e as médias, quando significativas,
foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade. Para as analises estatisticas, utilizou-se
o programa Sisvar (Ferreira, 2011).

Os valores do contetido de DNA variaram de 1,28 pg,
em A. spinosus, a 1,79 pg, em A. deflexus (Tabela 1),
e ndo houve diferenga significativa entre as espécies
A. spinosus, A. viridis, A. retroflexus e A. hybridus.
O maior contetido de DNA (1,79 pg) foi registrado
em A. deflexus, tendo diferido do das demais espécies.
A variagdo no conteido de DNA pode ser decorrente
do maior acimulo de DNA repetitivo (Mehrotra &
Goyal, 2014) ou de regides ou genes duplicados com
maior quantidade de DNA. Os valores do coeficiente
de variagdo (CV) das andlises de citometria de fluxo
foram inferiores a 5% e, portanto, sao considerados

Tabela 1. Conteildo de DNA nuclear e nimero cromossomico
de cinco espécies de Amaranthus®.

Nome cientifico Conteudo de DNA  Numero de  Coeficiente de

nuclear Cromossomos variagdo
(pg) (2n) (%)
Amaranthus spinosus 1,28b 34 0,88
Amaranthus viridis 1,38b 34 1,01
Amaranthus deflexus 1,79a 34 0,88
Amaranthus retroflexus 1,44b 34 1,07
Amaranthus hybridus 1,50b 32 0,93

(WMédias seguidas de letras iguais ndo diferem pelo teste de Scott-Knott, a
5% de probabilidade.
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confiaveis e dificeis de serem obtidos para algumas
plantas (Dolezel & Bartos, 2005).

As estimativas do conteudo de DNA nuclear
nas espécies A. viridis, A. retroflexus e A. spinosus
(Tabela 1) divergem das obtidas por Pratt et al. (2008),
que foram de 0,89, 1,70 e 1,90 pg, respectivamente.
Para a espécie A. hybridus, verificou-se, no presente
trabalho, 2C=1,50 pg, valor diferente do observado
por Jeschke et al. (2003), que foi de 2C=1,04 pg.
Com relagdo a espécie 4. deflexus, com 2C=1,79 pg,
nao ha relatos na literatura para fins de comparacgao.
Além de serem influenciados pelas possiveis variagcdes
intraespecificas no contetdo de DNA nuclear nos
vegetais, os métodos para a quantificagdo do genoma
nuclear por citometria de fluxo também dependem de
diversos outros fatores, como diferentes métodos e
protocolos disponiveis para a obtengdo e o isolamento
dos ntcleos celulares, equipamentos, programas e
técnicas, bem como substancias quimicas utilizadas em
todos os processos, como tampdes, enzimas e corantes
(Silva et al., 2014).

O ntmero de cromossomos encontrado nas cinco
espécies analisadas variou entre 2n=32, em A. hybridus,
e 2n=34, em A. spinosus, A. viridis, A. deflexus ¢
A. retroflexus (Tabela 1), o que caracterizou estas
espécies como diploides. Entretanto, ha relatos de
espécies com 2n=28, tais como A. tenuifolius Willd.
(Pal et al., 2000) e A. blitum L. (Srivastava & Roy,
2014). A partir destes estudos, sugere-se que o género
Amaranthus é tribasico (x=14, x=16 ¢ x=17). Segundo
Srivastava & Roy (2014), o nimero basico x=14 é um
numero secundario derivado de x=16 ou x=17, ¢ esta
alteragdo numérica deve ter ocorrido por disploidia.

A disploidia se caracteriza pela variagdo — aumento
ou redugdo — no nimero cromossémico (Guerra, 2008).
De acordo com este autor, em alguns casos, a disploidia
¢ consequéncia da fissdo ou da fusdo céntrica, também
chamada de translocagdo robertsoniana. Em muitos
outros géneros, os mecanismos relacionados a
disploidia ndo foram esclarecidos, ou porque as
alteragdes estruturais subsequentes as fusdes ou as
fissdes alteraram a posicao relativa dos centrémeros,
o que dificulta a evidéncia da translocagdo, ou porque
outros rearranjos estruturais ocorreram (Guerra, 2008).
Em Amaranthus, conforme Srivastava & Roy (2014),
a redugdo por disploidia, a partir do maior nimero de
cromossomos (2n=34), pode ser atribuida a repetidas
manipulagdes cromossomicas durante as hibrida¢des
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entre ragas, ou, ainda, estar associada a morfologia ou
as condigdes ecologicas. Esses eventos podem estar
correlacionados ao avango filogenético da familia
Amaranthaceae.

Ao se comparar as espécies com 2n=34, ou scja,
A. spinosus, A. viridis, A. deflexus e A. retroflexus,
observou-se que 4. deflexus apresenta maior quantidade
de DNA nuclear e difere estatisticamente das demais
(Tabela 1 e Figura 1). Esta ¢ uma evidéncia de que o
numero de cromossomos ndo tem relag¢do direta com o
conteido de DNA nuclear.
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Figura 1. Pro-metafases e metafases mitdticas das espécies
de Amaranthus, com respectivos histogramas que mostram
a quantidade de DNA nuclear: picos brancos representam as
espécies de Amaranthus e picos vermelhos, a espécie Pisum
sativum. A, Amaranthus spinosus; B, Amaranthus viridis; C,
Amaranthus deflexus; D, Amaranthus retroflexus, todas com
2n=2x=34 cromossomos; ¢ E, Amaranthus hybridus, com
2n=2x=32. Barra igual a 5 um.
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Os resultados obtidos contribuiram para o
conhecimento do germoplasma e da diversidade
genética/cromossdmica existente em espécies de
Amaranthus coletadas no Brasil. Essas informagdes
sdo importantes para a conservacdo € para 0S
programas de melhoramento genético de hortaligas
nao convencionais, ainda incipientes no Pais.
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