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Introdução

No Brasil, nos últimos 22 anos, evidenciou-se uma redução consistente da

área total de pastagens cultivadas, de aproximadamente 15%, causada,

principalmente, pelo avanço da cultura de grãos e daquelas para produção de

bioenergia, papel e celulose (IBGE, 2006; ANUALPEC, 2013). Como a abertura

de novas áreas para formação de pastagens é atualmente inconcebível em muitos

aspectos, o maior desafio atual da pecuária nacional é o de aumentar a produção de

carne em áreas de pastagens cada vez mais restritas. Para tal intento, a pesquisa em

melhoramento de forrageiras pode atuar em duas frentes, a primeira pelo aumento

da produtividade por animal e a segunda, pelo aumento da produtividade por área,

as duas frentes são potencialmente atendidas pelo aumento da produtividade e

qualidade das pastagens. Particularmente, no contexto do uso de forrageiras,

verifica-se que 90% das pastagens tropicais no Brasil são cultivadas com

Brachiaria brizantha, B. decumbens e Panicum maximum representadas por um

número restrito de cultivares comercializadas. O cultivo de leguminosas forrageiras

em pastagens é ainda bastante incipiente no Brasil, representando menos de 1% da

área total, somando-se todas as espécies e cultivares disponíveis comercialmente.

O uso de leguminosas forrageiras poderia resultar em uma contribuição potencial

ao sistema de produção animal nos trópicos, tanto pela fixação de nitrogênio em

pastagens quanto pela elevação da qualidade proteica disponível na dieta de

animais ruminantes (SHELTON et al., 2005). Soma-se a esses beneficios a
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capacidade de algumas espécies de leguminosas forrageiras de promover a redução

da população de espécies de nematoides no solo (GARDJANO et al., 2014),

comparativamente maior do que a evidenciada nas gramíneas forrageiras.

O melhoramento de forrageiras tem como objetivo econômico final a

maximização de ganhos de peso por animal e por área. No atendimento desses

objetivos, os critérios de seleção em gramíneas e leguminosas forrageiras são,

segundo Resende et al. (2008) e Hayes et al., (2013): i. produtividade: matéria

seca, sementes e resistência a pragas e doenças; ii. persistência: sobrevivência,

precocidade, capacidade de estabelecimento e competição; 111. qualidade

nutricional: teor proteico, digestibilidade e taninos condensados; iv. estresses

abióticos: tolerância ao déficit e excesso hídrico, alumínio e deficiência de fósforo.

Esses caracteres estão estritamente relacionados entre si e com os

objetivos do melhoramento. A produtividade forrageira associa a produção de

matéria seca por área, da qual faz parte a sobrevivência, a capacidade de

estabelecimento e competição e a resistência a pragas e doenças. A persistência

está estritamente relacionada com a sobrevivência, a qual depende da longevidade,

capacidade de competição e de ressemeadura natural, no caso de leguminosas. Na

prática, aspectos relativos ao controle genético do caráter sobrevivência e o seu

impacto na seleção de forrageiras não têm recebido muita atenção. A sobrevivência

não é um caráter comumente avaliado em programas de melhoramento de

forrageiras perenes, embora seu impacto na produtividade possa ser grande, como

relatado por Resende et aI. (2006), para Stylosanthes guianensis.

Melhoramento convencional de forrageiras

O melhoramento de gramíneas forrageiras tropicais, principalmente as

introduzi das da África, é relativamente recente no Brasil. Iniciado nas décadas de

1980 e 1990, o melhoramento se baseava na avaliação agronômica e seleção dos

acessos poliploides apomíticos (reprodução clonal por sementes) superiores, sua
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validação em ensaios de pastejo e lançamento dos melhores como cultivares

comerciais.

Quanto ao melhoramento de leguminosas forrageiras conduzidos em

vários países tropicais, inclusive no Brasil, constatou-se que eram adotados

métodos para espécies anuais autógamas ou alógamas, mesmo considerando que a

maior parte das espécies é perene e muitas, provavelmente, de sistema misto de

reprodução. Tais procedimentos mostram alguma efetividade, mas deixam de

explorar estratégias indicadas para espécies perenes e, ainda, comprometem a

seleção para persistência (RESENDE et al., 2008).

Atualmente, o método mais comumente usado no melhoramento de

forrageiras perenes é a seleção recorrente fenotípica (WILKINS & HUMPHREYS,

2003; CONAGHAN & CASLER, 2011; RESENDE et al., 2013), mesmo para as

espécies apomíticas. O propósito da seleção recorrente é o de aumentar

continuamente a frequência de alelos favoráveis para os caracteres a serem

selecionados na população de melhoramento. A avaliação experimental e os

métodos de seleção podem variar de acordo com o tipo de progênie e o método de

estimação. Progênies podem consistir de meios-irmãos ou irmãos completos, sendo

que no caso das forrageiras apomíticas, como Brachiaria spp. e P. maximum, as

progênies são oriundas do cruzamento entre genitores apomíticos e sexuais

tetraploidizados. A seleção pode ser praticada entre famílias, dentro de famílias, de

indivíduos no experimento ou ainda pela utilização de todas as fontes de

informação, inclusive as oriundas dos múltiplos cortes e dos vários locais de

experimentação.

A decisão do melhorista sobre o melhor método é condicionada pela

espécie alvo, pelo sistema de cruzamento, pelo germoplasma disponível, pelos

locais nos quais a cultivar candidata será cultivada, pelas exigências ambientais de

cultivo da espécie de interesse, pela possibilidade de promover uma pressão de
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seleção significativa e pelo tipo de cultivar a ser desenvolvida (se sintético,

genótipo de propagação vegetativa ou híbrido) (RESENDE et al., 2013).

Devido à dificuldade de se promover uma pressão de seleção significativa

em genótipos dentro de famílias, o método de seleção de famílias em forrageiras

mostrou-se altamente ineficiente, mesmo assim esse método foi utilizado por

muitos anos. Casler (2008) discutiu a necessidade de capturar a variação genética

dentro de famílias, principalmente para caracteres de herança complexa, como

produção de biomassa. A seleção de genótipos favoráveis dentro de famílias resulta

em ganhos significativos na seleção para produção de biomassa. O uso de todo o

espectro da variação genética aditiva é essencial para a obtenção de ganhos com

seleção, os quais não sido efetivados no melhoramento de forrageiras quando

comparado com os ganhos genéticos em culturas agrícolas, mesmo no

melhoramento de forrageiras de regiões temperadas (CASLER & BRUMMER,

2008; BHANDARl et al., 2010).

O melhoramento de forrageiras pode ser bastante complexo quando

comparado com o melhoramento de espécies de culturas anuais, principalmente

pelo número de espécies, por serem em sua maioria perenes (WILKINS &

HUMPHREYS, 2003; SOKOLOVIC et al., 2011) e pelos diferentes modos de

reprodução (SANTOS-GARCIA et al., 2011). Ser perene impacta diretamente a

escolha do método de seleção em forrageiras, aproximando-o mais do

melhoramento de animais e de essências florestais do que dos métodos usados em

culturas anuais. A alogamia é o sistema de cruzamento predominante entre as

gramíneas e leguminosas forrageiras temperadas (YANG et al., 2008; WALTER et

al., 2012), já as gramíneas forrageiras tropicais de maior importância são em sua

maioria apomíticas e poliplóides, com poucos representantes sexuais, geralmente

diploides. As leguminosas forrageiras tropicais são em sua maioria de sistema

misto de reprodução, tendendo à autogamia.
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Um ciclo de seleção em forrageiras, tanto temperadas quanto tropicais,

geralmente requer de 3 a 5 anos, nos quais indivíduos/famílias são avaliados

experimentalmente em múltiplos cortes a fim de medir o rendimento de biomassa,

resistência a pragas, persistência e caracteres associados à qualidade nutricional.

Comumente, são necessários pelo menos 15 anos para desenvolver, testar e liberar

uma nova cultivar forrageira (CASLER & BRUMMER, 2008; POSSELT, 2010).

Os métodos de melhoramento de forrageiras alógamas são amplamente

baseados avaliação de progênies de polinização aberta, resultando no

desenvolvimento de progênies de meios-irmãos para avaliação e seleção

(POSSELT, 2010; WALTER et aI., 2012). Em gramíneas forrageiras tropicais

apomíticas, os cruzamentos geralmente são realizados de forma controlada,

manualmente, por meio de coleta de pólen de apomíticos e polinização de

inflorescências sexuais uma a uma, ou ainda, os cruzamentos são realizados no

campo com indivíduos sexuais cercados por indivíduos apomíticos fornecedores de

pólen. Dessa forma, são geradas progênies de irmãos completos, em dialelos

incompletos ou fatoriais. Nesses casos, o número de genitores utilizados é bastante

restrito. A escolha do método de melhoramento é baseada na biologia reprodutiva

da espécie (alogamia, autogamia, sistema misto) e no tipo de cultivar a ser

desenvolvida (sintético, híbrido, genótipo apomítico ou clone propagado

vegetativamente). Cruzamentos controlados em forrageiras são promovidos

principalmente para amplificar a variabilidade e realizar combinações de caracteres

dentro de espécies (RlDA Y & BRUMMER, 2002; RESENDE et al., 2004;

MARTINEZ-REYNA & VOGEL, 2008; VOGEL & MITCHELL, 2008) ou entre

espécies (MILES, 2007), mas também com o intuito de estudar a heterose,

herdabilidade e dissecar geneticamente os caracteres de importância agronômica

(BOLANOS-AGUILAR et aI., 2001; VOGEL & MITCHELL, 2008; ANHALT et

al., 2009; TOMASZEWSKI et al., 2012). O uso de híbridos em forrageiras é

geralmente restrito às espécies para as quais os genótipos individuais podem ser
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propagados por meio de sementes apomíticas ou por propagação vegetati va

(MILES, 2007; HA1\TNA& ANDERSON, 2008). O uso de polinização controlada

entre genótipos em escala de campo requer mecanismos de autoincompatibilidade

e métodos eficientes de propagar os genótipos dos genitores (VOGEL &

MlTCHELL, 2008; YANG et aI., 2008; POSSELT, 2010), não há relatos do uso de

tais mecanismos em forrageiras tropicais.i•
I

Seleção genômica no melhoramento de forrageiras

A seleção genôrnica ampla (GWS) ou seleção genômica (GS) foi proposta

por Meuwissen et aI. (2001) como uma forma de aumentar a eficiência e acelerar o

melhoramento genético. A GS enfatiza a predição simultânea (sem o uso de testes

de significância para marcas individuais) dos efeitos genéticos de milhares de

marcadores genéticos de DNA (SNP, DArT, Microssatélites) dispersos em todo o

genoma de um organismo, de forma a capturar os efeitos de todos os locos (tanto

de pequenos quanto de grandes efeitos) e explicar toda a variação genética de um

caráter quantitativo. A condição fundamental para isso é que haja desequilíbrio de

ligação, em nível populacional, entre aleIos dos marcadores e alelos dos genes que

controlam o caráter. A predição dos efeitos genéticos é realizada com base em

dados genotípicos e fenotípicos de indivíduos pertencentes a uma amostra da

população de seleção (RESENDE et al., 2012).

Os benefícios da seleção genômica evidenciados no melhoramento de

animais domésticos (SCHAEFFER, 2006; HAYES et al., 2009a), culturas

agrícolas (ASORO et al., 2011; ZHAO et al., 2012) e essências florestais

(RESENDE et al., 2012a, 2012b) podem e devem ser estendidos para gramíneas e

leguminosas forrageiras, uma a vez que as suas vantagens são grandes demais para

serem ignoradas. O primeiro e principal benefício esperado da seleção genômica

no melhoramento de forrageiras é a redução do tempo de cada ciclo de seleção e,

concomitantemente, o aumento do ganho genético médio anual. O melhoramento

I
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genético tradicional das forrageiras, tanto de regiões temperadas quanto tropicais,

resultou em um ganho quase nulo na produção de biomassa. As causas principais

são a duração do ciclo de seleção e o grande número de caracteres alvo nos

primeiros ciclos (CASLER & BRUMMER, 2008), o que reduziu a pressão de

seleção em caracteres individuais. A seleção genômica deve solucionar

parcialmente esse problema de duas formas. Primeiro, o número de caracteres a ser

avaliado fenotipicamente deve ser reduzido se os valores genético-genômicos

(genomic breeding values - GEBV) puderem ser preditos para aqueles caracteres

mais difíceis de serem medidos ou de custo mais alto para avaliação. Segundo,

com base nos efeitos dos marcadores, é possível identificar aqueles que estão

associados a múltiplos caracteres na predição e acelerar a análise nas centenas ou

milhares de indivíduos candidatos à seleção.

Particularidades associadas às unidades de avaliação e de seleção no

melhoramento de forrageiras exigiram uma investigação inicial e comparação entre

métodos, para a melhor aplicação da seleção genôrnica. Dessa forma, Resende et

aI. (2013; 2014) realizaram uma comparação, em termos de acurácia e ganho por

ciclo, dos métodos de seleção fenotípicos tradicionais com a seleção genôrnica,

bem como a combinação entre eles. Os métodos de seleção genômica aplicados em

testes de progênies com plantas espaçadas e seleção individual (INDGS e SI-(P-

GS), respectivamente) resultaram em ganhos de 47% a 330% superiores à seleção

fenotípica equivalente (seleção individual - IND e seleção combinada BLUP -

CSBLUP), para amplitudes de herdabilidade dos caracteres entre 0,01 a 0,7 (Figura

Ia e lb). As vantagens da seleção genôrnica são mais evidentes para herdabilidades

baixas «0,3), o que corrobora estudos prévios (BERNARDO & YU, 2007;

ZHONG et aI., 2009; IWATA & JANNINK, 2011). Foram considerados na

comparação os métodos tradicionais de seleção entre e dentro de famílias, nos

quais as famílias são selecionadas em sward-plots (parcelas grande com

competição - HS) e a seleção fenotípica dentro de famílias ou individual em
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plantas espaçadas (A WFS e HS-IND), com a seleção genôrnica dentro de famílias

e individual no experimento (HS- WFGS e HS-INDGS, respectivamente). Nesses

métodos, para todos os valores de herdabilidade, exceto h2
= 0,01, a seleção

fenotípica foi superior ou similar à seleção genômica aplicada em indivíduos após

a seleção de famílias (Figura l c e l d). Essa informação é bastante importante, uma

vez que a seleção entre e dentro de famílias é o principal método de seleção em

forrageiras temperadas. O método de seleção proposto por Resende et aI. (2014),

que se baseia na utilização da informação de famílias (ou clones) em sward-plots

juntamente com a informação genotípica e fenotípica de plantas individuais,

denominado índice de seleção geno-fenotípico individual (SI(P-GS», proporcionou

os maiores ganhos relativos, principalmente para herdabilidade inferiores a 0,3

(Figura 1e), valor esse que coincide com a maioria dos caracteres de importância

econômica em forrageiras (ROSE et aI., 2008; BHANDARl et aI. 2010,2011).

A acurácia ( rgg) na seleção genôrnica depende da proporção da variação

2
genética explicada por marcadores ( rmq ) (RESENDE et aI., 2008; GODDARD et

2
aI., 2011) e da acurácia da predição dos efeitos desses marcadores (rmm ) ou

haplótipos que estão em desequilíbrio de ligação com o QTL, conforme a seguinte

equação rgg = (r~mrn~q)1/2 (RESENDE et aI., 2008). O parâmetro r~q depende

da densidade de marcadores e do desequilíbrio de ligação na população de seleção.

2
A estimação acurada do parârnetro rmm é dependente da quantidade e precisão

dos dados para estimar os efeitos dos marcadores, incluindo a eficiência do método

estatístico de estimação. De acordo com Resende (2008) e Resende et aI. (2008), a

equação geral para a acurácia esperada na seleção genôrnica é dada por

rgg =(r~mr~qyl2 =~r~q(Nh~)/[l+(N-l)h,~] (Eq. 1), onde N é o número
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de dados fenotípicos e genotípicos (população de estimação), -: = (h;r,~q / nQ),

h; é a herdabilidade no sentido restrito e nQ é o número efetivo de segmentos no

genoma que estão segregando entre indivíduos na população (RA YES et aI.,

2009b; GODDARD, 2009; GODDARD et aI., 2011). Substituindo h,~,na Eq. 1 e

assumindo [(N-i) = NJ para N grande, a acurácia esperada torna-se

Eq. (2)

A equação 2, embora expressa em notação completamente diferente e

derivada por um método diferente, é equivalente à expressão apresentada por

Goddard et aI. (2011). Como o número de locos controlando o caráter é

desconhecido a priori, nQ pode ser inferido com base no tamanho efetivo

populacional (Ne) e no tamanho do genoma da espécie, Lg, expresso em Morgans

(GODDARD, 2009; HAYES et aI., 2009d; MEUWISSEN, 2009;

GRATTAPAGLIA & RESENDE, 2010). O número de segmentos segregando, nQ

2N L
, é então estimado como no = e g . O desequilíbrio de ligação (LD) entre

- [Ln(2Ne)]

marcadores adjacentes pode ser calculado de acordo com a estatística I (SVED,

2 ? 1 21971) como rmq= E(r-) = . O valor esperado de r depende de N, e
4NeLs +1

do tamanho do segmento do cromos somo entre os marcadores (Ls), o qual é uma

função do tamanho do genoma e uma pressuposição de que os marcadores estão

casualmente distribuídos ao longo dos cromossomos.

Baseados nessas informações, conclui-se que a acurácia na seleção

genômica é diretamente proporcional ao número de indivíduos fenotipados e

genotipados, à herdabilidade no sentido restrito e à proporção da variação genética
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expl icada pelos marcadores e é inversamente proporcional ao número de

segmentos cromossômicos segregando na população de aval iação (HAYES et aI.,

2009d; GRATTAPAGLIA & RESENDE, 2010; DAETWYLER et aI., 2013), que é

dependente do Ne (HlLL, 1981).

Aspecto prático interessante e aplicável ao uso dos métodos de predição

na seleção genômica em diplóides e poliploides é que, conforme Resende et aI.

(2008), CalIus et aI. (2008) e Solberg et aI. (2008), a seleção genômica pode ser

praticada eficientemente apenas com o uso de marcadores e os fenótipos dos

indivíduos, como Gouy et aI. (2013) em cana-de-açúcar, ou seja, com a predição

direta dos efeitos dos marcadores. Em princípio, não há necessidade de estimar a

fase de ligação entre os marcadores, as quais são geralmente estimadas com algum

erro, principalmente em autopoliploides. Assim, teoricamente, a utilização da

seleção genômica não é limitada pelo nível de ploidia da espécie investigada, desde

que os critérios para obtenção de elevada acurácia sejam atendidos.

Entretanto, na análise de associação genômica ampla (Genome-wide

association studies - GW AS), o efeito da estrutura de populações deve ser

removido visando evitar falso-positivos ou associações espúrias (ZHANG et aI.,

2012; DAETWYLER et aI., 2012). Na predição dos fenótipos futuros, com base na

seleção genômica, o efeito da estrutura de populações na acurácia da predição foi

investigado por Daetwyler et aI. (2012). Esses autores demonstraram que ao

considerar a estrutura de populações como covariável na predição, a acurácia era

reduzida, o que não é ideal na prática. A questão que se interpõe aqui é que com os

métodos de estudo em genética de populações e com os marcadores atualmente

disponíveis, as estimativas de parâmetros essenciais para determinar a estrutura de

populações, tais como, desequilíbrio de ligação (linkage disequilibrium - LD),

frequências alélicas e genotípicas e equilíbrio de Hardy- Weinberg (HW) não

podem ser obtidas sem alguma taxa de erro em poliploides.
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A poliploidia pode ser classificada em autopoliploidia ou alopoliploidia,

entretanto, Stebbins (1947) já havia reconhecido que esses são os extremos, sendo

que a maioria das espécies apresenta formas intermediárias, denominadas

autopoJiploidia ou alopoliploidia segmental. Nesses casos, é necessário considerar

que: (i) a herança pode desviar do estritamente dissôrnica ou polissômica e pode

variar de loco para loco e com o tempo, entre e dentro indivíduos da mesma

espécie; (ii) a dosagem/número de cópias é muitas vezes incerto e alei os nulos

afetam a confiabilidade na determinação das frequências alélicas e genotípicas; (iii)

as diferenças nos níveis de ploidia entre indivíduos, famílias e populações adiciona

um nível de complexidade na análise genética de populações em espécies

poliploides. Essa complexidade na herança resulta em uma complicação na análise

genética de poliploides, pois os métodos analíticos atualmente disponíveis

assumem um padrão específico no modo de herança (STIFT et al., 2008;

DUFRESNE et aI., 2014). É preciso solucionar e ter confiabilidade na dosagem de

alelos em poliploides a fim de calcular as frequências alélicas e genotípicas, as

quais são fundamentais nas inferências em genética de populações. Espera-se que

essa questão seja resolvida com o contínuo avanço nas tecnologias de

sequenciamento.
Portanto, uma nova questão no trabalho com poliploides emerge. Se para

o emprego de alguns métodos de predição na seleção genômica não é necessário o

conhecimento das frequências alélicas e genotípicas dos marcadores e seus desvios

do equilíbrio de HW, esse conhecimento é necessário na genética de populações, a

fim de gerar as informações de estrutura populacional e proporcionar o seu uso na

GWAS e na maior confiabilidade da seleção genômica. Na revisão publicada por

Dufresne et aI. (2014) as ferramentas de genética de populações utilizadas para

diploides são apresentadas, estendidas e discutidas para poliploides. As soluções

devem ser atingidas em um futuro próximo.
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Figura 1. Resposta anual relativa dos métodos de seleção fenotípica tradicionais:

Seleção combinada [best linear unbiased prediction - BLUP baseada na seleção

fenotípica] [CSBLUP]; seleção entre e dentro de famílias [AWFS]; uma

combinação da seleção entre famílias de meios-irmãos e seleção individual [HS-

IND]; uma combinação de seleção entre famílias de meios-irmãos e seleção

combinada-BLUP [HS-CSBLUP] e seleção de genitores [PST] em comparação

com métodos que utilizam a informação genômica individual [INDGS]; índice de
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~ , . " [SI(P-GS)]' selecão fenotípica entre famílias deseleçao fenotJplco-gen0l11lCO ,>
meios-irmãos e seleção genômica de indivíduos dentro de famílias [HS-WFGS];

seleção fenotípica entre famílias de meios-irmãos e seleção genômica individual

[HS-INDGS]; seleção fenotípica entre famílias de meios-irmãos e índice de seleção

, . _. [HS-SI(P-GS)] e seleção fenotípica de genitores e seleção
fenotlplco-genomlco

" . divid I [PST-INDGS] nas prooênies, dados como proporção dazenonuca 111 IVl ua '"
'" I ~ . divid I (IND) em função da herdabilidade do caráter a ser selecionado.se eçao 111IVI ua ,
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