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RESUMO

Entre as principais forrageiras cultivadas no Brasil encontra-se a espécie Panicum
maximum, graminea africana que apresenta reproducdo apomitica. A apomixia
consiste num modo de reproducao assexual com producao de sementes clonais.
Essa caracteristica pode ser avaliada por meio de analises citoembriolégicas de
ovarios coletados na planta durante seu florescimento. Diante da possibilidade de
antecipacdo do resultado dessa andlise, o objetivo com este trabalho foi buscar
marcadores moleculares ligados a apomixia caracterizando-a de forma precoce.
Para tanto foram avaliados os genitores: planta sexual S12 e a cultivar apomitica
Tanzania; e 20 hibridos desse cruzamento, caracterizados em apomiticos ou
sexuais, pela metodologia citoembriolégica. Foram utilizados 76 primers RAPD
para amplificar o DNA dos genitores e de dois bulks contrastantes, um com DNA
de 10 plantas apomiticas e outro com 10 plantas sexuais. Foram prospectados
marcadores presentes no genitor e no bulk apomiticos e ausentes nos sexuais. Dos
primers testados, sete ndo amplificaram (9,21%), 60 foram polimoérficos entre os
genitores (78,95%) e nove foram monomérficos (11,84%). Ja nos bulks, quatro
primers (OP1, OP16, OP50 e OP83) foram polimoérficos. Os primers OP1, OP16 e
OP50 amplificaram um marcador no bulk apomitico e genitor apomitico e ausente
nos demais; e o primer OP83 amplificou dois marcadores com esse padrao.
Avaliou-se esses marcadores, separadamente, em todos os individuos dos bulks e
ocorreu segregacao, ou seja, houve individuos apomiticos que nao apresentaram a
banda e individuos sexuais que apresentaram. Porém os resultados nao descartam
a utilizacdo desses marcadores para selecionar os individuos apomiticos, pois a
segregacao foi menor que 50%. Pode-se concluir que existem cinco potenciais
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marcadores RAPD ligados a apomixia em P maximum. Entretanto, para confirmar
a co-segregacao e avaliar a distancia entre esses marcadores e o /ocus da apomixia
necessita-se de um maior nimero de individuos fenotipados para modo de
reproducéo testando-os com esses marcadores.

Palavras-chave: modo de reproducao; ligacdo génica; marcadores RAPD;
melhoramento genético.

ABSTRACT

Among the main cultivated forage grasses in Brazil is the species Panicum
maximum, an African grass that presents apomictic reproduction. Apomixis consists
of an asexual mode of reproduction with clonal seed production. This characteristic
may be evaluated by cytoembriological analysis of the ovaries, collected from the
plant during flowering. Due to the need to accelerate this analysis, the objective in
this paper was to search for molecular markers linked to apomixis characterizing it
precociously. For this, the progenitors sexual plant S12 and the apomictic cultivar
Tanzania and 20 hybrids from this cross were characterized as apomictic or sexual
by the cytoembriological method. First, 76 RAPD primers were used to amplify
the DNA of the progenitors and two contrasting bulks, one with the DNA of 10
apomictic hybrids and another with 10 sexual hybrids. Markers present in the male
progenitor and the apomictic bulk and absent in the others were prospected. Of
the tested primers, seven did not amplify (9,21%), 60 were polymorphic among
the progenitors (78,95%) and nine were monomorphic (11,84%). In the bulks,
four primers (OP1, OP16, OP50 and OP83) were polymorphic. The primers OP1,
OP16 and OP50 amplified a marker in the apomictic bulk and the apomictic
progenitor and was absent in the rest; the primer OP83 amplified two markers with
this standard. These markers were separately evaluated in all individuals of the
bulks and segregation occurred, in other words, there were apomictic individuals
that did not present the band and sexual individuals that presented. However, the
results do not discard the use of these markers to select apomictic individuals,
since the segregation was lower than 50%. It may be concluded that there are five
potential RAPD markers linked to apomixis in P maximum. However, to confirm the
co-segregation and evaluate the distance between these markers and the apomictic
locus, it is necessary to phenotype a greater number of individuals for reproductive
mode testing them with these markers.

Keywords: reproductive mode; gene linkage; RAPD markers; breeding.
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INTRODUCAO

Na pecudria bovina brasileiraa producaode carne sefaz quase que exclusivamente
a pasto, onde as pastagens tropicais sao as principais fontes de alimento para os
ruminantes (STABILE et al., 2010), resultando no que é denominado “boi verde”.
Além disso, a producao a pasto tem grande vantagem competitiva para o mercado
brasileiro por viabilizar os custos de produgao, tornando o Pais o maior produtor
mundial de carne bovina (CHIARI et al., 2007).

O Brasil explora, atualmente, cerca de 120 milhdes de hectares com pastagens
cultivadas, que alimentam um rebanho de aproximadamente 170 milhdes de bovinos.
Segundo Macedo (2005) a regiao Centro-Oeste é considerada uma das grandes
produtoras nacionais de bovinos de corte, com 34% do rebanho brasileiro mantidos
em cerca de 50 milhoes de hectares de pastagens cultivadas. Grande destaque deve
ser dado ao Estado de Mato Grosso do Sul, que possui o segundo maior rebanho
bovino do Pais (19 milhdes de cabecas) e uma area de aproximadamente 16 milhdes
de hectares de pastagens cultivadas (ANUALPEC, 2008).

Apesar de sua importancia para o Brasil, a produgao pecuéaria € normalmente
feita em solos de fertilidade moderada a baixa e sob ampla gama de condicoes
climaticas. Devido a isto, testes extensivos de um conjunto de recursos genéticos
devem serfeitos, afim de determinar as forrageiras mais adaptadas a sustentabilidade
desta cadeia (VALLE, 2002).

Embora a diversidade de géneros e espécies de forrageiras tropicais seja muito
grande, o ndimero de cultivares liberadas e disponiveis no mercado € bastante
restrito. Essas poucas cultivares ocupam extensas areas, o que torna as pastagens
brasileiras bastante vulneraveis a ocorréncia de pragas, doencas e as mudancas
climaticas, colocando em risco todo o sistema de producao animal baseado em
pastagem (CHIARI et al., 2007).

Devido a necessidade de novos lancamentos que promovam a diversificagao
dessas pastagens e garantam a sustentabilidade da cadeia produtiva da carne, a
Embrapa Gado de Corte realiza um dinamico trabalho de melhoramento de forrageiras
tropicais. Entre as principais espécies desse programa estd Panicum maximum,
conhecida vulgarmente pelos nomes capim-coloniao, capim-guiné, capim-da-coldnia,
entre outros (PESSIM, 2007) que é a espécie forrageira propagada por sementes
mais produtiva do mercado brasileiro (JANK et a/, 2008). Provavelmente, isso se
deve ao seu grande potencial de producao de matéria seca por unidade de area,
ampla adaptabilidade, boa qualidade de forragem e facilidade de estabelecimento.
Nesse sentido, grande parte da engorda de bovinos no Brasil, até a década de 1980
foi baseada em capim-coloniao (MARTUSCELLO et al, 2007).
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A Embrapa Gado de Corte detém o banco de germoplasma de Panicum
maximum, que é constituido de 426 acessos apomiticos e 417 sexuais (VALLE;
JANK; RESENDE, 2009). Esta espécie possui tanto o modo de reproducao
apomitico como o sexual.

A apomixia é caracterizada pelo desenvolvimento do embrido a partir de uma
célula nao-fertilizada, ou seja, a formacdo do embriao ocorre sem fecundagéo do
gameta feminino pelo masculino (ARAUJO, 2003). Este modo de reproducao possui
a vantagem de proporcionar a perpetuacdo de gendtipos superiores com grande
precisao, o que se denomina de propagacao clonal (MARTUSCELLO et al, 2007).
Assim, a descendéncia contém exatamente a constituicdo genética da planta-
mae. Nao apresentando, portanto, variabilidade genética (VALLE, BITENCOURT,
ARCE, 2007). Apesar da nao fecundacao do embrido, a formacao deste depende
da fecundacao dos nucleos polares pelo grao de pélen (pseudogamia). Essa unido
dara origem ao endosperma, fundamental para a viabilidade da semente.

O programa de melhoramento da Embrapa baseia-se na hibridizacao entre
gendtipos apomiticos, doadores de pélen, e plantas sexuais tetraploidizadas para
intercambio génico (MARTUSCELLO et al, 2007). O cruzamento de plantas sexuais
e apomiticas de Panicum maximum apresenta-se como uma alternativa viavel para
obtengéo de plantas forrageiras superiores no que diz respeito a producao vegetal e
consequentemente a producao animal (MARTUSCELLO et al/, 2007).

Sendo a apomixia uma caracteristica de heranga monogénica, obtendo-se uma
proporcao de 1:1 para o modo de reproducao na descendéncia desses cruzamentos,
é possivel que, a cada geracao sejam selecionados os individuos para compor
as populagdes recombinantes, até que seja atingido o objetivo do programa de
melhoramento (RESENDE et al., 2004). Dessa forma, a determinacao do modo
de reproducao na progénie F1 é essencial para a continuidade de todo o processo
que levara ao desenvolvimento de novas cultivares.

Atualmente a determinagcdo do modo de reproducdo de P maximum é realizada
por meio de anélises citoembrioldgicas de ovarios clarificados, que ¢ um método
muito laborioso e s6 pode ser realizado na planta adulta, pois necessita de
inflorescéncia em antese. Sendo assim, é de extrema relevancia que a apomixia
seja acessada e quantificada de maneira facil e precoce, por meio de marcadores
moleculares estreitamente ligados a essa caracteristica.

Nesse contexto, uma das estratégias mais eficientes para identificacdo de
marcadores ligados é a combinacdo do uso de marcadores moleculares e da
estratégia de BSA (Bulked Segregant Analysis, em portugués, Anélise de Bulks
Segregantes), proposta por Michelmore et al. (1991).

Esta estratégia consiste na comparacdo de pelo menos dois bulks de
DNA, constituidos pela mistura equimolar de amostras de DNA de individuos
contrastantes para determinada caracteristica como apomixia e sexualidade
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resultantes de um Unico cruzamento. Dentro de cada bulk, os individuos sao
identificados para caracteristicas de interesse, mas sdo arbitrarias para todos os
outros genes. Dois bulks contrastantes para uma caracteristica sdo analisados para
identificar marcadores (bandas) que os distinguem (BRAMMER, 2000).

Marcadores polimérficos entre os bulks sao analisados em todos os individuos
da populagdo para verificar se ha ligacdo desses marcadores com a caracteristica
em questdo. O uso de bulks segregantes confere velocidade a andlise.

Dentre os marcadores moleculares, destaca-se o RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), que sao baseados na amplificacao do DNA pela PCR, utiliza
primers de dez nucleotideos e de sequéncia arbitraria, nao requerendo conhecimento
prévio da sequéncia de DNA a ser amplificada. E um marcador de baixo custo, com
menor nimero de etapas e tempo para obter resultados e necessita de pequenas
quantidades de DNA (BITENCOURT et al., 2008).

O objetivo com este trabalho foi buscar marcadores moleculares ligados a
apomixia em P maximum, utilizando a técnica de RAPD associada a metodologia
BSA, visando a selecao assistida nos programas de melhoramento da espécie.

MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foi avaliada uma progénie composta por 20 hibridos e seus
genitores, a cultivar Panicum maximum cv. Tanzania-1 (apomitica e tetrapléide) e
a planta S12 (sexual e tetrapléide), mantidos no campo experimental da Embrapa
Gado de Corte, em Campo Grande - MS.

Esses hibridos foram previamente avaliados para modo de reproducédo (sexual
e apomitico) pela analise citoembriolégica de ovarios clarificados, visualizados por
microscopia de contraste de interferéncia.

Extraiu-se o DNA dos hibridos e dos genitores, segundo o método descrito
por Bonato et al. (2002), utilizando-se folhas jovens que foram congeladas
em nitrogénio liquido e maceradas para rompimento das paredes celulares. O
material resultante foi ressuspendido em tampao de extracao contendo detergente
CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio) visando a solubilizacdo das membranas
lipoprotéicas e protecdo do DNA da acdo de enzimas. Apds foram realizadas
etapas de purificagdo para eliminacédo de proteinas, polissacarideos e RNA. O DNA
resultante foi ressuspendido em tampéo TE (Tris-EDTA) e armazenado a -20°C.

Apbs a extracao, foi realizada a quantificacdo do DNA em espectrofotometro
NanoDrop (Thermo) a 260nm, tendo a qualidade avaliada pela razao de leitura nos
comprimentos de onda de 260/280nm. Sua integridade pode ser observada em
gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio (5 ug/mL), por comparacéao
com padroes de DNA de concentragdes conhecidas (100 e 300 ng/ul). Apos a
quantificacao, parte do DNA das amostras foi diluida numa concentracao de 5 ng/ulL
para uso nas reagoes de PCR e o restante mantido a -20°C.
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Para a analise de BSA foram formados dois bulks, sendo um bulk apomitico
(BA) formado pela mistura de DNAs extraidos de 10 hibridos apomiticos, em
quantidades equimolares (5 ng/uL). Da mesma forma, o bulk sexual, foi formado
pela mistura de DNAs extraidos de 10 hibridos sexuais.

O DNA dos genitores e bulks foram utilizados para selecao de primers
polimoérficos. Aqueles primers polimérficos entre os genitores e que também
apresentaram polimorfismo entre os bulks foram testados em todos os individuos
dos bulks.

As reacoes de amplificagao com primers de RAPD foram realizadas em volume
final de 15 uL contendo 1x tampao da Tag DNA polimerase (Invitrogen), 1,5 mM
de MgCI2 (Invitrogen), 0,4 uM de primer (Operon Thecnologies - OP), 0,2 mM
de cada dNTP (Invitrogen), 1 unit de Tag DNA polimerase (Invitrogen) e 30 ng
de DNA. Utilizou-se um termociclador PTC-100 (MJ Research) programado para
uma desnaturacao inicial a 94°C por 4 minutos; seguida por 35 ciclos de 94°C por
40 segundos (desnaturacao), 40°C por 1,5 minutos (pareamento dos primers) e
72°C por 2 minutos (extensao das fitas); para finalizar uma extensao de 72°C por
5 minutos. Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1,5%, corado com brometo de etidio (0,5 ug/mL).

Foram utilizados 76 primers (Tabela 1) e para cada um foi feita uma reacéo
de controle negativo (branco) com todos os reagentes e substituindo o DNA por
agua mili-Q, para verificar uma possivel contaminacdo dos reagentes e dar maior
confiabilidade aos resultados.

Os produtos amplificados, submetidos a eletroforese, foram visualizados em
luz ultravioleta (UV), fotodocumentados em sistema digital L-Pix Image — Versao
1.21 (Loccus Biotecnologia) e analisados pela presenca e auséncia de bandas.
Foram prospectadas bandas (marcadores) presentes nos genitores apomiticos e
bulks apomiticos e ausentes nos demais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos genitores foram testados 76 primers randémicos, sendo que sete néo
amplificaram (9,21 %), 60 foram polimoérficos entre os genitores (78,95%) e nove
foram monomorficos (11,84 %), totalizando 647 bandas amplificadas, perfazendo
uma média de 8,51 bandas/primer.

Resultados semelhantes foram descritos para outras espécies de gramineas
forrageiras em estudos de variabilidade genética utilizando marcadores RADP.
Chiari et al. (2008), utilizando 47 primers em 14 genétipos de quatro espécies de
Brachiaria (B. brizantha, B. decumbens, B. humidicola e B. ruziziensis) obtiveram
396 bandas amplificadas (considerando todas as espécies estudadas) totalizando
uma média de 8,4 bandas/primer.
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Chiari et al. (2007) encontraram uma média de 10 bandas/primers analisando
b8 acessos de B. humidicola, amplificadas com 10 primers, 0s quais geraram
um total de 100 bandas. Todavia Daher et al. (2002) encontraram uma média
significativamente menor de bandas por primer (4,51) estudando a variabilidade
genética em Pennisetum purpureum (capim-elefante) por RAPD, mas esta espécie
nao se reproduz por apomixia e a variabilidade genética pode ser menor entre os
gendtipos testados, ja que eles podem trocar alelos entre si.

Das 647 bandas analisadas neste trabalho, 328 (50,69%) foram polimérficas
entre os genitores, com média de 4,21 bandas polimorficas/primer. O primer 73
apresentou o maior nimero de bandas polimoérficas (18 bandas) e os primers 88 e
94 o menor niimero (uma banda cada) (Tabela 1). Nesta mesma tabela, pode-se
observar que dos primers polimérficos entre os genitores apenas quatro primers
foram polimérficos entre os bulks.

Dos primers que foram polimérficos entre os bulks os OP1, OP16 e OP50
amplificaram uma banda cada e o primer OP83 duas (Figura 1). Segundo Brammer
(2000), marcadores que sao polimérficos entre os bulks podem ser geneticamente
ligados ao /loco que determina a caracteristica usada para construi-los.

Tabela 1- Lista com os 76 primers de RAPD utilizados com suas respectivas sequéncia de nucleotideos,
numero de bandas amplificadas, nimero de bandas polimoérficas entre os genitores e bulks.

. Sequéncia de Ba_n d as I?an,da_s P.”“?efs

Primer Nucleotideos Ampllflca_ldas Pollmorf_lcas Polimérficos
entre Genitores | entre Genitores | entre Bulks

OP1 ACA ACG CCT C 11 7 1

OP 2 GGG AACGTG T 11 10 0

OP 4 GGC TGC AAT G 13 7 0

OP 6 CCA TCG GAG G 5 0

OP 8 AGG AGC GAC A 8 4 0

OP9 CCT TGA CGC A 17 5 0

OP 10 CCACAG CAGT 16 7 0

OP 11 GGT ACT CCC C 14 5 0

OP 12 ACA ACT GGG G 10 8 0

OP 13 TCG GAG GTT C 10 6 0

OP 14 CCTTCCCACT 5 1 0

OP 16 CCG TCC ATC C 13 7 1

OP 17 AGT ATG GCG G 13 4 0

OP 18 CCC TGT CGC A 9 5 0
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Tabela 1 - Continuagao

. Sequéncia de Ba_n_d as I?an,da_s I'-Trin:nefs
Primer Nucleotideos Ampllflca_das Pollmorf_lcas Polimorficos
entre Genitores | entre Genitores | entre Bulks
OP 19 TTC GAG CCA G 9 5 0
OP 20 ACT TCG CCAC 3 1 0
0oP 21 CCCAGT CACT 9 8 0
OP 22 TCA GAG CGC C 5 3 0
OP 23 ACC CGACCT G 11 1 0
OP 26 CAC GGC ACA A 10 5 0
OP 28 AAG GCT CGA C 6 5 0
OP 29 CTG GGG ACT T 14 7 0
OP 30 TCG GCA CGC A 6 2 0
OP 31 AAG GGC GAG T 6 0
OP 32 GGCACGCGTT 5 0
OP 33 TCG CAT CCA G 2 0
OP 34 GGG TGCAGT T 15 10 0
OP 35 GGG AACCCG T 16 8 0
OP 36 TCGCTCGTAG 6 4 0
OP 38 ACG CAC AAC C 7 1 0
OP 39 GGT AGAC TGT G 2 0 0
OP 40 TCT GTC GGT C 8 3 0
OP 41 GGT CACCTC A 11 7 0
OP 42 AGC AGC GAG G 10 9 0
OP 43 ACG GAAGTG G 2 0
OP 44 AGT CGG CCC A 2 0
OP 45 TGG AAG CAC C 2 0
OP 46 GGAACTCCAC 12 5 0
OP 50 CCCGTAGCAC 12 8 1
OP 51 CCCGTTGCC T 14 10 0
OP 56 CTG AAG CTG G 11 7 0
OP 57 ACT TGC CTG G 12 5 0
OP 58 GAT ACC TCG G 5 0
OP 68 GGG TTT GGC A 3 0
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Tabela 1 - Continuagao

. Sequéncia de Ba_n d as I?an,da_s P_rin,1efs
Primer Nucleotideos Ampllflca_das Pollmorf!cas Polimorficos
entre Genitores | entre Genitores | entre Bulks
OP 72 GTG AAT GCG G 5 2 0
OP 73 CCTTGC GCC T 18 9 0
OP 74 CCT CCCCAAG 11 8 0
OP 75 CCACGGTCAG 5 0
OP 76 AAT GCG GGA G 2 0
OP 79 TGG GTCCCT C 10 6 0
OP 80 TGC GGG AGT G 14 10 0
OP 81 GGAGCGTACT 13 6 0
OP 82 GTCCTCGTG T 10 7 0
OP 83 TCGCAGCGTT 10 7 2
OP 84 CTCCACGACT 13 9 0
OP 85 GGG AAA AGC C 10 5 0
OP 86 TCG TTC CGC A 8 4 0
OP 87 TGG TCG CAG A 15 10 0
OP 88 GAA CCT GCT G 1 0 0
OP 90 CTCCCCAGAC 13 10 0
OP 91 TTG CAG GCA G 3 0 0
OP 92 CCG TCC CTG A 10 3 0
OP 93 GTGCCGCACT 8 3 0
OP 94 GACACACTCC 1 0 0
OP 95 GTG ACC AGA G 5 0 0
OoP 97 GTG TCG CGA G 7 0 0
OP 98 CAG AAG CGG A 7 0 0
OP 99 CAG CCT ACC A 3 0 0
OP 100 GAC GCG AAC C 7 0 0
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[prineric W primerso [l imerss

P T S BS

Pd T S BS BA BR Pd T S BS BA BR

Figura 1 — Perfis de RAPD obtidos com os primers OP 1, OP 16, OP 50 e OP 83. Pd é o padrao de
peso molecular 1kb plus DNA ladder (Invitrogen), T e S correspondem, respectivamente, aos genitores
apomitico (cultivar Tanzania) e sexual (planta S12), BS é o bulk sexual, BA é o bulk apomitico e BR é
o controle negativo da reacdo (branco). As setas indicam as bandas polimoérficas encontradas entre os
genitores e bulks, possivelmente ligadas a apomixia.

Pd T S BS BABR
P — )

Os primers OP1, OP16, OP50 e OP83 foram utilizados para amplificar o
DNA de todos os individuos dos bulks, separadamente, e houve segregacdo entre
os marcadores amplificados e a caracteristica apomixia, ou seja, ha individuos
apomiticos que ndo tem o marcador amplificado e individuos sexuais que o
possuem. Apesar disso, os resultados nao descartam que esses marcadores possam
estar ligados a apomixia, pois a segregacao foi inferior a 50%.

Entretanto, um nimero bem maior de individuos fenotipados para modo de
reproducao é necessario para confirmar essa hipotese e verificar se os marcadores
co-segregam com a apomixia e quais sé@o as frequéncias de recombinagao entre os
marcadores e o locus da apomixia (apo-/ocus) e dessa forma estimar a distancia
dos marcadores para esse locus.

Em Brachiaria spp., outro género de gramineas forrageiras, ja foram identificados
marcadores moleculares ligados a apomixia em populagdes segregantes de
B. decumbens x B. ruziziensis (PESSINO et al., 1997) e B. humidicola x B.
humidicola (ZORZATTO et al., 2010). Esses trabalhos utilizaram diferentes
marcadores moleculares associados a estratégia de BSA. Essa estratégia constitui-
se ferramenta importante para identificar um potencial marcador molecular quando
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a caracteristica tem carater monogénico e dominante (MICHELMORE et al., 2001).
Como é o caso da heranca da apomitica em Panicum maximum (SAVIDAN, 1975,
1983) e outras gramineas forrageiras como Brachiaria (PESSINO et al., 1997,
ZORZATTO et al., 2010).

A importancia de se encontrar marcadores moleculares ligados a caracteristicas
de dificil e/ou tardia avaliacdo, como é o caso da apomixia, é a realizacdo de
selecéo assistida. A selecao assistida por marcadores moleculares visa selecionar
os individuos com base na presenga do marcador molecular, sem que haja a
necessidade de avaliar o fenétipo da caracteristica. Para isso, é preciso identificar
de marcadores ligados as caracteristicas de interesse, sendo de grande importancia
quando estas sédo de dificil e morosa avaliacao.

CONCLUSAO

Existem cinco potenciais marcadores RAPD ligados a apomixia em P.
maximum. Entretanto, para confirmar a co-segregacéo e avaliar a distancia entre
esses marcadores e o locus da apomixia (apo-/ocus) necessita-se avaliar um maior
nimero de individuos fenotipados para modo de reproducao.
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