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Resumo: O género Brachiaria contem diversas espécies forrageiras amplamente utilizadas na
pecudria de leite e carne em regides de clima tropical. A grande maioria das pastagens cultivadas
no Brasil pertence ao género Brachiaria o que reforca a enorme importadncia econdmica do
género. A Embrapa coordena programas de melhoramento em Brachiaria visando a producéo de
materiais mais produtivos e resistente a doencas e pragas. Os programas de melhoramento
utilizam diferentes estratégias para a selecdo de materiais superiores e uma das estratégias
consiste na formacdo de hibridos interespecificos. A confirmacdo da hibridacdo é um dos
problemas existentes e ferramentas moleculares podem ser utilizadas para auxiliar nesse
processo de identificacdao. Outro fator que também pode ser auxiliado pelas ferramentas
moleculares é a identificacdo de materiais apomiticos, caracteristica muito importante e que pode
direcionar estratégias completamente diferentes dentro de um programa de melhoramento. Este
trabalho buscou identificar hibridos entre B. brizantha e B. ruziziensis em diferentes cruzamentos
através da utilizacdo de marcadores moleculares e validar marcas especificas associadas a
apomixia. Foram identificados 16 hibridos em duas populacdes de Brachiaria pertencentes ao
programa de melhoramento. Dois marcadores associados a apomixia apresentaram amplificacéo
conforme o esperado e foram utilizados para identificacdo de cinco hibridos possivelmente
apomiticos. Os marcadores moleculares mostraram-se eficientes para identificacdo de hibridos, e
poderdo auxiliar a identificacdo precoce de materiais apomiticos, dessa forma poderdo ser
utilizados amplamente na selecdo dentro dos programas de melhoramento.
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Use of molecular markers for hybrids identification and association with apomixia in
Brachiaria

Abstract: The genus Brachiaria contains several forage species widely used in dairy and beef
cattle raising in tropical regions. The vast majority of Brazilian pasture crops belong to the
Brachiaria genus, which reinforces the enormous economic importance of the genus. The
breeding programs use different strategies for selection of superior materials and one of these is
the interspecific hybridization. Verification of the hybridization is a problem in breeding programs
and molecular tools can be used for help this issue. Another factor that can also be aided by
molecular tools is the identification of apomictic materials, a very important characteristic that
can guide completely different strategies within a breeding program. This work aimed to identify
hybrids between B. brizantha and B. ruziziensis in different crosses through the use of molecular
markers and associate specific marks with apomixia. Sixteen hybrids were identified in two
Brachiaria populations belonging to the breeding program. Two markers associated with apomixia
showed amplification as expected and were used to identify five possibly apomictic hybrids.
Molecular markers have proved to be efficient for hybrids identification, and may help the early



identification of apomictic materials, so they can be used extensively in selection within breeding
programs.
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Introducao

A introducdo da braquidria provocou uma verdadeira revolucdo na produtividade das
pastagens e na pecudria no Brasil (BARCELOS et al., 2008). Atualmente o Brasil possui o maior
rebanho comercial bovino do mundo, é o maior exportador de carne bovina e um dos maiores
produtores de leite. Porém a base genética dos pastos plantados é extremamente estreita,
colocando os pastos brasileiros em uma situacdo de grande vulnerabilidade genética.

A area plantada com braquidaria esta dividida entre quatro principais espécies, todas elas
de origem africana: B. brizantha, B. decumbens, B. humidicola e B. ruziziensis. As espécies B.
brizantha, B. decumbens e B. humidicola sdo espécies tetraploides com reproducao
predominantemente apomitica (VALLE E SAVIDAN, 1996). Ja& B. ruziziensis é diploide e se
reproduz de forma sexual. Os métodos convencionais de melhoramento genético nao séao
aplicados de maneira intensiva em poliploides, pois ha dificuldade de desenvolver cruzamentos
que promovam a recombinacdo génica e a producdo de progénies estaveis. A formacdo de
hibridos interespecificos e a geracao de populacdes segregantes para a caracteristica reprodutiva
(sexual x apomitica) € uma estratégia utilizada para geracao de novos materiais.

Em Brachiaria muitas ferramentas moleculares ja sado utilizadas para auxiliar os programas
de melhoramento (SILVA et al. 2013, AZEVEDO et al. 2011, ZORATTO et al. 2010, Jungmann
et al. 2010, AMBIEL et al. 2010) e a continuidade desses trabalhos favorecerd diretamente a
selecao de gendtipos superiores.

Diante das necessidades encontradas dentro do programa de melhoramento, o objetivo
deste trabalho foi identificar a formacao de hibridos em cruzamentos controlados e validar
marcadores moleculares associados a apomixia em Brachiaria, através da utilizacdo de
marcadores moleculares.

Material e Métodos

A extracdo do DNA assim como a genotipagem foi realizada no Laboratério de Biologia
Molecular da Embrapa Gado de Leite. A extracdo do DNA foi realizada a partir de folhas novas
coletadas no campo e foi utilizado o kit de extracdo Nucleon PhytoPure (GEHeathcare). Os
marcadores moleculares foram marcados com uma fluorescéncia para posterior deteccdo no
sequenciador automatico de DNA MegaBACE 1000.

Marcadores microssatélites previamente identificados em B. ruziziensis (SILVA et al.
2013) foram selecionados de acordo com o polimorfismo e utilizados em diferentes amostras
para a confirmacao da formacéao de hibridos apés a realizacdo de cruzamentos controlados.

Populacdo 1: Foram obtidos 13 individuos provenientes de cruzamento entre B. brizantha
(Piatd, Marandu e Xaraes) e B. ruziziensis. Sete marcadores microssatélites foram selecionados
baseado no padrdo de amplificacdo encontrado entre as cultivares de B. brizantha. As 13
progénies foram avaliadas para confirmar a hibridacdo entre as duas espécies de Brachiaria e para
a identificacdo do parental masculino.

Populacdo 2: Foram obtidas 11 progénies a partir de cruzamento entre B. ruziziensis e a
cultivar Ipyporda. Dez marcadores microssatélites foram utilizados para a confirmacdo da
hibridacdo. Os hibridos obtidos foram avaliados com marcadores associados a apomixia (Akiyama
et al. 2011), visando identificar precocemente qual material herdou a caracteristica presente no
parental masculino (Ipypora).

Resultados e Discussao
A populacdo 1 foi obtida a partir de cruzamentos direcionados entre uma populacao de
Brachiaria ruziziensis (progénie feminina) e cultivares de Brachiaria brizantha — Piata, Marandu e
Xaraes (progénies masculinas — doadoras de pdlen). As sementes colhidas a partir desses
cruzamentos foram plantadas e os individuos avaliados para confirmar a hibridagcdo, visto que
existe a possibilidade de cruzamento entre individuos de B. ruziziensis ou mesmo
autofecundacdo. Para confirmar a formacdo dos hibridos e posteriormente a identificacdo do



parental masculino, as progénies obtidas foram genotipadas com sete marcadores do tipo
microssatélites.

Foram identificados 28 alelos a partir da genotipagem de seis parentais de B. ruziziensis e
das trés cultivares de B. brizantha. Baseado no padrdao de amplificacdo dos marcadores
microssatélites, foi possivel identificar entre as 13 progénies avaliadas que sete realmente eram
hibridas. A identificacdo do parental masculino também foi possivel em seis hibridos e somente
para um individuo permaneceu uma ddvida entre as cultivares Marandu e Piata. Para solucionar
essa duvida seria necesséria a realizacdo de novas genotipagens, porém a simples confirmacéao
de hibridacao ja foi suficiente para a continuidade dos trabalhos.

A populacdo 2 foi obtida a partir do cruzamento entre um individuo de B. ruziziensis
tetraploide pertencente ao programa de melhoramento da Embrapa Gado de Leite e um individuo
da cultivar hibrida Ipypora. Foram obtidas 11 progénies, que posteriormente foram avaliadas para
verificar se realmente era fruto do cruzamento desejado. A partir da genotipagem de toda a
populacdo com dez marcadores microssatélites foram obtidos 27 alelos e foram confirmadas
nove plantas hibridas.

A cultivar Ipypora é apomitica e o esperado na progénie obtida a partir do cruzamento da
mesma com uma espécie sexual é a segregacdo 1:1 (OZIAS-AKINS and VAN DIJK 2007). Para
verificar se os hibridos obtidos eram sexuais ou apomiticos, foram testados primers associados a
apomixia ja descritos na literatura (AKIYAMA et al. 2011). Dois primers testados apresentaram
bandas do tamanho esperado associada a apomixia. Cinco hibridos foram identificados dessa
forma como apomiticos, porém essa caracteristica s6 serd confirmada a partir da avaliacdo das
sementes produzidas pelos mesmos. Os marcadores moleculares utilizados estdo associados a
apomixia em outras espécies ou outras populacdes, dessa forma é preciso certificar que néao
houve recombinacdo e que as marcas obtidas realmente estdo associadas a apomixia na
populacao utilizadas no presente trabalho.

Conclusdes
Marcadores moleculares sdo eficientes para identificacdo de hibridos e confirmacdo de
paternidade em cruzamentos de Brachiaria.
Marcadores moleculares associados a apomixia poderao auxiliar a identificacdo precoce de
materiais apomiticos e poderdo ser utilizados amplamente na selecdo dentro dos programas de
melhoramento.
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