Determinagio da taxa de cruzamento em Cynodon ssp."
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Resumo: As espécies do género Cynodon sdo gramineas perenes com distribuicdo diversificada e
importancia global para a formagédo de gramados, producdo de forragem e conservagéao solo. A sua
via fotossintética C4, juntamente com o seu habito de crescimento estolonifero e rizomatoso,
permite-lhes produzir grande quantidade de biomassa, por isso sdo muito utilizadas como
forrageiras. Com o objetivo de explorar essas caracteristicas e desenvolver novas cultivares
forrageiras para o gado leiteiro, a Embrapa iniciou ha cinco anos um programa de melhoramento
genético de Cynodon. De forma a contribuir com a geragdo de conhecimento basico para subsidiar
as estratégias de melhoramento e auxiliar a selecao de gendtipos superiores nos programas de
melhoramento, o objetivo deste trabalho foi estimar a taxa de cruzamento em Cynodon. Para este
estudo, 18 individuos pertencentes ao Programa de Melhoramento de Cynodon da Embrapa Gado
de Leite foram avaliados. Para cada parental, 18 progénies foram selecionadas para avaliagédo
molecular utilizando trés marcadores microssatélites. Inicialmente foi extraido o DNA de todos os
individuos, e as regides de interesse foram amplificadas por PCR. A andlise geral de todas as
familias permitiu a identificacdo de 53% das progénies contendo alelo externo, ou seja, sdo oriundas
de cruzamento. O restante da populagdo (47%) continha alelos compartilhados com o parental
avaliado, ou seja, podem ser oriundos de autofecundacdo. Os valores mais baixos podem estar
associados a falhas de alguns marcadores dentro das familias ou a mecanismos inerentes aos
parentais que favoregcam a autofecundagdo, como por exemplo, florescimento em épocas distintas e
consequentemente menor disponibilidade de pdlen externo. Os resultados apresentados sao
importantes para o entendimento do tipo de cruzamento presente na espécie e auxiliardo na
definicdo de novas estratégias nos programas de melhoramento.
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Estimation of outcrossing rate in Cynodon ssp

Abstract: Cynodon species are perennial grasses with a diverse distribution and hold global
importance for turf, forage, and soil conservation. Their C4 photosynthetic pathway together with their
stoloniferous and rhizomatous growth habit enables them to produce considerable biomass, so they
are often used as a forage crop. To explore these characteristics and develop new forage cultivars for
dairy cattle, Embrapa started a Cynodon breeding program. In order to contribute with the generation
of basic knowledge to subsidize breeding programs and to assist the selection of superior genotypes,
the objective of this work was to estimate the outcrossing rate in Cynodon. For this study, 18
individuals belonging to the Embrapa Dairy Cattle Forage Breeding Program were evaluated. For
each parental, 18 progenies were selected for molecular evaluation using three microsatellite
markers. DNA was initially extracted from all individuals, and regions of interest were amplified by
PCR. The general analysis of all families allowed the identification of 53% of progenies containing
external allele, that is, they come from crossover. The rest of the population (47%) contained alleles
shared with the parental evaluated, that is, they could be from self-fertilization. The lower values of
outcross within some families may be associated to missing data or mechanisms inherent to the
parents that favor self-fertilization, such as, flowering at different times and consequently less
availability of external pollen. The results presented are important for the understanding of the type of
crossing present in the species and will help in the definition of new strategies in breeding programs.
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Introducgao

As forrageiras pertencentes ao género Cynodon sao amplamente utilizadas na bovinocultura
de leite e as mais utilizadas s&o conhecidas como capim bermuda (C. dactylon (L.) Pers.) e capim



estrela (C. nlemfuensis, Vanderyst e C. aethiopicus, Clayton et Harlan, C. plectostachyus). Séao
gramineas perenes pertencentes a familia Poaceae, com origem principalmente no continente
africano (Ling Y, 2012). O género Cynodon (Gramas Estrelas e Bermudas) apresenta vantagens
como a elevada produtividade e qualidade da forragem, capacidade de resposta a adubacgéo,
resisténcia ao pisoteio, boa capacidade de adaptacdo a diferentes tipos de solos e clima, boa
tolerancia a solos Umidos e a baixas temperaturas (Vilela, 2005).

Para atender as necessidades de cultivares com caracteristicas especificas, a Embrapa Gado
de Leite possui um programa de melhoramento de Cynodon. Iniciado ha seis anos, o programa tem
como objetivo obter cultivares melhoradas para as diferentes condi¢cdes edafoclimaticas nacionais,
que apresentem elevada produtividade e qualidade da forragem. No programa de melhoramento, séo
necessarias informagdes gerais sobre a espécie, como a sua forma de reproducgéo e de propagagéo.
Essas caracteristicas sdo de grande importancia para estimar parametros genéticos, compreender os
padrdes de fluxo génico e a diferenciacdo genética entre e dentro de populagbes (Bawa, 1974;
Clegg, 1980; Hamrick, 1989; Vencovsky et al., 2001).

O Cynodon é uma espécie aldbgama e para que ocorra sucesso em qualquer programa de
melhoramento genético, € necessario que haja variabilidade entre os individuos (FEHR, 1987). A
variabilidade explorada pelo programa de melhoramento é obtida utilizando-se cruzamentos entre
individuos para que seja produzida uma populagdo que apresente variabilidade para que a selegao
ocorra.

O sistema reprodutivo das plantas é o ponto principal na analise de organizacdo genética das

populagdes. E um dos mais importantes tragos da histéria de vida de espécies vegetais (Merotto
Junior et al., 2009), determinando os padrbes pelos quais os gametas sao transportados de geragéo
para geragdo, controlando as distribuicbes das frequéncias genotipicas e o potencial de
recombinacao das populacdes (Allard, 1971; Lopes et al., 2002).
Estudos envolvendo a determinagao da taxa de cruzamento sao realizados de forma rapida e precisa
através da utilizacdo de marcadores moleculares analisados nas progénies (Muchugi et al., 2008;
Ferreira et al., 2010; Adugna et al.,, 2013; Bressan et al., 2013). Normalmente sdo utilizados
marcadores codominantes, como os microssatélites, devido ao seu alto polimorfismo (Adugna et al.,
2013). Neste estudo, foi estimada a taxa de cruzamento em populagées de Cynodon por meio do uso
de marcadores microssatélites.

Material e Métodos

Este estudo foi realizado em 18 familias de (Cynodon ssp), cada uma contendo 18
progénies, totalizando uma populacédo de 342 individuos. O DNA de todos os individuos selecionados
foi extraido no Laboratério de Genética Molecular da Embrapa Gado de Leite. Para cada planta,
aproximadamente 300 mg de folhas jovens foram maceradas em nitrogénio liquido ou picotadas em
um microtubo de 2 mL contendo tampé&o de lise. A extragcdo de DNA foi realizada utilizando protocolo
adaptado de Sambrook e Russel, (2001). A qualidade e a concentragcdo do DNA foram estimadas por
leitura em espectrofotdbmetro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
EUA).

Foram utilizados trés primers para amplificagdo do DNA das amostras de Cynodon ssp. A
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em um volume final de 25 yL como descrito: 1X
GoTaq reaction buffer (Promega, Madison, Wisconsin, EUA), 0,8 uM de cada primer, 1,5 mM MgCI2,
0,2 mM dNTP (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido), 1 unidade de GoTAq Flexi DNA
Polimerase (Promega, Madison, Wisconsin, EUA), 5% (v/v) de DMSO, e 45 ng de DNA gendmico. As
reagcbes em cadeia da polimerase foram realizadas em termociclador GeneAmp 9700 (Applied
Biosystems) com o seguinte perfil: desnaturagao inicial a 95 °C (15 min), seguido de 5 ciclos a 94 °C
(30s), temperatura de ligagao especifica de cada primer (90s), € 72 °C (1 min), com decréscimo de 1
°C na temperatura de ligacao por ciclo; 25 ciclos a 94 °C (30s), temperatura de ligagdo especifica de
cada primer (90 s), e 72 °C (1 min); e um ciclo final de extensdo de 60 min a 60 °C.

A taxa de cruzamento foi estimada utilizando o programa MLTR 3.1 (Ritland, 2004),
baseando-se em um modelo misto descrito por Ritland e Jain (1981).

Resultados e Discusséo
Foram identificados 24 alelos distribuidos entre os trés marcadores microssatélites avaliados.
O marcador Cy15 foi o mais informativo com 10 alelos identificados e todas as 18 familias foram
avaliadas (Figura 1). J& os marcadores Cy20 e Cy25 apresentaram falhas em 4 familias distintas e
por isso nao foram tao eficientes (Tabela 1).



Figura 1. Gel de poliacrilamida contendo as familias 236 e 393 com o marcador Cy15. PPM de 50 e 25 pares de
bases.

Apods a genotipagem de todas as familias, foi possivel verificar que 53% das progénies
possuem alelos que ndo estdo presentes nos parentais, ou seja, com certeza sio fruto de
cruzamento. Os demais 47% podem ser progénies autofecundadas, porém devido ao reduzido
numero de marcadores moleculares utilizados, esse valor pode estar superestimado. Foi realizada
andlise individual dentro de cada uma das 18 familias para avaliar possiveis mecanismos de
autoincompatibilidade associado aos parentais (Tabela 1). Foi possivel identificar uma grande
variagdo da taxa de cruzamento entre as familias, que variou de 22% a 94%. Os valores mais baixos
podem estar associados as falhas de alguns marcadores dentro das familias ou a mecanismos
inerentes aos parentais que favoregam a autofecundagdo, como por exemplo, florescimento em
épocas distintas e consequentemente menor disponibilidade de pdlen externo. Novos marcadores
serdo avaliados dentro dessas familias para confirmar a real taxa de cruzamento, porém os
resultados obtidos ja apontam que a maioria das sementes produzidas em Cynodon sao originadas a
partir de cruzamentos entre genétipos diferentes.

Para melhorar a produgao e a viabilidade das sementes, além de trabalhar diretamente essas
caracteristicas nos programas de melhoramento, é preciso entender a fundo todos os mecanismos
fisiologicos envolvidos e identificar possiveis mecanismos de autoincompatibilidade existentes. Os
resultados aqui obtidos indicam que a formagao de sementes se da principalmente através de
cruzamento entre diferentes individuos. Esse conhecimento sera utilizado para abrir novas linhas de
investigacdo sobre a fisiologia da reprodugdo em Cynodon e também sera aplicado no
melhoramento, para formagéo de hibridos de forma mais rapida e em maior quantidade.



Tabela 1. Informagdes sobre as familias, taxa de cruzamento e nimero de marcadores avaliados.

Familia Tx cruzamento Numero de marcadores avaliados
14 83% 3
27 50% 3

236 89% 3
335 94% 3
356 89% 3
367 61% 2
377 50% 2
383 22% 2
384 44% 3
385 22% 2
391 67% 3
392 22% 2
393 28% 3
394 56% 3
396 67% 2
397 83% 2
407 94% 3
450 72% 2

Conclusées
Cynodon se reproduz preferencialmente através de cruzamento com uma estimativa de 53%
de taxa de cruzamento. Nao foi identificado indicios de autoincompatibilidade entre as familias
avaliadas.
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