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Resumo: No Brasil, a atividade leiteira é praticada por mais de um milhdo de produtores
que dependem diretamente das pastagens para alimentag&do dos animais. Estao disponiveis
no mercado diferentes cultivares forrageiras que visam atender as variadas condi¢des
edafoclimaticas e diferentes sistemas de produgao. O género com maior relevancia nesse
segmento é o Urochloa, que possui mais de 20 cultivares protegidas ou registradas no
Ministério da Agricultura e mais de 80% das pastagens cultivadas no Brasil. O Brasil é
o maior consumidor, exportador e produtor de sementes forrageiras do mundo. Um dos
grandes problemas do mercado de sementes de forrageiras é a pirataria e a contaminagéao
de campos de producado de sementes. Visto que a identificacdo apenas visual € muito
complicada para distingdo de algumas cultivares, a utilizagdo de marcadores moleculares
especificos (fingerprint) € uma alternativa para auxiliar nesse processo. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi desenvolver um painel especifico para identificagdo de cultivares
de Urochloa. Foram avaliadas 19 cultivares/acessos com 30 marcadores microssatélites.
Um total de 256 alelos foram detectados entre todas as cultivares avaliadas. Foram
identificados 54 alelos exclusivos e 97 alelos raros, que estdo presentes no maximo em trés
cultivares. A cultivar Marandu apresentou quatro alelos exclusivos e a cultivar BRS Piata 11,
podendo essas serem diferenciadas utilizando oito marcadores moleculares. BRS Ipybora
apresentou dois alelos exclusivos, Mavuno e Mulato Il apresentaram apenas um alelo
exclusivo, essas cultivares podem ser distintas usando-se nove marcadores moleculares.
Para cada cultivar, a melhor combinagdao de marcadores moleculares foi desenvolvida e
pode ser usada para testes de DNA em laboratorios credenciados. Com o uso do painel
molecular, a origem genética de cada semente comercializada podera ser certificada e
denuncias de pirataria poderao ser investigadas de forma rapida e precisa.
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pastures for animal feed. Different forage cultivars are available on the market that aim to
meet the edaphoclimatic conditions and different production systems. The genus with the
highest relevance in this group is Urochloa, which has 20 protected or registered cultivars
in the Ministry of Agriculture and in more than 80% of cultivated pastures in Brazil. Brazil is
the largest consumer, exporter and producer of forage seeds in the world. One of the major
problems in the forage seed market is piracy and the contamination of seed production fields.
Since itis very complicated to distinguish some cultivars by look, the use of specific molecular
markers (fingerprint) is an alternative to assist in this process. Thus, the objective of this
work was to develop a specific panel to identify cultivars of Urochloa. 19 cultivars/accesses
were evaluated with 30 microsatellite markers. A total of 256 alleles were detected among all
analyzed cultivars. 54 exclusive alleles and more than 97 rare alleles were identified, which
are present in at most 3 cultivars. The Marandu cultivar presented four exclusive alleles and
cultivar BRS Piata 11, which both of these cultivars have the possibility to be differentiated
using eight molecular markers. BRS Ipybora had two exclusive alleles, Mavuno and Mulato
Il had only one exclusive allele; these cultivars can be distinguished using nine molecular
markers. To each cultivar, the best molecular marker combination has been developed and
it can be used for DNA testing in accredited laboratories. With the use of molecular panels,
a genetic origin of each commercialized seed can be certified and piracy reporting can be
investigated rapidly and accurately.
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Introducgao

No Brasil, a atividade leiteira é praticada por mais de um milhdo de produtores, em sua
maioria pequenos, que tém nas pastagens a mais importante fonte de alimentagéo para
o rebanho. Visando atender as diferentes demandas, varias cultivares forrageiras estao
disponiveis no mercado e os programas de melhoramento estdo constantemente buscando
o desenvolvimento de novas cultivares para garantir a sustentabilidade da pecuaria tropical.

O Brasil € o maior produtor e exportador de sementes de forrageiras tropicais do mundo,
destaque para os géneros Urochloa e Panicum que juntos possuem uma area de 111 milhdes
de hectares de pastagens plantadas, chegando a alcangar 90% das pastagens brasileiras
(VALLE et al., 2009; UNIPASTO, 2013; IBGE,2017). Atualmente, o género Urochloa possui
mais de 20 cultivares registradas no Registro Nacional de Cultivares ou protegidas no
Servigo Nacional de Protegcéo de Cultivares.

O principal problema enfrentado é a comercializagao ilegal de sementes “piratas”, que
traz prejuizo para toda a cadeia produtiva e compromete a formagao e a qualidade das
pastagens, além de causar perdas financeiras significativas. A produgéo e comercializagao
de sementes “piratas” de forrageiras tropicais, segundo levantamentos da Associagao para
o Fomento a Pesquisa de Melhoramento de Forrageiras (Unipasto), alcangam cerca de
30% do mercado (JOSE, 2013).

A diferenciacao de cultivares por meio de descritores morfolégicos apresenta dificuldades
inerentes a grande similaridade morfolodgica entre as cultivares e a interferéncia ambiental
na expressao das caracteristicas. A utilizagdo de marcadores moleculares especificos pode
ajudar nesse processo de identificacdo, auxiliando na comprovagao da origem genética
da cultivar e nas atividades de fiscalizacdo. Atualmente, existem muitas técnicas para
determinar o perfil de DNA (DNA fingerprinting) para a diferenciagdo de cultivares, um
exemplo é a utilizagdo de marcadores microssatélites. Apesar de ainda n&o serem utilizados
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para registro e protecao de cultivares, os microssatélites vém sendo muito utilizados para
comprovacédo de hibridagdes dentro dos programas de melhoramento, na identificagdo
de sementes piratas e na identificacdo de contaminagdo nao intencional em campos de
producdo de sementes (AVIANI; SANTOS, 2011). Dessa forma, o objetivo deste trabalho
foi obter um painel molecular para identificacdo genética de cultivares de Urochloa através
do uso de marcadores microssatélites.

Material e Métodos

Foram avaliadas 16 cultivares de Urochloa registradas ou protegidas no Ministério da
Agricultura e trés acessos promissores em fase final de desenvolvimento pelo programa
de melhoramento da Embrapa (Tabela 1). O DNA de todas as amostras foi extraido
a partir de folhas jovens utilizando o método de Bonato et al. (2002) e quantificado em
espectrofotdbmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific®). As reagdes de amplificagao foram
realizadas com volume final de 10 pL, foram adicionados 20 ng de DNA, tampao de PCR
1X (Promega, Fitchburg, EUA), 1,56 mM de MgCI2, 0,3 mM de dNTP, 0,5 uM de primer e
1 U de GoTaq Polimerase (Promega). Todos os microssatélites foram sintetizados com
marcacgao fluorescente na extremidade 5’ (6FAMTM, HEX, NEDTM e TAMRA®) e o produto
da PCR foi analisado no sequenciador SeqStudio (Thermo Scientific®). Com base no poder
discriminatério dos alelos, foram desenvolvidos os perfis de DNA para identificagao de cada
cultivar.

Tabela 1: Cultivares e acessos avaliados para o desenvolvimento do painel fingerprint e sua respectiva espécie.

Cultivar/Acesso Espeécie

Arapoty Ul brizantha

BRS Paiaguas U brizantha

BRS Piata U brizantha

Capipora U brizantha

Marandu U brizantha

MG4 U brizantha

Xaraés U brizantha

MG13 Bratna U brizantha

B4 U brizantha

BRS Ybate U brizantha

Basilisk U decumbens

R86 U decumbens

254-1 U decumbens

MIXE DRWN 12 U brizantha X U. ruziziensis
BRS Ipypora U. brizantha X U. ruziziensis

CIAT BRO2 1752 U. brizantha X U. ruziziensis X U decumbens
CIAT BRO2 1794 U. brizantha X U. ruziziensis X U decumbens
Mulato IT U. brizantha X U. ruziziensis X U. decumbens
970-10 U brizantha X U. ruziziensis X U. decumbens
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Resultados e Discussao

Trinta pares de primers foram utilizados para avaliagao de 19 cultivares/acessos de Urochloa.
Foram detectados 246 alelos no total (média de 11, 7 alelos por marcador), variando de 66
pb a 354 pb.

Para as cultivares de U. brizantha, 16 microssatélites foram informativos e sdo capazes de
distinguir todas as cultivares. Avaliando as cultivares Marandu e BRS Piata, 11 e 15 alelos
exclusivos foram identificados, respectivamente. Ja para as cultivares de U. decumbens,
12 microssatélites foram informativos. Na avaliagdo das cultivares/acessos oriundos de
cruzamento entre duas ou mais espécies, 10 marcadores apresentaram alelos exclusivos
em pelo menos um dos acessos ou cultivares. Foi estabelecido um padrao alélico esperado
para cada uma das cultivares langadas pela Embrapa (Tabela 2).

Tabela 2. Alelos raros ou exclusivos esperados para cada uma das cultivares/acessos da Embrapa. Identificagdo - O
primeiro numero é o marcador e o segundo numero € o tamanho do alelo em pares de bases.

Cultivar Alelos raros (R) ou exclusivos (E) esperade (SSR Alelo pb)
Arapoty 139 2607 /85 255%

BRS Paiaguas 139 260r /85 255%

BRS Piata 132 2567 /112 243 &/ 37_155 ®

138 252F /139 242F /139 269¢ /139 288%F /7 166F / 96 255F /153 262F /39 152¢
/98_249¢ /98 305F /80 153F

Capipora 85 243%/ 153 241F /80 _76F

Marandu 139 270" /139 302" / 153_245% /37 _155*
99 244%/ 96 254/ 98 255/ 98 311F

B4 139 296" /139 244F /99 224F

Xaraés 138 269° /34 165% /139 274% /85 243% /153 245" /80_149%
132_260F /139 278F /139 282% /99 247F

BRS Ybaté 139 296" /139 244F /99 225F

Basilisk 138 2367 /34 165" /132 258" /139 253% /7 206F /85 252F /99 251% /99 252% /
3012 252% /98 289% /7 169°

R86 138 2367 /138 248% /34 166" /132 258% /139 253" /7 164% /7 2067 /85 252°
/99 252% /3012 252% /39 143% /80 151 ¢/34 162 ¢

254-1 138 2367 /138 248" /34 166" /132 258" /139 253% /139 274% /7 164% /7 206"

/85 252F /99 251% /99 252%F /3012 252% /39 143% /98 289% /80 151F
85 260°/ 98 348F /80 154°

BRS Ipypora 34 171%/ 112 250% /37_149* /139 244F /7 159¢
970-10 139 270r/ 85 242"
Conclusoes

Apartir das amostras analisadas foi possivel identificar padrées Fingerprinting determinantes
para indicar diferencas entre todas as cultivares analisadas de Urochloa. O padrao
alélico identificado sera utilizado para confirmagao de hibridacées e para avaliagdo da
comercializacido de sementes piratas.
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