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Resumo: Este trabalho teve o objetivo de conseguir marcadores genético-moleculares relacionados a
apomixia, um modo de reproducdo assexuada em que ha a formagdo de sementes, a partir de uma
populacdo F1 segregante de Brachiaria humidicola. Para isto, foram utilizados primers SSR (Simple
Sequence Repeats) advindos de bancos de sequéncias publicas e de sequéncias de ¢cDNA de B.
brizantha apomitica que, testados na referida populagdo, forneceram 60 marcadores moleculares
ligados a apomixia. Estes marcadores foram empregados na constru¢do de um mapa genético que
podera explicitar a localizacdo do(s) gene(s) que controla(m) a caracteristica nesta graminea, sendo
que ja foram obtidos quatro grupos de ligacdo estatisticamente significativos até o momento. A
distancia média entre os marcadores obtidos foi de 30,9 cM (centiMorgan). A compreensdo dos
processos que envolvem esta forma de reproducdo pode ter utilidade na fixacdo de caracteristicas
agrondmicas de interesse, sendo, portanto de extrema utilidade na agricultura.
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Introducio

O género Brachiaria ¢ de grande importancia econdmica no Brasil por ser bastante utilizado
como planta forrageira. A espécie B. humidicola ¢ importante por possuir alta tolerancia ao
encharcamento, ser resistente a cigarrinha das pastagens e proporcionar boa cobertura do solo, pelo
rapido crescimento dos estoldes. Nao exige solos de alta fertilidade, e a producdo de forragem situa-se
entre 8,0 e 15 ton de matéria seca por ha.ano. As plantas poliploides deste género se reproduzem por
apomixia aposporica facultativa, em que células somaticas do 6vulo ddo origem, por divisdes
mitoticas, a um saco embrionario nao reduzido (DALL'AGNOL & SCHIFINO-WITTMANN, 2005).
Acredita-se que a aposporia neste género seja dominante em relagdo a sexualidade, e que seja
controlada por um fator mendeliano simples. Entretanto, como hé diferencas na ploidia entre plantas
sexuais (diploides) e apomiticas (poliploides), o melhoramento tradicional de plantas ndo pode ser
empregado, o que poderia ser contornado com a identificagdo da apomixia por marcadores moleculares

e mapeamento genético. Estes marcadores podem ser obtidos a partir de uma populacio segregante
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oriunda do cruzamento de genitores de caracteristicas contrastantes (CARNEIRO & VIEIRA, 2002).
Como em B. humidicola ha a ocorréncia de individuos tetraploides sexuais e apomiticos, estes podem
ser cruzados e a populacao segregante, estudada. A segregagao ocorre na proporc¢ao 1:1 para o modo
de reproducdo (apomitico/sexual). A frequéncia de recombinantes indicara a distancia entre dois locos
(marcadores) ao longo de determinado cromossomo, possibilitando seu mapeamento. Marcadores do
tipo microssatélites (SSR), utilizados neste trabalho, sdo codominantes, multialélicos, apresentam alta
reprodutibilidade e alto grau de polimorfismo detectado. Oitenta e quatro primers SSR, originados de
bancos de sequéncias publicas e de sequéncias de cDNA de B. brizantha apomitica foram obtidos por
LIRA et al. (2010). O objetivo deste trabalho foi estudar a localiza¢ao destes marcadores em grupos de

ligagdo para possibilitar o mapeamento de apomixia na populag¢do de Brachiaria estudada.

Material e métodos

Um cruzamento, feito na Embrapa Gado de Corte, entre dois acessos de B. humidicola, BHO16
(genitor masculino, apomitico) e BHO031 (genitor feminino, sexual) originou 124 individuos
segregantes, que tiveram seu DNA extraido e diluido para a concentragdo de 3 ng/pL. Oitenta e quatro
primers SSR, originados de bancos de sequéncias publicas e de sequéncias de cDNA de B. brizantha
apomitica (LIRA et al, 2010), foram otimizados utilizando-se dois individuos aleatorios da populagdao
e temperatura de anelamento variando entre 48 e 58°C. Destes, quarenta e nove foram selecionados e
testados nos 124 individuos da populacdo segregante, juntamente com os genitores e mais dois
hibridos, um sexual e um apomitico. O resultado da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foi
analisado em gel de agarose a concentragao de 3,5% corado com brometo de etidio e submetido a uma
corrente eletroforética para separacdo dos fragmentos amplificados. Utilizando-se o programa de
mapeamento Mapmaker Macintosh versdao 2.0 (LANDER et al., 1987), foi analisada a segrega¢do dos
marcadores obtidos. Foi utilizado LOD minimo de 3.0, fracdo maxima de recombinagdo de 0.4 ¢

fun¢do de mapeamento de Kosambi.

Resultados e discussiao
Sessenta marcadores SSR polimdrficos foram obtidos a partir da analise dos resultados revelados
em gel de agarose. Apesar de terem sido utilizados marcadores microssatélites, codominantes, estes
foram analisados como se fossem dominantes, devido a poliploidia da espécie. Por meio da utilizagao
do programa Mapmaker, os marcadores foram distribuidos em quatro grupos de ligacdo

estatisticamente significativos (Fig. 1), ou seja, com trés ou mais marcadores cada. Considerando todos
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os grupos, a distancia média entre os marcadores obtidos foi de 30,9 cM. Houve uma maior
concentracdo deles em um grupo especifico (B2), provavelmente, devido ao fato de terem sido

utilizados primers ja desenvolvidos com a finalidade de se mapear a regido-apo em Brachiaria.
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Figura 1: Grupos formados utilizando-se 126 individuos segregantes de B. humidicola e 60 marcadores SSR. O
programa MapMaker 2.0 foi utilizado com LOD minimo de 3.0, fragdo maxima de recombinagio de 0.4 e fungdo de

mapeamento de Kosambi (B2, B1, B3, B7 sdo os nimeros dos grupos de ligacéo).

Conclusoes
A utilizagdo de primers SSR previamente desenvolvidos para apomixia em B. brizantha permitiu
a obtencao de sessenta marcadores moleculares em cento ¢ trinta acessos de B. humidicola, suficientes
para a formagdo de quatro grupos de ligacao. Mais marcadores moleculares serdo obtidos, a partir de
primers ISSR de milho (Zea mays), para que se possa aumentar o niumero de grupos formados,

permitindo o mapeamento da regido-apo em B. humidicola.
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