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RESUMO

Gramineas do género Urochloa constituem um dos grupos mais empregados na alimentagdo de ani-
mais ruminantes no mundo. O objetivo desta investigagdo foi realizar uma revisdo sistemdtica reunindo
estudos relevantes as femdticas ligadas & genética, melhoramento e marcadores moleculares comumente
aplicados nos processos de melhoramento do género Urochloa. O pacote R de andlise
biblioméfrica, Bibliometrix, processou os dados obtidos nas buscas. O estudo indicou que o Brasil é o
pais com maior nimero de publicagdes relacionadas ao género. Os marcadores moleculares mais
ufilizados sdo os microssatélites, RAPDs e SNPs, que foram ideais para a construcdo de mapas de
ligagdo e estudos de diferenciagdo e diversidade genética. Ficou evidente a necessidade de ampliagéo
dos estudos genéticos em outras espécies de Urochloa, de forma a facilitar a selegdo de caracteres de
inferesse e o direciona-mento de cruzamentos que garantam a formagéo de gendtipos com maior

variabilidade genéfica para exploragdo nos programas de melhoramento.

Advances in genetics and breeding of Urochloa forage grasses using molecular
tools
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The grasses of the genus Urochloa (synonym Brachiaria) are utilized extensively for
animal grazing in the world. The aim of this study was to carry out a systematic review, bringing
together studies related o genetics, breeding and use of molecular markers in Urochloa grasses. The
R-package Bibliometrix was used for bibliometric and co<itation analysis in this research. Brazil
stood out as the country with the largest number of publicafions related fo the genus. Most used
molecular markers were microsatellites, RAPDs and SNPs, which were ideal for building linkage
maps and for studies of differentiation and genetic diversity. The need to expand genetic studies in
other species of Urochloa became evident; in order to allow the selection of characters of interest
and the direction of crosses that guarantee the formation of genotypes with greater genetic

variability for exploitation in breeding programs.
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INTRODUCAO

Pertencente a familia Poaceae e subfamilia Panicoi-
deae, o género Urochloa (sinonimia Brachiaria) é uma
graminea perene que possui adaptagao flexivel aos
mais diversos climas, com possibilidade de se ajustar
aos diferentes tipos de solos. Sua distribuigdo geografi-
ca se concentra nas regides tropicais e subtropicais, no
continente africano (centro de origem) e nas Américas
(Silva et al., 1984; Oliveira, 1999; Bueno et al., 2019;
Bueno et al., 2022).

Com habito de crescimento varidvel, os caules de
Urochloa sao lisos e de pequeno porte, podendo al-
cangar até 100 cm de comprimento, com folhas que
apresentam pelos em ambas as faces (Oliveira, 1999)
(Figura 1). Suas flores caracterizam-se basicamente por
conterem de um a trés estames, com espiga unilateral
ou panicula, e colmo herbaceo florescendo todos os
anos. Sua reprodugdo pode ser sexuada ou apomitica
do tipo gametofitica aposporica que é caracterizada
por ser um tipo de reproducao assexuada pseudoga-
mica com embrides originados da fecundacado, somente
da célula central do saco embrionario (Ngendahayo,
1988).

O género Urochloa tem tido grande importancia
econdmica para a pecudria, principalmente por fazer
parte da alimentagdo de animais domésticos rumi-
nantes, sendo caracterizado em funcdo dos altos ni-
veis de proteina e alta digestibilidade (Oliveira, 1999).
Grandes esfor¢os para o melhoramento dessas plantas
cultivadas vém sendo realizados em diversas partes
do mundo, principalmente no Brasil que é conside-
rado o maior exportador de carne bovina, o que deve
ter contribuido para que o pais se destaque como um
dos maiores produtores de sementes de forrageiras do

planeta. Porém, a produgao é baseada em sistemas de
monocultura com uso em larga escala de poucos clones
de alto desempenho em extensas faixas territoriais, o
que pode desencadear no futuro grandes prejuizos
para pecudria brasileira devido a fragilidade genética
(Barbosa et al., 2006).

Dessa forma, hd a necessidade do uso de tecnolo-
gias mais avangadas que venham a contribuir para
que se tenha uma melhor caracterizagdo dos genétipos
utilizados nas lavouras, de forma a selecionar e dire-
cionar cruzamentos mais eficazes, a fim de se gerar
maior diversidade genética, e por consequéncia, maior
flexibilidade adaptativa.

Dentro dessa expectativa, os marcadores molecu-
lares tém se destacado bastante em pesquisas com
plantas forrageiras, sendo aplicadas nao s6, na ca-
racterizacdo e diferenciagdo de genétipos, como na
identificacdo de QTLs (Loci de caracteristicas quantita-
tivas — Quantitative Traits Loci) ligados a caracteres de
importancia agrondmica (Ferreira et al., 2019; Vigna et
al., 2016a).

Assim, para vislumbrar estratégias mais eficientes
de melhoramento genético é necessario conhecer as
técnicas e os marcadores moleculares que estdo sendo
mais utilizados nos estudos com forrageiras, verifican-
do inclusive, suas vantagens e desvantagens, principal-
mente no que diz respeito ao género Urochloa.

Portanto, o objetivo desta investigacdo foi realizar
uma revisao sistematica da literatura reunindo estudos
relevantes as tematicas ligadas a genética, melhora-
mento e aplicabilidade dos marcadores moleculares,
comumente aplicados nessas abordagens, no género
Urochloa.

Figura 1. (A) Urochloa brizantha; (B) Urochloa decumbens; (C) Urochloa mosambicensis; (D) Urochloa subquadripara;

(E) Urochloa humidicola; (F) Urochloa ruziziensis.
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MATERIAL E METODOS

Para a realizacgao sistematica da revisdo de literatura
foram feitas buscas por todas as publica¢oes de todo o
mundo que abordassem todos os anos até 2020 e que
fossem indexados no portal do SCOPUS.

Devido a alta similaridade e a falta de informacdes
conclusivas em relacdo a distingdo taxonOmica entre as
espécies do género Urochloa e Brachiaria, ambas foram
consideradas como sinonimias, conforme sugerido por
Valle & Pagliarini (2009).

A investigacao foi realizada acessando a péagina
principal, com a busca usando o item que inclui juntos
o resumo, titulo e palavras-chave. De inicio inseriu-se
o termo, Urochloa OR Brachiaria AND improvement*
/ breeding®, de forma a verificar todas as pesquisas
relacionadas ao melhoramento. Em seguida, de forma
separada, substituiu-se a palavra improvement* por:
genetic*, microsatellite* OR SSR, ISSR, SNP*, “internal
transcribed spacer”, 16S, COI, plastid, RAPD, AFLP,
sequencing, Illumina, development and microsatelli-
te* OR SSR, genome e RFLP. A adicao do asterisco (*)
possibilita que a busca seja também obtida nas suas
palavras derivadas, como no singular e plural. As as-
pas (” ”) permitem que se explore o termo por inteiro,
quando este possui mais de uma palavra. A vantagem
de se trabalhar dessa forma é que todo o resultado
referente a cada consulta é registrado em arquivos de
diversos tipos de extensdo, sendo o formato escolhido
para esse estudo o bibtex.

Na revisao, adotou-se a metodologia que prioriza o
endereco fornecido pela instituicdo de pesquisa do pri-
meiro autor usando a fungdo “metaTagExtraction” do
pacote estatistico R Bibliometrix. Esse critério leva em
consideracdo a ideia de que o interesse pela execugao
do estudo seria do primeiro autor.

Para ter uma visdo geral dos estudos referentes
aos principais marcadores moleculares utilizados em
Urochloa, os arquivos ligados as buscas de cada tipo de
marcador e dos termos: ‘development and microsatelli-
te” OR ‘SSR’, “genome’, ‘Illumina’ e ‘sequencing’, foram
reunidos, e em seguida removidos todas as duplicatas,
para posterior analise.

Toda a analise bibliométrica foi realizada utilizando
o pacote estatistico do R, Bibliometrix (Aria & Cuccuru-
llo, 2017), por meio do qual se pdde extrair do arquivo
formato bibtex ndo s6 diversas informagdes importan-
tes referentes aos autores, paises e institui¢des afiliadas,
como gerar diferentes tipos de graficos que ajudam a
entender as pesquisas nesse assunto no mundo. Além
disso, quando pertinente, foram criadas ilustracoes
referentes a mapas tematicos e de estrutura conceitual.

A metodologia utilizada para gerar os mapas tema-
ticos permite que se ilustre quatro tipologias de temas,
definidos de acordo com o quadrante no qual estao
posicionados. Esses graficos foram utilizados para ex-
plorar os campos das palavras-chave Plus. Elas sdo de-
finidas por estarem associadas a especialistas editoriais
da Thomson Reuters fornecidos pelo algoritmo semi-
automatizado, sendo diferenciado das palavras-chave
dos autores devido ao fato de serem normalizadas,

com capacidade de capturar os contetidos dos artigos
com maior profundidade e variedade (Corte et al.,
2019; Cobo et al., 2011).

Os temas que ficam no quadrante superior direito
do grafico sao denominados de temas motor, caracte-
rizados por terem alta centralidade e alta densidade de
documentos relacionados, significando que sdo impor-
tantes para o campo de pesquisa.

Nos temas do quadrante superior esquerdo se lo-
calizam aqueles que sdo mais especializados ou te-
mas-nicho. Eles possuem links internos (muitas co-
ocorréncias na rede) bem desenvolvidos, mas com
externos insignificantes (poucas co-ocorréncias), sendo
de importancia secundaria ou limitada para o campo
de pesquisa (baixa centralidade).

Os temas do quadrante inferior esquerdo sao con-
hecidos por serem emergentes ou estarem em declinio,
com baixa centralidade e densidade de registros, sendo
fracamente desenvolvidos e marginais.

Ja os temas do quadrante inferior direito referem-
se aos basicos ou transversais, caracterizados pela alta
centralidade e baixa densidade, sendo importantes
para o campo de pesquisa, referindo-se, também a t6pi-
cos transversais de conceito geral para diferentes areas.

Nesse estudo também foram gerados graficos em
rede para mostrar o grau de colaboracao entre os paises
quanto as pesquisas. Além disso, foi construido um
mapa de estrutura conceitual em duas dimensoes ba-
seado na anélise de correspondéncia multipla (MCA) e
algoritmo de agrupamento k-means da rede de co-oco-
rréncia de palavras-chave, com o grau minimo igual a
2. Esse tipo de abordagem foi usado para investigar
os termos cientificos mais significantes, as conexdes
entre elas, a fim de verificar a tendéncia das pesquisas
emergentes (Zhang et al., 2017, Nita, 2019).

RESULTADOS E DISCUSSAO

PESQUISAS VOLTADAS AO MELHORAMENTO DE
FORRAGEIRAS DO GENERO UROCHLOA

Devido a importancia das plantas forrageiras do
género Urochloa para a nutricdo de animais domésticos
ruminantes (e.g.: bovinos, caprinos e ovinos), diversas
pesquisas cientificas tém sido realizadas, principal-
mente voltadas ao desenvolvimento de tecnologias
que permitam o melhoramento do seu cultivo, com os
primeiros registros aparecendo por volta da década
de 70, com crescimento notadamente ascendente a
partir de 2001 (Figura 2A). Ao fazer uma busca pela
plataforma SCOPUS, usando a descrigao “Urochloa OR
Brachiaria AND improvement/breeding”, e ao avaliar
a lista de registros utilizando o pacote R Bibliometrix,
142 documentos foram encontrados, dos quais 132 ar-
tigos, foram publicados relacionados ao tema melhora-
mento, com destaque para os estudos com as espécies
Brachiaria brizantha, B. decumbens e B. ruziziensis, cujos
nomes aparecem com maior frequéncia nas palavras-
chave do autor.

A distribuigao anual de publicacdes entre os termos
melhoramento e genética foi significativamente corre-
lacionada (r = 0,83, p < 0,0001), havendo um maior im-
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pulso inicial justamente a partir do ano que se comegou
a registrar os primeiros trabalhos com marcadores mo-
leculares em Urochloa entre os anos de 1987 e meados
de 1990 (Figura 2A). Adicionalmente, com o objetivo
de explorar de forma mais direta o nivel de interesse
pelas pesquisas voltadas a Genética, foi realizado uma
busca por publicagdes usando o termo “genetic*” em
Brachiaria ou Urochloa. A busca registrou a presenca de
269 documentos, sendo 253 artigos no periodo entre
2004 até o presente ano, com destaque novamente para
os autores brasileiros. Provavelmente esse resultado
reflete a preocupagao maior dos agricultores brasileiros
e institui¢oes de pesquisa em obterem variedades mel-
hor caracterizadas para posterior selecdo e cruzamento
entre aquelas com maior desempenho. A preocupagao

pela caracterizagado morfo-agrondmica pode ter res-
tringido a associa¢do das palavras ligadas ao melhora-
mento com aquelas relacionadas a Genética. Os termos
ligados ao melhoramento, talvez ndo estejam restritos
exclusivamente aos genotipos.

Foi possivel observar que o Brasil desponta como
o pafs com maior nimero de publicagdes relacionadas
ao tema melhoramento (Figura 2B).

O pais destaca-se como um dos maiores exportado-
res de sementes de forrageiras do mundo, além do fato
de serem os maiores exportadores de carne bovina, o
que pode justificar o volume de publicagdes (Marchi et
al., 2008, Peixoto et al., 2001).

>
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Figura 2A. Producdo cientifica anual referente a busca pelos termos melhoramento, genética e marcadores
moleculares em plantas forrageiras Urochloa (sinonimia Brachiaria); (B) paises que mais produziram cientifica-
mente referente a busca pelos termos melhoramento, genética e marcadores moleculares (Annual scientific

output relating to searches for the terms breeding, genetics and molecular markers in Urochloa forage plants (synonym: Brachiaria); (B)
countries with the highest scientific output relating to searches for the terms breeding, genetics and molecular markers).
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O mapa de estrutura conceitual demonstrou trés
grupos de palavras-chave correlacionadas nas publi-
cacoes (Figura 3). No cluster 1 (azul claro), vé-se a re-
unido de termos relacionados aos efeitos externos que
podem comprometer o desenvolvimento das plantas
cultivadas como: solo, contetido de dgua, manejo de
pastos e uso de fertilizantes. Essa preocupacao pode
ser vista em estudos como os realizados por Pereira et
al. (2019) que avaliaram o desempenho das cultivares
com fertilizantes minerais e a base de fezes suinas e
Simon et al. (2019) que observaram as atividades mi-
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Figura 3. Mapa de estrutura conceitual e clusters de palavras-chave daanalise bibliométrica de pesquisasligadas
aomelhoramento de plantas forrageiras do género Urochloa (grau minimo doné =2), método de analise de corres-
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(minimum node degree =2), using multiple correspondence analysis and k-means clustering; cluster 1—-lightblue, cluster2—red, cluster3—green).

mapa tematico, usado para investigar o grau de impor-
tancia dos temas identificados nas pesquisas referentes
ao ‘melhoramento” em Urochloa (Figura 4A), pdde-se
observar a formacao de 12 tipologias de temas, sendo
que os circulos de coloragao résea, lilds, laranja e ver-
melho como temas motores para o campo de pesquisa
relacionado ao melhoramento com Urochloa. Junto com
o tema representado pelo circulo de coloracao résea e
lilas, o circulo laranja possui alto grau de densidade e o
maior grau de centralidade, demonstrando ser um dos
temas de maior importancia para o campo de pesquisa

melhoramento, com palavras relacionadas as caracte-
risticas fenotipicas e do solo, e sendo as mais recorren-
tes ‘pasture’, ‘soil’, ‘biomass’ e ‘cultivar’. Isso converge
com o interesse dos agricultores, principalmente quan-
do se deseja ampliar o cultivo dessas forrageiras nas
mais diferentes regides do planeta.

O tema representado pelo circulo lilas revela mui-
tos artigos que citam a espécie Cynodon dactylon, nas
palavras-chave, sendo provavelmente referente aos
varios estudos comparativos com o género Urochloa,
principalmente no que diz respeito ao desempenho
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produtivo sobre diferentes condi¢des experimentais
(Pequeno et al., 2018; Stumpf et al., 2018).

Por sua vez, com a posigdo que o tema Brasil /Brazil
e termos associados tém se colocado no mapa tematico
(circulo de cor résea), é possivel ter uma ideia da im-
portancia dada ao melhoramento das forrageiras no
pais, o que tem contribuido provavelmente para am-
pliacdo do setor referente as industrias de sementeiras
das espécies do género Urochloa (Marchi et al., 2008).

O tema na cor vermelha é representado por termos
que se referem mais aos aspectos ligados a fisiologia
das cultivares e ao desempenho do consumo pelos
animais (e.g.: physiology, animal e metabolism), e lo-
calizado em uma posicao intermedidria entre os temas
mais importantes e basicos no campo das pesquisas em
melhoramento.

O grafico aponta que os estudos mais voltados ao
aspecto genético, ainda estao no inicio de um processo
de expansao da pesquisa, pois o tema em verde claro,
representado pelos termos como ‘genetic improve-
ment’ e ‘genetics’, além de outros nao ilustrados, como
‘microsatellite’, ‘phylogeny” e ‘genetic marker’, estdo
localizados no quadrante relacionado aos temas emer-
gentes com baixa centralidade e densidade.

O mapa tematico demonstrou a presenca de dez
temas ligados ao campo de pesquisa ‘genética” em
Urochloa (Figura 4B). O foco principal estd voltado aos
temas identificados pelos circulos de cor azul escuro
e azul claro. O primeiro estd associado as palavras
ligadas a microrganismos benéficos que ajudam no
desenvolvimento das plantas cultivadas, principal-
mente nas espécies do género. Sao representados pelas
palavras-chave ‘metabolism’, ‘growth’, ‘classification’,
“16S’, ‘microbiology” e ‘RNA’. No que foi levantado,
observou-se que os principais estudos estdo voltados
a identificagdo e caracterizacdao usando o marcador 16S
(Ribeiro et al., 2019; Mukhtar et al., 2018; Oliveira et al.,
2018; Verma & White, 2018). J& o segundo é composto

de termos relacionados aos animais, maior nimero
de ocorréncias, principalmente no que diz respeito ao
consumo de forrageiras pelos bovinos, e referentes ao
controle de pragas que acometem as cultivares.

Os temas bésicos estdo mais relacionados a termos
associados a técnicas de Biologia Molecular. O tema
verde escuro é representado por termos ligados ao se-
quenciamento de DNA e ao genoma viral como: ‘'DNA
sequence’, ‘sequence analysis’, ‘nucleotide sequence’,
‘viral genome’ e ‘virus’. Isso leva a crer que muitos es-
tudos estao utilizando a tecnologia de sequenciamento,
basicamente para a identificagdo dos diversos virus
que acometem as braquidrias (Kraberger et al., 2017;
Yahaya et al., 2017).

No tema basico de coloragdo vermelha destaca-se a
palavra-chave ‘Random Amplified Polimorphic DNA’
ou RAPD, bem como outras associadas a forragem e a
algumas espécies como a Urochloa maxima e Panicum
maximum (sindbnimos), bastante usada na alimentacao
de rebanhos bovinos, sendo provavelmente usada para
comparagoes de desempenho com Urochloa.

E por fim, o tema béasico de cor marrom, represen-
tado por palavras como: ‘microsatellite’, “apomixis’,
‘genetic markers’, ‘karyotyping’, ‘ribosome’,'DNA’,
‘hybridization’ e ‘evolution’, faz referéncia aos estu-
dos no género Brachiaria (sinonimia Urochloa) usando
marcadores moleculares tais como os microssatélites,
principalmente para a caracteriza¢do e para o mapea-
mento genético de loci proximos ao gene apo-locus
(ligado a aposporia) voltados para auxiliar na selecdo
e cruzamento de acessos para a formagao de hibridos
de alto desempenho (Vigna et al., 2016a).

Com o avango das ferramentas moleculares, esta
sendo cada vez mais comum a obtencao de acessos
melhorados por meio da transgenia. Porém, o mapa
tematico mostra que o tema ainda estd em fase espe-
culativa, pelo menos no campo de pesquisas genéticas
com o género Urochloa.
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Figura 4. Mapas tematicos referente as palavras-chave da pesquisa usando os termos (A) ‘'melhoramento’ e (B)
"genética’ em Urochloa. Os circulos representam os temas e o tamanho esta ligado ao nimero de artigos rela-
cionados a cada palavra-chave que os compdem (Thematic maps relating to the search keywords using the terms (A) ‘breeding’
and (B) ‘genetics’ in Urochloa. The circles represent the themes, and their size corresponds to the number of articles related to each keyword

they contain).
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MARCADORES MOLECULARES EM PLANTAS CULTIVADAS
DO GENERO UROCHLOA

Sabe-se que para obter maior eficdcia nos trabalhos
de melhoramento vegetal é necessério fazer uma ca-
racterizacdo inicial do Banco Ativo de Germoplasma
(BAG), de forma a direcionar com maior precisio a
selecdo e os cruzamentos de genétipos de interesse.
Para isso, a estratégia mais comum € a mensuragdo de
caracteres morfolégicos e bromatolégicos. A pesquisa
bibliografica indicou que, para auxiliar esses estudos,
alguns tém sido conduzidos com plantas forrageiras
desde meados de 1990, usando também, os marcadores
moleculares baseados no DNA.

O uso de marcadores moleculares se torna cada vez
mais presente nos trabalhos de melhoramento com
plantas forrageiras, principalmente por desconsiderar
o estagio de desenvolvimento do organismo para ser
feito as inferéncias, o que permite conhecer nao sé6 o
perfil genético dos acessos, como também, verificar a
diferenca genética entre os individuos/espécies. No
entanto, poucas publica¢des foram identificadas (60),
comparando com o tema “Genética’, o qual foi observa-
do a ocorréncia de 125 documentos abordando temas
relacionados a estudos populacionais, sendo 122 deles,
artigos cientificos. A taxa anual de crescimento per-
centual calculado pelo pacote estatistico Bibliometrix
foi de 7,25, sendo que houve um crescimento visivel
a partir de 2004, com média, até o presente momento,
de 6,71 + 2,76, sendo os anos de 2010 e 2019 os mais
produtivos com 12 publica¢des cada um (Figura 2A).

O Brasil apresentou-se como o pais com maior
nimero de publica¢des, com a cooperagao de alguns
paises, principalmente dos EUA e do Reino Unido,
provavelmente por disporem de maior tecnologia nes-
sa drea. Isso justifica, portanto, o maior ntimero de
estudos genéticos voltados ao melhoramento, ja que
os marcadores moleculares atualmente sdo uma das
principais ferramentas no melhoramento (Figura 5A).
No seguinte levantamento, ao avaliar o mapa tematico,
é possivel observar a formagdo de sete temas. O mais
importante para o campo de pesquisa usando marca-
dores moleculares em Urochloa é o destacado em cor
avermelhada que é representado por termos referentes
a identificagdo e classificagdo dos microrganismos be-
néficos ao desenvolvimento das cultivares, da mesma
forma que foi observado no mapa temaético referente a
pesquisas genéticas no género (Figura 5B).

A analise cienciométrica também identificou a pre-
senca de trés temas bdésicos referentes a marcadores
moleculares. Apesar de ter menor centralidade de pu-
blicagdes do que o circulo lilas, o de coloragdo verde
claro é representado por termos que possuem maior
densidade de artigos relacionados a este campo de pes-
quisa. Eles sdao voltados também as pesquisas com mi-
crorganismos benéficos as plantas do género, incluindo
alguns fungos endofiticos, sendo estes responsaveis
por controlar a infestagdo de fungos patogénicos (Yang
etal., 2019; Kelemu et al., 2001). Nesse caso, destacam-
se as palavras-chave ‘bacterial’, ‘fungus’, ‘isolation’,
‘taxonomy’, ‘ribosomal spacer” e “phytoplasm’. Isso
leva a supor que ha certa preocupacao, por parte dos

pesquisadores, em solucionar problemas comuns
en contrados nas lavouras referentes ao controle da
infestagdo de pragas, além do interesse constante em
melhorar os acessos remanescentes usando artificios
como o uso de bactérias que sdo responsaveis prin-
cipalmente pela fixacdo de nitrogénio (Ferreira et al.,
2019; Ribeiro et al., 2019; Kelemu et al., 2001; Yang et
al., 2019). Isso também se evidencia pela distribuigao
das palavras-chave no mapa tematico de publicagdes

ligadas a pesquisa genética em Urochloa.

O tema de coloracao lilas (baixa densidade e alta
centralidade) faz mencao a caracterizagao genética vol-
tada ao melhoramento das espécies do género Urochloa
ou a sinonimia Brachiaria, com destaque para os termos
ligados aos marcadores microssatélites e SNPs, sendo
este similar também ao mapa tematico relacionado aos
estudos genéticos.

O outro tema basico (coloragdo marrom) possui
baixa densidade e centralidade em relagdao aos demais
do quadrante, sendo representado por palavras ligadas
diretamente ao melhoramento genético (e.g.: ‘bree-

ding’, ‘hybridization’ e ‘seed production’).

Com relagdo aos temas especializados podemos
destacar os estudos com a espécie U. decumbens, que
apresenta o maior niimero de ocorréncias dentre os que
se apresentam no tema (cor verde escuro). Isso reflete
um grande ntimero de estudos com foco nessa espécie
no que diz respeito ao uso de marcadores moleculares.
Porém, nao se pode deixar de ressaltar outras espécies
como U. humidicola, U. ruziziensis e U. brizantha, com
presenga marcante nas palavras-chave das trés pes-
quisas realizadas aqui. A dltima se destaca pelo grande
numero de ocorréncias no tema basico referente ao cir-
culo de coloragdo marrom. Também nao se pode des-
cartar a taxonomia inconclusa referente ao nome dessa
espécie, uma vez, que ora os autores identificam como

pertencente ao género Brachiaria, ora como Urochloa.

As espécies U. decumbens, U. humidicola, U. ruzizien-
sis e U. brizantha (ou B. brizantha) incluem-se como as
mais utilizadas na alimentacao de rebanhos bovinos no
Brasil e em outras partes do mundo, sendo que B. bri-
zantha se destaca pelo alto nivel de produgio nos mais
diversos tipos de climas, com extensas dreas plantadas,
superior inclusive as plantas cultivas comuns ao consu-
mo humano, como a soja, milho, arroz e feijao (Barbosa
et al., 2006; Peixoto et al., 2001).
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Figura 5. (A) Rede de colaboracdo entre os paises para a publicacdo de estudos referentes ao uso de marcadores
moleculares em Urochloa; (B) mapa tematico de palavras-chave da analise bibliométrica de pesquisas ligadas
ao uso de marcadores moleculares mais populares em estudos populacionais (SSR, SNP, RKPD, AFLP, ISSR,
16S, COI e DNA plastidial) de plantas forrageiras do género Urochloa (grau minimo do né = 3), método de
analise de correspondéncia multipla e agrupamento k-means ((A) Collaborative network between countries for the publica-
tion of studies on the use of molecular markers in Urochloa; (B) thematic keyword map from the bibliometric analysis of research related to
the most popular molecular markers used in population studies (SSR, SNP, RAPD, AFLP, ISSR, 16S, COI and plastid DNA) of forage plants
of the genus Urochloa (minimum node degree = 3), using multiple correspondence analysis and k-means clustering).

Ao realizar uma busca individual por cada um dos
marcadores moleculares mais utilizados em plantas
forrageiras do género Urochloa, observou-se uma maior
frequéncia de publicacdes relacionadas aos marcadores
microssatélites (28), 16S (18) e RAPD (16), com maior
parte das pesquisas lideradas por autores brasileiros
(Tabela 1 e Figura 2B).

Os demais temas do primeiro quadrante sao fo-
cados nos estudos especializados de identificacdo e
de avaliacdo filogenética de virus que acometem as
cultivares de forrageiras (cor laranja) e o outro esta
relacionado a patdgenos que acometem tanto o arroz
como as braquidrias (cinza) (Yahaya et al., 2017; Pereira
etal., 2017).
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Tabela 1. Lista dos paises

ue publicaram artigos relacionados aos marcadores moleculares aplicados no

geénero Urochloa (sinonimia Brachiaria) (List of countries that have published articles on molecular markers applied to the genus

Urochloa (synonym Brachiaria)).

Marcadores
Paises Total
SSR SNP ISSR RAPD  AFLP ITS Plastid RFLP 16S Col

Quénia 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 4
Alemanha 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 2
Argentina 0 0 0 2 2 0 1 2 0 0 7
Australia 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
Brasil 21 6 1 5 0 1 2 1 9 0 46
China 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
Colémbia 0 0 0 3 0 2 0 0 1 0 6
Etidpia 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
EUA 1 0 0 0 0 2 0 1 3 0 7
Franca 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
india 3 0 0 0 0 0 0 0 0 1 4
Italia 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Japéo 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 3
Malasia 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
Paquistao 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 2
UK 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 2
Tailandia 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 3
Tanzania 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Total 28 6 2 16 5 5 3 8 18 2 93

SSR — Simple sequence repeats (microssatélites); SNP — Single nucleotide polimorphism; ISSR — Inter simple sequence repeat; RAPD —
Random Amplified polymorphic DNA; AFLP — Amplified Fragment Lengths Polymorphism; ITS — Internal transcribed spacer; Plastid — DNA
cloroplastidial; RFLP — Restriction Fragments length Polymorphic; 16S — gene que codifica a regido 16S do RNA ribosomal de bactérias;
COI — gene que codifica o Citocromo Oxidase | do DNA mitocondrial.

UsO DE MARCADORES DOMINANTES EM UROCHLOA

O RAPD, ou DNA polimérfico amplificado aleato-
riamente, é o tipo de marcador bastante utilizado na ca-
racterizagdo e distingdo de diversas plantas cultivadas,
principalmente pela pequena quantidade de material
biolégico exigido, por nao necessitar de conhecimento
prévio do genoma e pela praticidade laboratorial (Am-
biel et al., 2010). Porém, nesta avaliacdo cienciométrica
apenas 16 publica¢des foram registradas, nenhuma
indexada antes de 2014, sendo Brasil e Colémbia os
paises com maior quantidade de registros. Esse marca-
dor caracteriza-se por fornecer, em gel de agarose sob
campo eletroforético, multiplos fragmentos de DNA
amplificados em uma reagdo de PCR (reacdo em cadeia
da polimerase) sobre orientacdo de pequenos oligo-
nucleotideos (primers). Sua interpretagdo é realizada
a partir de uma matriz binaria, no qual a auséncia de
bandas (mutac¢do na regido complementar ao primer)
€ identificada por “0” e a presenga por “1”.

Por ndo ser possivel distinguir os genétipos homo-
zigotos dos heterozigotos, assim como os marcadores
AFLP (polimorfismo de comprimento de fragmento
amplificado) e ISSR (polimorfismo entre sequéncias
simples repetidas), esses marcadores sao classificados

como dominantes, o que faz com que sua precisao seja
reduzida nas andlises referentes aos estudos de dis-
tingao entre populagdes e de detecgdo do grau de va-
riabilidade genética. Porém, em algumas ocasides, eles
se tornam bastante tteis, principalmente quando se
desconhece o nivel de poliploidia dos genétipos, como
€ o caso do género Urochloa. Além disso, sdo essenciais
para o monitoramento do genétipo de proles hibridas
e para o adensamento dos mapas genéticos de ligagdo.

Alguns estudos mostraram a aplicabilidade do
RAPD, principalmente para a distingdo intra e interes-
pécies. Nesses estudos usando os mesmos dez primers,
foram amplificadas 102 (N = 27; Ambiel et al. (2008) e
114 bandas (N = 44; Ambiel et al., 2010) polimoérficas,
sendo estas usadas para distinguir diferentes espécies
de Urochloa. Zorzatto et al. (2009) desenvolveram 11
primers para estudar a variabilidade e a distancia ge-
nética entre acessos de U. dictyoneura, sendo geradas
87 bandas, das quais 87% eram polimoérficas e com
alto poder de discriminagao. Por sua vez, Almeida et
al. (2011) analisaram a diversidade genética entre plan-
tas cultivadas e hibridos de Urochloa spp. e Panicum
maximum usando 10 primers em 22 gendtipos, os quais
amplificaram 178 fragmentos polimorficos de DNA.
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Estudos realizados por Bittencourt et al. (2008; 2012)
demonstraram utilidade do RAPD para o monitora-
mento de hibridos oriundos dos cruzamentos do aces-
so sexual e tetraploide natural (H31) de U. humidicola
com o BRS Tupi, por meio da identificagdo das bandas
amplificadas exclusivamente dos gendtipos paternos.
Por sua vez, usando 100 hibridos intraespecificos de
U. humidicola, Zorzatto et al. (2009) observaram que o
marcador RAPD denominado 64650 estava localizado
a uma distancia de 4,6 cM do gene apo-locus (gene re-
lacionado a apomixia), sendo demonstrado nos ensaios
que ambos segregavam juntos, o que torna ttil para a
selecdo assistida de progénies hibridas.

Outros marcadores dominantes como o ISSR e
AFLP também demonstraram sua aplicabilidade em
Urochloa. Teoricamente foram desenvolvidos para su-
perar algumas limitagdes apresentadas pelo RAPD,
principalmente referente a repetibilidade dos ensaios.
Pelo fato dos primers de RAPD serem pequenos (en-
tre oito e dez nucleotideos), aleatérios e exigirem pe-
quenas temperaturas de anelamento nas reagoes de
PCR, alguns fragmentos acabam sendo amplificados
de forma inespecificas, ndo se repetindo nas mesmas
condigdes os resultados.

Desenvolvido em meados dos anos 90 (Zietkiewicz
et al., 1994), da mesma forma que os RAPD, os mar-
cadores ISSR ou entre sequéncias simples repetidas,
também sdo caracterizados pela produgao de mdltiplos
fragmentos, a partir de primers que tém como base,
microssatélites com um a trés nucleotideos aleatérios
ancorados na regiao 3’ (e.g. AGAGAGAGAGAGAGN-
NN-3’), o que teoricamente os tornam menos randdmi-
cos que o marcador RAPD.

O marcador AFLP, desenvolvido por Vos et al.
(1995), tem como referéncia a fragmentagdao do geno-
ma gerada pela combina¢do de enzimas de restricao
que ligados a adaptadores servem como base para o
pareamento de primers que orientam as amplificagdes,
resultando um perfil de bandas que podem ser usados
para a montagem de uma matriz binaria de forma a se
realizar as inferéncias populacionais. Um dos fatores
limitantes que podem comprometer sua reprodutibili-
dade é a necessidade de um DNA de alta pureza que
assegure a completa digestdo pelas endonucleases de
restricao (Blears et al., 1998).

No género Urochloa foram identificados apenas cin-
co registros usando o marcador AFLP, com a maior
produgdo advinda de autores argentinos (2). Pessino et
al. (1998), analisando o hibrido interespecifico LG02 do
cruzamento entre U. brizantha apomitica e U. ruzizien-
sis sexual, mapearam o apo-lécus com esse marcador,
identificando dois loci (PAM52-5 e PAM49-13) bem
préximos ao gene controlador apospdrico localizado
no cromossomo 5, que poderiam ser utilizados para
rapida identificacdo de progénies apomiticas. Em ou-
tro estudo, Thaikua et al. (2016) utilizaram 64 pares de
primers para analise de QTL (Quantitative loci trait)
e montagem de mapas genéticos em hibridos Mulato
obtidos do cruzamento de Brachiaria ruziziensis e B.
brizantha cv. Marandu. Os mapas formados continham
29 grupos de ligacdo, com 272 marcadores, dos quais
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12 estavam relacionados a aposporia e os outros as
caracteristicas agrondmicas.

Por sua vez, com apenas dois registros, Nitthaisong
et al. (2016) e Azevedo et al. (2011), marcadores ISSR
foram usados para estudos de diferenciacdo genética
inter- e intra-populacional. No estudo de Nitthaisong
et al. (2016), empregando 28 acessos oriundos de 11
espécies de Urochloa/Brachiaria, dez primers geraram,
via PCR, 441 fragmentos que permitiram avaliar dife-
rengas entre as espécies e mostrar uma correlagdo com
a regido geografica de onde o genétipo foi originado. Ja
o estudo de Azevedo et al. (2011), com foco na diversi-
dade genética de B. ruziziensis proveniente do banco de
germoplasma da Embrapa Gado de Leite, 11 primers
foram utilizados em 93 genétipos, nos quais 89 bandas
polimorficas que demonstraram alta diversidade gené-
tica entre os acessos.

UsO DE MARCADORES CODOMINANTES EM UROCHLOA

Por sua vez, os marcadores moleculares codomi-
nantes caracterizam-se pela capacidade de discriminar
genodtipos homozigotos e heterozigotos. Dos que ja
foram desenvolvidos, os que mais se destacam sao os
marcadores microssatélites (Short Sequence Repeats
- SSR) que sdo sequéncias de repeti¢des curtas em tan-
dem de dois a seis nucleotideos que estao distribuidas
pelo genoma eucarioto, presentes também em menor
frequéncia em organelas como mitocéndrias e cloro-
plastos (Ginwal et al., 2020; Kumar & Shanker, 2020).
As caracteristicas que o destacam sdao o multialelismo,
o alto polimorfismo, e a possibilidade de amplificacao
cruzada em espécies proximas taxonomicamente. Com
base na frequéncia dos fragmentos amplificados varias
informacdes populacionais tteis para o melhoramento
podem ser extraidas, com capacidade de monitorar
ndo so a frequéncia de cada alelo, como avaliar com
maior precisao as caracteristicas genético-populacio-
nais (estruturagdo populacional, diferenciagdo genética
e variabilidade genética), bem como fendmenos como
fluxo genético, deriva genética e nimero populacional
efetivo. Além disso, usando ferramentas estatisticas
apropriadas, estes marcadores podem ser tteis para
estudos associativos e de mapeamento genético.

Os marcadores microssatélites sdo os mais popula-
res, entre todos até entdo desenvolvidos para estudos
genéticos de plantas cultivadas, sendo os mais fre-
quentes dentre as publicagdes com o género Urochloa
(28 publicagdes) com grande parte das pesquisas se
concentrando a partir do ano de 2011. Isso se justifica
pelo fato de serem mais informativos e precisos que
outros marcadores como o RAPD, AFLP e ISSR.

No entanto, é necessdrio ter certa cautela ao usar
os marcadores microssatélites, principalmente em si-
tuacdes, onde se desconhece a ploidia dos acessos,
pois é de conhecimento que ha varia¢des inclusive na
mesma espécie, 0 que torna mais complexa a genoti-
pagem. Dessa forma alguns autores optaram por fazer
a leitura da mesma forma que é feita nos tipos domi-
nantes, ou seja, por meio da montagem de uma matriz
binaria com a identificagdo da auséncia (0) e presencga
(1) de fragmentos [Vigna et al., 2011a (B. brizantha);
Santos et al., 2015 (U. humidicola); Vigna et al., 2016b (UL
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humidicola); Ferreira et al., 2016 (U. decumbens) e Tegegn
et al., 2019 (B. brizantha)].

Como na maioria das pesquisas com esse grupo de
forrageiras, o Brasil desponta como o pais mais pro-
dutivo (75% das publicacdes), tendo sido identificado
a colaboragao dos EUA, Colémbia e Suica.

Ao realizar uma busca rapida pelos géneros de fo-
rrageiras mais estudadas no mundo que empregaram

90

os marcadores microssatélites, foi possivel observar
que o Urochloa fica na posi¢do nimero quatro, atras
do Pennisetum, Panicum e Cynodon (Figura 6), o que
mostra que o género ainda tem muito a evoluir quanto
ao uso desses marcadores. Isso pode refletir o grau de
importancia econdmica de cada género, uma vez que
as espécies desses géneros sao bastante utilizadas para
a alimentagao animal.
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Figura 6. Comparacao em numero de publica¢des entre os sete géneros de plantas forrageiras mais estudadas
no mundo que utilizaram microssatélites como marcadores moleculares (Comparison of the number of publications
across the seven most studied forage plant genera worldwide that have used microsatellites as molecular markers).

Somente para cinco espécies do género Urochloa
foram desenvolvidos marcadores microssatélites, e pu-
blicados até o momento, sendo: U. brizantha (Jungmann
et al., 2009a; Vigna et al., 2011a; Pessoa-Filho et al.,,
2017), U. decumbens (Ferreira et al., 2016; Pessoa-Filho
et al., 2017; Salgado et al., 2017; Souza et al., 2018), U
humidicola (Jungmann et al., 2009b; Vigna et al., 2011b;
Santos et al., 2015; Vigna et al., 2016a; Vigna et al.,
2016b; Pessoa-Filho et al., 2017), U. ruziziensis (Silva et

al., 2013; Pessoa-Filho et al., 2017), e U. mosambicensis
Ledo et al., 2023), assim como para um hibrido Uro-
chloa cv Mulato II (Trivifo et al. (2017) (Tabela 2). Com
isso, torna-se crucial o desenvolvimento de marcadores
para outras espécies de interesse econémico que se
destaquem como alternativa para a alimentagao ani-
mal pela versatilidade adaptativa, principalmente em
regides de clima quente (Camurga et al., 2002; Bueno
et al.,, 2019; 2022).
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Tabela 2. Relagdo de espécies do género Urochloa que possuem marcadores moleculares microssatélites es-

ecificos com a indicacao da referéncia, método empregado para o desenvolvimento, e espécies transferidas
{)ampliﬁcagio cruzada) (List of species of the genus Urochloa that possess specific microsatellite molecular markers, indicating the
reference, the method used for their development, and the species with which they cross-react (cross-amplification):

Espécie Referéncia N L P., PIC Meétodo Amplificagdo cruzada
U. decumbens, U. dictyoneura, U.
Sanger-seq humidicola e U. ruziziensis

19
U. brizantha JE

Ferreira et al. (2016) 34 93
Pessoa-Filho et al. (2017) - 84
Salgado et al. (2017) - 13.375
Souza et al. (2018) 15 34
Jungmann et al. (2009b) 58 38
Vigna et al. (2011b) 26 40

U. humidicola
Santos et al. (2015) 34 72
Vigna et al. (2016a) 281 66
Vigna et al. (2016b) - 4.489
Pessoa-Filho et al. (2017) - 83

U. ruziziensis Silva et al. (2013) 1 269
Pessoa-Filho (2017) - 82

U. mosambi- Ledo et al. (2023) 22 20

censis

Hibrido Mulato Il Trivifio et al. (2017) 261 39

81

151

323

458

623
266

835

83

701

U. brizantha, U. dictyoneura, U.

0,68 Blast-GenBank humidicola e U. ruziziensis
- NGS -
- RNA-seq (NGS) -
0,54 RNA-seq (NGS) u. t')r{zan%‘ha, U. humidicola e U.
ruziziensis
U. brizantha, U. decumbens, U.
0,75 Sanger-seq dictyoneura e U. ruziziensis
U. brizantha, U. decumbens, U.
0,71 Sanger-seq dictyoneura e U. ruziziensis
U. brizantha, U. decumbens, U.
0,77 Sanger-seq dictyoneura e U. ruziziensis
- Sanger-seq -
- RNA-seq (NGS) -
- NGS -
U. brizantha, U. decumbens e U.
0,51 NGS humidicola
- NGS -
056 NGS U. advena, U. brachyura, U. oligotri-
cha e U. xantholeuca
U. brizantha, U. decumbens, U.
0,72 NGS dictyoneura, U. humidicola, U. ruzi-

ziensis e outras

N: nimero amostral, L: numero de loci, P,,. nimero de bandas polimérficas, PIC: conteudo de informacéo polimérfica.

Usando 22 loci microssatélites, Ondabu et al. (2017)
compararam 79 acessos de Urochloa de diferentes par-
tes do Quénia, com variedades comerciais representa-
das por trés espécies e um hibrido (three-way cross-
hybrid Mulato II). A partir dos 120 alelos gerados nesse
estudo, confirmou-se maior diversidade genética dos
gendtipos do pais do que as variedades comerciais,
apesar de ter sido apresentado baixa diferenciagdo
genética entre as populagdes (FST= 0,021).

Vinte e trés loci microssatélites desenvolvidos para
Brachiaria ruziziensis (Silva et al., 2013) e utilizados por
Tegegn et al. (2019), demonstraram alto poder de dis-
criminacgao (PIC = 0,75) em 112 acessos de B. brizantha
etiope e seis variedades hibridas, com 459 alelos e
média de 4,9 por locus. Neste estudo foi possivel obser-
var alto grau de variabilidade genética nos acessos da
Etiépia. Kuwi et al. (2018) também demonstraram alto
nivel de transferibilidade usando 24 marcadores SSRs
desenvolvidos para U. ruziziensis (Silva et al., 2013)
em outras espécies do género Urochloa, originarias da
Tanzénia (36 acessos) e em seis cultivares melhoradas.
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Usando microssatélites especificos em U. humidico-
la, Vigna et al. (2016a), por meio de 89 loci polimérficos,
conseguiram construir 49 mapas de ligagdo com com-
primento total de 1.702,82 cM e densidade média de
10,6 cM. Nesse caso, foram identificados loci ligados
ao gene que controla a aposporia (apo-locus). Ferreira
et al. (2019) também utilizaram SSRs, e marcadores
SNPs, para a construgao de mapas génicos em um te-
traploide de U. decumbens com foco a selecdo de genes
candidatos a resisténcia da cigarrinha das pastagens
(Notozulia entreriana).

Vale ainda destacar a aplicacdo dos marcadores
codominantes RFLP (Polimorfismo de comprimento
de fragmentos restringidos), pois, apesar de algumas
limitacoes técnicas como bialelismo, necessidade de
conhecimento prévio do gene e baixo polimorfismo,
ainda podem ser tteis para pesquisas com plantas
forrageiras como Urochloa, podendo auxiliar na mon-
tagem do mapeamento genético e no estudo do po-
limorfismo de genes candidatos que sejam ligados a
caracteristicas agrondmicas. Basicamente, as técnicas
utilizam as enzimas de restri¢do para identificar o po-



LEAO, GIRAO, BUENO, SILVA E DINIZ

limorfismo de determinado gene amplificado por PCR
(Fugita et al., 2017).

Pelo levantamento realizado, apenas oito publi-
cagdes usando RFLPs foram identificadas, na Argen-
tina (Ortiz et al., 2001; Pessino et al., 1998), Australia
(Stanton et al. 1992), Brasil (Fugita et al., 2017), EUA
(Aldrich-Wolfe, 2007), Reino Unido (Pessino et al.,
1997), Tailandia (Wongkaew et al., 1997) e Alemanha
(Marcone et al., 1997). Destes pode-se destacar o estudo
realizado por Pessino et al. (1998) que identificaram
trés marcadores segregando junto ao apo-locus.

Outros estudos utilizaram RFLPs para a identifi-
cagdo e caracterizacdo dos fitoplasmas em Urochloa,
por meio do gene 16S do RNA ribossomal. Esses para-
sitas sdo responsaveis por acometer o tecido vascular
das gramineas dando aspecto esbranquigado as folhas
(Fugita et al., 2017; Wongkaew et al., 1997; Marcone et
al., 1997).

Com apenas seis registros de publicagdes, SNPs sao
marcadores codominantes de grande aplicabilidade em
trabalhos de selecdo e melhoramento na agropecuaria,
devido ao fato de estarem intimamente associados a
genes ligados a caracteristicas de interesse econdmico
(Matias et al., 2019a; Ferreira et al., 2019). Considerado
um marcador bialélico, ele caracteriza-se por apresen-
tar diferencas em um tnico par de bases na sequéncia
do DNA, podendo serem silenciosas ou mesmo interfe-
rir na regulagdo e funcao dos genes (Wang et al., 2005).
As modificacdes ocorrem geralmente uma vez em cada
300 nucleotideos em média, o que significa que ha cer-
ca de 10 milhdes de SNPs, no caso do genoma humano
(Brookes, 1999). Sao eficazes na identificagao de QTLs,
porém, em ocasides que se desconhece o gene asso-
ciado, sua precisao so é garantida quando se trabalha
com um painel muito grande de marcadores, o que
demanda altos custos. Basicamente a genotipagem de
milhares de SNPs é feita por meio de microchips que
usam sondas para a identificagdo das variagdes, ou
mesmo pela tecnologia NGS (Sequenciamento de Nova
Geragao) (Matias et al., 2019a; 2019b).

Em Urochloa existem apenas seis publica¢des regis-
tradas na base de dados, sendo todos encabegados por
autores brasileiros, com foco principal na construgao
de mapas de ligagao. Matias et al. (2019b) realizaram
um trabalho de associagdo genomica em larga esca-
la com caracteristicas morfolégicas. Foram avaliados
26.535 SNPs, sendo empregados a genotipagem por
sequenciamento (GBS) em 272 genétipos de forrageiras
que incluem as espécies U. brizantha e U. ruziziensis.
Ja Ferreira et al. (2019) por meio de 4.240 SNPs, cons-
truiram mapas de ligagdo em tetrapldides U. decum-
bens, no qual identificaram QTLs ligados a resisténcia
a spittlebug (Notozulia entreriana Berg).

MARCADORES PARA AVALIACOES FILOGENETICAS

Adicionalmente, além da aplicabilidade dos mar-
cadores comentados acima no género Urochloa, des-
tacam-se também os marcadores ITS (5 publicagdes),
16S (18), COI (2) e plastidiais (2), principalmente pelo
seu uso em estudos de filogenia, com o objetivo de
esclarecimento das relagdes genéticas entre as espécies
forrageiras estudadas.

Os marcadores ITS (Internal Transcribed Spacer)
ou sequeéncias espagadoras de transcritos internos de
DNA ribossomico nuclear, sdo caracterizados por se-
rem regides neutras e com rapida evolugao, sendo re-
presentadas pelo ITS1, que separa as regides funcionais
18Se 5,8 StDNA e ITS2 que separa 5,85 da 28S, ambos
ateis na complementacao das informacgoes filogenéticas
geradas pelo DNA das organelas. Anteriormente, as
técnicas mais usadas para a genotipagem referiam-se
ao uso de enzimas de restrigdo (RFLP) (Aldrich-Wolfe,
2007), no entanto, com o advento do sequenciamento
automatizado, essa técnica acabou se tornando muito
menos usada. No género Urochloa, existem somente
quatro publicagdes indexadas. Os temas giram mais
em torno do monitoramento e identificagdo de para-
sitas que acometem o género, como Rizhoctonia spp.
(Alvarez et al., 2013) e Puccinia spp. (Dixon et al., 2010).

Destaca-se ainda o estudo realizado por Gonza-
lez & Morton (2005) em que utilizando marcadores
das regides ITS1, ITS2 e oito caracteres morfoldgicos
de inflorescéncia, revisaram as relagdes taxonOmicas
dentro dos géneros Brachiaria e Urochloa, concluindo
que as espécies destes géneros, até entdo considerados
separados, pertencem ao mesmo taxon.

A aplicacdo do gene 16S que codifica a subunida-
de maior do RNA ribossomico de bactérias benéficas
as forrageiras de Urochloa, além de empregado para
estudos filogenéticos desses microrganismos, foram
utilizados também para estudos de caracterizacdo e
identificacdo, sendo registradas 18 publica¢des, com
a maioria liderada por brasileiros (nove publicagdes).
Daqueles avaliados incluem-se o género Azospirillum e
Nitrospirillum que contribuem para o desenvolvimento
das plantas por meio da fixagdo de nitrogénio, pro-
dugdo de fitohormoénios, e para a biodisponibilidade
de nutrientes (Ribeiro et al., 2019; Mukhtar et al., 2018;
Oliveira et al., 2018; Verma; White, 2018).

Em relagao ao uso do marcador mitocondrial CO],
citocromo oxidase I, que codifica a proteina respon-
savel pela passagem de elétrons durante o ciclo de Kre-
bs nas mitocondrias, possui apenas dois registros de
publicagdes, sendo um oriundo de estudos desenvol-
vidos na Franga e outro na India. Este marcador, pode
ser considerado apropriado para estudos de filogenia,
em fungdo de serem regides de DNA evolutivamente
semiconservadas, genes de copia tinica com recombi-
nacdo rara e terem uma taxa de substituicao, delegao
ou inser¢do de nucleotideos informativos que refletem
as diferencas entre os taxa. Os estudos sdo focados nas
pragas naturais do género Urochloa, referente aos inse-
tos da ordem Lepdoptera (Maruthadurai & Ramesh,
2020; Mollot et al., 2014).

Outros marcadores que merecem destaque nos es-
tudos com o género Urochloa sdo aqueles referentes ao
DNA de origem cloroplastidial, também chamados de
DNA plastidial. De origem uniparental, suas vantagens
técnicas se assemelham aos marcadores mitocondriais.
Apenas trés pesquisas foram registradas na platafor-
ma SCOPUS, duas no Brasil (Diamante et al., 2020;
Pessoa-Filho et al., 2017) e uma na Argentina (Salariato
et al., 2009). As pesquisas se concentram basicamente
nas investigacoes filogenéticas no género, em funcao
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da grande diversidade de espécies introduzidas nos
dois paises, principalmente no Brasil (Diamante et al.,
2020). Tais resultados se justificam por serem impor-
tantes para os programas de melhoramento, pois para
aumentar a diversidade genética e a introgressao de
caracteristicas de importancia agrondmica, é necessaria
a obtengdo de acessos formados a partir da hibridagao
interespecifica.

No estudo realizado por Salariato et al. (2009), por
exemplo, com o auxilio dos marcadores plastidiais
rpl16 e ndhF, foi descoberto um novo género de Pa-
niceae, Rupichloa, restrito a Bahia e Minas Gerais, que
incluem as espécies R. acuminata e R. decidua, descritas
anteriormente como pertencentes ao género Urochloa.

Pessoa-Filho et al. (2017) usaram a tecnologia NGS
para montar os genomas dos cloroplastos de quatro es-
pécies de Urochloa, e investigaram ainda suas relagdes,
os tempos de divergéncia e identificaram potenciais
marcadores de DNA de cloroplasto (microssatélites
e SNPs). Os resultados colocaram a origem da diver-
géncia entre U. humidicola e U. ruziziensis no limite do
Mioceno-Plioceno, e entre U. brizantha e U. decumbens,
no Pleistoceno. Houve a confirmacgdo da presenca de
Urochloa no clado PACMAD (Panicoideae, Micrairoi-
deae, Aristidoideae e Danthonioideae), e a separagao
do clado BEP (Bambusoideae, Ehrhartoideae, Pooi-
deae).

CONCLUSOES

As informagdes fornecidas nas bases de dados pes-
quisadas apresentaram uma visdo geral de todas as
publicagdes com gramineas do género Urochloa (sinoni-
mia Brachiaria) relacionadas ao melhoramento, genéti-
ca, e uso de marcadores moleculares. O Brasil foi o pais
que mais registrou publica¢des nos trés aspectos da
busca. Por meio dos mapas de estruturas conceituais e
tematicos foi possivel observar o grande interesse dos
pesquisadores por temas voltados aos estudos com mi-
crorganismos benéficos que proporcionam um melhor
desenvolvimento das gramineas. Foi também consta-
tado a aplicabilidade dos marcadores moleculares na
caracterizagdo genética e na construcdo de mapas de
ligacdo, associados principalmente a apomixia, e se-
cundariamente a outras caracteristicas de importancia
agrondmica. Nesse caso, 0s que se destacaram foram os
microssatélites, RAPDs, AFLPs e SNPs. Os marcadores
ITS e os localizados no DNA cloroplastidico se mostra-
ram ideais para a avaliagdo das relagdes genéticas entre
as espécies do género Urochloa. Vale ressaltar também
o gene 16S que se mostrou ttil para a identificacdo
e classificagdo das bactérias benéficas as forrageiras.
Com isso, torna-se evidente a importancia da utilizagao
dos marcadores moleculares como ferramenta para in-
crementar as praticas de melhoramento de forrageiras,
sendo necessdrio a ampliagdo das pesquisas, principal-
mente direcionadas a caracterizacao e identificagao de
mais QTLs de interesse econdmico, de forma a facilitar
a selecao e os cruzamentos dirigidos que garantam a
formacao dos acessos com maior variabilidade gené-
tica, evitando assim perdas futuras, principalmente
diante do sistema vigente de monocultura praticado
em paises como o Brasil.
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