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INTRODUCAO

O capim-clefante (Pennisetum purpureum Schum.) é uma graminea de alto potencial de
produgdo de matéria seca, se adapta muito bem as condigdes de clima e solo de praticamente todo o
Brasil (Deresz e Mozzer, 1997, Deresz, 1999), apresenta ampla variabilidade genética e &
considerado uma das forrageiras mais importantes e difundidas no pais. Com o objetivo de evitar a
perda de gendtipos e disponibilizar material para o melhoramento e producio clonal. a Embrapa
Gado de Leite (CNPGL) vem mantendo um Banco Ativo de Germoplasma (BAGs) in virro de
capim-elefante,

Um dos maiores problemas associados a cultura de tecidos miniaturizados in vifro. quando
utilizada para reproducio clonal ou conservagio de germoplasma, ¢ a possibilidade de indugao de
variabilidade genética e fenotipica, denominada variagio somaclonal (Larkin ¢ Scowcroft 1981 ).

Virios tipos de mutagdes tém sido descritos em variantes somaclonais, incluindo mutagdes
pontuais, duplicagdo de genes, rearranjos cromossémicos e alteragdes do numero cromossdmico
(Kaeppler et al. 2000, Peschke e Phillips 1992, Phillips et al. 1994). Movimentagdo de transposons
¢ modifica¢do do padrio de metilagdo do DNA (Koukalova et al. 2005, Kubis et al. 2003, Smulders
et al. 1995), possivelmente através da aglio de small interfering RNAs (Lippman et al. 2003),
também tém sido descritos como potencial mecanismo causador de alguma variacio somaclonal,

Uma vez que 0 BAG in vitro de capim-elefante visa a conservacio genotipica ¢ fenotipica
dos diversos cultivares, torna-se fundamental a andlise da ocorréncia de tal conservacio. 1éenicas
moleculares sdo poderosas e valiosas ferramentas usadas em andlises de fidelidade gendtica de
plantas propagadas in virro (Martins et al. 2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a estabilidade gendmica de clones de capim elefante

regenerados in vitro a partir da téenica de Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD).

SP3716

P.132



MATERIAL E METODOS

Material vegetal:

Vinte e quatro cultivares, listados na Tabela 1, foram analizados neste estudo. Foram
coletados tecidos foliares de exemplares da casa de vegetagdo e de clones miniaturizados do
Laboratério de Fisiologia Vegetal, ambos situados na CNPGL.

Extrag¢do de DNA

O tecido foliar coletado foi congelado e estocado em nitrogénio liquido até a extragio do
DNA  gendmico, sendo esta de acordo com Grattapaglia e Sederoff 1994, A qualidade e
concentragdo do DNA  foram avaliadas por espectrofotometria (GeneQuant Pro RNA/DNA
Calculator, Amersham Pharmacia Biotech Inc.).

Amplificacao por RAPD:

[nicialmente. utilizando duas das amostras extraidas, 200 primers decameros da Operon
Technologies Ine. foram testados para triar quais destes produziriam marcadores de RAPD de boa
resolugdo e repetibilidade.

As amplificagdes por RAPD foram realizadas de acordo com Williams et al. (1990) no
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) com programa contendo | ciclo
de 5 minutos a 94°C. seguido de 45 ciclos de | minuto a 94°C. | minuto a 36°C ¢ 2 minutos a 72°C.
¢, por fim, 10 minutos a 72°C para amplifica¢io final. O volume total de cada reagdo foi de 25ul,
contendo 10mM Tris-HCI, pH 8.4, 50 mM KCI, 2.5 mM MgClI2. 0.1% Triton X-100, 0.4 uM
primer. 0.1 mM de cada dNTP, | unidade de Taqg DNA polymerase, e 45 ng de DNA gendmico.

Os produtos da amplificagdo foram separados em gel de agarose de concentragio de 1.5%.

corados com brometo de etidio e fotodocumentados sobre luz UV.

Analise dos dados:
Somente os marcadores RAPD de boa intensidade foram analisados. e. para estes. o0s
individuos foram classificados como: sem fragmento (0) ou com fragmento (1). A similaridade

genética foi calculada usando o indice de similaridade Dice (Sneath e Sokal 1973).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 38 primers de RAPD (Tabela 2) usados nesta analise totalizaram 112 bandas nitidas
distintas, variando de 300bp (no primer OPB17) a 3200bp (OPAO7). Destas. I8 foram
monomorficas para as 48 amostras. O nimero de tipos de bandas por primer variou de | banda nos

primers OPB0O3. OPB10. OPCI1 e OBJO8 a 7 nos primers OPC15 ¢ OPI16. O fato de apenas
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bandas de boa intensidade serem consideradas para presente estudo, aumenta a confiabilidade do
mesmo por proporcionar maior repetibilidade da técnica (Figura 1). Os valores de similaridade
genética entre as duplas (Tabela 1) variou de 0,64 a 1,00 tendo média de 9204,

Virios estudos tém visado explicar o porqué da ocorréncia de variagido somaclonal ¢ da
diferenga entre as taxas de variagdo. Hashmi et al. (1997), Hammerschlag (2000) ¢ Al-Zahim ¢t al.
(1999) encontraram evidéncias de que a freqiiéncia de variagdo somaclonal ¢ gendtipo dependente,
Lstudos de mutagoes qualitativas em cultura de tecidos indicam que as muta¢des acumulam
sequencialmente com o tempo de cultura (Fukui, 1983; Zehr et al.,1987). Vendrame et al. (1999)
analisaram a variagio somaclonal em embrides de Carya illinoinensis usando marcadores AFLP e
concluiram que a varia¢do genética em uma cultura in vitro pode ser afetada mais pelo gendtipo que
pelo periodo de cultura. Diversos autores. assim como Hofmann et al.(2004) também explicam as
diferentes taxas de variagdo como dependente do tipo de regeneragio bem como do tipo de
tratamento utilizado no estabelecimento da planta in vitro.

Algumas hipéteses podem ser levantadas para explicar a varia¢io encontrada dentro dos

diferentes cultivares neste trabalho. Uma € a de que assim como encontrado por Al-Zahim et al.

(1999) em estudos com diferentes cultivares de alho, a taxa de varia¢do somaclonal seria cultivar
dependente. Outra hipdtese € a de que o tempo de cultura e/ou o tipo de tratamento seriam. também,
responsavels por tal variagdo, ja que estes cultivares apresentam diferengas considerdveis para tais
fatores.

Ha ainda a possibilidade de que, principalmente para os cultivares “Napier S.E.A.”, “Roxo
Botucatu™, “HV 290 23AxElefante B” , “Mineirio IPEACO” e “Australiano”. que apresentaram
menor indice de similaridade genética, alguns dos exemplares de cada dupla (proveniente da casa
de vegetagdo ou miniaturizado) esteja com erro de identificacio nio sendo representante do cultivar
indicado.

Como continuidade deste trabalho, estio previstas as andlises estatisticas da variabilidade
encontrada comparando-as com o historico da micropropagagio das amostras estudadas. com o
objetivo de tentar explicar a instabilidade gendémica encontrada. Outro passo a ser realizado ¢ a
extracao de DNA dos cultivares localizados em Conorel Pacheco — MG, e comparar por RAPD com
Osexemplares utilizados neste estudo para verificar se realmente ocorreu algum erro na
identilicagdo das amostras.

E altamente desejdvel o uso de outras estratégias para o monitoramento da estabilidade
genctica, incluindo analises citogenéticas e detecgdo de possiveis mudangas no padrdo de metilacio

de DNA, como por exemplo usando MSAP (methlylation sensitive amplified polimorphism).
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CONCLUSAO

O tratamento realizado na miniaturizagio das amostras utilizadas para o presente trabalho

ndo foi totalmente adequado, visto a ocorréncia de instabilidade gendmica significativa na maioria

das amostras.
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Figura |: Padrdo de amplificagio de cultivares de capim-elefante por RAPD. Primer OPB 12,
Somente bandas de DNA mais intensas foram analisadas (setas).
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Tabela 1: Relagao dos cultivares e dos indices

de similaridade encontrados

Cultivar I’r.udi‘ce . e
similaridade

01 AD IR 0,97
07 AD IR] 0.97
Australiano 0.85
Cameroon-Piracicaba [,00
Cuba-115 0,99
Cuba-116 0,88
Guacu 0,96
Guacgu/l.Z. 2 0,98
HV 290 23A x Elefante

B 0.82
King Grass 0,94
Kizozi 0,95
Mercker x 23A 0.97
Mincirao IPEACO 0.78
Minciro 0.99
Napier S.E.A. 0.64
Napier x 239 DA-2 0.97
Napier x 23A 0,93
P241 Piracicaba 0,99
Pusa Gigante Napier 0,93
Roxo 0,90
Roxo Botucatu 0,94
Taiwan A-148 0,96
Trés Rios 0,97
Vruckwona Africano 0.83

Tabela 2: Relagao dos 38 primers utilizados

10

Primers

Kit AOl, A02, A0S, A09. AIS. AT,
OPA Al9

Kit

OPB B03,B10.B12,B17,B18.B19
Kit C03. C05. C08. Cl11, Cl15, C17.
OpPC C20

Kit

OPD D09, D18.DI9

Kit

OPE EOl, EO5

Kit

OPF FO5, FO8

Kit

OPG G02, GO7, G09. G114, G135

Kit

OPI 109,116

Kit

OPJ JO5, 106, 108, )14
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