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Resumo

As gramineas do género Brachiaria correspondem hoje a 80% das areas cultivadas no Brasil. Porém sdo poucas
as informacdes disponiveis sobre o género para programas de melhoramento. Esse trabalho teve como objetivo
estimar a variabilidade genética existente entre gendtipos de Brachiaria ruziziensis com o uso de marcadores
ISSR (Inter Simple Sequence Repeats). O estudo foi realizado na Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora, MG,
no periodo de 2009 a 2010. Foram utilizados 12 primers ISSR para a obtencdo dos marcadores moleculares.
Utilizando os marcadores identificados foi construida uma matriz binaria a partir da qual foram feitas as
andlises de agrupamento e estimadas as distancias genéticas médias entre os genétipos. Foram identificadas
89 bandas, sendo todas polimérficas e as distancias genéticas variaram de 0,02 a 1. Os resultados obtidos
mostram a existéncia de grande variabilidade genética entre os gendtipos avaliados.
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Genetic diversity among genotypes of Brachiaria ruziziensis using ISSR

Abstract

The grasses of Brachiaria represent 80% of cultivated areas in Brazil. However, little information is available
for breeding programs. This study aimed to estimate the genetic variability among 93 genotypes of Brachiaria
ruziziensis using ISSR (Inter Simple Sequence Repeats). The study was conducted at Embrapa Dairy Cattle, in
Juiz de Fora, MG, between 2009 and 2010. 12 ISSR primers were used to obtain molecular markers. Using
identified markers it was constructed a binary matrix from which were made cluster analysis and estimated the
genetic distance between genotypes. We identified 89 bands, all were polymorphic and the genetic distances
range from 0.02 to 1. The results showed that there is great genetic variability among samples
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Introducao

A partir de 1960, principalmente durante as décadas de 1970 e 1980, as areas de pastagens nativas passaram
a ser substituidas por pastagens cultivadas, em especial por plantas do género Brachiaria (MARTHA JUNIOR e
CORSI, 2001). De um total de 180 milhdes de hectares ocupados com pastagens no pais, estima-se hoje que
as cultivadas respondam por 105 milhdes de hectares e destes 80% correspondem as gramineas do género
Brachiaria (PEREIRA, 1998; DUSI, 2001). Apesar da importancia das braquiarias para a pecudria nacional, a
quantidade de informacdes disponiveis é reduzida, especialmente para o melhoramento genético. A introducao
de variabilidade genética em espécies cultivadas se deu com a realizacdao de alguns poucos cruzamentos,
com a introducdo de materiais e a recombinacao genética que possa ter ocorrido durante os 50 anos que
as braquidrias estdo no Brasil. Além do mais, a ocorréncia de apomixia na maioria das espécies dificulta a
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recombinacdo dos materiais genéticos, reduzindo a variabilidade e aumentando os riscos para os agricultores
devido a vulnerabilidade genética.

A caracterizacao da diversidade genética é um pré-requisito para explorar os recursos genéticos no melhoramento
de plantas sendo um fator critico que contribui para a biodiversidade. O conhecimento da diversidade genética
€ indispensavel nos programas de melhoramento de plantas cultivadas principalmente no desenvolvimento de
hibridos comerciais e podem ser avaliados utilizando varias ferramentas incluindo marcadores de DNA (KAPILA
et al., 2008).

A Embrapa Gado de Leite desenvolve trabalhos relacionados ao melhoramento de Brachiaria ruziziensis
utilizando ferramentas do melhoramento convencional. A inclusdo de ferramentas moleculares auxiliard na
obtencdo de resultados mais precisos e mais rapidos. Os resultados obtidos nesse trabalho serao utilizados
para o acompanhamento da variabilidade genética presente no material sob avaliacao e também para direcionar
cruzamentos entre gendtipos divergentes, o que é muito interessante nos programas de melhoramento.

Esse trabalho teve como objetivo estimar a variabilidade genética existente entre gendtipos de B. ruziziensis
pertencentes a populacdo de melhoramento da Embrapa Gado de Leite e contribuir com informacdes sobre a
base genética por meio do uso de marcadores ISSR (/nter Simple Sequence Repeats).

Material e Métodos

Foram avaliados 93 acessos de Brachiaria ruziziensis juntamente com seis grupos externos (B. brizantha cv.
Marandu, B. brizantha cv. Xaraés, B. decumbens, B. humidicola, B. spp. e Pennisetum glaucum - milheto). Para
extracao de DNA, amostraram-se 300 mg de folhas jovens imersas em nitrogénio liquido imediatamente apds a
coleta. A extracao do DNA foi realizada utilizando-se o procedimento do CTAB (FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
1996). A concentracdo e qualidade de cada amostra de DNA foi estimada utilizando-se o espectrofotometro
NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific Inc., Wilmington, DE, EUA).

Foram utilizados 12 primers ISSR desenvolvidos pelo laboratério de Biotecnologia da British Columbia University
(UBC-808, UBC-809, UBC-815, UBC-820, UBC-823, UBC-826, UBC-830, UBC-841, UBC-845, UBC-851, UBC-
857, UBC-859). As amplificacdes foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System 9.700 (Applied
Biosystems, USA) sob a seguinte condicdo: 1 ciclo inicial de desnaturacdo a 94 °C por 4 minutos, seguido
por 45 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 45 segundos a 50 °C, 2 minutos a 72 °C, e por fim 7 minutos a 72
°C para extensao final. Os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gel de agarose 2% a
aproximadamente 120 volts durante 5 horas. A coloracao do gel foi feita por imersdo em solucdo de brometo de
etidio (3mg/mL) durante 30 minutos. Em seguida os géis corados foram fotografados sob luz ultravioleta usando
o sistema de fotodocumentacao Eagle Eye Il (Stratagene) que permite a visualizacao dos fragmentos. O tamanho
dos fragmentos amplificados foi estimado por comparacdo com o marcador molecular de 200 pb (Promega).

As bandas de DNA foram exportadas como 1 para presenca e O para auséncia da banda, gerando um arquivo
de dados binarios. Foi construida uma matriz bindria, a partir da qual foram estimadas as distancias genéticas
médias (DGMs) entre os gendtipos com base no complemento aritmético do coeficiente de Jaccard. Os
acessos foram agrupados pelo método UPGMA e as andlises realizadas pelo programa Genes (CRUZ, 1997).
A consisténcia da topologia do dendograma construido foi avaliada utilizando-se o método de bootstrap com
10.000 interacoes.

Resultados e Discussao

Apds a anélise dos 12 marcadores ISSR foi possivel identificar 89 bandas, uma média de 7,41 bandas por
primer. O primer UBC-823 foi o que apresentou maior nimero de bandas (13) e o primer UBC-826 apresentou
apenas duas bandas (Tabela 1). Somente as bandas altamente confidveis foram levadas em consideracao
(Figura 1). Nao foram identificadas bandas monomorficas, o que é um indicativo da alta variabilidade existente
entre os gendtipos avaliados. Foram identificadas 33 bandas Unicas, sendo 15 em gendétipos de Brachiaria
ruziziensis (gendétipos: 7, 8, 11, 27, 42, 57, 58, 97, 101 e 102) e as demais nos grupos externos.
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O gendtipo 42 apresentou seis bandas Unicas o que evidencia sua alta divergéncia quando comparado aos
demais. Além disso, essas bandas podem ser utilizadas como bandas diagnésticas, capazes de identificar o
gendtipo baseado apenas em caracteres moleculares.

Tabela 1. Nimero de bandas totais geradas para cada primer de ISSR utilizado para a
amplificacdo do DNA de 93 gendétipos de Brachiaria ruziziensis e seis grupos externos.

Primer Nimero de bandas Primer Nimero de bandas
UBC-808 12 UBC-830 07
UBC-809 06 UBC-841 1"
UBC-815 09 UBC-845 03
UBC-820 12 UBC-851 07
UBC-823 13 UBC-857 03
UBC-826 02 UBC-859 04

Figura 1. Padrdes de ISSR de 30 genétipos de Brachiaria ruziziensis obtidos com o primer UBC-
808. As setas indicam bandas confidveis que foram consideradas como marcadores.
Faixas: M — marcador de 200 pb.

A maior distancia genética média (DGM) encontrada foi entre o gendtipo 1 e a B. humidicola (1,0). Porém,
considerando-se apenas a populacdao em estudo (B. ruziziensis), a maior DGM encontrada foi entre os gendtipos
1 e 42 (0,89). J& a menor DGM foi encontrada entre os gendtipos 17 e 21 (0,02). Esses resultados poderao
ser utilizados na selecao de gendtipos divergentes nos programas de melhoramento genético. A utilizacao
de gendtipos de elevada divergéncia genética em cruzamentos é uma estratégia muito empregada pelos
programas de melhoramento a fim de obter maior vigor hibrido ou heterose. Neste sentido, a recomendacéao
de cruzamentos deve priorizar a utilizacdo de gendétipos ou grupo de gendtipos com maior distancia genética
possivel.

A caracterizacao molecular dos genétipos em estudo serd importante também para o monitoramento da
variabilidade genética existente ao longo dos ciclos seletivos. Assim, serd possivel, por meio das estimativas
de divergéncia genética com base em marcadores moleculares, determinar se a taxa de selecdo estad adequada,
permitindo manter variabilidade suficiente para a selecdao ao longo dos ciclos de melhoramento.

Conclusoes

Existe grande variabilidade genética entre os gendétipos de B. ruziziensis.
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Os marcadores moleculares ISSRs foram altamente eficientes para acessar a variabilidade genética existente
dentro de B. ruziziensis, visto o grande nimero de marcas encontradas e o alto polimorfismo.
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