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Resumo: A transferéncia de marcadores microssatélites entre espécies proximas ja foi relatada em
diversos estudos. E uma estratégia simples para identificar marcadores moleculares em espécies pouco
estudadas do ponto de vista molecular. Essa estratégia de transferéncia de marcadores foi utilizada nesse
estudo para identificar microssatélites em capim-elefante partindo de informagdes de milheto disponiveis
na literatura. Foram testados 54 microssatélites j caracterizados em milheto e 30 (55,5%) microssatélites
apresentaram 6timo padrdo de amplificagdo em capim-elefante. Todos os marcadores foram
polimérficos, ou seja, poderfio ser utilizados para estimar a diversidade genética existente no banco de
germoplasma de capim-elefante da Embrapa Gado de Leite. A formagéo de um painel de marcadores
microssatélites em capim-elefante serd (til ndo apenas para os estudos de diversidade, mas poderdo
auxiliar na caracterizagio molecular de acessos, na identificagdo de genes de interesse econdémico entre
outros.

Palavras—chave: forrageira, marcador molecular, Pennisetum purpureum, SSR
Transfer of microsatellite markers between Pennisetum glaucum e Pennisetum purpureum

Abstract: The transfer of microsatellite markers across closely related species has been reported in
several studies. It is a simple approach to identify molecular markers in species of little studied at the
molecular level. This strategy of cross-species amplification used in this study aimed to identify
microsatellites in elephantgrass basis of information from millet available in the literature. We evaluated
a set of 54 microsatellite already developed in millet and 30 (55,5%) microsatellites were amplified in
elephantgrass. All markers were polymorphic so it can be used to estimate the genetic diversity in the
germplasm collection of elephantgrass from Embrapa Dairy Cattle. The formation of a panel of
microsatellite markers in Elephantgrass, not only useful for studies of diversity, but may assist in
molecular characterization of accessions, to identify genes of economic interest among others.
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Introdugiio

Pennisetum purpureuwm, conhecido como capim-elefante é uma forrageira amplamente cultivada
no Brasil, reconhecida pelo seu potencial produtivo, boa palatabilidade, vigor e perenidade, que
estimulam seu cultivo e o interesse de seu melhoramento genético (Sobrinho er al., 2003).

A Embrapa Gado de Leite desenvolve, ha mais de uma década, um programa de melhoramento
genético do capim-elefante. Este programa explora a variabilidade genética existente no Banco Ativo de
Germoplasma do Capim-Elefante (BAGCE). O banco possui mais de 120 acessos, sendo constituido por
clones, populagdes, cultivares melhoradas, hibridos interspecificos (triplides e hexapléides) resultantes
do cruzamento entre P. purpurenm X P. glaucum e algumas espécies selvagens de Pennisetum, coletadas
no Brasil. Esse banco de germoplasma ja foi caracterizado por alguns descritores morfolégicos, quimicos
e citogenéticos, porém, falta uma descrigiio molecular detalhada para caracterizar a diversidade genética
presente no BAGCE. Resultados preliminares indicam a existéncia de acessos idénticos, do ponto de
vista molecular, caracterizados como acessos distintos (Pereira ef al, 2008). O estudo da diversidade
genética do banco de germoplasma ¢ fundamental para auxiliar no programa de melhoramento, pois, o
conhecimento da diversidade existente pode auxiliar na selegéio de individuos contrastantes visando a
realizagdo de cruzamentos direcionados.
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O tipo de marcador molecular mais utilizado para estudos de diversidade molecular sdio os
marcadores microssatélites. Este marcador esta distribuido ao longo de todo o genoma e tem como
principal caracteristica ser altamente polimorfico. Até o momento ndo existem marcadores
microssatélites descritos na literatura para capim-elefante, dessa forma, torna-se necessdrio a
identificagdo dos mesmos. Esse processo pode ser realizado a partir de informagdes ja disponiveis para
espécies proximas, como ¢ o caso dos marcadores microssatélites identificados em milheto. Segundo
Peakall er al, (1998), ao contrario do que ocorre nas espécies animais, a utilizagdo de marcadores
microssatélites entre espécies vegetais é um pouco mais restrita, sendo que os melhores resultados sdo
encontrados entre espécies do mesmo género ou entre espécies de géneros bastante semelhantes, Peakall
et al., (1998) observaram um aproveitamento de 65% dos marcadores quando utilizaram microssatélites
entre diferentes espécies do mesmo género, porém esse aproveitamento caiu para 13% quando foram
realizadas analises entre espécies de géneros diferentes. A formagfio de um painel de marcadores
microssatélites sera 1til ndo apenas para os estudos de diversidade, mas poderdio auxiliar na
caracterizagdo molecular de acessos, na identificagdo de genes de interesse econdmico entre outros.
Dessa forma, este trabalho teve por objetivo identificar marcadores microssatélites em P. purpureum
utilizando marcadores previamente descritos em P, glancum.

Material e Métodos

Amostras de Pennisetum purpureum oriundos do BAGCE da Embrapa Gado de Leite foram
utilizadas para identificagio de marcadores microssatélites.

Foram avaliados sete acessos provenientes do BAGCE e uma amostra de milheto. Para extragio
de DNA, amostraram-se 300 mg de folhas jovens expandidas. As amostras foram mantidas em nitrogénio
liquido e posteriormente em freezer -80°C. As amostras foram moidas utilizando-se grau com pistilo, na
presenga de nitrogénio liquido, e transferida para um tubo de 2 mL. A extragio do DNA foi realizada
utilizando-se o procedimento do CTAB (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

Foram testados 54 primers SSRs (Simple Sequence Repeats) descritos previamente em milheto.
Os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida 8% a
aproximadamente 400 volts durante 5 horas. A coloragdio do gel foi feita por imersdo em solugdio de
nitrato de prata. O tamanho dos fragmentos amplificados foi estimado por comparagio com os
marcadores moleculares de 25 e 50pb (Promega).

Resultados e Discussiio

Somente os primers que apresentaram bandas fortes e bem definidas, com tamanho variando entre
80 e 350 pares de bases, foram considerados. Além disso, todas as reagdes foram realizadas em duplicata
aumentando assim a confiabilidade dos resultados. Entre os 54 primers de microssatélite testados,
descritos inicialmente em P. glaucum, 30 (55,5%) tiveram um bom padrio de amplificagdo. Esses
resultados demonstram que a utilizagfio de marcadores ja descritos previamente para espécies préximas é
uma boa alternativa para identificacdo de microssatélites em espécies cujo conhecimento € inexistente.
Segundo Peakall er al.(1998), a transferéncia de marcadores microssatélite entre espécies do mesmo
género pode variar entre 50% a 100%.

O scoring das bandas produzidas foi dificultado pelo fato de que o capim-elefante é uma espécie
tetraploide, dessa forma € possivel identificar até quatro bandas em um mesmo individuo. Para superar
essa dificuldade, os estudo subsequentes que serfio realizados para verificar a diversidade existente no
BAGCE serd realizada utilizando o seqiienciado automdtico de DNA MegaBACE 1000. Esse
equipamento fara a separagdo dos fragmentos em capilares com um poder de discriminagdo de um par de
bases. Além disso, todo o processo de andlise serd realizado por softwares que diminuem muito a chance
de erros durante a determinagio dos tamanhos dos fragmentos gerados. Apesar dessas dificuldades, foi
possivel verificar que todos os marcadores que amplificaram em capim-elefante foram polimérficos
(Figura 1), Dessa forma, a utiliza¢do desses marcadores nos estudos de diversidade genética serd muito
util e auxiliardo nas etapas futuras do programa de melhoramento de capim-elefante.

Esses resultados ainda poderdo ser melhorados alterando as condigdes de PCR, tais como
temperatura de anelamento, concentragdo de cloreto de magnésio entre outras. Essa etapa de otimizagdo
das condigdes da PCR ja esta em andamento no Laboratério de Genética Vegetal da Embrapa Gado de
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Leite. Espera-se aumentar a taxa de transferéncia entre marcadores para pelo menos 65%, visto que as
espécies em questdo s30 muito proximas.

MIPI P2 P3 P4 pPs M2

Figura 1:  Gel de poliacrilamida contendo cinco marcadores microssatélites (P1 a P5) amplificados
utilizando cinco acessos de capim-elefante e uma amostra de milheto. Faixas: M1 —
marcador de 25 pb e M2 — marcador de 100 pb.

. _ Conclusdes
E possivel identificar marcadores microssatélites para capim-elefante a partir de marcadores
descritos previamente em milheto.
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