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RESUMO

Brachiaria dictyoneura € uma graminea forrageira originaria das savanas do
leste africano. Por ter valor forrageiro igual ao de B. humidicola, ser uma espécie
adaptada aos solos mal drenados, acidos e de baixa fertilidade, ha um grande interesse
em incorpora-la ao programa de melhoramento genético de forrageiras tropicais
da Embrapa Gado de Corte. O objetivo deste trabalho foi estudar a variabilidade
genética e a distdncia genética entre oito acessos de B. dictyoneura disponiveis no
banco ativo de germoplasma desse centro de pesquisa, usando marcadores RAPD.
Para tanto, 11 primers foram utilizados e os produtos amplificados foram separados
em gel de agarose 1,5%. Uma matriz de similaridade genética foi gerada pelo coe-
ficiente de Jaccard e os métodos Unweighted Pair-group Method with Arithmetical
Average (UPGMA) e Tocher foram utilizados para agrupamento dos acessos. O den-
drograma gerado pelo método UPGMA foi testado com 400 repeticdes randomicas
(bootstrap). Um total de 87 bandas foi analisado, das quais 84% foram polimorficas.
Uma alta variabilidade genética foi observada entre os acessos, com uma similari-
dade genética média de 0,53. Esses acessos foram separados em quatro grupos por
ambos os métodos usados e os valores de bootstraps para os grupos formados no
dendrograma foram superiores a 85%. Os resultados obtidos no presente trabalho
podem auxiliar o programa de melhoramento dessa espécie visando a obtengao de
cultivares através de cruzamentos controlados ¢ selecao.

Palavras chaves: Brachiaria. Forrageiras tropicais. Marcadores moleculares.
Polimorfismos de DNA.

Publ. UEPG Ci. Biol. Saude, Ponta Grossa, v.15, n.1, p. 59-66, jan/jun. 2009


Editora
Typewritten text
Doi: 10.5212/Publ.Biologicas.v.15i1.059066


(60

Cristiane Zordatto, Lucimara Chiari, Cacilda Borges do Valle; et al.

ABSTRACT

Brachiaria dictyoneura is a native forage grass from the savannas in East
Africa. Due to its forage value similar to the of B. humidicola and it is a species
adapted to waterlogged, acid and poor soils, there is great interest in its use in the
breeding program of tropical forages at Embrapa Beef Cattle. The objective of this
work was to evaluate the genetic variability and the genetic distance among eight
accessions of B. dictyoneura available in this active germoplasm bank from Embrapa,
using RAPD markers. For this, 11 primers were used and the amplified products
were separated in agarose gel at 1.5%. A matrix was generated by Jaccard’s genetic
similarity coefficient. The cluster analyses were made by Tocher and Unweighted
Pair-group Method with Arithmetical Average (UPGMA) methods. The dendrogram
generated by UPGMA method was tested with 400 random repeats (bootstrap). A
total of 87 bands was analyzed, 84% of which were polymorphic. High genetic
variability was observed among the accessions with a medium genetic similarity
of 0.53. The accessions were separated in four groups by both methods and the
values of bootstraps for groups formed by dendrogram were greater than 85%. The
results obtained may help the breeding program of this species in developing new

cultivars through controlled crosses and selection.

Keywords: Brachiaria. Molecular markers. Polymorphisms of DNA. Tropical

forage.

Introducio

O crescimento populacional, associado ao
desenvolvimento de novas tecnologias, esta pro-
movendo mudancas rapidas na sociedade, com pro-
fundos impactos sobre a agropecuaria. As cadeias
produtivas e segmentos agricolas que ndo incorpo-
rarem técnicas modernas ¢ uma visao de mercado,
a fim de se tornarem mais eficientes e sustentaveis,
provavelmente nao persistirao.

Neste contexto, as pastagens, que sempre
foram relegadas a um plano secundario e nor-
malmente ocupando solos de menor fertilidade,
vém merecendo crescente destaque e competindo
com a agricultura por insumos € tecnologias. A
intensifica¢do da atividade pressupde o desenvol-
vimento de novos cultivares de forrageiras com
melhor desempenho e eficiéncia na utilizagdo dos
insumos. Abrem-se, entdo, espagos para cultivares
melhorados e adaptados aos diversos ecossistemas
pastoris do pais.

A pecuaria bovina brasileira baseia-se, es-
sencialmente, na utilizagdo de pastagens para a
produgdo animal. Gragas aos milhdes de hectares
ocupados por forrageiras cultivadas, destinadas a

alimentacdo de um rebanho de aproximadamente
188 milhdes de bovinos, o Brasil detém o maior
rebanho comercial do mundo, consagrando-se, em
2003, como o maior exportador mundial de carne
bovina. (FERREIRA; PEREIRA, 2005).
Gramineas forrageiras do género Brachiaria
alcancaram grande importancia econdmica no Brasil
nos ultimos 30 anos, viabilizando a atividade pecu-
aria nos solos pobres e acidos dos cerrados, criando
novos polos de desenvolvimento e colonizacao no
Brasil Central. Estima-se que 85% das areas de
pastagens cultivadas sejam ocupadas por gramineas
forrageiras deste género (MACEDO, 2006).
Brachiaria dictyoneura ¢ uma das espécies
que compdem o banco ativo de germoplasma (BAG)
da Embrapa Gado de Corte, localizada no munici-
pio de Campo Grande, no estado de Mato Grosso
do Sul, que possui um BAG com 455 acessos de
11 espécies. (VALLE et al., 2008). E originaria
das savanas do leste africano e taxonomicamente
proximaa B. humidicola (RENVOIZE etal., 1996).
Por ser uma espécie forrageira adaptada aos solos
mal drenados, acidos e de baixa fertilidade (MILES;
VALLE, 1996), ha um grande interesse em incor-
pora-la ao programa de melhoramento genético do
género. Seu valor nutritivo ¢ comparavel ao da B.
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humidicola e, assim como esta, € tolerante, mas nao
resistente, as cigarrinhas-das-pastagens, principal
praga que ataca especies do género (KELLER-
GREIN, et al., 1996).

Para a utilizagdo de B. dictyoneura no progra-
ma de melhoramento de forrageiras tropicais da Em-
brapa Gado de Corte, sdo necessarias informagdes
basicas que incluem o nimero cromossomico, nivel
de ploidia e a variabilidade genética dos acessos do
BAG, tanto para o planejamento de cruzamentos,
bem como para orientar novas coletas ou intercam-
bio. Neste sentido, estudos recentes realizados por
Risso-Pascotto et al. (2006a) em cinco acessos desse
BAG mostraram que, diferentemente das demais es-
pécies do género, o nimero basico de cromossomos
em B. dictyoneura € igual a seis (x=6), e estudos
de pareamento cromossdmico nesses mesmos indi-
viduos revelaram tipicos tetraploides (2n=4x=24)
(RISSO-PASCOTTO, et al., 2006b).

Estudos sobre variabilidade genética ainda
nao foram realizados nessa cole¢do de B. dictyo-
neura ¢ também nado ha relatos de estudos nessa
espécie que utilizaram marcadores moleculares. Es-
ses marcadores t€m sido considerados ferramentas
poderosas no estudo da variabilidade genética em
diversas espécies de plantas nativas ou cultivadas,
destacando-se os marcadores RAPD (Random
amplified polymorphic DNA - Polimorfismo de
DNA amplificado ao acaso) pela simplicidade na
execugao, rapidez, custo e, principalmente, porque
nao necessita de conhecimento prévio da sequéncia
de DNA alvo e amplifica as sequéncias de DNA a
partir de um unico iniciador de sequéncia arbitraria
(WILLIAMS et al., 1990). Tal fato torna essa fer-
ramenta muito Util para estudos de diversidade em
espécies de gramineas forrageiras cujos genomas
nao sao conhecidos (DAHER et al., 2002; DONG
et al., 2003; CHANDRA et al., 2004; PASSOS
et al., 2005; YANAKA et al., 2005), incluindo B.
dictyoneura.

Dentro deste contexto, o presente trabalho
teve como objetivo estudar a variabilidade genética
¢ a distancia genética entre os acessos de B. dictyo-
neura do banco ativo de germoplasma da Embrapa
Gado de Corte, usando marcadores RAPD.
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Material e Métodos

Material Vegetal

Foram analisados oito acessos de B. dictyo-
neura disponiveis no BAG da Embrapa Gado de
Corte, Campo Grande, MS, todos tetraploides e com
x=6, sete deles apomiticos (Dt150, Dt154, Dt155,
Dt157,Dt159, Dt160, Dt161) e um com reproducao
sexual (Dt158).

Extraciao de DNA

O DNA foi extraido de amostras de folhas
jovens (folhas do segundo nd), de plantas indivi-
duais, segundo o protocolo de Bonato et al. (2002),
conforme descrito a seguir.

Aproximadamente 300 mg de folhas foram
pulverizadas com nitrogénio liquido em cadinhos
de porcelana. O p6 fino obtido foi transferido para
tubos de microcentrifuga de 2 mL, tomando-se cui-
dado para ndo descongelar. Foram adicionados 900
pL de tampao de extracdo (2% CTAB; 1,4 M NaCl;
0,2% 2-B-mercaptoetanol; 20 mM EDTA; 100 mM
Tris-HCI pH 8; 1% PVP 40). As amostras foram
incubadas a 65°C por 60 minutos, invertendo-as
suavemente a cada dez minutos e, posteriormente,
foram centrifugadas a 13.400 g por dez minutos. Os
sobrenadantes foram transferidos para novos micro-
tubos e adicionou-se igual volume de cloroférmio:
alcool isoamilico (24:1). Os microtubos foram in-
vertidos suavemente durante dez minutos e, depois,
centrifugados. A fase aquosa foi transferida para
novos microtubos e esse procedimento foi repetido
mais uma vez. Apos nova centrifugacao, os sobre-
nadantes foram transferidos para microtubos de 1,5
mL e adicionou-se 2/3 do volume de isopropanol
gelado. As amostras foram invertidas suavemente,
incubadas a -20°C por 30 minutos e centrifugadas a
13.400 g por dez minutos, para obtencdo do precipi-
tado contendo DNA. Os DNAs foram lavados duas
vezes com etanol 70% gelado, secos a temperatura
ambiente (TA) e ressuspendidos em 400 pL de
tampao TE (10 mM Tris-HCI pH 8; 50 mM EDTA
pH 8). As amostras de DNA adicionou-se RNAse
na concentragao final de 10 pg/mL e incubou-se por
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30 minutos a 37°C, para degradagdao do RNA. Para
nova precipitacdo do DNA, foram adicionados 20
pL NaCl SM e 800 uL de etanol absoluto gelado.
ApOs suave inversao, as amostras foram incubadas
a -20°C por duas horas e centrifugadas a 13.400 g
por dez minutos. Os precipitados foram lavados
duas vezes com etanol 70% gelado, secos a TA e
ressuspendidos em 100 uL de tampao TE.

Quantificacdo de DNA

As amostras de DNA obtidas foram diluidas
1:10 (v:v) e suas concentragcdes foram estimadas
em gel de agarose 0,8%, pré-corado com brometo
de etidio (0,5 pg/mL), por comparacdo com ban-
das de padroes do DNA lambda (Invitrogen) de
concentragdes conhecidas (100 ng/uL, 200 ng/puL
e 300 ng/pL). A eletroforese foi realizada a 100 V
por aproximadamente 30 minutos, os g€is foram
visualizados em luz ultravioleta (UV) e fotodocu-
mentados em sistema digital L.Pix Image (Loccus
Biotecnologia). Depois de quantificadas, amostras
dos DNAs extraidos foram diluidas para a concen-
tracao de 5 ng/uL (concentragdo de uso) e mantidas
a 4°C para a realizacao das reagdes de amplificacao,
e o restante foi estocado a -20°C.

Reacoes de amplificacido

As reacoes de amplificacdo foram feitas em
volume final de 25 pL, contendo 0,4 uM de pri-
mer; 0,2 mM de dNTPs (Invitrogen); 1,0 U de Taq
DNA polimerase (Invitrogen); 1x tampao da Taq
DNA polimerase (Invitrogen); 1,5 mM de MgCl,
(Invitrogen) e 30 ng de DNA. Os 11 primers de
RAPD utilizados encontram-se na Tabela 1. Uma
reacao contendo todos os reagentes, exceto o DNA
(controle ou branco), foi feita para cada primer a
fim de se verificar se nao havia contaminacao dos
reagentes com DNA e dar maior confiabilidade aos
resultados.

Para as amplificacdes foi utilizado um termo-
ciclador PTC 100 (MJ Research), programado para
uma desnaturacao inicial a 94°C por cinco minutos,
seguida por 40 ciclos de 94°C por um minuto (des-
naturacao), 35°C por um minuto (pareamento dos
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primers) e 72°C por dois minutos (extensao); € uma
extensao final a 72°C por sete minutos. Os produtos
amplificados foram analisados em gel de agarose
1,5%, pré-corados com brometo de etidio (0,5 pg/
mL). A eletroforese foi realizada a 100 V por cerca
de trés horas. O tampao utilizado para o preparo do
gel e na cuba de eletroforese foi o TBE 1x (0,89M
Tris; 0,89M Borato ¢ 0,08M EDTA).

Terminada a eletroforese, os géis foram visu-
alizados em luz ultravioleta e suas imagens foram
capturadas por sistema de fotodocumentagao digital
L.Pix Image (Loccus Biotecnologia).

Tabela 1 - Lista dos primers de RAPD utilizados para a
analise dos oito acessos de B. dictyoneura com
suas sequéncias de nucleotideos

Pri Sequéncia de . Sequéncia de
rimer ; Primer ;
nucleotideos nucleotideos
A20 GTT GCG ATC C ADO02 CTGAACCGCT
DI8 GAGAGCCAAC AJ0O6 CTC GGAGTGG
E02 GGT GCG GGAA AK04 AGG GTC GGT C
E03 CCAGATGCAC BAO02 TGCTCG GCT C
ABO1 CCGTCG GTAG BB02 CCCCCGTTAG
ABO02 GGAAACCCCT

Analise dos dados

Os perfis de RAPD obtidos foram analisados
para cada acesso pela presenca “1” ou auséncia
“0” de bandas (fragmentos de DNA amplificados).
Somente bandas reproduziveis € ndo ambiguas na
faixa entre 400 e 2000 pb foram consideradas nas
analises.

Uma matriz de similaridade genética (S) foi
construida utilizando-se o coeficiente de Jaccard:
S=N/P, onde N ¢ o niumero de concordancias po-
sitivas e P ¢€ o total de variaveis menos as concor-
dancias negativas. A partir dos dados de dissimila-
ridade genética (D=1-S), foram feitas as analises
de agrupamento por dois métodos: Unweighted
Pair-group Method with Arithmetical Average
(UPGMA) e Tocher. O dendrograma gerado pelo
método UPGMA foi testado com 400 repeticdes
randomicas (bootstrap). Para essas analises foi
utilizado o programa GENES para Windows (Cruz,
1997), versao 2005.
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Resultados

Os 11 primers utilizados em B. dictyoneura
amplificaram 87 bandas claras e reproduziveis
na faixa de 400 a 2000 pb. O niimero de bandas
amplificadas por primer variou de 3 a 14, e foi em
média 7,9. Dessas bandas amplificadas, 84% foram
polimoérficas, todos os primers amplificaram pelo
menos uma banda polimorfica.

A média de S entre os oito acessos foi 0,53,
denotando alta variabilidade interacessos. Os va-
lores obtidos para S variaram de 0,211 a 0,956,
ou seja, existem acessos muito similares, Dt150
e Dt154 (S = 0,96), e acessos muito divergentes,
Dt154 ¢ Dt159 (S =0,211) (Tabela 2).

Tabela 2 - Matriz de similaridade genética, estimada pelo
coeficiente de Jaccard, entre os acessos de B.
dictyoneura.

Dt150 | Dt154 | Dt155 | Dt157 | Dt158 | Dt159 | Dt160 | Dt161
Dt150 | 1

Dt154 | 0,956 | 1

Dt155 | 0,260 | 0,273 | 1

Dt157 | 0,259 | 0,265 | 0,740 | 1

Dt158 | 0,270 | 0,277 | 0,680 | 0,854 | 1

Dt159 | 0,215 | 0,211 | 0,686 | 0,685 | 0,725 | 1

Dt160 | 0,237 | 0,239 | 0,787 | 0,679 | 0,654 | 0,660 | 1

Dti61 | 0,271 | 0,279 | 0,625 | 0,844 | 0,778 | 0,708 | 0,702

—

Os resultados das andlises de agrupamento
obtidos pelos métodos UPGMA e Tocher foram os
mesmos, como pode ser observado na Figura 1 e na
Tabela 3, respectivamente. Os acessos apomiticos
Dt150 e Dt154 ficaram agrupados no topo do den-
drograma e formaram o Grupo 1 da tabela de Tocher.
Logo apds, no dendrograma, foram agrupados os
acessos apomiticos Dt155 e Dt160, que formaram
o Grupo 3 na tabela de Tocher. Os acessos apomiti-
cos Dt157, Dt161 e o acesso sexual Dt158, ficaram
agrupados pelo dendrograma e formaram o Grupo
2 de Tocher. Por Ultimo, o acesso apomitico Dt159
formou um grupo a parte por ambos os métodos,
0 que pode ser comprovado pelo baixo valor de
bootstrap na intercessao com o grupo anterior no
dendrograma. Os grupos formados no dendrograma
apresentaram altos valores de bootstraps, com mais
de 85% de repetibilidade.
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Tabela 3 - Agrupamento dos oito acessos de Brachiaria
humidicola obtido pelo método de Tocher.

GRUPOS ACESSOS
<1> Dt150 Dtl154
<2> Dt157 Dtl158 Dtl6l
<3> Dtl155 Dtl60
<4> Dt159

. - - + " + + " - + ]
0 10 20 30 a0 i i n 80 0 100

Figura 1- Dendrograma das dissimilaridades genéticas entre
os oito acessos de B. dictyoneura. As porcentagens
correspondem aos valores de bootstrap obtidos
de 400 reamostragens randomicas.

Discussao

Atécnica de RAPD tem sido empregada para
avaliar a variabilidade genética em diversas espé-
cies, utilizando diferente nimero de primers. Em
gramineas forrageiras a maioria dos trabalhos uti-
liza pelo menos dez primers, mas o nimero médio
de marcadores (bandas) gerados por primer varia
muito. Daher et al. (2002), encontraram uma média
de 4,5 bandas/primer em Pennisetum purpureum
(capim-elefante), enquanto Salgado et al. (2006)
relataram em B. humidicola uma média bem maior
(10). Neste trabalho, a média de bandas/primer (7,9)
foi intermediaria entre os dois trabalhos citados.

Das 87 bandas amplificadas nos acessos de
B. dictyoneura, 73 foram polimorficas, denotando
significativo polimorfismo entre esses 0ito acessos
estudados. Além disso, os valores de S obtidos re-
forcam que existe uma variabilidade genética intera-
cessos significativa, comparavel a encontrada em B.
humidicola, espécie taxonomicamente proxima a B.
dictyoneura, conforme Salgado et al. (2006). Esses
autores utilizaram 100 marcadores RADP para o
estudo de 58 acessos dessa espécie e os valores de
S variaram de 0,14 a 0,97. Neste trabalho, apesar
de um nimero bem menor de acessos estudados, a
variacao foi parecida, sendo de 0,21 a 0,96.

O dendrograma mostra a separagao dos oito
acessos de B. dictyoneura em quatro clusters com
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alta repetibilidade. O mesmo resultado foi obser-
vado com a andlise de agrupamento de Tocher. A
formacao de quatro clusters por ambos os métodos
refor¢a a existéncia de grande diversidade intera-
CESSO0s.

Estes resultados indicam que, apesar de pe-
queno, este germoplasma € valioso, € a variabilidade
genética aqui detectada podera ser explorada no
programa de melhoramento genético do género,
visando a selecdao de genotipos apomiticos para
lancamento como cultivares ou a escolha de genito-
res para realizagao de cruzamentos e selecao, visto
que existe um acesso sexual neste germoplasma e,
portanto, hé possibilidade de hibridagdo. Os resul-
tados também mostraram que nao ha duplicadas
nessa pequena colecao.

Por fim, este estudo mostrou a facilidade e
rapidez da técnica de RAPD para obtencdo de resul-
tados sobre variabilidade genética em uma espécie
nunca antes estudada e geneticamente melhorada.

Conclusoes

* Os marcadores RAPD possibilitaram a discrimi-
nac¢do dos oito acessos estudados, indicando que
ndo ha duplicadas no germoplasma analisado.

* Os métodos de agrupamento utilizados separaram
0s acessos em quatro clusters com diferentes
niveis de variabilidade genética.

+ Existe uma variabilidade genética significativa
entre os acessos estudados, que podera ser ex-
plorada pelo melhorista, orientando cruzamentos
e selegdo.
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