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CARACTERIZACAO MOLECULAR E CITOGENETICA DE ACESSOS DE
CAPIM BUFFEL (Cenchrus ciliaris L.)

Autora: Livia Pinto Brandao
Orientador: Sebastiao de Oliveira e Silva
Coorientador: Natoniel Franklin de Melo

Resumo: O capim buffel (Cenchrus ciliaris L) é uma planta forrageira de grande
importancia na regido semiarida do nordeste brasileiro. Possui ampla variabilidade
citogenética quanto ao numero cromossémico. Objetivou-se estudar a diversidade
genética utilizando marcadores moleculares ISSR, assim como, realizar a
caracterizacdo citogenética de 11 acessos de capim buffel e identificar acessos
apomiticos com o uso de marcador molecular SCAR em acessos de capim buffel
do BAG da Embrapa Semiarido. Os 10 primers ISSR utilizados em 30 acessos,
produziram um total de 75 bandas, sendo 72 polimorficas e 3 monomoérficas. Os
valores de dissimilaridade genética variaram de 0,19 a 0,78. O método UPGMA
agrupou os acessos em sete grupos. Os acessos 617 e Buchuma conosite foram
mais dissimilares e 138 e 141 os menos dissimilares. Para o experimento de
citogenética todos os 11 acessos de C. ciliaris apresentaram 2n=36. Entretanto,
em uma mesma raiz analisada foi possivel observar algumas células com 2n= 30
no acesso 433, 2n= 32 no acesso 6, 2n=34 nos acessos 7754, Aridus, Gayndah,
Grei e Biloela, e 2n=42 no acesso 617, indicando a ocorréncia de polissomatia.
Os padrbes eletroforéticos dos marcadores SCARs revelaram, fragmento com
tamanho de 100 (20G), 300 (19G) e 600 (OPF08-600) pb. O primer OPF08-600
revelou 83%, o primer 19G revelou 77% e o primer 20G, revelou que 90% de
bandas indicativas de apomixia. Os marcadores ISSR foram eficientes na
deteccao da variabilidade genética. E a variabilidade cromossdémica (polissomatia)
pode esta correlacionada a alta frequéncia de apomixia nessa espécie. Os
marcadores SCARs permitiram a identificacdo preliminar de acessos apomiticos
para uso no programa de melhoramento, embora seja mais indicado a utilizac&o
de outra técnica associada ao marcador SCAR para a identificacdo mais precisa
de apomixia.

Palavras chave: Forrageira, ISSR, Variabilidade, Cromossomos, SCAR,

Apomixia.



MOLECULAR CHARACTERIZATION AND CYTOGENETIC BUFFEL GRASS
OF ACCESS (CENCHRUS CILIARIS L.)

Author: Livia Pinto Brandao
Adviser: Sebastido de Oliveira e Silva
Co-adviser: Natoniel Franklin Melo

Summary: The Buffel grass (Cenchrus ciliaris L.) is a forage plant of great
importance in the semiarid region of northeastern Brazil. It has extensive
cytogenetic variability on the chromosome number. The objective was to study the
genetic diversity using molecular markers ISSR, as well as perform cytogenetic
characterization of 11 Buffel grass accesses and identifying apomictic accesses
using molecular marker SCAR in Buffel grass accessions of BAG Embrapa
Semiarid. 10 ISSR primers on 30 accessions, produced a total of 75 bands, 72
polymorphic and monomorphic 3. The genetic dissimilarity values ranged from
0.19 to 0.78. The UPGMA method grouped the accessions into seven groups. The
accesses 617 and Buchuma conosite were more dissimilar and 138 and 141 the
least dissimilar. For cytogenetic experiment all 11 C. ciliaris accessions showed 2n
= 36. However, in the same root analyzed we observed some cells with 2n = 30 in
the access 433, 2n = 32 in access 6, 2n = 34 in hits 7754, aridus, Gayndah, Grey
and Biloela, and 2n = 42 in the access 617, indicating the occurrence of
polissomaty. The electrophoretic patterns of the SCAR markers revealed,
fragment size of 100 (20G), 300 (19G) and 600 (OPF08-600) bp. The primer
OPF08-600 revealed 83%, 77% showed primer 19G and 20G primer, revealed
that 90% of bands indicative of apomixis. The ISSR markers were efficient in
detecting genetic variability. And the chromosomal variability (polissomaty) can
correlates the high frequency of apomixis in this species. The SCAR markers
allowed the preliminary identification of apomictic access for use in the breeding
program, although it is the most appropriate use of another technique associated
with the SCAR marker for more precise identification of apomixis.

Key words: Forage, ISSR, variability, chromosomes, SCAR, Apomixis.



INTRODUCAO

O capim buffel € uma Poaceae, subfamilia Panicoideae, género Cenchrus,
espécie Cenchrus ciliares L. ou Penissetum. cencroides Rich (AYERSA, 1981).

E uma espécie perene, seu porte varia de 0,6 a 1,5 m de altura, dependendo
da variedade ou cultivar. Possui sistema radicular fasciculado e pivotante,
podendo atingir até 1,5 metros de profundidade, dependendo da variedade,
rizomas medianamente desenvolvidos, permitindo maior hidratacdo por sua
capacidade em explorar agua profundas do solo (RODRIGUES et al.,1993).

As inflorescéncias tém a forma caracteristica de rabo de raposa. As
sementes estdo fechadas em finas cerdas que ocorrem em grupo que pode
conter mais de uma semente. A planta apresenta crescimento vertical, em forma
cespitosa (touceira) e produzem forragem com boa palatabilidade e
digestibilidade, além de possuir bom valor nutritivo e ser bem aceito pelos animais
em qualquer estadio de crescimento. (OLIVEIRA, 1981 e 2005).

As cultivares de capim buffel apresentam caracteristicas estruturais
diferentes que possibilitam separa-las em trés grupos: de porte alto, médio e
pequeno. O grupo de porte alto € representado pelas cultivares Biloela, Molopo,
Numbank, Boorara, Lawes, Pusa Giant e Buchuma conosite, sendo mais
produtivas, apresentam altura variando de 1,0m a 1,5m. O grupo de porte médio,
as plantas podem medir de 0,75m a 1,0m de altura, sendo representado pelas
cultivares Gayndah, Americano, 7754 e Aridus. J&, o grupo de porte baixo
apresenta altura inferior a 0,75m e tem como representante a cultivar West
Australian (OLIVEIRA, 1993).

Cenchrus ciliaris, tem origem na Africa. No periodo entre 1870 e 1880 foi
introduzida na Australia, e posteriormente difundida para outros paises como
Estados Unidos da América, México e Argentina (AYERSA, 1981).

Para Oliveira (1993), a introduc&o no Brasil ocorreu em 1952 no estado de
Sédo Paulo e depois trazida para o nordeste. Sendo cultivado em todo Semiarido,
gue abrange parte dos estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e Norte de Minas Gerais, totalizando uma
area de 982.563 km2 (LINS et al., 2007). No Brasil, especialmente no semiarido

nordestino é considerada uma das melhores forrageiras, devido sua adaptacéo as



condi¢cdes edafocliméticas, seu potencial forrageiro e, principalmente, por
suas caracteristicas de resisténcia a longos periodos secos (MELO, 2010).

Na década de 70, foi criado o Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de
espécies forrageiras na Embrapa Semiarido (Campo Experimental Caatinga),
incluindo diversos acessos de capim buffel. As introducdes de capim buffel foram
proveniente de diferentes locais, tais como: CSIRO - Australia, USA - Texas A &
MU, IARI - india, Agroceres - PE, IRI - Matdo - SP, CNPGC - Embrapa Gado de
Corte, Quissama - SE e Tanzania. Atualmente o BAG de capim buffel possui 117
acessos, preservados na unidade da Embrapa Semiarido.

Esses acessos carecem de informacbGes basicas para dar suporte ao
programa de melhoramento genético. Trabalhos para conhecer o nivel de ploidia
e caracterizar a diversidade genética entre 0s acessos estdo sendo inicialmente
relatados no presente estudo. Essas informacdes sdo primordiais para que se
iniciem atividades com a finalidade de desenvolver cultivares com caracteristicas
gue sejam voltadas para as necessidades locais.

A caracterizacdo de recursos genéticos é fundamental para subsidiar
estudos filogenéticos, evolutivos e taxonémicos, possibilitando o planejamento e a
selecdo de acessos adequados para os programas de melhoramento genético.
Neste sentido, a conservacao ex situ é fonte de reserva de genes, mas a
indicacdo do uso desse recurso genético conservado depende da caracterizacao
deste germoplasma. Uma forma de caracterizar germoplasma € por meio de
aplicacdo de marcadores moleculares. O polimorfismo genético obtido via desses
marcadores podem ser usados no estudo gendmico comparativo e na
caracterizacdo de germoplasma (XI et al., 2008).

Com os progressos da biotecnologia, principalmente o desenvolvimento dos
marcadores de DNA, tém permitido estudar e caracterizar a variabilidade genética
em diferentes niveis (OLIVEIRA, 2006). Como ferramenta auxiliar indispensavel,
os marcadores moleculares tém sido utilizados nas distintas etapas do
melhoramento genético, desde a caracterizacdo do germoplasma até as etapas
finais de desenvolvimento e selecdo de plantas melhoradas (FERREIRA et al.,
1998).

O marcador molecular ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), baseado em
reacdo de PCR (Reaction Chain Polymerase), dentre as classes de marcadores

moleculares, constitui em uma técnica simples, rapida e eficiente, desenvolvido a



partir da necessidade de explorar repeticbes de microssatélites abundantes
no genoma eucarioto sem a utilizacéo de sequenciamento do DNA (ZIETKIEWICZ
et al., 1994).

O ISSR utiliza primer de sequéncia simples repetitiva para amplificar regides
entre sequéncias alvo. Essa técnica pode ser aplicada para analisar praticamente
qualquer organismo, mesmo aqueles que dispdem de pouca ou nenhuma
informacéo genética prévia. O uso desses marcadores em plantas superiores &
bem aceito por serem altamente reprodutiveis, polimorficos, e informativos,
rapidos de usar e pouco onerosos (ZIETKIEWICZ et al., 1994; ARCADE et al.,
2000; BORNET et al., 2002a, 2002b).

Esses marcadores podem auxiliar nas analises genéticas em C. ciliaris,
devido a ampla variabilidade da espécie, tornando-se uma ferramenta valiosa
para ac6es de melhoramento em busca de gendétipos mais adequados ao cultivo
de pastagem. Para isso, € necessario o desenvolvimento de trabalhos relativos a
caracterizacdo e avaliacdo para posterior selecdo dos genotipos com caracteres
de interesse (SANTOS et al., 2011).

A técnica molecular com os referidos marcadores possibilita o estudo de
andlise genética por meio do polimorfismo molecular, identificacdo de hibridos e
caracterizacdo de bancos de germoplasma. Em colec6es onde nao foi realizado
nenhum estudo com marcadores moleculares, como é o caso da cole¢do de
capim buffel da Embrapa Semiarido, esse marcador poder ser uma alternativa
eficaz e de baixo custo para conhecer a diversidade genética entre 0s acessos.

Os produtos amplificaveis codificam pequenas regides entre dois
microssatélites similares, com aproximadamente de 100-3000 pb (pares bases). A
limitacdo dessa classe de marcadores esta relacionada ao fato de serem
dominantes que impossibilita estabelecer relagBes alélicas entre os individuos
(ZIETKIEWICZ et al., 1994; GODWIN et al.,1997)

O estudo da diversidade € o processo pelo qual a variacdo entre
populacées, entre grupos ou entre individuos de um mesmo grupo € avaliada por
meio de um meétodo especifico ou pela combinacdo de métodos (PEREIRA et al.,
2009).

Quando tomada como resultado da dissimilaridade entre individuos, a
diversidade genética € de forma grandiosa responsavel pelo sucesso de um

programa de melhoramento genético. Além de obter informacdes sobre a



diversidade genética,é necessaria para o0 manejo de uma espécie
(SAVOLAINEN et al., 1991; MILLAR et al., 1992).

Para os programas de melhoramento de plantas, a existéncia de variacao
genética € uma condicdo fundamental, seja representada em acesso, em cultivar
melhorada ou selvagem, pois é através do manejo dessa variabilidade que se
obtém novas cultivares agrondmicas superiores (BOREM et al., 2009).

Pesquisas tém sido realizadas utilizando marcadores moleculares para
estimar com eficiéncia a diversidade genética existente nas cole¢des de C. ciliaris.
Al-Sogeer (2011), utilizou marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphism
DNA) e ISSR para investigar a distancia genética em populacdes de capim buffel
para na regido de Al-Quassim, sendo o ISSR mais eficiente que o RAPD.
Gutierrez-Ozuna et al. (2009) estudaram a diversidade genética em populacdes
de capim buffel através de marcadores ISSR a fim de investigar a existéncia de
variabilidade dentro e entre dezesseis populacdes dessa espécie no México,
concluindo que, a diversidade genética era baixa entre as populacdes,

Outra maneira de caracterizar germoplasma € por meio das técnicas
citogenéticas. Mesmo com advento da biologia molecular, a andlise
cromossOémica continua sendo a Unica maneira de observar todo o genoma de um
eucarioto na forma de blocos individualizados de material genético, passiveis de
serem mensurados, diferenciados em subunidades e manipulados de diversas
maneiras (GUERRA et al., 2002).

O uso da citogenética, por ser uma atividade basica, deveria ser encarado
como um pré-requisito na caracterizacdo das colecdes de germoplasma. Estudo
dessa natureza envolve, entre outros aspectos, a contagem do numero
cromossOmico, determinacdo do nivel de ploidia, avaliacdo do comportamento
meidtico e da fertilidade de pdlen entre outros (PAGLIARINI et al., 2004).

O género Cenchrus apresenta ampla diversidade cromossbmica e,
consequentemente, existem muitas duvidas taxonémicas. Em termos numéricos,
tanto a aneuplodia como a poliploidia s&do comuns no género, que apresenta o
namero basico sugerido de x = (9, 10, 17, 18). (GIUSSANI et al., 2001; MARTEL
et al., 2004; DONADI O et al.,2009).

Para a espécie C. ciliaris L. (capim buffel) tem sido relatado x = 9 como
sendo 0 numero cromossomico basico. O capim buffel possue trés niveis de

ploidia mais frequente: tetraploide (2n = 4x = 36), pentapléide (2n = 45 = 5x) e



hexaploide (2n = 6x = 54). Embora em menor frequéncia haja ocorréncia de
diploide (2n = 2x = 18). No entanto a maioria das popula¢cdes naturais dessa
espécie sao tetrapldide. Diversos pesquisadores relatam uma grande
variabilidade cromoss6mica a espécie, a qual é descrita como 2n= (18, 32, 34,36,
40, 45, 52, 54, 63, 78 e 90) (FISHER et al. 1954; GOULD, 1965; GOULD et al.,
1970; MEHRA, 1982; JENSEN et al., 1989; KHAN et al., 1997; GIUSSANI et al.,
2001; BURSON et al., 2012).

Aneuploidia € uma variacdo numérica muito frequente em capim buffel, que
pode ocorrer em diploides, triploides, pentaploides, hexaploides e nanoploides
(FISHER et al, 1954;. SNYDER et al, 1955;. MEHRA et al, 1968.; KHAN et al.,
1997; RAMASWAMY et al., 1969; HIGNIGHT et al., 1991; VISSER et al., 19983,
1998b, 1998c; KHARRAT-SOUISSI et al. 2013; BURSON et al.,2012 e 2015).

Atualmente, a utilizacdo de marcadores moleculares ligados ao modo
reprodutivo tém sido relatada em estudos de gramineas, incluindo C. ciliaris. Tais
marcadores baseados em DNA séo eficazes em analises genéticas, citogenéticas
e moleculares para identificar plantas apomiticas e sexuais. Dwivedi et al., (2007)
utilizaram marcador SCAR para identificar genes ligado a apomixia, enquanto
Yadav et al. (2012) realizaram estudo de associagao de regides cromossomicas
com o modo reprodutivo de capim buffel (sexual e apomitico), utilizando
marcadores SCAR, derivados de AFLP.

Apomixia € um modo de reproducado assexual onde o embrido se desenvolve
no ovario a partir de uma célula somética do 6vulo, ocorrendo formacéo de
sementes férteis, sem haver fecundacdo, como ocorre na reproducdo sexual
(KOLTUNOW, 1993). O que resulta em uma planta com a mesma constituicdo
genética da planta méae.

A apomixia em plantas, ja foi considerada uma barreira ao melhoramento.
No entanto, este modo de reproducdo tem recebido uma grande atencéo devido
a descobertas de plantas parcialmente apomiticas (apomiticas facultativas) em
espécies cultivadas, a descoberta de plantas sexuais em espécie apomiticas e a
obtencdo de novas formacdes sobre o controle genético da apomixia (CAVALLI,
1995). Tais descobertas sao de grande importancia para a utilizacdo da apomixia
em programas de melhoramento.

Para Hanna (1995), a apomixia pode ter um grande impacto na producao de

alimentos, forrageiras e fibras, que sdo propagadas por semente, em todo o



mundo. A principal vantagem da apomixia no melhoramento vegetal refere-
se ao fato dos embribes apomiticos serem, via de regra, geneticamente idénticos
a planta mae. Esta situacdo traz grande beneficio a agricultura, pois se puder
introduzir a apomixia em grupos de plantas economicamente importantes, ela
possibilitara imediata fixagdo de qualquer genoétipo superior selecionado no
processo de melhoramento, permitindo que o mesmo origine plantas idénticas,
independente do seu grau de heterozigose ao longo das geracdes via semente
(HANNA & BASHAW, 1987).

Marcadores moleculares associados ao gene de apomixia facilitam nao
apenas a transferéncia do gene ligado a essa caracteristica, como também o
acompanhamento da segregacdo da apomixia nas geracdes seguintes, quando
hibridizado com uma planta sexual.

O capim buffel € uma interessante alternativa de forrageira, por ser
naturalmente tolerante as condigcbes ambientais da regido por longos periodos de
seca. Portanto, quando melhorada podera acentuar essa caracteristica, 0 que a
transformaria em opcdo adequada de implantacdo de pastagem. Vale ressaltar
gue uma variedade melhorada pode induzir a aumento de produtividade e menor
custo de producdo, e em forrageiras, maiores indices de nutrientes que ira
proporcionar melhoria na qualidade da alimentacdo animal na regido Semiarida.
Face as consideracdes citadas, o objetivo desse trabalho foi estudar a
variabilidade genética de capim buffel com a aplicacdo de marcador molecular
(ISSR), bem como avaliar a variabilidade citogenética dessa espécie mediante
contagem e coloracao diferencial com fluorocromos e por fim, identificar acessos

apomiticos com o uso de marcador molecular SCAR.
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Resumo: O capim buffel é uma planta forrageira de grande importancia na
regido semiarida do nordeste brasileiro. Objetivou-se com este estudo avaliar a
diversidade genética de acessos de capim buffel (C. ciliaris) com a utilizagéo de
marcadores moleculares ISSR. Foram analisados 30 acessos do BAG da
Embrapa semiarido com 10 primers ISSR. A extracdo de DNA gen6mico foi
realizada por o procedimento de Doyle & Doyle (1990) com modificacbes. O
volume final da reacédo de amplificacédo foi de 30 pL, seguidas de amplificacdo
em termociclador e separacdo em gel de agarose. Os marcadores ISSR
utilizados nesse estudo revelaram variabilidade genética entre 0os acessos, 0S
quais produziram um total de 75 bandas, sendo 72 polimorficas e 3
monomorficas. Os valores de dissimilaridade genética, calculados de acordo
com o complemento do indice de Jaccard, variaram de 0,19 a 0,78. O método
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Average) agrupou 0S acessos em
sete grupos. Os acessos 617 e Buchuma conosite foram mais dissimilares e
138 e 141 os menos dissimilares. Os marcadores ISSR utilizados neste estudo
demonstraram eficiéncia na deteccao de polimorfismos moleculares, revelando
variabilidade genética entre os 30 acessos. E possivel inferir que existe
consideravel variabilidade genética entre os acessos de buffel, demonstrando a
importancia desses marcadores na caracterizacao e andlise de variabilidade de

germoplasma da espécie.
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Abstract: The Buffel grass is a forage plant of great importance in the semiarid
region of northeastern Brazil. The objective of this study to assess the genetic
diversity of Buffel grass accesses (C. ciliaris) with the use of molecular markers
ISSR. They analyzed 30 BAG accesses Embrapa semiarid with 10 ISSR
primers. The extraction of genomic DNA was performed by the procedure of
Doyle and Doyle (1990) with modifications. The final volume of amplification
reaction was 30 pl followed by amplification in a thermocycler and separation in
agarose gel., the ISSR markers used in this study revealed genetic variation
among accessions, which produced a total of 75 bands, 72 polymorphic and 3
monomorphic. The values of genetic dissimilarity, calculated according to the
complement of Jaccard index, ranged from 0.19 to 0.78. The UPGMA method
(Unweighted Pair Group Method Average) grouped the accessions into seven
groups. The accesses 617 and Buchuma conosite were more dissimilar and
138 and 141 the least dissimilar. The ISSR markers used in this study were
efficient in detecting molecular polymorphisms, revealing genetic variability
among 30 hits. Large is possible to infer that there is genetic variability among
Buffel hits, demonstrating the importance of these markers in germplasm

characterization and analysis of variability of the species

Key words: Cenchrus ciliares L., ISSR, genetic variability
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INTRODUCAO

No semiarido brasileiro os indices pluviométricos sdo baixos e mal
distribuidos. Isso faz com que ocorra uma baixa disponibilidade de forragem de
qualidade no periodo de estiagem por causa do déficit hidrico e
evapotranspiracado elevada, sendo necessaria a suplementacao alimentar para
obtencéo de niveis aceitaveis de desempenho animal (ANDRADE et al., 2010).
Existem diversas estratégias para elevar a oferta de forragem no periodo seco,
entre as quais se destaca a utilizacdo de espécies resistentes a seca e bem
ajustadas as variacdes climaticas do ambiente.

O capim buffel (Cenchrus ciliaris L.) é uma das principais gramineas
forrageiras, sendo base para a exploracdo pecuéaria em diversas localidades da
regido semiarida. Essa planta forrageira vem despertando interesse em
pesquisadores e produtores por apresentar maior resisténcia a deficiéncia
hidrica entre as gramineas cultivadas, em funcdo de sua elevada eficiéncia de
uso da agua (MEDEIROS & DUBEUX JR., 2008)

Segundo Moreira et al. (2007), o capim buffel apresenta sistema radicular
profundo que lhe possibilita ter acesso a agua de forma rapida e por tempo
mais prolongado, além da acumular reservas nutritivas na base das suas
hastes para uma possivel liberacdo lenta quando necessario. De acordo com
Rangel et al. (2009), a incorpora¢cdo desta graminea aos sistemas produtivos,
nao tém sido proporcional a geracdo de tecnologias referente a mesma, sendo
ainda a tecnologia pouco difundida.

A EMBRAPA Semiarido mantém uma colecdo de germoplasma em
campo com 117 acessos de capim buffel, para tanto os acessos da colecdo
desse banco de germoplasma ainda ndo foi caracterizado. Entretanto,
atividades de caracterizacdo e conhecimento da variabilidade genética dos
acessos sdo necessarias a fim detectar caracteristicas desejaveis que
fornecam subsidios para outras pesquisas visando o uso eficiente desta
forrageira em programas de melhoramento genético.

No melhoramento genético é essencial o conhecimento da diversidade
genética, uma vez que esta orienta a formacdo de uma colecéo de trabalho a
partir da identificacdo de grupos heterdticos e a selecdo de genitores mais
divergentes para cruzamento, além de permitir um manejo e uso mais

adequado das cole¢bes (BONATO et al, 2006). Os marcadores moleculares
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sdo amplamente utilizados em estudos da diversidade genética por mostrarem
diferencas no DNA (polimorfismo genético) e nao sofrerem influéncia do
ambiente.

Entre os marcadores baseados em PCR (Polimerase Chain Reaction), o
marcador dominante ISSR (Inter Simple Sequance Repeats) é uma técnica
simples, rapida, eficiente e reprodutivel, que amplifica segmentos de DNA
presentes entre duas regides microssatélites idénticas orientadas em direcdes
opostas (REDDY, 2002). Este marcador tem sido utilizado com sucesso em
pesquisas relacionadas as andlises de diversidade genética em varias culturas
forrageiras como alfafa (RASHIDI et al., 1997), capim elefante (LIMA et al.,
2011), braquiaria (AZEVEDO et al., 2011), entre outras. O presente trabalho
teve como objetivo avaliar a variabilidade genética em 30 acessos de capim
buffel do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Semiarido por meio do uso

de marcadores ISSR.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Foram avaliados 30 acessos do Banco Ativo de Germoplasma de capim
buffel da Embrapa Semiérido, localizado em Petrolina, Pernambuco,
introduzidos a partir da década de 1970, sendo provenientes de coleces
localizadas na Austrélia, india, Ird, Estados Unidos, Kénia, Tanzania, além de
acessos introduzidos anteriormente nos estados da Bahia, Pernambuco,
Sergipe e Sao Paulo (Tabela 1).
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Tabela 1. Informacdes dos acessos de capim buffel analisados do Banco Ativo

de Germoplasma da Embrapa Semiarido, Petrolina, PE, Brasil, 2015.

Identificacdo Data de introducao NUmero no Origem
do acesso CPATSA

3 06/03/2014 POA-03 Petrolina-PE

5 06/03/2014 POA-04 Petrolina-PE

6 06/03/2014 POA-06 Petrolina-PE

40 06/03/2014 POA-40 Petrolina-PE

52 14/03/1977 7752 Matao-SP (IRI)

Pusa Giant 06/03/1979 79119 india (IARI)

Antan

West Austrélia 07/04/1979 79123 Australia (CSIRO)

138 26/06/1979 79138 Quissama-SE

141 26/06/1979 79141 Quissama-SE

158 26/06/1979 79158 Quissama-SE

195 11/05/1980 80195 Tanzania (Cenargen)

198 11/05/1980 80198 Tanzénia (Cenargen)

237 06/03/2014 POA-237 Petrolina-PE

302 11/01/1982 82302 Ira

433 28/06/1983 83433 Australia (CSIRO)

434 28/06/1983 83434 Australia (CSIRO)

Buchuma 12/06/1987 87541 Kénia (NARS)

conosite

571 10/09/1990 90571 USA (Texas A&M)

572 10/09/1990 90572 USA (Texas A&M)

579 10/09/1990 90579 USA (Texas A&M)

585 10/09/1990 90585 USA (Texas A&M)

590 10/09/1990 90590 USA (Texas A&M)

598 10/09/1990 90598 USA (Texas A&M)

603 10/09/1990 90603 USA (Texas A&M)

617 10/09/1990 90617 USA (Texas A&M)

7754 14/03/1977 7754 Mat&o-SP (IRI)

Aridus 11/05/1980 80196 Tanzania (Cenargen)

Biloela 26/02/1976 7602 Pernambuco
(Agroceres)

Gayndah 26/02/1976 7603 Pernambuco
(Agroceres)

Grei ou Grass 19/11/1979 79176 Bahia

Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada utilizando-se o procedimento de Doyle &
Doyle (1990) com pequenas modificacdes, conforme anexo 1.

A guantificacdo do DNA extraido foi realizada por meio da comparagéo
visual com bandas obtidas do DNA de fago A (10 e 20 ng), em gel de agarose
1% (p/v), corado com brometo de etidio. A visualizacao foi realizada por meio
de luz ultravioleta e registrada em aparelho fotodocumentador modelo LPix
Image (Loccus Biotecnologia). Com base nas concentragfes estimadas, as

amostras foram diluidas para 10 ng/uL™ e armazenadas a -20 °C.
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Amplificacdo de PCR e eletroforese

Inicialmente foi realizado uma pré-selecdo de 50 iniciadores para ISSR
em trés genotipos. Destes, apenas 10 revelaram polimorfismo, os quais foram
aplicados nos gendtipos. As reacbes de amplificacdo foram realizadas
contendo um volume final de 30 pL, utilizando os seguintes reagentes: 3,0 mM
MgCl,, 0,2 uM de cada um dos dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 0,5 uM de
cada primer, 1x tampéo PCR, 0,7 unidade de Taq polimerase e 45 ng de DNA
gendmico, sendo o volume final ajustado com agua miliQ.

As amplificacbes foram conduzidas em termociclador Gene Amp 9600
(Applied Biosystems). Utilizou-se os seguintes ciclos: 95°C por 3 minutos,
seguido de 35 ciclos de 94°C por 30s, 50°C por 45s, 72°C por 75s. Para
finalizar, foi realizada uma extensdo a 72°C por 5 minutos, deixando os
produtos das reacdes a 4°C «.

Os fragmentos foram separados em gel de agarose a 2% (p/v)
submetidos a voltagem constante de 80 V por 3h, e corados com brometo de
etidio. A visualizacdo dos padrdes foi realizada sob luz ultravioleta. O tamanho
dos fragmentos foi determinado com marcador de peso molecular 100pb

(Ludwing).

Anéalise dos dados

Os marcadores ISSR foram convertidos em dados binarios, onde se
atribui valor um para presenca e valor zero para auséncia de bandas. Os
marcadores que se mostraram polimérficos foram submetidos a anélise de
diversidade genética, utilizando como método de agrupamento o UPGMA e
coeficiente de Jaccard. O ajuste entre a matriz de distancias e dendrograma foi
verificado por meio de correlacdo cofenética (cc) utilizando o software Genes
(CRUZ, 2006). O conteudo informativo de polimorfismo (PIC) foi obtido com o
auxilio do programa PowerMarker (LIU & MUSE, 2005). Para obtencdo do
dendrograma de dissimilaridade foi utilizado o software Mega 6.0 (TAMURA et
al., 2013).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 10 iniciadores de ISSR geraram um total de 75 bandas contaveis, com
média de 7,2 bandas polimorficas por iniciador (Tabela 2). Deste total, 72
apresentaram-se polimorficas (96%), com maior nimero de bandas observado
para o iniciador TriCAC3’'RC (10 bandas) e o menor para TriCAC5CY (4

bandas).

Tabela 2. Produtos de amplificacdo de 10 iniciadores ISSR em 30 acessos de
capim buffel (Cenchrus ciliaris) do BAG de capim buffel da Embrapa semiarido..

Iniciador Sequéncia (5°-3)’ Bandas
T Po. Mo. % Po. D.G PIC

DiGA3’C GAGAGAGAGAGAGAGAC 9 8 1 889% 0,28 0,28
DiIGT5'CY CYGTGTGTGTGTGTGTGT 6 6 0 100% 0,28 0,29
TriCAC5'CY CYCACCACCACCACCAC 5 4 1 80% 0,27 0,25
TrICAG CAGCAGCAGCAGCAG 5 5 0 100% 0,33 0,42
DiGA3'T GAGAGAGAGAGAGAGAT 8 8 0 100% 0,24 0,21
TriTGT3"RC TGTTGTTGTTGTTGTRC 6 6 0 100% 0,30 0,41
TrTGT3'YC TGTTGTTGTTGTTGTYC 9 8 1 89 % 0,21 0,31

TrAGG3'RC AGGAGGAGGAGGAGGRC 8 8 0 100% 0,31 0,32

TriACT3'RC ACTACTACTACTACTRC 9 9 0 100% 0,39 0,45

TriCAC3'RC CACCACCACCACCACRC 10 10 0 100% 0,40 0,38
Média 75 7,20 96% 0,32 0,33
Total %5 72 3 0,32

T = Total de bandas; Po. = Bandas polimérfica; Mo = Bandas monomorfica; %
Po = % polimorfismo; D.G = Diversidade genética; PIC = (conteltdo de

informacédo de polimorfismo). *R=A,G; Y =C, T;

A elevada porcentagem de bandas polimérficas encontrada (acima de
80%) ressalta que ha variabilidade genética entre os acessos de capim buffel.
Resultado semelhante foi relatado por Cidade et al. (2008) caracterizando 95
acessos de forrageira bahia grass (Paspalum notatum Flugge.) por meio de 4
iniciadores ISSR, em que o percentual de polimorfismo foi de 97,5% (89 dos 91

fragmentos apresentaram-se polimorficos) com média de 18 bandas por
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iniciador, mostrando a eficiéncia desse iniciador para a deteccdo de
polimorfismo.

O alto polimorfismo e a baixa porcentagem de marcadores monomorficos
também foi observado no trabalho desenvolvido por Azevedo et al. (2011) em
braquiaria (Poaceae; Brachiaria ruzizienis Germain et Evrard) utilizando 12
iniciadores de ISSR com 100% de polimorfismo e média de 7,41 bandas por
primer. Lima et al. (2011), observaram variabilidade genética semelhante em
46 acessos de capim elefante (Pennisetum purpureum Schum.) com aplicacéo
de 25 iniciadores ISSR revelando polimorfismo de 76%.

De acordo com Gutierrez-Ozuna et al. (2009), avaliando a diversidade
genética em populacdes de capim buffel via marcadores ISSR, obtiveram um
total de 27 bandas, sendo 16 polimorficas (59,26%). Segundo estes autores, a
elevada porcentagem de polimorfismo dos marcadores pode ser associada
com a alta variabilidade genética intraespecifica de C. ciliaris

O contetdo de informacdo de polimorfismo (PIC) variou de 0,21 para o
iniciador DIGA3’T a 0,45 para o iniciador TriACT3'RC, com valor médio de 0,33
(Tabela 2). Os primers, TAACT3’'RC, TrICAG e TriTGT3"RC proporcionaram o0s
maiores valores de PIC com 0,45, 0,42 e 0,41 respectivamente. De maneira
geral, marcadores com valores de PIC superiores a 0,5 sédo considerados muito
informativos; com valores entre 0,25 e 0,50 mediamente informativos, e com
valores inferiores a 0,25, pouco informativos (BOTSTEIN et al., 1980). Segundo
essa classificacdo, nao foi obtido resultados de PIC superiores a 0,5, sendo o
maior valor 0,45, obtido pelo primer TriACT3’'RC, considerado, nesse caso,
medianamente polimorfico. Por outro lado, como ISSR s&o marcadores
bialélicos, o valor maximo de PIC é de 0,50 (TATIKONDA et. al,. 2009). Isso
justifica os baixos valores calculados quando comparados com outros
marcadores multialélicos, como, os microssatélites.

Os valores de dissimilaridade genética (dg) entre os acessos variaram de
0,19 (acessos 138 e 141) a 0,77 (acessos 617 e Buchuma conosite), com valor
meédio de 0,51. Por meio da analise de agrupamento foi possivel observar a
formacao de sete grupos distintos (Figura 1).

Contudo, pode-se observar que houve uma grande tendéncia dos
individuos em agruparem em funcdo da origem. O primeiro grupo (G1) foi
formado por 10 acessos (Figura 1). Pode-se observar que todos 0s genotipos

provenientes de Quissama—SE (138; 141 e 158) agruparam-se no G1, incluindo
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ainda outros dois acessos (302 e Buchuma conosite) que apresentam origem
exclusiva como, Ird e India, respectivamente. Nesse mesmo grupo est&o
incluidos ainda dois gendtipos coletados em Petrolina (40 e 237) revelando
maior similaridade entre esses genotipos, indicando que esses dois acessos
provavelmente sejam de mesma origem geogréafica. Com excecédo a tendéncia
geral, trés genotipos do G1 [434 (Australia); 195 (Tanzania ) e 52 (Matéo - SP)],
nao agruparam com 0S outros acessos de mesma origem (Figura 1). Essa
informag&o contribui com o estudo, pois revela que, mesmo prevalecendo a
similaridade entre os acessos da mesma origem, pode ocorrer a existéncia de

variabilidade genética entre acessos de mesma procedéncia.
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Figura 1 — Dendrograma de dissimilaridade obtido pelo método UPGMA e

coeficiente de Jaccard de 30 acessos de capim buffel (Cenchrus ciliares L.) do
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Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Semiarido, analisados para 75

bandas de 10 loci de ISSR. Correlagéo cofenética (r 2 0,75).

Fato semelhante pode ser observado com o grupo 2 (G2), constituido por
trés acessos [Buchuma conosite Quénia (NARS Kenya); 571 e 572 (USA Texas
A&M)], bem como no grupo 3 (G3) [585, 590, 598, 603 (USA Texas A&UM);
‘Biloela’ e 'Gayndah’ (Pernambuco, Agroceres)].

O cluster do grupo 4 (G4) foi formado por cinco acessos, dos quais
‘Grei’’Grass’ (Bahia), POA-3 e POA-5 (Pernambuco) com valor d=0,44
revelando variabilidade genética mediana entre eles. Os demais acessos do
grupo G4 (7754 e ‘Aridus’, oriundos de Matdo-SP e Tanzania,
respectivamente), sdo de diferentes origem geografica, com maior valor de
dissimilaridade (0,66 ou 66%). Nota-se que apesar desses acessos formarem o
mesmo grupo, apresentam um percentual de dissimilaridade significativa,
possibilitando ao melhoristas planejar melhores combinacdes de cruzamentos
entre 0s acessos.

Por outro lado, apesar do acesso 579 oriundo do Texas ter formado um
grupo isolado (grupo 5), quando comparado com o0s demais acessos de mesma
procedéncia, nota-se valores de dissimilaridade entre esses acessos variando
de 0,38 (579-585) a 0,58 (579-590) com média de 0,48. N&o se sabe
exatamente a causa do isolamento desse acesso no G5, contudo, é valido
enfatizar que o acesso 579 é similar ao demais acessos provenientes do
Texas.

Tendéncia semelhante foi observada para os acessos 6, 198 e 433 que
formam o grupo 6 (G6), assim como os acessos West Australia e 617 que deu
origem ao grupo 7 (G7). 433 e West Australia (Australia) apresentaram maior
valor de dissimilaridade (0,50) entre todos esses acessos. Os menores valores
de dessemelhanca sao entre os pares de genotipos do G6: 6 e 198 (0,32); 198
e 433 (0,33) e 6 e 433 (0,43). Enquanto que entre West Australia e 617 a
dissimilaridade foi de 0,43, reforcando a adesdo dos acessos nos referidos
grupos.

O valor de correlagéo cofenética obtido foi elevado (r = 0,75) e adequado,
ja que valores de r=20,56 sido considerados ideais, o que reflete boa
concordancia com os valores de similaridade genética (VAZ PATTO et al.,
2004).
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A andlise da distribuicdo da frequéncia de dissimilaridade (Figura 2) entre
0s trinta pares de acessos de capim buffel revelou-se uniforme, oscilando entre
0,31 a 0,74 com média de 0,56. Os pares de genoétipos com dissimilaridade
entre 0,51 e 0,60 apresentaram-se em maior frequéncia (56,3%), seguidos das
classes de distribuicdo de 0,61-0,70; 0,41-0,50; 0,31-0,40 e 0,71-0,74 com
magnitude de 22,8%; 20,5%; 2,1% e 1,1% respectivamente. Resultados
semelhantes foram encontrados por Lima et al. (2011) ao avaliar a diversidade
genética de capim elefante com marcadores ISSR com frequéncia de
dissimilaridade de 0,05 a 0,50 (média de 0,34), com maiores percentuais de
35,84% (0,30-0,35) e 26,96% (0,35-0,40).

Vale salientar que quanto maior for o valor de dissimilaridade entre os
gendtipos de capim buffel, maior ser4 a diferenca entre eles. Portanto, é
possivel inferir que os marcadores ISSR foram eficientes para detectar a

variabilidade genética entre ao acessos avaliados no presente estudo.
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Figura 2 — Histogramas de distribuicdo da dissimilaridade entre os pares de 30

acessos de capim buffel obtido com marcadores ISSR pelo indice de Jaccard.

CONCLUSAO

A caracterizacdo molecular com ISSR foi eficiente para estimar a
diversidade genética entre acessos de capim buffel, podendo ser usados com

sucesso na caracterizagcdo molecular do germoplasma dessa forrageira.
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Resumo: O capim buffel (Cenchrus ciliaris L.) pertence a familia Poaceae
e possui aproximadamente 20 a 25 espécies. E uma planta perene, comum em
regibes quentes e de ampla distribuicdo geografica. Apresenta
predominantemente 2n=4x=36 cromossomos, embora existam relatos de
ocorréncia de variacbes numeéricas com 2n=32, 36, 40 e 54. No presente
trabalho, objetivou-se caracterizar citogeneticamente 11 acessos de capim
buffel do BAG de capim buffel da Embrapa Semiarido mediante avaliacdes
convencionais e por meio de coloragdo cromossOmica com fluorocromos
CMA/DAPI para localizacédo de regides heterocromaticas. Todos 0S acessos
analisados apresentaram 2n=36. Entretanto, em uma mesma raiz analisada foi
possivel observar a ocorréncia de polissomatia, com células apresentando 2n=
30 no acesso 433, 2n= 32 no acesso 6, 2n=34 nos acessos 7754, Aridus,
Gayndah, Grei e Biloela, e 2n=42 no acesso 617. A coloracdo com
fluorocromos CMA/DAPI mostrou padrdao de distribuicdo uniforme, com
visualizagdo de seis a oito cromossomos com regido subterminal distendida,
possivelmente relacionada a regido do satélite. Nos nucleos interfasicos foram
observados ainda pequenos blocos CMA mais brilhantes, evidenciando a
presenca de cromatina rica em pares de base GC. A variabilidade
cromossOmica numérica pode estar correlacionada a alta frequéncia de

apomixia nessa espécie.

Palavras chave: Fluorocromo, variabilidade cromossdmica



CYTOGENETIC VARIABILITY IN ACCESSIONS OF BUFFEL GRASS

(Cenchrus ciliaris L.)

Author: Livia Pinto Brandao
Adviser: Sebastido de Oliveira e Silva

Co-adviser: Natoniel Franklin Melo

Abstract: The Buffel grass (Cenchrus ciliaris L.) belongs to Poaceae family and
has about 20 to 25 species. It is a perennial plant common in warm regions and
widely distributed. Presents predominantly 2n = 4x = 36 chromosomes,
although there are reports of occurrence of numerical variations with 2n = 32,
36, 40 and 54. The objective of this work was characterize cytogenetically 11
Buffel grass accesses BAG Embrapa Semiarid, by conventional reviews and by
chromosomal staining with fluorochromes CMA / DAPI to location
heterochromatic regions., Brazil. All 11 C. ciliaris accessions showed 2n = 36.
However, in the same root analyzed we observed some cells with 2n = 30 in the
access 433, 2n = 32 in access 6, 2n = 34 hits in 7754, aridus, Gayndah, Grey
and Biloela, and 2n = 42 in the accessions 617, indicating the occurrence of
polissomaty. The fluorochrome staining CMA [/ DAPI showed uniform
distribution pattern with six to eight display chromosomes extended subterminal
region, possibly related to satellite region. In interphase nuclei were observed
still smaller CMA brightest blocks, indicating the presence of chromatin rich in
GC base pairs. The large numerical chromosomal variability may correlates the
high frequency of apomixis in this species.

Key words: Fluorochrome, chromosomal variability



29

INTRODUCAO

A distribuicdo das espécies de Cenchrus ocorre principalmente na Africa,
Asia e Australia (DELISLE, 1963; CRINS, 1991), e durante o século 20, houve
intoducdo de vérios gendtipos nas regides mais secas do sul dos Estados
Unidos (HOLT, 1985), norte do México (IBARRA-FLORES et al., 1995),
Argentina (GRIFFA et al., 2006), e outros paises da América do Sul (SIMPSON
et al., 1972). A introducdo dessa graminea no Brasil ocorreu em 1952, a
principio no estado de S&o Paulo e, posteriomente, na regido Nordeste
(OLIVEIRA, 1993). Entretanto, faltam estudos sobre a diversidade genética
desses materiais introduzidos.

Por outro lado, os estudos citogenéticos possuem papel importante na
caracterizacdo de germoplasma e no melhoramento genético, pois contribui na
determinacdo do numero cromossdmico, nivel de ploidia e comportamento
cromossémico meibtico, auxiliando na identificacdo de materiais que possam
ser utilizados em cruzamentos dirigidos (SYBENGA, 1993; 1998). Os estudos
citogenéticos possibilitam a obtencdo de informagcBes basicas para a
caracterizacdo citologica e permitem que diferencas possam ser encontradas
entre genotipos (POZZOBON, 2006).

Diferentes numeros cromossémicos basicos tém sido relatados para
Cenchrus (x=9, 10, 17), sendo x=9 o mais comum para C. ciliaris (GIUSSANI
et al., 2001; MARTEL et al., 2004; DONADIO et al., 2009; KHAN et al., 1997;
BURSON et al., 2012). Estudos mostraram a ocorréncia de diferentes niveis de
ploidia para o capim buffel, observando-se tetraploides (2n=4x=36),
pentapldides (2n=5x=45) e hexaploides (2n=6x=54). Entretanto, a maioria das
populacdes naturais dessa espécie € considerada tetraploide (FISHER et al.
1954; BURSON et al.,, 2012). Recentemente, Kharrat-Souissi et al. (2013)
relataram a distribuicAo de sitios de DNAr em populacdes tetraploides,
pentaploides e hexaploides de capim buffel na Tunisia. Burson et al. (2012)
encontraram ainda individuos septaploides (2n=7x=63) além de tetraploides
(2n=4x=36) e outros aneuploides em acessos de capim buffel na Africa do Sul.

Embora também seja relatado que muitas espécies sdo diploides
(MEHRA, 1968), estudos embrioldgicos e citogenéticos de C. ciliaris tém

revelado que o modo predominante de reproducédo € por apomixia aposporia,
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seguido por pseudogamia (OZIAS-AKINS et al. 2003), podendo ser
correlacionada a extensa variabilidade cromossémica numérica.

As avaliacOes citologicas podem trazer contribuicbes no sentido de
aumentar a eficiéncia das estratégias de conservacdo e mesmo de trabalhos
de melhoramento com essa espécie (SINGH, 1993; AULER et al., 2006).

Nos gendtipos de capim buffel introduzidos no Brasil ndo ha relatos sobre
estudos citogenéticos. Dessa forma, esse trabalho visou -caracterizar
citogeneticamente acessos de capim buffel do Banco Ativo de Germoplasma
da Embrapa Semiérido, mediante avaliagdes convencionais e por meio de
coloracdo cromossdmica com fluorocromos CMA/DAPI para localizacdo de

regides heterocromaticas.

MATERIAL E METODOS

Os materiais foram provenientes do Banco Ativo de Germoplasma de
capim buffel da Embrapa Semiarido, localizado em Petrolina-PE. Avaliou-se 11
acessos de C. ciliares L. (Tabela 1) selecionados a partir de representantes
pertencentes a cada um de sete grupos formados previamente pela analise da
diversidade genética com marcadores ISSR (BRANDAO et al., 2015, em

preparacao).

Tabela 1: Acessos de Cenchrus ciliaris L. analisados, procedentes do Banco

ativo de Germoplasma da Embrapa Semiarido, Petrolina, PE, Brasil, 2015.

Identificag&o do Nome

acesso cientifico/genaotipo Origem

6 C. ciliaris Petrolina-PE
138 C. ciliaris cv. 04 Quissama-SE
198 C. ciliaris KN 61167 Tanzéania

302 C. ciliaris PE 339893 Ird

433 C. ciliaris CPI 71913 Austrélia
7754 C. ciliaris cv. IRI 503 Mat&o-SP
617 C. ciliaris Pl 414451 EUA (Texas A&M)
Aridus C. ciliaris KN 537- Aridus  Tanzania
Biloela C. ciliaris cv. Biloela Pernambuco
Gayndah C. ciliaris cv. Gayndah Pernambuco
Grei ou Grass C. ciliares cv. Grei Bahia
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Para andlise citogenética foram utilizadas pontas de raizes obtidas de
sementes de cada acesso, as quais foram colocadas para germinar em
bandejas contendo substrato, sob condi¢cdes de casa de vegetacdo. Pontas de
raizes jovens foram pré tratadas com 8- hidroxiquinoleina 0,002 M, durante 24
h a 6°C, fixados em Carnoy (etanol: acido acético, 3:1 v/v) e estocadas em
freezer a -20°C até a posterior utilizacdo. O protocolo utilizado foi descrito por
Guerra et al., (2002) com pequenas modificacdes no tempo de digestdo da
parede celular. Em resumo, as raizes foram lavadas trés vezes por 5 minutos
em agua destilada e digeridas em solu¢cdo enzimética (2% celulase - 20%
pectinase) ficando em cdmara Umida overnight a temperatura ambiente, sendo
posteriormente preparadas pela técnica de esmagamento em uma gota de
acido acético 45%. A coloracdo por fluorocromos foi realizada com 8uL de
CMA; (cromomicina A - 0,5 mg/ml) por 60 min, seguida de coloragdo com 8uL
de DAPI (2ug/ml) por 30 minutos, € montadas com 10uL de meio de
montagem.

As imagens das melhores células em divisdo mit6tica foram capturadas
em microscopio de epifluorescéncia Leica DM2000 equipado com camera
digital FX350. As medi¢cBes cromossdmicas foram realizadas no software Leica
QFish e processadas quanto ao brilho e contraste com auxilio do Adobe

Photoshop CS4 (Adobe Systems Incorporated).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 apresenta a lista dos acessos estudados, bem como os
ndameros cromossdmicos observados. Todos os 11 acessos de C. ciliaris
apresentaram 2n=36. Entretanto, em uma mesma raiz analisada foi possivel
observar algumas células com 2n= 30 no acesso 433, 2n= 32 no acesso 6,
2n=34 nos acessos 7754, Aridus, Gayndah, Grei e Biloela, e 2n=42 no acesso
617.

Dentre as principais causas dessas variacbes podemos citar a
endopoliploidia e anormalidades no fuso, que podem ter como resultados a
eliminacdo cromossdmica, formacdo de fusos multiplos, fracionamento do
complemento cromossGmico, entre outros, gerando aneussomatia e

polissomatia, como descrito para Pennisetum (DAVIDE et al., 2007).
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Tabela 2 — Lista dos acessos capim buffel (Cenchrus ciliares L.)
analisados com respectivos numeros cromossémicos e variantes

polissdomicos.

Acesso Numero NUumero
cromossémico polissbmico
(2n) (2nxx)

06 36 32
138 36 -
198 36 -

302 36 40

433 36 30

7754 36 34

617 36 42

Aridus 36 34

Gayndah 36 34

Grei 36 34

Biloela 36 34

Os valores de numero cromossdmico do presente trabalho estdo sendo
relatados pela primeira vez para todos os onze gendétipos analisados (Tabela
2). Entretanto, os numeros cromossémicos 2n=36 confirmam varios relatos
descritos anteriormente em outras populacbes de capim buffel, como, por
exemplo, na Tunisia (KHARRAT-SOUISSI et. al., 2012 e 2013), nos Estados
Unidos (BURSON et al., 2012), no Kénia (ALDERSON et. al., 1994), e na Africa
(HUSSEY et al., 2005), mas nenhuma delas correspondente aos gendétipos da
colecao da Embrapa Semiérido.

Observou-se que o capim buffel apresenta cromossomos pequenos (1-2
pum), ndo sendo possivel analisar detalhes da morfologia cariotipica nos
acessos. Apesar disso, foi possivel observar alguns cromossomos com
morfologia de metacéntricos a submetacéntricos e ndcleos interfasicos do tipo

semirreticulado (Figuras la-b e 1c-d).
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FIGURA 1. Metéfases mitoticas em capim buffel (Cenchrus ciliares L.). a e b) Acesso 6
com 2n=34; c e d) Acesso 302 com 2n=36; e e f) Acesso 7754 com 2n=34; g e h)
Acesso 7754 com 2n=36. Setas indicam nos cromossomos regido distendida referente
ao satélite. Setas indicam nos nulcleos regides de cromatina mais brilhantes com
coloracdo CMA. Barra representa 10pm
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Variagcdo no nivel de ploidia tem sido relatada com frequéncia para o
capim buffel. Burson et.al., (2012), por exemplo, ao estudarem 568 acessos de
capim buffel do USDA (EUA) determinaram por citometria de fluxo que 308
acessos foram descritos como tetraploides, com 2n=4x=36 cromossomos, 139
como pentaploides, com 3n=5x=45 cromossomos, 20 como hexaploides, com
2n=6x=54 cromossomos, dois septaploides, com 2n=7x=63 cromossomos, e 99
como aneuploides. No nosso trabalho, foi possivel observar em alguns acessos
a presenca de células com 2n=40 (acesso 302) e 2n=42 (acesso 617)
cromossomos, caracteristica que lhe confere uma origem hibrida ou de maior
variabilidade cariotipica, aproximando-os dos gendtipos pentaploides.

A maioria dos acessos avaliados apresentou polissomatia, com variacao
cromossbmica numérica de 2n=30 até 2n=42, mas com predominancia de
2n=34, numero cromossdmico observado em acessos previamente
selecionados como cultivares (Aridus, Gayndah, Grei e Biloela), o que pode
sugerir uma maior semelhanca entre eles. Aneuploides com n=2x-1= 17 (2n
=34) foi relatado por Visser et al., (1998), estudando o comportamento de
cromossomos meioticos dentro e entre populacdes de capim buffel (C. ciliares)
no Sul Africa. Os mesmos autores reforcam que a aneuploidia néo se restringe
apenas aos individuos tetraploides, ocorrendo nos demais niveis de poliploidia
como diploides, triploides, pentaploides, hexaploides e nanoploides. Burson et
al. (2012 e 2015) também relataram a ocorréncia comum de variantes
aneuploides no género Cenchrus. A ocorréncia dessa variagdo numérica nos
tetraploides também foi verificada nos acessos 6 (2n=4x=32) e 433
(2n=2x=30).

A dupla coloragdo com CMA/DAPI permitiu visualizar a presenca de
cromatina distendida na porcdo terminal de seis a o0ito cromossomos,
possivelmente relacionada a regido dos satélites (Figuras l1a-1b, le-1f, 1g-1h,
2a-2b). Pequenos blocos mais brilhantes com coloracdo CMA também foram
observados nos nucleos interfasicos, confirmando a existéncia de uma
pequena por¢ao de cromatina com coloracdo diferencial rica em pares de base
GC (Figuras 1c-1d, 2c-2d). Kharrat-Souissi et al. (2012), estudando a
localizag&o e distribuicdo de DNAr 5S e 45S em 13 populagbes de capim buffel
da Tunisia, relataram a presenca de 4 a 6 sitios desses genes ribossomais,

correlacionado ao nivel de ploidia dos citétipos analisados (tetraploides,
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pentaploides ou hexaploides). Esses sitios de DNAr podem corresponder as
regides mais distendidas observadas em alguns acessos analisados.

Por fim, observou-se que existe variabilidade cariotipica polissomatica
entre e dentro dos acessos de capim buffel analisados no presente trabalho, o

que pode esta relacionado a apomixia descrita para a espécie.
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2h

FIGURA 2. Metafases mitéticas em capim buffel (Cenchrus ciliares L.) com 2n=36. a e
b) Cultivar Aridus; ¢ e d) Cultivar Gayndah; e e f) Cultivar Grei; g e h) Cultivar Biloela.
Setas indicam nos cromossomos regido distendida referente ao satélite. Setas indicam
nos nucleos regibes de cromatina mais brilhantes com coloracdo CMA. Barra
representa 10 pm.
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CONCLUSOES

Todos os acessos de capim buffel analisados apresentam 2n=36,
observando-se variantes polissdmicos na maioria dos genotipos;

A coloracéo diferencial CMA/DAAPI revela a presenca de seis a oito
cromossomos com porcao subterminal distendida, possivelmente relacionada a
regido dos satélites.
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Resumo: Cenchrus ciliaris L. se reproduz predominantemente por apomixia na
forma poliploide da espécie e ha ocorréncia de individuos sexual na forma
diploide. A apomixia pode ter um grande impacto na producdo de alimentos,
forrageiras e fibras, que s&o propagadas por semente, em todo o mundo.
Objetivou-se realizar um estudo preliminar em trinta acessos do BAG de capim
Buffel da Embrapa semiarido por meio de marcadores SCAR para predicdo de
individuos possivelmente apomiticos, Foram analisados 30 acessos com 3
primers SCAR (OPF08-600, 19G e 20G). A extragcdo de DNA gendmico foi
realizada por o procedimento de Doyle e Doyle (1990) com modificagbes. O
volume final da reacdo de amplificacéo foi de 20 pl, seguidas de amplificacdo em
termociclador e separacdo em gel de agarose. As amplificacdes com marcadores
SCARs revelaram fragmentos com tamanho de 600 (OPF08-600), 300 (19G) e
100 (20G) pb. O primer OPF08-600 revelou 83% (25 acessos) de presenca de
bandas apomiticas. E o primer 19G, 77% (23 acessos) dos acessos apresentaram
bandas indicativas de apomixia. Enquanto que o primer SCAR 20G, revelou que
97% (29 acessos) sdo apomiticos e 3 sexual. E possivel inferir que os marcadores
SCARs permitiu a identificacdo preliminar de acessos apomiticos para uso no
programa de melhoramento. Embora seja necessario a associacdo de outra

técnica de identificacdo de para dar maior confiabilidade aos resultados.
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Abstract: Cenchrus ciliaris L. reproduces predominantly by apomixis as polyploid
species and there is occurrence of sexual individuals in diploid form. Apomixis can
have a major impact on food production, forage and fibers, which are propagated
by seed, worldwide. The objective was to conduct a preliminary study in thirty
Buffel grass BAG accesses Embrapa Semiarid through SCAR markers to possibly
apomictic prediction individuals were analyzed 30 hits with three SCAR primers.
(OPF08-600, 19G and 20G) Extraction of genomic DNA was performed by the
procedure of Doyle and Doyle (1990) with modifications. The final volume of the
amplification reaction was 20ul, followed by amplification in a thermocycler and
separation on agarose gel. Amplifications with the SCAR markers revealed,
fragment size 600 (OPF08-600), 300 (19G) and 100 (20G) bp. The primer OPF08-
600 revealed 83% (25 accessions) the presence of apomictic bands. And the
primer 19G, 77% (23 accessions) accesses had bands indicative of apomixis.
While the SCAR primer 20G, revealed that 97% (29 accessions) are apomictic and
three sexual. It is possible to infer that the SCAR markers allowed the preliminary
identification of apomictic access for use in the breeding program. While it is
necessary to join another technique of identification to provide greater reliability to

the results.
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INTRODUCAO

Apomixia € um modo assexual de reproducdo por sementes no qual ha
producdo de progénie idéntica a planta mée e os embrides se desenvolvem sem
que ocorra a fecundacdo e a meiose. A apomixia € prevalente em um grande
namero de familias de angiosperma (OZIAS-AKINS, 2006). Em Cenchrus ciliaris
L. (capim buffel), Poaceae, o mecanismo de reproducdo apomitico € por
aposporia, em que ha formacdo de um saco embrionario ndo reduzido (dipléide)
logo ap6s a diferenciagdo da célula mae de megasporo (ASKER & JERLING,
1992).

Embora a reprodugéo predominante em C. Ciliaris seja por apomixia e esse
fendmeno esteja restrito ao nivel poliploide da espécie, genotipos sexuais também
foram identificados na natureza em plantas diploides (FISHER et al., 1954;
SNYDER et al., 1955; BASHAW, 1962; BRAY, 1978; SHERWOOD et al., 1980;
GUPTA et al., 2001).

A apomixia ja foi considerada uma barreira para 0 melhoramento genético.
No entanto, nas ultimas duas décadas, este modo de reproducdo tem despertado
interesse de pesquisadores devido a descoberta de plantas parcialmente
apomiticas (apomiticas facultativas) em espécies cultivadas (HANNA & POWELL,
1973; ARTHUR et al.,, 1993), além do conhecimento de plantas sexuais em
espécies apomiticas (BASHAW, 1962; HANNA et al.,, 1973) e a aquisicao de
informacdes sobre o controle genético da apomixia (BASHAW, 1980; NOGLER,
1984; KOLTUNOW, 1993). Estas descobertas sdo de grande importancia para a
utilizacao da apomixia em programas de melhoramento.

Para Hanna (1995), a apomixia pode ter um grande impacto na producéo de
alimentos, forrageiras e fibras, que sédo propagadas por sementes, em todo o
mundo.

O uso da apomixia em larga escala podera aumentar a diversidade genética
existente, uma vez que de cada cruzamento entre uma planta sexual com uma
planta apomitica podera resultar uma combinacdo génica Unica,
independentemente da heterozigose ou homozigose dos parentais
(HANNA,1995).

A manipulagéo da apomixia ja tem sido usada com sucesso h& algum tempo

no melhoramento de plantas forrageiras (BASHAW et al., 1980), com excelentes
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resultados. Em C. ciliaris, a descoberta de uma uUnica planta poliploide sexual
permitiu a manipulacdo de um germoplasma até entdo ndo disponivel para os
melhoristas e geneticistas (TALIAFERRO & BASHAW, 1966).

Uma alternativa que vem sendo utilizada com sucesso para estudos em
espécies apomiticas, é a tecnologia dos marcadores moleculares. O emprego
dessas metodologias possibilita acelerar e monitorar os programas de
melhoramento genético podendo promover grandes avancos no desenvolvimento
de variedades melhoradas (GUIMARAES et al. 2009)

Dentre as muitas classes de marcadores moleculares, as do tipo SCAR
(Sequence Characterized Amplified Region) sdo consideradas interessantes, pois
sdo marcadores amplificados com primers especificos baseados em sequéncias
geralmente ja caracterizadas e mapeadas (PARAN & MICHELMORE, 1993).
Estes primers sao obtidos da conversdo de outros marcadores, muitos deles a
partir dos marcadores RAPD (SCOTTI et al., 1998).

Na literatura existem alguns trabalhos com abordagens diferenciadas que
utilizam marcadores SCAR em capim buffel (YADAV et al., 2012; SIMON et al.,
2013; DWIVEDI et al., 2007; GOEL et al., 2006). Os trabalhos de Yadav et al.
(2012) e Dwivedi et al. (2007) serviram de base para a escolha dos primers do
presente estudo, em que os autores demonstraram a presenca da banda de
marcador SCARs na identificacdo de apomixia em capim buffel.

Assim sendo, objetivou-se realizar um screening em trinta acessos do BAG
de Capim Buffel da Embrapa Semiarido por meio de marcadores SCAR para
predicdo de individuos possivelmente apomiticos, e selecionar esses acessos
para estudos com outras metodologias que associados ao estudo molecular,
revelem o modo de reproducdo de cada acesso utilizado no Programa de

Melhoramento de forrageira da Embrapa Semiarido.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Foram avaliados 30 acessos do Banco Ativo de Germoplasma de capim

buffel da Embrapa Semiarido, localizado em Petrolina (Tabela 1).
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Tabela 1. Informagdes dos acessos de capim buffel analisados do Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Semiérido. Petrolina, PE, Brasil, 2015.

Identificacdo Data de introducéo Numero no Origem
do acesso CPATSA

3 06/03/2014 POA-03 Petrolina-PE

5 06/03/2014 POA-04 Petrolina-PE

6 06/03/2014 POA-06 Petrolina-PE

40 06/03/2014 POA-40 Petrolina-PE

52 14/03/1977 7752 Matao-SP (IRI)

Pusa Giant 06/03/1979 79119 india (IARI)

Antan

West Australia 07/04/1979 79123 Australia (CSIRO)

138 26/06/1979 79138 Quissama-SE

141 26/06/1979 79141 Quissama-SE

158 26/06/1979 79158 Quissama-SE

195 11/05/1980 80195 Tanzania (Cenargen)

198 11/05/1980 80198 Tanzania (Cenargen)

237 06/03/2014 POA-237 Petrolina-PE

302 11/01/1982 82302 Ird

433 28/06/1983 83433 Australia (CSIRO)

434 28/06/1983 83434 Australia (CSIRO)

Buchuma 12/06/1987 87541 Kénia (NARS)

conosite

571 10/09/1990 90571 USA (Texas A&M)

572 10/09/1990 90572 USA (Texas A&M)

579 10/09/1990 90579 USA (Texas A&M)

585 10/09/1990 90585 USA (Texas A&M)

590 10/09/1990 90590 USA (Texas A&M)

598 10/09/1990 90598 USA (Texas A&M)

603 10/09/1990 90603 USA (Texas A&M)

617 10/09/1990 90617 USA (Texas A&M)

7754 14/03/1977 7754 Mat&o-SP (IRI)

Aridus 11/05/1980 80196 Tanzéania (Cenargen)

Biloela 26/02/1976 7602 Pernambuco
(Agroceres)

Gayndah 26/02/1976 7603 Pernambuco
(Agroceres)

Grei ou Grass 19/11/1979 79176 Bahia

Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada utilizando-se o procedimento de Doyle &
Doyle (1990) com pequenas modificagbes, conforme anexo 1.

A quantificagdo do DNA extraido foi realizada por meio da comparacao
visual com bandas obtidas do DNA de fago A de 10 ng, em gel de agarose 1%
(p/v), corado com brometo de etidio, visualizadas através de luz ultravioleta e
registrada em aparelho fotodocumentador modelo LPix Image (Loccus
Biotecnologia). Com base nas concentragcdes estimadas, as amostras foram

diluidas para 10 ng/uL™ e armazenadas a -20 °C.
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Marcadores SCAR (Sequence Characterized Amplified Region)

Trés pares de iniciadores SCAR foram utilizados no screening de 30 acessos
pertencentes ao BAG de C. ciliaris da Embrapa semiarido para possivel

identificacdo de acessos apomiticos (Tabela 2)

Tabela 2: Marcadores SCAR utilizados no screening de 30 acessos pertencentes
ao BAG de C. ciliaris da Embrapa semiarido para possivel identificacdo de

acessos apomiticos.

SCAR Sequéncia Pb | Referéncia
Forward: CAATGTCCAGGACTCCTTTTTGG

OPFO08- Dwivedi,
Reverse: 600

600* (2007)

AGGTGATAGGGGAATTGCTAAAGT’

Forward: CTGCTTCATTGATGCTCTCC
19G* 300 | Yadav, (2012)
Reverse: CAAGGAAGACTCACGCTTCG

Forward: CACTTTGCTGGTTGGTTGG
20G* 100 | Yadav, (2012)
Reverse: GCACCTAACATGGAAGATACAC

* Sequéncia de marcador SCAR para identificacdo de apomixia

As reacdes de amplificacdo foram realizadas contendo um volume final de
20 pL, utilizando os seguintes reagentes: 2,0 mM MgCl,, 0,4 uM de cada um dos
dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 10 pm de cada primer, 1x tampéo PCR, uma
unidade de Taqg polimerase e 10 ng de DNA gendmico, sendo o volume final
ajustado com agua miliQ.

As amplificagcdes foram conduzidas em termociclador Gene Amp 9600
(Applied Biosystems). As condigbes de amplificagdo incluiram um ciclo de
desnaturacao de 3 min. a 94 °C, seguido de 35 ciclos de desnaturacédo de 45 s a
94 °C, 1 min. de anelamento a 63 °C, 95 s de extenséo a 72 °C, finalizando com
uma extenséo final de 10 min a 72 °C.

Os fragmentos foram separados em gel de agarose a 2% (p/v) em voltagem
constante de 80 V por 3h. A amplificacao foi visualizada sob luz ultravioleta depois
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de coradas com brometo de etidio. Utilizou o marcador de peso molecular de 1 kb
(Ludwing) para determinar o tamanho dos fragmentos.

Analise dos dados

As imagens obtidas dos géis foram digitalizadas em fotodocumentador LPix
Image (Loccus Biotecnologia) e os fragmentos amplificados via marcadores
SCAR, interpretadas na forma de (1) presenca - apomitico ou (0) auséncia -

sexual.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os marcadores SCAR OPF08-600, 19G e 20G amplificaram fragmentos com
tamanho de 600 pb, 300 pb e 100 pb respectivamente. Apresentaram resultados
satisfatorios na indicacao preliminar de apomixia em acessos de C. ciliaris do
banco de germpoplasma de capim buffel da Embrapa Semiarido.

Dos 30 acessos testados, com o primer OPF08-600 83% (25 acessos)
apresentaram perfis eletroforéticos com presenca da banda, o que indica grande
probabilidade para o modo de reproducdo apomitico nesses acessos. Para tal
primer os acessos 13, 16, 17, 23 e 29 ndo apresentaram bandas indicativas de
apomixia, exaltando a possibilidade da existéncia de cinco individuos sexuais

nesse grupo de acessos (Figura 1).
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Figura 1: Perfil eletroforético primer SCAR OPF08-600 em gel de agarose 2 %.
Amostras 1 a 30 (Tabela 1). Seta vermelha: Primer SCAR OPF08-600 com 600
pb; M = 1Kb (Affymetrx™).

S&o poucos os estudos em C. ciliaris utilizando marcadores SCARs ligados
a apomixia. A pesquisa de Dwivedi et al. (2007), que serviu como direcionamento
para o trabalho atual, desenhou um sequéncia de primers SCAR (OPF08-600)
utilizando-se de 20 primers RAPD polimérficos para a apomixia dentre os 208
primers RAPD testados. A amplificacdo dos fragmentos de bandas especificas
para a apomixia apresentaram tamanho de 600 pb. Além do uso dos marcadores
RAPD, foi utilizando a técnica de clareamento de saco embrionario para
selecionar os genotipos apomiticos e sexual com maior precisdo. No presente
trabalho, o primer OPF08-600 apresentou bandas possivelmente apomiticas, no
tamanho de 600 pb, para os 25 acessos de capim buffel do BAG de capim buffel
da Embrapa Semiarido, o que reforca a probabilidade desses acessos serem
apomiticos.

Embora seja necessario, por apresentar maior confiabilidade a pesquisa, a

associacdo de técnicas para identificacdo da apomixia, os dados aqui relatados
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assemelharam-se com os descritos por Dwivedi et al. (2007) o que é um indicativo
relevante para aprofundar o estudo apomitico nesses acessos.

Segundo Bashaw et al. (1980), a determinacdo do modo de reproducéo de
uma espécie deve ser realizada pela associacédo de diferentes técnicas, podendo
ser andlises citologicas da origem e subsequente desenvolvimento do saco
embrionério e analises de progénie. Nenhum estudo isolado é conclusivo, pois as
observacdes citologicas informam o tipo de apomixia, mas nao indicam a
frequéncia em que sementes assexuais sao formadas em apomiticos facultativos.
Ao contrario, as andlises de progénie informam sobre a percentagem de
individuos da progénie idénticos e diferentes da planta mée e, por isso, fornecem
uma boa estimativa da frequéncia de apomixia, mas ndo revelam o mecanismo
envolvido (aposporia, diplosporia ou embrionia adventicia) (BASHAW et al.,
1980).

A técnica da analise do polimorfismo do DNA, como RAPD, SCAR, RFLP),
entre outros, também tem contribuido para a determinacdo do modo de
reproducao de diferentes espécies de plantas de capim buffel (ORTIZ et al., 1997,
NASSAR et al., 1998).

Para primer 19G, 77% dos acessos (23 acessos)apresentaram bandas
indicativas de apomixia, sendo que os acessos 10, 13, 18, 24, 26, 27 e 28 néo
apresentaram bandas provavelmente apomiticas, apontando a possibilidade de
modo sexual entre os sete acessos (Figura 2). O perfil eletroforético do primer
SCAR 20G, revelou que 97% dos acessos analisados (29 acessos) séo

apomiticos e trés sexuais (16) (Figura 3).
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Figura 2: Perfil eletroforético do primer SCAR 19G em gel de agarose 2 %.

Amostras 1 a 30 (Tabela 1). Seta vermelha: Primer SCAR 19G com 300 pb; M

1Kb (Affymetrx™).
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Figura 3: Perfil eletroforético primer SCAR 20G em gel de agarose 2 %. Amostras

1 a 30 (Tabela 1). Seta vermelha: Primer SCAR 19G com 100 pb; M = 1Kb
(Affymetrx™).
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Acredita-se que a auséncia de bandas nesses acessos esteja ligada ao
modo reprodutivo sexual, devido a relacdo estreita do loco 19G com a apomixia.
Yadav et al. (2012) utilizaram 180 marcadores de polimorfismo AFLP, dos quais
42 estavam associados a apomixia e 29 ao modo sexual em C. ciliares, esses
marcadores foram mapeados em torno dos loci apomiticos e sexuais e 0s
marcadores 18G, 19G e 20G mostraram estreita relacdo de ligacdo em torno do
loco apomitico. Enquanto que os marcadores 12FS, 4HS e 12b mostraram
estreita relacdo de ligacdo em torno do loco sexual. Resultando no
desenvolvimento de sete marcadores SCAR ligados a apomixia e um marcador
SCAR ao trago sexual.

Na andlise dos perfis eletroforético dos trés géis gerados com o primer
SCAR, foi possivel observar a reincidéncia de auséncia de bandas apomiticas
entre os acessos 13 (Figuras 1 e 2) e 16 (Figuras 1 e 3) . O que indica a forte
possibilidade desses acessos serem de reproducao sexual.

Como ocorreu variacdo nos resultados de presenca de bandas apomiticas
para os trés primers em estudo, acredita-se que a técnica molecular isolada néo é

suficiente para reproducao robusta e precisa dos resultados.

CONCLUSOES

Os marcadores SCARs permitem a identificacdo preliminar de possiveis
acessos apomiticos no BAG da Embrapa Semiarido para uso no programa de
melhoramento de forrageira.

Faz-se necessario a associagcdo de outra técnica de identificacdo de
apomixia entre tais acessos de capim buffel, para dar maior confiabilidade aos

resultados.
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CONSIDERACOES FINAIS

Na regido semiarida do nordeste brasileiro, a atividade pecuaria ocupa um
lugar de destaque, uma vez que € considerada uma das principais atividades
econdmicas.

Levando em consideragdo o elevado custo da alimentacdo animal, existe
uma forte demanda por forrageiras mais produtivas, com melhor qualidade
nutricional e boa adaptacéo as condi¢cdes ambientais do semiarido.

O capim buffel € uma importante forrageira para a pecuaria, sendo utilizada
como fonte nutritiva para 0s caprinos e ovinos em nossa regido. Nesse sentido, a
Embrapa Semiarido esta iniciando um programa de melhoramento de capim
buffel, com a finalidade de implementar estratégias que possibilitem o
desenvolvimento de novos genoétipos, que rednam caracteristicas agronémicas de
interesse e ajustadas as condi¢cfes do semiarido.

A maior limitacdo para o desenvolvimento do programa de melhoramento
para tal forrageira, consiste na auséncia de informacfes basicas entre 0s acessos
da colecdo da Embrapa Semiéarido, Petrolina-Pe. Desconhece-se 0 modo de
reproducao de cada individuo, assim como, a existéncia de variabilidade, além de
informacdes relativas ao genoma (como numero cromossdmico). A citogenética
da espécie esta altamente relacionada ao desenvolvimento de novas cultivares,
pois é necessario a identificacdo de plantas sexuais diploides, para realizar
cruzamentos intraespecificos devido ao modo de reproducdo em capim buffel ser
predominantemente por apomixia.

Entretanto, o pequeno numero de cultivares disponiveis nessa colecdo e a
caréncia de informacBes que discriminem os acessos justifica a iniciativa deste
trabalho. Nesse processo, tanto o conhecimento do polimorfismo entre os
acessos quanto a citogenética sdo indispensaveis para discriminacdo de
genotipos, certificagbes de ploidia, determinagdo do numero cromossémico, de
similaridades cromossémicas e ainda para verificar existéncia de anormalidades
cromossOmicas Tais informacdes subsidiam as decisbes dos melhoristas e
contribuem para reduzir tempo na escolha dos genotipos mais estaveis e

compativeis.
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Contudo, esse trabalho se reveste da importancia ao fomentar o programa
de melhoramento genético de capim bufell da Embrapa Semiérido, com

informacdes preliminares para inicio de atividades.



ANEXO



ANEXO |

58

PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE DNA EM TECIDO VEGETAL (MINI-PREP)
(Doyle & Doyle, 1987, com modificacdes)

Solucéo tampéao de extragao

SOLUCOES / REAGENTES/ CONC. FINAL | V. Final 10 ml
CTABa2,0% 2,0mL
NaCla5M1,4M 2,8 mL
TrisHCla1M pH 8,00,1 M 1,0 mL
EDTAa0,5M 20 mM 400 L
2-mercaptoetanol 0,4 % 40 uL

H20 de milli-Q 3,76 mL

1. Coletar as amostras de folhas de plantas, de preferéncia jovens e saudaveis,

evitando areas atacadas por pragas e doencas. De modo geral deve-se lavar as

folhas em agua corrente, usando sempre que necessario detergente. Enxaguar

com agua destilada e secar com papel toalha.

2. Macerar 300 mg do tecido vegetal em almofariz na presenca de nitrogénio

liquido ou diretamente no tubo usando um micro-pistilo.

3. Transferir a amostra para tubo de eppendorf de 2 mL e adicionar 700 uL da

solucdo tampdo de extracdo a 65°C. Homogeneizar suavemente, por inversao,

durante 5 minutos.

4. Incubar os tubos em banho-maria a 65°C por 45 minutos, e homogeneizar a

cada 15 minutos.

5. Retirar do banho-maria.
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6. Adicionar 700 uyL de cloroférmio: alcool Isoamilico (24:1), e homogeneizar
suavemente.
7. Centrifugar por 10 minutos a 10.000 rpm.
8. Coletar o sobrenadante e transferir para novos tubos.

9. Adicionar 700 pL de cloroférmio: alcool Isoamilico (24:1), e homogeneizar

suavemente.
10. Centrifugar por 10 minutos a 10.000 rpm.
11. Coletar o sobrenadante e transferir para novos tubos.

12. Adicionar 450 uL de alcool Isopropilico (gelado). Tem que ser equivalente a
aproximadamente 2/3 do volume coletado. Homogeneizar suavemente, incubar a
(-20°C) por 20 minutos.

13. Centrifugar por 10 minutos a 12.000 rpm.

14. Ressuspender o DNA isolado em 600 uL de tampéo TE (Tris-HCI 10 mM, pH
8,0; EDTA 1 mM).

15. Fechar o tubo e misturar suavemente por inversdo para homogeneizar a

solucéo. Incubar no gelo por 15 minutos.

16. Centrifugar por 15 minutos a 12.000 rpm. Transferir o sobrenadante para um

novo tubo.

17. Adicionar 800 pL de ETANOL ABSOLUTO ao sobrenadante e misture

suavemente por inversdo. Incube por 1 hora a -20°C.
18. Centrifugar por 10 minutos a 12.000 rpm.

19. Lavar o precipitado com etanol 70% gelado (v/v) (500 uL) e centrifugar

novamente nas mesmas condi¢des anteriores por 3 minutos.

20. Secar o precipitado e dissolver em 100 pL de tampéao TE (Tris-HCI 10 mM, pH
8,0; EDTA 1 mM) + 1 yL de RNAse (10 mg/ml).

21. Colocar na estufa a 37°C durante 1 hora.

22. Guardar o DNA no -20°C (armazenamento).



