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RESUMO

BLUMA-MARQUES, Anna Carolina, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa,
fevereiro de 2013. Validacdo de marcadores moleculares ligados & apomi  xia
em Panicum maximum Jacq. Orientadora: Maria Suely Pagliarini.
Conselheiras: Lucimara Chiari e Liana Jank.

A apomixia € um modo de reproducdo assexual que resulta em sementes
geneticamente idénticas a planta mde. No banco de germoplasma de P.
maximum da Embrapa Gado de Corte, ha acessos apomiticos, todos
tetraploides, e genotipos sexuais que foram tetraploidizados, o que possibilita a
realizacdo de cruzamentos. A segregacdo da apomixia nas progénies F; da
espécie é de 1:1, sendo os métodos disponiveis para a identificacdo da apomixia
demorados, laboriosos e muitas vezes inviaveis para um grande numero de
amostras. Com isso, tém se buscado técnicas alternativas para determinar o
modo de reproducdo de forma rapida e facil. Quatro potenciais marcadores
RAPD ligados a apomixia foram identificados em uma populacdo F; de P.
maximum, utilizando a metodologia de analise de bulks segregantes (BSA). O
objetivo deste trabalho foi validar esses marcadores em duas populacdes Fi,
determinando a frequéncia de recombinacéo entre eles e o locus da apomixia,
objetivando confirmar se estdo ligados a essa importante caracteristica. Para
tanto, o DNA dos individuos das populacbes e de seus parentais foram
extraidos. Apenas hibridos com o modo de reproducdo determinado foram
usados. A populacdo A foi constituida por 75 hibridos do cruzamento entre S10
(planta tetrapléide sexual) e a cv. Tanzania (planta tetraploide apomitica) e a
populacdo DE com 33 hibridos do cruzamento entre S12 (planta tetrapl6ide
sexual) e a cv. Tanzania. As quatro marcas foram amplificadas nas populagdes e
apresentaram segregacdo mendeliana. A analise de ligacdo revelou co-
segregacao das marcas com a apomixia nas duas populacdes. Um mapa de
ligacado foi construido pela funcdo de Kosambi e a distancia das marcas ao locus
da apomixia encontrada de 12.0, 20.8, 18.6 e 18.6 cM na populagao A, enquanto
na populacdo DE somente duas marcas foram utilizadas para gerar o mapa de
ligacdo e a distancia foi de 9.1 e 15.6 cM. Foi também calculada a eficiéncia de

selecdo das marcas, que variou de 90% a 72,2% nas duas populacdes. Esses
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marcadores poderao ser utilizados na determinagdo do modo de reproducdo em
P. maximum, auxiliando nas etapas iniciais do melhoramento da espécie e

agilizando o lancamento de cultivares no mercado.

Palavras-chave : Aposporia, ligagao génica, modo de reproducao.
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ABSTRACT

BLUMA-MARQUES, Anna Carolina, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa,
February, 2013. Validation of molecular markers linked to apomixis in
Panicum maximum Jacq. Adviser Professor: Maria Suely Pagliarini. Committee
Members: Lucimara Chiari and Liana Jank.

Apomixis is an assexual form of reproduction that results in seeds genetically
identical to the mother plant. In the genebank of P. maximum at Embrapa Beef
Cattle there are apomitic plants, all tetraploids, and sexual genotypes that
experienced tetraploidization and enable breeding. The segregation of apomixis
in the F; progenies in the species is 1:1, and the techniques available to identify
the mode of reproduction are time-consuming, laborious and often unviable for a
big amount of samples. Searches have been made after techniques that can
easily and quickly identify the mode of reproduction. Four potential RAPD
markers linked to apomixis were identified in an F; population of P. maximum,
using the bulked segregant analysis (BSA) method. The aim of this research
was to validate these molecular makers in two F; populations determining their
frequency of recombination between the markers and the apomixis locus to
confirm if they are linked to this important characteristic. For this, the DNA of the
hybrids and their genitors were extracted. Only hybrids with determined mode of
reproduction were used. The population A had 75 hybrids obtained from the
cross between the S10 (tetraploid sexual plant) and cultivar Tanzania (tetraploid
apomitic plant) and the population DE had 33 hybrids from the cross of S12
(tetraploid sexual plant) and cultivar Tanzania. The four RAPD markers were
amplified in the populations and presented mendelian segregation. The ligation
analyses revealed co-segregation between the markers and apomixis in the two
populations. A ligation map was constructed by the Kosambi function. The
distance of the markers and the apomixis locus was of 12.0, 20.8, 18.6 and 18.6
cM in the population A, while for the population DE only two makers were used to
create the map, their distance was of 9.1 and 15.6 cM. The selection efficiency of
the markers was also calculated, and they varied from 90% to 72,2% in the two

populations. These markers can be used in the determination of the mode of
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reproduction in P. maximum, assisting in the initial stages of breeding in the

species and speeding the release of new cultivars in the market.

Key words: Apospory, Genetic linkage, Mode of reproduction.
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1. INTRODUCAO

No mercado internacional, o Brasil € o maior exportador mundial de carne
bovina, sendo a pecuaria nacional uma importante fonte de economia do Pais. A
producdo de gado de corte e leite € realizada sob sistemas de producdo de
dependéncia quase que exclusiva de pastagens de gramineas e leguminosas
forrageiras (Valle et al., 2007).

A utilizacdo exclusiva dessa fonte de alimento, ndo s6 para bovinocultura
como também equinocultura e ovinocultura, torna o melhoramento de forrageiras
uma contribuicdo importante para a producao agropecudria de todo o pais (Quadros,
2005).

Dentre as forrageiras cultivadas no Brasil, destaca-se a espécie de graminea
Panicum maximum Jacq., devido a boa qualidade da forragem, alta produgéo, ampla
adaptabilidade e facilidade de estabelecimento, quando comparada a outras
gramineas forrageiras tropicais ( Jank et al., 2008).

A forrageira P. maximum é de origem africana e foi introduzida no Brasil
durante a época da escravatura quando era utilizada como cama nos navios
negreiros (Martuscello, 2007; Jank et al., 2008).

Em 1982, a Embrapa Gado de Corte recebeu do ORSTOM (Institut Francais
de Recherche Scientifique pour Le Développement en Coopération) uma colecédo de
P. maximum com 426 acessos apomiticos e 417 acessos sexuais. Esse banco de
germoplasma passou por avaliacdes agronémicas e de pastejo que resultaram no
lancamento de trés cultivares: Tanzénia, Mombaca e Massai (Martuscello, 2007,
Jank et al., 2008).

Para o lancamento de -cultivares ainda mais produtivas, estdo sendo
realizadas hibridizacbées com o intuito de introduzir caracteristicas agronémicas
interessantes e aumentar a produtividade das pastagens (Jank, 1995).

O modo de reproducao de P. maximum € a apomixia apospoérica facultativa,
um tipo de reproducédo assexuada que gera embrides sem fecundacéo, ou seja, as
sementes sdo geneticamente idénticas a planta mée. Neste caso, ha necessidade
da presenca de plantas sexuais que apresentem o mesmo nivel de ploidia para o
intercAmbio génico. No programa de melhoramento da espécie, 0s genotipos
apomiticos sao utilizados como doadores de polen para gendtipos tetraploidizados
artificialmente que se reproduzem sexuadamente (Savidan et al., 1989; Jank, 1995).

1



As progénies hibridas resultantes incluem plantas sexuais e apomiticas na
propor¢cao mendeliana de 1:1, o que indica uma heranga monogénica e dominante
para a apomixia (Savidan et al., 1989).

ApoOs a hibridizacdo, para dar continuidade as etapas do programa de
melhoramento, € necessaria a identificacgdo do modo de reproducdo nessas
progénies. Atualmente, o método utilizado € a determinacdo da anatomia de ovarios
clarificados em microscopia de contraste de interferéncia. Esse é um método
laborioso e tardio, pois envolve a coleta de inflorescéncias em antese na planta
adulta e a determinacdo da anatomia de suas estruturas so pode ser realizada apos
treinamento especifico (Jank, 1995). Assim, torna-se extremamente importante o
desenvolvimento de métodos alternativos em que o modo de reproducédo em P.
maximum possa ser acessado facilmente e precocemente.

Um método que tem se destacado pela sua rapidez e precisdo € o uso de
marcadores moleculares que co-segregam com a apomixia e que podem ser
utilizados com precocidade, durante as etapas iniciais de desenvolvimento da planta,
apenas com amostras de DNA extraidas de sementes ou plantulas (Bhat et al.,
2005). Essa técnica tém se mostrado eficiente em espécies apomiticas, como
Brachiaria brizantha (Pessino et al., 1997), Pennisetum squamulatum (Ozias-Akins et
al., 1998), Poa pratensis (Barcaccia et al., 1998), Paspalum simplex (Labombarda et
al., 2002; Gualtieri et al., 2006), Panicum maximum (Ebina et al., 2005), Cenchrus
ciliaris (Gualtieri et al., 2006; Yadav et al., 2012), Hypericum perforatum (Barcaccia
et al., 2007; Schallau et al., 2010), Brachiaria humidicola (Zorzatto et al., 2010), entre
outras.

Em 2010, a Embrapa Gado de Corte iniciou projetos visando a prospeccéo
de marcadores moleculares ligados a apomixia em P. maximum, para facilitar a
identificagcdo do modo de reproducdo nas progénies, usando a técnica de RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) associada a metodologia de BSA (Bulked
Segregant Analyses). Foram encontrados quatro marcadores RAPD cada um, com
uma marca potencialmente ligada a apomixia numa progénie de P. maximum (Agnes
et al., 2011). Apesar da importancia desse achado, ainda era preciso confirmar se as
marcas estavam realmente ligadas e determinar se esses marcadores poderiam ser
aplicados em populacdes diferentes da qual foram encontrados, pois um marcador
molecular identificado em uma populagdo ndo necessariamente co-segrega em uma

populacdo diferente da primeira, mesmo dentro da mesma espécie (Bhat et al.,
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2005).

Neste trabalho, o objetivo foi validar os quatro marcadores moleculares
RAPD encontrados em duas populagbes F; segregantes de P. maximum. A primeira
populacdo trata-se daquela na qual as marcas foram identificadas e a segunda
populacdo foi utilizada para avaliar a aplicagdo dessas marcas em populagbes
diferentes, a fim de determinar 0o uso desses marcadores moleculares para a
selecéo assistida de marcadores (SAM). Isso permitird ao melhoramento a selecéo
precoce do modo de reproducdo de hibridos apomiticos com potencial ao

lancamento e de hibridos sexuais para futuros cruzamentos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Panicum maximum Jacq.

Panicum maximum Jacg. (= Megathyrsus maximus (Jacq) R. D.Webster;
guineagrass) pertence a familia Poaceae (gramineas), subfamilia Panicoideae e
tribo Paniceae. O género Panicum é considerado o mais diverso dessa familia.
Possui aproximadamente 400 espécies distribuidas por todo o mundo nas regides
tropicais e subtropicais (Guglieri et al., 2006; Valdés-Reyna et al., 2009).

O género Panicum inclui algumas espécies de importancia econémica, tais
como, P. miliaceum, P. virgatum L., P. purpurascens Raddi e P. maximum. O uso e
interesse no género Panicum deve-se ao seu potencial de producdo de matéria seca
por unidade de area, ampla adaptabilidade, boa qualidade da forragem e facilidade
de establescimento (Karam et al., 2009).

No Brasil, ocorrem cerca de 114 espécies de Panicum. Apesar de possuir
varias espécies, o banco de germoplasma de Panicum no Brasil € restrito a espécie
P. maximum (Valls e Pefaloza, 2004).

A forrageira P. maximum é originaria da Africa tropical e encontrada em
diversas paisagens, como solos recém-desmatados, margens florestais e locais
sombreados. Seu centro de origem, entretanto, é a Africa do leste, mais
especificamente, o Quénia e a Tanzania (Jank, 1995).

A introducdo do Panicum no Brasil ndo é bem documentada e existem
controvérsias em relacdo a forma de sua introducdo e a época em que ocorreu. A
hipotese mais difundida € a de que a introdugéo desse capim, assim como de outras
espécies de gramineas africanas, deu-se durante a escravatura, trazidas pelos
navios negreiros para serem utilizadas como camas para os escravos. No Brasil, a
espécie se adaptou e dispersou-se tdo bem que € considerada nativa em diversas
regibes do pais. A sua distribuicdo aumentou ainda mais pela sua alta produtividade
e ampla adaptabilidade, o que despertou grande interesse dos agropecuaristas por
(Jank, 1995; Jank et al., 2008).

Panicum maximum é amplamente utilizada no cultivo de pastagens na Asia,
Australia, Africa e sul da América. No Brasil, é a forrageira propagada por sementes
mais produtivas do mercado e uma das mais difundidas (Jank, 1995; Jank et al.,



2008), sendo conhecida popularmente por diversos nomes, como capim coloniao,
capim-da-col6nia, capim-guiné, entre outros (Guglieri et al., 2006).

Em relacdo as caracteristicas agrondmicas, Panicum maximum €& de facil
implantacdo, adaptada a solos leves, de média a alta fertilidade e, por sua alta
produtividade, é recomendada para sistemas mais intensivos de exploracdo
pecuaria, (Jank, 1995; Valle et al., 2009).

A altura dos acessos de P. maximum varia de 0,28 a 1,78m. A largura das
folhas varia de 0,6 a 4,7cm e as suas inflorescéncias sado do tipo panicula com
florescimento predominante no més de maio (Jank, 1995).

A espécie reproduz-se por apomixia, um modo de reproducdo assexuada
onde a meiose € suprimida e sacos embrionarios sdo gerados por divisdo mitética
de células somaticas, em vez de megasporos, como na reproducao sexual. Nesta
espécie, a apomixia é considerada facultativa, pois na natureza ha plantas sexuais.

O numero basico de cromossomos na espécie é de x = 8 e, praticamente,
todas as plantas séo tetraploides (2n = 32). Entretanto, todas as plantas sexuais
encontradas na natureza sdo diploides (2n = 16) e algumas dessas plantas
coletadas tiveram seu numero de cromossomos duplicado com colchicina, para
serem utilizadas em cruzamentos para intercambio génico (Savidan, 2000). Assim,
novas cultivares podem resultar de cruzamentos ou de selecdo direta do banco de
germoplasma (Martuscello, 2007).

O complexo agamico de P. maximum inclui também o P. infestum e P.
trichocladum que, por apresentarem o mesmo numero de cromossomos € mesmo
nivel de ploidia, se intercruzam naturalmente (Jank et al., 2008). No cruzamento
entre P. infestum e P. maximum, seus hibridos exibem inflorescéncias intermediarias
entre os tipos rdcemo e panicula. Nos hibridos de P. maximum com P. trichocladum,
suas folhas séo curtas e abundantes e possuem uma boa aptidao de emitir estoldes.
A cultivar Massai e a cultivar Embu sdo exemplos de hibridos obtidos desse
complexo agamico. A primeira é hibrido natural de P. maximum e P. infestum e a
segunda de P. maximum e P. trichocladum (Jank et al., 2008).

Grande parte das cultivares langcadas no mercado tem sido selecionada do
banco de germoplasma. A Embrapa Gado de Corte e parceiros contribuiram com o
lancamento de trés cultivares: Tanzania, Mombaca e Massai (Jank et al., 2008;
Karam et al., 2009; Valle et al., 2009).



2.1.1. Citogenética de Panicum maximum

A espécie Panicum maximum apresenta numero basico de cromossomos de
X = 8 e, assim como a maioria das forrageiras, € apomitica tetrapléide (2n = 4x = 32).
Entretanto, todas as plantas sexuais encontradas na Africa do Leste sdo diploides
(2n = 2x = 16). A apomixia sO6 é encontrada em polipléides, sendo ausente no nivel
diploide (Savidan, 2000).

Além de acessos tetrapldides, uma pequena porcentagem de outros
nameros cromossomicos foi relatada por Combés (1975) e Bogdan (1977): triploides
(2n = 24), pentapléides (2n = 40), hexapldides (2n = 48), octapldides (2n = 64),
nonaploides (2n = 72) e plantas com numeros irregulares de cromossomos (2n = 30,
31, 34, 36, 37, 38).

As plantas sexuais dipléides foram tetraploidizadas artificialmente com
colchicina, por Nakagawa e Hanna (1992), no Japéo e Savidan (2000), na Costa do
Marfim, para a obtencdo de plantas tetraploides sexuais. A disponibilidade de
plantas sexuais com 0 mesmo numero cromossomico das apomiticas torna possivel
o melhoramento genético da espécie por meio de cruzamentos entre plantas sexuais
e apomiticas.

A producao de hibridos € uma tentativa de explorar a variabilidade genética
existente nos acessos do banco de germoplasma. Todavia, a hibridagcdo em
espécies polipléides aumenta a frequéncia de anormalidades meidticas, o que
compromete a producdo de sementes (Singh, 1993), afetando esta caracteristica de
selecao das plantas para o seu langcamento (Jank, 1995).

Para determinar a viabilidade da obtencdo das plantas hibridas e a
capacidade de producdo adequada de sementes, é imprescindivel avaliar
citogeneticamente os progenitores e hibridos em relacdo ao comportamento dos
cromossomos durante a meiose e sua relacdo com a fertilidade do polen (Jank et al.,
2008). Assim, as analises citogenéticas sdo uma ferramenta essencial ao pré-
melhoramento da graminea.

Em parceria com a Embrapa Gado de Corte, o Laboratério de Citogenética
Vegetal da Universidade Estadual de Maringa realiza analises do comportamento
meidtico de hibridos e progenitores de P. maximum. Os dados citogenéticos obtidos
por Pessim et al. (2010) em quatro hibridos demonstraram de 6,7% a 14,2% de

anormalidades meidticasm, valores baixos e que ndo compromentem a producado de



sementes.
A frequéncia de anormalidades meidticas encontradas nos hibridos
intraespecificos de P. maximum mostra-se muito menores que a reportada em

outras espécies forrageiras, como Brachiaria (Pessim et al., 2010).

2.1.2. Melhoramento genético

Os acessos de P. maximum foram coletados, basicamente, por dois grupos
de pesquisadores que realizaram expedicdes até a Africa do Leste, exclusivamente,
para coletas de acessos dessa espécie. O primeiro grupo, formado por franceses do
Institut Francais de Recherche Scientifique pour Le Développement en Coopération
(ORSTOM), atualmente Institut Francais de Recherche pour Le Développement
(IRD), em 1967, fez a primeira expedi¢do, com inicio em Nairobi e Quénia, coletando
249 acessos nos dois paises (Figura 1). Ap6s a coleta, descobriram uma planta
dipléide sexual entre as tetrapldides apomiticas.
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Figura 1 - Mapa da primeira expedicdo de coleta de acessos de P. maximum
realizada pelos franceses do Orstom. Fonte: Jank et al., 2008.
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A descoberta levou a uma segunda expedicao em 1969 (Figura 2), quando
encontraram mais 22 plantas sexuais na regido de Korogwe e 135 acessos
apomitios de baixo porte e folhas curtas em Meru-Embu (Jank, 1995; Martuscello,
2007; Jank et al., 2008).
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36,37, 38

VUGIRI

KOROGWE
40, 41, 42, 43, 44, 46, 46

55, 56, 57, 58

33, 34, 35

@) TANGA

66, 67, 68

BAGAMOYO

102, 104

96, 97, 98

6,7,8,9
105, 106 10, 11,12

92, 93, 94

112, 113, 114
115, 116, 117

MIKUMI

Figura 2 - Mapa da segunda viagem de coleta de acessos de P. maximum. Fonte:
Jank et al., 2008.

Posteriormente, em 1971 e 1973, o segundo grupo formado por japoneses,
realizou uma expedicdo de coleta no Quénia e na Tanzania, onde foram coletadas
140 plantas apomiticas tetrapléides e uma sexual dipléide (Jank et al., 2008).

O ORSTOM também recebeu, na época, 0s acessos disponiveis em
diferentes instituicbes de pesquisa no mundo para completar o acervo genético
(Combés e Pernés, 1970). O objetivo da coleta realizada pelos franceses foi estudar
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a apomixia, muito evidente nesta espécie. ApGs o término das pesquisas, a espécie
possuia um abrangente banco de germoplasma com acessos de caracteristicas
forrageiras promissoras (Martuscello, 2007). Com o interesse do governo francés de
compartilhar esse banco de germoplasma com outros paises de clima tropical,
surgiu o convénio entre a Embrapa e o ORSTOM.

Em 1982, o Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte da Embrapa
(CNPGC), localizado em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, recebeu todo o banco
de germoplasma do ORSTOM. A Embrapa recebeu uma colecdo de 426 acessos
apomiticos e 417 plantas sexuais tetraploidizadas com colchicina (Savidan et al.,
1989; Jank, 1995; Jank et al., 2008; Valle et al., 2009).

Atualmente, estas plantas constituem a base do programa de melhoramento
de P. maximum realizado na Embrapa Gado de Corte, tanto para o langamento de
cultivares selecionadas diretamente do banco de germoplasma, como para a
realizacdo de cruzamentos controlados para a obtencé@o de hibridos com heterose
(Savidan et al., 1989; Jank, 1995; Valle et al., 2009).

O programa de melhoramento de P. maximum na Embrapa Gado de Corte
iniciou-se em 1984, a partir de avaliagbes agrondmicas da cole¢céo recebida do
ORSTOM. Foram selecionados 25 acessos, 0os quais foram avaliados em sete
regibes do pais (Jank, 1995; Jank et al., 2008; Valle et al., 2009). Os resultados
destas avaliacbes levaram ao lancamento da cultivar Tanzania, em 1990, da cultivar
Mombaca, em 1993 (Jank, 1995), e da cultivar Massai, em 2001, que, juntas, tém
elevado significativamente os indices de produtividades da pecuéria nacional (Jank
et al.,, 2008). Essas trés cultivares ocupam atualmente cerca de 20 milhdes de
hectares no pais (Valle et al., 2009).

Entretanto, devido as numerosas cultivares disponiveis no mercado, 0s
futuros lancamentos s6 s&o justificaveis se o novo material for diferente das
cultivares existentes ou adaptado a determinadas caracteristicas de interesse e néo
encontradas no mercado (Muir e Jank, 2004). Com esse intuito, nos ultimos anos, o
programa de melhoramento da espécie baseia-se na hibridizacdo, no qual genotipos
apomiticos sdo utilizados como doadores de pdélen a gendtipos que se reproduzem
sexuadamente (Jank et al., 2008; Valle et al., 2009).

Para a realizacdo dos cruzamentos controlados, o método mais eficiente € o
de blocos de cruzamento no campo. Neste método, a planta sexual é plantada no

meio dos acessos apomiticos, para que seja polinizada pelo vento com pélen das
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plantas vizinhas apomiticas (Savidan et al., 1989; Jank, 1995; Valle et al., 2009).

A estratégia de realizar cruzamentos controlados é uma alternativa viavel
para a obtencdo de cultivares superiores, em relacdo a produtividade vegetal e,
consequentemente, a producdo animal, uma vez que o aumento da produtividade
vegetal resulta em aumento da producao animal. (Martuscello, 2007). A progénie F;
pode ser utilizada em novos cruzamentos e retrocruzamentos, até que seja atingido
0 objetivo do programa de melhoramento (Figura 3) (Jank et al., 2008). Para isso, é
necessario, primeiramente, determinar o modo de reproducdo da progénie, uma vez
gue o0s cruzamentos entre plantas apomiticas e sexuais resultam em 50% de

hibridos apomiticos e 50% de hibridos sexuais.

Planta Sexual X Planta Apomitica
Tetraploide Tetraploide

! \

Hibridos Hibridos
/ Apomiticos Sexuais
Avaliacado de
desempenho e selecdo Avaliacéo e selecdo de genitores

para cruzamento

!

‘ NOVAS CULTIVAR ESW

Figura 3 - Esquema do cruzamento utilizado na Embrapa Gado de Corte para a
obtencao de novas cultivares de P. maximum por hibridacéo interpopulacional.

Dessa forma, a determinacdo do modo de reproducdo dos hibridos é
essencial para dar continuidade ao processo de obtengédo de cultivares superiores.
Atualmente, essa identificacdo é realizagdo por meio de analises citoembriolégicas

de ovarios clarificados.
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2.2. Modo de reproducgao

As plantas em geral evoluiram reprodutivamente com consideravel
flexibilidade, desenvolvendo alternativas e estratégias que intrigam pesquisadores
de diversas areas (Nogler, 1984). Comumente, a producdo de sementes requer a
unido de gametas, porém a evolugdo em algumas plantas estabeleceu mecanismos
onde a contribuicAo do gameta masculino ndo € necesséria para a geracdo de
progénie. Esse modo de reproducdo é chamado de apomixia (Nogler, 1984). O que
diferencia a apomixia dos outros mecanismos de reproducéo vegetativa € o fato de
as sementes se formarem no érgao reprodutivo feminino (Karasawa et al., 2009).

Alguns trabalhos apontam que o sucesso nesse tipo de reproducao envolve
a auséncia de alguns fatores desvantajosos existentes na reproducédo sexual, como
gasto de tempo, de energia e o risco de introducdo de elementos genéticos
negativos (Otto e Lenormand, 2002).

A apomixia provavelmente evoluiu como um sistema alternativo de
reproducao, por meio de um rearranjo de genes e/ou seu funcionamento, que levam
a via sexual normal (Carman, 1997; Savidan, 2000).

Atualmente, pesquisadores apoiam a teoria de que 0s genes que controlam
a formagcédo embrionéria celular, a estrutura e as rotas de formagdo do embrido
apomitico, provavelmente, sejam 0s mesmos envolvidos no desenvolvimento do
embrido sexual (Albertini et al., 2004). Alguns estudos recentes sugerem a presenca
de um mecanismo de silenciamento do gene da apomixia nas plantas sexuais
(Laspina et al., 2008). Apesar da extensa documentacdo sobre os processos de
desenvolvimento da apomixia, pouco é conhecido sobre seu controle genético.

As andlises genéticas da apomixia sao dificultadas pela natureza polipléide
das plantas apomiticas (Nogler, 1984). Na maioria dos casos, a apomixia esta
relacionada a poliploidia. Uma possivel explicacdo para esse mecanismo é que a
hibridizacdo e o aumento do nivel de ploidia afetam a metilacdo do DNA e assim
causam dessincronizacdo na expressao dos genes reguladores da reproducéo
(Matzk et al., 2003).

Apomixia € o modo de reproducdo assexual por meio de sementes, que
ocorre em 35 familias de angiospermas e em mais de 300 espécies de plantas. A
apomixia €& predominante em membros das familias Gramineae, Rosaceae,

Compositae e Rutaceae (Hanna e Bashaw, 1987).
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A principal diferenca entre a apomixia e a reproducdo sexual é o fato de o
embrido apomitico desenvolver-se a partir de divisbes mitéticas de células
tetraploides do oOvulo, sem haver a unido do gameta feminino com o masculino,
conforme ocorre na reproducdo sexual. Dessa forma, na apomixia ha auséncia de
reducdo dos cromossomos, resultando em individuos geneticamente idénticos a
planta mae.

A apomixia geralmente é resultado de trés componentes: a formacédo do
gametdfito feminino ou saco embrionario na auséncia do processo de reducédo
meidtica (apomeiose); desenvolvimento do embrido independentemente da
fertilizacdo (desenvolvimento autbnomo ou partenogénese), e formacdo do
endosperma dependente (pseudogamia) ou nao da fertilizacdo (Karasawa et al.,
2009).

Existem duas classificagOes para a apomixia, as quais dependem da origem
do embrido: a apomixia esporofitica e a gametofitica (Nogler, 1984). Na apomixia
esporofitica, comum nas espécies de Citrus e Poncirus, o desenvolvimento do
embrido acontece a partir de células somaticas do tegumento ou do nucelo, sem a
formacao do saco embrionério (Koltunow, 1993). A mais amplamente distribuida é a
apomixia gametofitica, comum nos géneros forrageiros Panicum, Brachiaria,
Paspalum, Poa, Cenchrus, entre outros. Nela, ha formacdo do saco embrionario por
duas vias diferentes: a diplosporia ou a aposporia. Na diplosporia, a célula-mae do
megasporo nao sofre divisdo meidtica ou sofre uma meiose incompleta, levando a
formacdo de um saco embrionario ndo reduzido. Na aposporia, a meiose ocorre,
porém, 0os gametas se degeneram e, assim, 0 embrido se desenvolve a partir de
células nucleares somaticas do Ovulo que entram em mitose (células iniciais
aposporicas ou aposporos), dando origem a sacos embrionarios nao reduzidos
(Figura 4) (Nogler, 1984; Asker e Jerling, 1992).

Todos esses processos sao oriundos de divisbes mitdticas de células
somaticas. Assim, o embrido possui 0 mesmo complemento cromossdmico e
constituicdo genética da planta mée. Devido a isso, a troca de genes é suprimida,
levando a fixacdo do genotipo (Bashaw, 1980), mas o pdlen, entretanto, continua
sendo reduzido e viavel.

A reproducdo apomitica em P. maximum € do tipo apospérica e envolve a
pseudogamia, onde ocorre a fecundacdo dos nucleos polares do saco embrionario

sem a fecundacéo da oosfera (Bashaw, 1980).
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Figura 4 - Representacdo esquemaética de sacos embrionarios presentes em plantas
com modo sexual de reproducdo e em plantas apomiticas, ambos observados em P.
maximum. Fonte: Karia et al., 2006.

Apesar da espécie P. maximum ser considerada apomitica, sdo encontrados
tanto acessos com modo de reproducédo apomitico quanto com modo de reproducao
sexual. Sendo assim, h4 presenca de intercaAmbio génico nas plantas sexuais
(Savidan et al., 1989; Jank, 1995; Jank et al., 2008).

A reproducao sexuada acontece na espécie da mesma forma que na maioria
das angiospermas (Figura 4). A reducdo do numero de cromossomos ocorre por
meio da meiose para a formagdo de gametas. Em seguida, acontece a unido dos
gametas, ou seja, a fecundacao do 6vulo pelo gréo de pdlen, cujo produto final é a
semente.

A reproducdo sexuada promove a variabilidade por meio da recombinacéao,
segregacao e fusdo sexual (singamia) e a migracdo génica pela troca e pela
incorporacao de genes, sendo de grande interesse nos programas de melhoramento
(Karasawa et al., 2009).

Quando acessos apomiticos sdo utilizados nos cruzamentos controlados,
uma vez que a sua oosfera desenvolve-se sem fecundacao, eles sao utilizados
apenas como doadores de pélen a plantas sexuais (Savidan et al., 1989; Jank, 1995;
Jank et al., 2008).
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2.2.1. Heranga da apomixia

A lei da segregacdo, formulada por Mendel durante seu trabalho com
ervilhas (Pisum), postula sobre a transmissdo dos alelos dos pais para a progénie.
Durante a formacdo dos gametas, os alelos pareados se separam e segregam
individualmente de forma aleatéria e sdo transmitidos para a proxima geracao.

Em 1868, Mendel tentou reproduzir os resultados obtidos em Pisum com
Hieracium, mas os hibridos obtidos ndo apresentavam os mesmos resultados de
hereditariedade observados no trabalho anterior. As progénies dos cruzamentos nao
apresentavam transmissdo de caracteristicas paternas e muitas plantas pareciam
ser oriundas de autofecundacdo. Na época, Mendel ndo sabia, mas estava
trabalhando com plantas que se reproduziam por apomixia (Carneiro e Dusi, 2002).

Na apomixia, a meiose nao ocorre ou ndo é funcional e a oosfera contém os
Mesmos Cromossomos somaticos maternos. Assim, o embrido é uma planta idéntica
a planta mée. Porém, em P. maximum, a apomixia é considerada facultativa, pois ha
formacao de sacos aposporicos e sacos sexuais (Jank et al., 2008).

O mecanismo genético da apomixia ainda € pouco conhecido, apesar de
anos de estudos terem resultado em uma soélida documentagédo sobre os tipos de
apomixia e 0s seus processos de desenvolvimento serem descritos para P.
maximum e para uma ampla variedade de espécies.

O estudo genético de determinada caracteristica € sempre de interesse do
pesquisador. Alguns estudos indicam que a aposporia € controlada por um unico
gene dominante, enquanto outros especulam a probabilidade de um pequeno
namero de genes extremamente ligados. Em P. maximum, todos os estudos e
observacdes sempre relatam a presenca de um unico gene como modelo para a
heranca da apomixia (Savidan, 1983; Savidan et al.,1989; Chen et al.,, 1999;
Savidan, 2000; Ebina et al., 2005).

O principal indicio desse modelo sdo as observagfes da heranca da
apomixia realizadas em hibridos obtidos a partir de cruzamentos controlados.
Existem varios relatos na literatura, sobre hibridizacdo, nos quais s&o obtidas
progénies 50% apomiticas e 50% sexuais. Estas observacgfes, na qual a heranga da
apomixia encontra-se na razao de 1:1, sugerem que, em P. maximum, a heranca da
aposporia € determinada por um unico locus genético dominante. No modelo de

heranca citado, o gene A induz a aposporia, sendo 0s apomiticos Aaaa e 0s
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tetraploides sexuais aaaa, com a aposporia sendo dominante sobre a sexualidade.
Dessa maneira, 0s cruzamentos entre plantas sexuais e apomiticas resultariam em
50% de hibridos apomiticos e 50% de hibridos sexuais, como 0s observados no

programa de melhoramento (Savidan, 1983; Jank, 1995; Ebina et al., 2005).

2.2.2. Métodos de identificacdo da apomixia

Varias técnicas envolvendo andlises morfologicas, citoldgicas, genéticas,
histoquimicas, entre outras sdo utilizadas para identificar os mecanismos e a
presenca da apomixia na progénie. As mais utilizadas séo teste de progénies, teste
de auxina, técnicas citoembriolégicas como a analise de ovarios clarificados em
microscopia, meétodos bioquimicos (isoenzimas) e moleculares (Gauer e Cavalli-
Molina, 2000; Carneiro e Dusi, 2002; Bhat et al., 2005).

As andlises morfologicas séo tradicionalmente as mais simples, como o teste
de progénies, onde varias plantas obtidas por polinizagdo aberta podem fornecer
informacdes sobre o0 modo de reproducéo dos individuos. Essa analise baseia-se na
ocorréncia ou ndo de segregacdo génica entre os individuos irmaos (Gauer e
Cavalli-Molina, 2000; Carneiro e Dusi, 2002). Por exemplo, uniformidade fenotipica
dos individuos indica apomixia, enquanto heterogeneidade denota recombinacdo. A
presenca de caracteristica maternais nos hibridos também € outra indicacdo de
sexualidade (Bhat et al., 2005). Porém, a técnica é limitada pela ocorréncia de
apomixia facultativa ou homozigose entre os progenitores, o que pode levar a erros
na determinacao do grau de apomixia (Zorzatto, 2008).

O teste de auxina envolve a aplicagdo de auxina nas oosferas. Aquelas que
conseguem se desenvolver sem fertilizacdo se mostram capazes de sofrer
partenogénese, ou seja, de reproduzir-se assexuadamente (Gauer e Cavalli-Molina,
2000; Carneiro e Dusi, 2002).

As técnicas citoembriolégicas da estrutura do ovario, como analise do
namero cromossOmico e comportamento meidtico, também sado indicativos de
apomixia. O comportamento meidtico dos cromossomos e o grau de fertilidade na
espécie indicam o seu modo de reproducéo (Gauer e Cavalli-Molina, 2000; Carneiro
e Dusi, 2002). Essa técnica € menos empirica e extremamente laboriosa e inviavel
em analises de grandes populacdes (Zorzatto, 2008).

Em contrapartida, uma das técnicas mais utilizadas no estudo da apomixia €
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a analise citolégica da megasporogénese e do desenvolvimento do saco embrionario
(Gauer e Cavalli-Molina, 2000; Carneiro e Dusi, 2002; Bhat et al., 2005). Esse é um
dos métodos mais classicos e seguros (Gauer e Cavalli-Molina, 2000; Carneiro e
Dusi, 2002) e consiste basicamente na coleta de ovarios em antese, extracdo dos
ovarios, sua clarificacdo com salicilato de metila e posterior analise por microscopia
de contraste de interferéncia.

Na analise por microscopia, sdo montadas laminas com cerca de 30
ovarios/planta e sado observados sacos embrionarios com diferentes estagios de
desenvolvimento, desde o inicio do megasporo até a formacgdo do saco embrionario
maduro.

Na aposporia, 0 saco embrionario se desenvolve a partir de células
somaticas. Assim, a presenca de sacos aposporicos simples (Figura 5A e 6A) ou
multiplos indica apomixia (Araujo et al., 2004). Os sacos embrionarios multiplos séo
muito observados no inicio do desenvolvimento do saco embrionério apomitico. Uma
das células apospéricas amadurece em um saco embrionario que contém quatro
nacleos e dois formam as sinérgides, uma forma a oosfera e a outra forma o nucleo
polar. Esse tipo de saco embrionario € chamado de tipo Panicum. Dessa forma, a
auséncia de antipodas no saco embrionario constitui diagnéstico de aposporia
(Figuras 4, 5A e 6).

O saco embrionario sexual é do tipo Polygonum e contém 8 ndcleos, sendo
duas sinérgides, uma oosfera, dois nucleos polares e trés antipodas (Figura 5B e
6B).

G
AN AN o

Figura 5 - Esquema representativo de sacos embrionarios apomitico (A) e sexual
(B). A) Saco embrionario do tipo Panicum contendo uma oosfera (Oo) associada a
duas sinérgides (Sy) e a célula central com um nucleo polar (Np). B) Saco
embrionario do tipo Polygonum contendo uma oosfera (Oo) associada a duas
sinérgides (Sy), a célula central com dois nucleos polares (Np) e seis antipodas (Ap).
Fonte: Araujo et al., 2004.
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Figura 6 - Ovarios clarificados visualizados em microscopio Optico 20x para
determinacdo do modo de reproducdo. A) Saco embrionario apomitico; B) Saco
embrionario sexual. (Oo= Oosfera, Np= Nucleo polar, Ap= Antipodas).

O método da analise citologica da megasporogénese e do desenvolvimento
do saco embrionario € utilizado na Embrapa Gado de Corte para identificacdo da
apomixia em P. maximum e Brachiaria sp. Porém, esse método é considerado
laborioso e demorado, pois envolve a espera do ciclo de desenvolvimento completo
da planta, uma vez que os ovarios s6 podem ser coletados em plantas adultas com
inflorescéncia com flores recém-abertas. Em seguida, é realizada a extracdo, a
clarificacdo dos ovarios com diversas solucbes e, apOs todas essas etapas, €
efetuada a analise microscopica, a qual é de dificil interpretacdo de dados e s6 pode
ser realizada por pessoas devidamente treinadas. A identificacdo da anatomia dos
sacos embrionarios por microscopia € demorada e trabalhosa, pois algumas vezes
0S ovarios ndo apresentam estruturas bem definidas, podendo apresentar
anormalidades ou até mesmo estar no inicio do seu desenvolvimento.

Os marcadores moleculares surgiram com 0S avangos nas técnicas de
biologia molecular e podem ser utilizados no estudo de variagcdo genética entre
individuos e para detectar a presenca da apomixia no nivel de DNA. Esses métodos
oferecem as vantagens de serem rapidos, faceis e precisos (Bhat et al., 2005).

Os marcadores moleculares, quando relacionados ao locus da apomixia,
podem ser utilizados como técnica de screening para 0 modo de reproducdo. Em
Pennisetum e Cenchrus ciliaris, foram identificados dois marcadores que co-
segregam com 0 modo de reproducao (Ozias-Akins et al., 1993) e se mostraram
eficientes como método de identificacdo da apomixia em populacdes segregantes
(Bhat et al., 2005). Marcadores moleculares que co-segregam com apomixia

17



também foram encontrados em Brachiaria brizantha (Pessino et al., 1997),
Pennisetum squamulatum (Ozias-Akins et al., 1998), Poa pratensis (Barcaccia et al.,
1998), Paspalum simplex (Labombarda et al., 2002) e Hypericum perforatum
(Barcaccia et al., 2007; Schallau et al., 2010). Entretanto, ap0s a identificacdo do
marcador, ainda é necessario determinar a aplicagdo destes em populagbes
diferentes. A descoberta de marcadores moleculares associados ao gene da
apomixia facilitaria ndo somente a transferéncia deste gene, como também o
acompanhamento da segregacdo desta caracteristica nas geracdes seguintes

(Gauer e Cavalli-Molina, 2000).

2.3. Marcadores moleculares

Os primeiros marcadores a serem utilizados no melhoramento de plantas
foram os marcadores morfoldgicos e citoldgicos. Na década de 80, a biologia
molecular sofreu grandes avancos e houve o desenvolvimento dos marcadores de
DNA. O potencial de uso dos marcadores moleculares reside no fato de serem
praticamente ilimitados em numero, de facil deteccdo e tém a vantagem de nao
sofrerem influéncia ambiental em relagdo a marcadores morfolégicos e citologicos e,
além disso, ndo oferecem vantagem seletiva a planta, ou seja, sdo seletivamente
neutros (Carneiro e Vieira, 2002).

Os marcadores moleculares sao basicamente segmentos de DNA,
fisicamente ligados a segmentos de DNA herdados geneticamente e que servem
como base para diferenciar um ou mais individuos da mesma ou de diferentes
espécies. O uso dos marcadores de DNA pode revelar variabilidades em nivel
gendmico de uma forma rapida, simples e eficaz.

Marcadores que revelam diferencas genéticas sdo chamados de
polimérficos e podem ser codominantes ou dominantes. Os marcadores co-
dominantes apresentam todos os alelos presentes em um determinado I6cus,
discriminando os individuos heterozigotos dos homozigotos. Entretanto, os
marcadores dominantes apresentam somente a presenca ou auséncia do alelo, ndo
sendo possivel a discriminacdo entre heterozigotos e homozigotos (Ferreira e
Grattapaglia, 1998).

Dentre as variagdes da técnica de analise de polimorfismos no DNA, as mais

utilizadas, tanto por motivos de maior confiabilidade quanto por um menor custo,
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tempo reduzido, dentre outras particularidades, estdo: Single Nucleotide
Polymorphism (SNP) (Kruglyak, 1997), Amplified Fragment Length Polymorphism
(AFLP) (Zabeau; Vos, 1993); Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (Welsh;
McClelland, 1990; William et al., 1990); Sequence-Characterized Amplified Regions
(SCAR) (Paran; Michelmore, 1993); Restriction Fragment Length Polymorphism DNA
(RFLP) (Grodzicker et al., 1974); Minissatélites ou Variable Number of Tandem
Repeats (VNTR) (Jeffreys et al., 1985) e Microssatélites ou Short Tandem Repeats
(STRs) (Litt; Luty, 1989).

No melhoramento de plantas, os marcadores de DNA comecaram a ser
utilizados no inicio da década de 80 e, até 0 momento, 0 seu uso ja permitiu a
identificacdo de genes para a resisténcia a antracnose (Faleiro et al., 2003,
Lacanallo, 2008; Beraldo et al.,, 2009), a mancha-angular e a ferrugem em
Phaseolus vulgaris L. (Faleiro et al., 2003). Também possibilitou a identificacdo de
genes deletérios responsaveis por anomalias em Eucalyptus grandis (Lourencéo,
2010), de genes recessivos reguladores da esterilidade masculina em melao
(Cucumis melo L.) (Pitrat, 2002) e do fungo responsavel pela malformacdo em
Mangifera indica L. (Zaccaro et al., 2007), entre outros.

Com a variedade de técnicas moleculares existentes, a selecdo de um
marcador para desenvolver uma pesquisa envolve a sua aplicacdo de acordo com
as caracteristicas e limitacdo uUnicas de cada tipo de marcador e 0s objetivos da
pesquisa (Alzate-Marin et al., 2005).

Marcadores moleculares, como RFLPs, AFLPs e RAPDs, permitiram a
identificacdo e o mapeamento da regido do genoma que contém o gene de que
regula a apomixia (Bhat et al., 2005; Darrigues et al., 2002). Esses marcadores tém
sido os mais utilizados nos estudos da apomixia em forrageiras de interesse
econdmico (Ozias-Akins et al., 1993; Pessino et al., 1997; Barcaccia et al., 1998;
Pupilli et al., 2001; Lombarda et al., 2002; Albertini et al., 2004; Ebina et al., 2005;
Stein et al., 2007; Zorzatto et al., 2010; Agnes et al., 2011; Rebozzio et al., 2012).

O RFLP foi o primeiro marcador a ser utilizado no melhoramento de plantas.
No RFLP, o DNA ¢ isolado e clivado com enzimas de restricdo. Os fragmentos
obtidos sédo separados por eletroforese e transferidos para uma membrana. Em
seguida, a membrana € incubada com uma sonda radioativa ou a frio, onde os
fragmentos especificos serdo detectados e pareados com sequéncia de DNA da

sonda. As dificuldades da técnica, o grande nimero de etapas, o custo elevado e o
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tempo necessario na geracao destes marcadores restringem drasticamente o seu
uso de forma frequente (Alzate-Marin et al., 2005).

O AFLP e o RAPD sdo marcadores dominantes derivados da PCR
(Polymerase Chain Reaction) e ambos foram propostos como métodos mais rapidos,
sensiveis e relativamente simples na deteccdo de polimorfismo no DNA. O AFLP
envolve a clivagem de fragmentos de DNA com enzimas de restricdo e a
amplificacdo desses fragmentos por PCR. O DNA do individuo é clivado com
enzimas de restricdo que deixam as extremidades coesivas de sequéncia
conhecida, as quais servem de sitio de ligacdo para iniciadores na reacdo de PCR.
O seu uso no melhoramento de plantas tem sido limitado pelas dificuldades da
técnica e o seu elevado custo (Alzate-Marin et al., 2005).

O RAPD é uma técnica que utiliza a PCR para detectar fragmentos
especificos de DNA, porém utiliza apenas um iniciador curto (cerca de 10
nucleotideos). A amplificagdo de um fragmento acontece quando duas sequéncias
de DNA complementares ao iniciador se ligam as fitas opostas do DNA, a uma
distancia de 200 a 2.000 pares de nucleotideos. As grandes vantagens do RAPD
incluem a simplicidade e a rapidez na obten¢édo de dados, o custo reduzido e o fato
de ser desnecessario o conhecimento do genoma em estudo. No entanto, a técnica
requer padronizacdo e cuidado nas condi¢cdes de amplificacdo, pois é sensivel a

alteracdes (Alzate-Marin et al., 2005).

2.3.1. Marcadores moleculares ligados a apomixia

Os marcadores moleculares tém facilitado a realizacdo de varios estudos
geneéticos, por apresentarem rapidez e precisdo na manipulacédo génica. Alguns dos
usos dos marcadores moleculares permitem o mapeamento de locus que controlam
caracteristicas quantitativas, poligénicas ou de heranca complexa (Quantitative Trait
Loci). Os marcadores também sdo usados em estudos de sintenia, mapas
comparativos, clonagem de genes (Ferreira e Grattapaglia, 1998; Carneiro e Vieira,
2002) e na selecéo assistida por marcadores, tornando rapido e eficiente o processo
de melhoramento.

O mapeamento genético é baseado na presenca de ligagdo génica,
fendbmeno descoberto em estudos com Drosophila (Morgan et al., 1915) que

mostraram desvios na segunda Lei de Mendel, indicando que pares de genes nao
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segregavam de forma independente. Dessa forma, alguns genes estariam
localizados no mesmo cromossomo e ocasionalmente, durante a meiose, ocorreriam
crossing-over ou permutas entre os homodlogos. Os mapas genéticos surgiram em
1913, quando Sturtevant sugeriu usar a porcentagem de recombinantes como
indicador da distancia entre genes na constru¢do dos mapas. Desde entdo, estudos
de mapa de ligacdo tém sido amplamente utilizados nos estudos moleculares sobre
apomixia em diversas espécies, como B. humidicola (Zorzatto, 2008), P.
squamulatum (Gualtieri et al., 2006), Paspalum notatum (Stein et al., 2007), C.
ciliaris (Gualtieri et al., 2006; Yadav et al., 2012) e P. maximum (Ebina et al., 2005).

Uma vez detectados os genes de interesse com marcadores moleculares, é
possivel selecionar individuos com base no fenotipo do marcador. Essa abordagem
€ conhecida como selecdo assistida por marcadores, sendo uma ferramenta
bastante Util, particularmente nas etapas iniciais e intermediarias do melhoramento,
principalmente, nos casos em que a caracteristica de interesse é de dificil avaliacéo,
0 que pode significar reducdo no tempo e nos custos do programa de melhoramento
(Carneiro e Vieira, 2002).

Uma das etapas mais importantes no uso de marcadores moleculares é o
estabelecimento da relacdo entre um dado marcador e um locus de interesse. Trata-
se de uma etapa trabalhosa e que exige bastante critério (Alzate-Marin et al., 2005).

O procedimento 'Bulked Segregant Analysis' ou BSA (Michelmore et al.,
1991) em conjugacdo com a PCR é uma alternativa eficiente de mapear genes
especificos e selecionar gendtipos desejados. Nessa técnica, individuos
contrastantes de uma populacdo segregante sdo agrupados em dois “bulks” de
amostras de DNA (Alzate-Marin et al., 2005; Ferreira e Grattapaglia, 1998). Esses
bulks sdo construidos em relacdo a caracteristica ou gene de interesse e sao
analisados quanto a presenca de polimorfismo. O agrupamento dos individuos,
teoricamente, iguala o “background” genético dos dois bulks, menos dos loci
envolvidos com o carater de interesse. Dessa forma, um marcador polimorfico entre
os bulks possui uma forte probabilidade de estar associado ao(s) alelo(s) que
governa(m) o carater de interesse (Alzate-Marin et al., 2005).

Apos a identificacdo dos marcadores polimorficos, todos os individuos da
populacdo usada na construgcéo do bulk devem ser verificados com esse marcador
para verificar se ha ligacao entre o marcador e 0 gene de interesse.

Essa técnica ja foi utilizada eficientemente para estudos em apomixia em
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diversas espécies de forrageiras: Brachiaria ruziziensis (Pessino et al., 1997), B.
brizantha (Pessino et al., 1997), B. humidicola (Zorzato et al., 2010) e P. maximum
(Agnes et al., 2011).

A identificacdo de marcadores moleculares ligados a apomixia pode facilitar
muito o processo de identificagcdo do modo de reproducao, pois permite discriminar
de forma precisa e precoce, ainda nos estagios iniciais de desenvolvimento das
plantas, se as mesmas sao apomiticas ou sexuais (Chiari et al., 2007).

Por se tratar de uma caracteristica de interesse de dificil determinacéo, a
Embrapa Gado de Corte tem buscado técnicas alternativas que possam determinar,
facilmente e precocemente, 0 modo de reproducdo em P. maximum (Agnes et al.,
2011) e B. humidicola (Zorzatto et al., 2010).

Em P. maximum, Agnes et al. (2011) utilizou o método de andlise de
segregantes agrupados para construir dois bulks, sendo um bulk formado por 10
hibridos de fenotipagem apomitica e outro bulk formado por 10 hibridos de
fenotipagem sexual, para identificar marcadores RAPDs que os distinguissem pelo
modo de reproducdo. Os bulks foram amplificados com 184 primers, dos quais
dezessete iniciadores segregaram na propor¢do mendeliana de 1:1. Quando os
bulks foram abertos, ou seja, esses 17 marcadores RADP foram amplificados com
os 10 hibridos apomiticos e os 10 hibridos sexuais, somente quatro desses
marcadores apresentaram cada um uma marca com a segregacao da heranca da
apomixia.

Apesar da importancia desse achado, deve-se estabelecer a relacado desses
marcadores moleculares e o locus da apomixia, amplificando esses marcadores em
toda a populacdo de hibridos em que foi descoberta e determinar a sua

transferibilidade a outras populacdes de hibridos.

2.3.2. Selecéao assistida por marcadores (SAM)

Os marcadores moleculares, quando estreitamente ligados a uma
caracteristica de interesse, qualitativa ou quantitativa, tornam-se uma ferramenta util
na selecdo de individuos com base no fendtipo do marcador, sem que haja a
necessidade de avaliar o fen6tipo da caracteristica (Chiari; Cangado, 2008).

Essa abordagem, conhecida como SAM (Selecéo Assistida por Marcadores)

ou SAMM (Selecédo Assistida por Marcadores Moleculares), pode ter grande impacto
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nos casos em que a caracteristica de interesse seja de dificil e/ou onerosa
avaliacdo, nos estudos de espécies perenes de ciclo longo (Souza, 2001; Chiari;
Cancado, 2008) e para a avaliacdo das caracteristicas fenotipicas de herdabilidade
baixa, 0 que pode significar reducdo de custo e de tempo, particularmente nas
etapas iniciais e intermediarias do melhoramento (Souza, 2001).

A selecédo assistida por marcadores moleculares é realizada mediante a
conversdo de marcadores elaborados em um tipo simples, representando uma forma
de selecado indireta, na qual o carater indireto (0 marcador molecular) apresenta
herdabilidade proxima a 100%, uma vez que a selecdo podera ser conduzida
independentemente do ambiente (Chiari; Cangcado, 2008).

O emprego da selecéo assistida para identificacdo de gendtipos superiores
em populacdes segregantes € o maior impacto dos marcadores moleculares no
melhoramento vegetal (Federizzi, 1998). Entretanto, a expectativa dos melhorista
ndo se limita apenas a selecdo de genotipos, segundo Lee (1995), o grande
interesse no uso do SAM estd em reduzir o tempo necessario para a transferéncia
de genes de interesse, especialmente transgenes, por retrocruzamento. Nesse caso,
0s marcadores podem ser (teis, tanto para selecionar os individuos com o maior
namero de marcadores semelhantes aos do progenitor recorrente quanto para
selecionar os que possuam 0 gene ou transgene de interesse. Esse processo pode
ser denominado de introgressdo assistida por marcadores (Marker Assisted
Introgression - MAI) (Chiari; Cancado, 2008).

Os exemplos de SAM mais conhecidos sdo a transferéncia de genes
favoraveis de acessos silvestres para a espécie cultivada de tomate, visando ao
aumento do tamanho do fruto (Tansley et al., 1996) e dois loci de resisténcia a
ferrugem em cevada (Toojinda et al., 1998). Acredita-se que as impressas privadas
gue possuem programas de melhoramento sdo grandes utilizadores da técnica
SAM, no entanto, esses dados ndo sdo publicados, por isso 0 numero de exemplos
de SAM na literatura é escasso (Milach, 1998).
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado entre dezembro de 2011 e janeiro de 2013, no
Laboratério de Biotecnologia Vegetal e no Laboratorio de Sanidade Animal, da
Embrapa Gado de Corte, no municipio de Campo Grande, Mato Grosso do Sul,

Brasil.

3.1. Material

A pesquisa envolveu duas popula¢gbes de hibridos F; segregantes de P.
maximum Jacq. Os hibridos utilizados ja haviam sido submetidos a estudos
anteriores para determinacdo do seu modo de reproducgéo. A primeira populacao,
nomeada de populacdo A, foi a populacdo parcialmente utilizada por Agnes et al.
(2011) na construgéo dos bulks e para a qual foram encontrados os quatro primers
ligados a apomixia. A segunda populacdo, nomeada de populacdo DE, foi a
progénie utilizada para avaliar se os marcadores sdo aplichveis a populagbes
diferentes daquela em que foram ligados a apomixia.

A populacdo A é constituida por 116 individuos, sendo que, desses, 75
hibridos j& foram fenotipados. Essa populacdo foi obtida do cruzamento entre a
planta sexual tetraploide S10 e a cultivar apomitica e tetraploide Tanzénia. A
populacdo contém 40 hibridos apomiticos: A4, A5, A10, A13, Al4, A18, A23, A26,
A33, A34, A36, A40, A46, A48, A51, A62, A64, A65, A68, A75, A77, A78, A80, A83,
A85, A87, A93, A97, A100, A105, A106, A109, A112, A113, Al1l6, All7, Al120,
Al124, A125, A57 e 35 hibridos sexuais: A3, A6, A17, A24, A25, A27, A28, A30, A35,
A4d2, A43, Ad4, A45, A7, A49, A50, A52, A54, A56, A69, A70, A71, A74, A 76, A94,
A96, A99, A101, A102, A111, A114, A115, A59, A72 e A73.

A segunda populacéo, populacédo DE, é constituida por 36 individuos, sendo
que, desses, 33 hibridos estdo fenotipados. Essa populacdo € resultante do
cruzamento entre a planta sexual tetrapldide S12 e a cv. Tanzénia. Nessa
populacdo, 12 hibridos sdo apomiticos: D1, D8, D14, D15, D16, D23, DE3, DES5,
DES6, E7, E8, E11 e 21 séo sexuais: D2, D3, D4, D5, D9, D12, D17, D18, D20, D21,
DE1, E5, E9, E12, E13, E17, E18, E19, E20, E22, E25.

Além dos hibridos e seus respectivos parentais, os marcadores também
foram testados em parte do banco de germoplasma de P. maximum para analisar a
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segregacao das marcas em quatorze acessos sexuais e vinte e dois acessos
apomiticos. Os acessos sexuais escolhidos foram: S7, S8, S9, S10, S11, S13, S14,
S15, S16, S17, S18, S19, S20 e S23. Os acessos apomiticos escolhidos foram:
Mombaca, T21, T24, T46, T60, T62, T68, T72, T77, T84, T91, T95, T97, T108, T110,
T200, KK8, KK33, K187B, K191, K193 e K249.

Os hibridos e 0s acessos apomiticos e sexuais do germoplasma sao
mantidos em campo nas instalacdes da Embrapa Gado de Corte, Campo Grande-
MS.

3.2. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal da
Embrapa Gado de Corte. De cada gendétipo, foram coletadoas de trés a quatro folhas
jovens, com a ajuda de tesoura esterilizada com alcool 70%, as quais foram
colocadas em tubos de ensaio contendo &gua destilada, identificadas
individualmente e, em seguida, transportadas ao laboratério para a realizacdo da
extracdo de DNA.

A extracdo de DNA foi realizada segundo o protocolo descrito por Bonato et
al. (2002). O tecido foliar foi pulverizado com nitrogénio liquido com o uso de
cadinhos de porcelana até a obtengcdo de um p6 bem fino. Em seguida, foi
adicionado as amostras o tampao de extracdo CTAB (2% CTAB; 1,4 mM NacCl; 0,2%
2 B-mercaptoetanol; 20mM EDTA; 100 mM Tris-HCI pH 8,0; 1% PVP 40), durante
uma hora. As amostras foram vortexadas e incubadas em banho-maria, a 65°C, por
60 minutos, invertendo as amostras a cada 10 minutos. Apés 60 minutos, as
amostras foram retiradas do banho-maria e deixadas em temperatura ambiente por
5 minutos para esfriar.

Na sequencia, o material foi submetido ao processo de purificagdo do DNA,
com duas lavagens, com adi¢cdo de 450uL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e
invertido gentilmente por 10 minutos. As amostras foram centrifugadas a 4.500 g por
10 minutos, em temperatura ambiente, e o sobrenadante foi coletado e transferido a
novos tubos identificados.

As amostras foram precipitadas, usando 600uL de isopropanol (-20°C) e
foram gentilmente agitadas para homogeneizar as amostras. Em seguida, as

amostras foram levadas ao freezer, onde ficaram incubadas por 30 minutos a 20°C.
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As amostras, em seguida, foram centrifugadas a 10.000g, por 5 minutos, em
temperatura ambiente e o sobrenadante foi descartado, permanecendo no tubo
apenas o pellet. O pellet foi suspendido em 400uL do tampé&o TE (Tris-EDTA).
Nessa etapa, 0 processo de extracdo foi interrompido e as amostras foram
armazenadas a 4°C durante a noite.

O DNA das amostras foi precipitado com a adicdo de um sal e um alcool:
20uL de NaCl 5M e 800uL de etanol absoluto. Os tubos foram invertidos gentilmente
até ser observada a precipitacdo do DNA. Em seguida, os tubos foram precipitados
a 10.000g, por 5 minutos, em temperatura ambiente, e o pellet foi lavado com 400uL
de etanol 70% a 20°C. O etanol foi descartado e as amostras ficaram na capela até
que o etanol secasse por completo em temperatura ambiente.

As amostras de DNA foram suspendidas com 100uL de tampéao TE e
adicionou-se 3uL de RNAse (10 mg/mL) aos tubos, que foram homogeneizados e
incubados por 30 minutos, a 37°C em banho-maria. Em seguida, as amostras foram

armazenadas em -20°C.

3.3. Quantificagdo de DNA

A concentragao e a verificagdo da qualidade do DNA das amostras foram
estimadas no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal, em gel de agarose 0,8%, corado
com brometo de etidio (0,5 pg/mL), comparando-se as bandas obtidas com padrdes
de lambda DNA (Invitrogen) de concentragdes conhecidas em ng/pL (100 e 300 ng).
No Laboratorio de Sanidade Animal, as amostras de DNA foram submetidas ao
espectrofotometro, NanoDrop (Thermo) a 260 nm para um resultado mais preciso

das concentragoes.

3.4. Reacao de RAPD e eletroforese

As reacOes de amplificacdo foram preparadas com 1x tampédo da Tagq DNA
polimerase (Invitrogen), 1,5 mM MgClI; (Invitrogen), 0,2 mM dNTPs (Invitrogen), 0,4
UM primer (Operon), 1,0 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 30 ng de DNA e
H.O para completar o volume final de 25 L.

As amplificacdes foram realizadas nos termocicladores MyCycler da BioRAD

e Veriti 96 Well Thermal Cycler da Applied Biosystems, programado para uma
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desnaturacao inicial a 94°C, por cinco minutos; 40 ciclos de desnaturagcédo a 94°C,
por um minuto; pareamento dos primers a 35°C, por um minuto; e extensao a 72°C,
por dois minutos; e uma extensao final a 72°C por sete minutos.

Foram utilizados os quatro primers decameros randomicos estabelescidos
por Agnes et al. (2011) (Quadro 1) e para cada amplificacdo foi incluido nas
amostras um controle negativo, que é uma reacdo sem DNA, mas com todos 0s
reagentes, com o objetivo de verificar a ocorréncia de contaminagcao dos reagentes
e promover maior confiabilidade aos resultados. Todas as reacGes foram repetidas
pelo menos duas vezes para determinar a reprodutibilidade dos resultados.

Os fragmentos amplificados foram analisados em gel de agarose 2,0% e
corados com brometo de etidio (0,5 pg/mL). A eletroforese foi realizada, por cerca de
trés horas, a 100 a 120 V. Apés as eletroforeses, os géis foram visualizados em luz
ultravioleta por meio do transiluminador e fotodocumentados pelo sistema digital L.
Pix Image (Loccus Biotecnologia). O tamanho de cada marca foi estimado por meio

de comparacdo com o marcador “1 Kb plus DNA Ladder” da Invitrogen.

Quadro 1 - Lista de primers potencialmente ligados a apomixia com suas respectivas
sequéncias de nucleotideos

Primer RAPD Sequéncia

OP A01 CAG GCCCTTC
OP 01 ACAACG CCTC
OP 16 CCGTCCATCC
OP UO07 CCT GCT CATC

3.5. Andlises de dados

As amplificacbes das marcas de interesse foram analisadas em dados
binarios, sendo 1 para presenca do fragmento, O para auséncia e 9 para falha na
amplificacdo. Os dados obtidos dos géis de agarose foram utilizados para calcular a
razdo de segregacao das marcas, gerar as analises de ligacdo, construir os mapas

de ligacéo e calcular a eficiéncia de selecdo das marcas.

3.5.1. Andlise de segregacao

A hipotese de segregacao 1:1 das marcas foi testada, utilizando o teste qui-
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quadrado ()(2), pela formula: )(2= (O - E)?/E, na qual O é o nimero de eventos

observados e E € 0 niumero de eventos esperados. O teste do qui-quadrado ()(2)

baseia-se na comparacdo das frequéncias observadas das diversas classes
genotipicas com as esperadas, sob a condicdo de segregacdo independente. O
nivel de significAncia estabelecido para este teste foi de a = 5%, sendo rejeitada a
hipétese de nulidade, quando a probabilidade de significancia (valor p) foi menor que
a = 5%.

3.5.2. Analise de ligacéo

A andlise de ligacéo e a construcdo do mapa foram geradas com o auxilio do
software GQMOL versdo 1.0.0 (Cruz e Schuster, 2007). O mapa de ligacéo
(centimorgan, cM) entre o locus da marca e o0 gene da apomixia foi calculado usando
a Distancia de Kosambi. O critério de ligacdo estabelecido foi A distancia maxima de
30 cM e um LOD score igual ou maior que 3, que faz o estabelecimento dos grupos

de ligagao.

3.5.3. Eficiéncia de selecao

A eficiéncia de selecdo (ES) das marcas foi calculada pela férmula proposta
por Silva et al. (2007), onde ES= 100 [(MFMF + mfmf)/(MM +mm)], sendo MFMF o
namero de plantas selecionadas como apomiticas, com base nos marcadores e na
analise fenotipica; mfmf, o nUmero de plantas selecionadas como sexuais, com base
nos marcadores e na andlise fenotipica; MM e mm o0 numero total de plantas

apomiticas e sexuais, respectivamente, com base apenas nos marcadores.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 75 hibridos da populacdo A, na microscopia de contraste de
interferéncia, 40 foram analisados como acessos apomiticos e 35 como sexuais. A

proporcdo observada foi testada para verificar a conformidade com a proporcao
mendeliana esperada de 1:1. O valor do qui-quadrado ()(2) igual a 0,33 (Quadro 2)
confirma, satisfatoriamente, a segregacao esperada.

No cruzamento avaliado, a segregacdo de 1:1, assim como em todos o0s
trabalhos descritos na literatura, confirma a existéncia de um locus Unico para a

apomixia, com dominancia completa (Savidan, 1983; Jank, 1995; Ebina et al., 2005).

Quadro 2 - Andlise por qui-quadrado da segregacédo fenotipica da populagéo A e dos
marcadores RAPD de interesse (P<0,05)

Propor¢ao observada Teste qui-quadrado (XZ)
Reproducao Apomitica Sexual Segregacao X2
Avaliacdo 40 35 1:1 0,33™
fenotipica
Marcador Apomitica Sexual Segregacao X2
OP AO01 43 32 11 1,61
OP 01 31 41 11 2,25™
OP 16 36 39 11 0,12"
OP UO07 27 40 11 3,10™

ns= nao significativo ao nivel de p<0,05 de probabilidade.
s= significativo ao nivel de p<0,05 de probabilidade.

Todas as quatro marcas segregaram na razéo 1:1 nessa progénie (Figura 7)
e, portanto, podem ser consideradas marcadores genéticos e a segregacdo foi

demonstrada pelo teste do qui-quadrado ()(2) nos valores de )(20_052 1,61, com o
primer AO01; )(20_052 2,25, para o primer 01; )(20_052 0,12, com o primer 16; e

)(20_05= 3,10 para o primer U07 (Quadro 2).
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Apomibicos

Figura 7 - Perfil de RAPD com alguns hibridos da populacdo A. As setas apontam as
marcas de interesse. (A) Primer A-01. (B) Primer OPOL1. (C) Primer OP16. (D) Primer
U07. M =Marcador 1 Kb plus DNA Ladder, Tz = Cultivar Tanzénia, S10 = planta
sexual S1, Apomiticos = hibridos apomiticos, Sexuais = hibridos sexuais, Br =
amostra negativa.

O primer AO1 amplificou uma marca de aproximadamente 950 pares de
bases (PB) e foi denominado PM_AO1. A marca gerada pelo primer OP01 foi de
aproximadamente 1050 pb e foi denominada PM_01. O primer OP16 gerou uma
marca de 1200 pb, denominada PM_16, enquanto o primer UO7 amplificou uma

marca de aproximadamente 620 pb, nominada de PM_UOQ7 (Figura 7, 9 e Quadro 3).

Quadro 3 - Marcadores RAPD com a denominagdo dada as marcas ligadas a
apomixia e o tamanho aproximado em pb dessas marcas

Marcador Denominacao da marca Tamanho da marca (pb)
OP A01 PM_AO01 950
OPO1 PM_01 1050
OP16 PM_16 1200
OP U07 PM_UO07 620
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Com o auxilio do software GQMOL 1.0.0 (Cruz e Schuster, 2007), foram
estimadas as distancias entre cada marca e o locus para a apomixia (apo locus) e os
valores de LOD escore (Quadro 4).

A funcdo de Kosambi assume que a ocorréncia de permutas proximas sao
eventos nao independentes, sendo os valores decrescentes para loci mais distantes
(Carneiro e Vieira, 2002). Nas andlises, nenhuma das marcas apresentou valor igual
a zero. Admite-se, assim, que as marcas em relacdo ao locus da apomixia séo

dependentes.

Quadro 4 - Estimativas das distancias entre cada marca e o Apo locus para a
populacdo A, junto a funcdo de Kosambi e o LOD escore obtidos pelo programa
GQMOL 1.0.0 (Cruz e Schuster, 2007)

Marcas Distancia (cM) Kosambi LOD
PM_A01 12,0 12,23 10,62
PM_01 20,8 22,14 5,67
PM_16 18,6 19,53 6,89
PM_UO07 18,6 19,53 6,48

A marca PM_A01 amplificou, dos 75 hibridos, sendo 40 apomiticos e 35
sexuais, em 37 individuos apomiticos e em seis individuos sexuais; a marca PM_01
amplificou em 28 apomiticos e em trés sexuais; a marca PM_16 amplificou em 31
apomiticos e em cinco sexuais; e a marca PM_UQ7 amplificou em 25 apomiticos e
em dois sexuais. Os hibridos apomiticos que ndo apresentaram as bandas e os
hibridos sexuais que apresentaram as bandas séo individuos que apresentam
crossing over, ou seja, durante a formacao deles, houve troca de material genético
entre 0os cromossomos homologos.

Na maioria dos organismos, a quantidade e a distribuicdo de crossing overs
ao longo dos cromossomos parece ser rigidamente controlada. Nesses hibridos, ja
foi relatado, por Pessim et al. (2010), em analise citoldgica, a ocorréncia de alta taxa
de recombinag&o entre 0s genomas parentais.

Esses dados e o fato de nenhuma marca apresentar distancia de 0 cM com
o Apo locus, demonstram que, em todas as marcas estudadas, h& ocorréncia de
recombinacdo entre elas com o locus da apomixia. Entretanto, se a distancia for
menor que 50 cM, as marcas e 0 gene estdo no mesmo cromossomo e formam um

grupo de ligacdo (“linkage group”) (Zorzatto, 2008). Estatisticamente, grupo de
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ligacdo pode ser definido como um conjunto de loci herdados juntos (Liu, 1998).

Os mapas genéticos se tornaram uma ferramenta muito util, uma vez que
permitem a visualizacdo, mesmo que de forma relativa, da organizacao dos genes
nos cromossomos. Nos estudos moleculares sobre a apomixia em hibridos
segregantes, os mapas tém sido amplamente utilizados em P. maximum (Ebina et
al., 2005), P. squamulatum (Gualtieri et al., 2006), P. notatum (Stein et al., 2007), B.
humidicola (Zorzatto et al., 2010), C. ciliaris (Gualtieri et al., 2006; Yadav et al.,
2012), entre outras forrageiras.

O caridtipo de P. maximum ainda ndo € bem conhecido e, por isso, assim
ndo € possivel atribuir genes a um determinado cromossomo, embora com a
presenca de quatro marcas no mapa de ligacéo foi possivel observar uma posicao

do gene da apomixia em relacdo aos primers co-segregantes (Figura 8 e 10).

ch GL 1 Marca

PM_UO7
5.84

PM_01
6.16

PM_16
12.39

Apo Locus
8.63

PM_AD1

Figura 8 - Mapa de ligagdo com indicagéo do posicionamento do locus da apomixia,
em relacdo as marcas, na populacao A.

A distancia entre as marcas € medida pela frequéncia de recombinacéo. No
entanto, essa medida ndo é aditiva e, assim, ndo € realizada a deteccdo de
permutas duplas em segmentos adjacentes (Carneiro e Vieira, 2002). Com isso, é
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necessario que as distancias jA mapeadas sejam ajustadas com a inclusédo de novas
marcas no mapa. Observa-se que a frequéncia de recombinagdo das marcas no
Quadro 4 nao é igual aos valores encontrados no mapa de ligacao.

Uma vez detectados marcadores moleculares ligados a uma caracteristica
de interesse, torna-se possivel selecionar individuos com base no fendtipo do
marcador. Essa abordagem é conhecida como sele¢do assistida por marcadores
(SAM), uma técnica muito importante, principalmente quando a caracteristica de
interesse € de dificil avaliagdo, como o caso da apomixia, e pode levar a significativa
reducdo de tempo nos programas de melhoramento (Chiari; Cancado, 2008).

Dessa forma, foi calculada a eficiéncia de selecdo de cada marca
identificada como ligado ao gene da apomixia, visando a avaliar a utilizacdo desses
marcadores como SAM no programa de melhoramento da espécie.

Isoladamente, as eficiéncias de selecdo para PM_AO0l1, PM_01, PM_16 e
PM_UOQ7 foram de 88%, 80%, 81,3% e 77,3%, respectivamente. A marca com maior
eficiéncia individual de selecdo foi o PM_AO01, mapeado a 12 cM do gene da
apomixia (Quadro 4).

A utilizacdo das quatro marcas que flanqueiam o Apo locus resultou numa
eficiéncia de selegdo de 81,3%, um valor relativamente alto, demonstrando que o
uso desses marcadores para a selecdo assistida € valida. Essa porcentagem
representa todos os acessos apomiticos que amplificaram as quatro marcas e 0s
acessos sexuais que nao amplificaram nenhuma das marcas, sendo corretamente
fenotipados pelo uso dos quatro marcadores. Com essa abordagem, seria
necessaria a realizacdo da microscopia 6tica de interferéncia em apenas 18,7% da
populacdo, ou seja, em apenas 14 individuos da populacdo, uma reducao
significativa das progénies a serem submetidas a clarificacdo dos ovarios e do
tempo para a fenotipagem do modo de reprodugéo.

As marcas demonstraram a segregac¢ao esperada da propor¢cado mendeliana
(1:1) na populacéo A, indicativo de que € possivel selecionar hibridos apomiticos
utilizando esses marcadores. Com essa informacédo, os quatro marcadores foram
amplificados na segunda populagéo, nos 33 hibridos fenotipados DE, para verificar a
segregacao das marcas em uma populacdo diferente daquela em que foram
encontrados (Figura 9).

Segundo Alzate-Marin et al. (2005), devido ao fendbmeno de recombinacéo,

as regides que circunvizinham o locus de interesse podem ser distintas, mesmo em
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genotipos aparentados. Dessa forma, nem sempre um marcador encontrado em
uma populacgéo se aplica a outra derivada de cruzamentos diferentes.
Nessa segunda populacao, 12 acessos sao apomiticos e 21 sdo sexuais. No

valor do Qui-quadrado ()(2) de 2,44, a segregacédo de 1:1 esperada na heranca da

apomixia foi confirmada (Quadro 5).

MTz 812 Apomiticos

MTz 812 Apomiticos

==

M TzS12 Apomiticos Sexuais
e ¢ T & F B B8 &1
DEEEET BDEEED B 1

Apomiticos Sexuais

T T

Figura 9 - Perfil de RAPD dos quatro marcadores com alguns hibridos da populacéo
DE. As setas apontam as marcas de interesse. (A) Primer A-01. (B) Primer OPOL1.
(C) Primer OP16. (D) Primer UO7. M = Marcador 1 Kb plus DNA Ladder, Tz =
Cultivar Tanzénia, S12 = planta sexual S12, Apomiticos = hibridos apomiticos,
Sexuais = hibridos sexuais, Br = amostra negativa.

Todas as marcas de interesse amplificadas confirmaram a segregacao
esperada, com excecdo do primer OP16 ()(20_05= 5,12). Pelo teste do qui-quadrado
(x2) as segregacoes foram confirmadas nos valores de )(20_05= 1,61 com o primer
A01; )(20.05: 0,27 com o primer A-01; )(20.05= 3,66 para o primer OP01; e )(20,05= 0,27
para o primer U07 (Quadro 5).

34



Quadro 5 - Analise por qui-quadrado ()(2) da segregacao fenotipica da populacéo DE
e dos marcadores RAPD de interesse (arrumado, ele é um simbolo, isso acontece
quando muda a fonte)

Proporcao observada Teste qui-quadrado (XZ)
Reproducgao Apomitica Sexual Segregagao X2
Avaliacdo 12 21 1:1 2,44"
fenotipica
Marcador Apomitica Sexual Segregacao X2
A01 15 18 1:1 0,27™
OP 01 11 22 1:1 3,66™
OP 16 10 23 1:1 5,12°
Uo7 15 18 1:1 0,27"

ns= nao significativo ao nivel de p<0,05 de probabilidade.
s= significativo ao nivel de p<0,05 de probabilidade.

A distorcdo de segregacdo apresentada pelo primer OP16 possivelmente
aconteceu, pois o numero de individuos na populacdo DE é pequeno. Embora a
segregacao de 1:1 tenha sido rejeitada, a co-segregacao dessa marca em relacdo a
avaliacdo fenotipica foi aceita. O teste do qui-quadrado € utilizado com a finalidade
de testar a hipotese nula de segregacao. De acordo com Sanglard e Melo (2011),
quando sdo detectadas distorcbes de segregacdo, essas podem ter uma base
genética ou ser apenas um reflexo de uma amostra pequena de individuos
genotipados.

Nas duas populacdes, a marca mais proxima ao locus da apomixia foi a
PM_AOQ1, distante em 12,0 cM na populacdo A (Quadro 4), e em 9,1 cM na
populacdo DE (Quadro 6). Zorzatto et al. (2010) encontrou uma marca RAPD a 4,61
cM do locus da apomixia em B. humidicola. Essa marca foi convertida em um
marcador SCAR que foi testado em P. maximum, porém nao amplificou bandas.

No Japao, em P. maximum, Ebina et al. (2005) utilizaram marcadores para o
polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados (AFLP) e RAPD em busca
de marcas que co-segregassem com aposporia, porém apenas nove marcadores
AFLP foram encontrados na distancia de 1,4 cM a 4.2 cM do locus da aposporia.

No mapa de ligacdo (Figura 10), um dos critérios foi o LOD > 3, o qual
determina que a possibilidade de ligacdo da marca com o locus de interesse seja mil
vezes maior que o de segregacéo independente. Admitir valores abaixo de 3 pode
gerar espurias nos resultados. Ambos, PM_16 e Pm_UO07, apresentaram LOD < 3 e

por esse motivo nao foram utilizados pelo programa Ggmol 1.0.0 (Cruz e Schuster,
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2007) na obtencao do mapa de ligagao na populacdo DE. Segundo Schuster e Cruz
(2004), um grande numero de marcadores ndo ligados é sinal de amostragem
insuficiente de individuos, por ndo conter uma amostra suficientemente grande de
eventos meidticos. Outro fator a ser considerado € o tipo de marcador. Os

marcadores dominantes, como o RAPD, levam a um menor LOD.

Quadro 6 - Estimativas das distancias entre cada marca e o Apo locus na populacéo
DE junto com a funcdo de Kosambi e o LOD escore obtidos pelo programa GQMOL
1.0.0 (Cruz e Schuster, 2007)

Marcadores Distancia (cM) Kosambi LOD
PM_A01 9,1 9,20 55
PM_01 15,6 16,13 3,60
PM_16 24,3 26,54 1,99
PM_UO07 27,2 30,49 1,53

As eficiéncias de selecdo também foram calculadas para a populacdo DE,
apresentando resultados semelhantes aos encontrados na populacdo A. As
eficiéncias de selecédo nessa segunda populacéo variaram de 90% a 72,2% (Quadro
7). Assim como na populacdo A, a marca PM_AOl foi a que apresentou maior
eficiéncia de selegao, com 90%. A marca PM_01 teve uma eficiéncia de selegéao de

84,8%; a marca PM_16 apresentou 75,7%; e a marca PM_UQ7 apresentou 72,2%

de eficiéncia.
ci GL 1 Marca
PM_01
10.83
PM_Aa01
766
Apo Locus

Figura 10 - Mapa de ligacdo com indicagc&o do posicionamento do locus da apomixia,
em relacdo as marcas, na populacao DE.
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Nessa populacao, a eficiéncia de sele¢ao do uso das quatro marcas juntos
foi de 77%, evidenciando que os hibridos com as quatro bandas sdo apomitcos e 0s
hibridos sem nenhuma das quatro bandas sdo sexuais. Dessa forma, levando-se em
conta a porcentagem de eficiéncia, a realizacdo da microscopia de contraste de
interferéncia seria necessaria para confirmar o modo de reproducdo em apenas 23%

da populacgéo, ou seja, em 8 hibridos.

Quadro 7 - Eficiéncia de selecdo das marcas ligadas ao gene Apo locus na
populacado DE

Plantas apomiticas

Marcas ) Eficiéncia de selecdo (%)
selecionadas

PM_A01 12 90%

PM_01 9 84,8%

PM_16 7 75,7%

PM_U07 9 72,2%

Em relagdo aos 22 acessos apomiticos e 0s quatorze acessos sexuais do
banco de germoplasma, os dados de amplificacdo encontram-se descritos no
Quadro 8.

Com as informacbes de amplificacdo, € possivel selecionar acessos
apomiticos com um ou mais marcas e sexuais sem as marcas dos apomiticos para a
realizagdo de futuros cruzamentos. Dessa forma, os marcadores moleculares que
amplificam as marcas de interesse podem ser utilizados na identificacdo do modo de
reproducdo de suas progénies. E recomendavel primeiramente pré selecionar a
fenotipagem do modo de reproducao dos hibridos com o uso do primer OP A-01 que
apresentou a maior eficiéncia de selecdo e utilizar um segundo marcador para
confirmar o modo de reproducao.

Os marcadores RAPD apresentam inimeras vantagens, mas possuem baixa
reprodutibilidade, sendo sensiveis a alteracdes nas condi¢cdes de amplificacédo
(Ferreira e Grattapaglia, 1998). O recomendavel é gue convertam os marcadores
RAPD de interesse em marcadores do tipo SCAR, que amplificam regides
especificas do DNA gendmico e possuem maior especificidade e repetibilidade
(Paran e Michelmore, 1993).
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Quadro 8 - Relacdo dos acessos apomiticos e sexuais do banco de germoplasma
que amplificam as marcas de interesse

Marcas Apomiticos Sexuais
PM_A01, PM_01, PM_16 e PM_UQ7 Tanzéania, T91, T95, T108 e KK8 S14

PM_A01, PM_01 e PM_16 T97, T200 e K191 -

PM_01, PM_16 e PM_UO07 KK33 -

PM_A01, PM_16 e PM_UO07 T84 -

PM_A01, PM_01 e PM_U07 - S19

PM_AOl e PM_16 T60 S11
PM_01lePM_16 T24,T62e T72 -

PM_01 e PM_UO07 - S7e S23
PM_AO01 e PM_UO07 T21 S9

PM_A01 T110,T77 e T46 S17 e S18
PM_16 - S15

PM_UO07 T68 S20

Nenhuma Mombaca, K187B, K193 e K249 S8, S10, S12, S13 e S20

Marcadores SCARs ligados a determinacdo do sexo foram desenvolvidos
com sucesso a partir de fragmento de RAPD em Pistacia vera (Hormaza et al.,
1994), Asparagus officinalis L. (Jiang e Sink, 1997), Actinidia chinensis (Gill et al.,
1998), Cannabis sativa (Mandolino et al., 1999), Eucommia ulmoides (Xu et al.,
2004), Rumex nivalis (Stehlik e Blantner, 2004) e Ginkgo biloba L. (Liao et al., 2009).
Em gramineas, também foram desenvolvidos SCARs ligados a aposporia em P.
squamulatum (Ozias-Akins et al., 1998), P. simplex (Pupilli et al., 2001; Calderini et
al., 2010), P. pratensis L. (Albertini et al., 2001), C. ciliaris L. (Dwivedi et al., 2007;
Yadav et al., 2012).

Portanto, a proxima etapa serd converter esses marcadores RAPDs em
marcadores SCAR e testar a sua transferibilidade dentro da espécie P. maximum e
em outras espécies forrageiras de interesse econdémico. Estudos recentes tém
demonstrado regi6es cromossémicas com sintenia entre diferentes espécies da
familia Poaceae. A transferibilidade desses marcadores sera de estrema relevancia
aos programas de melhoramento, permitindo a identificacdo da apomixia
rapidamente.

Pessino et al. (1998) reportou dois marcadores AFLP ligados a apomixia em
hibridos de B. ruziziensis e com a mesma regidao bem conservada em arroz (Oryza
sativa) e milho (Zea mays).

Em P. notatum, a regido controladora da aposporia apresentou sintenia com
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regides dos cromossomos 2 e 12 de O. sativa ( Pupilli et al., 2004). Resultados
semelhantes foram encontrados em P. simplex e P. malacophyllum em relacdo ao
cromossomo 12 (Pupilli et al., 2001; Pupilli et al., 2004). Ainda com O. sativa, 0s
apomiticos de P. squamulatum e C. ciliaris apresentaram um segmento especifico

da aposporia presente no cromossomo 11 de arroz (Gualtieri et al., 2006).
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5. CONCLUSOES

a) Quatro marcas avaliadas estdo ligadas a apomixia em P. maximum,
apresentando frequéncias de recombinacdo menores que 30% em relacdo ao locus
da apomixia. As quatro marcas aparecem ligadas na populacdo A e apenas duas
delas na populacgéo DE.

b) As marcas individuais ou em conjunto podem ser utilizados com alta
eficiéncia na selecdo dos hibridos apomiticos nas duas progénies.

c) A analise do germoplasma revela que esses marcadores podem ser
também validados em outras progénies, oriundas de diferentes parentais apomiticos
gue apresentem pelo menos uma marca, e de progénies sexuais sem as marcas.

d) Para uso em outras populacdes de P. maximum, esses marcadores devem

ser validados conforme foi realizado neste trabalho.
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