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VALIDACAO DO MARCADOR MOLECULAR p779/p780 PARA A SELECAO
PRECOCE EM Megathyrsus maximus

RESUMO - A espécie Megathyrsus maximus se reproduz de forma sexual e
assexual, sendo esta Ultima conhecida por apomixia, e técnicas especificas para
identificar o modo reprodutivo sdo necessarias para seu melhoramento genético. Os
objetivos deste estudo foram (i) verificar a coincidéncia entre a avaliacdo do modo de
reproducdo com o marcador e o método usual de andlise citoembriolégica em
diferentes cruzamentos e (ii) determinar a relagcdo entre o marcador e 0os caracteres
agrondmicos. Para compor este estudo, foram utilizados 50 hibridos selecionados em
diferentes cruzamentos para representar hibridos de diferentes origens e que passaram
pelo processo de selecdo e oito parentais. Além destes, foram usados também 208
hibridos para representar uma populacédo segregante nao selecionada. O total, portanto
foi de 262 hibridos, todos pertecentes ao programa de Melhoramento de Megathyrsus
maximus da Embrapa Gado de Corte. Os hibridos da populacdo segregante nao
selecionada foram avaliados em condicbes de campo para diversos caracteres
agronoémicos. A identificacdo do modo reprodutivo foi realizada por meio do marcador
SCAR p779/p780 e pela anaise citoembriélogica. Para estimar a associacdo do
marcador com os caracteres e indices multicaracteres, foi realizada a correlacdo de
Pearson entre BLUPs dos caracteres ou indices multicaracteres com os gendétipos do
marcador. A classificagdo do modo reprodutivo entre o uso marcador e da andlise
citoembridlogica foi altamente compativel, com uma média geral de eficiéncia de 92%.
A proporcdo entre os hibridos apomiticos e sexuais variou de 0:1 a 1:1 entre o0s
cruzamentos. N&o encontramos nenhuma diferenca geral entre os hibridos apomiticos
e sexuais para 0s caracteres agronémicos avaliadas. O marcador SCAR p779/p780
pode ser utilizado na selecéo assistida para o modo reprodutivo nos programas de
melhoramento de Megathyrsus maximus, pois apresenta coincidéncia elevada com o
método de analise citoembriolégica. O marcador e os caracteres de importancia
agrondmica segregam de maneira independente na espécie.

Pa}laeras-chaves: melhoramento genético, marcadores genéticos, plantas forrageiras,
selecdo



MOLECULAR MARKER VALIDATION p779/p780 FOR EARLY SELECTION IN
Megathyrsus maximus

ABSTRACT — The Megathyrsus maximus species reproduces in a sexual and
asexual way, the latter being known as apomixis, and specific techniques to identify the
reproductive mode are necessary for its genetic improvement. The objectives of this
study were (i) to verify the coincidence between the evaluation of the reproduction mode
with the marker and the usual method of cytoembriological analysis in different crosses
and (ii) to determine the relationship between the marker and the agronomic traits. To
compose this study, 50 hybrids selected from different crosses were used to represent
hybrids from different origins and that went through the selection process and eight
parents. In addition, 208 hybrids were also used to represent an unselected segregating
population. The total, therefore, was 262 hybrids, all belonging to the Embrapa Gado de
Corte Breeding Program for Megathyrsus maximus. The hybrids of the unselected
segregating population were evaluated under field conditions for several agronomic
traits. The identification of the reproductive mode was performed using the SCAR
marker p779 / p780 and cytoembryological analysis. To estimate the association of the
marker with the traits and multi- traits indexes, Pearson's correlation between BLUPs of
the characters or multi-character indexes with the marker genotypes was performed.
The classification of the reproductive mode between marker use and cytoembryological
analysis was highly compatible, with an overall average efficiency of 92%. The ratio
between apomitic and sexual hybrids varied from 0: 1 to 1. 1 between crosses. We did
not find any general difference between apomitic and sexual hybrids for the evaluated
agronomic traits. The SCAR marker p779 / p780 can be used in assisted selection for
the reproductive mode in breeding programs of Megathyrsus maximus, as it is highly
coincident with the cytoembriological analysis method. The marker and the traits of
agronomic importance segregate independently in the species.

Keywords: genetic breeding, marker genetic, forage plant, selection



1. INTRODUCAO

A espécie Megathyrsus maximus (Jacq.) B.K.Simon & S.W.L Jacobs (sin.
Panicum maximum Jacq.) se reproduz assexuadamente, por meio de um processo
denominado apomixia (Warmke, 1954), com raras formas sexuais encontradas no
centro de diversidade (Chaume, 1985). Os gendtipos apomiticos de M. maximus sao
tetraploides (2n=4x=32) e o0s sexuais sao dipléides (2n=16). Assim, para que fosse
possivel o cruzamento entre os diferentes genoétipos, plantas sexuais tiveram a
duplicacdo de seus cromossomos com colchicina. Dessa forma, as plantas sexuais
tetraploidizadas recebem o poélen das plantas apomiticas permitindo a geracdo de
variabilidade (Savidan, 1982). A heranca do modo de reproducdo na espécie é
considerada monogénica, podendo ser um ou mais genes envolvidos na manifestacao
deste carater, sendo que o alelo que condiciona a apomixia € dominante. Assim, a
progénie gerada, a partir de um cruzamento entre um genitor sexual feminino (aaaa) e
um doador de pélen apomitico (Aaaa), segregue para o modo reprodutivo na razdo de
1:1 (Savidan, 1982).

Uma das grandes limitagbes nas etapas iniciais de desenvolvimento de novas
cultivares em um programa de melhoramento de M. maximus é a confirmagdo do modo
reprodutivo, com a identificacdo eficiente e confiavel das plantas apomiticas e sexuais,
pois somente os hibridos apomiticos séo liberados no mercado como cultivares. A
avaliacdo da morfologia dos sacos embrionarios com o0 uso de técnicas
citoembrioldgicas com clarificacdo de 6vulos e analise em microscopia de interferéncia
de contraste (Young et al.,1979) tem sido a principal estratégia para detec¢cdo do modo
de reproducdo no programa de melhoramento de M. maximus, sendo uma técnica
eficiente e segura, porém é demorada, exige treinamento e experiéncia para a
interpretacdo dos resultados. Além disso, s6 pode ser realizada no florescimento, pois
requer a coleta de flores, exigindo que a planta seja adulta, o que restringe o nimero de
plantas a serem avaliadas. Desta forma, existe a necessidade de um método que

permita a avaliagdo precoce do modo de reproducdo dos hibridos gerados nos



programas de melhoramento.

Neste sentido, estudos para identificacdo e/ou validacdo de marcadores
genéticos ligados a apomixia podem proporcionar a realizacdo de selecdo assistida,
proporcionando a selecédo precoce de individuos apomiticos com base na presenca dos
marcadores moleculares, sem a necessidade de se avaliar o fenétipo adulto. Além de
serem faceis de utilizar, os marcadores moleculares fornecem resultados rpidos e
apenas as mudas identificadas como apomiticas serdo avaliadas em condi¢des de
campo nas proximas fases de desenvolvimento da cultivar, gerando uma reducédo no
tempo e nos custos do programa de melhoramento.

Dentre os marcadores moleculares ligados ao modo de reproducéo em espécies
apomiticas, 0 SCAR p779/p780 (do inglés, Sequence Characterized Amplified Region),
originalmente desenvolvido para Pennisetum squamulatum, mostrou-se amplamente Util
para o diagnéstico do modo de reproducdo em Brachiaria spp. e Cenchrus ciliares
(Akiyama et al., 2011;Worthington et al., 2016). Em seus estudos, Worthington et al.
(2016) verificaram que o marcador SCAR também foi preditivo para a apomixia em M.
maximus, porém, concluiram que mais pesquisas deveriam ser conduzidas para
confirmar se o p779/p780 € diagnostico para a espécie, 0 que nos instigou ao
desenvolvimento desse trabalho.

Para a aplicacdo no melhoramento de M. maximus, o marcador p779/p780 deve
ser validado em cruzamentos e fases do programa de melhoramento para avaliar a
eficiéncia do uso deste na selecédo assistida para o modo de reproducédo na espécie.
Desta forma, os objetivos deste estudo foram (i) verificar a coincidéncia entre a
avaliacdo do modo de reproducdo com o marcador SCAR p779/p780 e a andlise
citoembrioldgica em diferentes cruzamentos entre plantas sexuais e apomiticas em M.
maximus e (i) determinar a relacdo entre o marcador SCAR e o0s caracteres

agrondémicos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia da espécie Megathyrsus maximus



As pastagens brasileiras s&o classificadas como monoculturas extensas, por
serem produzidas em larga escala. A diversificacdo das pastagens é uma forma de
mitigar os problemas causados pelo monocultivo. O melhoramento genético de
forrageiras tropicais e o lancamento de novas cultivares surgem como alternativas para
a diversificagdo das pastagens brasileiras (do Valle et al., 2009). Entre as forrageiras
tropicais, M. maximus (Panicum maximum), popularmente denominada Capim-coloniao,
destaca-se como uma das principais no mercado, conhecida mundialmente para
alimentacéo animal.

A espécie M. maximuns é de origem africana (Africa do Leste), mais
especificamente das regides do Quénia e da Tanzania. Pertence a familia Poaceae
(Gramineae), subfamilia Panicoideae, tribo Panicea (Combes e Pernés, 1970). O
namero basico de cromossomos é x = 8, sendo que predominam, nas populacdes
naturais, plantas tetrapléides (2n = 4x = 32), seguidas das dipldides (2n = 2x = 16).
Desempenha importante papel no crescimento do agronegdcio da pecuaria brasileira,
por ser uma espécie forrageira produtiva, de alta qualidade e com grande capacidade
de adaptacao a varios tipos de clima e solos (Jank et al., 2008).

As cultivares de M. maximus, juntamente com as cultivares de Brachiaria
brizantha, B. decumbens, B. ruziziensis e B. humidicola respondem pela quase
totalidade das areas de pastagens e por 97,3% das sementes de forrageiras
comercializadas no Brasil (Jank et al., 2014).

O melhoramento genético de M. maximus é coordenado no pais principalmente
pela Embrapa Gado de Corte. O germoplasma foi introduzido no Brasil, em 1982, por
meio de um convénio entre a Embrapa e o institut Francais de Recherche Scientifique
pour le Développement en Coopération (ORSTOM), atualmente IRD (institut de
recherche pour le développement) (Savidan et al., 1989), considerado o mais amplo e
expressivo germoplasma ja coletado. A colecdo foi caracterizada e avaliada, o que
demonstrou grande variabilidade genética (Jank, 1995). A partir da avaliacéo e selecéo
dos acessos do banco de germoplasma nas condi¢cdes de bovinocultura brasileira,
foram obtidas algumas cultivares, como: Tanzania (1990), Mombaca (1993), Massai
(2000) e a BRS Zuri (2014) (Jank et al., 2014).



A fim de aumentar a variabilidade dos gendétipos disponiveis ao melhoramento e
aumentar a eficiéncia na obtencdo de gendtipos promissores, o0 programa de
melhoramento genético de M. maximus focou também em métodos de hibridacéo.
Neste caso, sdo gerados hibridos por meio de cruzamentos entre plantas sexuais X
apomiticas, os hibridos apomiticos podem ser fixados na primeira geracdo de
cruzamento entre plantas sexuais x apomiticas em funcdo da heranca monogénica do
modo de reproducdo (Savidan, 1983). Ja os hibridos sexuais, pelo processo de
producdo dos gametas, sdo utilizados para cruzamentos dentro do programa de
melhoramento. Portanto, apenas os genétipos apomiticos sdo liberados no mercado
como cultivares, garantindo assim a uniformidade das pastagens.

Por meio do método de hibridacdo, os primeiros hibridos foram avaliados e
selecionados. Os apomiticos promissores seguiram todo o processo de selecdao de
cultivares da Embrapa, que deram origem a duas cultivares, denominadas BRS Tamani
(2015) e BRS Quénia (Jank et al., 2017).

2.2 Modo de Reproducao em Megathyrsus maximus

A espécie M. maximus se reproduz de forma sexual e assexual, sendo esta
altima conhecida por apomixia. O termo apomixia no seu sentido mais amplo significa
"longe do ato da mistura”, pois apo quer dizer "longe de "e mixia, "mistura” (Asker e
Jerling, 1992). E um fendmeno comum em 15% das angiospermas, sendo que 75% das
espécies apomiticas estdo nas familias Gramineae (Poacea), Astereaceae e Rosaceae
(Kumar e Saxena, 2016; Dall’Agnol; Schifino-Wittmann, 2005).

Nas populacdes naturais, tém-se tetrapldides apomiticos e dipléides sexuais,
porém a apomixia ndo € relatada no nivel dipléide (Savidan, 2000). A apomixia, nesta
espécie, é do tipo aposporica, seguida de uma partenogénese (Savidan, 1982). Por
divisGes mitbticas, as células somaticas do 6vulo ddo origem a um saco embrionario
nao reduzido, que se desenvolve de uma célula nucelar somatica adjacente (por
apomeiose), que, por sua vez, desenvolve-se em um embrido viavel sem fertilizacao

(partenogénese), a partir de divisbes mitdticas da oosfera, com posterior



desenvolvimento para constituir a semente (Dall’agnol e Schifino-Wittmann, 2005;
Barcaccia e Albertini, 2013; Hand e Koltunow, 2014). A aposporia é uma forma comum
de apomixia encontrada no género Megathyrsus e, também, nos géneros Brachiaria,
Pennisetum e Paspalum.

Segundo Koltunow (1993), o processo apomitico mimetiza muitos dos eventos da
reproducao sexual e da origem a sementes férteis. Ha uma importante diferenca entre o
embrido apomitico e o zigdético que € o fato de que o primeiro € derivado somente das
células do tecido materno enquanto o segundo é derivado da fusdo de um gameta
masculino com um feminino

Os genotipos apomiticos de M. maximus sdo tetrapléides (2n=4x=32) e o0s
sexuais sao dipldides (2n=16). Assim, para que fosse possivel o cruzamento entre 0s
diferentes genotipos, plantas sexuais tiveram a duplicacdo de seus cromossomos com
colchicina. Dessa forma, as plantas sexuais tetraploidizadas recebem o poélen das
plantas apomiticas permitindo a geracao de variabilidade (Savidan, 1982).

A heranca da apomixia é considerada monogénica, podendo ser um ou mais
genes envolvidos na manifestacdo dessa caracteristica, sendo que o alelo que
condiciona a apomixia € dominante. Assim, a progénie gerada a partir de um
cruzamento entre um genitor sexual feminino (aaaa) e um doador de pélen apomitico
(Aaaa) segregue para o0 modo reprodutivo na razdo de 1:1 (SAVIDAN, 1982).
Subsequentes estudos, em outras espécies das familias Ranunculaceae, Poaceae e
Compositae também tém obtido resultados concordantes com este modelo genético de
heranca, em que 0s genes responsaveis pela apomixia podem estar localizados na
regido genbmica especifica da aposporia (Grossniklaus et al., 2001).

A apomixia € controlada por genes com heranca simples, apresenta dominancia,
expressdo obrigatoria, possui estabilidade ambiental e formagdo normal do embrido e
endosperma (Hanna e Bashaw 1987; Hand e Koltunow, 2014). O melhor entendimento
do seu mecanismo genetico ira proporcionar avan¢cos no melhoramento genético de
espécies apomiticas, principalmente nas gramineas que necessitam do
desenvolvimento de novas cultivares, como M. maximus, a fim de promover aumento da

diversificacao e produtividade das pastagens.



2.3 Modo de Reproducao e Melhoramento de Megathyrsus maximus

A apomixia é uma caracteristica importante a ser explorada para fins de
melhoramento de plantas, permitindo a fixagdo de combinacdes genotipicas superiores,
por meio da clonagem via sementes, garantindo a uniformidade almejada pelos
produtores (Cruz et al., 1998). Desta forma, as cultivares de M. maximus lancadas no
mercado sao clones apomiticos, sendo 0s genotipos superiores sexuais utilizados como
genitores em cruzamentos (Jank et al., 2008).

Segundo Kumar e Saxena (2016), a apomixia possui grande potencial para ser
aplicada na agricultura particularmente na producdo de sementes hibridas para a
manutencdo do vigor hibrido ao longo das geracfes. Este modo de reproducédo pode
ser uma ferramenta importante para o melhorista. A utilizacdo da reproducéo por
apomixia € altamente desejavel na agricultura, podendo trazer um grande impacto na
producdo agricola, reduzindo o custo e o tempo de reproducdo, e evitando
complicacBes tipicas da reproducdo sexual (Barcaccia e Albertini, 2013). De uma
perspectiva de melhoramento de plantas, a apomixia fornece um mecanismo Unico para
desenvolver cultivares superiores e preserva-los indefinidamente. Portanto, a anélise de
sua heranca € de grande interesse nesta espécie.

Por apresentar reproducéo assexual, a presenca de genotipos com reproducao
sexual no programa de melhoramento dessa espécie é fundamental, uma vez que, para
gue ocorra 0 cruzamento, é necessario um genitor sexual feminino (dipléide geralmente
poliploidizado) polinizado por um genitor tetraploide apomitico masculino. O método
mais eficiente € o de blocos de cruzamento no campo, no qual uma planta sexual
portadora de algum carater de interesse é plantada no meio de uma area do acesso
apomitico, para que seja polinizada pelo vento, com o podlen das plantas vizinhas
apomiticas (Savidan, 1982). Uma vez que elas estdo disponiveis, as espécies
apomiticas sdo consideradas as ideais sob o ponto de vista do melhoramento, pois sua
hibridacdo com plantas sexuais oferece a oportunidade de produzir novas combinacgdes
génicas e permanentemente fixar uma progénie heterozigota para imediata avaliacao

como candidatos a cultivares que apresentam a conveniéncia da propagacdo por



semente (Savidan et al., 1989).

2.4 Técnicas de Identificacdo do Modo de Reproducéo

Apoés o cruzamento ocorre a analise da progénie F; para determinar o modo de
reproducdo do hibrido gerado. A progénie ira segregar em sexuais e apomiticas. Se o
carater desejado se encontrar na progénie apomitica, ele estard fixado, e as plantas
com as caracteres desejados podem ser langadas como novas cultivares ou podem ser
utilizadas em novos cruzamentos e ciclos de selecao.

Segundo Valle et al. (2004), as técnicas empregadas no estudo da identificacao
do modo reprodutivo variam de acordo com o género ou a espécie estudada. Podem
compreender: 1) testes de progénie, 2) analise citoembriolégica e 3) métodos

moleculares.

2.4.1 Teste de Progénie

Os testes de progénie podem fornecer informacdes sobre o modo de reproducao
de uma espécie, determinando a ocorréncia de reproducdo sexual, parcialmente sexual
(facultativa) ou assexual (Bashaw, 1980). Essa anélise baseia-se na ocorréncia ou nao
de segregacdo génica entre os individuos irmados (Gauer e Cavalli-Molina, 2000;
Carneiro e Dusi, 2002) plantando-se fileiras dos descendentes e observando se estes
segregam fenotipicamente, indicando comportamento sexual da mae; caso contrario,
indica comportamento assexual, isto €, apomixia ocorrendo na planta méae.

Entretanto, esta técnica demanda a presenca de um numero populacional
elevado e o tempo necesséario para um ciclo de crescimento completo. O uso desse
teste implica em montar campos de observacdo com ao menos 20 plantas por genitor e
esperar 0 pleno crescimento e, se necessario, o florescimento da progénie para
classificad-la em segregante ou nao, j4 que as vezes € mais facil verificar segregacéo
observando-se as inflorescéncias. O procedimento ainda pode sofrer fortes efeitos
ambientais, gerando duvidas sobre a expressao fenotipica das plantas na parcela (Silva
et al., 2005).



2.4.2 Andlise Citoembrioldgica

A técnica citoembriolégica de estudo da estrutura do conjunto de évulos consiste
basicamente na coleta das flores em antese, extracdo dos ovulos, sua clarificagdo com
salicilato de metila e posterior analise por microscopia de contraste de interferéncia.
Esse € um dos métodos mais classicos e seguros (Gauer e Cavalli-Molina, 2000;
Carneiro e Dusi, 2002).

No entanto, esta técnica demanda muito tempo de preparo de amostras e sO
pode ser realizada na fase reprodutiva da planta, além da andlise microscopica ser de
dificil interpretagcéo e s6 poder ser realizada por pessoas devidamente treinadas (Silva
et al., 2005). O uso de técnicas citoembrioldgicas para o estudo da estrutura do 6vulo
usando microscopia € muito laborioso para ser empregado como andlise em larga
escala. Desta forma existe a necessidade de um método que permita a avaliagdo
precoce dos hibridos gerados nos programas de melhoramento.

2.4.3 Marcadores Moleculares

Os marcadores moleculares surgiram com o desenvolvimento da tecnologia de
biologia molecular e podem ser usados para estudar a variacdo genética entre
individuos e detectar a presenca da apomixia no nivel de DNA. Esse método oferece
vantagem de ser rapido, facil de usar e preciso (Bhat et al., 2005).

Marcadores moleculares constituem um conjunto de técnicas para detectar
variacdes gendmicas, aumentando assim a capacidade de analise genética em plantas.
Eles sdo sequéncias de DNA derivadas de genes expressos, (Ccomo isoenzimas), mas
esses marcadores também podem estar relacionados a regibes ndo expressas do
genoma. Além disso, quando se descobre que o seu comportamento esta de acordo
com as leis basicas da heranca mendeliana, os marcadores moleculares também
podem ser chamados de marcadores genéticos (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

As principais vantagens do uso de marcadores moleculares séo i) obtencdo de

um numero praticamente ilimitado de polimorfismos genéticos, Il) baixa influéncia de



variacbes ambientais, e iii) utilizacdo em qualquer estddio de desenvolvimento da
planta. Além desses aspectos, quando o0s marcadores sdo codominantes ha
possibilidade de gerar maior informacdo por marcador polimérfico, o que os tornam
adequados para diversos tipos de analise genética, incluindo estudos relativos a
divergéncia e diversidade genética, construcdo de mapas de ligacdo, testes de
paternidade e selecao assistida por marcadores (Faleiro, 2007).

Existe o interesse em se localizar o loco relacionado a apomixia. Mapas
genéticos de locos apomiticos tém sido obtidos em varias espécies por analises com
marcadores genéticos de populagcbes derivadas de cruzamentos entre plantas sexuais
e apomiticas (Ozias-Akins et al., 1998; Dwivedi et al., 2007; Zorzatto et al., 2010;
Bitencourt, et al., 2012; Kumar, et al., 2017; Deo et al., 2020). O primeiro relato de co-
segregacdo de apomixia apospoérica e marcadores moleculares foi em Pennisetum.
Dois marcadores foram encontrados: um RFLP e um RAPD ligados a aposporia (Ozias-
Akins et al., 1993). Bluma-Marques et al. (2014) verificaram com a utilizacdo de RAPD
gue o marcador estava 8.63 cM de distancia do apo-locus, em M. maximus.

Alternativamente, marcadores moleculares SCAR (do inglés, Sequence
Characterized Amplified Region) tém sido utilizados com éxito na identificacdo da
apomixia em plantas, diferentemente do marcador RAPD, o SCAR possui maior
reprodutibilidade e, em alguns casos, pode ser de natureza co-dominante.
Desenvolvido pela primeira vez na década de 90 (Paran e Michelmore, 1993), é um tipo
de marcador genético-molecular amplificado com primers especificos, desenvolvidos
com base em sequéncias ja caracterizadas. Muitos desses marcadores sao
desenvolvidos a partir da conversao de marcadores RAPD (Faleiro, 2007). Apés a
selecdo da marca RAPD, o fragmento é clonado e sequenciado, e € sintetizado um par
de oligonucleotideos (15 a 30 pares de bases) que é utilizado para amplificar as regibes
especificas do DNA gendmico (Faleiro, 2007). Desta forma, o polimorfismo pode ser
detectado diretamente pela presenca ou auséncia da banda, apds migracdo por
eletroforese em substrato especifico (agarose ou acrilamida).

O marcador SCAR, potencialmente ligado ao gene da apomixia foi previamente

desenvolvido para a espécie apomitica Pennisetum squamulatum por Akiyama et al.
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(2011) em trabalhos de pesquisa conduzidos na Universidade da Georgia, a partir de
sequéncias de 4 e 7 exons do gene ASGR-BBML (regido genbmica aposporica
especifica Baby Boom Like) e amplifica uma regido incluindo trés introns de 95 pb, 266
pb e 154 pb (Akiyama et al., 2011). Posteriormente, mostrou-se um amplo diagndstico
para apomixia em Brachiaria spp. (Worthington et al., 2016). Worthington et al. (2016)
utilizaram 6 tipos de marcadores para ASGR e analisaram o modo de reproducao em
M. maximus e em 4 cultivares hibridas de Brachiaria (B brizantha, B. decumbens, B
ruziziensis e B. humidicola) do programa de recursos genéticos do CIAT (Centro

Internacional de Agricultura Tropical).

2.5 Selecdo assistida por marcadores moleculares para o Modo de Reproducao
em Forrageiras

2.5.1 ldentificacdo de marcadores

A utilizagdo de marcadores moleculares fortemente associados ao gene da
apomixia em programas de selecdo assistida por marcadores moleculares (SAM)
representa, sem duvidas, um recurso valioso para o desenvolvimento de novas
cultivares de M. maximus. A busca de marcadores moleculares ligados ao traco da
aposporia pode ser realizada pela metodologia de andlise de bulk segregante (BSA)
proposta por Michelmore et al. (1991). Esta metodologia consiste na analise de um
conjunto equimolar de DNA (bulks) que contém a mesma caracteristica, ou seja, o
mesmo modo reprodutivo. Outra metodologia de grande interesse para a associacao
entre a apomixia e uma determinada regido génica € a SAM. Segundo Cavalcanti
(2009) a metodologia de SAM consiste em integrar a genética molecular com a selegao
fenotipica, por meio da procura de alelos desejaveis indiretamente por meio do uso de
marcadores ligados a uma dada caracteristica (no caso ligagdo com o modo de
reproducdo). Assim, quanto mais préximo o marcador encontra-se do gene, mais
eficiente sera o processo.

A selecéo para o modo de reprodugao assistida por marcadores moleculares
pode eliminar certos aspectos indesejaveis da sele¢do fenotipica, melhorando a

eficiéncia do processo. Com 0s avangos na caracterizacdo de novos marcadores e das
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técnicas em biologia molecular, que possibilitaram o avanco das pesquisas em larga
escala, os marcadores tém sido cada vez mais incorporados em programas de
melhoramento como geradores de informacdes valiosas aos melhoristas, tais como a
identificacdo e distincdo de gendtipos, avaliacdo da variabilidade genética de uma
populacdo, e a aceleracdo do langamento de novos genoétipos no mercado (Borém e
Caixeta, 2004).

2.5.2 Validagao e Uso de Marcadores

A selecéo assistida por marcador (SAM) é uma técnica eficiente para minimizar o
tempo e o trabalho em em um programa de melhoramento que envolve caracteres de
dificil avaliagdo, como o modo de reproducdo em espécies apomiticas. Algumas das
condi¢bes para SAM incluem (i) heranca genética simples da caracteristica sob sele¢éo
e (ii) disponibilidade de marcadores intimamente ligados a caracteristica (Albertini et al.,
2001). Os dados disponiveis sobre o modo de reproducdo por apomixia indicam
controle genético simples ndo apenas em M. maximus (Savidan, 1983), mas também
em Pennisetum squamulatum (Gustine et al., 1997), Cenchrus ciliaris (Goel et al., 2003;
Yadav et al., 2012), Poa pratensis (Barcaccia et al., 1998), Tripsacum dactyloides
(Leblanc et al., 1995), Paspalum notatum (Martinez et al., 2003) e Brachiaria
decumbens (Pessino et al.,, 1997). A analise molecular mostra que apenas alguns
genes dominantes sdo necessarios para a transmissao genética da apomixia (Yadav et
al., 2012).

Em estudos com a espécie C. ciliaris utilizando cinco marcadores SCAR (quatro
especificos para apomixia e um marcador sexual SCAR) a selecdo assistida
de hibridos F; resultou na identificagdo de 10 hibridos (de 34 progénies) como
apomiticas. E a selegdo com marcador sexual SCAR, seguido da analise do saco
embrionario, confirmou que os 24 hibridos restantes eram facultativos (Kumar et al.,
2017). Nesse mesmo estudo, o uso de mais de um marcador rendeu fidelidade
suficiente a SAM para selecionar individuos apomiticos. Na verdade, a auséncia do

proprio marcador SCAR sexual indicava o modo apomitico de reproducdo na planta,



12

mas a amplificacdo com marcadores SCAR especificos para apomixia confirmou o
resultado. Marcadores moleculares ligados ao modo de reproducdo seriam muito Uteis
para a selecdo da populacdo segregante, mapeamento de genes responsaveis pelo
modo de reproducdo e sua caracterizacdo por meio de abordagem genética (Kumar,
2014). Seu uso é particularmente importante quando o fendtipo selecionavel se
manifesta no final do ciclo de vida da planta (Albertini et al., 2001).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material genético

Os hibridos utilizados neste estudo originaram-se de cruzamentos biparentais
entre cinco gendtipos inteiramente sexuais (S-1, S-2, S-3, S-4 e S-5) e trés gendtipos
apomiticos (AP-1, AP-2 e AP-3) de M. maximus, pertencentes ao Programa de
Melhoramento da Embrapa Gado de Corte. Os cruzamentos foram realizados na
Estacdo Experimental da Embrapa Gado de Corte, Campo Grande, MS, em 2013, em
blocos de 150 m? de cada parental apomitico, em que cada planta sexual foi plantada
dentro de dois sub-blocos de 25 m? do parental apomitico, para garantir o cruzamento

exclusivo entre eles (Savidan, 1982)(Figura 1).

Figura 1. Esquema ilustrando bloco de cruzamento de Megathyrsus maximus,
considerando um parental sexual, cercado pelo parental apomitico.
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A partir de novembro de 2014, hibridos obtidos dos diferentes cruzamentos
foram avaliados visualmente a campo e selecionados com base no vigor, mérito da
planta, resisténcia a viroses e manchas foliares, e rebrota ap0s eventuais cortes. Para
compor este estudo, foram utilizados 50 hibridos selecionados nos diferentes
cruzamentos (incluindo quatro hibridos do C1) para representar hibridos de diferentes
origens e que passaram pelo processo seletivo descrito e oito parentais. Além destes,
foram usados também 208 hibridos do cruzamento S-1 x AP1 (Cl), para representar
uma populacdo segregante ndo selecionada. O total, portanto foi de 262 hibridos. Para
o estudo do marcador molecular (item 3.2) foram utilizados 262 hibridos. Para a andlise
citoembrioldgica (item 3.3), 102 hibridos e para o estudo dos caracteres agrondmicos
(tem 3.4), foram utilizados 208 hibridos, todos pertencentes ao Programa de

melhoramento da espécie M. maximus da Embrapa Gado de Corte (Tabela 1).

Tabela 1. Parentais e numero de hibridos obtidos por cruzamento de Megathyrsus
maximus.

Origem Nome N° de Hibridos
Sexual S 5
Apomitico AP 3
S-1 x AP1 Ci1 208
S-1 x AP2 C2 8
S-1 x AP3 C3 11
S-2 x AP1 C4 10
S-2 x AP2 C5 9
S-3 x AP2 C6 3
S-4 x AP2 C7 4
S-5 x AP2 Cc8 1
Total 262

AP: parentais apomiticos; par S: parentais sexuais.

3.2 Anélises com marcador SCAR p779/p780

O DNA gendmico de folhas jovens dos 262 hibridos de M. maximus foi extraido
usando o protocolo descrito por Bonato et al. (2002) (Figura 2). Nesta metodologia
utiliza-se CTAB 2% (brometo de cetiltrimetilamoénio - CTAB, 1,4 M de NaCl, 0,2 M de
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EDTA, 1% de PVP, 0,1 M de Tris-HCI pH 8, acrescido de 2% de -mercaptoetanol) a
partir de 300 mg de tecido fresco. Apos extracdo, o DNA foi quantificado em
espectrofotometro a 260 nm, tendo a pureza avaliada pela razdo de leitura nos
comprimentos de onda de 260/280 nm, e sua qualidade e concentracdo verificada em
gel de agarose 0,8% com o uso do DNA fago A como padréo em concentragdes de 30 a
300 ng.

A analises de PCR foram realizadas utilizando os primers SCAR p779/p780 (5’
TATGTCACGACAAGAATATG; 3 TGTAACCATAACTCTCAGCT), descrito como
completamente ligados a aposporia em B. decumbens (Worthington et al., 2016), em
um volume final de 15 pL, contendo 2 ng/puL de DNA gendmico; 1x Tampéao de PCR,;
1,5 mM MgCly; 0,125 mM dNTP; 0,5 uM Primers Forward e Reverse; 0,5 U* Taq DNA
polimerase e agua Milli-Q estéril.

As amplificacbes foram realizadas nos termocicladores 9600 e 9700 (Applied
Biosystems) com as seguintes condi¢des: um ciclo de 94°C por 5 minutos; trinta e cinco
ciclos de 94°C por 30 segundos, 57°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto e
terminando com um ciclo de 72°C por 10 minutos. Apés a PCR, os produtos
amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% (1,5 g de
agarose; 100 ml TBE 1X - 93 mM de Tris, 89 mM de &cido bérico e 2 mM de EDTA),
visualizados em luz UV no Gel Doc XR+ Bio Rad e, posteriormente, analisadas. A
presenca da banda indicou que o individuo era apomitico e a auséncia era sexual. Para

controle positivo e negativo foram utilizados genitores do programa de melhoramento.



Figura 2. Esquema representativo da técnica do marcador molecular ligado a
apomixia em hibridos de Megathyrsus maximus. Legenda: a) hibridos de P.
maximum em campo experimental, b) folhas a serem maceradas em moinho
para extracdo de DNA, c) rompimento das membranas celulares com CTAB, d)
lavagem do DNA com CIA, e) precipitacdo do DNA com isopropanol gelado f)
lavagem do DNA em etanol 100%, g) pellet de DNA no fundo do microtubo, h)
amostras de DNA de P. maximum acondicionadas e identificadas em rack.
Quantificagéo i) em espectrofotdbmetro Nanodrop, j) gel de agarose 0,8%. PCR:
k) amplificacbes em termociclador (Applied Biosystems), i) eletroforese em gel
de agarose 1,5%, m) visualizagdo em luz UV no Gel Doc XR+ Bio Rad n)
bandas. Fonte: autora.

15
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3.3 Anélises citoembrioldgicas

Para comparagdo com a andlise molecular, realizou-se a analise de sacos
embrionarios por microscopia nos oito parentais e em 94 hibridos dos diferentes
cruzamentos (Figura 3). Para isso, foram coletados entre 40 a 60 flores em estagio de
antese apresentando estigmas turgidos e visiveis, e as flores dissecadas foram fixadas
em solucdo de FAA na proporcdo 40:14:3:3 (Formalina 40%:Agua destilada:Alcool
etilico 95%:Acido acético glacial) por 24 horas em temperatura ambiente (Raposo et al.,
2019).

Apbs esse periodo, o fixador foi substituido por alcool etilico 70% (v/v) e as flores
foram armazenadas a 4°C até a extracdo dos 6vulos. Em seguida, os évulos extraidos
foram clarificados seguindo o protocolo proposto por Young et al. (1979). Os 6vulos
clarificados foram armazenados sob refrigeracdo a 4°C em salicilato de metila (100%)
até a montagem das laminas para analises.

Para as analises, 30 6vulos de cada gendétipo foram dispostos em laminas e
mantidos umidificados em salicilato de metila. Cada lamina continha trés fileiras com 10
ovulos, os quais foram analisados para determinar o modo de reproducéo utilizando-se
um microscépio com contraste diferencial de interferéncia (DIC — differential interference
contrast). Ovulos com um Unico saco meiético contendo célula ovo, uma célula central
binucleada e células antipodas no polo chalazal foram caracterizados como meiéticos,
enquanto O6vulos com sacos embrionarios Unico ou multiplos, com célula ovo, uma
célula central com dois nacleos e nenhuma célula antipoda foram classificados como
aposporicos (Nakagawa, 1990). Além da classificacdo dos 6évulos meidticos ou
aposporicos, foram observados também, évulos estéreis (E), em que ndo ocorreu a
meiose no saco embrionario (SE), atrofiados (AT), em que o desenvolvimento do SE foi
estacionado, e 6vulos anormais (AN), quando as estruturas internas do SE estdo
distorcidas ou em formato tumoroso. Sacos embrionarios sem a presenca de nucleos
ou antipodas, ou estruturas que nado permitam sua classificacdo sdo denominados
como indefinidos ou duvidosos. Pode ainda acontecer de ter um saco meidtico bem

localizado na micrépila, mas rodeado de outros sacos aposporicos e para esses
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anotou-se: S+Sm, ou S+A se foi um Unico saco apospoérico associado ao meiotico. Se o
Sm ou A estivessem na micropila e o meidtico mais para a regido da chalaza, a
anotacdo foi: Sm+S ou A+S (Raposo et al., 2019). Na andlise dos 30 Ovulos, a
presenca de todos 0s sacos meioticos classificou a planta em sexual, e a presenca de

um ou mais sacos aposporicos simples ou multiplos, indicou apomixia.
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Figura 3. Esquema representativo da utilizacdo da técnica citoembridlogica de 6vulos
clarificados nos hibridos de Megathyrsus maximus. Legenda: a) Coleta de espiguetas
em campo, b) espiguetas fixadas em solucdo FAA durante 24 horas, c) alcool etilico
70%, d) extracao dos Ovulos em estereoscopio binocular e) évulo clarificado com
salicilato de metila, f) armazenamento em salicilato de metila (100%) g) Montagem de
lamina para andlises dos Ovulos clarificados (Raposo et al. 2019). h) Esquema de
sacos embrionarios h.a) saco embrionario tipo Panicum, h.b) saco embrionario tipo
Polygonum. Si — sinérgides Oo — oosfera, Np — nucleo polar; Ant — antipoda, Mi —
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microépila, PC — polo chalazal. (adaptado de Araujo et al., 2004).

Para verificar a coincidéncia da determinagdo do modo de reproducdo entre a
andalise molecular e citoembrioldgica, os resultados obtidos a partir da genotipagem e
fenotipagem dos 6vulos dos parentais e dos hibridos dos diferentes cruzamentos que
foram avaliados pelas duas técnicas, foram relacionados por meio da porcentagem de

coincidéncia (%C):

Ncoin

%C = NT

x100

Em que: Ncoin é o numero de coincidéncia entre as analises citoembrioldgicas e
moleculares, ou seja, os individuos que apresentaram mesmo sistema reprodutivo pelos

dois métodos avaliados; NT é o numero total de individuos analisados.

3.4 AvaliagOes dos caracteres agrondomicos do cruzamento C1

Os 208 hibridos de C1 foram submetidos a avaliagbes agrondmicas na Estacao
Experimental da Embrapa Gado de Corte (20°25’ de longitude, 54°40’ de latitude e
altitude 565 m). Os hibridos foram avaliados em plantas individuais no delineamento de
blocos aumentados com cinco blocos, 208 hibridos considerados como tratamentos
regulares e as testemunhas S-1, APO-1 e a cv. Mombacga como tratamentos comuns. O
espacamento entre plantas foi de 1,5 x 1,5 m.

As avaliacbes foram realizadas durante quatro cortes, no periodo da seca de
2019 (1°corte 24/10/2019) e no periodo das aguas 2019/2020 (2°-06/12/2019, 3°-
10/01/2020, 4°-13/02/2020). Antes dos cortes avaliou-se a altura do dossel, medida da
base da planta até a altura média do dossel (cm); a severidade do Johnsongrass
mosaico virus (JGMV) foi avaliada por meio de notas que variaram de 1 a 5 (1 = plantas
sem sintomas aparentes, parecendo sadias, sem descoloracdo, deformacéo de tecidos
ou nanismo e 5 = todos os sintomas muito fortes com necrose e morte da planta em
estagios mais avancados) (Fernandes et al., 2011); e durante os cortes, o material
verde de cada parcela foi pesado a campo com o auxilio de um dinamdmetro analdgico

para determinacdo do peso da matéria verde total (PMVT) (kg.planta™).
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Amostras de aproximadamente 300 g de cada uma das parcelas, em cada corte,
foram obtidas para separacao morfologica em laminas foliares, bainha+colmo e material
morto, e levadas a estufa com ventilacao forcada a 65°C por 72 horas para a secagem
até peso constante. A producdo de matéria seca de folhas (PMSF), matéria seca de
colmo+bainha (PMSC) e do material morto (PSMM) foram calculadas e convertidas em
kg.planta™. A producdo de matéria seca total correspondeu ao somatério dos seus
componentes (PMST=PMSF+PMSC+PSMM). A porcentagem de folhas foi calculada
como [PMSF/ (PMSF+PMSC)] x 100.

As densidades volumétricas de folhas (DVF) e total (DVT) foram calculadas pela
razdo entre PMSF e PMST com a altura do dossel em kg/cm.planta™, respectivamente.
A éarea da touceira foi estimada como 1T (d/2)2, em que d é a mensuracdo do diametro
das touceiras (cm), medida com régua colocada horizontalmente ao solo. A densidade
de rebrota foi avaliada por meio de nota visual de porcentagem (0, 10, 20 até 100%)
dos perfilhos rebrotados ap6s sete dias dos cortes. Para o célculo da taxa de
alongamento foliar, foram avaliadas as alturas de rebrota de uma folha da borda e outra
mais ao centro da touceira, e, posteriormente, foi calculada a taxa de alongamento foliar
média (cm.dia™), dividindo-se a altura média da rebrota das folhas pelo nimero de dias
de rebrote.

3.5 Estimacao de parametros genéticos dos caracteres do cruzamento C1

Para testar a segregacdo do marcador p779/p780 no cruzamento C1 foi

realizado o teste de 2 para verificar a aderéncia dos dados a segregacdo 1:1 da
seguinte forma:

_ o (FO—FE)®

T

em que: FO e FE representam as frequéncias observadas e esperadas,

XZ

respectivamente, para cada classe genotipica (sexual ou apomitica). O valor de 72

calculado foi comparado com o 2 tabelado para 5% de probabilidade (3,84).

Andlises estatistico-genéticas para os caracteres agrondémicos foram realizadas

utilizando o pacote sommer do software R versdo 4.0.2 Core Team (2020),
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considerando o modelo linear misto a seguir:
Yijk = u+h + b +t; + hty + g5y

em que: yijk é o valor fenotipico do tratamento i, no bloco j, no corte k; u é o intercepto
do modelo; h;, € o efeito fixo do corte k; b; € o efeito fixo do bloco j; ¢; efeito aleatorio do
hibrido i; ht;, efeito aleatorio da interagdo entre o tratamento j e o corte k; ¢, efeito
residual, sendo ¢; ~ N(O, R), em que R é a matriz de variancias e covariancias
residuais. Os tratamentos foram separados entre regulares (n,) e comuns (ng),
satisfazendo a equacdo n = n; +n.. Assim, o efeito tj foi decomposto em: efeito fixo do
tratamento comum ou testemunhas (c;), e efeito aleatério do tratamento regular ou
hibridos (r;), sendo r; ~ N(0, 6% ).

O modelo foi ajustado considerando diferentes estruturas de variancias e
covariancias para a matriz R, sendo selecionado o modelo que apresentou 0s menores
valores de AIC (Akaike Information Criterion - akaikel974new) e BIC (Bayesian
Information Criterion - Schwarz1978a). ApoOs ajuste do modelo fenotipico, foram
estimados os componentes de variancia pelo método da maxima verossimilhanca
restrita (REML) e as predicbes dos efeitos aleatérios de hibridos (BLUPs), que
representam os seus valores genotipicos.

Com base nas estimativas dos componentes de variancias, foram obtidas as
estimativas das herdabilidades de plantas individuais no sentido amplo para os
caracteres agrondmicos, de acordo com a férmula:

2
Og

h? =

2, 2
0gtoe
em que: 0°4 é a variancia genotipica e 0% ¢ a variancia do erro.
Para cada hibrido de C1 foi obtido um indice multicarater compreendendo a

soma entre 0os BLUPs para cada individuo considerando todos os caracteres,

devidamente padronizados para o desvio padréo igual a 1, de acordo com a seguinte

t
Zk =ZT,€
1

formula:
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em que Z, representa o indice de selecdo do individuo k, e r{ representam o BLUP do
individuo k para o caractere t.

A correlacdo de Pearson entre os BLUPs dos caracteres ou indices
multicaracteres com os genoétipos do marcador foi utilizada para estimar a associacéo

do marcador com os caracteres e indices multicaracteres.

3.6 Respostas a selecdo com e sem o auxilio do marcador p779/p780

A selecdo foi realizada de trés formas: 1 — somente com base no indice
multicaracteres ordenando os valores dos indices de forma decrescente e selecionado
10 hibridos superiores; 2 — selegdo com indice multicaracteres como na estratégia 1,
seguido de selecdo assistida dos gendtipos apomiticos; 3 - selecdo com indice
multicaracteres como na estratégia 1, seguido da selecdo assistida de genotipos
sexuais. Apos a selecd@o dos hibridos superiores com base nas estratégias utilizadas,
estimou-se a resposta a selecdo (Rs) para cada carater que comp6s o indice de acordo
com a seguinte expressao:

Rs = us — po
em que Us é média dos BLUP para um determinado carater das dez plantas

selecionadas com base no indice multicaracteres;

Up Vvalor do intercepto para cada carater considerado.

Posteriormente, calculou-se a relacdo entre as respostas a selecdo estimadas
por carater entre as trés estratégias de selecéo.

4. RESULTADOS

4.1 Eficiéncia do uso do marcador

Para a analise de comparacao entre métodos, noventa e quatro hibridos dos
diferentes cruzamentos e oito parentais foram classificados quanto ao modo de
reproducao por meio do marcador molecular e pela analise citoembriologica. Um total
de 52 hibridos foram identificados como apomiticos e 42 sexuais pelo marcador. Na
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analise citoembrioldgica, 51 hibridos foram classificados como apomiticos e os 43
restantes como sexuais. Ambas as técnicas confirmaram o modo reprodutivo dos
parentais (Apéndice A). A proporcdo meédia de segregacao entre os cruzamentos foi de
1:0,8 (apomitica:sexual) (Tabela 2).

A classificagdo do modo de reproducdo pelo marcador e pela analise
citoembrioldgica correspondeu em 92% dos casos, uma diferenca de 8%, representada
por cinco hibridos de C1, um hibrido de C2 e um hibrido de C4. As técnicas coincidiram
perfeitamente na andlise dos parentais, e para todos os hibridos dos cruzamentos C3,
C5, C6, C7, C8. Os cruzamentos com maior e menor numero de hibridos, C1 e C8,
apresentaram coincidéncia de 89% e 100% respectivamente.

Tabela 2. Identificacdo do modo de reproducdo por cruzamento, parentais, numero de
hibridos avaliados pela analise citoembridlogica e pelo marcador SCAR, porcentagem
de coincidéncia entre as técnicas e proporcao entre plantas em Megathyrsus
maximus.

Hibridos Proporgéo
Cruzamento  Parentais F G N° Hibridos Apo Sex %Coinc Apo:Sex
F G F G F G
C1 S-1 Sex  Sex 48 25 26 23 22 89 1:09 10,9
c2 S-2 Sex  Sex 8 5 6 3 2 88 1:.06 1:0,3
C3 S-3 Sex  Sex 11 7 7 4 4 100 1:.0,5 10,5
C4 S-4 Sex  Sex 10 6 5 4 5 90 1:0,6 11
C5 S-5 Sex  Sex 9 6 6 3 3 100 1:05 1:05
C6 AP1 Apo Apo 3 2 2 1 1 100 1:.0,5 10,5
c7 AP-2 Apo  Apo 4 0 0 4 4 100 01 0:1
Cc8 AP-3 Apo Apo 1 0 0 1 1 100 0:1 0:1
Total 8 94 51 52 43 42 92 1:0,8 1:0,8

par S: parentais sexuais, AP: parentais apomiticos; F: fenétipagem, G: gendtipagem, Sex: sexual, Apo:
apomitico

O cruzamento C1 gerou 207 hibridos, 109 com presenca da marca (apomiticos)
e 98 com auséncia da marca (sexuais), a diferenca entre o nimero de hibridos com e
sem a marca nao foi estatisticamente significativa, representando a proporcao de

segregacao de 1:1 (apomitica:sexual) (Tabela 3).
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Tabela 3. Analise de qui-quadrado da segregacdo pelo marcador SCAR
p779/p780 no cruzamento C1 de Megathyrsus maximus.

Proporcao observada Teste qui-quadrado
Marcador Apomitico Sexual Segregacao %2
p779/p780 109 98 1:1 0,58"™

ns= n&o significativo ao nivel de p<0,05 de significancia.

4.2 Caracteres agronémicos

A altura média do cruzamento C1 foi de 60,1 cm. Os caracteres PMST, PMSF e
porcentagem de folha (%F) apresentaram média geral de 0,40 kg.planta®, 0,28
kg.planta™ e 86,3%, respectivamente (Tabela 4).

Em geral, para todos os caracteres avaliados, os valores de herdabilidade foram
de baixa a alta magnitude, a %F exibiu uma herdabilidade no sentido amplo baixa

(0,15), seguida pela densidade de rebrota (0,35) e de média a alta para PMSF (0,53),
altura do dossel (0,54) e PMST (0,56).



Tabela 4. Estimativas de parametros genéticos dos caracteres agrondmicos avaliados

nos hibridos de C1 de Megathyrsus maximus.

Caréater Média Herdabilidade
ALT 60,14 0,55 + 0,06
sv 2,21 0,44 + 0,05

PMVT 1,35 0,57 + 0,06

PMSF 0,28 0,53 + 0,06

PMST 0,40 0,56 + 0,06
%F 86,32 0,15 + 0,04
DVF 4,64 0,40 + 0,07
DVT 6,57 0,42 + 0,07
AT 0,12 0,42 + 0,06
DR 78,52 0,35 + 0,08
TAF 7,00 0,30 + 0,06

ALT — altura (cm), SV — severidade de virus, PMVT — peso da matéria verde total
(kg.planta™®), PMSF - producdo de matéria seca de folhas (kg.planta™), PMST —
producdo da matéria seca total (kg.planta™),%F - porcentagem de folhas, DVF -
densidade volumétrica de folha (kg/cm.planta), DVT - densidade volumétrica de folha
total (kg/cm.planta), AT - area da touceira (cm), DR - densidade de rebrota, TAF — taxa
de alongamento foliar (cm.dia™).

Conforme a Figura 4, os caractereres foram agrupados com base nos
coeficientes de correlacfes genéticas da seguinte forma: caracteres de producdo de
matéria seca, densidade de rebrota, porcentagem de folhas; e grupos independentes
como, a severidade da doenga e o marcador molecular. Uma forte correlagéo positiva
foi verificada para os caracteres de producdo PMSF, ALT, PMST, DVF, DVT e PMVT.
Em contrapartida, a %F exibiu uma correlacdo negativa e baixa a eles e positiva a DR.
Em nosso trabalho, obtivemos auséncia de correlacdo entre o marcador p779/p780 com

0s caracteres agrondémicos.
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Figura 4. Heatmap da correlacdo de Pearson entre os caracteres avaliados nos hibridos
de C1 de Megathyrsus maximus. X: auséncia de correlagdo significativa ao nivel de 5%
de probabilidade.

E possivel notar no Grafico 1 que n&o houve diferenca significativa quando
considerada as marcas O (sexual) e 1 (apomitico) no indice de selecdo para cada
genotipo do cruzamento C1l. Reforcando ainda mais a auséncia de correlagdo do

marcador com os caracteres agrondmicos avaliados (Figura 4 e Grafico 1).
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Grafico 1. Barplot do indice de selecdo categorizado pelo marcador molecular SCAR
p779/p780 nos hibridos do cruzamento C1 de Megathyrsus maximus. Marca 0: sexuais.
Marca 1: apomiticos. NA: Hibrido sem informac&o do marcador.

4.3 Comparacao entre Estratégias de Selecéo

Dez hibridos superiores foram selecionados em cada estratégia. As respostas a
selecdo para os caracteres agronémicos PMVT, PMSF e PMST apresentaram uma
baixa variagdo quando aplicada a selecdo para o modo reprodutivo pelo marcador. Na
relacdo entre estratégias, ndo houve alteracdo do modo de reprodugcdo sobre os

caracteres agrondomicos analisados.
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Tabela 5. Respostas a selecdo com e sem o uso do marcador SCAR p779/p780 e a
relacdo entre as estratégias de selecao nos hibridos C1 de Megathyrsus maximus.

N°
Estratégias Genéggos ALT SV TAF PMVT PMSF PMST %F DVF DVT AT DR
Rs Ind (1) 10 66 2 7 2,76 048 0,67 86 6 9 0 76

Rs M+Ind Apo (2) 10 64 2 7 247 044 0,62 86 6 8 0 82

Rs M+Ind Sex (3) 10 67 2 7 251 046 063 87 6 8 0 79

Relagé&o entre
estratégias
(2) /(1) 1 059 1 1 09 09 09 1 1 09 1 11
(3) /(1) 1 1 1 1 09 1 00 1 1 09 1 1
(3)/(2) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 09

Rs Ind: resposta & selecdo pelo indice, Rs M+Ind Apo: resposta & selecdo com
marcador + indice para apomixia, Rs M+Ind Apo: resposta & selecdo com marcador +
indice para sexuais, ALT: altura (cm), SV: severidade de virus, PMVT: peso da matéria
verde total (kg.planta™), PMSF: producdo de matéria seca de folhas (kg.planta™),
PMST: producdo da matéria seca total (kg.planta™), %F: porcentagem de folhas, DVF:
densidade volumétrica de folha (kg/cm.planta), DVT: densidade volumétrica de folha
total (kg/cm.planta), AT: area da touceira (cm), DR: densidade de rebrota, TAF: taxa de
alongamento foliar (cm.dia™).

5. DISCUSSAO

5.1 Uso do marcador p779/p780

A apomixia por aposporia em M. maximus tem sido alvo de muitos estudos desde
o inicio dos programas de melhoramento para a espécie, pois exige estratégias de
selecéo adaptadas para seu modo reprodutivo, o que torna extremamente essencial o
conhecimento genético sobre a biologia reprodutiva. Uma série de primers vem sendo
testados para identificar possiveis marcadores intrinsecamente ligados a aposporia em
M. maximus a uma baixa taxa de recombinacéo, para garantir maior eficiéncia e rapidez
na identificagdo do modo reprodutivo de plantas obtidas pelo programa de
melhoramento (Ebina et al., 2005; Bluma-Marques et al.,, 2014; Worthington et al.,
2016). Uma vez que o método de ovulos clarificados por microscopia é uma analise
onerosa e dispendiosa de tempo, pois depende do estagio de desenvolvimento da

planta (floragdo) e diversas etapas estdo envolvidas para tornar possivel distinguir
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visualmente o formato dos ovécitos (Kumar et al.,, 2017). Em C. ciliares e P.
squamulatum (Akiyama et al., 2011) identificaram uma regido cromossdmica fortemente
ligada a aposporia, 0 qual denominaram de regido genbmica especifica aposporica
(ASGR), que levou o desenvolvimento de primers para essa regido. Dentre as marcas
validadas, o par de primer p779/p780, localizado entre o quarto e sétimo éxon da
ASGR-BBM-like2, foi satisfatorio ao amplificar somente para plantas com modo
aposporico.

Nesse estudo, verificando o SCAR p779/780 em hibridos de oito cruzamentos,
nomeadamente C1 a C8, demonstramos que esse marcador pode ser usado para a
identificacdo eficiente de hibridos apomiticos e inclusive, até o momento, pode ser
considerado 0 mais promissor marcador para identificar hibridos apomiticos de M.
maximus. A classificacdo do modo reprodutivo pelo marcador e pela andlise
citoembridlogica foi altamente compativel. Até, entdo, o Unico trabalho que havia
testado a relagcdo entre marcadores e a andlise citoembriolégica em progénies da
espécie em estudo, obtiveram uma eficiéncia que variou conforme os primers testados
de 71,3 a 88%, utilizando marcadores RAPD (Bluma-Marques et al., 2014).
Notoriamente, o SCAR p779/p780 apresentou uma maior eficiéncia entre as técnicas
utilizadas, com 89% e 92% de coincidéncia, para 0 cruzamento com maior nimero de
hibridos e para a média geral entre hibridos analisados, respectivamente. A elevada
eficiéncia desse marcador demonstra sua forte ligacdo com o modo reprodutivo para a
espécie em estudo. Diferentemente do marcador RAPD, o SCAR possui maior
reprodutibilidade e, em alguns casos, pode ser de natureza co-dominante. Por esse
marcador amplificar em varias espécies, entende-se que entre as gramineas a mesma
regido ASGR-BBML seja conservada.

Worthington et al. (2016) testaram o par de primers em algumas plantas de
Brachiaria spp. e em M. maximus e obtiveram resultado positivo, entretanto, 0s acessos
de M. maximus analisados, ndo foram fenotipados para o modo reprodutivo, concluindo
gue mais pesquisas deveriam ser conduzidas para confirmar se o p779/p780 é
diagnostico para essa espécie. O marcador usado no presente estudo foi testado em

hibridos de uma populacédo ndo selecionada e em uma populagdo que passou pelo
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processo seletivo, além disso, os resultados foram comparados com a técnica usual,
indicando uma alta eficiéncia independentemente da populacdo usada, com ou sem
selecdo, sugerindo alavancar o uso deste marcador diretamente para a selecéo
assistida por marcadores.

De maneira interessante, os primeiros trabalhos evidenciaram que em um
cruzamento entre genitores apomiticos versus sexuais, a segregacao obtida para os
hibridos é de 1:1, ou seja, 50% da progénie gerada séo de plantas sexuais e 50% de
apomiticos. Dessa forma, um alelo € determinante para a aposporia (Warmke, 1954;
Savidan, 1981; Savidan, 1982; Savidan et al., 1989; Savidan, 2000). Nossos resultados
moleculares corroboraram para a segregacéo 1:1 do carater, sob o cruzamento de C1
analisado. Nos demais cruzamentos as diferentes propor¢cdes podem ser explicadas
devido a esses cruzamentos serem constituidos por um baixo nimero de hibridos nos

cruzamentos.

5.2 Avaliagdo dos caracteres agrondomicos

A magnitude da herdabilidade pondera o grau de dificuldade em melhorar um
determinado carater (Resende et al., 2004). Valores semelhantes aos encontrados
nesse trabalho foram observados em outras gramineas que também estdo em processo
de domesticacdo, como Brachiaria decumbens, que apresentou resultado para PMST
(0,57) e PMSF (0,53), enquanto %F e DR obtiveram uma alta magnitude, 0,60 e 0,77,
respectivamente (Mateus et al., 2015). Da mesma forma, Deo et al. (2020) trabalhando
com uma progénie de irmaos-completos de M. maximus, relataram valores semelhantes
para %F (0,19), DR (0,36), PMSF (0,58) e PMST (0,57).

Recentemente, Deo et al., (2020) por meio da analise de QTL (loci de caracteres
quantitativos), verificaram PMST, PMSF e DR presentes nas mesmas regides dos trés
grupos de ligacdo em que foram identificados e a %F foi averiguada em uma regiao
distinta a eles, corroborando com nossos resultados. Os caracteres associados a
producdo sdo derivadas da matéria verde ou da matéria seca, com isso, a alta

correlacdo entre esse grupo de caracteres, ja era esperada. Dessa forma, os caracteres
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que foram correlacionados positivamente sdo melhorados simultaneamente. Analises
genéticas a campo sobre a doenca do mosaico foliar em M. maximus nao haviam sido
anteriormente descritas. A herdabilidade média estimada para o Johnsongrass mosaico
virus (JGMV) (0,44) e nenhuma correlacdo verificada com os caracteres agronémicos
revela que a busca por gendtipos resistentes pode ser eficaz para o controle do
patogeno. Esse virus infecta as plantas da familia Poaceae, tendo sido relatada sua
presenca em folhas da cv. Mombaca em 2012 (Camelo-Garcia et al., 2016). Estudos
que visem avaliacdes sobre a interacdo gendtipo x ambiente x patogenicidade do virus
ainda sdo necessarios.

A aplicagcdo de marcadores como ferramenta do melhoramento genético tem sido
buscada ha algumas décadas (Russell & Eberhart, 1970; Yamada et al., 1989; Ortiz et
al., 1997; Forster et al., 2004; Lara et al., 2019; Matias et al., 2019), onde programas de
melhoramento para plantas diploides estdo avancados em seu uso e tem obtido
sucesso (Cerrudo et al., 2018; Hagely et al., 2020). Porém, em plantas polipléides h&a
varias incognitas ha serem respondidas, desde o conhecimento mais aprofundado do
préprio modo reprodutivo, como a apomixia nas gramineas forrageiras. Para nosso
conhecimento, este é o primeiro trabalho em M. maximus que verificou a eficiéncia de
um marcador na distincdo do modo reprodutivo, atuando diretamente na selecdo de
genotipos superiores.

Em programas de melhoramento, a selecdo simultdnea ou por indices de
selecdo € a mais adequada para o intuito de obter maiores ganhos genéticos para
varios caracteres simultaneamente (Figueiredo et al., 2012). O auxilio de marcadores
junto as metodologias de selecédo pode proporcionar uma maior rapidez e eficiéncia na
identificacdo de gendtipos superiores. Até o momento, estudos haviam restringido o uso
de marcadores ligados ao modo reprodutivo somente a identificacdo das plantas em
sexuais e apomiticas nos programas. Por exemplo, Kumar et al. (2017) aplicaram a
selecdo assistida por marcadores (SAM) ao programa de C. ciliares, através de um
SCAR na identificac@o de plantas sexuais e quatro SCARs para aquelas apomiticas em
progénies F; e F,, que se mostraram concordantes aos fendtipos e garantiram uma

maior fidelidade ao modo reprodutivo dos genétipos. A auséncia de correlacédo entre o
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marcador p779/p780 com os caracteres agrondmicos e, mais especificamente, a
diferencga néo significativa quando considerada a marca no indice de sele¢do para cada
genaotipo da progénie C1, sugere uma hipotese: o modo reprodutivo (sexual/apomitico)
nao influencia nos caracteres agrondémicos desse cruzamento, ou até mesmo na
espécie, ou seja, 0 modo reprodutivo e 0 marcador molecular sdo independes.

Na relacdo entre as estratégias de selecdo empregadas com e sem o auxilio do
marcador SCAR, verificamos que nao houve impacto do modo reprodutivo sobre os
caracteres analisados neste trabalho, pois tanto hibridos apomiticos quanto sexuais
possuem uma variabilidade genética elevada, que tem permitido cruzamentos que
garantam o vigor hibrido dos genoétipos. De maneira semelhante, em progénies de
Paspalum simplex, ndo foi encontrada nenhuma diferenca geral entre os hibridos
sexuais e apomiticos perante os caracteres avaliados com o uso de um marcador
(Brugnoli et al., 2019), somente para a rebrota no outono do primeiro ano que hibridos
apomiticos foram superiores.

Com isso, o marcador p779/p780 se mostrou eficiente para distincdo entre
hibridos sexuais e apomiticos em M. maximus. Todavia, o desempenho agrondmico
possivelmente ndo esta relacionado ao modo reprodutivo. Este foi o primeiro passo da
aplicacdo de um marcador diretamente na selecdo de genétipos superiores para o
melhoramento genético de M. maximus, diversos estudos podem ser elaborados para a
aplicacao de selecao assistida com marcadores que estejam ligados a caracteres de

importancia produtiva e nutricional para a espécie.

6. CONCLUSOES

O marcador SCAR p779/p780 pode ser utilizado na SAM no programa de
melhoramento de M. maximus, pois apresenta coincidéncia elevada com o método de
analise citoembriolégica. O marcador e o0s caracteres de importancia agronémica

segregam de maneira independente na espécie.
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APENDICE

A) Classificacdo do modo de reproducdo por meio da analise citoembriolégica de ovarios clarificados e
pelo marcador SCAR p779/p780 em oito cruzamentos de Megathyrsus maximus.

Origem Gendtipo  F G Origem Genétipo F G Origem Genétipo F G

Parental S-1 SEX SEX C1 27 APO SEX C3 61 SEX SEX
Parental S-2 SEX SEX Cil 28 APO APO C3 62 APO APO
Parental S-3 SEX SEX C1 29 SEX SEX C3 63 APO APO
Parental S-4 SEX SEX C1 30 SEX SEX C3 64 APO APO
Parental S-5 SEX SEX C1 31 APO APO C3 65 APO APO
Parental AP1 APO APO Cil 32 APO APO C3 66 APO APO
Parental AP-2 APO APO C1 33 APO SEX C3 67 APO APO
Parental AP-3 APO APO C1 34 APO APO Cca 68 SEX SEX
C1 1 SEX SEX C1 35 SEX SEX Cca 69 APO APO
Ci1 2 APO APO Ci1 36 SEX SEX C4 70 APO APO
Ci1 3 SEX SEX Ci1 37 SEX SEX C4 71 SEX SEX
C1 4 APO APO C1 38 APO APO Cca 72 SEX SEX
C1 5 APO APO C1 39 APO APO Cca 73 APO SEX
Ci1 6 SEX SEX Ci 40 APO APO C4 74 APO APO
Ci1 7 APO APO Ci 41 APO APO C4 75 APO APO
C1 38 APO APO C1 42 APO APO Cca 76 SEX SEX
C1 9 SEX APO C1 43 SEX SEX Cca 77 APO APO
Ci1 10 SEX SEX Ci1 44 APO APO C5 78 APO APO
Ci1 11 SEX SEX Ci 45 SEX SEX C5 79 APO APO
C1 12 SEX SEX C1 46 SEX SEX C5 30 APO APO
C1 13 APO APO C1 47 APO APO C5 81 SEX SEX
Ci1 14 SEX SEX Ci 48 APO APO C5 82 APO APO
Ci1 15 APO APO Cc2 49 SEX SEX C5 83 APO APO
C1 16 SEX SEX Cc2 50 APO APO C5 84 SEX SEX
C1 17 SEX SEX Cc2 51 SEX APO C5 85 SEX SEX
Ci1 18 SEX SEX Cc2 52 APO APO C5 86 APO APO
C1 19 SEX APO Cc2 53 APO APO C6 87 SEX SEX
C1 20 SEX SEX Cc2 54 APO APO C6 88 APO APO
C1 21 SEX SEX Cc2 55 SEX SEX C6 89 APO APO
Ci1 22 APO APO Cc2 56 APO APO Cc7 90 SEX SEX
C1 23 APO APO C3 57 SEX SEX Cc7 91 SEX SEX
C1 24 APO APO C3 58 APO APO c7 92 SEX SEX
C1l 25 APO APO C3 59 SEX SEX c7 93 SEX SEX
C1 26 SEX ApPO C3 60 SEX SEX Cc8 94 SEX SEX
Soma Hib 94
Total 102

F: fenotipagem, G: genotipagem, SEX: sexual, APO: apomitico



