Identificacao de Genotipos
Apomiticos ou Sexuais
por Meio de Marcadores
Moleculares em Acessos
de Capim-buffel

Identification of Apomictic or
Sexual Genotype by Means of
Molecular Markers in Buffel Grass
Accessions

Abstract

The buffel grass (Cenchrus ciliaris) is a forage highly tolerant

to drought used in arid and semi-arid regions. Its predominant
reproductive way is by means of apomixis, in spite of some
genotypes with sexual reproduction character. The obtaining of
sexual genotypes able of been crossed is important to inclusion in
species breeding programs. The aim of this study was to identify
the mechanism reproduction of 115 buffel grass genotypes of
the Embrapa Semiarido active germplasm bank (BAG) by means
of molecular markers. The plants were subjected to PCRs for
amplification of apomixy related fragments using the molecubr
markers Q8H, UGT197, PCAB10. For the sexuality, the plants
were evaluated using the marker 4HS*. All 115 plants amplified
the apomictic amplicon while only the accessions CPATSA 102 and
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CPATSA 134 were positive for the amplification with the sexual
marker. These results confirm the predominance of the apomictic
phenotype in this buffel grass collection and indicate the sexud
genotypes could be applied to buffel grass breeding programs.

Palavras-chave: Cenchrus ciliaris, apomixia, reproducao sexual,
forrageira.

Keywords: Cenchrus ciliaris, apomixis, sexual reproduction, forage.
Introducao

O capim-buffel (Cenchrus ciliaris) se destaca entre as forrageiras
utilizadas na regidao semiarida por causa de sua capacidade de
resistir a longos periodos de seca, dentre outras caracteristicas
(MOREIRA et al., 2007). Esta graminea é uma forrageira perene,
originaria do continente africano e largamente distribuidoem regides
aridas e semiaridas no mundo. A espécie chegou ao Brasil em 1952,
no Estado de Sao Paulo, e posteriormente foi levada para a regido
Nordeste (OLIVEIRA et al., 1999).

Como o capim-buffel apresentou potencial de uso como

forrageira para o Semiarido, em 1977 foi criado o Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) de Cenchrus da Embrapa Semiérido, localizado
em Petrolina, PE. Ao longo dos anos, estudos foram desenvolvidos
com intuito de agregar informacdes sobre o acervo do BAG, porém,
com relacdo aos mecanismos reprodutivos destas plantas, poucas
informacdes foram levantadas.

A reproducao assexuada ocorre regularmente em algumas espécies
do género Cenchrus (AYERSA, 1981). O termo mais usado para este
tipo de reproducdo é apomixia, que pode ser de forma obrigatéra

ou facultativa. Na espécie C. ciliaris, a apomixia tem dominancia
sobre a reproducdo sexuada e a ocorréncia de plantas sexuais
obrigatérias na natureza é rara (KUMAR et al., 2015; YADAV et

al., 2012), contudo, a obtencao de gendtipos sexuais obrigatérios
ou apomiticos facultativos, com altos niveis de sexualidade, é
necessaria para a realizacdo de cruzamentos nos programas de
melhoramento genético da espécie (QUIROGA et al., 2013).

Individuos de C. ciliaris com capacidade de serem cruzados foram
detectados e a manipulacao dessas plantas deu origem a alguns
hibridos com caracteristicas de interesse econémico (BASHAW;
HUSSEY, 1992). Até o momento, o uso desses hibridos é a unica
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alternativa para efetuar cruzamentos convencionais em progmamas
de melhoramento da espécie (QUIROGA et al., 2013).0s marcadores
moleculares complementam as técnicas ja existentes, possibilitand
discriminar os acessos de forma genotipica diretamente no DNA,
evitando o efeito ambiental e, consequentemente, erros de
identificacdo (BORBA et al, 2005; SOUZA, 2015).

Este trabalho teve como objetivo identificar o mecanismo de
reproducdo de 115 gendtipos de capim-buffel do Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) de Cenchrus da Embrapa Semiarido por meio de
marcadores moleculares.

Material e Métodos

Foram coletadas folhas jovens e expandidas de 115 acessos de C.
ciliaris do BAG de Cenchrus da Embrapa Semiérido, localizado no
Campo Experimental da Caatinga, pertencente a Embrapa Semi&ido,
em Petrolina, PE.

Para a extracdo do DNA, cerca de 40 mg do tecido vegetal
macerado foi transferido para tubos tipo eppendorf (1,5 mL)

e realizada a extracdao de DNA utilizando-se o kit comercial. O
DNA extraido foi diluido para 50ng/ul e armazenado em freezer a
aproximadamente -4°C.

Para a identificacdo de gendtipos apomiticos foram utilizados os
marcadores especificos - Q8H, UGT197 e PCAB10 - associados
a sequéncia de apomixia da regido genémica (ASGR - Apomixis
Sequence Genomic Region) (JESSUP, 2005; OZIAS-AKINS et al.
1998). Para a identificagdo de gendtipos sexuais foi utilizado o
marcador SCAR 4HS*, que amplifica a regido genémica especifica
associada a reproducéao sexual em Cenchrus ciliaris (YADAV et al.,
2012).

As reacdes de PCR foram realizadas de acordo com os protocolos
estabelecidos por Ozias-Akins et al. (1998) para os marcadores
relacionados a apomixia e segundo Yadav et al. (2012) para

o marcador relacionado a reproducao sexual. Os produtos das
PCRs foram corados com GelRed e submetidos a eletroforese
horizontal em gel de agarose a 2% (p/v) a 80 volts durante 3
horas. As imagens foram visualizadas e capturadas sob luz UV em
fotodocumentador.
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Para anélise do mecanismo reprodutivo, as imagens foram
interpretadas qualitativamente quanto a presenca ou ausénciade
banda no tamanho determinado pelas referéncias de descricdo ds
iniciadores.

Resultados e Discussao

Os trés marcadores utilizados - UGT197, Q8H e PCAB10 -
amplificaram o respectivo fragmento associado a sequéncia de
apomixia da regido genémica ASGR nos 115 acessos de C. ciliaris
do BAG de Cenchrus da Embrapa Semiarido.

Na Figura 1 é apresentado este padrao de amplificacdo para cinco
gendtipos selecionados. A eficiéncia dos marcadores utilizados paa
a identificacado de gendtipos apomiticos foi constatada também

por Quiroga et al. (2013), quando os mesmos foram testados em
individuos sexuais, ndo se observando amplificacéao.
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Figura 1. Padrées de amplificacdo utilizando-se os marcadores moleculares para
apomixia (Q8H, UGT197 e PACB10) em acessos de Cenchrus ciliaris do BAG de
Cenchrus da Embrapa Semiarido. M: Marcador de peso molecular 100 bp DNA
Ladder; C: controle negativo.

O marcador 4HS*, desenvolvido por Yadav et al. (2012), foi
eficiente em identificar gendtipos sexuais no BAG de Cenchrus

da Embrapa Semiarido (Figura 2). Dois acessos apresentaram o
fragmento ligado ao sistema de reproducdo sexual (CPATSA 102 e
CPATSA 134) dentre os 115 pertencentes ao BAG. Como estes dois
acessos também apresentaram o fragmento do gene para apomixia,
os mesmos podem ser apomiticos facultativos.
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Sexuais Apomiticos

M

Figura 2. Padroes de amplificacdo utilizando-se o marcador
molecular para sexualidade (4HS*) em acessos de Cenchrus
ciliaris do BAG de Cenchrus da Embrapa Semiéarido. M:
Marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder; C: controle
negativo.

A reproducao apomitica é, geralmente, predominante sobre a sexual
em espécies que se reproduzem por ambas as formas (DWIVEDI et
al., 2007). Em C. ciliaris, o mecanismo de reproducao via apomixia
é controlado por um ou mais genes (DWIVEDI et al., 2007; JESSUP,
2005). Essa predominancia p6de ser observada nos acessos do BAG
da Embrapa Semiéarido, uma vez que apenas dois dos 115 acessos
(1,7%) apresentaram o fragmento alvo na amplificacdo com o
marcador SCAR 4HS*.

Conclusao

Os marcadores SCAR foram eficientes na determinagao do
mecanismo reprodutivo de 115 acessos de capim-buffel do BAG da
Embrapa Semidrido. A andlise permitiu identificar que os gendipos
CPATSA 102 e CPATSA 134 apresentam caracteristica de
reproducao sexual, sendo passiveis de incorporacdo em programas
de melhoramento da espécie.
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