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Abstract — Brazil has the largest commercial beef cattle herd in the world, with
approximately 194.4 million head, and is the leading producer and exporter
of forage seeds. Brazilian livestock farming is of great economic importance
and plays a significant role in job creation. The most commonly used grasses
in central of the Brazilian are of the genus Brachiaria (syn. Urochloa), which
reproduce by apomixis, a type of asexual reproduction where plants produce
seeds identical to the maternal genotype. In the genetic improvement
of species from this genus, one of the strategies is the crossing of sexual
plants with apomictic genotypes, and the resulting progeny comprises sexual
and apomictic hybrids. As the identification of the mode of reproduction by
microscopy (cytoembryology) is time-consuming and laborious, molecular
markers associated with apomixis were sought to accelerate this process. One
of the methodologies employed for the study of molecular markers is the PCR
technique, which allows the amplification of specific target DNA sequences.
The present study aimed to optimize this technique to increase the specificity
of the SCAR p779/p780 molecular marker linked to apomixis and to estimate
its efficiency in diagnosing the reproductive mode in Brachiaria spp. Initially,
7 individuals with known reproductive modes through cytoembryological
studies and progeny tests were used. . Four PCR protocols were tested using
this marker: two conventional PCRs and two TD (touchdown) PCRs using
two different annealing temperatures (56 and 57°C). The amplified products
were visualized on an agarose gel. The presence of a band approximately
900 base pairs indicated that the individual reproduces by apomixis, and its
absence indicated sexual reproduction. The TD PCR at 57°C allowed for
greater stringency in primer annealing, with no nonspecific bands observed,
and provided better band symmetry on the agarose gel. A new PCR with
these parameters was performed on 43 individuals to verify the correlation
between the reproductive mode determined by molecular and cytogenetic
methods. An efficiency of 90.6% was obtained in detecting apomixis in the



hybrids using the SCAR p779/p780 molecular
marker. This result is promising, and increasing the
sample size is necessary to confirm the marker’s
efficiency percentage in detecting the reproductive
mode in species of this genus. If the efficiency
remains the same or increases, this marker can be
incorporated into marker-assisted selection in the
Brachiaria breeding programs.

Index terms: Brachiaria, molecular marker, SCAR,
reproduction mode.

Resumo - O Brasil possui o maior rebanho
comercial de bovinos de corte do mundo, com
cerca de 1944 milhbes de cabecas destinadas
a producédo de carne, e é o principal produtor e
exportador de sementes forrageiras. A pecuaria
brasileira tem grande importancia econémica e
na geragdo de empregos. As gramineas mais
utilizadas nas pastagens do Brasil Central s&o
do género Brachiaria (syn. Urochloa), e estas se
reproduzem por apomixia, um tipo de reprodugao
assexuada, onde as plantas produzem sementes
idénticas ao gendtipo materno. No melhoramento
genético de espécies desse género, uma das
estratégias é o cruzamento de plantas sexuais com
genotipos apomiticos e as progénies resultantes
compreendem hibridos sexuais e apomiticos.
Como a identificagdo do modo de reproducao
por microscopia (citoembriologia) € morosa e
trabalhosa, buscou-se marcadores moleculares
associados a apomixia para acelerar esse
processo. Uma das metodologias empregadas
para o estudo dos marcadores moleculares é a
técnica de PCR, que permite a amplificacdo de
sequéncias especificas do DNA alvo. O presente
estudo visou otimizar esta técnica para aumentar a
especificidade do marcador molecular SCAR p779/
p780 ligado a apomixia e estimar sua eficiéncia no
diagnostico do modo reprodutivo em Brachiaria
spp.. Foram utilizados inicialmente 7 individuos
com modo de reprodugdao conhecido através de
estudos citoembrioldgicos e testes de progénie,
e testados 4 protocolos de PCR utilizando este
marcador: duas PCR convencionais e duas PCR
TD (touchdown) utilizando duas temperaturas de
anelamento diferentes (56 e 57°C). Os produtos
amplificados foram visualizados em gel de agarose,
e a presencga de uma banda com aproximadamente
900 pares de base indicou que o individuo se
reproduz por apomixia e sua auséncia por via
sexual. A PCR TD a 57°C permitiu maior rigor
no anelamento dos primers, ndo se observando
bandas inespecificas, além de proporcionar
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melhor simetria das bandas no gel de agarose. Foi
realizada uma nova PCR com esses parametros em
43 individuos para confirmar a coincidéncia entre
ao modo reprodutivo avaliado por marcador e por
microscopia. Obteve-se uma eficiéncia de 90,6%
na detecgao na apomixia em hibridos de Brachiaria
spp. utilizando o marcador molecular SCAR p779/
p780. O presente resultado é promissor, entretanto
€ necessario aumentar o nimero amostral para
comprovar o porcentual de eficiéncia do marcador
na deteccdo do modo reprodutivo em espécies
desse género. Caso a eficiéncia permaneca a
mesma ou aumente, este marcador podera ser
incorporado na selegao assistida por marcadores
moleculares nos programas de melhoramento de
espécies de Brachiaria.

Termos para indexagdo: Brachiaria, marcador
molecular, SCAR, modo de reprodugao.

Introdugéao

Em 2022 o rebanho mundial de bovinos foi de
aproximadamente 994,14 milhdes de animais, dos
quais cerca de 224,6 milhdes pertenciam ao Brasil
(IBGE, 2023). Além de ter o maior nimero global de
cabega de gado, o Brasil possui também o maior re-
banho comercial de bovinos de corte (ABIEC, 2023),
com um numero estimado de 194,4 milhdes de ca-
becas destinadas a produgao de carne. O Brasil é
também o principal produtor e exportador de semen-
tes forrageiras tropicais do mundo, sendo respon-
savel pelo abastecimento em toda a América latina
tropical (Souza et al., 2017).

Dentro do Agronegdcio brasileiro a importancia
da pecuaria vai além dos aspectos econdmicos,
abrangendo também questdes sociais, ambientais e
de seguranga alimentar. A pecuaria movimenta toda
a cadeia produtiva, ja que a carne bovina € um dos
produtos mais exportados do pais, contribuindo sig-
nificativamente para o Produto Interno Bruto (PIB)
e gerando milhdes de empregos diretos e indiretos
(Ferreira; Pereira, 2021).

Algumas espécies do género Brachiaria (syn.
Urochloa) (Paula et al., 2017) sdo gramineas for-
rageiras amplamente utilizadas nas pastagens
brasileiras devido as suas caracteristicas agro-
ndémicas favoraveis e adaptacao a diferentes con-
dicbes climaticas e tipos de solo. Originarias da
Africa (Lima e Cunha, 2008; Domingues, 2009),
estas chegaram ao Brasil entre as décadas de
1950 e 1960 com a introdugdo da cultivar aus-
traliana Basilisk (B. decumbes) (Pizarro et al.,
1996), que logo se destacou por sua capacidade
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de adaptacéao a diferentes condicdes de solo e cli-
ma. Com o tempo, outras espécies de Brachiaria,
como B. brizantha, B. humidicola e B. ruziziensis,
foram sendo incorporadas nas pastagens brasilei-
ras, cada uma apresentando caracteristicas espe-
cificas em termos de produtividade, resisténcia a
pragas e qualidade nutricional. Em 1984, a Em-
brapa Gado de Corte langou a cultivar Marandu
(B. brizantha), que se tornou o capim mais plan-
tado do Brasil até os dias atuais (Bezerra et al.,
2020).

A maioria das plantas superiores se reproduz
de maneira sexuada, no entanto, algumas tam-
bém podem se reproduzir assexuadamente. Exis-
tem aproximadamente 110 espécies do género
Brachiaria (Valle; Jank; Resende, 2009), e estas
apresentam reproducgao tanto sexuada quanto as-
sexuada. Nestas, as plantas sexuais geralmente
sdo diploides e as apomiticas polipoides (Wor-
thington et al., 2019). A apomixia em Brachiaria
€ gametofitica do tipo apospodrica pseudogémica,
ou seja, a formagdo de embrides se da por par-
tenogénese a partir da diferenciagdo de células
somaticas da nucela (Hanna e Bashaw, 1987;
Asker e Jerling, 1992). Estas formam um ou mais
sacos embrionarios contendo uma célula-ovo com
0 mesmo complemento cromossémico da planta
mae (Cruz et al., 1998), processo este conheci-
do como apomeiose, onde a meiose, responsavel
pela redugdo no numero cromossdmico, foi subs-
tituida pela mitose. Além disso, ocorre a ligagao
do nucleo polar com um nucleo espermatico do
grao de podlen para a formagdo do endosperma
(pseudogamia) (Valle, 1990; Lutts et al., 1994).
Por gerar sementes clonais idénticas ao gendtipo
materno, a apomixia apresenta grande potencial
para o desenvolvimento de cultivares com carac-
teristicas desejadas, dada a sua capacidade de
fixar qualquer gendtipo (Xiong et al., 2023), pro-
movendo a fixagdo da heterose, o que pode ace-
lerar as estratégias no processo de melhoramento
(Goel et al., 2006; Xu et al, 2022).

A apomixia e a reprodugao sexual podem ocor-
rer simultaneamente em uma mesma planta ou ain-
da no mesmo 6vulo. Em plantas chamadas apomiti-
cas obrigatérias, ndo ocorre a reprodugéo sexual, e
todas as sementes colhidas tém o mesmo gendtipo
da planta mae. Nas apomiticas facultativas, em uma
mesma planta podem ser colhidas sementes zigoti-
cas e apomiticas, e assim sua progénie & constitui-
da por uma populacgéo variavel de plantas, algumas
das quais s&o clones da planta mae e outras hibri-
dos sexuais (Koltunow et al., 1995).

O desenvolvimento da apomixia é complexo e
compreende trés componentes distintos, a saber,
apomeiose (levando a formagao de 6vulos nao re-
duzidos), partenogénese (desenvolvimento de em-
briao sem fertilizagao) e desenvolvimento funcional
do endosperma. Portanto, verifica-se que diferen-
tes loci controlam o desenvolvimento dos seus dife-
rentes componentes. Nesse processo pode ocorrer
o envolvimento de um gene regulador principal ou
de um conjunto de genes-chave, que sdo herdados
juntos como um unico fator mendeliano dominante,
que determina que células-mae de megasporos ou
células nucelares somaticas formem um saco em-
brionario € um embrido a partir de évulos nao re-
duzidos e sem fertilizagao (Savidan, 2000; Brukhin,
2017). A este conjunto de genes tem-se chamado
regiao gendmica aposporica especifica (ARSGR)
(Kaushal et al. 2019). De acordo com Moraes et al.
(2023), a segregacao esperada para a apomixia &
de 1:1 (apomitico:sexual). Em gramineas dos gé-
neros Brachiaria e Panicum estudos tém demostra-
do que a apomixia é dominante sobre a sexualida-
de (Valle e Savidan, 1983; Savidan, 1996; Zorzatto
et al. 2010).

No melhoramento genético de espécies desse
género cruzam-se plantas sexuais com gendtipos
apomiticos e as progénies resultantes compreen-
dem hibridos sexuais e apomiticos. Se as carac-
teristicas desejadas se encontrarem na progénie
apomitica, estarao fixadas, e as plantas com es-
tas caracteristicas podem vir a ser langadas como
uma nova cultivar. Ja caracteristicas de interesse
na progénie sexual as habilita a tornarem-se geni-
toras em um proximo ciclo de cruzamentos.

Aidentificacédo do sistema reprodutivo em bra-
quiarias, tradicionalmente é realizada via analise
de sacos embrionarios ou com a utilizagdo de
descritores morfoldgicos em teste de progénie (Fi-
gura 1). Porém, o uso desses métodos apresen-
ta limitagbes, tais como serem frequentemente
afetados pelo ambiente e sua avaliagao s6 pode
ser realizada na planta adulta (Silva et al., 2005).
Uma alternativa é a utilizagdo de marcadores
moleculares que sdo como “marcas digitais” que
ocorrem nos segmentos de DNA, que geralmente
estdo ligados a uma caracteristica de interesse,
sdo variaveis entre os individuos, ocorrem em di-
ferentes regides do genoma, apresentam heran-
¢a mendeliana, ndo sofrem influéncia ambiental
e podem ser analisados em qualquer estagio de
desenvolvimento do individuo (Souza, 2001;Cai-
xeta et al., 2009).
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Progénie homogénea =
planta mae é apomitica

planta mae é sexual

Figura 1. Formas de identificacdo do modo de reprodugéo em individuos de Brachiaria spp.  Analise citoembrioldgica: A)
Morfologia de saco embrionario apospérico (apomitico) tipico; B) Morfologia de saco embrionario meiotico (sexual) tipico.
Np — nucleo polar; Oo - oosfera; Mi — micropila; Ant — antipodas; C) Teste de progénies para determinagdo do modo de
reproducéo das plantas-maes: cada linha representa uma progénie. Fonte: Savidan e Valle, 1999.

Existem diferentes tipos de marcadores molecu-
lares, cada um possui caracteristicas préprias, sendo
originados por técnicas distintas, e cada técnica utili-
za uma estratégia particular para detectar o polimor-
fismo do DNA (Mondini et al., 2009). Dentre estes,
encontra-se o marcador SCAR (Sequence Characte-
rized Amplified Region) (Paran e Michelmore, 1993),
gue sdo marcadores dominantes, identificados pela
amplificagdo por PCR. Sua andlise é realizada por
eletroforese em gel de agarose ou acrilamida, o po-
limorfismo pode ser detectado diretamente pela pre-
senga ou auséncia da banda no gel.

O primeiro relato de co-heranga de apomixia
apospérica e marcadores moleculares foi em
Pennisetum. Dois marcadores foram encontrados: um
RFLP e um RAPD ligados a aposporia (Ozias-Akins
etal., 1993). Ozias-Akins et al. (1998) desenvolveram
marcadores SCAR a partir de marcadores RAPD
previamente encontrados em 1993. Apods estes,

varios outros estudos envolvendo a utilizacdo de
marcadores moleculares em espécies apomiticas
surgiram. Zorzatto et al. (2010) estudando outras
sequéncias de marcadores RAPD, identificaram,
um que estava a 4,61 cM de distancia do apo-locus,
em Brachiaria humidicola hexaploide, ou seja, que
este marcador esta relativamente préximo ao apo-
locus, e que existe uma existe a probabilidade
de ocorrer 4,61% recombinagdo. Bitencourt et al.
(2012) utilizaram RAPD nesta mesma espécie para
identificar o modo de reprodugdo de hibridos
resultantes de cruzamento intraespecifico. Poblete-
Vargas et al. (2018) verificaram que os marcadores
AFLP (Polimorfismo de Comprimento de fragmento
Ampliado) e CAPS (Polimorfismo Ampliado Clivado
Marcadores de Sequéncia) foram adequados para
estimar a relagdo genética entre pais e hibridos
do género Brachiaria, separando o0s genétipos
apomiticos dos sexuais.
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O marcador p779/p780 (psASGR — BBML es-
pecifico) foi originalmente desenvolvido a partir das
sequéncias do 4° e 7° éxons do gene ASGR-BA-
BY BOOM-like (ASGR-BBML) (regido gendmica
aposporica especifica Baby Boom Like), proposto
como candidato para partenogénese em Pennise-
tum squamulatum (syn. Cenchrus ciliaris) (Akiyama
et al.,, 2011), e se mostrou altamente diagndstico
para a reproducdo apomitica em Brachiaria spp.
(Worthington et al. 2016; Worthington et al., 2019)
e em Panicum maximum (Santos, 2021). Moraes
et al. (2023) verificaram que este marcador apresen-
ta baixa taxa de recombinagao podendo ser utilizado
de forma confiavel para detecgdo de apomixia em
B. humidicola. Estes mesmos autores observaram
a presenca de dois SNPs (Poliformismo de Nucle-
otideo Unico ou em inglés,Single Nucleotide Poly-
morphism) que co-segregaram juntamente como o
fendtipo apomitico.

Para aumentar a eficiéncia no melhoramento
das forrageiras Brachiaria spp., € necessario au-
mentar a eficacia na identificacdo das progénies
resultantes dos cruzamentos, identificando plantas
sexuais e apomiticas de forma rapida e segura. Hi-
bridos apomiticos podem ser candidatos a novas
cultivares, e os melhores hibridos sexuais podem
ser utilizados como genitores em futuros cruza-
mentos ou recombinados no melhoramento intra-
populacional. Dentro deste contexto, a utilizagao
do marcador molecular SCAR p779/p780 ira per-
mitir a identificagdo precoce, rapida e segura das
progénies geradas.

O SCAR p779/p780 € um marcador baseado
em PCR (Reagdo em cadeia da Polimerase — Poly-
merase Chain Reaction). Esta metodologia foi des-
crita pela primeira vez nos anos 80 por Kary Mullis,
que recebeu em 1994 o prémio Nobel (Novais e Pi-
res-Alves, 2004), e consiste na amplificagao in vitro
de regides especificas da molécula de DNA através
de uma variagdo ciclica de temperaturas (Green e
Sambrook, 2018). O objetivo da PCR é a amplifi-
cacao de muitas copias de uma sequéncia especi-
fica de DNA, a partir de uma fita molde (Kolmodin
e Birch, 2002; Kramer e Coen, 2006) gerando um
produto que pode ser estudado.

Existem muitas variacdes da técnica de PCR
que buscam maximizar o sucesso da amplifica-
¢do das amostras e modular a especificidade do
processo. A PCR Touchdown (PCR TD) oferece
um meio simples e rapido para otimizar a PCR
convencional. Nela, a temperatura seleciona-
da para a etapa de anelamento é inicialmente
definida entre 5°C e 10°C acima da temperatu-
ra de melting (Tm) calculada dos primers: Tm

corresponde a temperatura em que metade dos
primers estdao anelados ao DNA molde e a outra
metade, ainda em fita simples. O anelamento sob
condi¢gdes de alto rigor favorece a formagéo de
hibridos perfeitos entre primer e DNA molde. Nos
ciclos subsequentes, a temperatura vai sendo
gradualmente diminuida, de modo que, ao final
da PCR, a temperatura esteja 2°C a 5°C abaixo
da Tm calculada dos primers. Com a diminuigao
gradual da temperatura de anelamento ocorre
um aumento da eficiéncia da reacao. As regides
que foram originalmente amplificadas durante os
ciclos iniciais (altamente especificos) serao am-
plificadas ainda mais e competirdo com qualquer
amplificacdo nao especifica que possa ocorrer
em temperaturas mais baixas. Desta forma tem-
se um aumento da especificidade, sensibilidade
e rendimento da PCR (Korbie e Mattick, 2008;
Lorenz, 2012).

O objetivo do presente estudo foi realizar a ade-
quacao da técnica de PCR utilizada na amplificagao
do marcador molecular SCAR p779/p780 em indivi-
duos de Brachiaria spp. de forma a reduzir as ampli-
ficagOes inespecificas e obter maior especificidade
no diagnostico molecular do modo reprodutivo em
individuos desta espécie.

Material e métodos

As plantas utilizadas para o presente estudo
possuem o seu modo de reprodugdo conhecido
através de analises citoembrioldgicas e teste de
progénie (Tabela 1). Algumas séo cultivares pre-
sentes no mercado e outras fazem parte do pro-
grama de melhoramento de Brachiaria spp. (syn.
Urochloa spp.) da Embrapa Gado de Corte.

O DNA gendmico de folhas jovens dos 44 indi-
viduos de Brachiaria spp. foram extraidos usando
o protocolo descrito por Bonato et al. (2002). Foi
utilizado tampao CTAB 2% (brometo de cetiltrime-
tilaménio — CTAB 2%, 1,4 M de NaCl, 0,02 M de
EDTA, 1% de PVP-40, 0,1 M de Tris-HCI pH 8,
acrescido de 0,2% de B-mercaptoetanol) e apro-
ximadamente 300 mg de tecido congelado. Apds
extracdo, o DNA foi quantificado em espectrofo-
tdmetro NanoDrop® 2000c (Thermo Scientific),
onde a pureza foi avaliada pela razdo de leitura
nos comprimentos de onda de 260/280 nm, e sua
qualidade e concentragdao foram verificadas em
gel de agarose 0,8%, corado com GelRed® (Bio-
tium), com o uso do DNA fago A como padrdo em
concentracdes de 30 a 300 ng.
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Tabela 1. Individuos do género Brachiaria spp. utilizados neste estudo e seus respectivos modos de reprodugao.

ID MP ID MP ID MP ID MP
1 SEX 12 SEX 23 APO 34 SEX
2 APO 13 APO 24 APO 35 SEX
3 APO 14 APO 25 APO 36 SEX
4 SEX 15 APO 26 SEX 37 APO
5 APO 16 APO 27 SEX 38 SEX
6 SEX 17 APO 28 SEX 39 SEX
7 APO 18 APO 29 APO 40 SEX
8 APO 19 SEX 30 APO 41 SEX
9 APO 20 SEX 31 SEX 42 SEX
10 APO 21 SEX 32 APO 43 SEX
11 SEX 22 APO 33 APO 44 APO

ID — nimero de identificagdo da planta; MP — modo de reprodugéo; SEX — modo de reprodugéo sexual; APO — modo de reprodugéo apomitico.

Otimizacado da PCR

Com o objetivo de maximizar o sucesso da am-
plificacdo das amostras, tornando o processo mais
especifico e com bom rendimento, o que ira refletir
na visualizagdo dos produtos amplificados no gel,
foram inicialmente utilizados 7 individuos e testados
4 protocolos de PCR utilizando o marcador mole-
cular SCAR p779/p780 (sequéncia de iniciadores 5’
TATGTCACGACAAGAATATG 3/ 5 TGTAACCATA-
ACTCTCAGCT 3’) (Akiyama et al. 2011).

As reagobes foram feitas de acordo com Worthin-
gton et al. (2016) em um volume final de 15 pL, con-
tendo 30 ng de DNA gendmico; 1X Tampéao de PCR;
1,5 mM MgCl,; 0,125 mM dNTP; 0,5 uM Primers

Forward e Reverse; 0,5 U Tag DNA polimerase e
agua Milli-Q estéril. As amplificacdes foram realiza-
das no termocicladorVeriti™ 96-Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems).

Para a otimizagao foram utilizadas duas tempe-
raturas de anelamento 56 e 57°C e dois protoco-
los de PCR, o convencional e o TD (touchdown) de
acordo com as tabelas 2 e 3.

Os produtos amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,5% (1,5 g de aga-
rose; 100 ml TBE 1X), corado com GelRed® (Bio-
tium), e fotodocumentados em sistema digital (Gel
Doc XR+ Bio Rad). Para este marcador, a presenca
de uma banda com cerca de 900 a 950 pb indica que
o individuo é apomitico e a auséncia, que é sexual.

Tabela 2. Parametros da PCR convencional utilizando o marcador molecular SCAR p779/p780 com a variagéo na tem-

peratura de anelamento.

PCR convencional 56°C PCR convencional 57°C
Temperatura Tempo Repeticao Temperatura Tempo Repeticao
Desnaturagao Desnaturagao

94°C 5 minutos 1X 94°C 5 minutos 1X

Anelamento Anelamento

94°C 30 segundos 94 °C 30 segundos

56°C 30 segundos 30X 57°C 30 segundos 30X
72°C 60 segundos 72°C 60 segundos

Extenséo Extenséo

72°C 10 minutos 1X 72°C 10 minutos 1X
4°C Infinito 4°C Infinito
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Tabela 3. Parametros da PCR TD (touchdown) utilizando o marcador molecular SCAR p779/p780 com a variagao na

temperatura de anelamento.

PCR TD 56°C PCR TD 57°C

Temperatura Tempo Repeticao Temperatura Tempo Repeticao
Desnaturacéo Desnaturagéo

94°C 5 minutos 1X 94°C 5 minutos 1X
Anelamento Anelamento

94°C 30 segundos 94°C 30 segundos

60°C 30 segundos 1X 61°C 30 segundos 1X

72°C 60 segundos 72°C 60 segundos

94°C 30 segundos 94°C 30 segundos

59°C 30 segundos 1X 60°C 30 segundos 1X

72°C 60 segundos 72°C 60 segundos

94°C 30 segundos 94°C 30 segundos

58°C 30 segundos 1X 59°C 30 segundos 1X

72°C 60 segundos 72°C 60 segundos

94°C 30 segundos 94°C 30 segundos

57°C 30 segundos 1X 58°C 30 segundos 1X

72°C 60 segundos 72°C 60 segundos

94°C 30 segundos 94°C 30 segundos

56°C 30 segundos 1X 57°C 30 segundos 1X

72°C 60 segundos 72°C 60 segundos

94°C 30 segundos 94°C 30 segundos

56°C 30 segundos 35X 57°C 30 segundos 35X

72°C 60 segundos 72°C 60 segundos

Extenséo Extenséo
72°C 5 minutos 1X 72°C 5 minutos 1X
4°C Infinito 4°C Infinito

Eficiéncia do marcador

Apoés analise dos geéis dos protocolos testados,
foi escolhida a PCR que possibilitou melhor visua-
lizacdo do seu produto, e entdo foi realizada uma
nova PCR com 43 individuos (Tabela 1). Pelo fato
do individuo 44 nao ter apresentado o DNA com a
pureza ideal e pouco produto de amplificagdo nos
géis, optou-se em nao utiliza-lo. Para se estimar a
eficiéncia do marcador, utilizando-se a PCR otimi-
zada, foi verificada a coincidéncia da determinagao
do modo de reproducdo entre a analise molecu-
lar e citoembriolégica, de acordo com a seguinte
expressao: gy = —<2 v 100

Onde: %C = porcentagem de coincidéncia;
Ncoin = numero de coincidéncia entre os resultados
previamente conhecidos sobre o0 modo de reprodu-
¢ao e os dados moleculares; NT = numero total de
individuos analisados.

Resultados e discussao

Atécnica de PCR pode ser aplicada de diversas
maneiras e, geralmente, segue um protocolo padréo
com condi¢des pré-estabelecidas. Porém, existem
situagbes em que a sua otimizacdo se faz neces-
saria, para que se obtenha uma boa qualidade e



rendimento das amplificagGes. De acordo com Brent
et al. (2003) a selegao de primers, a concentragdo
de cloreto de magnésio e a temperatura de anela-
mento s&o os fatores criticos para a reagao de PCR,
além da qualidade e pureza do DNA extraido.

O presente estudo partiu do protocolo pa-
drdo utilizado por Worthington et al. (2016) para

apo se‘;{ apo apo ar;o
A4 O 30 OO0 e

bl PcrTDs6°c UM
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amplificar o marcador molecular SCAR p779/p780
e, a partir dele, foram avaliados 4 protocolos dife-
rentes. Na Figura 2 tem-se o resultado dos testes
em que foram realizadas duas PCR convencionais
(A e B), utilizando temperaturas de anelamento (Ta)
de 56 e 57°C e duas PCR TD (C e D) com estas
mesmas temperaturas.

apo  apo
17 3

apo 'sex apo. §ex , apo L' @apo  apo ¢
29 34 44 19 g2 S HR20 a7 37

) €2

L B 0 pcRTDS57°C

Figura 1. Formas de identificagdo do modo de reproducéo em individuos de Brachiaria spp. Analise citoembrioldgica: A)
Morfologia de saco embrionario apospérico (apomitico) tipico; B) Morfologia de saco embrionario meidtico (sexual) tipico.
Np — nucleo polar; Oo - oosfera; Mi — micrépila; Ant — antipodas; C) Teste de progénies para determinagcdo do modo de
reproducgado das plantas-maes: cada linha representa uma progénie. Fonte: Savidan e Valle, 1999.

Nas PCR convencionais (Figura A e B) dos
individuos apomiticos observa-se a presenca de
bandas inespecificas no gel (apontadas pelas
setas), isto €, bandas de menor ou maior peso
molecular que o produto esperado. Esse fato in-
dica a falta de especificidade na amplificagdo dos
fragmentos nestes protocolos, que pode ser jus-
tificada por condigdes de baixa estringéncia da
PCR. Nestas situagdes, o desequilibrio nas con-
digbes fisico-quimicas ideais da reagao facilitam
o pareamento imperfeito dos primers com o DNA,
resultando no anelamento e amplificagdo de re-
gides do DNA diferentes da regiao alvo (Lorenz,
2012).

Ainda observando as PCR convencionais, veri-
fica-se que com a Ta de 56 °C nao ocorreu a ampli-
ficacdo esperada do fragmento em dois individuos
apomiticos (29 e 44). Ja com a Ta de 57°C, o indi-
viduo 29 apresentou a amplificagao esperada e, no
44, ocorreu a presenga de duas bandas inespecifi-
cas, uma de tamanho maior e outra menor compa-
rada ao fragmento esperado.

Como esperado, a utilizagdo da PCR TD (Fi-
gura 2 C e D) permitiu maior rigor no anelamento
dos primers, favorecendo a formacéo de hibri-
dos perfeitos entre primer e DNA molde, ndo se
observando bandas inespecificas, além de pro-
porcionar melhor simetria das bandas no gel de
agarose. Analisando as duas Ta neste tipo de
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PCR, verifica-se que o individuo apomitico 29
s6 apresentou amplificacdo na Ta de 57°C e o
44, apesar de apresentar pouco produto ampli-
ficado, teve amplificagdo nas duas temperaturas
testadas. Esta baixa amplificagdo pode ser justi-
ficada pela baixa medida na espectrofotometria
da razdo 260/280 que foi observada na leitura do
Nanodrop (resultado ndo apresentado), indican-
do que a pureza do DNA deste individuo nao foi
satisfatoria, o que provavelmente atrapalhou sua
amplificacao.

Apos analise dos géis das PCR dos protoco-
los testados, constatou-se que a PCR TD a 57°C
(Figura D) foi a mais adequada para o uso do mar-
cador molecular SCAR p779/p780, uma vez que
possibilitou a amplificagdo de todos os individuos
apomiticos e sem a presenga de bandas inespe-
cificas. Portanto, esta PCR foi utilizada para se
verificar a eficiéncia do marcador na detecgéo da
apomixia em Brachiaria, através da porcentagem
de coincidéncia entre o modo de reproducéo co-
nhecido e os dados gerados pelo uso do marcador
molecular SCAR p779/p780.

Observa-se no gel de agarose da Figura 3
que, dos 43 individuos analisados, quatro deles

apresentaram problemas para o diagnoéstico do
modo de reproducdo. O individuo apomitico 9
apresentou uma banda bem fraca, com o tamanho
do fragmento esperado, mesmo padrao de banda
observado no individuo sexual 11 o que impede
um diagnéstico conclusivo, em ambos 0s casos.
O individuo apomitico 18 apresentou duas ban-
das inespecificas, uma maior e outra menor que
o fragmento esperado, padrdo também observado
no individuo 44 na PCR convencional a 57°C, e
que nao permite concluir o diagnéstico molecu-
lar do modo de reprodugéo. Por fim, o individuo
apomitico 23 nao apresentou amplificagdo, sen-
do classificado como sexual pelo marcador mo-
lecular. Portanto, dos 43 individuos estudados,
39 deles apresentaram coincidéncia com relagéo
ao modo reprodutivo entre os métodos molecular
e citogenético, trés foram inconclusivos e ape-
nas um apresentou resultado discordante (Figura
3). Este resultado representa uma eficiéncia de
90,6% na deteccdo do modo de reproducdo em
hibridos de Brachiaria.

khplus

apo

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 1,5 %, de PCR TD (touchdow) com temperatura de anelamento de 57°C utili-
zando o marcador molecular p779/p780 em individuos de Brachiaria spp., em que. apo = modo de reprodugao apomitico,

sex = modo de reproducgéo sexual.
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A selecgéo assistida por marcadores molecula-
res (SAM) possibilita a identificagéo e selegéo de
caracteristicas desejaveis em plantas cultivadas de
uma forma eficiente e precoce. Ela integra dados da
genética molecular com a selecéo fenotipica, pela
busca de alelos desejaveis utilizando marcadores
moleculares que estejam ligados a caracteristicas
de interesse. Para que um marcador molecular seja
utilizado na SAM, inicialmente tem-se a obtencéao
de marcadores genéticos associados com a ca-
racteristica fenotipica de interesse (Collard et al.,
2005). Apos esta etapa é realizada a validagao para
se verificar a eficacia deste marcador na determina-
¢éo do fenotipo em individuos da espécie em es-
tudo, com origens genéticas distintas (Barr et al.,
2000). Quanto maior o numero de individuos utili-
zados para a validagéo, maior sera a confiabilidade
do marcador para ser utilizado nos programas de
melhoramento.

De acordo com Silva et al. (2007), quanto maior
a eficiéncia de sele¢céo (ES) de um marcador, maior
sera a sua contribuicdo na tomada de decisdes
pelos programas de melhoramento. Neste estudo,
o marcador molecular SCAR p779/p780 teve uma
eficiéncia de 90,6% na detecgdo na apomixia em
individuos hibridos de Brachiaria. Poucos estudos
foram realizados para se verificar a relagao entre
fenotipagem e a genotipagem para o modo de
reproducdo em gramineas forrageiras, e todos em
hibridos de Panicum maximum (syn. Megathyrsus
maximus). Bluma-Marques et al. (2014) utilizaram
marcadores RAPD e verificaram uma eficiéncia de
selegao entre 77,3 a 88%, sendo esta considerada
boa. Em estudos com o marcador SCAR p779/
p780, em hibridos de P. maximum oriundos de
diferentes cruzamentos, Santos (2021) verificou
uma eficiéncia de 92% deste marcador para
a deteccdo da apomixia em individuos desta
espécie (bastante proxima a eficiéncia observada
no presente estudo). Santos (2021) ainda
observou que este marcador nao possui ligacao
com caracteres de importancia agrondmica e que
pode ser utilizado na SAM com eficiéncia para a
detecgao da apomixia.

O presente resultado é promissor, entretanto é
necessario aumentar o nimero amostral para com-
provar o porcentual de eficiéncia do marcador na
detecgdo do modo reprodutivo em espécies desse
género. Caso a eficiéncia permaneca a mesma ou
aumente, este marcador podera ser incorporado
na selegdo assistida por marcadores moleculares
nos programas de melhoramento de espécies de
Brachiaria.
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Conclusao

A alteracdo do protocolo convencional de PCR
para a PCR TD (touchdow), utilizando-se a tempe-
ratura de anelamento (Ta) de 57°C, foi efetiva para
garantir uma amplificagdo mais robusta e especifica
do marcador molecular SCAR p779/p780, possibili-
tando atingir uma eficiéncia de 90,6% na deteccao
da apomixia em hibridos de Brachiaria.
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