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Resumo

Neste trabalho procurou-se apresentar e discutir, de forma ampla, o uso da
biotecnologia e seu potencial para os programas de melhoramento de
forrageiras tropicais realizados na Embrapa Gado de Corte. O uso da
biotecnologia nesses programas é uma atividade recente, mas importantes
resultados vém sendo gerados a fim de auxiliar o processo de obtencéao de
novas cultivares forrageiras. A maioria dos trabalhos apresentados utiliza
marcadores Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) para
aplicagOes em curto prazo: estudos de diversidade em acessos de bancos
de germoplasma, identificacado de hibridos e estimacao da taxa de cruza-
mento. Aplicacoes em médio e longo prazos do uso de marcadores, como
mapeamento genético e selecdo auxiliada por marcadores moleculares
(SAMM), ainda necessitam de maiores investimentos, tanto na busca de
novos marcadores, qguanto no desenvolvimento de populacdes adequadas
para esses estudos. Em 2007, teve inicio uma nova linha de pesquisa
nessa unidade, a prospeccao de genes com caracteristicas econémicas.
Genes para a tolerancia ao aluminio sdo o foco dessa pesquisa que preten-
de explorar a sintenia entre os genomas de gramineas, visando ao desen-
volvimento de cultivares de braquiaria mais tolerantes ao aluminio. A
Embrapa Gado de Corte vem investindo em pessoal e aquisicdo de equipa-
mentos para avancar nao sé na producao de cultivares de forrageiras mais
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adaptadas as necessidades de um mercado cada vez mais exigente, como
também no crescimento institucional do setor de biotecnologia.

Termos para indexacgdo: diversidade genética, identificacao de hibridos,
marcadores moleculares, RAPD, taxa de cruzamento, busca de genes.



Biotechnology in the
Tropical Forage Breeding
Programs at Embrapa Beef
Cattle

Abstract

Biotechnology and its potential use in tropical forage breeding programs
developed at Embrapa Beef Cattle are widely presented and discussed in
this paper. The use of biotechnology in these programs is a recent activity,
but important results are being generated in order to speed up the process
of developing new forage cultivars. Most studies presented, use Random
Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) markers for short-term
applications: diversity studies in accessions of the germplasm banks,
identification of hybrids and to estimate crossing rates. Mid- or long-term
applications of markers, as genetic mapping and molecular marker assisted
selection (SAMM), still need larger investments, both in the search for new
markers, as in the development of adequate populations for these studies.
In 2007, a new research line began in the Center, the search for genes of
economical characteristics. Genes for aluminum tolerance are the focus of
this research, which intends to explore the synteny among grass genomes,
aiming at the development of more aluminum tolerant Brachiaria cultivars.
Embrapa Beef Cattle has been investing in the acquisition of personnel and
equipment, to advance not only in the development of forage cultivars
adapted to the needs of a more demanding market, as well as in the
institutional growth of the biotechnology sector.

Index terms: genetic diversity, hybrid identification, molecular markers,
RAPD, crossing rate, gene search.
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Introducéo

No Brasil, os sistemas de producado de carne e leite bovinos caracterizam-
se pela dependéncia quase que exclusiva de pastagens. Esse fato resulta
em vantagem comparativa para o mercado brasileiro por viabilizar custos
de producao relativamente baixos, tornando o pais o maior produtor
mundial de carne bovina.

A excecio da regido Sul, ou seja, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e sul
do Parand, as forrageiras predominantemente utilizadas sao tropicais,
destacando-se as cultivares dos géneros Brachiaria e Panicum.

Segundo Alves et al. (2007) existem no Brasil mais de 40 milhdes de
hectares de pastagens plantadas com gramineas do género Brachiaria, dos
quais aproximadamente 85% sao ocupados por B. brizantha cv. Marandu e
B. decumbens cv. Basilisk. Na regido dos Cerrados, as pastagens ocupam
aproximadamente 50 milhdes de hectares, dos quais 65 % sao cultivados,
e a maior parte é composta das espécies B. decumbens, B. brizantha e B.
humidicola (SANO et al., 2000). Em regides iumidas do Nordeste, da
Amazénia e do Brasil Central, a pecudria tem utilizado principalmente
pastagens de B. humidicola, seguidas da B. decumbens e B. brizantha
(DIAS-FILHO, 2005). Nos solos férteis da regidao de Mata Atlantica,
observa-se ainda a predominancia de P. maximum, enquanto que nos solos
menos férteis a maioria das pastagens cultivadas é formada por B.
humidicola, B. decumbens e B. brizantha (PEREIRA et al., 1992).

Embora a diversidade de géneros e espécies de forrageiras tropicais seja
muito grande, o nUmero de cultivares utilizadas nas pastagens é bastante
restrito; poucas cultivares ocupam extensas areas, o que torna as pasta-
gens brasileiras bastante vulneraveis a ocorréncia de pragas, doencas e
mudancas climaticas, colocando em risco todo o sistema de producao de
carne e leite bovinos. Como exemplo disso, cita-se a sindrome da morte de
B. brizantha cv. Marandu na Amazénia Legal em 2006. Portanto, é impres-
cindivel o desenvolvimento de novas cultivares de forrageiras visando,
além do aumento de produtividade, a diversificacdo de pastagens.
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Essa demanda por novas cultivares exige acdes de pesquisa relacionadas
a: potencializacdo do uso do germoplasma, ampliacdo da base genética por
meio de cruzamentos e avaliacdo do potencial agronémico dos novos
gendtipos obtidos; as quais devem ser conduzidas para a sustentacao e
otimizacao do sistema produtivo.

O melhoramento genético de forrageiras tropicais realizado pela Embrapa
Gado de Corte é relativamente recente, tendo inicio na década de 1980.
No entanto, significativos progressos foram alcancados, a exemplo das
cultivares lancadas de capim-marandu (1984), capim-tanzania (1990),
capim-mombaca (1993), capim-massai (2000), capim-xaraés (2003),
capim-piata (2006) e a leguminosa forrageira estilosantes-campo-grande
(2000). Todas sao produtos de selecao de acessos e/ou hibridos naturais
mantidos em bancos de germoplasma.

Apesar desse imenso sucesso, a necessidade de se adequar a um merca-
do cada vez mais exigente e atender a demanda para diversificacao das
pastagens no Brasil, a biotecnologia estd sendo incluida nos programas de
melhoramento de forrageiras tropicais da Embrapa Gado de Corte como
ferramentas auxiliares. Essas técnicas possibilitam, entre outras coisas, a
caracterizacao genética dos germoplasmas disponiveis; a identificacao
precisa e precoce de hibridos; a micropropagacao; o mapeamento genético;
o seqlienciamento de genomas; a identificacdo e a caracterizacao de genes
e/ou marcadores moleculares relacionados com caracteristicas de impor-
tancia agrondmica; a geracao de plantas geneticamente modificadas e
outros (KUMAR, 1999).

O passo inicial da inclusao dessas técnicas foi o diagndstico das principais
limitacdes encontradas nas diferentes linhas de pesquisa desenvolvidas
nos programas de melhoramento da Embrapa Gado de Corte. Posterior-
mente, metodologias apropriadas foram identificadas e novos investimen-
tos tém sido feitos no desenvolvimento das estratégias de pesquisas
consideradas prioritarias. Os principais avancos obtidos com essas novas
tecnologias, bem como as demandas para o continuo progresso desses
programas, estao descritos nesta publicagao.

13
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Biotecnologia aplicada ao
melhoramento de forrageiras
tropicais

Marcadores moleculares

Marcadores moleculares podem ser definidos como todo e qualquer
fendtipo molecular que pode ser oriundo de um gene expresso (marcadores
bioguimicos), como no caso de isoenzimas, ou de um segmento especifico
do 4cido desoxirribonucléico (DNA) (marcadores de DNA) (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). Os marcadores bioquimicos foram bastante
utilizados na década de 1970 para a caracterizacao da variabilidade
genética de populacdes selvagens e cultivadas. No entanto, o reduzido
numero de locos acessados e a influéncia do tempo de desenvolvimento da
planta para sua deteccao limitam bastante a utilizacdo de isoenzimas como
marcadores. Os marcadores de DNA, por sua vez, apresentam uma gama
ampla de locos e que sdo estaveis, isto é, ndo sofrem influéncias do meio
ambiente (MALUF et al., 2001).

Os tipos mais comuns de marcadores de DNA sao: Random Amplification
of Polymorphic DNA (RAPD), Amplified Fragment Length Polymorphism
(AFLP) e microssatélites ou Simple Sequence Repeat (SSR). Todas essas
metodologias sdo simples e envolvem reacdes de polimerizacao em cadeia
(PCRs), o que permite uma amplificacado rapida dos marcadores, facilitando
sua identificacdo. As principais diferencas entre elas estdo na capacidade
de revelar polimorfismos e no custo de sua obtencao.

Nos programas de melhoramento de forrageiras tropicais da Embrapa Gado
de Corte, o uso de alguns desses marcadores vem sendo implementado
em um trabalho conjunto com a Universidade de Campinas (UNICAMP).
Inicialmente, visando a caracterizacdo molecular dos bancos de
germoplasma, estimacao de taxas de cruzamento, identificacao de hibridos
e outros. Em uma segunda fase, pretendem-se avaliar as progénies desen-
volvidas pelos programas a fim de identificar marcadores especificos para
caracteristicas de interesse econémico, como resisténcia a insetos e
fungos, digestibilidade e tolerancia a solos &cidos.
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Caracterizacao molecular de germoplasma

As gramineas forrageiras tropicais dos géneros Brachiaria e Panicum
pertencem a familia Poaceae, originarias da Africa. Em geral, compreen-
dem espécies apomiticas e polipléides. Ja as leguminosas forrageiras do
género Stylosanthes pertencem a familia Leguminosae, tendo como princi-
pal centro de origem as Américas Central e do Sul. Compreendem espéci-
es dipldides e polipléides que, em geral, possuem modo de reproducao
misto.

A existéncia de um banco de germoplasma, ou seja, de uma colecéo de
gendtipos de diferentes procedéncias, é fundamental para o estabeleci-
mento de um programa de melhoramento (OLIVEIRA, 2006). A Embrapa
Gado de Corte é detentora dos bancos ativos de germoplasma (BAGs) das
principais forrageiras tropicais, Brachiaria spp., Panicum maximum e
Stylosanthes spp., existentes no Brasil.

A utilizacdo de marcadores moleculares para a caracterizacao desses
BAGs é recente e se restringe aos marcadores do tipo RAPD, principal-
mente, por ndo necessitarem de conhecimento prévio do genoma que se
deseja amplificar (WILLIAMS et al.,1990). Além disso, sdo de facil execu-
cado, nao necessitam de muitos equipamentos, apresentam elevado
polimorfismo, necessidade de pequena quantidade de DNA, baixo custo
quando comparado a outros marcadores moleculares, auséncia de
hibridacao e de utilizacao de radiois6topos e o polimorfismo pode ser
visualizado na forma de banda amplificada de DNA visivel em gel de
agarose corado com brometo de etidio (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998).

Estudos utilizando marcadores RAPD para caracterizacao do BAG de B.
humidicola (CHIARI et al., 2006a) e B. dictyoneura (ZORZATTO et al.
2007) evidenciaram o elevado nimero de locos, média de 10 e 7,9 por
oligonucleotideo iniciador, respectivamente. Dos locos amplificados 100%
foram polimérficos em B. humidicola e 87 % em B. dictyoneura. Em ambos
os casos foram observados acessos muito similares entre si (S > 0,9) e
acessos muito divergentes (S < 0,25), onde S é o valor de similaridade

15
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genética calculado pelo coeficiente de Jaccard. E, os agrupamentos
obtidos pelos métodos Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean (UPGMA) e Tocher ndo mostraram relacdo com a origem desses
acessos na Africa. Esses trabalhos demonstraram que existe diversidade
genética nos BAGs dessas espécies, a qual pode ser explorada no progra-
ma de melhoramento genético do género.

Em Stylosanthes, estudos de variabilidade genética foram realizados em 19
acessos de S. capitata (PATRIARCHA-GRACIOLLI et al., 2005) e 20
acessos de S. guianensis (CHIARI et al., 2006b) utilizando a técnica de
RAPD. A porcentagem de locos polimérficos detectada para essas espéci-
es foi de 70,8% e 39,5%, respectivamente. Em ambas as espécies, a
similaridade genética interacessos foi alta, variando de 0,69 a 0,88 em S.
capitata e 0,75 a 0,96 em S. guianensis. Baixa variabilidade genética intra-
especifica também foi relatada por Kazan et al. (1993) em S. guianensis, S.
scabra, S. hamata e S. humilis, utilizando essa mesma técnica. Apesar da
baixa diversidade observada nesses acessos de S. guianensis e S. capitata
do BAG da Embrapa Gado de Corte, as anélises de agrupamento dividiram
esses acessos em quatro e dois grupos, respectivamente. Esse resultado
pode orientar o melhorista na escolha dos acessos para realizacao de
cruzamentos e selecao.

Com esse mesmo propdsito, uma equipe da UNICAMP vem desenvolvendo
bibliotecas de microssatélites para as principais espécies forrageiras dos
programas de melhoramento da Embrapa Gado de Corte (JUNGMANN et
al., 2005; SANTOS et al., 2006, SASSAKI et al., 2006; SANTOS et al.,
2007; VIGNA et al., 2007), em um trabalho pioneiro que conta com
financiamento do governo federal (Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico - CNPq) e dos governos dos Estados de Sao Paulo
(Fundacéao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo - Fapesp) e de
Mato Grosso do Sul (Fundacao de Apoio ao Desenvolvimento do Ensino,
Ciéncia, e Tecnologia de Mato Grosso do Sul - Fundect).
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Identificacdo de acessos e cultivares

Os marcadores moleculares, isoladamente ou em conjunto, podem ser
utilizados para caracterizar e distinguir um gendétipo de outro. Para tanto,
diferentes genétipos devem apresentar padroes de bandas distintos,
mantidos quando o procedimento for repetido ou quando o genétipo for
cultivado em diferentes ambientes.

Nesse sentido, marcadores SSR e RAPD foram utilizados com o objetivo de
confirmar a identidade de quatro gendtipos (T46, T62, T72 e Milénio) de P.
maximum provenientes do campo de multiplicacao de sementes da
Embrapa Gado de Corte, comparando seus perfis moleculares com os
acessos de referéncias do campo de germoplasma. Os SSRs utilizados
foram desenvolvidos pelo Japan International Research Center for
Agricultural Sciences (Jircas) e gentilmente cedidos ao laboratério de
biotecnologia vegetal da Embrapa Gado de Corte.

Os resultados mostraram que o acesso T72 do campo de germoplasma
nao correspondeu a nenhum dos gendétipos do campo de multiplicacao,
enguanto os demais tiveram seu correspondente identificado. A similarida-
de genética entre o acesso T72 e seu correspondente foi 0,53, pela
andlise com RAPD e 0,32 pela anélise com SSR. Esse fato demonstra uma
possivel contaminacdo no campo de multiplicacdao de sementes, uma
planta invasora pode ter se desenvolvido no lugar do acesso T72.

Marcadores RAPD também foram utilizados para caracterizacao de quatro
acessos que compoem a cultivar S. guianensis cv. BRS Bela e para estabe-
lecer suas inter-relagcdes com outros acessos de S. guianensis de varieda-
des botanicas conhecidas (14 acessos da variedade pauciflora, 11 de
guianensis, quatro de canescens, trés de microcephala). A cultivar BRS
Bela foi registrada no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(Mapa) (MAPA, 2007) e tem lancamento previsto para 2009.

Para esclarecimento, essa cultivar é composta de uma mistura fisica de
sementes de quatro acessos de S. guianensis (GC1; GC2; GC3 e GC4). Os
acessos GC1 e GC3 foram reintroduzidos das Filipinas e, possivelmente,
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sao hibridos artificiais, entretanto, sem dados completos de passaporte. O
acesso GC4 foi selecionado a partir do acesso GC3 e o acesso GC2
(germoplasma CIAT 2340) é originario da Colémbia, cidade de Casamare
(CIAT, 2007). Esses acessos apresentam caracteristicas morfolégicas de
mais de uma variedade botanica. Stylosanthes guianensis divide-se em
quatro variedades botanicas: guianensis, canescens, microcephala e
pauciflora.

Os resultados obtidos pela anélise de dez oligonucleotideos iniciadores
indicaram que os acessos da cv. BRS Bela estdao mais préoximos
taxonomicamente dos acessos da variedade botanica guianensis. Outro
importante resultado é que entre os acessos estudados existe maior
variabilidade genética entre os acessos da variedade botanica guianensis,
em que a média de similaridade genética interacessos foi 0,46, seguida por
canensis (0,62), depois microcephala (0,63) e por fim pauciflora (0,72). A
técnica de RAPD mostrou-se um poderoso ferramental para auxiliar
melhoristas na classificacdo de acessos de S. guianensis em variedades
botanicas. O artigo completo estd em fase de elaboracao para publicacéao.

Estimacdo de taxas de cruzamento

A taxa de cruzamento, ou taxa de fecundacao cruzada, de diferentes
espécies vegetais variade 0% a 100%. Aquelas que se reproduzem
predominantemente por autofecundacao (acima de 95%) sao classificadas
como autégamas e as que realizam autofecundacao em freqliéncia abaixo
de 5% sao denominadas alégamas. As demais espécies sao classificadas
como mistas ou intermedidrias. Seu conhecimento é determinante para a
definicao de estratégias de manutencao de seu germoplasma, producéao de
sementes e de melhoramento, nas estimativas de pardmetros genéticos,
predicao de valores genéticos dos individuos candidatos a selecao e dos
tipos de cultivares a serem obtidas (VENCOVSKY et al., 2001).

Dentre os géneros melhorados pela Embrapa Gado de Corte, essa informa-
cao é altamente relevante para espécies de Stylosanthes. Estudos realiza-
dos na Austrélia com S. scabra (STACE, 1982) e na Colémbia com S.
capitata e S. guianensis (MILES, 1983, 1985) indicam um sistema
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reprodutivo misto nessas espécies. No entanto, ainda ha poucas informa-
coes a respeito do modo de reproducao das espécies desse género no
Brasil, onde essas espécies sdo nativas.

Nesse sentido, visando a estimar a taxa de cruzamento em S. capitata e S.

guianensis para as condicdes do Brasil, onde essas espécies sao nativas,
20 progénies foram colhidas em um experimento de avaliagdao de 35
acessos, com 1.260 plantas. Dez plantas de cada progénie tiveram seus
DNAs extraidos e analisados com nove oligonucleotideos iniciadores
polimérficos de RAPD previamente selecionados nos genitores.

As taxas de cruzamento obtidas para essas duas espécies (68,1% para S.
capitata e 38,6% S. guianensis) indicam um sistema misto de reproducao
com maior taxa de fecundacao cruzada do que a encontrada por Miles
(1983, 1985), que avaliou duas épocas de plantio e encontrou uma média
de 20% de alogamia em S. capitata e 13,8% em S. guianensis. As altera-
coes nas taxas de cruzamento em diferentes populacdes de uma espécie
podem ser explicadas por fatores como: alteracbes no comportamento e/
ou na densidade de animais polinizadores e o marcador genético utilizado
(MURAWSKI, 1995). Os marcadores RAPDs derivam, geralmente, de
regioes nao-codificantes do DNA e sdo neutros, enquanto os marcadores
morfolégicos, usados por Miles (1983, 1985), sdo derivados de regidoes
codificantes do DNA e, em geral, sofrem influéncia do ambiente e confe-
rem algum valor adaptativo (SOUZA et al., 2003).

Diante desses resultados, foi identificada a necessidade de se explorar a
variabilidade genética dentro de progénies e dentro de acessos dessas
duas espécies para obter maiores ganhos com selecdo em curto prazo e
definir estratégias mais indicadas para o melhoramento dessas espécies;
particularmente, na estimacao de parametros genéticos e na predicao dos
valores genéticos dos individuos candidatos a selecao. Além disso, a taxa
de cruzamento devera ser orientadora na conservacao de germoplasma e
em novas coletas, pois, espécies com sistema reprodutivo misto devem
apresentar diversidade genética tanto entre populacdes quanto dentro de
populacoes. Nesse sentido, é importante saber que quanto menor a taxa
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de cruzamento natural, maior sera a variabilidade interpopulacional
(HAMRICK, 1990).

Identificacdo precoce de hibridos

O programa de melhoramento genético de Brachiaria via hibridacao vem
sendo realizado na Embrapa Gado de Corte desde 1988, envolvendo
principalmente B. brizantha, B. decumbens e B. ruziziensis: as duas primei-
ras, com uma maioria de acessos apomiticos e tetrapldides naturais e a
Gltima, caracterizada por sexualidade dipléide.

Recentemente, com a descoberta de um acesso sexual tetrapléide natural
no BAG de B. humidicola (BOLDRINI et. al., 2006), a equipe de melhora-
mento da Embrapa Gado de Corte vem concentrando esforcos na obtencao
de populacoes de cruzamentos intra-especificos controlados em B.
humidicola e desenvolveu uma populacao inédita em todo o mundo tropical.

Um entrave na continuidade desse processo estd na identificacao segura e
precoce dos hibridos resultantes, uma vez que nao se faz emasculacao
prévia aos cruzamentos e a identificacao visual esbarra na necessidade de
obtencao da planta adulta para avaliacdo das caracteristicas morfolégicas,
que muitas vezes s6 é possivel apds o florescimento. Além disso, torna-se
mais dificil guando os pais sao fenotipicamente muito semelhantes, como é
o caso de B. humidicola. Para avancar nesse programa, os marcadores
moleculares representam um poderoso ferramental. Marcadores RAPDs,
isoladamente ou em conjunto com outros marcadores, como SSR e AFLP,
encontram-se entre os mais utilizados na identificacao precisa e precoce
de hibridos (OLIVEIRA et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2001; FALEIRO et al.,
2003; SILVA et al., 2005; BASTIANEL et al., 2006).

Nesse contexto, tornou-se imprescindivel ao programa a identificacdo de
descritores moleculares, que, além de nao serem influenciados pelo
ambiente, permite a selecao precoce de hibridos, resultando em economia
de tempo, custos e trabalho de campo.
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Visando a identificacdo de hibridos, foirealizado um estudo com os princi-
pais genitores do programa de melhoramento de Brachiaria das quatro
espécies mais utilizadas no programa (B. brizantha, B. decumbens, B.
ruziziensis e B. humidicola). A selecao de oligonucleotideos iniciadores
baseou-se na presenca de marcadores informativos (bandas de DNA
amplificadas) nos genitores masculinos quando comparados aos genitores
femininos, para que esses marcadores possam ser utilizados na analise de
hibridos de primeira geracao (ROCHA et al., 2006).

Dez oligonucleotideos iniciadores foram selecionados para a identificacao
de hibridos em uma progénie de 345 plantas oriundas do cruzamento intra-
especifico em B. humidicola entre a cv. BRS Tupi (apomitica) e o acesso
H31 (sexual) (CHIARI et al., 2007). Esse estudo demonstrou que aproxima-
damente 20% das plantas da progénie sao resultantes de autofecundacao,
revelando que B. humidicola tolera endogamia quando esta é forcada em
cruzamentos controlados.

As plantas determinadas como hibridas tiveram seu modo de reproducao
avaliado por citoembriogenia (VALLE, 2007). Os hibridos apomiticos mais
promissores serao candidatos a novas cultivares e os hibridos sexuais
com melhor desempenho agronémico podem ser utilizados em novos
cruzamentos.

O estudo do modo de reproducao dos hibridos de B. humidicola, assim
como de outras espécies apomiticas, é, tradicionalmente, realizado pela
andlise da anatomia de sacos embrionarios em microscopia de contraste
de interferéncia. Para tanto, é necessario aguardar o florescimento,
coletar as flores, extrair e clarificar os ovarios, preparar e analisar as
laminas (YOUNG et al., 1979). Essa avaliacao é um processo demorado e
trabalhoso. A identificacdo de marcadores moleculares ligados a apomixia
podera facilitar muito esse processo, pois permitird discriminar de forma
precisa e precoce, ainda em estagio de plantula, plantas apomiticas,
candidatas a cultivares, de plantas sexuais. Esse processo é denominado
de selecao assistida por marcadores moleculares (SAMM) ou, do inglés,
marker assisted selection (MAS).
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Selecdo assistida por marcadores moleculares

A selecao assistida por marcadores moleculares visa a selecionar os
individuos com base na presenca do marcador molecular, sem que haja a
necessidade de avaliar o fendétipo da caracteristica. Para tanto, é necessa-
ria a deteccao de marcadores moleculares ligados as caracteristicas de
interesse, qualitativas ou quantitativas. Logo, a SAMM representa uma
forma de selecao indireta na qual o carater indireto (o marcador molecular)
apresenta herdabilidade préxima a 100%, uma vez que a selecdo podera
ser conduzida independente do ambiente.

A utilizacao de marcadores moleculares para selecao é de grande impacto
Nnos casos em que a caracteristica de interesse é de dificil e/ou cara
avaliacao e, também, no caso de espécies perenes, de ciclo longo, quando
houver necessidade de esperar alguns anos até que a caracteristica
fenotipica se expresse.

A apomixia é um tipo de reproducao assexuada que se caracteriza por
originar embrides sem fertilizacdo, portanto, geneticamente idénticos a
planta-mae (RICHARDS, 1997). Esse tipo de reproducao tem despertado
interesse de varios grupos de pesquisa, por causa do seu potencial para
revolucionar a producao agricola, pois pode maximizar a producao por meio
da fixacao do vigor hibrido, evitando perdas por problemas de polinizacao e
acelerando o processo de melhoramento (DALL’AGNOL; SCHIFINO-
WITTMANN, 2005).

Para a transferéncia da apomixia por meio de cruzamentos sdo necessari-
as informacodes basicas, como a disponibilidade de recursos genéticos,
numero cromossdmico dos doadores em potencial, homeologia genémica,
fertilidade do pdlen, tipo e grau de apomixia, caracteristicas agronémicas e
conhecimento prévio sobre a hibridacdo em questéo. As tentativas de
introduzir, por meio de cruzamentos, o(s) gene(s) da apomixia de espécies
silvestres para espécies cultivadas nao tém sido bem sucedidas até o
momento, pois as plantas apomiticas obtidas tém cromossomos a mais e
alto grau de aborto de sementes (SAVIDAN, 2001).
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A possibilidade de se transferir a apomixia entre plantas usando técnicas
de biologia molecular requer, antes de tudo, conhecimento da natureza dos
genes envolvidos. Diferentes linhas de pesquisa estdao sendo desenvolvidas
para o conhecimento basico da reproducao, principalmente dos eventos de
desenvolvimento do gametéfito feminino e da fecundacéo.

Anélises de populacdes segregantes em algumas culturas, derivadas de
cruzamentos entre apomiticos e sexuais, tém ajudado a desvendar a
transmissao genética da apomixia e a produzir mapas do loco apomitico
(OZIAS-AKINS et al., 1993,1998), baseado em marcadores moleculares.
No entanto, a clonagem a partir desses mapeamentos ainda nao foi obtida.

A anélise de bulks segregantes, do inglés, bulked segregant analysis (BSA)
usando RAPD, estratégia proposta por Michelmore et al. (1991), é uma
ferramenta importante para identificar um potencial marcador quando a
caracteristica tem carater monogénico e dominante. Esse parece ser o
caso da apomixia em gramineas forrageiras do género Brachiaria que indica
uma heranca monogénica e dominante sobre a sexualidade (SAVIDAN
1982; VALLE et al. 1994; SHERWOOD et al. 1994). Dessa maneira, essa
metodologia vem sendo empregada na populacao segregante de B.
humidicola, recentemente obtida pela equipe de melhoramento da Embrapa
Gado de Corte, com vistas a identificar marcadores RAPDs ligados a
apomixia. Para tanto, o DNA dos hibridos, confirmados pela técnica de
RAPD e analisados quanto ao modo de reproducao, foi utilizado para o
preparo dos bulks apomiticos e bulks sexuais, constituidos por uma mistu-
ra equimolar de DNA de dez plantas por bul/k. Marcadores RAPDs presen-
tes apenas nos bulks apomiticos serao investigados em todos os individuos
que constituem esses bulks e, também, os bulks sexuais, para estabelecer
se ha co-segregacao do marcador com a apomixia. Marcadores RAPDs ja
foram identificados em populacoes de Pennisetum (OZIAS-AKINS et al.,
1998) utilizando essa mesma metodologia.

Mapeamento genético
A existéncia de mapas genéticos de ligacao saturados com marcadores
moleculares consiste na base para estudos avancados de genética,
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podendo possibilitar a identificacdo e o isolamento de genes, entendimento
da heranca, e estudos da estrutura, expressao e funcao desses genes
(ROOSE et al., 2000).

Uma das aplicacdes mais importantes dos mapas genéticos é a localizacao
de genes que controlam caracteristicas de importancia econémica, como
producao de graos e teor de proteina, que resultam da acao de um conjun-
to de genes. Essas caracteristicas sdo denominadas poligénicas, quantita-
tivas ou de heranca complexa, e os locos que as controlam sdao chamados
de Quantitative Trait Loci (QTL) (TANKSLEY, 1993).

Procedimentos como a localizacdo e o mapeamento de QTL, estudos de
sintenia e clonagem de genes com base em mapas genéticos passaram a
representar complementos importantes a serem considerados em progra-
mas de melhoramento das mais variadas espécies vegetais (LEE, 1995).

O mapeamento de QTLs possibilita mensurar o nimero de locos quantitati-
vos envolvidos na heranca complexa, bem como suas localizacdes
cromossdmicas, modo de acdo génica (aditividade, dominancia, heterose e
epistasia), além de possibilitar a decomposicao da interacao de genétipos
por ambientes de cada QTL (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). A
capacidade de deteccao de um QTL é funcao da magnitude do seu efeito
sobre a caracteristica, do tamanho da populacao segregante avaliada, da
freqliéncia de recombinacao entre o marcadore o QTL, bem como da
herdabilidade da caracteristica (TANKSLEY, 1993).

Outra importante abordagem da utilizacdo dos mapas é o mapeamento
comparativo (comparative mapping ou synteny mapping). A comparacao
das estruturas genémicas de diferentes espécies, do ponto de vista de
homologia de genes, conservacao de distancias e da ordem de ligacao nos
cromossomos contribui para o entendimento sobre a evolucao dos
genomas (KELLER; FEUILLET, 2000). O mapeamento comparativo é
também uma estratégia para obtencao de mapa Unico de referéncia para a
maioria das espécies vegetais cultivadas (SEWELL et al., 1999), pelo
menos de familias taxonémicas.
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Por fim, a clonagem de genes com base em mapas genéticos (map-based
cloning e positional cloning) constitui a mais audaciosa aplicacéo dos
mapas genéticos. Nessa abordagem, o efeito fenotipico do gene é verifica-
do anteriormente avaliando-se a caracteristica de interesse na progénie, e
sua posicao cromossdmica aproximada é determinada pelo mapeamento.
Esse mapeamento detalhado, de alta resolucao, consiste em identificar
marcadores préximos a um gene, sendo essa resolucao dependente do
numero de marcadores e da disponibilidade de grande nimero de individuos
na progénie, o que aumenta a probabilidade de se encontrarem eventos de
recombinacdo no segmento de interesse (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998).

Para o planejamento de um programa de mapeamento genético, alguns
requisitos sao fundamentais, destacando-se: a) escolha de genitores com
comportamento fenotipico contrastante em relacao a caracteristica a ser
mapeada; b) cruzamentos controlados entre os genitores com producéo de
uma progénie com eventos meidticos representativos; e c) disponibilidade
de técnicas para a obtencao de centenas de marcadores com comporta-
mento mendeliano (OLIVEIRA, 2001).

O programa de melhoramento de Brachiaria da Embrapa Gado de Corte
desenvolveu vérias populacoes de cruzamentos controlados
interespecificos (B. brizantha X B. ruziziensis e B. decumbens X B.
ruziziensis) e, recentemente, intra-especificos em B. humidicola. Sabe-se
que os genitores contrastam para varias caracteristicas de interesse
econdmico, como exemplo, a tolerdncia ao aluminio téxico, que segrega de
acordo com as proporcoes esperadas pelas leis de Mendel (BUITRAGO et
al., 2003) e, portanto, pode ser utilizada para a construcao de mapas de
ligacao.

No momento, projetos estdo sendo propostos para captacao de recursos,
além disso, marcadores microssatélites estdao sendo desenvolvidos para
essas espécies, como ja mencionado.
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Prospeccao de genes com caracteristicas econdmicas

A prospeccao de genes é um dos desafios atuais da ciéncia. Baseia-se em
estratégias para identificacdo e isolamento de genes que conferem carac-
teristicas de interesse econémico. Embora tenha avancado bastante nos
altimos anos, ainda constitui uma area a ser explorada, principalmente em
espécies pouco estudadas, como o caso da maioria das forrageiras.

A estratégia que vem sendo mais adotada para a prospeccao de genes
inicia com a construcao de uma ou mais bibliotecas de cDNA. Posterior-
mente, é realizada uma busca de seqliéncias por homologia, dos genes de
interesse, em bancos de dados publicos. Em seguida, das seqliéncias
selecionadas (DNA, cDNA ou proteinas), regides, ou dominios conserva-
dos, sao identificadas por alinhamento multiplo e, de posse dessa informa-
cao, oligonucleotideos iniciadores especificos sdao desenhados para triagem
das bibliotecas de cDNA, analisadas para a localizacdo de um ou mais
genes de interesse, utilizando sondas marcadas ou estratégias de amplifi-
cacao por PCR. O espetacular avanco da bioinforméatica nos Ultimos
tempos, aliado a crescente capacidade computacional e velocidade de
acesso a Internet, tem facilitado a realizacao dessas andlises.

Em contraste com os estudos de prospeccao de genes ja desenvolvidos
para grandes culturas, poucos avancos foram alcancados para forrageiras.
No entanto, a comparacdo de mapas genéticos obtidos para gramineas
demonstra que 0s genomas nesse grupo vegetal apresentam alto grau de
conservacao, ou seja, de sintenia (AHN et al., 1993; DEVOS et al., 1993;
SHERMAN et al., 1995; SAGHAI-MAROOQOF et al., 1996). Desse modo, as
espécies de gramineas tém sido consideradas como um sistema genético
unico (BENNETZEN; FREELING, 1997), o que significa que informacdes
geradas para gramineas cultivadas extensamente estudadas, como arroz,
trigo, milho, cana-de-acucar, podem servir de base para o estudo de
espécies forrageiras.

E explorando essa sintenia que vem sendo desenvolvido um trabalho de
prospeccao de genes para tolerancia ao aluminio (Al) em Brachiaria na
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Embrapa Gado de Corte, com a parceria de outras unidades da Embrapa e
da Unicamp.

Uma extensa pesquisa foi realizada em dois bancos de dados publicos
GenBank/NCBI — National Center for Biotechnoloy Information’ e Gramene
— A Comparative Mapping Resource for Grains?, buscando genes de
tolerancia ao Al identificados em outras gramineas, como trigo, milho e
arroz. Genes induzidos por Al em trigo, milho e arroz que codificam para
proteinas transportadoras de acidos organicos (relacionados com mecanis-
mos de tolerancia ao Al) foram identificados, as seqiiéncias foram alinha-
das para identificar as regidoes conservadas e oligonucleotideos iniciadores
ortélogos foram desenhados nessas regides.

Os oligonucleotideos iniciadores desenhados serao utilizados para triagem
de bibliotecas de expressao, utilizando a PCR, que tem se mostrado uma
ferramenta muito eficiente na identificacdo e no isolamento de clones de
interesse (ISRAEL, 1993; ALFANDARI; DARRIBERE, 1994; MUNROE et
al.,, 1995).

Uma vez identificados e isolados, os genes podem ser clonados e transferi-
dos para cultivares comerciais ou acessos elite por meio da transformacao
genética, superando as barreiras biolégicas, especialmente por causa da
natureza apomitica da maioria dos acessos de Brachiaria e de P. maximum,
dispensando a necessidade de cruzamentos.

Consideracdes finais

De modo geral, pode-se considerar que a utilizacdo da biotecnologia nos
programas de melhoramento de forrageiras da Embrapa Gado de Corte é
uma atividade bastante recente e, portanto, ainda hé poucos resultados e
muito a ser explorado.

' Disponivel em: http://www.ncbi.nim.nih.gov
2 Disponivel em: http://www.gramene.org
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A maioria dos trabalhos realizados utiliza marcadores RAPD para aplica-
coes em curto prazo: estudos de diversidade em acessos de bancos de
germoplasma, identificacao de hibridos e estimacao da taxa de cruzamen-
to. Aplicacdes em médio e longo prazos do uso de marcadores, como
mapeamento genético e SAMM, ainda necessitam de mais investimentos,
tanto na busca de novos marcadores, quanto no desenvolvimento de
populacdes adequadas para esses estudos. Nesse sentido, marcadores
SSRs estdo sendo desenvolvidos pela Unicamp em parceria com a Embrapa
Gado de Corte, e, em um futuro préximo, pretendem-se avaliar progénies
desenvolvidas pelos programas na tentativa de identificar marcadores
especificos para caracteristicas agrondmicas desejadas.

Ainda mais recente sdo as pesquisas na area de prospeccao de genes com
caracteristicas econémicas, iniciadas em 2007, com a parceria de outras
unidades da Embrapa e da Unicamp. Genes para a tolerdncia ao aluminio
sdo o foco da pesquisa que pretende explorar a sintenia entre os genomas
de gramineas, visando a encontrar alelos interespecificos (genes ortélogos)
em Brachiaria, considerando as gramineas como um sistema genético
integrado. Depois de identificados, esses genes podem ser utilizados no
melhoramento assistido, visando ao desenvolvimento de cultivares de
braquidria mais tolerantes ao aluminio. Além disso, podem ser transferidos
para cultivares comerciais ou acessos elite por meio da transformacao
genética, dispensando a realizacao de cruzamentos e avaliacdo de numero-
sas progénies.

Para dar continuidade e, efetivamente, avancar no uso da biotecnologia
nos Programas de Melhoramento de Forrageiras, a Embrapa Gado de Corte
vem investindo na aquisicao de equipamentos para o Laboratério de
Biotecnologia Vegetal, na contratacdo de pessoal especializado e na
capacitacao de recursos humanos, pelo treinamento de estagiarios e
técnicos para a realizacdo das pesquisas.

Assim, espera-se que tais avancos representem nao sé a producao de
cultivares de forrageiras mais adaptadas as necessidades de um mercado
cada vez mais exigente, como também o crescimento institucional do setor
de biotecnologia.



A biotecnologia nos programas de melhoramento de forrageiras tropicais da
Embrapa Gado de Corte

Referéncias

AHN, S.; ANDERSON, J. A.; SORRELLS, M. E.; TANKSLEY, S. D. Homoeologous
relationships of rice, wheat and maize chromosomes. Molecular and General
Genetics, Berlin, v. 241, n. 5-6, p. 483-490, Dec. 1993.

ALFANDARI, D.; DARRIBERE, T. A simple PCR method for screening cDNA libraries.
Genome Research, Woodbury, NY, v. 4, p. 46-49, 1994.

ALVES, S. J.; MORAES, A. de; CANTO, M. W. do; SANDINI, |. Espécies forrageiras
recomendadas para producdo animal. Disponivel em: <http://www.fundepec.org.br/
tev/palestras/palestral0.doc> Acesso em: 1 fev. 2007.

BASTIANEL, M.; OLIVEIRA, A. C. de; CRISTOFANI, M.; MACHADO, M. A. Diversida-
de genética entre hibridos de laranja-doce e tangor ‘Murcott’ avaliada por fAFLP e
RAPD. Pesquisa Agropecudria Brasileira, Brasilia, DF, v. 41, n. 5, p. 779-784, Maio
2006.

BENNETZEN, J. L.; FREELING, M. The unified grass genome: synergy in synteny.
Genome Research, Woodbury, NY, v. 7, p. 301-306, Apr. 1997. Issue 4.

BOLDRINI, K. R.; PAGLIARINI, M. S.; VALLE, C. B. do. Abnormal timing of
cytokinesis in microsporogenesis of Brachiaria humidicola (Poaceae: Paniceae).
Journal of Genetics, Bangalore, v. 85, n. 3, p. 225-228, Dec. 2006.

BUITRAGO, M. E.; RECIO, M. E.; CHAVES, A. L.; WENZL, P.; TOHME, J.; MILES, J.
W.; RAO, |I. M. Evaluating physiological components of acid soil adaptation in a
population of Brachiaria ruziziensis x Brachiaria decumbens hybrids. Annual Report of
Biotechnology Research Project. CIAT, Cali, Colombia, p. 253-255, 2003.

CHIARI, L.; SALGADO, L. R.; VALLE, C. B. do; CANCADO, L. J.; VALLE, J. V. R.

do; LEGUIZAMON, G. O. de C. Estimativa da variabilidade genética em acessos de
Brachiaria humidicola utilizando marcadores RAPD. In: REUNIAO ANUAL DA SOCIE-
DADE BRASILEIRA DE ZOOTECNIA, 43., 2006, Joao Pessoa. Producédo animal em

biomas tropicais: anais. Jodo Pessoa: SBZ: UFPB, 2006a. 4 p. 1 CD-ROM.

CHIARI, L.; VALLE, J. V. R. do; RESENDE, R. M. S.; CANCADO, L. J.;
LEGUIZAMON, G. O. de C.; SALGADO, L. R. Variabilidade genética em acessos de
Stylosanhtes guianensis utilizando marcadores RAPD. In: REUNIAO ANUAL DA
SOCIEDADE BRASILEIRA DE ZOOTECNIA, 43., 2006, Jodo Pessoa. Producé@o animal
em biomas tropicais: anais. Jodo Pessoa: SBZ: UFPB, 2006b. 4 p. 1 CD-ROM.

29



30

A biotecnologia nos programas de melhoramento de forrageiras tropicais da
Embrapa Gado de Corte

CHIARI, L.; BITENCOURT, G. de A.; SALGADO, L. R.; LEGUIZAMON, G. O. C.
Identificacdo precoce de hibridos de Brachiaria humidicola por marcadores
moleculares. In: SIMPOSIO INTERNACIONAL SOBRE MELHORAMENTO DE
FORRAGEIRAS, 1., 2007, Campo Grande, MS. Palestras-resumos [do]... Campo
Grande, MS: Embrapa Gado de Corte, 2007. 3 p. 1 CD-ROM.

CIAT. International Center for Tropical Agriculture. Disponivel em: <http://
www.ciat.cgiar.org>. Acesso em: 14 ago. 2007.

DALL’AGNOL, M.; SCHIFINO-WITTMANN, M. T. Apomixia, genética e melhoramento
de plantas. Revista Brasileira de Agrociéncia, Pelotas, v. 11, n. 2, p. 127-133, abr.
jun. 2005.

DEVOS, K. M.; MILLAN, T.; GALE, M. D. Comparative RFLP maps of the
homoeologous group-2 chromosomes of wheat, rye and barley. Theoretical and
Applied Genetics, Berlin, v. 85, n. 6-7, p. 784-792, Feb. 1993.

DIAS-FILHO, M. B. Opcgoes forrageiras para areas sujeitas a inundagcao ou alagamento
temporaério. In: SIMPOSIO SOBRE O MANEJO DE PASTAGEM, 22., 2005, Piracicaba.
Teoria e pratica da produgdo animal em pastagens: anais. Piracicaba: FEALQ, 2005.
p. 71-93.

FALEIRO, F. G.; PIRES, J. L.; LOPES, U. V. Uso de marcadores moleculares RAPD e
microssatélites visando a confirmacédo da fecundacé@o cruzada entre Theobroma cacao
e Theobroma grandiflorum. Agrotrépica, llhéus, v. 15, n. 1, p. 41-46, 2003.

FERREIRA, M. E.; GRATTAPAGLIA, D. Introducédo ao uso de marcadores moleculares
em andlise genética. 3 ed. Brasilia, DF: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
1998. 220 p. (Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Documentos, 20).

HAMRICK, J. L. Isozymes and the analysis of genetic structure in plant populations.
In: SOLTIS, D. E.; SOLTIS, P. S. (Ed.). Isozymes in plant biology. London: Chapman &
Hall, 1990. p. 87-105.

ISRAEL, D. I. A PCR-based method for high stringency screening of DNA libraries
Nucleic Acids Research, Oxford, v. 21, n. 11, p. 2627-2631, June 1993.



A biotecnologia nos programas de melhoramento de forrageiras tropicais da
Embrapa Gado de Corte 31

JUNGMANN, L; VALLE, C. B. do; LABORDA, P R; RESENDE, R M S; JANK, L;
SOUZA, A. P. Construction of microsatellite-enriched libraries for tropical forage
species and characterization of the repetitive sequences found in Brachiaria brizantha.
In: INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON THE MOLECULAR BREEDING OF FORAGE AND
TURF, 4., Aberystwyth. Genetic improvement of grasses and other forage crops:
[proceedings]. Wageningen: Wageningen Academic Publishers, 2005. p. 128.

KAZAN, K.; MANNERS, J. M.; CAMERON, D. F. Genetic variation in agronomically
important species of Stylosanthes determined using random amplified polymorphic
DNA markers. Theoretical and Applied Genetics, Berlin, v. 85, n. 6-7, p. 882-888,
Feb. 1993.

KELLER, B.; FEUILLET, C. Colinearity and gene density in grass genomes. Trends in
Plant Science, London, v. 5, p. 246-251, June 2000. Issue 6.

KUMAR, L. S. DNA markers in plant improvement: an overview. Biotechnology
Advances, Oxford, v. 17, p. 143-182, Sept. 1999. Issues 2-3.

LEE, M. DNA markers and plant breeding programs. Advances in Agronomy, San
Diego, v.55, p.265-344, 1995.

MALUF, M. P.; GUERREIRO FILHO, O.; FAZUOLI, L. C. Biotecnologia: aporte
tecnoldgico ao melhoramento do cafeeiro no IAC. O Agrondomico, Campinas, v. 53, n.
2, p. 5-7, 2001. Série Técnica Apta.

MAPA. Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento. Disponivel em <http://
www.agricultura.gov.br>. Acesso em 21 jul. 2007.

MICHELMORE, R. W., PARAN, I.; KESSELLI, R. V. Identification of markers linked to
disease-resistance genes by bulked segregant analysis: a rapid method to detect
markers in specific genomic regions by using segregating populations. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America, Washington, DC,
v. 88, n. 21, p. 9828-9832, Nov. 1991.

MILES, J. W. Evaluation of potential genetic marker traits and estimation of
outcrossing rate in Stylosanthes guianensis. Australian Journal of Agricultural
Research, Victoria, v. 36, n. 2, p. 259-265, Feb. 1985.

MILES, J. W. Natural outcrossing in Stylosanthes capitata. Tropical Grasslands,
Queensland, v. 17, n. 3, p. 114-117, Sept. 1983.



32

A biotecnologia nos programas de melhoramento de forrageiras tropicais da
Embrapa Gado de Corte

MUNROE, D. J; LOEBBERT, R; BRIC, E. et al. Systematic screening of an arrayed
cDNA library by PCR. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, Washington, DC, v. 92, n. 6, p. 2209 - 2213. Mar. 1995

MURAWSKI, D. A. Reproductive biology and genetics of tropical trees from canopy
perspective. In: LOWMAN, M. D.; NADKARNI, N. M. (Ed.). Forest canopies. New
York: Academic Press. 1995. p. 457-493.

OLIVEIRA, R. P.; CRISTOFANI, M.; AGUILAR-VILDOSO, C. |.; MACHADO, M. A.
Diversidade genética entre hibridos de tangerina ‘Cravo’ e laranja ‘Péra’. Pesquisa
Agropecudria Brasileira, Brasilia, DF, v. 37, n. 4, p. 479-484, Abr. 2002.

OLIVEIRA, R. P.; CRISTOFANI, M.; MACHADO, M. A. Marcadores RAPD para
mapeamento genético e selecao de hibridos de citros. Revista Brasileira de Fruticultu-
ra, Jaboticabal, v. 23, n. 3, p. 477-481, Dez. 2001.

OLIVEIRA, R. P. de. Biotecnologia em citros. Pelotas: Embrapa Clima Temperado,
2006. 36 p. (Embrapa Clima Temperado. Documentos, 160).

OZIAS-AKINS, P.; LUBBERS, E. L.; HANNA, W.; MCNAY, J. W. Transmission of the
apomictic mode of reproduction in Pennisetum: co-inheritance of the trait and
molecular markers. Theoretical and Applied Genetics, Berlin, v. 85, n. 5, p. 632-
638, Jan. 1993.

OZIAS-AKINS, P.; ROCHE, D.; HANNA, W. W. Tight clustering and hemizigosity of
apomixis-linked molecular markers in Pennisetum squamulatum implies genetic
control of apospory by a divergent locus that may have no allelic form in sexual
genotypes. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, Washington, DC, v. 95, n. 9, p. 5127-5132, Apr. 1998.

PATRIARCHA-GRACIOLLI, S. R.; CHIARI, L.; JUNGMANN, L.; RESENDE, R. M. S.;
LAURA, A. L. C.; LEGUIZAMON, G. O. C. Analise da variabilidade genética em
Stylosanthes capitata por meio de marcadores RAPD. In: CONGRESSO BRASILEIRO
DE GENETICA, 51., 2005, Aguas de Lind6ia. Resumos... Ribeirdo Preto, SP: Socieda-
de Brasileira de Genética, 2005. p. 649. 1 CD-ROM.



A biotecnologia nos programas de melhoramento de forrageiras tropicais da
Embrapa Gado de Corte

PEREIRA, J. M.; NASCIMENTO, JUNIOR, D. do; CANTARUTTI, R. B.; REGAZZI, A. J.
Consumo e ganho em peso de bovinos em pastagens de capim Brachiaria humidicola

(Rendle) Schweickt., em monocultivo ou consorciado com leguminosas, submetidas a
diferentes taxas de lotacdo. Revista da Sociedade Brasileira de Zootecnia, Vicosa, v.

21, n. 1, p. 118-131, Jan-fev.1992.

RICHARDS, A. J. Plant breeding systems. Londres: Chapman & Hall, 1997. 529 p.

ROCHA, M.; SALGADO, L. R.; VALLE, C. B.; DOURADO, D.; CHIARI, L. Caracteriza-
cao molecular de acessos de Brachiaria spp. usando RAPD. 2006. 23 f. Monografia
(Bacharelado em Ciéncia Bioldgicas) - Departamento de Biologia, Universidade para o
Desenvolvimento do Estado e da Regido do Pantanal, Campo Grande, MS.

ROOSE, M. L.; FENG, D.; CHENG, F. S.; TAYYAR, R. |.; FEDERICI, C. T.; KUPPER,
R. S. Mapping the citrus genome. Acta Horticulturae, The Hague, n. 535, p. 25-32,
2000.

SAGHAI-MAROOF, M. A.; YUE, Y. G.; XIANG, Z. X.; STROMBERG, E. L.; RUFERNR,
G. K. Identification of quantitative trait loci controlling resistance to gray leaf spot
disease in maize. Theoretical and Applied Genetics, Berlin, v. 93, n. 4, p. 539-546,
Sept. 1996.

SANTOS, M. O.; SASSAKI, R. P.; JUNGMANN, L.; CHIARI, L.; RESENDE, R. M. S.;
SOUZA, A. P. Desenvolvimento e caracterizacdo de microssatélites em Stylosanthes
capitata. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE GENETICA, 52., 2006, Foz do Iguacu.
Resumos... Ribeirdo Preto, SP: Sociedade Brasileira de Genética, 2006. p. 1017. 1
CD-ROM.

SANTOS, M. O.; SASSAKI, R. P.; CHIARI, L.; RESENDE, R. M. S.; SOUZA, A. P.
Selecdo de microssatélites para estimar a taxa de cruzamento de acessos brasileiros
de Stylosanthes capitata. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE GENETICA, 53., 2007,
Aguas de Lindéia. Resumos... Ribeirdo Preto, SP: Sociedade Brasileira de Genética,
2007. p. 120. 1 CD-ROM.

SANO, E. E.; BARCELLOS, A. O.; BEZERRA, H. S. Assessing the spatial distribution
of cultivated pastures in the Brazilian savanna. Pasturas Tropicales, Cali, v. 22, n. 3,
p. 2-15, Dic. 2000.

33



34

A biotecnologia nos programas de melhoramento de forrageiras tropicais da
Embrapa Gado de Corte

SASSAKI, R. P.; SANTOS, M. O.; JUNGMANN, L.; CHIARI, L.; RESENDE, R. M. S.;
SOUZA, A. P. Desenvolvimento e caracterizacdo de marcadores moleculares do tipo
microssatélites em Stylosanthes macrocephala. In. CONGRESSO BRASILEIRO DE
GENETICA, 52., 2006, Foz do Iguacu. Resumos... Ribeirdo Preto, SP: Sociedade
Brasileira de Genética, 2006. p. 1016. 1 CD-ROM.

SAVIDAN, Y. Nature et hérédité de I'apomixie chez Panicum maximum Jacq. Travaux
et Documents, Paris, v. 153, p. 1-159, 1982.

SAVIDAN, Y.; CARMAN, J. G.; DRESSELHAUS, T. The flowering of apomixis: from
mechanisms to genetic engineering. El Batan: CIMMYT, 2001. 243 p.

SEWELL, M. M.; SHERMAN, B. K.; NEALE, D. B. A consensus map for Loblolly Pine
(Pinus taeda L.): |. Construction and integration of individual linkage maps from two
outbred three-generation pedigrees. Genetics, Baltimore, v.151, p.321-330, Jan.
1999. Issue 1.

SHERMAN, J. D.; FENWICK, A. L.; NAMUTH, D. M.; LAPITAN, N. L. V. A barley
RFLP map: alignment of the three barley maps and comparisons to gramineae
species. Theoretical and Applied Genetics, Berlin, v. 91, n. 4, p. 681-690, Sept.
1995.

SHERWOOD R. T.; BERG, C. C.; YOUNG, B. A. Inheritance of apospory in
Buffelgrass. Crop Science, Madison, v. 34, p. 1490-1494, Nov.-Dec. 1994. Issue 6.

SILVA, M. P.; AMARAL, Jr. A. T.; PEREIRA, M. G.; RODRIGUES, R.; DAHER, R. F.;
POSSE, S. C. P. Diversidade genética e identificacdo de hibridos por marcadores
RAPD em feijdo-de-vagem. Acta Scientiarum Agronomy, Maringd, v. 27, n. 3, p.
531-539, 2005.

SOUZA, L. M. F. I.; KAGEYAMA, P. Y.; SEBBENN, A. M. Sistema de reproducao em
populacao natural de Chorisia speciosa A. St.-Hil. (Bombaceae). Revista Brasileira de
Botanica, Sdo Paulo, v. 26, n. 1, p. 113-121, Mar. 2003.

STACE, H. M. Breeding systems in Stylosanthes. |. Observations of outcrossing in S.
scabra at an alcohol dehydrogenase locus. Australian Journal of Agricultural Research,
Victoria, v. 33, n. 1, p. 87-96, Jan. 1982.

TANKSLEY, S.D. Mapping polygenes. Annual Review of Genetics, Palo Alto, v.27,
p.205-233, Dec. 1993.



A biotecnologia nos programas de melhoramento de forrageiras tropicais da
Embrapa Gado de Corte

VALLE, C. B. do; GLIENKE, C.; LEGUIZAMON, G. O. C. Inheritance of apomixis in
Brachiaria, a tropical forrage grass. Apomixis Newsletter. v. 7, p. 42-43, 1994.

VALLE, C. B. do; BITENCOURT, G. de A.; ARCE, A. Estudos citoembriolégicos do
modo de reproducdo em Brachiaria humidicola. In: SIMPOSIO INTERNACIONAL
SOBRE MELHORAMENTO DE FORRAGEIRAS, 2007, Campo Grande, MS. Palestras-
resumos [do]... Campo Grande, MS: Embrapa Gado de Corte, 2007. 3 p. 1 CD-ROM.

VENCOVSKY, R.; PEREIRA, M. B.; CRISOSTOMO, J. R.; FERREIRA, M. A. J. F.
Genética e melhoramento de populacdes mistas. In: NASS, L. L.; VALLOIS, A. C. C.;
MELO, I. S. de; VALADARES-INGLIS, M. C. (Ed.). Recursos genéticos e melhoramen-
to — plantas. Rondonépolis: Fundacao MT, 2001. p. 549-601.

VIGNA, B.; PAIVA, J.; JUNGMANN, L.; SOUSA, A. C. D.; VALLE, C. B.; SOUZA, A.
P. Desenvolvimento e caracterizacdo de microssatélites para Brachiaria humidicola,
uma graminea forrageira tropical. In: In: CONGRESSO BRASILEIRO DE GENETICA,
53., 2007, Aguas de Lindéia. Resumos... Ribeirdo Preto, SP: Sociedade Brasileira de
Genética, 2007. p. 75. 1 CD-ROM.

WILLIAMS, J. G. K.; KUBELIK, A. R.; LIVAK, K. L.; RAFALSKI, J. A.; TINGEY, S. V.
DNA polymorphisms amplified by arbitrary primers useful as genetic markers.
Nucleic Acidic Research, Oxford, v. 18, n. 22, p. 6531-6535, Nov. 1990.

YOUNG, B. A.; SHERWOOD, R. T.; BASHAW, E. C. Cleared-pistyl and thick-
sectioning techniques for detecting aposporous apomixis in grasses. Canadian Journal
of Botany, Ottawa, v. 57, n. 15, p. 1668-1672, Aug. 1979.

ZORZATTO, C.; CHIARI, L.; VALLE, C. B.; MELO, M. V.; LEGUIZAMON, G. O. C.
Estudo da variabilidade genética de acessos de Brachiaria dictyoneura usando
marcadores RAPD. In: In: CONGRESSO BRASILEIRO DE GENETICA, 53., 2007,
Aguas de Linddia. Resumos... Ribeirdo Preto, SP: Sociedade Brasileira de Genética,
2007. p. 118. 1 CD-ROM.

35



Em'@:a

Gado de Corte

Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento

Governo
Federal

CGPE 7734



