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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 vêm sendo gerados a fim de auxiliar o processo de obtenção de
novas cultivares forrageiras. A maioria dos trabalhos apresentados utiliza
marcadores Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) para
aplicações em curto prazo: estudos de diversidade em acessos de bancos
de germoplasma, identificação de híbridos e estimação da taxa de cruza-
mento. Aplicações em médio e longo prazos do uso de marcadores, como
mapeamento genético e seleção auxiliada por marcadores moleculares
(SAMM), ainda necessitam de maiores investimentos, tanto na busca de
novos marcadores, quanto no desenvolvimento de populações adequadas
para esses estudos. Em 2007, teve início uma nova linha de pesquisa
nessa unidade, a prospecção de genes com características econômicas.
Genes para a tolerância ao alumínio são o foco dessa pesquisa que preten-
de explorar a sintenia entre os genomas de gramíneas, visando ao desen-
volvimento de cultivares de braquiária mais tolerantes ao alumínio. A
Embrapa Gado de Corte vem investindo em pessoal e aquisição de equipa-
mentos para avançar não só na produção de cultivares de forrageiras mais
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adaptadas às necessidades de um mercado cada vez mais exigente, como
também no crescimento institucional do setor de biotecnologia.

Termos para indexação: diversidade genética, identificação de híbridos,
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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Introdução

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

À exceção da região Sul, ou seja, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e sul
do Paraná, as forrageiras predominantemente utilizadas são tropicais,
destacando-se as cultivares dos gêneros Brachiaria e Panicum.

Segundo Alves et al. (2007) existem no Brasil mais de 40 milhões de
hectares de pastagens plantadas com gramíneas do gênero Brachiaria, dos
quais aproximadamente 85% são ocupados por B. brizantha cv. Marandu e
B. decumbens cv. Basilisk. Na região dos Cerrados, as pastagens ocupam
aproximadamente 50 milhões de hectares, dos quais 65% são cultivados,
e a maior parte é composta das espécies B. decumbens, B. brizantha e B.
humidicola (SANO et al., 2000). Em regiões úmidas do Nordeste, da
Amazônia e do Brasil Central, a pecuária tem utilizado principalmente
pastagens de B. humidicola, seguidas da B. decumbens e B. brizantha
(DIAS-FILHO, 2005). Nos solos férteis da região de Mata Atlântica,
observa-se ainda a predominância 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 gêneros e espécies de forrageiras tropicais seja
muito grande, o número de cultivares utilizadas nas pastagens é bastante
restrito; poucas cultivares ocupam extensas áreas, o que torna as pasta-
gens brasileiras bastante vulneráveis à ocorrência de pragas, doenças e
mudanças climáticas, colocando em risco todo o sistema de produção de
carne e leite bovinos. Como exemplo disso, cita-se a síndrome da morte de
B. brizantha cv. Marandu na Amazônia Legal em 2006. Portanto, é impres-
cindível o desenvolvimento de novas cultivares de forrageiras visando,
além do aumento de produtividade, a diversificação de pastagens.
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Essa demanda por novas cultivares exige ações de pesquisa relacionadas
à: potencialização do uso do germoplasma, ampliação da base genética por
meio de cruzamentos e avaliação do potencial agronômico dos novos
genótipos obtidos; as quais devem ser conduzidas para a sustentação e
otimização do sistema produtivo.

O melhoramento genético de forrageiras tropicais realizado pela Embrapa
Gado de Corte é relativamente recente, tendo início na década de 1980.
No entanto, significativos progressos foram alcançados, a exemplo das
cultivares lançadas de capim-marandu (1984), capim-tanzânia (1990),
capim-mombaça (1993), capim-massai (2000), capim-xaraés (2003),
capim-piatã (2006) e a leguminosa forrageira estilosantes-campo-grande
(2000). Todas são produtos de seleção de acessos e/ou híbridos 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 diversificação das
pastagens no Brasil, a biotecnologia está sendo incluída nos programas de
melhoramento de forrageiras tropicais da Embrapa Gado de Corte como
ferramentas auxiliares. Essas técnicas possibilitam, entre outras coisas, a
caracterização genética dos germoplasmas disponíveis; a identificação
precisa e precoce de híbridos; a micropropagação; o mapeamento genético;
o seqüenciamento de genomas; a identificação e a caracterização de genes
e/ou marcadores moleculares relacionados com características de impor-
tância agronômica; a geração de plantas geneticamente modificadas e
outros (KUMAR, 1999).

O passo inicial da inclusão dessas técnicas foi o diagnóstico das principais
limitações 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 têm sido feitos no desenvolvimento das estratégias de pesquisas
consideradas prioritárias. Os principais avanços obtidos com essas novas
tecnologias, bem como as demandas para o contínuo progresso desses
programas, estão descritos nesta publicação.
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Biotecnologia aplicada ao
melhoramento de forrageiras
tropicais

Marcadores moleculares
Marcadores moleculares podem ser definidos como todo e qualquer
fenótipo molecular que pode ser oriundo de um gene expresso (marcadores
bioquímicos), como no caso de isoenzimas, ou de um segmento específico
do ácido desoxirribonucléico (DNA) (marcadores de DNA) (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). Os marcadores bioquímicos foram bastante
utilizados na década de 1970 para a caracterização da variabilidade
genética de populações selvagens e cultivadas. No entanto, o reduzido
número de locos acessados e a influência do tempo de desenvolvimento da
planta para sua detecção limitam bastante a utilização de isoenzimas como
marcadores. Os marcadores de DNA, por sua vez, apresentam uma gama
ampla de locos e que são estáveis, isto é, não sofrem influências do meio
ambiente (MALUF et al., 2001).

Os tipos mais comuns de marcadores de DNA são: Random Amplification
of Polymorphic DNA (RAPD), Amplified Fragment Length Polymorphism
(AFLP) e microssatélites ou Simple Sequence Repeat (SSR). Todas essas
metodologias são simples e envolvem reações de polimerização em cadeia
(PCRs), o que permite uma amplificação rápida dos marcadores, facilitando
sua identificação. As principais diferenças entre elas estão na capacidade
de revelar polimorfismos e no custo de sua obtenção.

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 à caracterização molecular dos bancos de
germoplasma, estimação de taxas de cruzamento, identificação de híbridos
e outros. Em uma segunda fase, pretendem-se avaliar as progênies desen-
volvidas pelos programas a fim de identificar marcadores específicos para
características de interesse econômico, como resistência a insetos e
fungos, digestibilidade e tolerância a solos ácidos.
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Caracterização molecular de germoplasma
As gramíneas forrageiras tropicais dos gêneros Brachiaria e Panicum
pertencem à família Poaceae, originárias da África. Em geral, compreen-
dem espécies apomíticas e poliplóides. Já as leguminosas forrageiras do
gênero Stylosanthes pertencem à família Leguminosae, tendo como princi-
pal centro de origem as Américas Central e do Sul. Compreendem espéci-
es diplóides e poliplóides que, em geral, possuem modo de reprodução
misto.

A existência de um banco de germoplasma, ou seja, de uma coleção de
genótipos de diferentes procedências, 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 utilização de marcadores moleculares para a caracterização desses
BAGs é recente e se restringe aos marcadores do tipo RAPD, principal-
mente, por não necessitarem de conhecimento prévio do genoma que se
deseja amplificar (WILLIAMS et al.,1990). Além disso, são de fácil execu-
ção, não necessitam de muitos equipamentos, apresentam elevado
polimorfismo, necessidade de pequena quantidade de DNA, baixo custo
quando comparado a outros marcadores moleculares, ausência de
hibridação e de utilização de radioisótopos e o polimorfismo pode ser
visualizado na forma de banda amplificada de DNA visível em gel de
agarose corado com brometo de etídio (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998).

Estudos utilizando marcadores RAPD para caracterização do BAG de B.
humidicola (CHIARI et al., 2006a) e B. dictyoneura (ZORZATTO et al.
2007) evidenciaram o elevado número de locos, média de 10 e 7,9 por
oligonucleotídeo iniciador, respectivamente. Dos locos amplificados 100%
foram polimórficos 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
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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 não mostraram relação com a origem desses
acessos na África. Esses trabalhos demonstraram que existe diversidade
genética nos BAGs dessas espécies, a qual pode ser explorada no progra-
ma de melhoramento genético do gênero.

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 polimórficos 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-
específica 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 análises de agrupamento dividiram
esses acessos em quatro e dois grupos, respectivamente. Esse resultado
pode orientar o melhorista na escolha dos acessos para realização de
cruzamentos e seleção.

Com esse mesmo propósito, 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
Científico e Tecnológico - CNPq) e dos governos dos Estados de São Paulo
(Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo - Fapesp) e de
Mato Grosso do Sul (Fundação de Apoio ao Desenvolvimento do Ensino,
Ciência, e Tecnologia de Mato Grosso do Sul - Fundect).
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Identificação de acessos e cultivares
Os marcadores moleculares, isoladamente ou em conjunto, podem ser
utilizados para caracterizar e distinguir um genótipo de outro. Para tanto,
diferentes genótipos devem apresentar padrões de bandas distintos,
mantidos quando o procedimento for repetido ou quando o genótipo for
cultivado em diferentes ambientes.

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

Os resultados mostraram que o acesso T72 do campo de germoplasma
não correspondeu a nenhum dos genótipos do campo de multiplicação,
enquanto os demais tiveram seu correspondente identificado. A similarida-
de genética entre o acesso T72 e seu correspondente foi 0,53, pela
análise com RAPD e 0,32 pela análise com SSR. Esse fato demonstra uma
possível contaminação no campo de multiplicação de sementes, uma
planta invasora pode ter se desenvolvido no lugar do acesso T72.

Marcadores RAPD também foram utilizados para caracterização de quatro
acessos que compõem a cultivar S. guianensis cv. BRS Bela e para estabe-
lecer suas inter-relações com outros acessos de S. guianensis de varieda-
des botânicas conhecidas (14 acessos da variedade pauciflora, 11 de
guianensis, quatro de canescens, três de microcephala). A cultivar BRS
Bela foi registrada no Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento
(Mapa) (MAPA, 2007) e tem lançamento previsto para 2009.

Para esclarecimento, essa cultivar é composta de uma mistura física 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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são híbridos 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 originário da Colômbia, cidade de Casamare
(CIAT, 2007). Esses acessos apresentam características morfológicas de
mais de uma variedade botânica. Stylosanthes guianensis divide-se em
quatro variedades botânicas: guianensis, canescens, microcephala e
pauciflora.

Os resultados obtidos pela análise de dez oligonucleotídeos iniciadores
indicaram que os acessos da cv. BRS Bela estão mais próximos
taxonomicamente dos acessos da variedade botânica guianensis. Outro
importante resultado é que entre os acessos estudados existe maior
variabilidade genética entre os acessos da variedade botânica 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 classificação de acessos de S. guianensis em variedades
botânicas. O artigo completo está em fase de elaboração para publicação.

Estimação de taxas de cruzamento
A taxa de cruzamento, ou taxa de fecundação cruzada, de diferentes
espécies vegetais varia de 0% a 100%.  Aquelas que se reproduzem
predominantemente por autofecundação (acima de 95%) são classificadas
como autógamas e as que realizam autofecundação em freqüência abaixo
de 5% são denominadas alógamas. As demais espécies são classificadas
como mistas ou intermediárias. Seu conhecimento é determinante para a
definição de estratégias de manutenção de seu germoplasma, produção de
sementes e de melhoramento, nas estimativas de parâmetros genéticos,
predição de valores genéticos dos indivíduos candidatos à seleção e dos
tipos de cultivares a serem obtidas (VENCOVSKY et al., 2001).

Dentre os gêneros melhorados pela Embrapa Gado de Corte, essa informa-
ção é altamente relevante para espécies de Stylosanthes. Estudos realiza-
dos na Austrália com S. scabra (STACE, 1982) e na Colômbia com S.
capitata e S. guianensis (MILES, 1983, 1985) indicam um sistema
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reprodutivo misto nessas espécies. No entanto, ainda há poucas informa-
ções a respeito do modo de reprodução das espécies desse gênero no
Brasil, onde essas espécies são nativas.

Nesse sentido, visando a estimar a taxa de cruzamento em S. capitata e S.
guianensis para as condições do Brasil, onde essas espécies são nativas,
20 progênies foram colhidas em um experimento de avaliação de 35
acessos, com 1.260 plantas. Dez plantas de cada progênie tiveram seus
DNAs extraídos e analisados com nove oligonucleotídeos iniciadores
polimórficos 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 reprodução
com maior taxa de fecundação 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-
ções nas taxas de cruzamento em diferentes populações de uma espécie
podem ser explicadas por fatores como: alterações no comportamento e/
ou na densidade de animais polinizadores e o marcador genético utilizado
(MURAWSKI, 1995). Os marcadores RAPDs derivam, geralmente, de
regiões não-codificantes do DNA e são neutros, enquanto os marcadores
morfológicos, usados por Miles (1983, 1985), são derivados de regiões
codificantes do DNA e, em geral, sofrem influência 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 progênies e dentro de acessos dessas
duas espécies para obter maiores ganhos com seleção em curto prazo e
definir estratégias mais indicadas para o melhoramento dessas espécies;
particularmente, na estimação de parâmetros genéticos e na predição dos
valores genéticos dos indivíduos candidatos à seleção. Além disso, a taxa
de cruzamento deverá ser orientadora na conservação de germoplasma e
em novas coletas, pois, espécies com sistema reprodutivo misto devem
apresentar diversidade genética tanto entre populações quanto dentro de
populações. Nesse sentido, é importante saber que quanto menor a taxa
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de cruzamento natural, maior será a variabilidade interpopulacional
(HAMRICK, 1990).

Identificação precoce de híbridos
O programa de melhoramento genético de Brachiaria via hibridação 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 apomíticos e tetraplóides naturais e a
última, caracterizada por sexualidade diplóide.

Recentemente, com a descoberta de um acesso sexual tetraplóide natural
no BAG de B. humidicola (BOLDRINI et. al., 2006), a equipe de melhora-
mento da Embrapa Gado de Corte vem concentrando esforços na obtenção
de populações de cruzamentos intra-específicos controlados em B.
humidicola e desenvolveu uma população inédita em todo o mundo tropical.

Um entrave na continuidade desse processo está na identificação segura e
precoce dos híbridos resultantes, uma vez que não se faz emasculação
prévia aos cruzamentos e a identificação visual esbarra na necessidade de
obtenção da planta adulta para avaliação das características morfológicas,
que muitas vezes só é possível após o florescimento. Além disso, torna-se
mais difícil quando os pais são fenotipicamente muito semelhantes, como é
o caso de B. humidicola. Para avançar 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 identificação precisa e precoce
de híbridos (OLIVEIRA et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2001; FALEIRO et al.,
2003; SILVA et al., 2005; BASTIANEL et al., 2006).

Nesse contexto, tornou-se imprescindível ao programa a identificação de
descritores moleculares, que, além de não serem influenciados pelo
ambiente, permite a seleção precoce de híbridos, resultando em economia
de tempo, custos e trabalho de campo.
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Visando à identificação de híbridos, foi realizado 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 seleção de oligonucleotídeos iniciadores
baseou-se na presença de marcadores informativos (bandas de DNA
amplificadas) nos genitores masculinos quando comparados aos genitores
femininos, para que esses marcadores possam ser utilizados na análise de
híbridos de primeira geração (ROCHA et al., 2006).

Dez oligonucleotídeos iniciadores foram selecionados para a identificação
de híbridos em uma progênie de 345 plantas oriundas do cruzamento intra-
específico em B. humidicola entre a cv. BRS Tupi (apomítica) e o acesso
H31 (sexual) (CHIARI et al., 2007). Esse estudo demonstrou que aproxima-
damente 20% das plantas da progênie são resultantes de autofecundação,
revelando que B. humidicola tolera endogamia quando esta é forçada em
cruzamentos controlados.

As plantas determinadas como híbridas tiveram seu modo de reprodução
avaliado por citoembriogenia (VALLE, 2007). Os híbridos apomíticos mais
promissores serão candidatos a novas cultivares e os híbridos sexuais
com melhor desempenho agronômico podem ser utilizados em novos
cruzamentos.

O estudo do modo de reprodução dos híbridos de B. humidicola, assim
como de outras espécies apomíticas, é, tradicionalmente, realizado pela
análise da anatomia de sacos embrionários em microscopia de contraste
de interferência.  Para tanto, é necessário aguardar o florescimento,
coletar as flores, extrair e clarificar os ovários, preparar e analisar as
lâminas (YOUNG et al., 1979). Essa avaliação é um processo demorado e
trabalhoso. A identificação de marcadores moleculares ligados à apomixia
poderá facilitar muito esse processo, pois permitirá discriminar de forma
precisa e precoce, ainda em estágio de plântula, plantas apomíticas,
candidatas à cultivares, de plantas sexuais. Esse processo é denominado
de seleção assistida por marcadores moleculares (SAMM) ou, do inglês,
marker assisted selection (MAS).
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Seleção assistida por marcadores moleculares
A seleção assistida por marcadores moleculares visa a selecionar os
indivíduos com base na presença do marcador molecular, sem que haja a
necessidade de avaliar o fenótipo da característica. Para tanto, é necessá-
ria a detecção de marcadores moleculares ligados às características de
interesse, qualitativas ou quantitativas. Logo, a SAMM representa uma
forma de seleção indireta na qual o caráter indireto (o marcador molecular)
apresenta herdabilidade próxima a 100%, uma vez que a seleção poderá
ser conduzida independente do ambiente.

A utilização de marcadores moleculares para seleção é de grande impacto
nos casos em que a característica de interesse é de difícil e/ou cara
avaliação e, também, no caso de espécies perenes, de ciclo longo, quando
houver necessidade de esperar alguns anos até que a característica
fenotípica se expresse.

A apomixia é um tipo de reprodução assexuada que se caracteriza por
originar embriões sem fertilização, portanto, geneticamente idênticos à
planta-mãe (RICHARDS, 1997). Esse tipo de reprodução tem despertado
interesse de vários grupos de pesquisa, por causa do seu potencial para
revolucionar a produção agrícola, pois pode maximizar a produção por meio
da fixação do vigor híbrido, evitando perdas por problemas de polinização e
acelerando o processo de melhoramento (DALL’AGNOL; SCHIFINO-
WITTMANN, 2005).

Para a transferência da apomixia por meio de cruzamentos são necessári-
as informações básicas, como a disponibilidade de recursos genéticos,
número cromossômico dos doadores em potencial, homeologia genômica,
fertilidade do pólen, tipo e grau de apomixia, características agronômicas e
conhecimento prévio sobre a hibridação em questão. As tentativas de
introduzir, por meio de cruzamentos, o(s) gene(s) da apomixia de espécies
silvestres para espécies cultivadas não têm sido bem sucedidas até o
momento, pois as plantas apomíticas obtidas têm 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 estão sendo desenvolvidas
para o conhecimento básico da reprodução, principalmente dos eventos de
desenvolvimento do gametófito feminino e da fecundação.

Análises de populações segregantes em algumas culturas, derivadas de
cruzamentos entre apomíticos e sexuais, têm ajudado a desvendar a
transmissão genética da apomixia e a produzir mapas do loco apomítico
(OZIAS-AKINS et al., 1993,1998), baseado em marcadores moleculares.
No entanto, a clonagem a partir desses mapeamentos ainda não foi obtida.

A análise de bulks segregantes, do inglês, bulked segregant analysis (BSA)
usando RAPD, estratégia proposta por Michelmore et al. (1991), é uma
ferramenta importante para identificar um potencial marcador quando a
característica tem caráter monogênico e dominante. Esse parece ser o
caso da apomixia em gramíneas forrageiras do gênero Brachiaria que indica
uma herança monogênica e dominante sobre a sexualidade (SAVIDAN
1982; VALLE et al. 1994; SHERWOOD et al. 1994). Dessa maneira, essa
metodologia vem sendo empregada na população segregante de B.
humidicola, recentemente obtida pela equipe de melhoramento da Embrapa
Gado de Corte, com vistas a identificar marcadores RAPDs ligados à
apomixia. Para tanto, o DNA dos híbridos, confirmados pela técnica de
RAPD e analisados quanto ao modo de reprodução, foi utilizado para o
preparo dos bulks apomíticos e bulks sexuais, constituídos por uma mistu-
ra equimolar de DNA de dez plantas por bulk. Marcadores RAPDs presen-
tes apenas nos bulks apomíticos serão investigados em todos os indivíduos
que constituem esses bulks e, também, os bulks sexuais, para estabelecer
se há co-segregação do marcador com a apomixia. Marcadores RAPDs já
foram identificados em populações de Pennisetum (OZIAS-AKINS et al.,
1998) utilizando essa mesma metodologia.

Mapeamento genético
A existência de mapas genéticos de ligação saturados com marcadores
moleculares consiste na base para estudos avançados de genética,
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podendo possibilitar a identificação e o isolamento de genes, entendimento
da herança, e estudos da estrutura, expressão e função desses genes
(ROOSE et al., 2000).

Uma das aplicações mais importantes dos mapas genéticos é a localização
de genes que controlam características de importância econômica, como
produção de grãos e teor de proteína, que resultam da ação de um conjun-
to de genes. Essas características são denominadas poligênicas, quantita-
tivas ou de herança complexa, e os locos que as controlam são chamados
de Quantitative Trait Loci (QTL) (TANKSLEY, 1993).

Procedimentos como a localização 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 número de locos quantitati-
vos envolvidos na herança complexa, bem como suas localizações
cromossômicas, modo de ação gênica (aditividade, dominância, heterose e
epistasia), além de possibilitar a decomposição da interação de genótipos
por ambientes de cada QTL (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). A
capacidade de detecção de um QTL é função da magnitude do seu efeito
sobre a característica, do tamanho da população segregante avaliada, da
freqüência de recombinação entre o marcador e o QTL, bem como da
herdabilidade da característica (TANKSLEY, 1993).

Outra importante abordagem da utilização dos mapas é o mapeamento
comparativo (comparative mapping ou synteny mapping). A comparação
das estruturas genômicas de diferentes espécies, do ponto de vista de
homologia de genes, conservação de distâncias e da ordem de ligação nos
cromossomos contribui para o entendimento sobre a evolução dos
genomas (KELLER; FEUILLET, 2000). O mapeamento comparativo é
também uma estratégia para obtenção de mapa único de referência para a
maioria das espécies vegetais cultivadas (SEWELL et al., 1999), pelo
menos de famílias taxonômicas.
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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 aplicação dos
mapas genéticos. Nessa abordagem, o efeito fenotípico do gene é verifica-
do anteriormente avaliando-se a característica de interesse na progênie, e
sua posição cromossômica aproximada é determinada pelo mapeamento.
Esse mapeamento detalhado, de alta resolução, consiste em identificar
marcadores próximos a um gene, sendo essa resolução dependente do
número de marcadores e da disponibilidade de grande número de indivíduos
na progênie, o que aumenta a probabilidade de se encontrarem eventos de
recombinação no segmento de interesse (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998).

Para o planejamento de um programa de mapeamento genético, alguns
requisitos são fundamentais, destacando-se: a) escolha de genitores com
comportamento fenotípico contrastante em relação à característica a ser
mapeada; b) cruzamentos controlados entre os genitores com produção de
uma progênie com eventos meióticos representativos; e c) disponibilidade
de técnicas para a obtenção de centenas de marcadores com comporta-
mento mendeliano (OLIVEIRA, 2001).

O programa de melhoramento de Brachiaria da Embrapa Gado de Corte
desenvolveu várias populações de cruzamentos controlados
interespecíficos (B. brizantha X B. ruziziensis e B. decumbens X B.
ruziziensis) e, recentemente, intra-específicos em B. humidicola. Sabe-se
que os genitores contrastam para várias características de interesse
econômico, como exemplo, a tolerância ao alumínio tóxico, que segrega de
acordo com as proporções esperadas pelas leis de Mendel (BUITRAGO et
al., 2003) e, portanto, pode ser utilizada para a construção de mapas de
ligação.

No momento, projetos estão sendo propostos para captação de recursos,
além disso, marcadores microssatélites estão sendo desenvolvidos para
essas espécies, como já mencionado.
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Prospecção de genes com características econômicas
A prospecção de genes é um dos desafios atuais da ciência. Baseia-se em
estratégias para identificação e isolamento de genes que conferem carac-
terísticas de interesse econômico. Embora tenha avançado bastante nos
últimos anos, ainda constitui uma área a ser explorada, principalmente em
espécies pouco estudadas, como o caso da maioria das forrageiras.

A estratégia que vem sendo mais adotada para a prospecção de genes
inicia com a construção de uma ou mais bibliotecas de cDNA. Posterior-
mente, é realizada uma busca de seqüências por homologia, dos genes de
interesse, em bancos de dados públicos. Em seguida, das seqüências
selecionadas (DNA, cDNA ou proteínas), regiões, ou domínios conserva-
dos, são identificadas por alinhamento múltiplo e, de posse dessa informa-
ção, oligonucleotídeos iniciadores específicos são desenhados para triagem
das bibliotecas de cDNA, analisadas para a localização de um ou mais
genes de interesse, utilizando sondas marcadas ou estratégias de amplifi-
cação por PCR. O espetacular avanço da bioinformática nos últimos
tempos, aliado à crescente capacidade computacional e velocidade de
acesso à Internet, tem facilitado a realização dessas análises.

Em contraste com os estudos de prospecção de genes já desenvolvidos
para grandes culturas, poucos avanços foram alcançados para forrageiras.
No entanto, a comparação de mapas genéticos obtidos para gramíneas
demonstra que os genomas nesse grupo vegetal apresentam alto grau de
conservação, ou seja, de sintenia (AHN et al., 1993; DEVOS et al., 1993;
SHERMAN et al., 1995; SAGHAI-MAROOF et al., 1996). Desse modo, as
espécies de gramíneas têm sido consideradas como um sistema genético
único (BENNETZEN; FREELING, 1997), o que significa que informações
geradas para gramíneas cultivadas extensamente estudadas, como arroz,
trigo, milho, cana-de-açúcar, podem servir de base para o estudo de
espécies forrageiras.

É explorando essa sintenia que vem sendo desenvolvido um trabalho de
prospecção de genes para tolerância ao alumínio (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 públicos
GenBank/NCBI – National Center for  Biotechnoloy Information1 e Gramene
– A Comparative Mapping Resource for Grains2, buscando genes de
tolerância ao Al identificados em outras gramíneas, como trigo, milho e
arroz. Genes induzidos por Al em trigo, milho e arroz que codificam para
proteínas transportadoras de ácidos orgânicos (relacionados com mecanis-
mos de tolerância ao Al) foram identificados, as seqüências foram alinha-
das para identificar as regiões conservadas e oligonucleotídeos iniciadores
ortólogos foram desenhados nessas regiões.

Os oligonucleotídeos iniciadores desenhados serão utilizados para triagem
de bibliotecas de expressão, utilizando a PCR, que tem se mostrado uma
ferramenta muito eficiente na identificação 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 transformação
genética, superando as barreiras biológicas, especialmente por causa da
natureza apomítica da maioria dos acessos de Brachiaria e de P. maximum,
dispensando a necessidade de cruzamentos.

Considerações finais

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

1 Disponível em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov
2 Disponível em: http://www.gramene.org
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A maioria dos trabalhos realizados utiliza marcadores RAPD para aplica-
ções em curto prazo: estudos de diversidade em acessos de bancos de
germoplasma, identificação de híbridos e estimação da taxa de cruzamen-
to. Aplicações 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
populações adequadas para esses estudos. Nesse sentido, marcadores
SSRs estão sendo desenvolvidos pela Unicamp em parceria com a Embrapa
Gado de Corte, e, em um futuro próximo, pretendem-se avaliar progênies
desenvolvidas pelos programas na tentativa de identificar marcadores
específicos para características agronômicas desejadas.

Ainda mais recente são as pesquisas na área de prospecção de genes com
características econômicas, iniciadas em 2007, com a parceria de outras
unidades da Embrapa e da Unicamp. Genes para a tolerância ao alumínio
são o foco da pesquisa que pretende explorar a sintenia entre os genomas
de gramíneas, visando a encontrar alelos interespecíficos (genes ortólogos)
em Brachiaria, considerando as gramíneas como um sistema genético
integrado. Depois de identificados, esses genes podem ser utilizados no
melhoramento assistido, visando ao desenvolvimento de cultivares de
braquiária mais tolerantes ao alumínio. Além disso, podem ser transferidos
para cultivares comerciais ou acessos elite por meio da transformação
genética, dispensando a realização de cruzamentos e avaliação de numero-
sas progênies.

Para dar continuidade e, efetivamente, avançar no uso da biotecnologia
nos Programas de Melhoramento de Forrageiras, a Embrapa Gado de Corte
vem investindo na aquisição de equipamentos para o Laboratório de
Biotecnologia Vegetal, na contratação de pessoal especializado e na
capacitação de recursos humanos, pelo treinamento de estagiários e
técnicos para a realização das pesquisas.

Assim, espera-se que tais avanços representem não só a produção de
cultivares de forrageiras mais adaptadas às necessidades de um mercado
cada vez mais exigente, como também o crescimento institucional do setor
de biotecnologia.
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