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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética entre plantas
sexuais tetraploides de Panicum maximum do banco de germoplasma
da Embrapa Gado de Corte, utilizando a técnica de polimorfismos de
DNA amplificados ao acaso (RAPD). Quatroze plantas foram avaliadas
com 17 primers. A similaridade genética foi calculada usando o
coeficiente de Jaccard e o agrupamento foi feito pelo método de
médias aritméticas dos pares de grupos nao-balanceados (UPGMA)
com base nas dissimilaridades. Uma anélise de bootstrap foi feita para
avaliar a consisténcia dos grupos formados. Um total de 145 bandas
de DNA foi obtido, sendo que 128 (~88,3%) delas foram polimérficas
entre as plantas estudadas. Os valores de similaridade variaram de
0,34 a 0,69. Quatro grupos foram formados e as plantas S16 e S13
nao foram agrupadas com as plantas restantes, apresentando maior
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divergéncia genética. Os resultados mostram moderada diversidade
genética entre as 14 plantas sexuais tetraploides de P. maximum
estudadas. Os resultados obtidos podem subsidiar a escolha de
progenitores para cruzamentos visando melhoramento genético da
espécie.

Termos para indexacdo: gramineas forrageiras, marcadores moleculares,
polimorfismos de DNA, variabilidade molecular.



Genetic diversity among
sexual plants of Panicum
maximum Jacq. accessed
by RAPD markers

Abstract

The objective of this work was to estimate the genetic diversity among
tetraploid sexual plants of Panicum maximum from the germplasm
bank at Embrapa Gado de Corte, using the random amplified polymor-
phic DNA (RAPD) technique. Fourteen plants were evaluated with 17
random primers. The genetic similarity was calculated using Jaccard’s
coefficient and the clustering was done by the unweighted pair-group
method with arithmetic average (UPGMA) using the dissimilarity values.
A bootstrap analysis was done to evaluate the consistency of the clus-
ters formed. A total of 145 DNA bands was obtained, 128 (~88.3%)
of them were polymorphic among the plants studied. The similarity
values ranged from 0.34 to 0.69. Four clusters were formed and the
plants S16 and S13 did not cluster with the remaining plants, pre-
senting major genetic divergence. The results show moderate genetic
diversity among the 14 tetraploid sexual plants of P. maximum studied.
These results may at subsidizing the choice of progenitors for crosses
for the genetic breeding of the species.

Index terms: forage grasses, molecular markers, molecular variability,
polymorphisms of DNA.
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Introducao

A pecudria bovina brasileira é basicamente desenvolvida em sistema
extensivo de producédo, ou seja, no pasto. Entre as espécies forrageiras
mais utilizadas estd Panicum maximum Jacq., que apresenta boa quali-
dade da forragem, alta produtividade de matéria seca, ampla adaptabili-
dade e facilidade de estabelecimento (JANK et al, 2008).

A maioria dos ec6tipos dessa espécie é tetrapldide e se reproduz por
apomixia, que é um tipo de reproducao assexuada caracterizada por
originar embrides sem fertilizacdo, portanto, geneticamente idénticos a
planta-mae (NOGLER, 1984). Sendo assim, para o melhoramento gené-
tico de P. maximum torna-se necesséria a utilizacao de plantas sexuais
que possam ser utilizadas como genitores maternos nos cruzamentos
com os apomiticos.

Nos anos de 1967 e 1969, a ORSTOM (Instituto francés de pesquisa
cientifica para o desenvolvimento e cooperacéao) realizou expedicdes

de coleta de P. maximum no Quénia e na Tanzania — Africa (COMBES;
PERNES, 1970). Na Tanzania foram coletados ecétipos sexuais diploi-
des que foram, posteriormente, tetraploidizados pelo uso de colchicina
e utilizados em cruzamentos com apomiticos até a obtencao de hibridos
sexuais tetraploides, com estabilidade meidtica (SAVIDAN, 1982).

Esses hibridos sexuais tetraploides de P. maximum chegaram ao Brasil
em 1982 e foram introduzidos no banco de germoplasma da Embrapa
Gado de Corte - Campo Grande, MS. Desde entdo essas plantas sao
utilizadas no programa de melhoramento da espécie e hibridos tém sido
gerados e avaliados (JANK et al., 2001; RESENDE et al., 2004), visan-
do o lancamento como cultivares.

Nenhum estudo sobre a diversidade genética molecular das plantas se-
xuais tetraploides foi realizado até o presente. Esses estudos poderiam
ser Uteis aos melhoristas na escolha de plantas sexuais para a realiza-
cao cruzamento com cultivares e/ou acessos apomiticos superiores.
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Nesse sentido, marcadores moleculares tém sido considerados ferra-
mentas poderosas para o estudo da diversidade genética em diversas
espécies de plantas nativas ou cultivadas, incluindo gramineas forragei-
ras (CHIARI et al., 2007; CHIARI et al., 2008; ZORZATTO et al., 2009;
JUNGMANN et al., 2010; ALMEIDA et al., 2011; SOUSA et al., 2011;
VIGNA et al., 2011).

Dentre esses marcadores, destaca-se o RAPD (Random amplified
polymorphic DNA - DNA polimérfico amplificado ao acaso), técnica
que consiste na amplificacdo de DNA gendmico em PCR (Polymerase
chain reaction — Reacdo em cadeia da polimerase) utilizando primers
de sequéncia arbitraria com 10 nucleotideos (WILLIAMS et al., 1990).
Apesar do surgimento de novas técnicas o RAPD continua bastante
difundido, em parte como reflexo da sua facil aplicacao, rapidez, baixo
custo e, principalmente, porque nao necessita de conhecimento prévio
da sequéncia de DNA alvo. Tendo em vista essas caracteristicas, essa
técnica ainda é recomendada para a caracterizacdo de germoplasma
vegetal (MARTINS et al., 2003).

Dentro desse contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar a
diversidade genética molecular entre 14 plantas sexuais tetraploides de
P. maximum, disponiveis no banco de germoplasma da Embrapa Gado
de Corte, utilizando-se marcadores RAPD.

Material e métodos

Foram preparadas mudas de 14 plantas sexuais tetraploides do banco
de germoplasma da Embrapa Gado de Corte, Campo Grande, MS, as
quais foram mantidas em casa de vegetacdo. As plantas utilizadas fo-
ram denominadas S7, S8, S9, S10, S11, S12, S13, S14, S15, S16,
S17,S18, S19 e S23.

Para a extracdo de DNA foram colhidas folhas jovens, do segundo né,
que foram maceradas, ainda frescas, utilizando nitrogénio liquido. Foi
utilizado o protocolo de BONATO et al. (2002) no qual o tampao de
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extracao é constituido por CTAB (brometo de cetilmetilaménio) 2%;
1,4 M NaCl; 2-B-mercaptoetanol 0,2%; 20 mM EDTA; 100 mM Tris-
-HCI pH 8; PVP 40 1%.

As concentracdoes dos DNA extraidos foram estimadas em gel de aga-
rose 0,8%, pré-corado com brometo de etidio (0,5 yg.mL-1), compa-
rando-se com padrdoes do Lambda DNA (Invitrogen) de concentracdes
conhecidas (100 ng.uL-1, 200 ng.uL-1 e 300 ng.uL-1).

As reacdes de amplificacdo foram feitas em volume final de 25 uL,
contendo em cada reacao as seguintes concentracoes finais dos rea-
gentes: 0,4 uM de primer; 0,2 mM de cada dNTPs (Invitrogen); 1,0 U
de Tag DNA polimerase (Invitrogen); 1x tampdo da Taq DNA polimera-
se (Invitrogen); 1,5 mM MgCI2 (Invitrogen) e 30 ng de DNA.

Foi utilizado o termociclador PTC 100 (MJ Research), programado
para uma desnaturacao inicial a 94°C por cinco minutos, seguida por
40 ciclos: 94°C por um minuto (desnaturacao), 35°C por um minuto
(pareamento dos primers) e 72°C por dois minutos (extensao); e uma
extensao final a 72°C por sete minutos.

Foram testados 30 primers em quatro amostras de DNA de P. maximum
com trés repeticOes para selecdo daqueles que apresentassem maior
numero, nitidez de bandas de DNA amplificadas e reprodutibilidade. Para
cada primer randémico analisado foi feita uma reagdo controle negati-
vo (branco), contendo todos os reagentes exceto o DNA, usada para
aumentar a confiabilidade dos resultados.

Os fragmentos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel

de agarose 1,5%, pré-corado com brometo de etidio (0,5 yg/mL), vi-
sualizados sob luz ultravioleta e fotodocumentados em sistema digital
L.Pix Image (Loccus Biotecnologia).

Os perfis de RAPD obtidos foram analisados pela presenca “1” ou au-
séncia “0” de bandas e uma planilha de dados foi obtida com todos os
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primers. Esses dados foram analisados pelo software Genes (CRUZ,
2008).

Para andlise de similaridade genética utilizou-se o coeficiente de
Jaccard (S = N/P), onde, “N” é o nimero de concordancias positi-
vas e “P” é o total de varidveis menos as concordancias negativas.
A anélise de agrupamento foi feita baseada nas dissimilaridades
genéticas (D = 1 - S) utilizando-se o0 método de médias aritméticas
dos pares de grupos nao-balanceados (UPGMA - Unweighted Pair-
-group Method with Arithmetical Average) o qual gerou um dendro-
grama.

Uma analise de bootstrap com 1000 reamostragens também foi
feita usando o programa Genes para verificar a consisténcia dos
grupos formados. Valores de bootstrap superiores a 95% foram
considerados altamente significantes, valores entre 70-94% foram
considerados moderadamente significantes e valores entre 51-69%
foram considerados pouco significantes, seguindo a classificacao
destacada por MAROUELLI et al. (2010).

Resultados e discussao

Dos 30 primers testados em quatro amostras de DNA de Panicum
maximum 17 geraram bandas nitidas e reprodutiveis. Foram eles:
OP2, OP3, OP12, OP21, OP32, OP45, OP52, OP81, OPA3, OPJ16,
OPQ6, OPQ20, OPAB1, OPAC17, OPAF2, OPAK19 e OPBA2.

Esses primers foram utilizados para amplificar o DNA das 14 plan-

tas estudadas e forneceram um total de 145 bandas utilizadas

para estimar a diversidade genética nessas plantas, resultando em

uma média de aproximadamente 8,5 bandas por primer. A Figura 1

apresenta, como exemplo, o perfil eletroforético obtido por meio da
amplificacdao do DNA das 14 plantas sexuais estudadas com o pri-

mer OP2. Foram analisadas as bandas entre 300 e 1500pb, nitidas
e reproduziveis.



12

Diversidade genética entre plantas sexuais de Panicum maximum Jacq. acessada por
marcadores RAPD

Figura 1. Perfil de RAPD gerado com o primer OP2 para as 14 plantas sexuais
de Panicum maximum. M é marcador de peso molecular 1Kb plus DNA ladder
(Invitrogen) e br é o controle negativo da reacao (branco).

Na andlise com as 14 plantas, 128 bandas amplificadas foram po-
limoérficas (~88,3%), perfazendo uma média de aproximadamente
7,5 bandas polimérficas por primer. O nimero de bandas polimérfi-
cas amplificadas por primer variou de cinco a dez. Os primers que
mais se destacaram com dez bandas polimdrficas cada um foram
OP2, OP21 e OPAK19 (Tabela 1).
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Tabela 1 - Primers randémicos utilizados para a amplificacdo do DNA de 14 plan-

tas sexuais poliploides de P. maximum com suas sequéncias de nucleotideos,
numero de bandas amplificadas e nimero de bandas polimérficas observadas

Primer Sequén(’:ia de N?;::‘;gsde Nl’Jmer_o c!e _bandas
nucleotideos amplificadas polimérficas

OP2 GGG AAC GTG T 13 10
OP3 CAA ACG TGG G 9 9
OP12 ACA ACT GGG G 10 8
OP21 CCC AGT CACT 10 10
OP32 GGC ACG CGT T 7 5
OP45 TGG AAG CAC C 5 5
OP52 AAG TGC ACG G 5 5
OP81 GGA GCG TAC T 8 8
OPA3 AGT CAG CCA C 6 6
OPJ16 CTG CTT AGG G 7 6
OPQ6 GAG CGC CTT G 7 6
OPQ20 TCG CCC AGT C 10 7
OPABH1 CCG TCG GTA G 11 9
OPAC17 CCT GGA GCT T 9 9
OPAF2 CAG CCG AGA A 9 7
OPAK19 TCG CAG CGA G 11 10
OPBA2 TGC TCG GCT C 8 8
Total 145 128

Os valores de similaridade genética obtidos variaram de 0,34 a 0,69,
com média de 0,50 (50%). Os materiais mais similares foram S17 e
S18, ambos derivam dos mesmos progenitores diretos: planta sexual
tetrapléide S2.T e acesso apomitico C1. A planta sexual S2.T é uma
das plantas resultantes da tetraploidizacao por colchicina da planta
sexual K189 coletada na Tanzéania (SAVIDAN, 1982).

13
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As plantas mais divergentes geneticamente foram S12 e S16, que
derivam de progenitores diferentes, mas com certo grau de paren-
tesco. A planta S12 originou-se do cruzamento entre a planta sexual
tetraploidizada, denominada K189, e o acesso apomitico K26, en-
quanto a planta S16 originou-se do cruzamento entre a planta sexual
1S1 e o acesso apomitico C1. A planta sexual 1S1, por sua vez, foi
selecionada a partir do cruzamento entre a planta sexual tetraploidi-
zada K189 e o acesso apomitico G23.

Esses resultados mostraram que a similaridade genética observada
entre as plantas avaliadas com os marcadores RAPD vai ao encontro
das informacdes sobre o parentesco entre essas plantas.

Em estudo de diversidade genética em 24 acessos apomiticos de P.
maximum realizado por BONATO et al. (2003) com 79 marcadores
RAPD polimérficos, a similaridade genética calculada pelo coeficiente
de Jaccard variou de 0,15 a 0,97, com média de 0,39 (39%), infe-
rior a encontrada neste trabalho. Comparando-se esses resultados,
as plantas sexuais aqui estudadas apresentam menor diversidade
que as plantas apomiticas estudadas por BONATO et al. (2003). En-
tretanto esses autores utilizaram um maior nimero de primers e um
ndmero maior de individuos, o que pode ter contribuido para esse
resultado.

Em outros estudos que analisaram a variabilidade genética em aces-
sos apomiticos de P. maximum, porém usando marcadores isoenzi-
maticos, também foi observada alta variabilidade genética (ASSIE-
NAN; NOIROT, 1996; JAIN et al., 2006).

Em outras espécies do género Panicum, marcadores RAPD também
foram utilizados para estudos de variabilidade genética. M'Ribu e
Hilu (1994) estimaram valores de similaridade que variaram de 0,60
a 1,0, utilizando o coeficiente de Dice. Gunter et al. (1996) ava-
liaram 14 populacdes de P. virgatum e as similaridades entre elas,
obtidas pelo coeficiente de Dice, variaram de 0,53 a 0,78.



Diversidade genética entre plantas sexuais de Panicum maximum Jacq. acessada por
marcadores RAPD

Pela analise do dendrograma obtido para as 14 plantas sexuais obser-
va-se a formacao de quatro grupos principais com base nos valores de
bootstrap. Foram considerados como grupos sempre que as ramifica-
cOes alcancaram valores de bootstrap iguais ou superiores a 70%. As
plantas S16 e S13 nao foram agrupadas com nenhuma outra planta
avaliada, sendo, portanto as que possuem maior distancia genética
entre as demais (Figura 2).

Esses resultados podem auxiliar o melhorista na escolha das plantas
sexuais para uso como progenitoras em cruzamentos com cultivares
apomiticas, visando a obtencédo de populacdes mais divergentes no
programa de melhoramento genético de P. maximum.

Conclusoes

Os resultados obtidos por meio de 128 marcadores RAPD polimérficos
mostram que as 14 plantas sexuais tetraploides de P. maximum do
banco de germoplasma da Embrapa Gado de Corte possuem moderada
variabilidade genética e que as plantas S16 e S13 sdo as mais diver-
gentes das demais.
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