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RESUMO

O capim-elefante (Cenchrus purpureus) € uma graminea perene utilizada na
alimentagao bovina, principalmente na bovinocultura de leite. Atualmente, devido a
sua alta producdo de biomassa, o capim-elefante tem sido utilizado como insumo
energético na producao de energia térmica (combustdo direta, carvao vegetal e
residuos), energia mecanica (alcool combustivel e bio-6leos) e energia elétrica (pela
combustdo, gaseificacdo e queima de gases). A forma de propagacdo do capim-
elefante é preferencialmente vegetativa, através de estacas, e a espécie é conhecida
por produzir sementes de baixa germinacao, o que dificulta a expansdo em grandes
areas. Dessa forma, torna-se necessario avangar no conhecimento a respeito da
biologia reprodutiva e gerar conhecimento para auxiliar a selecdo de genotipos
superiores nos programas de melhoramento do capim-elefante. O objetivo deste
trabalho foi estimar a taxa de cruzamento do capim-elefante a fim de entender o
comportamento reprodutivo na espécie. Para este estudo, 18 individuos pertencentes
ao Programa de Melhoramento de Capim-Elefante da Embrapa Gado de Leite foram
selecionados, e sementes foram coletadas. 20 mudas descendentes de uma mesma
planta foram escolhidas, tendo uma populacéao final de 378 individuos. Foi inicialmente
extraido o DNA de todos os individuos, e as regidoes de interesse foram amplificadas
por PCR. Testes foram realizados com dezenove marcadores microssatélites, e seis
obtiveram sucesso na amplificacao e na presenca de bandas polimérficas. Foi gerado
um dendrograma com o0s parentais para identificar relacées de parentesco entre 0s
individuos amostrados, que mostrou uma baixa similaridade, sendo a maioria dos
parentais com indices menores do que 0,75. Além disso, a AMOVA revelou que 86%
da variabilidade da populacao esta presente dentro das progénies, resultado que esta
de acordo com espécies predominantemente alégamas. A alogamia foi confirmada
com resultados da estimativa da taxa de cruzamento: a taxa multilocus, de 0,957; a
taxa unilocus, de 0,900; a taxa de autofecundacado, de 0,043, além de apresentar
coeficiente de endogamia de -0,200 e correlacdo de paternidade de 0,045,
demonstrando que ha maior presenca de heterose e que sdo poucos os individuos
gue sdo irmaos completos. Os resultados apresentados sdo importantes para o
entendimento do tipo de cruzamento presente na espécie e auxiliardo na definicdo de
novas estratégias nos programas de melhoramento.

Palavra-chave: Cenchrus purpureus; taxa de cruzamento; microssatélite; alogamia.



ABSTRACT

The Napier grass (Cenchrus purpureum) is a perennial grass used as forage crop
mainly in dairy cattle. Nowadays, the Napier grass has been used as energy feedstock,
due to high biomass yield, producing thermal energy (direct combustion, charcoal and
residues), mechanical energy (biofuels and bio-oils) and electrical energy (through gas
combustion, gasification and burn). C. purpureum is, preferably, a vegetative
propagation species, that reproduces through stems. Its seeds have low quality,
making difficult its expansion in extensive areas. Thus, it is necessary to extend the
knowledge about the reproductive biology and selection of superior genotypes in
Napier grass breeding programs. The aim of this study was to estimate the outcrossing
rate of Napier grass in order to understand the reproductive behavior of this species.
For that, 378 individuals were selected and divided in 18 parental and its progenies
groups. DNA was extracted from all individuals and selected microsatellite regions
were amplified by PCR. A total of 19 microsatellite markers were tested and six were
successful in the amplification of polymorphic DNA bands. A dendrogram was
generated with parental individuals to identify the relationship among them and a low
similarity (<0.75) was found. AMOVA revealed 86% of variability within progenies
which correlates with species predominantly alogamic. The allogamy was confirmed
through analysis of outcrossing rate: the multilocus rate (0.957), unilocus rate, (0.900),
selfing rate (0.043), inbreeding coefficient (-0.200), and correlation of paternity (0.045).
These results indicate that heterosis is present and few individuals share the same
parental origin. These findings are important to understand the outcrossing rate in this
species and may help to define new strategies in breeding programs.

Keywords: Cenchrus purpureus; outcrossing rate; microsatellite; allogamy.
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1. INTRODUCAO

As forrageiras sdo de grande importancia para o cenario agricola
brasileiro, pois sdo as principais fontes de alimento para os bovinos. As areas de
pastagens representam 48,1% do total da area dos estabelecimentos agropecuarios
no Brasil (IBGE, 2006). Dada essa importancia, ha um grande interesse no
desenvolvimento de forrageiras mais produtivas e de melhor qualidade, que
proporcionem aumento da produtividade de carne e leite sem a necessidade de
expansado de area. Entre as diversas espécies forrageiras que podem contribuir para
esse aumento de produtividade, destaca-se o capim-elefante (Cenchrus purpureus),
conhecido pelo elevado potencial de producdo de biomassa, facil adaptacdo aos
diversos ecossistemas e boa aceitacdo pelos animais (MACHADO et al., 2016).

O capim-elefante também é considerado como uma alternativa de destaque
entre as culturas energéticas, em razao da sua eficiéncia fotossintética (mecanismo
C4 de fixacao de carbono), alto potencial produtivo, perenidade, rapido crescimento,
ampla adaptacdo, capacidade de fixacdo bioldégica de nitrogénio, além de suas
propriedades quimicas (ANDERSON et al., 2008a,b; MORAIS et al., 2009; ZENG-HUI
E HONG-BO, 2010; ROCHA et al., 2017).

Para atender as necessidades de cultivares com caracteristicas
especificas, a Embrapa Gado de Leite possui um programa de melhoramento da
espécie. Iniciada na década de 1990, o mesmo tem como objetivo obter cultivares
para os diferentes sistemas de producao, como cultivares melhoradas para o corte,
pastejo e, nos ultimos anos, como fonte de bioenergia (MACHADO et al., 2016). No
programa de melhoramento, sdo necessérias informacdes gerais sobre a espécie,
como a sua forma de reproducdo e de propagacdo. Essas caracteristicas sdo de
grande importancia para estimar parametros genéticos, compreender os padrdes de
fluxo génico e a diferenciacdo genética entre e dentro de populacdes (BAWA, 1974;
CLEGG, 1980; HAMRICK, 1989; VENCOVSKY et al., 2001).

O capim-elefante é conhecido por ser uma espécie de propagacao

vegetativa, por meio de estacas. A propagacao por sementes € limitada pelo fato da
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espécie produzir sementes com variaveis niveis de fertilidade, sendo sua maioria de
baixa germinagéo e plantas com baixo vigor (PEREIRA et al., 2010). Ainda n&o se
sabe as causas da ineficiéncia da propagacao por sementes na espécie.

Uma informacgéo bésica, porém muito importante para tentar entender o
problema da baixa germinacdo de sementes é a determinacédo da taxa de cruzamento.
Algumas técnicas podem ser utilizadas, pois fornecem uma maneira de inferir a
estrutura da relacéo entre os individuos (LYNCH E RITLAND, 1999; BLOUIN, 2003).
Os marcadores morfolégicos, por meio da andlise das flores e do comportamento de
polinizadores, foram usados ha muito tempo para entender o comportamento
reprodutivo de espécies vegetais (HAYES, 1918). Atualmente, os marcadores
moleculares, como 0s microssatélites, sdo considerados informativos para o estudo
da taxa de cruzamento.

As informacgdes obtidas sobre a taxa de cruzamento do capim-elefante sao
importantes para o desenvolvimento de cultivares que possam ser propagadas por
meio de sementes. Com 0 aumento da demanda por biomassa de capim-elefante para
producdo de energia e para pastejo, o lancamento de cultivares propagadas por

sementes auxiliara na expansao das areas cultivadas.



13

1.1. Tipos de Cruzamento em Plantas

O sistema reprodutivo das plantas é o ponto principal na analise de
organizacéo genética das populacdes. E um dos mais importantes tracos da historia
de vida de espécies vegetais (DJE et al., 2004; MEROTTO JUNIOR, JASIENIUK E
FISCHER, 2009), determinando os padrdes pelos quais os gametas sao transportados
de geracao para geracao, controlando as distribuicdes das frequéncias genotipicas e
o potencial de recombinacéo das populagcdes (ALLARD, 1971; LOPES, BRUCKNER
E LOPES, 2002). O estudo do sistema reprodutivo também pode fornecer informacdes
importantes sobre os padrdes de cruzamentos, a dinamica dos processos
microevolucionarios, e as melhores formas para a conservacdo e manejo dessas
espécies (OLIVEIRA, CARVALHO E ROSADO, 2002).

As plantas exibem uma variedade de sistemas de cruzamento, que incluem
autofecundacdo e cruzamento entre individuos (BAYE E BECKER, 2004). Esses
sistemas podem ser afetados por fatores ndo genéticos, como o vento, a densidade
vegetal, a posicao das flores na planta, sua coloracdo e morfologia, 0 comportamento
do polinizador e a abundancia floral da planta (BECKER, DAMGAARD E KARLSSON,
1992; CHARLESWORTH E WRIGHT, 2001; VARASSIN, TRIGO E SAZIMA, 2001;
PARZIES et al., 2008). Brown, Zohary e Nevo (1978) e Chaudhary, Jana e Acharya
(1980) relataram que condicfes de alta precipitacdo e ambiente frio podem promover
a fecundacéo cruzada em cevada, uma planta tipicamente autdbgama. Em condi¢des
de diferentes intensidades luminosas, Demotes-Mainard, Doussinault e Meynard
(1995) e Li et al.(1996) relataram a mudanca do comportamento reprodutivo do trigo
e do arroz, de autofecundacdo para o cruzamento entre individuos. Ja os fatores
genéticos que alteram o comportamento reprodutivo sdo a apomixia, a protoginia, a
protandria, autoincompatibilidade e a macho esterilidade. Alguns individuos podem
apresentar, ao longo de sua vida, um sistema de cruzamento misto, com
caracteristicas autbgamas e aldgamas.

As dispersdes do podlen feitas por polinizadores e as dispersdes das
sementes sdo mecanismos importantes no fluxo génico de plantas alégamas
(MEROTTO JUNIOR, JASIENIUK E FISCHER, 2008). Plantas alé6gamas sdo aquelas

gue realizam preferencialmente polinizagdo cruzada, e sao caracterizadas pela
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heterozigose, apresentando heterose e endogamia. Alguns mecanismos Sao
responsaveis em facilitar a alogamia, como a protandria, a protoginia, a monoicia, e
outros mecanismos determinam a alogamia nas espécies, como a dioicia, a
autoincompatibilidade, e a macho esterilidade (BOREM E MIRANDA, 2013).

A endogamia € um sistema que promove 0 aumento da homozigose nas
descendéncias, e é favorecida pelo cruzamento entre individuos aparentados. A
endogamia pode tanto ressaltar alelos dominantes, que trazem caracteristicas
importantes para as geracfes de um individuo, como pode aumentar a homozigose
de alelos recessivos deletérios, reduzindo a taxa de reproducéo e de sobrevivéncia
de uma espécie. Com isso, informacdes acerca de cruzamentos entre parentes sao
de extrema importancia para a conservagao genética (MORAES E SEBBENN, 2011;
GAINO et al., 2011).

A autofecundacao € a unido de produtos de diferentes meioses do mesmo
individuo, e faz com que a heterozigose caia pela metade dentro da progénie em cada
geracéo, diminuindo a diversidade dentro da populacdo e aumentando a diferenciacao
entre as populacdes, com polimorfismo global geralmente baixo (GODT E HAMRICK,
1991; ENJALBERT E DAVID, 2000; THOMPSON E RITLAND, 2006). As plantas
autbgamas desenvolveram alguns mecanismos que auxiliam na autofecundacéo,
como a cleistogamia, polinizacdo do estigma antes da abertura do botéo floral ou da
antese, comum em soja (BOREM E MIRANDA, 2013).
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1.2. Uso de Marcadores Moleculares no Estudo de Taxas de
Cruzamento

Os marcadores morfolégicos, como a analise morfolégica das flores,
experimentos em casa de vegetacdo e a observacdo do comportamento do
polinizador (CLEGG, 1980), foram usados h& muito tempo para identificar cruzamento
entre individuos ou autofecundacdo em genoétipos maternos conhecidos (HAYES,
1918). Porém, esta técnica possui suas limitacbes, como o longo tempo necessario
para o florescimento e a interferéncia de fatores ambientais no fenétipo final (GJURIC
E SMITH JUNIOR, 1996).

A maneira mais rapida e eficiente para estimar a taxa de cruzamento é
utilizando marcadores genéticos analisados nas progénies (BAYE E BECKER, 2004),
como os marcadores moleculares, que auxiliam na estimacéo da taxa de cruzamento
em diversas populagbes de plantas (BAYE E BECKER, 2004; THOMPSON E
RITLAND, 2006; MUCHUGI et al., 2008; FERREIRA et al., 2010; BRESSAN et al.,
2013). Os marcadores moleculares sdo geralmente usados baseando-se em um
“‘modelo de cruzamento misto”, no qual assume-se que as progénies sao resultado
tanto de autofecundacdo como de cruzamento entre individuos (SHAW E ALLARD,
1979; MEROTTO JUNIOR, JASIENIUK E FISCHER, 2009).

Diversos marcadores moleculares como as isoenzimas, Amplified
Fragment Lenght Polymorphism (AFLP), Random Amplified Polymorphic
Deoxyriobose (RAPD), marcadores microssatélites (SSR), e Restriction Fragment
Lenght Polymorphism (RFLP) sdo usados para avaliar a variagdo genética e o
parentesco entre individuos de uma mesma espécie a nivel molecular. Entretanto, a
utilidade de marcadores moleculares depende da quantidade de DNA, do custo dos
marcadores, das técnicas laboratoriais, do tempo necessario para 0 processamento,
do grau de polimorfismo, da precisdo das estimativas de distancias genéticas e da
acuracia das analises estatisticas (KANDEL et al.,, 2016). Muitos marcadores
moleculares possuem limitagbes associadas a eles, como o RAPD e AFLP que,
devido ao comportamento dominante, fornecem menos informacgao por locus do que
os marcadores codominantes (GAIOTTO, BRAMUCCI E GRATTAPAGLIA, 1997). As

taxas de cruzamento tém sido tradicionalmente estudadas usando marcadores
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codominantes, como as izoenzimas e microssatélites, devido ao seu alto polimorfismo
alélico (CHAIX et al., 2003; ADUGNA, SWEENEY E BEKELE, 2013).

Os marcadores microssatélites sdo uma subcategoria de repeticbes em
tandem, que constituem regides repetitivas no genoma, e também séo evolutivamente
importantes devido a sua instabilidade. Eles podem sofrer mutacbées em uma
frequéncia entre 103 a 10° a cada geracdo de células (VIEIRA et al., 2016). Sdo
encontrados em procariotos e eucariotos, amplamente distribuidos por todo o
genoma, especialmente em eucromatinas de eucariotos, e em regides codificantes e
ndo codificantes de DNA nuclear e organelar (PEREZ-JIMENEZ et al., 2013;
PHUMICHAI, PHUMICHAI E WONGKAEW, 2015; VIEIRA et al., 2016).

Atualmente, se considera que a ocorréncia de SSR é pequena em regides
génicas, devido ao fato de que os SSRs possuem alta taxa de mutacdo, que pode
comprometer a expressao génica. Estudos indicam que em regifes codificantes, ha
uma predominancia de SSRs com motivos de sequéncia dos tipos tri- e
hexanucleotideos (ZHANG et al., 2004; XU et al., 2013; VIEIRA et al., 2016).

Os microssatélites tém sido os marcadores mais utilizados para
genotipagem de plantas nos ultimos 20 anos, pois sdo altamente informativos,
codominantes, e sdo marcadores genéticos multi-alélicos que sédo experimentalmente
reproduziveis e transferiveis entre espécies relacionadas (MASON, 2015; VIEIRA et
al., 2016). Em particular, os SSRs sao usados para espécies selvagens em estudos
de diversidade medidos com base na distancia genética, para estimar fluxo génico e
taxa de crossing over, e em estudos evolutivos, sobretudo para inferir relagdes
genéticas infraespecificas (VIEIRA et al., 2016). Para plantas cultivadas, os
microssatélites sdo comumente usados para construcao de mapas de ligacdo génica,
mapeamento de loci envolvidos em locus de caracteres quantitativos (QTL), estimativa
do grau de parentesco entre genotipos, e selecao assistida por marcadores (JONAH
et al., 2011; KALIA et al.,, 2011; VIEIRA et al., 2016). Estes marcadores tém sido
particularmente utilizados para gerar mapas integrados em espécies de plantas na
gual familias de irméaos completos sdo usadas para construcdo de mapas de ligacao
génica (GARCIA et al., 2006; SOUZA et al., 2013; PEREIRA et al., 2013; VIEIRA et
al., 2016), fornecendo aos melhoristas e geneticistas uma ferramenta para ligar as
variacbes genéticas e as fenotipicas (MAMMADOQYV et al., 2012; HAYWARD et al.,
2015; VIEIRA et al., 2016).
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1.3. Caracterizacdo do género Cenchrus e da espécie Cenchrus
purpureus

O capim-elefante foi inicialmente descrito e classificado taxonomicamente
como Pennisetum purpureum Schumach (STAPT E HUBBARD, 1934; PEREIRA et
al., 2016a), e apds as mudancas no género, foi proposta a mudanca na denominacao
da espécie para Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone. Atualmente, é
considerada pertencente a familia Poaceae, subfamilia Panicoideae, tribo Paniceae e
género Cenchrus L. (PEREIRA et al., 2016a).

Os géneros Cenchrus e Pennisetum foram considerados por muitos anos
como intimamente relacionados (VERLOOVE, 2012; VELDKAMP, 2014), e as
caracteristicas descritas para a divisao dos géneros estéo ligadas aos tipos de cerdas
gue rodeiam as espiguetas (DELISLE, 1963; WATSON E DALLWITZ, 1992;
SYAMALADEVI, MEENA E NAGAR, 2015). Porém, nenhuma dessas caracteristicas
foram consideradas suficientes para distinguir os géneros (WEBSTER, 1988;
SYAMALADEVI, MEENA E NAGAR, 2015). Alguns estudos baseando-se na
filogenética molecular tentaram esclarecer a relacdo entre Cenchrus e Pennisetum
(VERLOOVE, 2012; VELDKAMP, 2014). Donadio et al. (2009) confirmaram a
proximidade entre os géneros, além do fato de que as espécies descritas para
Cenchrus estavam incluidas em Pennisetum. J& Chemisquy et al. (2010) avaliaram
51 espécies pertencentes a oito géneros da subfamilia Panicoideae, Cenchrus,
Pennisetum, Odontelytrum, Ixophorus, Paspalidium, Setaria, Stenotaphrum e
Rupichloa. A &rvore consenso revelou que os géneros Pennisetum, Cenchrus e
Odontelytrum possuem um clado fortemente suportado, além de todas as espécies de
Cenchrus e Pennisetum formarem um grupo monofilético. Os resultados filogenéticos
presentes neste estudo suportam fortemente a unificagdo de Cenchrus e Pennisetum
em um Unico género, como previamente sugerido por Correll e Johnston (1970), além
da incluséo do género Odontelytrum.

Fundamentados nesses estudos, taxonomistas propuseram a existéncia
apenas do género Cenchrus, composto pelo conjunto das espécies dos trés géneros,
Cenchrus, Pennisetum e Odontelytrum (CHEMISQUY et al., 2010; GUTIERREZ,
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2015; PEREIRA et al., 2016a). Além disso, também foi sugerida nova nomenclatura
para as espécies antes pertencentes aos géneros Pennisetum e Odontelytrum
(PEREIRA et al., 2016a).

Identificada no inicio do século XX pelo Coronel Napier (BENNET, 1976;
CAVALCANTE E LIRA, 2010), o capim-elefante ocorre naturalmente em uma extensa
area da Africa Ocidental, principalmente nos territorios de Guiné, Mogambique,
Angola, Zimbabue e sul do Quénia, sendo esta regido considerada como o centro de
origem e de diversidade genética do capim-elefante (FERREIRA E PEREIRA, 2005;
CAVALCANTE E LIRA, 2010). No Brasil, a espécie foi introduzida nos anos de 1920
e 1921, nos estados do Rio Grande do Sul e de S&o Paulo, com mudas trazidas dos
Estados Unidos e de Cuba (CAVALCANTE E LIRA, 2010). A maioria dos genotipos
do capim-elefante existentes no Brasil estdo representados no Banco Ativo de
Germoplasma de Capim-Elefante da Embrapa Gado de Leite (BAGCE) (PEREIRA et
al., 2001; MACHADO et al., 2016). Esse banco € um dos mais completos do pais,
contém varios acessos do género, como clones e populacdes de genotipos
melhorados, silvestres e racas cromossdmicas obtidas por cruzamentos
interespecificos (MACHADO et al., 2016).

A espécie € uma graminea perene, de habito e crescimento cespitoso,
atingindo de dois a seis metros de altura. Apresenta caules do tipo colmos, eretos,
cilindricos, glabros e cheios. Touceiras com numerosos perfilhos, podendo alcancar
um metro de didmetro. Possuem de 3,5 cm a seis metros de altura, com colmos de 20
ou mais internédios, de 15 cm a 20 cm de comprimento e de 1,5 cm a trés centimetros
de didametro. As plantas apresentam rizomas curtos, folhas com insercdes alternas,
de coloracéo verde escura, clara ou purpura, que podem ser pubescentes ou nao,
chegando a alcancar dez centimetros de largura e 110 cm de comprimento. Também
apresentam nervura central larga e brancacenta, bainha lanosa, invaginante, fina e
estriada, ligula curta, brancacenta e ciliada. Sua inflorescéncia € uma panicula
primaria e terminal, sedosa e contraida, ou seja, com racemos espiciformes, cilindrica,
reta, podendo ser solitaria ou aparecendo em conjunto no mesmo colmo. A panicula
tem, em média, 15 cm de comprimento, formada por espiguetas envolvidas por um
tufo de cerdas de tamanhos desiguais e de coloracdo amarelada e purpura. A planta

apresenta abundante lancamento de perfilhos aéreos e basilares, podendo formar
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densas touceiras, apesar de nao cobrirem totalmente o solo (NASCIMENTO JUNIOR,
1981; ALCANTARA E BUFARAH, 1983;: DERESZ, 1999b;: PEREIRA et al., 2016a).

C. purpureus pode ser encontrado em diversos tipos de ambientes. Esta
presente desde o nivel do mar até 2200 metros de altitude, sendo mais adaptado a
altitudes de até 1500 metros (ALCANTARA E BUFARAH, 1983). E tolerante a seca,
podendo ser encontrado em regifes com variacdo térmica de 18 a 30°C e precipitacao
de 800 a 4000 m, e floresce em diferentes condi¢cbes de solos, como em barrancos
de rios, regides umidas e orlas de florestas. A espécie é conhecida pela alta taxa
fotossintética e eficiéncia no uso da agua, pela caracteristica das folhas estreitas e
eretas que permitem maior penetracdo da luz através do perfil vegetal (ALCANTARA
E BUFARAH, 1983; ANDERSON et al., 2008b; KANDEL et al., 2016), além de ser
uma planta de facil manejo, alto perfilhamento, alto teor de proteina bruta, e resisténcia
a pragas e doencas (SUNDARAM et al., 2009; KANDEL et al., 2016).

O capim-elefante, segundo analises citolégicas de megaesporogénese e
do desenvolvimento do saco embrionario, € uma espécie predominante aldgama, com
alto nivel de heterozigose. Além disso, ja foi descrita a protoginia na espécie, com
intervalo médio de sete dias entre o aparecimento dos estigmas e a abertura das
primeiras anteras (HANNA, 1994; PEREIRA et al., 1997). A propagacao vegetativa &
a forma mais comum de propagacédo, pois as sementes sao geralmente de baixa
germinacao e plantas com baixo vigor (PEREIRA et al., 2010).

Diferentes cultivares de capim-elefante melhoradas sdo encontradas,
apresentando vantagens significativas em relacdo as cultivares tradicionais. As
principais cultivares de capim-elefante sdo: BRS Capiacu, BRS Kurumi, BRS Canara,
Pioneiro, Napier, Mineiro, Cameroon, Roxo Botucatu e Paraiso (PEREIRA et al.,
2016a).

O capim-elefante é alotetraploide, com 2n=4x=28 (BRUNKEN, 1997;
DAVIDE et al., 2007; SILVA, 2011), e apresenta um dos seus genomas parcialmente
homologo ao do milheto (Cenchrus americanus, 2n=2x=14). O cruzamento entre estas
duas espécies é relativamente simples e resulta na obtencdo de um hibrido
interespecifico estéril, com boas caracteristicas forrageiras e que pode ser mantido
por meio de propagacdo vegetativa (SILVA, 2011). A espécie apresenta numero
basico cromossémico x=7 (MANARA, 1973; JAUHAR, 1981; SILVA, 2011), tendo
evoluido para um alotetraploide (2n=4x=28), com comportamento diploide normal, que
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possui os genomas A'’A'BB (JAUHAR, 1981; SILVA, 2011), sendo que o primeiro
destes apresenta grande homologia com o genoma A do milheto (DUJARDIN E
HANNA, 1985; SILVA, 2011; REIS, 2016).

A espécie possui informagfes escassas com relacdo a sequéncia e mapa
genético completo. Assim, sdo poucos os marcadores de sequéncia especifica para a
espécie, e estas ndo estdo associadas a nenhuma caracteristica especifica. A
geracdo de marcadores de sequéncia especifica geralmente envolve alto custo para
seu desenvolvimento e, na tentativa de reduzir o custo e trabalho, pesquisadores tém
usado marcadores microssatélites de uma espécie para espécies e géneros
relacionados, e tém obtido sucesso na amplificacdo (BOWERS et al., 1996;
CORDEIRO et al., 2001; KANDEL et al., 2016). Assim como j& relatado, o capim-
elefante apresenta um dos seus genaotipos homaologo ao milheto (JAUHAR, 1981), e
grande numero de marcadores microssatélites de milheto estdo estabelecidos e
disponiveis (ALLOUIS et al., 2001; Ql et al., 2001; BUDAK et al., 2003; QI et al., 2004;
MARIAC et al., 2006; YADAV et al., 2007; SENTHILVEL et al., 2008; RAJARAM et al.,
2013). Os mesmos podem ser utilizados para a avaliacao da transferabilidade espécie
cruzada e diversidade genética em acessos de germoplasma de Cenchrus purpureus
(AZEVEDO et al., 2012; KANDEL et al., 2016).



21

1.4. Importancia econémica de capim-elefante

O capim-elefante € uma graminea de grande aceitacdo na alimentagéo
bovina (HANNA E SOLLENBERGER, 2007; YASUDA, ISHII E OHTA, 2014). A
utilizacao da espécie como forrageira contribuiu para o aumento da producéo de leite
(DERESZ, 1999a) e de carne no Brasil (PEREIRA et al., 2001; SOUZA SOBRINHO et
al., 2005). E uma planta que apresenta boa qualidade, palatabilidade, vigor,
persisténcia e boa adaptacao aos diversos tipos de solo, além de ter elevada producgéo
de matéria seca (SOUZA SOBRINHO et al., 2005) e grande eficiéncia fotossintética
(SILVA, 2011). E uma forrageira com elevado potencial produtivo, podendo produzir
até 50 toneladas de matéria seca por ano (PEREIRA et al., 2016b). A espécie € usada
frequentemente em regime de corte (capineiras), podendo ser utilizada também para
ensilagem, picado verde e pastejo rotacionado (MOREIRA et al., 2008; SILVA, 2011).

Em diversas regides tropicais na Asia, nas Américas, na Oceania, no
Oriente Médio, na Australia e em ilhas do Pacifico (WANG et al., 2002; XIE et al.,
2009), a espécie esta adaptada e é utilizada como quebra vento em plantacdes
agricolas (KARSCHON E HETH, 1958; XIE et al., 2009), além de possuir capacidade
de fitorremediacao de materiais pesados (ISHII et al., 2013; YASUDA et al., 2014). Na
Africa, esta planta é usada como palha, e os colmos finos s&o transformados em
cercas e telas, e também como reforgo para cabanas de barro. As folhas jovens e os
brotos sdo usados na alimentacdo em sopas e guisados (BURKILL, 1994; XIE et al.,
2009), e extratos da planta sdo usados como diuréticos. O capim-elefante também é
utilizado em diversos remédios herbais (BURKILL, 1994; XIE et al., 2009), e na China,
as cultivares de Cenchrus purpureus sao utilizadas principalmente como forragem,
como matéria-prima para papel, e como substrato de cultura para cogumelos (ZHOU,
DONG E XIE, 2007; XIE et al., 2009).

Cenchrus purpureus é conhecido por produzir grande volume de biomassa
em curto periodo de tempo, e esta caracteristica confere grande importancia na
producédo de bioenergia (RENGSIRIKUL et al., 2013; YASUDA et al., 2014). Plantas
gue apresentam metabolismo C4 séo caracterizadas por alta eficiéncia na conversao
de luz em biomassa, alta eficiéncia no uso da agua e no uso de nitrogénio nas folhas

(TAYLOR et al., 2010), permitindo grande acumulo de matéria seca e de fibras.
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No Brasil, em 2007, a biomassa, com participagdo de 31,1% na matriz
energeética, foi a segunda principal fonte de energia, superada apenas por petroleo e
derivados. Ela ocupou a mesma posicao entre as fontes de energia elétrica de origem
interna, ao responder por 3,7% da oferta. A fonte energética s6 foi superada pela
hidroeletricidade, que foi responséavel pela producao de 77,4% da oferta total, segundo
dados do Balango Energético Nacional (BEN) de 2008 (ANEEL, 2008). Os derivados
obtidos da biomassa dependem tanto da matéria-prima utilizada quanto da tecnologia
de processamento para obtencéo dos energéticos (ANEEL, 2008), podendo produzir
energia elétrica, pela combustdo direta; energia mecénica, como 0s biocombustiveis
de primeira e segunda geracao; energia térmica, como carvao vegetal e lenha. O uso
da biomassa como fonte energética torna-se indispensavel na atual perspectiva do
esgotamento das reservas de fontes energéticas de origem féssil, junto as previsées
de mudanca climatica do planeta, apresentado no ultimo relatério do Painel
Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas (IPCC).

A producdo de energia mecanica via biomassa esta vinculada
principalmente ao etanol de primeira geracdo (1G), produzido a partir do
processamento do colmo, ou seja, do caule da planta que possui acicares que podem
ser fermentados. Sao fontes de matéria-prima a cana-de-acgucar, milho e trigo. Essas
culturas também sdo amplamente usadas como fontes de alimentos, o que aumenta
a competicdo do uso da matéria-prima, trazendo um significante impacto nos precos
dos alimentos e na seguranca alimentar (NAIK et al., 2010). Devido a esse problema,
novas tecnologias para o processamento de biomassa estdo sendo empregadas,
como a utilizada para a producdo do etanol de segunda geracdo (2G). Este
biocombustivel é gerado a partir do processamento do bagaco, da palha e das folhas
de espécies como a cana-de-acgucar e o capim-elefante. A matéria-prima utilizada € a
lignocelulose, composta por trés fragdes principais: celulose (~45% do peso seco),
hemicelulose (~30% do peso seco), e lignina (~25% do peso seco) (WISELOGEL,
TYSON E JOHNSSON, 1996; ZALDIVAR, NIELSEN E OLSSON, 2001), sendo esta
molécula importante na constituicao da estrutura fibrosa dos vegetais. A lignocelulose
€ encontrada em todas as partes das plantas, desde as raizes até as folhas. Assim, a
producdo do biocombustivel a partir desta molécula consegue aproveitar tanto
subprodutos descartados de processos envolvendo culturas de cana-de-agucar como

a alta produtividade de matéria seca do capim-elefante. Por isso, nos ultimos anos, o
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etanol 2G gerado tem sido visto como uma forma de reaproveitamento da matéria
organica (SALEMI, 2009; EISENTRAUT, 2010; CHENG E TIMILSINA, 2010; NYKO et
al., 2010; LOFRANO et al., 2013) e como um combustivel que pode ajudar tanto na
reducdo de emissao de gases do efeito estufa (CLIFT, 2007; PARK E KIM, 2012; DOS
REIS et al., 2013; MENEGOL et al., 2014a,b) quanto no consumo de combustiveis
fésseis no setor de transporte (MENEGOL et al., 2014 a,b; RAMOS et al., 2015).

Apesar das vantagens apresentadas, a producdo de etanol 2G apresenta
alguns desafios. O Brasil é considerado como uma das cinco poténcias no
desenvolvimento do biocombustivel de segunda geracdo, e 0 Unico pais sul-
americano a investir neste tipo de tecnologia. O pais tem capacidade para produzir 10
bilhdes de litros de etanol 2G até 2025, e esta marca s sera atingida se houver
investimentos na adaptacdo e constru¢cdo de novas unidades industriais e um
ambiente regulatério ajustado as circunstancias e necessidades deste segmento.
Essa projecéo foi apontada no estudo “Secondy Generation Biofuels Markets: State of
Play, Trade and Developing Country Perspectives” feito pela Conferéncia das Nacdes
Unidas para o Comércio e Desenvolvimento (UNCTAD), que trata a respeito do futuro
do etanol 2G no Brasil (RAIZEN, 2017).

Também usada como fonte de energia térmica, a biomassa € queimada
diretamente em caldeiras, e a energia resultante € utilizada na producdo do vapor.
Este vapor pode acionar as turbinas usadas no trabalho mecanico requerido nas
unidades de producao e também aquelas utilizadas para geracao de energia elétrica.
Além disso, 0 vapor que seria liberado na atmosfera apds a realizacdo desses
processos pode ser encaminhado para o atendimento das necessidades térmicas do
processo de producdo (ANEEL, 2008). Atualmente, o capim-elefante € vista como
uma espécie alternativa de lenha ecoldgica, por meio de um processo de
compactacao que o transforma em briquetes ou péletes. Em industrias de ceramicas
no Brasil, a espécie esta sendo utilizada e testada para abastecer as caldeiras, como
uma forma de diminuir gastos e contribuir para o meio ambiente (EMBRAPA, 2017).

O uso do capim-elefante, como fonte de bioenergia, requer a selecéo de
materiais geneéticos com caracteristicas diversas daquelas tradicionalmente
contempladas para a alimentac&o animal (LEDO E MACHADO, 2013; PEREIRA et al.,
2016a). Caracteristicas como alta relagdo carbono/nitrogénio, elevado potencial de

producédo de biomassa e baixos teores de proteina sé&o alguns dos requisitos para que
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a energia derivada desta biomassa seja de boa qualidade e com minimo consumo de
energia féssil (MCKENDRY, 2002; QUESADA et al., 2004; JARADAT, 2010; REIS,
2016; PEREIRA et al., 2016b).

1.5. Melhoramento genético de Cenchrus purpureus

O capim-elefante é uma espécie amplamente cultivada por todo o Brasil, e
se destaca das outras forrageiras pelo potencial de producédo, valor nutritivo e
versatilidade de utilizacéo (PEREIRA et al., 2016b). No entanto, a expansao da area
cultivada é limitada pelo custo do uso da propagacao vegetativa, por meio de estacas,
visto que a maioria das cultivares produz sementes de baixa germinacao (PEREIRA
et al., 2001, 2003, 2010; REIS, 2016). Além disso, a propagacao por estacas contribui
para o aumento do custo de transporte e plantio da forrageira, dificultando uma melhor
distribuicdo das cultivares melhoradas (PEREIRA et al., 2003; SOUZA SOBRINHO et
al., 2008).

Buscando obter novas combinacdes génicas para atender a demanda
nacional por cultivares de forrageiras superiores, a Embrapa Gado de Leite
desenvolve desde 1991 um programa de melhoramento genético do capim-elefante
(PEREIRA et al., 2010). A empresa mantém um Banco Ativo de Germoplasma de
Capim-Elefante (BAGCE), que possui 173 acessos. Destes, 101 acessos sédo de
Cenchrus purpureus, 40 acessos de Cenchrus americanus, 19 acessos de espécies
do pool génico terciario pertencente ao antigo género (Pennisetum spp.) e 13 racas
cromossémicas, que sao hibridos interespecificos de C. purpureus x C. americanus
(MACHADO et al., 2016). A obtencao de cultivares que possam ser propagadas por
sementes agregando caracteristicas como maior velocidade de crescimento, maior
produtividade, melhor qualidade nutricional, tolerancia a solos de baixa fertilidade,
distribuicdo mais equitativa da produgé@o de matéria seca durante 0 ano e resisténcias
a cigarrinhas das pastagens tem sido um dos objetivos dos programas de
melhoramento dessa forrageira (PEREIRA et al., 2003; PEREIRA et al., 2010; REIS,
2016).

O melhoramento da maioria das caracteristicas de importancia forrageira

do capim-elefante pode ser conseguido por meio da exploracdo da variabilidade
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existente na propria espécie (melhoramento intravarietal) (PEREIRA et al., 2010). A
hibridacdo entre cultivares/acessos de capim-elefante inicia-se com a escolha dos
genitores, que deve ser feita com base na complementacao alélica e na divergéncia
genética, com o intuito de combinar cultivares que apresentam caracteres
complementares. Uma alternativa € a selecao recorrente, o qual se baseia no aumento
da frequéncia de genes favoraveis, resultando em uma populacdo superior a original.
Considerando que as cultivares de capim-elefante sdo constituidas por clones, desta
forma, a etapa inicial da selecéo recorrente € obter uma populacdo de ampla base
genética para posteriormente iniciar o processo de selecdo. Pode-se obter esta
populacdo por meio de intercruzamento de diferentes fontes de germoplasma
selecionadas com base em critérios, como superioridade agrondémica, diversidade
genética e complementacéo alélica (PEREIRA et al., 2001; SILVA, 2011). Depois de
obtida a variedade de elevada performance, realiza-se a propagacao vegetativa,
garantindo a preservacdo das caracteristicas genéticas a cada geracdo, ou 0O
desenvolvimento de populacBes em equilibrio genético propagadas por sementes
(SILVA, 2011).

Considerando a capacidade do capim-elefante de trocar alelos com outras
espécies do mesmo género, o programa de melhoramento também pode recorrer a
utilizacdo de germoplasmas de espécies pertencentes a conjuntos génicos proximos,
tais como o milheto (PEREIRA et al., 2002; PEREIRA et al., 2010). Na formagé&o dos
hibridos, o milheto contribui com caracteres como vigor, resisténcia a seca e tolerancia
a doencas, qualidade forrageira e tamanho das sementes, enquanto a rusticidade,
competitividade, perenidade e elevada produtividade de massa seca sao conferidas
pelo capim-elefante (DIZ, 1994; JAUHAR E HANNA, 1998; PEREIRA et al., 2010).

Burton (1942) foi o primeiro a descrever sobre o hibrido triploide
proveniente do cruzamento do capim-elefante com o milheto. Esse hibrido é
considerado o mais importante desse género por apresentar producdo e qualidade
forrageiras similares ou superiores a de seus genitores. O hibrido interespecifico pode
ser facilmente produzido por polinizacdo manual e ser propagado vegetativamente ou
por meio de sementes comerciais, podendo ser produzidas utilizando uma variedade
de milheto macho-estéril citoplasmatica (pms) (OSGOOD, HANNA E TEW, 1997;
JAUHAR E HANNA, 1998; PEREIRA et al., 2010).
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Segundo Pereira e Ferreira (1999), hibridos triploides tém apresentado
grande variabilidade para caracteres de importancia forrageira, ja tendo sido
selecionadas forrageiras com 23% de proteina bruta nas folhas, valor este superior a
média de 16% encontrada no capim-elefante. Entretanto, a maior limitacdo em relacéo
a utilizacado do hibrido triploide € a infertilidade, o que constitui uma barreira para o
programa de melhoramento genético. O nimero de cromossomos néo balanceados é
apontado como a principal causa da esterilidade, pois o hibrido reune 21
cromossomos pertencentes aos genomas A oriundos do milheto e A’ e B, do capim-
elefante. A restauracao da fertilidade desses hibridos permitiria que estes voltassem
ao programa de melhoramento genético, transferindo alelos de caracteristicas
desejadas ao capim-elefante (PEREIRA et al., 2010).

Nesse sentido, a alternativa para resgatar a fertilidade € promover a
duplicacdo. Hanna (1981) e Hanna et al. (1984) produziram, por meio da exposicéo
de seedlings a solucéo de colchicina 0,2% e 0,05% por 24 horas, respectivamente,
um hibrido hexaploide (2n=6x=42) com meiose regular, que apresenta sementes
maiores e vigorosas quando comparadas com as minusculas sementes de baixo vigor
do capim-elefante (PEREIRA et al., 2010).

Atualmente, as cultivares obtidas apresentam caracteristicas diversas,
levando em conta o potencial de producéo, o valor nutritivo, e o objetivo de uso e de
manejo requerido para se obter o melhor desempenho econémico (PEREIRA et al.,
2016a). As principais cultivares de capim-elefante sao:

- BRS Capiacgu: cultivar lancada pela Embrapa em outubro de 2016,
destacando-se pela alta produtividade e qualidade da forragens, resisténcia ao
tombamento e boa adaptacédo ao corte mecanizado, e producéo de silagem de boa
qualidade, sendo considerada uma alternativa mais barata em comparagdo com o
milho;

- BRS Kurumi: cultivar langada pela Embrapa em 2012, recomendada para
uso sob rotacdo rotacionada, picado verde ou silagem, caracterizando-se por
apresentar elevada producédo de forragem de alto valor nutricional e excelente
arquitetura para pastejo;

- BRS Canaré: cultivar langcada pela Embrapa em 2012, sendo indicada

para cultivo como capineira e uso como picado verde ou silagem. Apresenta alta
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produtividade de forragem e se adapta aos Biomas Cerrado, Mata Atlantica e
Amazonia;

- Pioneiro: cultivar lancada pela Embrapa em 1996. Caracteriza-se pelo
intenso lancamento de perfilhos aéreos e basais, possibilitando uma recuperagéo
mais rapida dos piguetes depois do pastejo. Utilizada em sistema de lotagcédo
rotacionada, podendo também ser usada como picado verde ou silagem. Indicada
para cultivo nas regifes Sudeste e Sul;

- Napier: primeira variedade de capim-elefante introduzida no Brasil, sendo
cultivada em todo o pais. A cultivar Napier se encontra entre as melhores em termos
de producédo de forragem, tendo-se registro de producdo de até 37 toneladas de
matéria seca por hectare por ano. Pode ser utilizada nos sistemas de corte e pastejo;

- Mineiro: cultivar obtida pela selecédo entre progénies da cultivar Napier,
sendo umas das mais tradicionais e com maior area cultivada. Apresenta elevada
capacidade de producdo de matéria seca e perflhamento vigoroso, com
predominancia dos lancamentos aéreos;

- Cameroon: cultivar introduzida no Brasil na década de 1960, alcancando
rapida popularidade pelo rendimento e vigor dos perfilhos basais, sendo indicada para
formacédo de capineiras. Apresenta elevado potencial de producéo, podendo atingir
até 40 toneladas de matéria seca por hectare por ano;

- Roxo Botucatu: cultivar introduzida da Republica do Togo, apresenta
folhas de coloracao roxa. A cultivar apresenta colmos grossos, plantas altas, touceiras
abertas e pouco densas, sendo susceptivel ao acamamento;

- Paraiso: hibrido resultante do cruzamento interespecifico entre o capim-
elefante e o milheto, sendo a primeira cultivar propagada por meio de sementes
lancada no mercado brasileiro. Apesar disso, sua produtividade € inferior a dos clones
de propagacdao vegetativa melhorados.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estimar a taxa de cruzamento em capim-elefante (Cenchrus purpureus) por
meio do uso de marcadores microssatélites, auxiliando na escolha de estratégias
eficientes para o Programa de Melhoramento do Capim-Elefante da Embrapa Gado

de Leite.

2.2. Objetivos Especificos

1. Estimar a porcentagem de plantas geradas por meio de autofecundacéo e de
cruzamentos em Cenchrus purpureus;

2. Verificar a existéncia de variacdes na taxa de cruzamento entre individuos;

3. Avaliar a diversidade genética entre os individuos selecionados pertencentes
ao Programa de Melhoramento de Capim-Elefante da Embrapa Gado de Leite;

4. Estimar a variancia molecular (AMOVA) da populacgéao final selecionada.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

A populacdo utilizada no presente trabalho foi formada a partir do
cruzamento entre 59 materiais do Banco Ativo de Germoplasma de Capim-elefante
que apresentavam caracteristicas de interesse. A progénie obtida a partir desse
cruzamento foi selecionada ao longo de 3 ciclos de selecdo. Dessa forma, a populacéo
gue estava no campo em 2015 durante a etapa de coleta de sementes fazia parte do
terceiro ciclo de sele¢do. Dezoito individuos de capim-elefante (Cenchrus purpureus)
pertencentes a essa populacdo do Programa de Melhoramento da Embrapa Gado de
Leite foram selecionados, e suas sementes coletadas. Em seguida, as sementes
foram plantadas, e 20 mudas provenientes de um mesmo individuo foram
selecionadas, compondo a progénie deste individuo. Ao final, foi formada uma

populacdo com 378 individuos.

3.2. Extracao de DNA

O DNA de todos os 378 individuos selecionados foi extraido. Para cada
planta, aproximadamente 300 mg de folhas jovens foram maceradas em nitrogénio
liquido ou picotadas em um microtubo de 2 mL contendo tampéo de lise. A extracao
de DNA foi realizada utilizando a técnica de CTAB (FERREIRA E GRATTAPAGLIA,
1995), com modificacdes. A concentracao e a qualidade do DNA foram estimadas por
leitura em espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA).


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Waltham+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwi0va2U5ezSAhUEQ5AKHZ1YDuoQmxMIlAEoATAQ
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Waltham+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwi0va2U5ezSAhUEQ5AKHZ1YDuoQmxMIlAEoATAQ
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3.3. Amplificacdo de DNA com marcadores microssatélites

Dezenove marcadores microssatélites foram testados para amplificacéo do
DNA das amostras de Cenchrus purpureus. Esses marcadores foram originalmente
identificados no genoma do milheto (ALLOUIS et al., 2001; BUDAK et al., 2003), e
Azevedo et al. (2012) testaram a viabilidade destes marcadores em capim-elefante.
Os pares de primers utilizados foram conjugados com corantes fluorescentes (FAM,
HEX, TAMRA) no grupamento fosfato da porgédo 5’ dos primers forward.

A reacdo em cadeia da polimerase foi realizada em um volume final de 10
ML como descrito: 1X GoTaq reaction buffer (Promega, Madison, Wisconsin, EUA),
0,8 uM de cada primer, 1,5 mM MgClz, 0,2 mM dNTP (GE Healthcare, Little Chalfont,
Reino Unido), 1 unidade de GoTaqg Flexi DNA Polimerase (Promega, Madison,
Wisconsin, EUA), 5% (v/v) de DMSO, e 45 ng de DNA gendmico. As reacdes em
cadeia da polimerase foram realizadas em termociclador Veriti (Life Technologies,
California, EUA) com o seguinte perfil: desnaturacgéo inicial a 95°C (15 min), seguido
de 5 ciclos a 94°C (30 s), temperatura de ligacdo especifica de cada primer (90 s), e
72°C (1 min), com decréscimo de 1°C na temperatura de ligacao por ciclo; 25 ciclos a
94°C (30 s), temperatura de ligacdo especifica de cada primer (90 s), e 72°C (1 min);
e um ciclo final de extensdo de 60 min a 60°C.

Os marcadores selecionados no teste de amplificacdo foram entéo
submetidos a eletroforese capilar, realizado com os dezoito parentais. Nesta etapa
foram avaliados a capacidade de amplificacdo (qualidade da reacéo, presenca de
picos inespecificos e falhas na amplificacdo) e o polimorfismo dos marcadores
utilizados. Foram desconsiderados aqueles que se apresentavam monomoérficos ou
com baixo polimorfismo.

De 19 pares de primers testados no estudo de Azevedo et al. (2012), seis
apresentaram as caracteristicas desejadas para o estudo, como boa amplificacéo e
polimorfismo (Tabela 1), sendo estes utilizados para genotipagem de todos os 378
individuos de capim-elefante.

As amostras de todos os 378 individuos de capim-elefante foram feitas em
duplicatas, para confirmar os resultados obtidos e para identificar alelos de individuos

gue apresentaram falhas na amplificagéo por PCR.
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Os produtos da amplificacdo foram precipitados utilizando-se acetato de

amoénio 2,5 M e etandis 70% e 96%, ressuspendidos em agua Milli-Q e mantidos

congelados a -20°C até o uso.

Tabela 1. Marcadores microssatélites utilizados na amplificacdo de Cenchrus purpureus, suas
sequéncias forward e reverse, fluorescéncia utilizada em cada primer, temperatura de ligacdo
(TA), motivo de repeti¢cdo, tamanho do fragmento esperado e referéncia. Adaptado de Azevedo

et al. (2012).
Nome ) Primer ) Motivo TA  Tamanho )
Primer forward Fluorescéncia ] Referéncia
Marcador reverse repeticdo  (°C) (pb)
CTCAGCAA
GCTGCATCGGAG BUDAK et
M04 GCACGCTG HEX (CT)s 52 210
ATAGGGAA al. (2003).
CTCT
TGGCACTC
CATCTAAACACAA ALLOUIS et
M31 TTAAATTGA FAM (TG)aa 54 264
CCAATCTTGAAC al. (2001).
CGCAT
AAAGTGAATACGA  CATTTCAGC
ALLOUIS et
M33 TACAGGAGCTGA ~ CGTTAAGT HEX (AG)s3 50 238
al. (2001).
G GAGACAA
TTTCCAGCC
CAAGGATGGCTG ALLOUIS et
M34 CACACCAG FAM (GA)17 58 181
AAGGGCTATG al. (2001).
TAATC
ATCCACCC
GGAAGGCGTAGG ALLOUIS et
M35 GACGAAGG HEX (GA)16 60 241
GATCAATCTCAC al. (2001).
AAACGA
GCGTAGAC
CAGCAGCGAGAA MARIAC et
M42 GGCGTAGA TMR (AGC)s 60 250
GTTTAGCA al. (2006).

TGAT
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3.4. Deteccao dos fragmentos de DNA

Os produtos dos testes de amplificacdo iniciais foram detectados por
eletroforese capilar, usando o sequenciador de DNA MegaBACE 1000 (GE
Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido). Utilizou-se o padrdo de tamanho de DNA
GeneTab 500 (GENE ID, Séo Carlos, Brasil). A analise de tamanho foi realizada com
o software Fragment Profile (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido).

Os dados finais foram exportados para uma planilha do software Excel
(Microsoft Corporation, Albuquerque, EUA). Em cada amostra, apenas os fragmentos

mais intensos e reprodutiveis foram marcadas e incluidas na analise.

3.5. Analises estatisticas

O coeficiente de similaridade de Jaccard foi calculado e utilizado para
construir a matriz de similaridade dos parentais. Além disso, a partir do célculo foi
permitido construir um dendrograma de acordo com o algoritmo UPGMA (Unweighted
Pair-Group Method with Arithmetic Mean). Todas as andlises computacionais foram
realizadas com o software NTSYSpc (ROHLF, 2000). O calculo do coeficiente de

a

similaridade de Jaccard foi baseado na férmula S;= ,
(a+b+c)

em gue a = presenca de

banda nos individuos A e B; b = presenca de banda no individuo B, mas ndo em A; c
= presenca de banda no individuo A, mas ndo em B (MEYER, 2002). As analises de
bootstraps foram realizadas usando o software PAST 2.17 (HAMMER, HARPER E
RYAN, 2001), e os valores foram adicionados nos ramos do dendrograma.

As andlises de variancia molecular (AMOVA) foram realizadas por meio do
software GenAIlEx 6.5 (PEAKALL E SMOUSE, 2012) para avaliar a variacdo entre e
dentro das progénies amostradas.

A taxa de cruzamento foi estimada utilizando o programa MLTR 3.1
(RITLAND, 2004), por meio de um modelo que considera que as progénies geradas
séo resultadas tanto de fecundacao cruzada como de autofecundagéo. O programa
permite obter a taxa de cruzamento multilocus (tm), sendo esta a fragcdo de

poliniza¢des resultantes de fecundacgéo cruzada; taxa de cruzamento unilocus (ts), que
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€ estimada para cada locus separadamente; a taxa de autofecundacéo, dada pela
férmula s= 1- tm ; a taxa de cruzamentos entre aparentados, representado pela formula
tm - ts ; 0 coeficiente de endogamia (F); e a correlacdo de paternidade (rp), que estima
0 numero de irmaos completos, ou seja, embrides que compartilham o mesmo doador

de polen.
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4. RESULTADOS

4.1. Amplificacdo do DNA com Marcadores Microssatélites

Dezenove pares de primers foram testados para avaliar a amplificacdo do
DNA dos 18 individuos parentais, provenientes do Programa de Melhoramento do
Capim-Elefante da Embrapa Gado de Leite. Destes marcadores, seis pares
apresentaram polimorfismo para os individuos testados. Aqueles que nao
apresentaram polimorfismo, entre os individuos parentais, foram desconsiderados.

Ao todo, foram detectados por eletroforese capilar 42 alelos (Tabela 2), e
estes foram utilizados para analisar a variancia molecular das progénies e estabelecer
a taxa de cruzamento da populacao estudada de capim-elefante. Entre os parentais,
27 dos 42 alelos foram identificados, e os mesmos foram utilizados para a construcao

do dendrograma.

Tabela 2: Numero e tamanho dos amplicons identificados por meio dos marcadores
microssatélites nos individuos parentais e progénies de Cenchrus purpureus, pertencentes ao
Programa de Melhoramento de Capim-Elefante da Embrapa Gado de Leite. Marcadores
microssatélites selecionados a partir do trabalho de Azevedo et al. (2012).

Namero de alelos

Marcador ) - Tamanho dos amplicons (pb)
identificados
M04 7 230, 232, 243, 253, 258, 265, 270
M31 9 220, 224, 226, 230, 232, 236, 238, 244, 246
M33 5 183, 191, 193, 210, 213
M34 5 158, 162, 164, 166, 168
M35 10 171, 185, 187, 191, 193, 204, 206, 208, 214, 220

M42 6 231, 233, 236, 247, 251, 262
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4.2. Diversidade Genética

O dendrograma relativo aos individuos parentais esta representado na
Figura 1. Dois grupos principais foram formados, sendo o primeiro grupo constituido
de 14 individuos, e o segundo grupo com quatro individuos. A similaridade entre os
individuos foi maior no primeiro grupo, que apresentou individuos com 0,75 de
similaridade, os parentais 11 e 13, e similaridade entre os individuos 4 e 19, de 0,72.
Ja para o segundo grupo, a similaridade é menor comparada ao primeiro grupo. Os
individuos 9 e 14 apresentaram coeficiente de similaridade de aproximadamente 0,56,

e similaridade de 0,50 entre os individuos 2 e 3.



36

36 1

13

12

24 16

17

E-N

30

19

32 7

10

100 30 15

18

13

32 9

T T T T T T T T T T T T T
0.38 0.54 0.69 0.84 1.00
Coeficiente de similaridade

Figura 1: Dendrograma obtido pelo algoritmo UPGMA de 18 parentais de Cenchrus purpureus pertencentes ao Programa de
Melhoramento de Canim-Elefante da Embrana Gado de Leite.
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Os resultados das analises de variancia molecular demonstraram que 14%
desta variancia ocorre entre as progénies, e que 86% ocorre dentro das mesmas
(Figura 2 e Tabela 3).

Tabela 3: AMOVA de uma populagdo de Cenchrus purpureus constituida por 18 familias
oriundas de parentais pertencentes ao Programa de Melhoramento do Capim-Elefante da
Embrapa Gado de Leite. GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; MQ: média dos
quadrados.

GL SQ MQ Variancia %
Entre Progénies 17 578,571 34,034 1,251 14%
Dentro Progénies 360 2796,619 7,768 7,768 86%
Total 377 3375,190 9,019 100%

Porcentagens de Variancia Molecular

= Entre Progénies = Dentro Progénies

Figura 2: Gréfico de porcentagens de Variancia Molecular obtido através do programa GenAIEx
de uma populacdo pertencente ao Programa de Melhoramento de Capim-Elefante da Embrapa
Gado de Leite.
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4.3 Taxa de cruzamento em capim-elefante

A estimativa da taxa de cruzamento (Tabela 4) da populacdo estudada,
feita a partir dos alelos identificados (Tabela 2), revelou que a taxa multilocus (tm) foi
de 0,953+0,027, e a taxa unilocus (ts) foi de 0,895+0,026. A diferencga entre as taxas
de cruzamento multilocus e unilocus (tm — ts) foi de 0,058+0,022, indicando que néo
houve cruzamentos endogamicos na populacdo. O coeficiente de endogamia, o valor
F, foi de -0,200+0,005, e a correlacéo de paternidade, rp, foi de 0,045+ 0,014.

Tabela 4: Estimativa de parametros relacionados a taxa de cruzamento de 18 familias de
Cenchrus purpureus pertencente ao Programa de Melhoramento do Capim-Elefante da
Embrapa Gado de Leite.

Populacéo (+ DP)

NUmero de plantas méae 18
Numero de progénies 360

Taxa cruzamento multilocus (tm) 0,953 (= 0,027)
Taxa cruzamento unilocus (ts) 0,895 (+ 0,026)
Taxa de autofecundacéo (s = 1-tm) 0,047
Diferencgas entre taxas de cruzamento (tm-ts) 0,058 (+ 0,022)
Coeficiente de Endogamia (F) -0,200 (+ 0,005)

Correlagéo de paternidade (rp) 0,045 (= 0,014)
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5. DISCUSSAO

5.1. Marcadores Microssatélites em capim-elefante

Os marcadores utilizados neste presente estudo foram selecionados a
partir do trabalho de Azevedo et al. (2012), no qual foi testada a transferabilidade de
marcadores desenvolvidos a partir do genoma de milheto em capim-elefante. Assim
como no estudo citado, os marcadores foram eficientes na capacidade de
amplificacé@o e grau de polimorfismo entre os individuos da populagéo selecionada em
nosso trabalho. Essas informac¢des sugerem mais uma vez que ha similaridades entre
as espécies, e provavelmente, as regides do genoma amplificadas se mantém
conservadas em C. purpureus e C. americanus (AZEVEDO et al., 2012; KENDAL et
al., 2016).

Apoés a selecdo dos marcadores, outra questado surgiu com relacdo aos
alelos identificados nos individuos amostrados. Os marcadores microssatélites séo
conhecidos por serem marcadores codominantes e unilocus, permitindo a deteccéo
de um ou dois alelos por locus em cada individuo. Porém, Cenchrus purpureus, como
ja foi relatado, € uma espécie tetraploide (2n=4x=28) que pode apresentar multiplos
alelos, tornando mais complexa a andlise para locus especifico (ANDREW et al.,
2003). Sendo assim, o numero de copias de um alelo para uma dada posicéo alélica
pode ndo ser detectado (ANDREW et al., 2003). Devido a essa complexidade, foi
necessario transformar as informacfes alélicas em uma matriz de presenca e
auséncia de alelos. Dessa forma, ao se transformar os dados de alelos em uma matriz
de 0 e 1, as informac@es acerca dos efeitos de dosagem alélica nos individuos nao foi
obtida, ndo permitindo assim conhecer a contribuicdo de cada alelo em um

determinado locus.
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5.2. Diversidade Genética

Neste trabalho, o coeficiente de Jaccard foi utilizado para esclarecer a
diversidade genética dos individuos parentais. O coeficiente é calculado comparando-
se 0 numero de presencas de bandas comuns e o total de bandas envolvidas,
excluindo o numero de auséncias conjuntas (MEYER, 2002). Por ser um indice que
calcula a similaridade presente entre os individuos, quanto menor os valores
encontrados, mais distantes geneticamente os individuos serdo (MEYER, 2002).

O dendrograma gerado a partir do indice de Jaccard revelou que ha baixa
similaridade genética entre os individuos. Os valores de similaridade variaram de 0,38
a 0,75, demonstrando que nesta populacdo h& variabilidade genética entre os
individuos. Este resultado encontrado pode ser explicado pelo comportamento
reprodutivo de capim-elefante, que € uma espécie predominantemente alégama
(HANNA, 1994; PEREIRA et al.,, 1997), e que tem como caracteristica alta
variabilidade genética (BOREM E MIRANDA, 2013).

A identificagéo de baixos coeficientes de similaridade nos indica que os
individuos ndo estdo relacionados, e que 0s cruzamentos sado realizados por
individuos néo aparentados. Essa caracteristica encontrada na populacdo é
importante para guiar cruzamentos em um programa de melhoramento (AZEVEDO et
al.,, 2012). Em programas de melhoramento, ha preferéncia por parentais que
apresentam baixa similaridade genética, pois se espera que 0S mesmos produzam
progénies com alta variagcdo genética (MESSMER et al., 1993; AZEVEDO et al.,
2012). Além disso, estes cruzamentos podem diminuir os riscos de vulnerabilidade
genética, e elevar os patamares de producdo (CHOTIYARNWONG et al., 2007;
KANDEL et al., 2016).

O resultado da AMOVA demonstrou que ha maior variancia molecular
dentro das progénies do que entre as progénies, resultado este observado em
espécies aldbgamas, seja em populacdes naturais ou em colecdes de germoplasma
(FERREIRA et al., 2012). Isto pode ser explicado pelo fato de que em populacdes
albgamas, o0s cruzamentos entre os individuos s&do predominantes, e este
comportamento reprodutivo permite o aumento de variabilidade genética dentro desta

populacdo. Estes individuos variam tanto entre si que, quando comparados a
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individuos pertencentes a outra populacdo, a variancia é proporcionalmente menor, e
os resultados da AMOVA apresentam maior porcentagem de variancia dentro do que
entre populagdes. Jena et al. (2014), estudando Merope angulata, uma espécie
alébgama, encontrou uma variancia genética entre as populacdes de 7,74%, e dentro
das populacdes, a variancia foi de 92,26%. Ja Sousa et al. (2012) investigaram o modo
de reproducéo de calopogbnio (Calopogonium mucunoides), e a andlise de variancia
revelou variacado entre os grupos de 64,38%, e baixo nivel de variacao foi encontrado
dentro dos grupos, de 35,62%, resultado que corresponde a plantas autégamas, e que

esta de acordo com o sistema de cruzamento ja descrito para a espécie.

5.3. Sistema de Cruzamento

A estimativa da taxa de cruzamento da populacéo de estudo foi realizada a
partir de um modelo, o qual assume que na populacdo nao houve selecdo ou mutacao
seguido de fertilizacdo, todos 0s genoétipos se cruzam na mesma proporgcao para um
pool de pélens homogéneo, os alelos de diferentes loci segregam independentemente
(RITLAND E JAIN, 1981), e os individuos podem realizar autofecundagdo ou
fecundacdo cruzada (RITLAND, 2002).

O capim-elefante é descrito como uma espécie predominantemente
alégama, e alguns fatores podem estar ligados a esse comportamento reprodutivo,
como a protoginia das flores (HANNA, 1994; PEREIRA et al., 1997). Os resultados
obtidos a partir da estimativa da taxa de cruzamento de uma populacéo representativa
da espécie revelaram uma taxa multilocus de 0,953 e taxa unilocus de 0,895, valores
que reafirmam a descricdo de predominancia de alogamia em capim-elefante
(HANNA, 1994; PEREIRA et al., 1997). Os valores similares e elevados de tm € ts
encontrados nesta populagdo sdo esperados em espécies com baixa endogamia,
como foi relatado por Ferreira et al. (2010) e Souza et al (2012).

Outras informacdes reveladas a partir da estimativa da taxa de cruzamento
desta populagéo corroboram o que até agora ja foi visto. A taxa de autofecundacéo, o
coeficiente de endogamia e a taxa de cruzamento entre aparentados sao valores que
refletem o grau de cruzamentos entre individuos com gendétipos semelhantes ou

eventos de autofecundacgao. A taxa de autofecundacéo nesta populacéo foi de 0,047,
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mostrando que 4,7% das progénies da populacdo final foi originada a partir de
autofecundacdo. Comparada a taxa multilocus, que reflete a porcentagem de
individuos gerados por fecundacédo cruzada, a taxa de autofecundacao é baixa, e na
populacdo selecionada, ha preferéncia pelos cruzamentos entre os individuos. O
coeficiente de endogamia, de -0,2, sugere que nesta populacdo estudada a
heterozigose € mais presente entre os individuos, indicado principalmente pelo valor
negativo encontrado (MUCHUGI et al., 2008). Para a taxa de cruzamento entre
aparentados, foi visto um valor de 0,058, indicando que 5,8% das progénies geradas
foram de cruzamentos entre individuos intimamente relacionados (RITLAND, 2002;
SINCLAIR et al., 2014).

A correlacao de paternidade (rp) avalia os individuos das progénies que sao
gerados pelos mesmos genitores, materno e paterno, os chamados irméos completos
(SINCLAIR, et al., 2014). As possiveis explicacbes para a ocorréncia destes
cruzamentos incluem: o comportamento dos polinizadores, com visitas sistematicas
de plantas proximas, e o assincronismo no florescimento dos parentais como
genitores (MATIDA et al.). Para a populagéo estudada, o valor encontrado foi de 0,045,
mostrando que 4,5% dos individuos gerados sdo irmaos completos. Este dado nos
sugere que o cruzamento biparental € relevante para as progénies do estudo
(MEROTTO JUNIOR, JASIENIUK E FISCHER, 2008), por apresentar valores
diferentes de zero, e o conhecimento de que ha irmdos completos em uma populacéo
€ uma informacdo importante no estudo de espécies dentro de um programa de
melhoramento, para a conducdo de estratégias que considera que a populacao
estudada possa gerar irmaos completos.

Alguns estudos com espécies de importancia econbmica apresentaram
resultados consistentes com o modelo de reproducao ja conhecido para as espécies.
O estudo com Jatropa curcas mostrou que a espécie possui um sistema reprodutivo
misto, produzindo tanto sementes de cruzamento quanto de autofecundacédo. A taxa
multilocus foi de 68%, o0 que indicou que a espécie produz sementes
preferencialmente por cruzamento, e uma propor¢cdo de sementes sao resultado de
autofecundacgéo (32%) (BRESSAN et al., 2013).

Muchugi et al. (2008) avaliaram a taxa de cruzamento em Warbugia
ugandensis, e os resultados apresentados foram semelhantes aos encontrados para

o0 capim-elefante. O valor F foi de -0,2, valor negativo que indica excesso de
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heterozigose nos individuos, e tm de 0,889, indicando que a espécie é
predominantemente alégama. Além disso, a diferenca entre as taxas tm e ts foi de
0,023, valor que indica que houve menos probabilidade de cruzamento entre
aparentados, além do valor baixo obtido pela correlacéo de paternidade, de 0,028.

Os resultados obtidos da taxa de cruzamento nos permitiu obter mais
informagdes acerca do comportamento reprodutivo de capim-elefante, com enfoque
principal na producdo de sementes. Porém, estudos relacionando a producdo de
sementes com producéao e viabilidade polinica, comportamento meiético das células
germinativas, e fatores abidticos sdo vistos na literatura e podem ajudar a
compreender 0 que acontece em capim-elefante.

Li et al. (2008), estudando a baixa eficacia da reproducéo sexual em
Spartina anglica, detectaram que as altas taxas de aborto de sementes em
populacées naturais é principalmente devido a protoginia, baixa qualidade de pdlen,
limitag&o de pdlens no estigma, e pdlens ou tubos polinicos com formatos irregulares.
Além disso, fatores abioticos desfavoraveis como altas temperaturas e chuva inibem
a polinizacdo e a germinacdo dos pélens no estigma. Esses fatores, biolégicos e
abidticos, tém grande influéncia no tamanho da populagéo natural da espécie na costa
chinesa. J4 a espécie Chamaecyparis nootkatensis, planta encontrada na regiao
noroeste do Pacifico, é também conhecida pela baixa producdo de sementes.
Anderson et al. (2012) investigaram os fatores que afetam a producdo de sementes,
e detectaram que altas temperaturas influenciam na baixa viabilidade polinica,
causando irregularidades no desenvolvimento de pdélens e aumento da esterilidade
polinica, além de alterar o desenvolvimento de embrides. Além disso, foi relatado o
efeito da autopolinizacdo nas sementes, pois este mecanismo reduz a fertilidade e a

producdo das sementes, em comparacdo com a polinizacéo cruzada.
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. CONCLUSAO

O dendrograma gerado a partir dos alelos presentes entre os parentais revelou
uma baixa similaridade genética entre os individuos, o que é uma caracteristica
importante para programas de melhoramento de espécies vegetais;

A andlise de variancia molecular revelou que dentro das progénies ha maior
variancia do que entre progénies, resultado este esperado e encontrado em
plantas aldgamas;

A taxa de cruzamento estimada confirmou a alogamia na espécie. Pode-se
concluir que h& predominancia de cruzamentos, mas que uma pequena taxa
de autofecundacéo ocorre;

Este conhecimento mostra um ponto de partida para o melhoramento e selecéo
dos individuos com as melhores caracteristicas para expandir o cultivo de
capim-elefante por meio de sementes, sendo ainda necessarios mais estudos

para compreender a baixa germinacao de sementes encontrada na espécie.
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