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Resumo

A necessidade de ter alimentos a disposicdo do rebanho, ao longo do ano, gera esforgos para
desenvolver métodos e técnicas para adaptar forrageiras tropicais a regibes com déficit
hidrico. Nessa perspectiva, 0 objetivo desta investigacao foi realizar uma revisédo de literatura
sobre gramineas forrageiras da espécie Megathyrsus maximus e ferramentas moleculares para
seu melhoramento, tendo em vista a capacidade de adaptacdo da espécie ao ambiente

semidrido brasileiro. Para tanto, obtiveram-se informacdes por meio de publicacfes em base
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de dados nacionais e internacionais, base de dados de patrimonio intelectual e agéncias
detentoras de protecdo de cultivar. Os resultados alcancados foram favoraveis, quanto as
caracteristicas, ao potencial produtivo e a capacidade de resiliéncia das forrageiras do género
Megathyrsus. Sugerem-se estudos no sentido de selecionar espécies com potencial de alta
tolerdncia ao déficit hidrico, por meio da adaptagdo, persisténcia e elevada producdo de
massa, auxiliado por marcadores moleculares para complementar e otimizar as informagdes
agrondmicas que levam em consideracdo a relacao clima-solo-planta.

Palavras-chave: Forrageiras tropicais; Marcadores moleculares; Semiarido; Panicum maximum.

Abstract

The need to have food available to the herd, throughout the year, generates efforts to develop
methods and techniques to adapt tropical forages to regions with water deficit. In this
perspective, the objective of this research was to carry out a literature review on forage
grasses of the species Megathyrsus maximus and molecular tools for its improvement, in view
of the adaptation capacity of the species to the Brazilian semiarid environment. To this end,
information was obtained through publications in national and international databases,
intellectual property databases and agencies with cultivar protection. The results achieved
were favorable, in terms of characteristics, productive potential and resilience of forages of
the genus Megathyrsus. Studies are suggested in order to select a species with a high tolerance
potential to water deficit, through adaptation, persistence and high mass production, aided by
molecular markers to complement and optimize the agronomic information that takes into
account the climate-soil-plant relationship.

Keywords: Tropical forage; semiarid; molecular markers; Panicum maximum.

Resumen

La necesidad de tener alimentos disponibles para el rebafio, durante todo el afio, genera
esfuerzos para desarrollar métodos y técnicas para adaptar los forrajes tropicales a regiones
con déficit hidrico. En esa perspectiva, el objetivo de esta investigacion fue realizar una
revision de literatura sobre gramineas forrajeras de la especie Megathyrsus Maximus y
herramientas moleculares para su mejora, teniendo en cuenta la capacidad de adaptacion de la
especie al ambiente semiarido brasilefio. Para ello, se obtuvo informacién a traves de
publicaciones en bases de datos nacionales e internacionales, bases de datos de propiedad
intelectual y agencias con proteccién de cultivares. Los resultados obtenidos fueron

favorables, en cuanto a caracteristicas, potencial productivo y resiliencia de las forrajeras del
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género Megathyrsus. Se sugieren estudios para seleccionar especies con alto potencial de
tolerancia al deficit hidrico, a través de la adaptacion, persistencia y alta produccion en masa,
con la ayuda de marcadores moleculares para complementar y optimizar la informacion
agrondmica que toma en cuenta la relacion clima-suelo-planta.

Palabras clave: Forraje tropical; semiérido; marcadores moleculares; Panicum maximum.

1. Introducéo

O Brasil possui 0 maior rebanho comercial criado a pasto, por ser dotado de
caracteristicas climaticas e extensdo territorial favordveis a pecuéria, embora em toda a sua
extensdo ndo ocorram as mesmas condicBes. Tendo isso em vista, planejam-se estratégias
para amenizar os efeitos negativos de chuvas irregulares em regido semiarida. Sabendo da
necessidade expressiva de alimentos nestas regides, o melhoramento de plantas tem papel
essencial na identificacdo e recomendacdo de gendtipos adaptados as condicOes
edafoclimaticas para reduzir esse impacto negativo, diminuindo a desigualdade produtiva de
forma eficiente.

O melhoramento de forrageiras, assim como o melhoramento de grandes culturas, tem
dentre os principais objetivos o aumento da produtividade e da qualidade (biomassa e/ou
sementes), a adaptacdo a estresses edaficos e climaticos, a resisténcia a pragas e doencas, 0
uso eficiente de fertilizantes (Valle et al., 2008). Valle et al. (2009) acrescentam que para as
forrageiras existe ainda o adicional da utilizacdo animal, em que o potencial da cultura é
mensurado de forma indireta, ou seja, quando convertido em proteina e produtos animais de
alto valor agregado (carne, leite, couro e peles).

No entanto, muitos programas de melhoramento de plantas em paises desenvolvidos e
em desenvolvimento lutam para acompanhar as mudangas tecnologicas (Baranski, 2015). Nao
obstante, estdo aquém os resultados que atendam a maioria dos agricultores em
desenvolvimento e aos pequenos agricultores, diante das diversas condices enfrentadas
(Lopes et al., 2012; Masuka et al., 2017).

Em face das dificuldades, optar por rebanho criado a pasto € fundamental para
minimizar custos de producdo. No semiarido nordestino, o criatério de pequenos ruminantes é
uma das mais importantes atividades econémicas, onde o suprimento de forragens € restrito
devido a sazonalidade do periodo chuvoso e as secas periddicas que ocorrem na regido
(Aradjo & Silva, 2000).
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Entende-se por forrageiras plantas consumidas por herbivoros, variando de herbaceas
até arbustivas, usadas para a formacéo de pastagens, producao de forragem, adubacgdo verde e
biomassa para biocombustiveis (Silva & Gameiro, 2005; Gonzalez-Herandez et al., 2009).

Embora as plantas forrageiras nativas da regido estejam adaptadas as condigdes
edafoclimaticas, tornam-se indisponiveis para os animais no periodo de estiagem. Em virtude
dessa condicdo, para maximizar a produgdo de forragem, é necesséario adaptar outras
gramineas forrageiras exdticas ao ambiente, com vistas a suprir a demanda alimenticia.

Neste contexto, avaliacGes de cultivares e acessos do género Megathyrsus na regido
semiérida tém apresentado resultados favoraveis (Nascimento et. al. 2002; Lopes et al. 2013),
incluindo-se caracteres como densidade populacional de perfilhos, producédo de biomassa no
periodo seco com elevada tolerancia ao deficit hidrico (Bueno et al., 2019).

Dessa forma, o desenvolvimento e utilizacdo de cultivares adaptadas desse género no
semiarido certamente contribuiria para o aumento da produtividade animal. O melhoramento
genético de plantas integra processos, métodos e técnicas que podem envolver a biotecnologia
para obter dados moleculares a fim de complementar as informacdes morfoagronémicas e
estreitar a relacdo planta-ambiente, por meio de caracteristicas selecionadas nos gendtipos e
identificacdo de perfis genéticos, por exemplo.

Com efeito, pode-se dizer que os marcadores moleculares se apresentam como
ferramentas de alto potencial na geracdo de informacdes Uteis nas mais diferentes etapas em
um programa de melhoramento genético, por serem altamente polimdrficos, de réapida
identificacdo, e sua expressdo ser independente das condi¢gdes ambientais, além de permitirem
acessar 0 gendtipo, a variabilidade do DNA nas plantas e associar a genes de maior efeito
(Ramalho et al., 2012).

Por definicdo, um marcador de DNA é uma pequena regido da sequéncia de
nucleotideos que mostra polimorfismo (delecdo, insercdo, duplicacdo e translocacdo de
mutacdes) em diferentes individuos (Jiang, 2013; Nadeem et al., 2018).

Isso posto, o objetivo deste trabalho foi realizar uma revisdo bibliografica sobre
gramineas forrageiras tropicais com foco para a espécie Megathyrsus maximus e sua
capacidade de adaptacdo ao ambiente semiarido e uso de tecnologias emergentes para o

melhoramento genético da espécie.

2. Metodologia

A atual pesquisa € uma revisdo bibliografica sobre gramineas da espécie Megathyrsus

maximus e ferramentas moleculares para seu melhoramento. O estudo possui natureza
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qualitativa, como ainda ndo esta totalmente elucidado sobre adaptacdo do Megathyrsus
maximus nas regioes semiarida e as ferramentas biotecnoldgicas especificas para auxiliar no
seu melhoramento, optou-se por utilizar o método hipotético-dedutivo (Pereira et al., 2018).

Dessa forma, as informacdes coletadas estdo disponiveis em bases de dados — e
referem-se a trabalhos publicados no Brasil e exterior — e em bases de propriedade
intelectual, a exemplo da Organizagdo Mundial da Propriedade Intelectual — World
Intellectual Property Organization (WIPO), do Escritorio Europeu de Patentes — European
Patent Office (ESPACENET), do Escritério de Marcas e Patentes dos Estados Unidos —
United States Patent and Trademark Office (USPTO) e do Instituto Nacional de Propriedade
Intelectual (INPI).

Outrossim, sdo provenientes de cultivares registradas nos bancos de dados do Servico
de Protecdo de Cultivares (SNPC) — 6rgdo do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) que tem a competéncia para a concessdo de prote¢do de uma cultivar
no Brasil; do banco The International Union for the Protection of New Varieties of Plants
(UPOV), instituicdo responsavel pela protecdo de variedades de plantas, em ambito
internacional.

A selecdo de patentes baseia-se nos seguintes critérios de inclusdo: patentes
publicadas contendo os seguintes termos, como palavras-chave no titulo ou no resumo, sem
restricdo de ano de publicacdo: primer; Megathyrsus maximus e Panicum maximum (Jacq).
Tais descritores foram pesquisados em portugués, nas bases de dados do Brasil, e em inglés

nas demais bases.

3. Revisdo de Literatura

As gramineas da espécie Megathyrsus maximus (syn Panicum maximum), presentes no
Brasil, s&o nativas da Africa Tropical. Em 1781 o boténico holandés Nikolaus Joseph Freiherr
von Jacquin descreveu a espécie no livro Icones Plantarum Rariorum de sua autoria.

Seu habitat é diversificado, encontrado em areas de elevadas altitudes, regides
desmatadas, em pastagem com pouco sombreamento, e em margens de florestas (Jank, 1995).
O género Megathyrsus pertence a ordem Poales, familia Poaceae, e conta com duas espécies
(GBIF, 2019), sendo o Megathyrsus maximus (Jacq.) B. K. Simon & S.W.L. Jacobs, 0 mais
difundido nos trdpicos brasileiros, conhecido por sinbnimo homatipo Panicum maximum jacq.

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), em particular, a

unidade Embrapa Gado de Corte, em Campo Grande — MS, possui em seu banco de
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germoplasma 426 acessos apomiticos e 417 plantas sexuais para trabalhar o melhoramento
dessa espécie (Jank et al., 2008), sendo tais acessos obtidos por concessao junto a instituicao
de pesquisa internacional, no ano de 1982,

No Brasil, a relevancia econémica da espécie M. maximus € registrada pelo aumento
produtivo no agronegécio. O pais, alem de grande consumidor, € o maior produtor e
exportador de sementes forrageiras tropicais do mundo (Pandolfi et al., 2016). No ano de
2018, o envio de sementes foi de 9.467 mil toneladas, com movimentacdo anual de um
montante de US$ 46,685 milhdes (Abrasem, 2019). Essa valoragdo ocorre por priorizar 0 uso
de material forrageiro registrado que tenha sido desenvolvido em programas de melhoramento
genético, ao invés de materiais “comuns” (Amabile et al., 2018).

No ano de 2018, segundo relatério anual da Associacdo Brasileira das Industrias da
Alimentacdo (ABIA) (2019), o Brasil manteve-se como maior produtor mundial de carne e
segundo maior exportador. Atualmente, a area de pastagem plantada no Brasil corresponde a
19,97% do territério nacional (Laboratério de Processamento de Imagem e
Geoprocessamento [LAPIG], 2019).

Os sistemas de producdo estdo mais intensivos, demandando cultivares forrageiras
mais produtivas, de boa qualidade, adaptaveis a ambientes especificos (Pereira, Rezende &
Ruiz, 2005). Resultados recentes tém afirmado que as caracteristicas morfogénicas e
estruturais apresentam contrastes nas morfofisiologicas e agronémicas ligadas ao fator
adaptabilidade, mesmo com uma boa resposta fisiolégica hd quedas nos rendimentos de
producdo de matéria seca (Souza et al., 2020). Com isso, Gomes et al. (2020) enfatiza a
necessidade de identificar variedades que apresentem boas caracteristicas e melhor
desempenho agrondmico para regido insito.

A Confederacdo da Agricultura e Pecuaria do Brasil (CNA) relata em seu panorama
agro, que o Brasil sera o grande fornecedor de alimentos do futuro, devido ao crescimento da
producédo agropecuaria brasileira desde os ultimos 40 anos (CNA, 2019).

Alcangou-se essa evolucao por meio de uma agricultura adaptada as regides tropicais e
produtores rurais conscientes de suas responsabilidades com o meio ambiente. A boa
qualidade de forragem e adaptabilidade ecoldgica remetem a importancia do uso de gramineas
tropicais no agronegocio pecuario brasileiro (Novo et al., 2016).

De acordo com a Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU), a populacdo mundial de 7.5
bilhdes de pessoas chegara a 9.7 bilhdes, em 2050. No ambito alimenticio, a atual oferta de

comida é considerada suficiente para o planeta, porém mal distribuida: mais de 800 milhGes
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de pessoas passam fome no mundo, segundo dados da Organizacdo das Nacdes Unidas para
Agricultura e Alimentacéo (FAO) (ABIA, 2019).

3.1 Caracterizacao de forrageira tropical

A caracterizacdo morfoagronémica é uma avaliacdo de conhecimento intrinseco a ser
realizada ap0s o germoplasma, acesso ou cultivar ser adicionado a uma colecdo. Essa
avaliacdo € necessaria para se gerar informacgdes sobre as caracteristicas morfoldgicas,
fisiologicas, agronémicas, bem como sobre a tolerncia a estresses e outros atributos
importantes (Karia, 2008). Trata-se de um processo longo e promissor para todo material
vegetal, a fim de determinar a variabilidade genética de germoplasma incluindo-se dados
qualitativos e gquantitativos que permitam descrever e diferenciar os acessos de uma mesma
espécie ou de espécies diferentes.

A avaliagéo de caracterizagédo representa a descri¢do de caracteres que geralmente sao
visualizados e expressos em ambientes diversos, ou seja, sdo as caracteristicas herdadas ou
adquiridas ao longo do tempo. Quando se deseja introduzir uma cultivar de determinada area
aonde ela ainda ndo foi implantada, indica-se o teste da performance agrondmica (Destro &
Montalban, 1999).

Para a caracterizacdo dos acessos, vale ressaltar a importancia dos descritores a serem
avaliados, pois se trata de uma ferramenta indispensavel para um programa de melhoramento
genético, podem conter dados morfoldgicos (anatomia da planta, folhas, flores etc.),
agronémicos (ciclo de maturagdo, produtividade etc.), genéticos (citolégicos, DNA etc.) e
fisico-quimicos (aroma, sabor, acidez etc.) (Velga et al., 2012).

No tocante as caracterizaces morfoagrondmicas, possuem estabilidade e suas
descri¢des devem ser de facil mensuracdo, com quantidades relevantes e sem exageros para
ndo tornar laborioso (Valls, 2007). Contudo, apesar de serem de facil acessibilidade, podem
apresentar limitagdes, sendo necessaria a utilizacdo de técnicas mais elaboradas associadas a
estas, com potencial para visualizar a variabilidade genética, como por exemplo, para a
identificacdo de genes de qualidade em potencial ou alelos atipicos (Vieira et al., 2013).

Toda via, a caracterizacdo genética estd evoluindo e tornando-se viavel pela rapidez na
obtencgéo de resultados, devido ao uso de marcadores moleculares. Logo, corresponde a uma
ferramenta Util para estudos de diversidade genética e para a conservacdo de germoplasma,
por possuir caracteristicas de estabilidade e neutralidade, e gerar informacGes valiosas aos
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melhoristas, com vistas a identificacdo e discriminagdo de gendtipos, podendo acelerar o
processo de langamento de novas cultivares no mercado (Ferreira, 2007).

Dentre as cultivares lancadas no Brasil a partir do género Megathyrsus, elencam-se:
Tanzania, lancada em 1990; Mombaca, lancada em 1993; Massai, lancada em 2001; BRS
Zuri, langada em 2014; BRS Tamani, lancada em 2015; BRS Quénia, langada em 2017;
Milénio, ndo langada - registrada em 1999 (EMBRAPA, 2020).

Ao todo, sdo 22 cultivares registradas no Brasil e uma internacional, como capim
guiné (UPQV, 2020). Registraram-se as primeiras cultivares no ano de 1999, dezessete anos

apos a concessdo dos acessos da espécie (SNPC, 2020).

3.2 Forrageira tropical: importancia da adaptacéo para a pecuaria no semiarido

A selecdo de forrageiras tropicais para uma determinada regido, tem inicio a partir da
variabilidade natural nas colecdes de plantas, aliando-se a busca por adaptacdo com a
capacidade de producdo de massa verde, valor nutritivo satisfatorio e adaptacdo as diferentes
condigdes de cultivo.

O desenvolvimento de novas cultivares forrageiras que incluam caracteristicas tais
como plantas mais competitivas, com maior resisténcia a pragas e doencas, adaptacdo as
condicdes edafoclimaticas especificas de cada regido, assume papel indubitavel para a
pecuaria no ambiente semiarido, tendo em vista 0 aumento da produtividade dos rebanhos, a
recuperacdo e a diversificacdo das pastagens (Martuscello et al., 2007).

O termo semiarido envolve uma referéncia climatica. Uma caracteristica marcante do
ecossistema dessa regido € a pluviosidade irregular, cujos periodos de chuva se restringem a
trés ou quatro meses durante o ano, com alta incidéncia solar e de temperatura, afetando o
solo da regido, como resultado da acdo do clima. O semiarido compreende uma area que
abrange 86,48% dos estados do Nordeste brasileiro, onde predomina a agricultura de
sequeiro, designada como aquela que ndo usa a tecnologia de irrigacdo (Teixeira, 2016).

O grande desafio para a producdo de ruminantes em ambiente semiérido é garantir que
a forragem esteja disponivel durante o periodo seco (Cavalcante et al., 2014). A criacdo de
animais nessa regido requer a producdo de alimentos para o rebanho e observou-se por um
longo periodo que a base sustentaculo da alimentagéo € a vegetacdo nativa da caatinga como
forma Unica, a qual ja ndo suporta a demanda.

O langamento de novas cultivares no mercado tem demonstrado ganhos expressivos de

produtividade, no entanto, a maioria das forrageiras lancadas tem como ecossistema principal
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o0 Brasil Central, tanto para avaliagdo quanto para utilizagéo, ficando o Nordeste com poucas
opcdes para recomendacdo (Sousa & Mastucello, 2018). Para minimizar esta ocorréncia,
aumentos significativos da producdo animal no Nordeste podem ser obtidos por atuacdo da
pesquisa na avaliacdo e selecdo de plantas forrageiras adaptadas, para uso racional em
combinagdo com a pastagem nativa (Freitas et al., 2012).

Apesar dos avancos, de forma geral, ainda se concebe uma baixa produtividade
animal nos sistemas de producdo dos estados do Nordeste, talvez por ndo adotarem
tecnologias de alto nivel. Isso ocorre devido ao baixo volume de informacdes geradas para
atender as necessidades especificas das diferentes regides (Ferrazza et al., 2015).

O estabelecimento de forrageira exotica em um ambiente especifico relaciona-se a
persisténcia, capacidade de rebrota e interacdo do potencial genético ao ambiente. O fator
genético relacionado a adaptacao é de suma importancia para o sucesso de utilizacdo de uma
forrageira em novo ambiente, no entanto, o adequado manejo inicial pode favorecer a
perenidade do pasto, minimizando perdas e elevando a eficiéncia de uso da forragem
produzida (Vilela, 2019).

Para a producdo expressiva em longo prazo e maior producdo animal com
sustentabilidade, os resultados sdo obtidos por meio do melhoramento genético de plantas
forrageiras ou provocadas por meio de uma mudanga parcial no ambiente, mediante
adubacdo, irrigacdo etc. Por implicacdes técnicas e econdmicas, 0 melhoramento torna-se a
melhor op¢do (Araujo et al., 2008), pois que leva em consideracdo todo o complexo de

interacOes solo-planta-animal-clima (Valle et al., 2008).

3.3 Uso da biotecnologia no melhoramento de forrageiras tropicais

Biotecnologia € qualquer técnica desenvolvida nas diferentes areas da biologia que
utilize organismos vivos ou parte deles para fazer ou modificar produtos, melhorar plantas ou
animais, ou desenvolver microrganismos para uso especifico (ONU, 1992).

O melhoramento de forragens no Brasil & uma atividade recente, quando comparada a
cultura das graniferas (Pereira et al., 2001; Valle et al., 2009), especialmente no que diz
respeito a utilizagdo de sementes certificadas ou cultivares registradas e mais adequadas a area
de producéo (Valle et al., 2008).

O Megathyrsus maximus € uma especie que se propaga por semente, reproduz-se por
apomixia, ou seja, a semente produzida é geneticamente idéntica a planta mée. Segundo,

Savidan (1982), a apomixia é uma aposporia (ndo redugdo) seguida de partenogénese (nao
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fecundacdo). Existem também tipos sexuais encontrados na natureza, cuja variabilidade é
resultante do cruzamento entre as formas reprodutivas. A divergéncia genética € oportuna
para o melhoramento, porquanto diminui a vulnerabilidade da cultura a doencas e acelera o
progresso genético para determinados caracteres (Cui et al., 2001). Quanto maior a
divergéncia entre os genitores, maior a variabilidade resultante na populacdo segregante, e
maior a probabilidade de reagrupar os alelos em novas combinacGes favoraveis.

Dentre a diversidade de técnicas biotecnologicas uteis ao melhoramento de plantas,
quatro tém destaque, a saber: cultura de células; fusdo de protoplastos; transgenia; e o
melhoramento assistido por marcadores moleculares (Bered et al., 1997).

A cultura de células/tecidos vegetais in vitro € uma ferramenta eficaz para a producédo
em larga escala de biomassa vegetal (Souza et al., 2018). Essa técnica permite que espécies
comerciais Orfas sejam incentivadas a pesquisa pelas industrias, com a finalidade de
desenvolver produtos com excelente qualidade genética em curto espaco de tempo, com 0
intuito de eliminar doencas (Morais et al., 2012), aumentar a producdo sustentavel de
produtos madeireiros e ndo-madeireiros (Souza et al., 2018), incluindo caracterizacao
genética, manipulacdo e melhoramento de espécies.

Os protoplastos sdo caracterizados como células desprovidas de parede celular,
situacdo em que a célula sofre processo mecanico ou enzimatico. Resultados positivos
mostram que a fusdo de protoplastos colabora no melhoramento genético de diversas culturas
economicamente importantes (Davey et al., 2005). A hibridacdo somatica via fusdo de
protoplastos é uma técnica que permite a modificacdo de células vegetais mediante fusGes
nucleares ou citoplasmaticas (Carvalho et al., 2007).

A transformacdo genética ocorre sem a necessidade de fecundacdo ou de cruzamento,
mas a partir da transferéncia de um ou varios genes em um organismo. Os organismos
transformados geneticamente recebem o nome de transgénicos, e 0s genes inseridos sdo
denominados de transgenes. Esses organismos também sdo chamados de Organismos
Geneticamente Modificados (OGMs). Isso posto, atina-se que plantas transgénicas sao
vegetais transformados geneticamente (Despalhok et al., 1999).

A deteccdo de medidas mais precisas de variabilidade genética existente entre os
acessos e dentro destes, assim como as diferencas entre individuos em nivel de DNA, &
possivel por meio de técnicas de Genetica Molecular baseadas em marcadores moleculares
(Brondani & Brondani, 2004), que conta com um grande potencial de aplicacdo direta em

programas de melhoramento, que vdo desde a acdo precisa na selecdo, avaliacdo e
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gerenciamento da diversidade, até acfes que proporcionem a identificagdo molecular para a
prote¢do da cultivar melhorada e o intercdmbio de germoplasma (Chandra et al., 2010).

De maneira geral, os marcadores genéticos utilizados em plantas podem ser de duas
categorias: classicos, que incluem os morfoldgicos, citoldgicos e bioquimicos; e os de DNA
(Nadeem et al., 2018), desenvolvidos com base em diferentes técnicas ou métodos de
deteccdo de polimorfismo (Southern blotting — hibridagdo, PCR — reagdo em cadeia da
polimerase e sequenciamento de DNA) (Collard et al., 2005), como por exemplo Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP), Amplified Fragment Length Polymorphism
(AFLPs), Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), microssatélites ou Single Sequence
Repeat (SSR), Single Nucleotide Polymorphism (SNP), etc. Embora alguns autores também
agrupem os marcadores bioquimicos como marcadores moleculares, estes sdo mais
comumente referidos em um grupo a parte de marcadores (Jiang, 2013), como ilustrado na

Figura 1).

Figura 1. Visédo geral sistematica dos marcadores genéticos.

Marcadores

Morfolégico ‘— { Moleculares
| | L

v
|

A Basgado em Baseado em Baseado em
i~ Hibridizagdo PCR Sequéncia
' 1 — —

RAPD v
L RFLP AFLP ‘ SNPs ‘

Bioquimicos
| !

Isoenzimas

Proteinas

SSR ISSR
SCAR
SRAP
SCoT

Baseado em Organelas ‘

Genes de cloroplastos
Genes de mitocondrias
Genes de ribossomos

Fonte: adaptado de Dar et al. (2019).

A Figura 1 elenca os diversos marcadores existentes indicando as técnicas de uso,
organelas com genes especificos de interesse na producdo de primers para diversos estudos
para fins de producgéo de ferramentas moleculares.

Os marcadores morfolégicos tornaram-se obsoletos, uma vez que sofrem variacdo em
relacdo ao efeito do ambiente e as diferencas genéticas. Marcadores bioquimicos sao
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aplicados com sucesso na deteccdo de diversidade genética, estrutura populacional, fluxo
génico e subdivisdo populacional (Mateu-Andres et al., 2005). Porém, s&0 menos NUMerosos,
detectam menos polimorfismo, e sdo afetados por metodologias de extracdo do tecido vegetal
(Mondini et al., 2009).

Devido aos avangos das técnicas de Genética Molecular, com a descoberta da PCR,
por Mullis e Falona (1987), possibilitaram o surgimento de uma nova geracdo de marcadores
moleculares: os baseados em sequéncias de DNA.

Os marcadores de DNA foram, inicialmente, utilizados no melhoramento de plantas,
no inicio da década de 1980. Eles sdo aplicados em andlises de diversidade genética,
construcdo de mapas genéticos, mapeamento, clonagem de gene, selecdo assistida por
marcadores, identificando regibes de interesse agronémico (Li et al., 2013).

Um marcador de DNA ideal deve ser co-dominante, distribuido uniformemente pelo
genoma, altamente reprodutivel e com potencial para detectar um nivel mais alto de

polimorfismo (Mondini et al., 2009), como mostra a Figura 2.

Figura 2. Propriedades dos diferentes marcadores de DNA.

Monom©érfico Polimérfico
(sem variabilidade genética) (variabilidade presente)

Co—domina:nte Dominante

(Heterozigotos e homozigotos)

:

Bialélico Multialélico Bialélico Multilocus

Fonte: Adaptado a partir de Hasan (2019).

Os marcadores moleculares sdo classificados por Semagn et al. (2006) em trés grupos

bésicos, de acordo com: 0 modo de acdo génica (marcadores co-dominantes ou dominantes);
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0 método de detecgdo por hibridizagdo (e.g. RFLP ou AFLPs); o modo de transmissdo
(heranca de organela paterna ou materna, heranca nuclear bi-parental ou heranca nuclear
materna) baseado na variacdo entre sequéncias e utilizacao de chips de DNA (SNP).

Com essas novas tecnologias, pode-se inferir que os marcadores baseados em
hibridacdo sdo menos confidveis e menos polimdérficos. No entanto, diferentes tipos de
marcadores moleculares de DNA sdo desenvolvidos e aplicados com sucesso em genética e
atividades de melhoramento em varias culturas agricolas.

O primeiro passo para a utilizacdo de ferramentas moleculares é identificar
marcadores especificos para a espécie, e se existe em grande quantidade. Por volta do ano de
2007, foi possivel ter o primeiro marcador para a espécie M. maximus para avaliar a
diversidade genética (vide Tabela 1).

Devido a pouca disponibilidade de marcadores moleculares especificos para
forrageiras tropicais, 0s trabalhos realizados para essa espécie foram realizados com
marcadores que podem ser aplicados a qualquer espécie, os tipos dominantes Isoenzimas,
RAPD, RFLP, AFLP, entre outros.

Tabela 1. Marcadores moleculares especificos para Megathyrsus maximus,*marcadores

associados a apomixia.

Tipos de Numero de Analise realizadas Referéncias
marcadores marcadores

SSR 86 Transferibilidade / Sousa et al. (2011)
diversidade genética

SSR 8 Diversidade genética Ebina et al. (2007)

EST-SSR 5

EST-SSR 5035 Transcriptoma folear Toledo Silva et al. (2013)

via RNA-seq

SNP 346456

SSR 15 Transferibilidade Chandra e Tiwari (2010)
/diversidade genética

EST-SSR 12 Mapa genético Toledo Silva (2014)

SSR 122

SNP 147 Mapa genético Rabello (2017)

SNP 476904 Selecdo genbmica Lara (2017)

AFLP 9 Mapa genético Ebina et al. (2005)*

RAPDs 2 Bulk e anélise de ligagdo Bluma-Marques et al.

(2014)*

Fonte: adaptado de Azevedo et al. (2019).

Marcadores do tipo RAPD foram utilizados por Almeida et al. (2011) para estimar a
diversidade genética de espécie de forrageiras topicais dos géneros Megathyrsus e Urocholoa
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(syn. Brachiaria). Avaliando-se 22 gendtipos de acessos e hibridos, os genotipos estudados
apresentaram divergéncia molecular, enquanto os marcadores usados mostraram que podem
auxiliar na identificacdo de cada gendtipo. Ademais, houve diferenca no grau de similaridade
genética entre e dentro das quatro espécies estudadas. Logo, esses dados podem orientar 0s
melhoristas na busca de informacdes para 0 melhoramento das espécies.

As vantagens do uso da técnica de RAPD estdo na simplicidade de uso, na rapidez de
coleta de dados, e no custo reduzido, entre outros. Por sua vez, marcadores moleculares
baseados no DNA permitem que o polimorfismo seja visualizado sem a interferéncia do
ambiente. No entanto, o baixo volume de informacg6es por loco, por detectar apenas um alelo
por fragmento amplificado, € uma das desvantagens.

Em estudo realizado por Shahabzadeh et al. (2020), os autores avaliaram a
diversidade genética e a estrutura populacional de 90 populacdes de gramineas da familia
Poaceae, Festuca-alta e cultivares, usando marcadores ISSRs (Inter Simple Sequence Repeats)
e EST-SSRs (microssatélites desenhados a partir das sequéncias EST - Expressed Sequence
Tags) para programas de melhoramento na construcdo da colecdo de Festuca-alta no Ira.
Alcancaram 0s seguintes resultados: dez pares de iniciadores EST-SSR amplificaram 92
alelos, com variacdo de 4 a 13 alelos por loco; 90,6% eram polimdrficos, com uma média de
8,4 bandas polimorficas por primer (pares de nucleotideos sintéticos de fita simples, com a
funcdo de iniciar a sintese de um segmento de DNA-alvo). Os 39 primers ISSR variaram de 6
a 14 alelo por loco; 86,6% eram polimdrficas, com uma média de 8,6 bandas polimorficas por
primer, resultando na classificacdo da populacdo de Festuca em dois grupos: um do tipo turfa
e outro do tipo forrageira. Em resumo, identificou-se um germoplasma valioso e novo para
uso em programas de melhoramento de variedades de Festuca-alta para aplicacdes em
forragem e tipo relva no Ira.

Dentre as varias classes de marcadores existentes, 0os microssatélites (SSR) emergem
como marcadores de escolha para aplicagdes de melhoramento de plantas (Grupta et al.,
2000). As principais vantagens no uso de SSR dizem respeito ao alto polimorfismo em
relacdo aos demais marcadores disponiveis, além de alta reprodutibilidade e simplicidade
técnica (menor quantidade de DNA requerido) (Borém; Caixeta, 2016).

Os EST-SSR possuem vantagens por serem desenvolvidos a partir de regides
transcritas do genoma usadas para obter caracteristicas especificas. Esses marcadores sdo
utilizados para diferentes estudos da diversidade funcional no germoplasma e mapeamento

genético de diversas espécies de interesse agrondmico e, ainda, como primers para PCR.
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A obtencdo de marcadores via PCR envolve a amplificagdo dos microssatélites a
partir de primers especificos (geralmente de 20 a 25 pb) para as regies do DNA que
flanqueiam os microssatélites (Faleiro, 2008). Nesse sentido, para conseguir marcadores
microssatélites, é necessario, primeiramente, o desenvolvimento de primers especificos para a
espécie em estudo. Essa € uma das desvantagens desses tipos de marcadores, além do alto
custo no desenvolvimento dessas ferramentas moleculares.

Portanto, alguns marcadores moleculares sdo desenvolvidos com a pretensdo de
explorar as repeticdes do tipo microssatélites sem a necessidade de sequenciamento do DNA
da espécie-alvo. S80 os marcadores baseados em microssatélites tipo Inter Simple Sequence
Repeat (ISSR) ou Anchored Microsatellite-Primed PCR (AMP-PCR), ou seja, repeticoes di-
ou trinucleotideos ancorados com dois a quatro nucleotideos em uma das extremidades (e.g.
(AG)sGCT, (TCT)sCA). Sdo eficazes em andlises de diversidade genética, estudos de
impressdo digital do DNA, selecdo assistida por marcadores, filogenia e mapeamento
genético, bem como variacdo genética dentro e entre populagdes vegetais.

Normalmente, os mMRNA, estdo presentes em alteracdes de base Unica, incluindo
SNPs, que sdo insercao/exclusdes (InDel) em uma Unica base. Os SNPs estdo presentes em
abundancia nas plantas e nos animais (Xu, 2010). Na gendmica de plantas, os trabalhos com
as novas plataformas séo destinados ao sequenciamento de transcritos e ressequenciamento ou
sequenciamento de novo de genomas plastidiais (Carvalho et al., 2010).

Com os avancos mais recentes de novas ferramentas tecnologicas, a grande revolugéao
atual tem por base as plataformas de sequenciamento, necessarias para as técnicas do
sequenciamento de nova geracdo (Next Generation Sequencing - NGS) e genotipagem por
sequenciamento (Genotyping-By-Sequencing - GBS), que revolucionaram o melhoramento
de plantas por meio do desenvolvimento de marcadores com alto polimorfismo (Danvey et
al., 2011).

O sequenciamento de DNA de alto rendimento (NGS) tornou-se a base do
melhoramento gendmico. As espécies com pouca informacdo molecular tém a oportunidade
de aplicacdo dessa ferramenta, uma vez que esses métodos foram validados para estudo de
diversidade (Elshire et al., 2011) e associacdo ampla do genoma (GWAS) (Morris et al.,
2013), prometendo uma mudanga de paradigma, aprimorando o estudo de associacdo entre
gendtipo e fendtipo (Tester & Langridge, 2010), e programas de melhoramento (Poland et al.,
2012), desta forma, representando uma ferramenta Util e eficaz no melhoramento de

forrageiras tropicais.
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A partir das ferramentas de genotipagem com marcadores microssatélites, Deo et al.
(2020) encontraram 24 hibridos falsos em amostras de M. maximus que foram excluidos na
fase de construcdo da biblioteca GBS, o0 que resultou na construcdo de um mapa de ligacdo de
alta resolugcdo com informac6es de dosagem de alelos, obtidas a partir de uma progénie de M.
maximus de irmdos completos com alta variabilidade genética.

Mesmo sem haver um genoma sequenciado para essa espéecie, a abordagem adotada
para a constru¢cdo do mapa foi suficiente para detectar muitas regides QTLs (Locos de
caracteristicas quantitativas) associadas a caracteristicas agrondmicas e nutricionais
importantes para o cultivo da forrageira. Com isso, atesta-se que 0 mapa genético permite
mapear 0 apo-locus para um Unico grupo de ligagdo e fornece um estudo mais atualizado do
modo de reproducdo da especie.

Para caracterizar o transcriptoma foliar completo de M. maximus, a tecnologia de alto
rendimento mostrou-se eficaz. Toledo-Silva et al. (2013) observaram diferentes tipos de
polimorfismos e encontraram dois tipos de marcadores putativos de folhas de M. maximus:
microssatélites (SSRs) e polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs). Ambos os tipos de
marcadores precisam de validacdo futura para uso pratico em M. maximus.

A genotipagem por sequenciamento (GBS), capaz de identificar e genotipar
polimorfismos do tipo SNPs de forma simultanea, tem estudos voltados, em sua maioria, para
investigar a associacdo de alta resolucdo em gramineas, com o intuito de atingir bons
resultados na caracterizacdo do germoplasma, nos estudos populacionais e no melhoramento
de diversas culturas (Poland et al., 2012), e agora € usada para muitas outras espécies com
genoma complexo.

Existem dois tipos de técnicas na genotipagem por sequenciamento, a saber: 1)
Digestdo da enzima de restricdo, método usado principalmente em programas de Selecédo
Assistida por Marcadores (MAS), visando a identificacdo de novos marcadores — porém,
antes de se ligarem aos adaptadores, 0 DNA é digerido com uma ou duas enzimas de restricdo
especificas; e 2) PCR de enriquecimento multiplex, técnica na qual primers especificos para
PCR séo selecionados para a amplificagdo de pontos de interesse.

A Tecnologia de Matriz de Diversidade (DArT-Seq) é outra técnica que oferece uma
grande oportunidade para a genotipagem de loci polimorficos (centenas a milhares)
distribuidos no genoma. Trata-se de uma tecnologia de hibridacdo de microarranjos altamente
reproduzivel. N&o ha necessidade de informacgdes de sequéncias anteriores para a detecgédo de
loci para uma caracteristica de interesse (Jaccoud et al., 2001; Wenzl et al., 2004). O beneficio

mais relevante dessa técnica € que ela é altamente produtiva e muito econémica.
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Portanto, essa revolugdo tecnoldgica impulsiona estudos em vérias areas de pesquisa,
a exemplo das agricolas, com desenvolvimento de cultivares adaptadas por meio de
melhoramento genético com informacdes em nivel molecular, que utiliza informacGes de
mapas genéticos para identificar regides do genoma que contém genes de interesse econémico
(Kebriyaee et al., 2012).

4. Conclusdes e Sugestdes

Os diversos tipos de marcadores moleculares empregados em estudos de
caracterizacdo de espécies de forrageiras tropicais do género Megathyrsus para o semiérido,
tanto para aplicacdes filogenéticas e evolutivas, quanto para fins praticos de conservacgéo e
melhoramento da genética, fornecem informacdes relevantes a pesquisa cientifica.

Para determinada andlise genética, basicamente podem ser utilizadas as diferentes
técnicas a partir de marcadores baseados em PCR e sequenciamento, que apresentam
resultados refinados e especificos. Assim, a escolha de uma ou mais técnicas moleculares
dependera do objetivo da andlise e da estrutura fisica e financeira disponivel para a realizacdo
do estudo.

Na literatura e nas bases de dados consultadas ndo foram encontradas restricbes
guanto ao uso de marcadores para a espécie em estudo e cultivar de forrageiras do género
Megathyrsus recomendado para a regido semiarida. Tendo isso em vista, sugerem-se maiores
estudos para selecionar gendtipos com capacidade de adaptacdo, persisténcia e alta
produtividade por acessos e cultivares do género Megathyrsus em relacdo as condicoes

edafoclimaticas do semiérido.
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