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RESUMO

LIMA, ROBERTA SAMARA NUNES DE . M.Sc. - Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Fevereiro, 2010. “Estimativa da diversidade genética
entre clones de capim-elefante (P. purpureum Schum) baseada em marcadores
de DNA (RAPD e ISSR)". Orientador: Rogério Figueiredo Daher. Conselheiros:
Messias Gonzaga Pereira e Telma Nair Santana Pereira.

Acredita-se que o grande numero de cultivares existentes atualmente em
colecdes de germoplasma de capim-elefante (P. purpureum Schum) se deva a
ocorréncia de duplicatas. Além disso, convive-se com nomenclatura ambigua e
pouco precisa em que a maioria das cultivares recebe denominagdes similares
envolvendo Napier, Merker e Cameroon. Em vista disso, objetivou-se estimar a
diversidade genética entre 46 gendtipos de capim-elefante e identificar possiveis
duplicatas entre os materiais por meio de marcadores RAPD e ISSR, e verificar a
eficiéncia entre os marcadores comparando os métodos na discriminacdo dos
acessos. Foram utilizados 27 iniciadores RAPD proporcionando 133 fragmentos
polimérficos e 52 monomorficos, com um coeficiente de correlagdo cofenético
0,71. Com o uso do marcador ISSR, foram utilizados 25 iniciadores que geraram
164 fragmentos polimérficos e 52 monomorficos e um coeficiente de correlacéo
cofenético 0,73. Tanto o marcador RAPD quanto o ISSR obtiveram uma
frequéncia de 76% de fragmentos polimérficos. As distancias genéticas foram
estimadas pelo complemento aritmético do indice de Jaccard e agrupadas pelas
meédias aritméticas ndo ponderadas (UPGMA), pelo método de otimizacdo de
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Tocher e andlises de coordenadas principais (PCoA). O teste de Mantel entre as
duas matrizes de similaridade indicou uma boa correlagéo (r = 0,76),
demonstrando assim eficiéncia na analise conjunta entre os dois marcadores. Foi
constatada uma ampla variabilidade de genétipos de capim-elefante, tanto para o
marcador RAPD quanto o ISSR, demonstrando polimorfismo entre os acessos
estudados, ndo sendo detectadas duplicatas. A distancia minima na analise
conjunta foi entre os acessos Mineiro e Napier com uma distancia de 0,10. Os
acessos que tiveram uma maior distancia foram Merker SEA e Merkeron Comum
de Pinda, com uma distancia genética de 0,44, sendo portanto acessos
promissores para possiveis hibridagdes.

Palavras-chave: P. purpureum, diversidade genética, RAPD, ISSR.
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ABSTRACT

LIMA, ROBERTA SAMARA NUNES DE . M.Sc. - Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. February, 2010. "Estimative of genetic diversity among
clones of elephant grass (Pennisetum purpureum Schum) based on DNA markers
(RAPD and ISSR)". Adviser: Rogério Figueiredo Daher. Commetteer Members:
Messias Gonzaga Pereira and Telma Nair Santana Pereira.

Nowadays it is believed that the great number of existing cultivars in the
germoplasm colections of elephant-grass (P. purpureum Schum) is due to the
presence of duplicates. Moreover, people live with the ambiguous and not too
precise nomenclature in which the most cultivars receive similar names involving
Napier, Merker and Cameroon. Thereby, it was aimed to estimate the genetic
diversity among 46 genotypes of elephant-grass , identify duplicates among them
by the use of RAPD and ISSR markers and also check the efficiency of the
markers in comparison with the methods that were used during the accesses
discrimination. It were used 27 RAPD primers which generated 133 polymorphic
fragments and 52 monomorphic fragments that presented a cophenetic correlation
coefficient 0.71. In addition, 25 ISSR markers were used and generated 164
polymorphic fragments, 52 monomorphic fragments and a cophenetic correlation
coefficient 0.73. Both markers RAPD and ISSR got a frequency of 76% of
polimorphic fragments. The genetic distances were estimated by the arithmetic

complement of the Jaccard index and they were grouped by unweighted arithmetic
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mean (UPGMA), by the method of optimization of Tocher and also by the
analyses of main coordinates (PCoA) .The Mantel's test between the matrixes of
similarity indicated a good correlation (r = 0,76), which demonstrates the efficiency
of the joint analysis between the markers. A wide variability of the elephant-grass
genotypes were detected by both RAPD and ISSR markers, furthermore both of
them demonstrated the presence of polymorphism among the analyzed accesses
and at last duplicates were not detected. The minimum distance in the joint was
observed between Napier and Mineiro with a distance of 0.10. The approaches
that had a greater distance were Merker SEA and Merkeron Comum Pinda, with a
genetic distance of 0.44 and is therefore promising materials for possible

hybridization.

Keywords: P. purpureum, genetic diversity, RAPD, ISSR.



1. INTRODUCAO

O capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum.) tem se destacado entre
as forrageiras mais utilizadas nos sistemas intensivos de producdo animal em
pastagens por sua alta produtividade, o que faz dele uma das mais importantes
forrageiras do mundo (Céser et al., 2001; Gupta, 1975; Schank, 1999). Ao longo
dos anos, o capim-elefante vem despertando interesse em pesquisadores e
produtores motivados pelo seu porte e alto potencial produtivo, superior a
qualquer outra graminea tropical.

O capim-elefante contribui para o aumento da producdo de leite (Deresz,
1999) e de carne, apesar de existirem poucas cultivares melhoradas disponiveis,
especialmente para uso sob pastejo rotativo (Pereira et al. 2001). Cultivares
melhoradas é uma necessidade comum a produtores de leite de todo o Pais, e a
procura por novas variedades forrageiras adaptadas aos diferentes ecossistemas
é intensa. Entre os atributos desejados, busca-se cultivares com propagacao por
meio de sementes, resisténcia a cigarrinha-das-pastagens, maior velocidade de
crescimento, maior produtividade, melhor qualidade nutricional, tolerancia a solos
de baixa fertilidade e distribuicdo mais equitativa da producdo de matéria seca
durante o ano (Pereira et al. 2003).

A obtencdo de variabilidade genética para o melhoramento do capim-
elefante pode ser obtida por meio da hibridacdo intra e interespecifica, uma vez
que essa forrageira tem boa capacidade de combinacdo genética com outras

espécies, especialmente o milheto (Penissetum glaucum) (Pereira et al., 2001).



Os programas de melhoramento genético tém se preocupado em explorar o
potencial do germoplasma de ambas as espécies com o intuito de desenvolver
hibridos e cultivares mais produtivos, visando atender a forte demanda por novas
variedades forrageiras que combinem elevada capacidade de producédo com alta
qualidade (Pereira et al. 2003). O objetivo destes cruzamentos é tentar reunir em
um hibrido as boas caracteristicas do milheto, como qualidade de forragem, boa
producdo de sementes, resisténcia a deiscéncia e tolerancia a doengas, com a
rusticidade, agressividade, perenidade e alta producdo de matéria seca do capim-
elefante (Hanna e Monson, 1980).

Outro aspecto relevante quanto a utilizacdo do capim-elefante € seu uso
para producdo de biomassa. A producdo de material energético alternativo
através de biomassa vegetal representa hoje um desafio para a ciéncia. O capim-
elefante € uma espécie amplamente difundida por todo o Brasil, cultivada em
condi¢cdes ambientais bastante divergentes e esta entre as espécies forrageiras
de maior eficiéncia fotossintética com elevada capacidade de acumulacédo de
matéria seca de boa qualidade, possuindo também caracteristicas qualitativas
que a credenciam a ser estudada para a producdo de energia, como por exemplo,
percentual de fibra elevado, semelhante & cana-de-agucar. Nos Ultimos anos, vem
sendo desenvolvida uma nova técnica de substituir o carvdo mineral utilizado em
pelotas de minério de ferro, por carvdao derivado de biomassa seca de capim-
elefante (Quesada, 2001; Huber e Dale, 2009).

A obtencdo de cultivares melhorada podera constituir-se em uma das mais
importantes demandas dos produtores de capim-elefante para fins energéticos de
todo o Pais, tornando-se intensa a procura de variedades para producdo de
biomassa adaptadas aos diferentes ecossistemas, com maior velocidade de
crescimento, maior produtividade, melhor eficiéncia energética, maior eficiéncia na
absorcdo de nutrientes, distribuicdo mais equitativa da produgcdo de matéria seca
durante 0 ano e resistente a pragas e doencas.

O uso de marcadores moleculares para avaliacdo da divergéncia genética
no germoplasma pode fornecer dados Uteis para auxiliar o melhorista na selecao
dos progenitores de populacdes bésicas ao estabelecer programas de
melhoramento Tais populacdes sédo estabelecidas pelo cruzamento de materiais

superiores, objetivando-se frequentemente a maximizacdo da disténcia genética



com a finalidade de recombinar genes ou complexos génicos em novas
combinacdes genéticas favoraveis (Ferreira e Grattapaglia, 1996).

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro — UENF
mantém uma colecao de germoplasma de capim-elefante com 46 acessos doados
pelo Banco de Germoplasma da Embrapa Gado de Leite-MG e instalado no
Colégio Estadual Agricola Anténio Sarlo, em Campos dos Goytacazes, regiao
norte do Estado do Rio de Janeiro. O presente trabalho teve como objetivos: i)
estimar a diversidade genética entre os acessos de capim-elefante utilizando
marcadores RAPD e ISSR; ii) identificar duplicatas; iii) verificar a eficiéncia entre
0s marcadores comparando os métodos na discriminacdo dos acessos; iv)
caracterizar molecularmente os genoétipos para orientar futuras estratégias de

melhoramento com capim-elefante.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O capim-elefante

O capim-elefante (P. purpureum Schum) pertence a familia Poaceae,
subfamilia Panicoideae, tribo Paniceae, ao género Pennisetum e sec¢éo
Penicillaria. A tribo Paniceae redne os mais importantes géneros de plantas
forrageiras tropicais, como Brachiaria, Panicum, Melinis, Setaria, Axonopus e
Acroceras (Brunken, 1977; Xavier et al., 1995).

A Africa tropical tem sido apontada como o centro de origem e diversidade
onde ocorre naturalmente em varios paises, desde Guiné, no oeste, até
Mocambique e Quénia, no leste africano (Brunken, 1977) em latitudes de 10°
Norte a 20° Sul. Tem um bom desenvolvimento em altitudes variando do nivel do
mar até 2.200m, apresentando temperaturas meédias de 18°C a 30°C e
precipitacbes de 800 a 4.000mm anuais (Rodrigues et al. 1975; Carvalho, 1985;
Jaques, 1994).

O seu descobrimento como planta forrageira se deu pelo coronel Napier
Springer, que o recomendou ao Departamento de Agricultura da Rodésia (atual
Zimbabwe), onde foi avaliado com sucesso por volta de 1910, perpetuando em
uma das variedades o nome Napier (Goncales & Menezes, 1982; Carvalho et al,
1997; Shimoya et al., 2001). A introducéo do capim-elefante nas Américas se deu
inicialmente nos Estados Unidos pelo Departamento de Agricultura, em 1913

(Jauhar, 1981). No inicio da sua utilizacéo, a susceptibilidade a helmintosporiose



(Bipolaris incurvata), bem como estandes inadequados e baixas producoes,
fizeram com que os produtores perdessem o interesse em cultivi-lo.
Posteriormente, o desenvolvimento de um manejo adequado e de variedades
resistentes a helmintosporiose propiciou sua adocao definitiva pelos produtores
(Burton, 1944). Logo em seguida houve uma expansdo pela América Central e
Ameérica do Sul.

No Brasil foram relatadas duas introducfes, uma no Rio Grande do Sul,
com estacas trazidas dos Estados Unidos, em 1920, e outra oriunda de Cuba,
introduzida no estado de Sao Paulo em 1921 (Farias, 1994) de onde foi difundido
rapidamente por todo o pais (Veiga et al. 1985). No inicio de sua utilizacéo, existia
praticamente duas cultivares com caracteristicas bem definidas, ‘Napier e
‘Merker’. Com o decorrer do tempo, surgiram novos genaotipos, seja por meio de
introduc&o ou pelo desenvolvimento destes pela pesquisa, no aproveitamento da
variabilidade decorrente do processo sexual. Segundo Araujo (1935), a Estacéo
de Agrostologia de Sdo Paulo denominou os primeiros genétipos introduzidos no
Brasil de variedades A e B, sendo a primeira mais tenra e produtiva. A variedade
“A” referia-se a cultivar Napier e a “B”, a cultivar Merker (Otero, 1961). De acordo
com o ultimo autor, a cultivar Napier além de mais produtiva também era mais
palatavel para os ruminantes e apresentava maior altura, colmos mais grossos e
folnas mais longas e largas, porém, era mais susceptivel a helmintosporiose do

gue a Merker.

2.2 Aspectos gerais

O capim-elefante pode ser caracterizado como uma graminea perene, de
habito de crescimento cespitoso, atingindo de 3 a 5 metros de altura com colmos
eretos dispostos em touceira aberta ou ndo, os quais sdo preenchidos por um
parénquima suculento, chegando a 2 cm de diametro, com entrends de até 20 cm.
Possui rizomas curtos, folhas com insercdes alternas, de coloracdo verde-escura
ou clara, que podem ser pubescentes ou néo, chegando a alcancar 10 cm de
largura e 110 cm de comprimento. As folhas apresentam nervura central larga e
brancacenta, bainha lanosa, invaginante, fina e estriada, ligula curta, brancacenta
e ciliada. Sua inflorescéncia é do tipo panicula e abundante lancamento de

perfilhos aéreos e basais, podendo formar densas touceiras, apesar de nao



cobrirem totalmente o solo (Bogdan, 1977; Nascimento Junior, 1981; Alcantara &
Bufarah, 1983; Deresz, 1999).

E uma espécie predominantemente alégama e, portanto, apresenta alto
nivel de heterozigose, protoginica, sendo que a taxa de polinizacdo cruzada
depende da época de florescimento dos gendétipos envolvidos e do arranjo fisico
das populagdes. O intervalo médio de tempo decorrido entre o aparecimento dos
estigmas e a abertura das primeiras anteras é de 3 a 4 dias. A variacdo deste
intervalo no mesmo acesso € pequena, entretanto, a variagdo entre acessos
permite classifica-los em precoces, intermediarios e tardios, de acordo com
Pereira (1994).

Por apresentar propagacao vegetativa, o capim-elefante possibilita isolar e
propagar plantas superiores resultantes de cruzamentos para testes e eventuais
lancamentos. Segundo Holm et al. (1977), a producdo de sementes no capim-
elefante é inconsistente e as mesmas apresentam baixa viabilidade, sendo a
propagacéo por meio de colmo o principal método utilizado, o que leva a ser um
plantio de clones. Considerando a polinizagdo cruzada, caracteristica da
alogamia, as sementes produzidas em um determinado plantio sdo de
cruzamentos entre plantas provenientes de um mesmo clone e, assim, decorrem
de autofecundacdo. Segundo Pereira et al. (2001), a depressdo endogamica
oriunda deste processo seria um dos principais fatores responsaveis pela baixa
germinacao das sementes e plantas de baixo vigor no capim-elefante propagado
por sementes.

De acordo com Xavier et al. (1993), apesar do capim-elefante apresentar
sementes de baixa viabilidade (23 a 36% de germinacdo), a germinacdo pode
atingir até 90% em alguns genotipos. Esta caracteristica pode ser explorada em
cruzamentos dirigidos visando a heterose e selecdo de genoétipos transgressivos,
0s quais podem ser facilmente mantidos através da propagacdo vegetativa,
caracteristica da espécie. Além disso, 0s cruzamentos também podem ser
bastante Uteis para aumentar a variabilidade genética presente em bancos ativos
de germoplasma da espécie, como também permitir agregar em um sé genétipo
caracteristicas desejaveis existentes em dois ou mais genotipos.

A autofecundacdo em capim-elefante origina plantas de baixa
produtividade e tamanho inferior, como conseqiéncia da reducdo da heterozigose

nesta espécie (Hanna, 1994). Entretanto, vale salientar que, em espécies



tetrapléides como o capim-elefante (Brunken, 1977), a reducdo da heterozigose
com uma autofecundacéo € de apenas 5,6% (Borém, 2001)

Neste sentido, a endogamia € utilizada para concentrar genes favoraveis
para, em seguida, recombina-los na hibridacdo (Allard, 1971). A obtencdo de
linhas puras em capim-elefante segue raciocinio analogo. O método também
pode ser utilizado visando liberar variabilidade fixada pela multiplicacdo clonal,
conforme processo adotado na obtencédo da cultivar Mott (Sollenberger & Jones
Jr., 1989), que apresenta um porte baixo em relacdo ao porte caracteristico da

espécie indicado para utilizacdo sob pastejo.

2.3 Citogenética

O género Pennisetum é um dos mais amplos da tribo Paniceae, com,
aproximadamente, 140 espécies distribuidas na faixa tropical (Tacacenco e
Botrel, 1994). Baseadas em caracteres morfolégicos, o género se encontra
classificado em cinco sec¢les: Eu-pennisetum, Heterostachya, Brevivalvula,
Gymnotrix e Pennisetum (Brunken, 1977).

A secdo Pennisetum relne as duas espécies economicamente mais
importantes do género, o capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum) e o
milheto (Pennisetum glaucum L.) (Martel, Ricroch & Sarr, 1996; Schmelzer, 1997).

O germoplasma do género Pennisetum possui diferentes niveis de ploidia,
que varia de dipléides a octaplbides, e encontra-se dividido em trés conjuntos
génicos. O milheto (P. glaucum) com 2n = 2x = 14, juntamente com duas outras
espécies dipldides selvagens (P. mollissimum e P. violaceum), integram o
conjunto génico primario. No segundo grupo, encontra-se o capim-elefante (P.
purpureum Schum) com 2n = 4x = 28 e, no conjunto terciario, as demais espécies
(Harlan & De Wet, 1971; Martel, Richroch & Sarr, 1996; Techio et al., 2006).

O capim-elefante € a espécie alotetrapldide mais conhecida do género
Pennisetum, com numero basico de cromossomos X = 7, com 2n = 4x = 28.
Apresenta genomas A’A'BB e comportamento diploide normal (Krishnaswamy &
Raman, 1954; Jauhar, 1981; Jauhar & Hanna, 1998; Martel et al. 1996; Techio,
2002). Evidéncias de varias pesquisas tém mostrado que os cromossomos do
genoma A’ sdo homedlogos aos do genoma A do milheto (Pennisetum glaucum

L.), ao passo que o genoma B ainda ndo tem sua origem definida (Jauhar, 1981).



De acordo Martel et al. (1997) o emprego de técnicas de hibridizacdo genbmica in
situ (GISH) permitiria testar a origem alotetraploide ou dipldide de P. purpureum e
auxiliar na definicdo da espécie doadora do genoma B.

A meiose no capim-elefante caracteriza-se pela formacdo de bivalentes
(Jauhar, 1981), que parece ser garantida segundo Techio (2002), pela presenca
de mecanismos supressores do pareamento homeodlogo, semelhante ao
identificado no trigo hexapléide por Sears (1976).

Techio (2002) estudou a meiose nos acessos BAGs 63, 75 e 91. Segundo
a autora, a frequente formacdo de 14 bivalentes nas diacineses e metafases |
desses acessos confirma que, apesar de ser alotetrapléides, o capim-elefante
comporta-se, em termo de segregacao cromossdmica, como um tipico dipléide.

Martel et al. (2004) verificaram que as caracteristicas ancestrais do género
Pennisetum sdo numero basico de cromossomos x=9, Cromossomos pequenos,
modo de reprodugcdo apomitico e ciclo de vida perene. Segundo os autores,
espécies com numero basico de cromossomos de x=5, 7 e 8 aparecem na maioria
dos clados divergentes mais recentes, indicando que a estrutura do genoma no
género Pennisetum pode ter evoluido para um numero reduzido de cromossomos
com maior tamanho. Os autores afirmam ainda que o capim-elefante e o milheto
provavelmente sdo provenientes de um ancestral comum, e possuem numero
bésico de cromossomos de x=7. De acordo com os ultimos autores, Davide et al.
(2007) verificaram que o acesso BAG 55 do Banco Ativo de Germoplasma do
capim-elefante da Embrapa-CNPGL apresenta nimero cromossémico somatico
de 2n=54, se tratando ndo de uma variedade de capim-elefante, ja que o0 mesmo
apresenta 2n=28, mas sim de uma espécie silvestre do género Pennisetum,
provavelmente com x=9. Manara & Blumenschein (1974) sugerem que a evolucao
do caridtipo do capim-elefante ocorreu sem grandes ganhos ou perdas de
material genético e que as diferencas entre as variedades se devam,

principalmente a ocorréncia de mutacdes génicas ao longo do tempo.
2.4 Melhoramento
A pecuaria leiteira brasileira baseia-se na utilizacdo de pastagens. Esta

apresenta grande extenséao territorial no Brasil, quando se observa que 30% do

territério nacional, é ocupado por pastagens (FAO, 2007), sendo cerca de 90%



dos bovinos abatidos criados exclusivamente em pastos. Entretanto, na maioria
desses sistemas de producéo, verificam-se baixos indices de produtividade das
forrageiras, como consequéncias de varios fatores, destacando-se 0 manejo
inadequado da atividade de pastejo e a baixa fertiidade do solo, os quais
influenciam diretamente na sustentabilidade do sistema (Moreira et al., 2006).

Entre as gramineas tropicais, o capim-elefante destaca-se pelo seu
elevado potencial produtivo, resistindo as condi¢cdes climaticas desfavoraveis,
além de possuir caracteristicas como qualidade, palatabilidade, vigor e
persisténcia, o qual tem estimulado ndo sé o cultivo dessa espécie, mas também,
o interesse no melhoramento genético da mesma (Souza Sobrinho et al. 2005).
Essa graminea esta entre as espécies de alta eficiéncia fotossintética, ou seja,
entre aquelas com maior eficiéncia no aproveitamento da luz, resultando em uma
grande capacidade de producdo de matéria seca (Jacques, 1997).

A avaliacdo da producao de matéria seca, perfilhamento e altura de plantas
sdo o0s caracteres agrondmicos comumente mais utilizados no processo seletivo
de capim-elefante (Gomide et al. 1976; Lira et al. 2002; Daher et al. 2000;
Cargnelutti Filho et al. 2004). Além da determinacdo desses caracteres, outros
caracteres como relacdo folha/colmo, digestibilidade (%), matéria seca (%),
proteina bruta (%) e celulose (%) (Oliveira et al. 1990), fibra em detergente neutro
(%) e fibra em detergente &cido (%) (Souza Sobrinho et al. 2005), sdo importantes
criterios na avaliacdo de espécies forrageiras, em face destes, estarem
associados ao consumo animal e a conversdo do alimento em carne e/ou leite
(Van Soest, 1994).

O potencial produtivo do capim-elefante é determinado pelo gendtipo,
intervalos e altura de corte, disponibilidade de nutrientes, agua, luz e temperatura
(Jacques, 1990; Lavezzo, 1992). Com isso, ha uma grande amplitude relatada na
literatura para producédo de matéria seca no Brasil (Mozzer et al. 1986; Jacques,
1990; Lavezzo, 1992, Pereira et al. 1998; Souza Sobrinho et al. 2005). Além do
mais, a interacdo genotipos por ambientes € bastante pronunciada (Ledo et al.,
2003), havendo necessidade de avaliacdes e recomendacdes regionalizadas das
cultivares.

Nesse sentido, diversos autores (Alberto et al. 1993; Barreto et al. 2001;
Mello et al. 2006) tém trabalhado com essa espécie, avaliando sua produtividade

e qualidade. Seu potencial produtivo, associado a outras caracteristicas
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forrageiras favoraveis, tais como qualidade, palatabilidade e vigor, tém estimulado
o cultivo dessa espécie, bem como o seu melhoramento genético, visando ao
desenvolvimento de cultivares para utilizacdo sob pastejo e corte (Gomide, 1994),
pois as cultivares disponiveis para o0s produtores podem apresentar alguns
problemas agrondémicos, como suscetibilidade ao ataque de cigarrinhas-das-
pastagens e baixa produtividade, resultante da utilizagdo de cultivares pouco
adaptada a um determinado ambiente.

Sales et al. (1988), comparando as qualidades forrageiras de dezenove
cultivares de capim-elefante em duas épocas de corte (chuvosa e seca), em
Caucaia, Ceara, concluiram que para os para@metros producdo de matéria seca,
proteina bruta e digestibilidade, as cultivares que mais se sobressairam foram
Taiwan A-145, Malaia 2247, IRI-381, Vruckwona, Mineiro e IRI-323.

Goncalves et al. (1979), avaliaram as producfes de forragem e relacao
caule/folha de dezesseis cultivares e hibridos de capim-elefante cultivados em
solo adubado com NPK em Belém do Para. Os autores concluiram que as mais
produtivas (Kg/ ha de forragem seca) foram Merkeron comum (50.136), Taiwan A-
146 (48.113), Napier S.E.A. (47.934), Merker S.E.A. (45.778), Taiwan A-148
(44.935), Mole de Volta Grande (44.693), Porto Rico (43516) e Duro de Volta
Grande (42.445). As maiores propor¢cdes de colmos em relacdo as folhas, foram
apresentadas pelo Merkeron comum e Taiwan A-146. As cultivares que mais
reduziram suas producgdes, da estagcdo mais chuvosa para a menos chuvosa,
foram Taiwan A-146 (40%), Merkeron comum (35%) e Merker S.E.A. (35%).

Mello et al., (2004), analisando clones de capim-elefante em Pernambuco,
verificaram que a altura da planta relacionou-se positivamente com a producéo de
lamina foliar, indicando que as plantas mais altas tendem a apresentar maior
producdo de folhas em capim-elefante, observando ainda uma relacao positiva
entre a producdo de matéria seca e a altura da planta.

Alguns genotipos de capim-elefante obtidos em programas de
melhoramento foram desenvolvidos, especificamente, para serem utilizados sob
pastejo, como por exemplo, a cultivar Mott, obtida através de autofecundacéao,
apresentando um porte baixo em relacdo ao porte caracteristico da planta
(Sollenberger e Jones Jr., 1989) e a cultivar Pioneiro, liberada pela Embrapa para
condi¢bes da Zona-da-Mata de Minas Gerais (Pereira et al. 1997). Daher et al.

(2000), em Campos dos Goytacazes-RJ, selecionaram 4 clones: Pioneiro,
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CNPGL91F27-5, CNPGL91F25-3 e CNPGL91 F06-3, todos apresentando
elevada produtividade de matéria seca por corte. Outros exemplos sédo as
cultivares de Taiwan e do Congo Belga, além do Mineiro obtido no Instituto de
Pesquisa e Experimentacdo Agropecuarias do Centro-Oeste-(IPEACO) (Pedreira
et al. 1975).

A utilizagdo de cultivares melhoradas € uma necessidade comum aos
produtores de leite de todo o Pais, e a procura por novas variedades de
forrageiras adaptadas aos diferentes ecossistemas € intensa. Entre os atributos
desejados, buscam-se cultivares com propagacdo por meio de sementes,
resisténcia as cigarrinhas-das-pastagens, maior velocidade de -crescimento,
melhor produtividade, melhor qualidade nutricional, tolerancia a solos de baixa
fertilidade e distribuicdo mais equitativa da producdo de matéria seca durante o
ano (Pereira et al. 2003).

Bancos ativos de germoplasma do capim-elefante sdo mantidos em varios
paises do mundo como Africa do Sul, Brasil, Porto Rico, EUA, Australia, China,
Paquistdo e india, porém, muito raramente, nomes comuns ou pedigree S&o
usados na identificacdo (Bhandari et al. 2006). No Brasil, os principais bancos
estdo localizados na Embrapa-CNPGL, Universidade Federal de Pelotas-RS,
Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Santa Catarina (EPAGRI) e Instituto
Agronémico de Pernambuco (IPA), todos com grande numero de acessos em
comum (Pereira et al. 2001).

A maioria dos acessos de capim-elefante do Brasil estd localizado no
Banco de Germoplasma da Embrapa-CNPGL (Pereira et al. 2001) reunindo
clones e populacbes variaveis de materiais cultivados e silvestres e racas
cromossOmicas obtidas por cruzamentos interespecificos. Apesar desta variacédo
de tipos genéticos, existe um elevado grau de similaridade genética entre muitos
acessos, resultado da contribuicdo dos programas de melhoramento e da
presenca de duplicatas. Existe assim, a necessidade de realizar estudos mais
detalhados para caracterizacdo agronémica de alguns acessos dos Bancos de
Germoplasma (Pereira, 1992).

O conhecimento da variabilidade genética presente em um banco de
germoplasma do capim-elefante € importante para o melhoramento desta
espécie. Assim, o estudo da divergéncia genética em um banco de germoplasma

tem grande importancia na identificacdo de progenitores com caracteristicas
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desejaveis, os quais podem ser utilizados em cruzamentos visando a exploracéo
da heterose. Neste contexto, marcadores genéticos (morfolégicos, bioquimicos e
moleculares) tém sido usados no melhoramento do capim-elefante visando
principalmente distinguir acessos e subsidiar estratégias de melhoramento da
espécie.

A caracterizacdo morfolégica dos organismos corresponde a base de todo
e qualquer estudo, uma vez que a primeira determinacdo de um ser vivo comeca
pelo seu fendtipo, ou seja, pela sua aparéncia geral do ponto de vista morfolégico
(Chies & Longui-Wagner, 2003). Desta forma, tem-se utilizado descritores
morfolégicos como forma de caracterizacao e identificacdo dos diversos clones de
capim-elefante (Daher, 1997; Shimoya et al. 2002).

De acordo com Pereira (1992), considerando um conjunto de caracteres
diferenciadores, pode-se classificar com base na variabilidade dentro do
germoplasma de capim-elefante, cinco grupos distintos, definidos em relacdo aos
tipos basicos:

- Grupo Cameroon - apresenta exemplares com touceiras densas, porte ereto,
colmos grossos, predominancia de perfilhos basais, folhas largas e florescimento
tardio, algumas de suas cultivares sdo a Cameroon Piracicaba, a Vruckwona, a
Capim Cana D'Africa;

- Grupo Napier - apresenta variedades com touceiras abertas, colmos grossos,
folhas largas e época de florescimento intermediaria, é representado pelas
cultivares Napier, Mineiro, Taiwan A-146, Gigante de Pinda, Turrialba, etc.;

- Grupo Merker - diferencia-se por apresentar cultivares de menor porte, colmos
finos, folhas finas (menores) e mais numerosas, e época de florescimento
precoce, entre suas cultivares estdo: Merker, Merker comum, Merker Pinda,
Merkeron, entre outras;

- Grupo Anao - suas principais caracteristicas sdo o porte baixo (até 1,5 m de
altura) e a sua elevada relacao folha/caule, o principal representante deste grupo
€ a cultivar Mott ou capim-elefante "Anao" selecionado em 1977, de uma progénie
autofecundada da cultivar Merkeron, na Georgia (EUA);

- Grupo Hibridos interespecificos - € composto por cultivares que resultaram do
cruzamento entre espécies de Pennisetum, principalmente, P. purpureum e P.
americanum, apresentando florescimento precoce e esterilidade das sementes

(2n=3x=21), como as cultivares Pusa Gigante Napier, Bana Grass, Mineiro x 23A.
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No melhoramento do capim-elefante sdo adotados o0s mesmos
procedimentos desenvolvidos para espécies aldégamas. Entretanto, deve-se
considerar algumas caracteristicas especificas desta forrageira que podem
contribuir ou dificultar o processo, como florescimento protoginico, elevado
namero de inflorescéncias por planta, florescimento gradual, producdo abundante
de polen, propagacdo vegetativa e por meio de sementes, perenidade,
germoplasma com grande variabilidade e facilidade de cruzamento interespecifico
(Pereira et al. 2001).

A descricdo fenotipica dos acessos tem sido realizada pela utilizacdo de
descritores com base em caracteres morfolégicos (altura da planta; numero,
comprimento e diametro dos internédios; comprimento e largura das folhas;
presenca de pélos); caracteres reprodutivos (época de florescimento;
comprimento, diametro e cor da inflorescéncia; tamanho da cariopse); caracteres
agronodmicos (relacédo folha/caule; producédo de MS) e caracteres nutricionais
(digestibilidade; composicdo bromatolégica) (Daher et al. 1997a; Freitas et al.
2000; Shimoya et al. 2002; Chies & Longui-Wagner, 2003).

Segundo Pereira et al. (2002), de acordo com a avaliacdo morfologica do
capim-elefante, a medida que a planta vai se tornando adulta, novas
caracteristicas decorrentes das fases do ciclo vegetativo e reprodutivo se
expressam fenotipicamente de forma mais consistente, e as alteracdes
apresentadas com o envelhecimento das plantas sdo menos significativas. Desta
forma, os autores orientam que, quando o interesse for diferenciar genétipos de
capim-elefante para utilizacdo em um estagio vegetativo mais avancado, a
avaliacdo experimental devera ser realizada em plantas com idade igual ou
superior a 45 dias.

Cavalli (2003) ressaltou que o uso de descritores morfolégicos para
discriminar acessos vegetais pode ser limitado devido ao fenétipo da planta ser
influenciado pela acdo do ambiente e por fatores genéticos. Desta forma, os
caracteres a serem utilizados devem apresentar variacdo intercultivar
suficientemente alta, serem suficientemente constantes e pouco influenciados
pelo ambiente. Assim, a combinacédo de diferentes tipos de marcadores genéticos
pode ser necessaria para distinguir de forma acurada acessos dentro de colecbes
de germoplasma (Steiner & Santos, 2001). Neste sentido, marcadores

bioquimicos ou moleculares podem ser bastante Uteis. Daher et al. (2002)
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verificaram que a utlizagdo de marcadores de DNA e de marcadores
isoenzimaticos sdo consistentes para a avaliacdo da divergéncia genética entre
genaotipos de capim-elefante.

Passos et al. (2005) avaliaram a variabilidade genética entre dez cultivares
contrastantes de capim-elefante (Cameroon, Vruckwona, Napier, Merker comum,
Teresopolis, Mineiro, Mott, Pioneiro, CNPGL 27-5 e Roxo Anao) pela técnica
RAPD. As distancias genéticas indicaram uma variabilidade genética pouco
acentuada, embora o0s acessos estudados sejam bastante contrastantes em
relacdo & morfologia. Os acessos mais divergentes dos demais foram Cameroon
e Vruckwona, e aqueles com menores distancias genéticas médias dos demais
foram Pioneiro e CNPGL 27-5.

Entre as estratégias adotadas pelos programas de melhoramento do
capim-elefante pode-se citar a introdugdo de cultivares, considerada a mais
simples em razdo da rapidez na obtenc&o dos resultados e pelos baixos custos
envolvidos. Entretanto, com a consolidacdo dos programas de melhoramento no
Brasil, a introducdo de germoplasma para uso direto passou a ter menor
importancia do que para uso como genitores para obtencdo de populagbes
segregantes (Borém, 2006).

Uma alternativa é a exploracdo da variabilidade existente na prépria
espécie, ou seja, a obtencdo de populacbes segregantes por meio de hibridacdes
intra-especificas que, segundo Hanna (1999), constitui uma boa estratégia para
se obter cultivares superiores, ampliar a base genética e aproveitar a heterose.
Além disso, o capim-elefante apresenta alta capacidade de trocar alelos com
outras espécies de Pennisetum, possibilitando a realizacdo de hibridactes
interespecificas e, consequientemente, aumento da variabilidade e incorporacéo
de novos fendtipos favoraveis.

Neste sentido, a obtencéo de sementes de polinizagdo aberta, de meios-
irmaos ou de irmaos completos, autofecundadas e de linhas puras, assim como
por meio da hibridacdo com o milheto, sdo estratégias para explorar a
variabilidade do capim-elefante. Estas estratégias podem ser subsidiadas pelos
diferentes métodos de melhoramento aplicados a esta espécie.

Varias possibilidades de cruzamentos entre espécies de Pennisetum sao
encontradas na literatura (Dujardin & Hanna, 1985; Hanna, 1999; Jauhar, 1981;

Jauhar & Hanna, 1998; Schanck, 1999), permitindo o desenvolvimento de
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genotipos Uteis para a producao de forragem. A hibridacéo interespecifica entre o
capim-elefante e o0 milheto, objetivando associar algumas caracteristicas
desejaveis das duas espécies (Pereira et al. 2001), tem sido proposta como uma
alternativa viavel nos programas de melhoramento do capim-elefante.

O melhoramento do capim-elefante pode seguir duas linhas basicas, a
primeira através da obtencdo de clones e a segunda através do método
populacional. O processo de obtencdo de clones é o mais simples e mais
utilizado, pois assim que é identificado um genoétipo superior, este pode ser
mantido por propagacdo vegetativa. Contudo, este processo depende da
complementaridade alélica que resulte em uma boa capacidade combinatéria
entre 0s parentais e implica na manutencdo exclusivamente por propagacao
vegetativa do genétipo selecionado (Pereira et al. 2001).

No caso do melhoramento populacional, o processo baseia-se no aumento
da frequéncia de alelos favoraveis, com o objetivo de obter variedades
propagadas por meio de sementes que nao apresentem perda de vigor em
relacdo aos seus genitores. A selecdo recorrente tem sido o método mais utilizado
para o melhoramento populacional, com a vantagem de aumentar a frequiéncia de
alelos favoraveis sem causar uma drastica diminui¢cdo da variabilidade genética.
Outra alternativa € a obtencdo de linhagens endogamicas para producdo de
hibridos intra e interespecificos, que também, se constitui em um caminho
promissor no melhoramento do capim-elefante (Pereira et al. 2001).

Outro aspecto importante diz respeito a estimagdo de parametros
geneéticos, pois permite avaliar a eficiéncia de diferentes estratégias de
melhoramento para obtencdo de ganhos genéticos e manutencdo de uma base
genética adequada (Cruz & Carneiro, 2006).

Dentre estes fatores, os parametros genéticos populacionais denominados
herdabilidade e correlagdo genética entre caracteres sdo de particular importancia
para o melhoramento. A herdabilidade diz respeito a proporcdo relativa das
influéncias genéticas e ambientais na manifestacao fenotipica dos caracteres e
indica, portanto, o grau de facilidade ou dificuldade para melhorar determinados
caracteres. Caracteres com herdabilidade baixa demandardo métodos de selegéo
mais elaborados do que aqueles com herdabilidade alta (Resende, 2002).

O aproveitamento rapido e eficiente da variabilidade genética é essencial, e

0s estudos sobre correlagdes constituem um dos caminhos para se ganhar tempo
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e reduzir esforgos (Cruz, 2005). O estudo das correlagdes entre 0s componentes
de uma populacdo permite saber se eles sdo geneticamente dependentes ou
independentes, isto €, se tendem ou ndo em permanecer associados nas

progénies durante os sucessivos ciclos de selecao (Fonseca & Patterson, 1968).

2.5 Diversidade genética

O conhecimento da distancia genética entre genotipos de uma populagéao de
interesse é importante para um programa de melhoramento, pois permite a
organizacdo do germoplasma e uma amostragem mais eficiente de genotipos
(Nienhuis et al. 1993). Esta estimativa pode ser obtida a partir de marcadores
moleculares e/ou caracteres agronémicos (morfologicos), sendo que a primeira se
destaca por ndo sofrer influéncia do ambiente. Entre as diversas técnicas de
marcadores moleculares, o RAPD (polimorfismo de DNA amplificado ao acaso)
merece destaque, pela rapida e facil execucao, pelo custo relativamente reduzido
em relacdo a outras técnicas, e pela aplicabilidade imediata a qualquer tipo de
organismo (Cruz & Milach, 1998; Caixeta et al. 2006). Os marcadores de RAPD
mostram um excelente potencial para investigar a variabilidade genética em
espécies vegetais (Patzak, 2001; Parentoni et al. 2001; Gichuki, et al. 2003).

O estudo da diversidade genética entre acessos de uma cultura, aléem de
possibilitar a identificacdo de materiais genéticos muito proximos ou duplicados,
indica aqueles gendtipos mais distantes geneticamente, 0os quais poderdo ser
recomendados para futuros programas de policruzamentos no desenvolvimento
de cultivares melhoradas (Scapim et al. 2002).

A divergéncia genética, aléem de assegurar o melhoramento em uma
populacdo, possibilita a exploracdo da heterose ou vigor hibrido, que € definido
como a expressdo genética dos efeitos genéticos da hibridacdo. Estudos revelam
gque quanto maiores 0s contrastes genéticos entre os genitores escolhidos para as
hibridacdes, maiores chances de aparecerem efeitos heteréticos nos
descendentes (Ronzelli Janior, 1996). Entretanto, em estudos de divergéncia em
milho, Moll et al. (1965) concluiram que deve existir um grau 6timo de divergéncia
para expressdo maxima da heterose. Os autores indicam que aumentos da

heterose séo alcancados com incrementos na divergéncia entre genitores, porém
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cruzamentos extremamente divergentes podem resultar em decréscimo da
heterose.

A maioria das espécies exploradas agronomicamente teve sua diversidade
genética reduzida dramaticamente em consequéncia da domesticacdo e dos
processos de selecdo e melhoramento de plantas. A diversidade genética é
considerada baixa em cultivares modernas de espécies autdgamas devido ao seu
sistema de fecundacédo e também da sua domesticacao fora do centro de origem
(Saavedra e Spoor, 2002). Além disso, muitos genétipos foram perdidos pela
substituicdo por novas cultivares ocasionando, muitas vezes, o desaparecimento
de variedades locais. Novas cultivares, em geral, apresentam base genética
estreita, isto €, muito aparentadas entre si, e a predominancia de um restrito
namero de genotipos ocupando grandes areas de plantio tem sido considerada
um risco para a agricultura, podendo ocasionar uma erosao genética (Borém e
Miranda, 2005).

A escolha da técnica estatistica mais adequada deve ser realizada em
razdo de principios como: nivel de precisdo desejada; facilidade de analise; e
forma com que os dados foram obtidos. Na analise de dados moleculares,
métodos multivariados sdo empregados, como o0s de agrupamento
(hierarquizacdo e otimizacdo) e os de ordenacdo (componentes principais e
coordenadas principais) (Arriel et al. 2006)

O uso de técnicas de agrupamento pode classificar os gendtipos em varios
grupos de forma que exista homogeneidade dentro dos grupos e heterogeneidade
entre 0s grupos, seguindo o critério de similaridade ou de dissimilaridade (Cruz e
Carneiro, 2003). Existem diversos métodos de agrupamento, tais como o0s
hierarquicos (vizinho mais proximo, vizinho mais distante, Ward, UPGMA -
Unweighted Paired Group Method Using Averages, dentre outros) e os de
otimizacdo como o Método Tocher, por exemplo (Cruz e Regazzi, 2004).

Lowe et al. (2003) estudando a diversidade genética de cinqiienta e seis
acessos de capim-elefante e seus hibridos com milheto utilizando RAPD,
obtiveram cinco grupos divergentes geneticamente, correspondendo com a
diversidade geografica do material. Além desses acessos, 25 clones de uma
colecdo localizada no Quénia também foram analisados confirmando a hipétese
de haver correlacdo com a localizacdo geografica dos acessos. Entretando, esta

afirmativa tem contraste com um estudo realizado por Bhandari et al.(2006)
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utilizando 64 marcas de isoenzima em acessos de capim-elefante. Os autores
mostraram que a formag&o dos grupos néo esta diretamente ligada a localizacao

geogréafica.

2.6 Predicdo da diversidade genética baseada em mar  cador molecular

2.6.1 Marcadores moleculares

Marcadores moleculares permitem gerar uma grande quantidade de
informacdes sobre a diversidade genética e relacionamentos filogenéticos no
germoplasma utilizado pelo melhorista (Ferreira e Grattapaglia, 1998). O uso
destes marcadores na caracterizacdo de cultivares constitui-se em uma
ferramenta de grande valor (Xavier et al. 1995; Daher et al. 1997a; Shimoya,
2000; Freitas et al. 2000, Sedogo e Tostain, 1996; Tostain 1985, 1992 e 1994) e
também por ndo apresentarem os efeitos indesejados da interacdo genotipo e
ambiente.

Os marcadores moleculares, em relacdo aos marcadores morfolégicos, em
geral, apresentam alto nivel de polimorfismo para cada loco, sdo neutros em
relacdo a efeitos fenotipicos, com efeito epistatico ou pleiotropico minimo ou nulo
e em geral sdo marcadores co-dominantes, contendo maior quantidade de
informacado genética por loco. Além disso, os marcadores moleculares podem ser
utilizados para caracterizar o genoétipo de um individuo a partir de amostras de
células ou tecidos, em qualquer estadio de desenvolvimento da planta (Ferreira e
Grattapaglia, 1998).

Os marcadores moleculares, por revelarem polimorfismos de DNA entre
individuos geneticamente relacionados, sdo usados para estudos de genética de
populacbes, mapeamento e andlises de similaridade e distancia genética.
Também, as marcas de DNA podem ser usadas para “DNA fingerprinting”, isto é,
visando a identificacdo de acessos de plantas ou de isolados de um
microrganismo, ou para completar estudos de sistematica (Lopes et al. 2002b).

Liu (1997), avaliando a divergéncia genética entre cem acessos de
Stylosanthes scabra com base nos marcadores RAPD, verificou que existia bem
menos diversidade entre os acessos provenientes do Brasil em relacdo aos

acessos provenientes da Colbmbia ou Venezuela. Houve grande associacao
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entre os agrupamentos gerados e a distribuicdo geografica dos acessos. Bonato
et al. (2003) avaliaram 25 acessos de P. maximum integrantes da | Rede Nacional
de Avaliagdo de Panicum maximum por meio de 19 iniciadores que geraram 79
bandas polimérficas. Concluiram que as marcas geradas foram eficientes em
discriminar acessos e detectar similaridades, o que possibilita expandir o estudo
para todo o germoplasma de interesse.

Existem varias técnicas disponiveis para detectar polimorfismos de DNA,
utilizando-se estratégias particulares de cada uma (Lopes et al. 2002b). Essas
técnicas podem diferir com respeito a caracteristicas importantes como
abundancia genémica, nivel de polimorfismo detectado e informagdo genética,
especificidade dos locos, reprodutibilidade, requerimentos técnicos e
investimentos financeiros (Buso et al. 2003).

O RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) foi a primeira classe
de marcadores moleculares que permitiu detectar as diferencas entre individuos
geneticamente distintos, diretamente do DNA. Com a descoberta da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) surgiu uma nova geracdo de marcadores
moleculares, que provocou grande impulso na geracdo de dados moleculares em
varias espécies. Dentre estes, destacam-se os marcadores RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), SSR (microssatélite ou Simple Sequence Repeat) e
o AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), que sdo métodos
relativamente simples, sensiveis, rapidos e revelam varios locos dispersos pelo
genoma sem exigir conhecimento prévio da informacéo genética de sequéncias
alvo. Além disso, essas técnicas ndo requerem hibridacdo por sondas para a
revelacao do polimorfismo (Caixeta et al. 2006).

Existem inumeros trabalhos, quanto ao melhoramento assistido por
marcadores moleculares, abordando a selecdo de genitores, a predicdo de
heterose em cruzamentos, a alocacdo de genoétipos em grupos heteroéticos e a
selecdo assistida por marcadores (SAM) (Guimardes et al. 2006). O uso de
marcadores moleculares do DNA na SAM visando o desenvolvimento de
cultivares resistente a doencas € uma realidade em diversos programas de

melhoramento no mundo todo (Alzat-Marin et al. 2005).

2.6.1.1 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
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O grande avanco na area de marcadores moleculares baseados em PCR
ocorreu na década de 90, utilizando iniciadores mais curtos e de sequéncia
arbitraria para dirigir a regido de amplificacéo, eliminando assim a necessidade do
conhecimento prévio de sequéncia. Facilidade, rapidez, versatilidade e
sensibilidade da PCR, tornam a técnica particularmente poderosa para estudos
genéticos moleculares envolvendo grande nimero de individuos. A técnica RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA ou Polimorfismo de DNA Amplificado ao
Acaso), além de facilitar e acelerar os estudos que ja ocorriam com espécies mais
tradicionais (como milho, tomate e arroz), originou uma expansao da analise de
polimorfismo molecular, ao permitir a realizacdo de estudos de analise genética
em espécies anteriormente ndo contempladas (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Segundo Caixeta et al. (2006), para que um fragmento de DNA seja
amplificado através da técnica RAPD, duas regides do genoma complementares
aos iniciadores devem estar separadas por até 4.000 pb e em orientacdes
opostas. Dessa maneira, sdo amplificados fragmentos de DNA distribuidos ao
acaso no genoma, sem a necessidade de conhecimento prévio da sequéncia de
DNA.

Portanto, a técnica de RAPD é eficiente nos estudos de divergéncia
genética em que os individuos analisados sdo geneticamente préximos, ou seja,
pertencem a uma mesma espécie (Gabriel, 2004). Tardin (2001) relata que a
técnica RAPD determina uma andlise segura da diversidade genética, sendo util
no objetivo de reduzir custos e tempo.

Apesar das inumeras vantagens, os marcadores RAPD apresentam
algumas desvantagens que podem ser limitantes para sua utilizacdo em
determinadas situacfes. O baixo contetudo de informacédo genética em cada loco
€ uma das principais limitagdes, pois apenas um alelo € detectado pelo fragmento
amplificado, sendo as demais variacdes alélicas classificadas como um alelo nulo,
exceto para os raros alelos co-dominantes, resultantes de pequenas insercées ou
delecdes no loco RAPD (Caixeta et al. 2006).

Outra desvantagem que limita o uso de marcadores moleculares RAPD é
gue gendtipos heterozigotos ndo podem ser discriminados dos homozigotos, por
se tratar de um marcador dominante (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Daher et al. (2002) avaliaram nove acessos de capim-elefante do grupo

“Napier” proveniente do Banco Ativo de Germoplasma da espécie, utilizando 37
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iniciadores RAPD. As marcas permitiram identificar cada um dos acessos,
indicando serem geneticamente distintos.

Passos et al. (2005) avaliaram a variabilidade genética entre dez cultivares
contrastantes de capim-elefante (Cameroon, Vruckwona, Napier, Merker comum,
TeresoOpolis, Mineiro, Mott, Pioneiro, CNPGL 27-5 e Roxo Ando) por meio de
marcas RAPD. As distancias genéticas indicaram uma variabilidade genética
pouco acentuada, embora 0s acessos estudados sejam bastante contrastantes
em relacdo a morfologia e fisiologia. Os acessos mais divergentes foram
Cameroon e Vruckwona, e aqueles com menores distancias genéticas médias
foram Pioneiro e CNPGL 27-5.

Pereira et al. (2008) estimaram a diversidade genética de 30 acessos de
capim-elefante utilizando 20 iniciadores RAPD. Os acessos foram agrupados pelo
método UPGMA com base nas distancias genéticas e os resultados indicaram
gue existe variabilidade genética entre 0s acessos e que as estimativas de
distancia genética podem ser utilizadas como critério de selecdo de genitores
divergentes para programas de melhoramento.

Sawasato et al. (2008) verificaram a diversidade genética entre 64 acessos
de P. urvillei por meio de marcadores RAPD e SSR. Para os marcadores RAPD
utilizaram dez iniciadores o que possibilitou obter 56 bandas polimorficas e 11
grupos no dendrograma com similaridade média de 0,7. Na técnica de SSR,
foram utilizados sete iniciadores e obtidas 28 bandas polimorficas, formando sete
grupos no dendrograma com similaridade média de 0,66.

2.6.1.2 ISSR (Inter Simple Sequence Repeat)

O marcador molecular ISSR é uma técnica baseada em PCR e assim como
RAPD, tem se destacado como uma alternativa eficiente para caracterizagdo de
genomas complexos. Foi desenvolvido a partir da necessidade de explorar
repeticbes microssatélites sem a utilizacdo de sequenciamento do DNA
(Zietkiewicz et al. 1994).

A reacdo de PCR-ISSR é uma técnica simples, rapida, de baixo custo,
eficiente e que nédo requer informacéao prévia da sequéncia de DNA do organismo
em estudo. O tamanho dos fragmentos amplificados varia de 200 a 2000 pb e

apresentam alta reprodutibilidade, devido, possivelmente, ao uso de iniciadores
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longos (16 a 25 pb) que s&@o capazes de em uma Unica reacdo de PCR
reconhecer loci multiplos no genoma para amplificar principalmente as sequiéncias
inter — microssatélites de diferentes tamanhos (Zietkiewicz et al.1994).

Os ISSR comportam-se como marcadores dominantes e seguem o padrao
de heranca mendeliana simples (Gupta et al. 1994).

Andlises de ISSR envolvem amplificacdes do DNA genémico por PCR
utiizando sequéncias repetidas de di-nucleotideo, tri-nucleotideo, tetra-
nucleotideos ou penta-nucleotideos (Wolfe et al. 1998; Gupta et al. 1994). O
iniciador usado pode estar ndo ancorado ou ancorado, esta Ultima corresponde a
condicdo mais frequente, com uma a quatro bases ancoradas na posi¢cédo 5’ e 3’
do iniciador, dentro de sequéncias flanqueadas (Reddy et al. 2002).

O produto da reacdo de PCR sao sequéncias de diferentes tamanhos
localizados entre duas regides repetidas de microssatélite idénticas orientadas em
direcGes opostas (Reddy et al. 2002). A sua segregacao consiste com a heranca
mendeliana dominante, podendo esta ser considerada uma caracteristica
desvantajosa da técnica. Entretanto, este método possui alta reprodutibilidade,
grande flexibilidade, uso de pequenas quantidades de DNA, e alto nivel de
polimorfismo (Joshi et al. 2000).

O ISSR possibilita a determinacdo da diversidade inter e intra-especifica,
mapeamento de genes e estudos de filogenia em uma ampla variedade de
espécies, além de caracterizacdo e avaliacdo do germoplasma (Zietkiewicz et al.
1994). Devido a sua abundancia e dispersdo no genoma, tem sido muito
empregada para estudar relagcdes entre duas populagcdes nado relacionadas
(Reddy et al. 2002).

O primeiro estudo com marcadores ISSR relatado com P. purpureum foi
desenvolvido por Ram et al. (2009). Os autores utilizaram tanto marcadores ISSR
guanto marcadores RAPD, para verificar a diversidade genética em 30 acessos
de capim-elefante. O marcador ISSR foi mais eficiente que o marcador RAPD,
uma vez que observaram 90,3% de polimorfismo com marcador ISSR em
comparacdo com 86,6% nos marcadores RAPD.

Costa et al. (2004) estudaram a variabilidade genética de uma colecao de
100 gendtipos de Dactylis glomerata, utilizando marcadores moleculares RAPDs e
ISSRs. Foram obtidos um total de 89 marcadores RAPDs e 47 marcadores

ISSRs. Os marcadores obtidos foram analisados usando o método de
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agrupamentos UPGMA. A analise do fenograma RAPD mostrou que 0s genétipos
se encontram todos diferenciados, o que indica haver numero de marcadores
suficiente para separar todos 0s genoétipos. Este elevado grau de similaridade
estd de acordo com os dados obtidos na caracterizacdo morfologica e
agronémica. Relativamente a andlise do fenograma ISSR, o numero de
marcadores parece ainda nao ser suficiente para separar todos os genaétipos. No
entanto, o0s gendtipos considerados melhores nas andlises morfoldgica,
agrondmica e por RAPD sdo os mesmos e estdo localizados todos na mesma
zona deste fenograma e relativamente separados. A andlise conjunta dos
resultados, revelou os mesmos resultados e ainda que o0s genétipos ndo se

encontram agrupados de acordo com a sua origem geografica.

2.6.1.3 Andlise de agrupamento

A andlise de agrupamento procura discriminar geneticamente 0s
individuos, e permite separa-los em grupos pela analise de um conjunto de
caracteristicas inerentes a cada individuo, agrupando-os por algum critério de
classificagcdo, de forma que exista homogeneidade dentro do grupo e
heterogeneidade entre grupos (Cruz & Carneiro, 2003). Basicamente, os métodos
hierarquicos séo utilizados na caracterizacdo da diversidade genética, por meio
de marcadores RAPD (Pereira & Kerr, 2001; Sanz-Cortés et al. 2001; Oliveira et
al. 2002; Costa et al. 2003; Emygdio et al. 2003).

Para realizacdo da analise, € necessaria a escolha de uma medida que
quantifique a semelhanca entre dois individuos. Tais medidas sdo denominadas
coeficiente de similaridade, os quais podem ser divididos em duas categorias:
medidas de similaridade e medidas de dissimilaridade. No caso das primeiras,
quanto maiores os valores observados, mais parecidos sao os individuos; ja para
as medidas de dissimilaridade, quanto maiores os valores, menos parecidos séo
os individuos.

Nos métodos hierarquicos, os individuos sdo agrupados por um processo
gue se repete em varios niveis, até que seja estabelecido um dendrograma ou um
diagrama arborescente. Dentre os métodos comumente utilizados destaca-se o
UPGMA (Unweigthed Pair-Group Method Using an Arithmetic Average).
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O UPGMA é um método de agrupamento nao-ponderado, que utiliza
médias aritméticas das medidas de dissimilaridade, evitando caracterizar a
dissimilaridade por valores extremos (maximo e minimo) entre oS genotipos
considerados (Cruz et al. 2004).

Arriel et al. (2006) comparando diferentes técnicas multivariadas na
caracterizacdo de genotipos de gergelim (Sesamum indicum L.), constataram que
entre os métodos hierarquicos, o UPGMA apresentou o melhor ajuste para as
distancias originais e estimadas, seguido dos métodos do vizinho mais préximo e
do vizinho mais distante, através dos coeficientes de correlacdo cofenética, que
estima o grau de ajuste entre as matrizes de dissimilaridade observada e a matriz
resultante do agrupamento.

O método de otimizacdo mais utilizado € o método de Tocher, que usa o
critério do estabelecimento de grupos, de forma que a distancia média intragrupos
seja sempre inferior a qualquer distancia intergrupos (Rao, 1952). O objetivo é
alcancar uma particdo do conjunto de individuos em subgrupos mutuamente
exclusivos por meio da maximizagdo ou minimizacdo de alguma medida
predefinida (Cruz, 2001).

Para este método é necessario que se obtenha uma matriz de
dissimiliaridade que identifica os individuos mais similares que irdo formar um
grupo inicial. Apds esse processo € avaliada a necessidade de inclusdo de novos
individuos mantendo-se o critério de que as distancias dentro de cada grupo
sejam sempre menores do que as do intergrupo (Cruz e Carneiro, 2003)

Por este método, é identificado o par de gendtipos que apresenta o0 menor
valor de distancia (d ii) na matriz de dissimilaridade, que formard o grupo inicial.
Em seguida é avaliada a possibilidade de inclusdo de outros gendtipos nesse
grupo inicial. A entrada de um genoétipo no grupo sera permitida se o acréscimo
no valor da distancia média intragrupo ndo ultrapassar um valor maximo permitido
(Carvalho, 1993), que pode ser arbitrariamente estabelecido ou corresponder ao
valor maximo da medida de dissimilaridade (d ii’), obtido no conjunto de menores
distancias envolvendo cada par de individuos.

O agrupamento de Tocher é normalmente utilizado juntamente com o
UPGMA, que revelam correspondéncia na alocacdo dos elementos nos grupos
(Arriel et al. 2006). A concordancia com o agrupamento de Tocher permanece

mesmo quando outro agrupamento hierarquico é utilizado ou técnica multivariada.
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Karasawa et al. (2005), trabalhando com tomates, encontraram correspondéncia
na formacao de grupos pelos métodos de Tocher e Vizinho Mais Proximo. Abreu
et al. (2004), através dos componentes principais e agrupamento de Tocher,
identificaram concordantemente as mesmas sub-amostras de feijdo-de-vagem

como as mais distantes.

2.6.1.4 Andlise das coordenadas principais

De maneira geral, ao se fazer o agrupamento, as informacdes individuais
sdo perdidas, restando apenas aquelas referentes a média dos grupos. Porém,
quando se trabalha com muitos individuos, o numero de estimativas de
similaridade/dissimilaridade obtido é relativamente grande, o que dificulta o
reconhecimento de grupos homogéneos. A opcao recai sobre o agrupamento dos
individuos com base nas dispersdes, em relacdo a eixos cartesianos obtidos por
componentes, por coordenadas principais ou variaveis canobnicas. A
representacdo no espaco por um menor numero de dimensdes mostra-se util, por
projetar em um gréafico uma configuragdo de itens, em um espaco de baixa
dimenséo, pois isto facilita a identificagdo dos grupos de genotipos relacionados
(Cruz, 1990; Dias, 1998).

As analises baseadas em dispersao grafica ainda sdo questionaveis pela
dificuldade do estabelecimento de grupos de similaridade de forma menos
subjetiva, com base na simples inspec¢ao visual da dispersao, onde a visualizacéo
do grau de similaridade pode ndo ser muito clara ou quando a analise nao
consegue resumir o complexo de informacdes das variaveis originais com apenas
informacOes representadas por dois eixos na analise grafica. A utilizacdo
conjugada de métodos de dispersao grafica com os de agrupamento tem sido
uma alternativa adequada em estudos de diversidade genética (Cruz e Carneiro,
2006).

Diversos trabalhos com coordenadas principais mostraram quanto de
variacao entre 0s genotipos é revelada por meio de dados RAPD (Colombo et al.
2000; Chowdhury et al. 2002; Sera et al. 2003; Arriel et al. 2006).

2.6.1.5 Coeficiente de correlacao cofenético — CCC
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Este coeficiente é estimado apos a obtengdo do dendrograma, onde se tem
uma nova leitura de dissimilaridade ou similaridade entre os gendétipos avaliados,
em que sdo estabelecidos novos coeficientes de semelhanca que podem ser
utilizados na formacéo de uma nova matriz de dissimilaridade, que é chamada de
coeficientes de semelhanca cofenéticos.

Segundo Cruz e Carneiro (2003), apds a formacdo do dendrograma uma
possivel simplificacdo dos dados originais pode ocorrer, gerando algumas
distorcbes sobre o padrdo de dissimilaridade entre os individuos estudados,
fazendo-se necessério julgar a adequacgdo dos resultados, que constitui a etapa
final do processo de agrupamento.

A adequacao dos resultados é realizada por meio do coeficiente de
correlacdo cofenético (CCC) proposto por Sokal e Rohlf (1962). O CCC é um
coeficiente momento-produto calculado entre os elementos da matriz de
similaridade e os elementos da matriz cofenética, que quantifica a concordancia
entre os valores originais da matriz de dissimilaridade e os valores apresentados
no dendrograma. Quanto maior o valor do CCC menor sera a distor¢cao provocada
ao agrupar os genotipos.

E importante ressaltar que um baixo CCC (< 0,7) ndo indica que o
dendrograma nédo apresente utilidade; indica apenas que alguma distorcdo deve

ter ocorrido.



27

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material genético

O material genético utilizado para a realizacdo desse trabalho foi doado
pelo Banco de Germoplasma de Capim-Elefante da Embrapa-CNPGL e instalado
nas dependéncias do Colégio Estadual Agricola Anténio Sarlo, em Campos dos
Goytacazes, regido norte do Estado do Rio de Janeiro (21°45'32"S e
41°20'32"W), em abril de 2008, com o objetivo de iniciar um programa de
melhoramento na Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(Tabela 1).

Foram plantados 46 genotipos e 30 dias apos o plantio foram coletadas
aleatoriamente laminas foliares jovens de sete plantas por acesso para a extracao
de DNA. As folhas correspondentes a cada acesso foram reunidas, enroladas em
papel aluminio, identificadas e imediatamente mergulhadas em N, liquido para
que ndo houvesse degradacdo do DNA. Uma vez no laboratério, o material foi
acondicionado em ultrafreezer a uma temperatura de -80 C.

As analises moleculares foram realizadas no Laboratorio de Melhoramento

Genético Vegetal do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuérias da UENF.
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Tabela 1: Identificacdo dos acessos de capim-elefante provenientes do Banco de
Germoplasma de Capim-Elefante (BAG-CE) da Embrapa Gado de Leite

introduzidos em Campos dos Goytacazes, RJ

Identificacéo Forma Pais de
UENF Identificacao Obtencéo Origem Procedéncia
1 Merker S.E.A. Introducao Brasil UFRRJ — Km 47
2 Merkeron Pinda  Introducédo Brasil UFRRJ — Km 47
3 Cubano Pinda  Introducao Brasil UFRRJ — Km 47
Merkeron
Comum de Pindamonhangaba
4 Pinda Introducéo Brasil - SP
Merkeron
5 Comum Introducéo Brasil UFRRJ — Km 47
P-241- CNPGL
6 Piracicaban®9  Introducéo Brasil
Elefante Hibrido
7 534-A Introducéo Brasil UFV — Vigosa - MG
Mole de Volta
8 Grande Introducéo Brasil Volta Grande - SP
Vruckwona Embrapa Gado de
9 Africano Introducéo Brasil Leite
10 Mineiro Introducao Brasil UFV - Vicosa — MG
Pedro Leopoldo -
11 Napier Introducao Brasil MG
12 Taiwan A-148 Introducéo Brasil UFRRJ — Km 47
13 Taiwan A-144 Introducao Brasil UFRRJ — Km 47
14 Taiwan A-25 Introducéo Brasil UFRRJ — Km 47
Capim-Cana
15 D’Africa Introdugdo Brasil EMCAPA - ES
Embrapa Gado de
16 King Grass Introducéo Cuba Leite
Merker Santa
17 Rita Introducéo Brasil UFRRJ — Km 47
18 Gramafante Introducao Brasil RS
19 Napier Goiano  Introducéo Brasil Goiés
IPEACO — Agua
20 Merker Introducéo Brasil Limpa - MG
21 Turrialba Introducao Brasil UFRRJ — Km 47
Embrapa Gado de
22 Cameroon Introducao Brasil Leite
ESAL — Lavras -
23 Roxo Introducao Brasil MG
24 Costa Rica Introducdo  Costa Rica Turrialba
Hibrido Gigante
25 da Colébmbia Introducéo Colémbia Colbmbia
Elefante de
26 Colbmbia Introducao Colémbia Colbmbia
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Identificacéo Forma Pais de
UENF Identificacao Obtencéo Origem Procedéncia
Nova Odessa —
27 Guagu/lZ.2 Introducéo Brasil SP
Napier Volta
28 Grande Introducao Brasil UFRRJ — Km 47
1J 7141 cv Embrapa Gado
29 EMPASC 306 Introducao Brasil de Leite
Elefante de
30 Pinda Introducao Colémbia Colémbia
Merker 86 -
31 México Introducao Colémbia Colémbia
Nova Odessa -
32 Trés Rios Introducao Brasil SP
Cameron -
33 Piracicaba Introducao Brasil UFRRJ — Km 47
IAC - Campinas UFRRJ — Km
34 Introducéo Brasil 47
Duro de Volta
35 Grande Introducao Brasil UFRRJ — Km 47
Elefante
Cachoeiro UFRRJ — Km
36 [tapemirim Introducao Brasil a7
Gigante de Pindamonhanga
37 Pinda Introducao Brasil ba — SP
38 Porto Rico Introducéo Brasil CAMIG
Pusa Gigante
39 Napier Introducdo india india
Pusa Napier n°
40 1 Introducdo india UFRRJ — Km 47
41 Embrapa Gado
Cuba-116 Introducao Brasil de Leite
42 Taiwan A-146 Introducéo Brasil UFRRJ — Km 47
43 Embrapa Gado
Pasto Panama Introducao Panama de Leite
44 Vrukwona Introducéo Brasil Piracicaba - SP
45 Albano Introducéo Colémbia Colémbia
46 Napier S.E.A. Introducéo Brasil UFRRJ — Km 47

3.2 Extracdo de DNA

Cerca de 100 mg de tecido macerado foi transferido para tubos de 1,5 mL e

imersos em N liquido para a extracdo de DNA de acordo com o protocolo PLANT
GENOMIC DNA MINI KIT, com as etapas descritas a seguir:
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Foram adicionados aos tubos contendo as amostras 400 pL de tampéao de
extracdo 1 (GP1 Buffer) e 5 uL RNase (10mg/mL) e agitado com o uso do vortex.
Este material foi incubado a 65T por 10 minutos. D urante a incubacéo, o tubo foi
invertido a cada 5 minutos. Em seguida, foi adicionado 100 pyL de tampéao 2 (GP2
buffer) e agitado por vortex para obter uma mistura homogénea. Logo apos, os
microtubos foram incubados em gelo por 3 minutos. Essa mistura (cerca de 500
pL) foi transferida para um novo tubo, com uma coluna de filtro posicionada em
um tubo coletor de 2 mL. Esse material foi centrifugado por 3 minutos a
13000RPM. A coluna de filtro foi descartada e cuidadosamente o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo. Foram adicionados 750 pL de tampéo 3 (GP3
buffer com isopropanol) ao filtrado (produto da lise celular) e misturado
imediatamente por vortex por 5 segundos. Logo em seguida, toda mistura foi
transferida para uma coluna matriz posicionada em um tubo coletor. Foi feita uma
nova centrifugacdo a 13000RPM por 2 minutos. O material que filtrou e ficou no
tubo coletor foi descartado. Foram adicionados 500 pL de tampé&o de lavagem
contendo etanol na coluna e centrifugado novamente a 13000RPM por 30
segundos. Foi feito o descarte do filtrado sendo a etapa repetida.

A coluna matriz foi transferida para um tubo limpo de 1,5 mL e adicionado
100 pL do tampéo de eluicdo preaquecido no centro da coluna matriz. O material
ficou em descanso por 5 minutos até o tampao de eluicdo ser absorvido pela
matriz. Foi feita uma ultima centrifugacdo a 13000RPM por 30 segundos para eluir
o DNA purificado.

O processo de extracdo foi feito uma Unica vez e o DNA extraido foi

utilizado tanto para as andlises RAPD como ISSR.

3.3 Quantificagdo do DNA

A quantificacdo do DNA foi realizada em géis de agarose 1,0%, utilizando-
se como padrdo um DNA de concentracdo conhecida (lambda). O gel foi corado
com gel red e blue juice (na proporcéo de 1:1) e a visualizacao foi feita atraves de
luz ultravioleta (Fotodocumentador MiniBis Pro — Bio-imaging Systems). A
concentracdo das bandas foi determinada pelo Programa Image, utilizando-se
como padrao um marcador de 250 pb. Posteriormente o DNA foi diluido (5 ng. pL

!y para as reacdes de polimerase em cadeia (PCR).
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3.4 CondicOes de amplificagao

3.4.1 Marcadores RAPD

As reacdes de amplificacdo foram realizadas segundo protocolo proposto
por Williams et al., (1990), com algumas modificacbes, em termociclador modelo
Eppendorf. As reagdes, em um volume final de 15 pL, contiveram os reagentes
nas seguintes concentragées: 10 mmol L™ Tris HCI, pH 8,3; 50 mmol L™ KCI; 2,4
mmol L™ MgCI2; 100 pM de cada um dos desoxiribonucleotideos (dATP, dCTP,
dGTP e dTTP); 0,4 uM de oligonucleotideos iniciadores; 5 ng de DNA gendmico e
0,75 unidade de Tag DNA polimerase. Foram aplicados 2 uL de DNA e
posteriormente adicionado o mix (13 pL) descrito anteriormente.

As reacdes de PCR (GeneAmp PCR System 9700 Thermal cycler - Applied
Biosystems) foram conduzidas da seguinte forma: 4 min a 94°C para
desnaturacao inicial, seguindo-se os 45 ciclos, cada um consistindo de 94°C por 1
min, 35T por 1 min para anelamento do iniciador, e 72°C por 3 min para
extensao inicial, e uma extensao final a 72°C por 7 min. Cada microtubo recebeu
6 pL de uma solucdo de gel red e blue juice (1:1) para corar a amostra,
totalizando os 19 pL da reacdo. Os fragmentos amplificados foram entédo
separados em gel de agarose 1,5%, e submetidos a luz UV para visualizacdo dos
resultados (Fotodocumentador Minibis Pro — Bio-imaging System). As imagens

dos géis foram capturadas para posterior analise.

3.4.1.1 Selecéo de iniciadores

Para escolha dos iniciadores foi realizada uma triagem com 37 iniciadores.
Destes iniciadores foram selecionados 27 com boa amplificacdo, a saber. OPA-
02, OPA-08, OPA-09, OPA-19, OPAA-11, OPAA-20, OPAB-2, OPAB-04, OPAB-
06, OPAB-09, OPAC-12, OPAC-17, OPAD-11, OPAE-11, OPAE-16, OPAE-18,
OPAW-09, OPAW-15, OPB-17, OPC-04, OPC-11, OPC-12, OPC-16, OPD-13,
OPD-20, OPN-05, OPN-15 (série Operon Technologies — California, USA).

Os produtos da amplificagdo foram separados por eletroforese, a uma
migracdo de 100 V por aproximadamente 2 horas, em gel de agarose a 1,5%,
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apos coloracdo com gel red e blue juice (1:1) e fotodocumentados sob luz

ultravioleta.

3.4.2 Marcadores ISSR

As reacdes de amplificacao foram realizadas em um volume final de 13 pL,
contendo 0s seguintes reagentes e suas respectivas concentragcfes finais: 10
mmol L™ Tris HCI, pH 8,3; 50 mmol L™ KCI; 2,4 mmol L™* MgCl,; 100 pM de cada
um dos dNTP; 0,4 uM de oligonucleotideos iniciadores; 5 ng de DNA genémico e
0,75 unidade de Tag DNA polimerase. Foram aplicadas 2 pL de DNA e
posteriormente adicionado o mix (11 pL) descrito anteriormente.

As reacdes de PCR (GeneAmp PCR System 9700 Thermal cycler -
Applied Biosystems) foram conduzidas da seguinte forma: 3 min a 94°C para
desnaturacao inicial, seguindo-se de 35 a 42 ciclos, onde cada um consistiu de
94°C por 1 min, 30-57<C por 1 min (dependendo do iniciador utilizado), 72°C por
3 min, e uma extenséao final a 72°C por 7 min. Os fragmentos amplificados foram
entdo separados em gel de agarose 1,5%, corados com gel red e blue juice (1:1),
e submetidos a luz UV para visualizacdo dos resultados (Fotodocumentador
Minibis Pro — Bio-imaging System). As imagens dos géis foram capturadas para

posterior analise.

3.4.2.1 Selecéao de iniciadores

As condicbes de amplificacdo foram otimizadas para cada iniciador,
detectando-se a temperatura mais adequada para amplificacdo. Foram testados
45 iniciadores, alguns ja utilizados para cultura em questdo por Ram et al. 2009,
outros utilizados para Pennisetum glaucum (L.) por Kumar et al. 2006, assim
como os iniciadores que compdem a biblioteca do Laboratério de Melhoramento
Genético Vegetal da Universidade do Norte Fluminense Darcy Ribeiro — Centro
de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias, escolhidos aleatoriamente. Uma vez
testados, os 25 melhores iniciadores foram selecionados para serem utilizados na
amplificacdo de locos polimérficos, a saber: (AC)3GC, (AC)8YG, (AC)8CT,
(AC)8T, (AC)8C, (AG)8YT, (AG)8YA, (AG)8CTA, (GA)BC, (GA)8T, (GA)9AC,
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(GA)IT, (GT)BCC, (CT)8G, (ACC)4Y, (ACT)6T, (ACT)6C, (GAA)GAA, DBD(AC)7,
(ATG)6, (ATG)6G, G(CTA)6, (GACA)4, (GGAT)3GA, (GGAT)3GA.

3.5 Andlise estatistica de dados

3.5.1 Anédlise dos fragmentos amplificados

Os dados foram obtidos pela avaliagdo visual das bandas mais
consistentes e evidentes nos 46 acessos estudados. Estes foram utilizados para
elaboracdo de uma matriz de dados binarios, utilizada para calcular a matriz de
dissimilaridade, em que o nimero 1 correspondeu a presenca de banda, o zero, a
auséncia de banda, e quando nado foi possivel determinar se a banda estava
presente ou ndo em funcdo da ndo amplificacdo de um dado acesso para um
determinado iniciador, foi computado como namero 2.

A analise de todos os dados foi feita pelo programa Genes (Cruz, 2008),
com excecdo dos dendrogramas que foram obtidos pelo método UPGMA, e
gerados com o auxilio do programa R (www.r-project.org). Posteriormente, foi
estimada a correlacdo cofenética entre a matriz de agrupamento e a matriz de

distancia.

3.5.2 Diversidade Genética

3.5.2.1 indice de Jaccard

Apés a exclusdo dos marcadores monomoérficos estimou-se a
dissimilaridade genética entre os acessos de capim-elefante. Para obtencdo da
matriz de dissimilaridade foi utilizado o complemento aritmético do Indice de
Jaccard. Esse coeficiente consiste na comparacdo do niumero de presencas de
bandas comuns e o numero total de bandas envolvidas, excluindo o nimero de

auséncias conjuntas (Meyer, 2002). Este coeficiente é definido pela expressao:

Dij =1 - Sjj
Onde:
Sij = a

a+b+c
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a = numero de bandas presentes nos acessos i, j;
b = nimero de bandas presentes no acesso i e ausentes no acesso j;

¢ = numero de bandas presentes no acesso j e ausentes no acesso I.
3.5.3 Andlise de agrupamento
3.5.3.1 Método Hierarquico UPGMA

O agrupamento por UPGMA foi realizado a partir dos dados da matriz
gerada nesse estudo pelo indice de Jaccard utilizando o programa GENES (Cruz,
2008). Segundo Cruz e Regazzi (2004), este método permite ao pesquisador
verificar o grau de similaridade entre genitores, genitores e grupos similares, ou
entre grupos distintos.

No método UPGMA, a distribuicdo dos individuos no dendrograma né&o
segue um critério de formacao de grupos, uma vez que o principal aspecto deste
meétodo consiste nas ramificacdes que sédo obtidas. Os individuos sdo agrupados
aos pares, utilizando-se médias aritméticas da dissimilaridade. O dendrograma
prioriza 0os gendtipos com maior similaridade, e as distancias entre um individuo e

um grupo formado pelos individuos i e j sdo calculadas por:

d(ij)k = média {dik + djk} = (dik + djk)

—
d(ij)k = distancia média entre o grupo ij e o individuo k;
dik = disténcia entre os individuos i e k;

djk = distancia entre os individuos j e k.
3.5.3.2 Método de otimizacédo de Tocher

A matriz de distancias geradas pelo coeficiente aritmético do indice de
Jaccard também foi utilizada para o agrupamento dos genétipos pelo método de
otimizacdo de Tocher empregando-se para tal os recursos computacionais do

programa GENES (Cruz, 2008).

3.5.4 Andlise das Coordenadas Principais (PCoA)
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A PCoA foi utilizada para verificar a disperséo dos individuos em um plano
de segunda dimenséo. PCoA € um método de dimensionamento que se inicia
com a matriz de semelhanca ou diferencas entre um conjunto de individuos e visa
produzir uma baixa parcela dimensional grafica dos dados de tal forma que as
distancias entre os pontos estejam perto da dissimilaridade original (Mohammadi
e Prasanna, 2003; Mingoti, 2007; Cruz et al. 2004). Para esta analise foi utilizado

0 programa computacional DarWin 5.
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4. RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

4.1.1 Produtos da amplificacao

Da triagem inicial, foram utilizados 26 iniciadores para a analise de
diversidade genética nos 46 acessos de capim-elefante. As reacdes efetuadas
com estes iniciadores proporcionaram 185 fragmentos amplificados, os quais
variaram em tamanho de 250 a 4000 pares de base (pb). Desse total foram
contabilizados 133 fragmentos polimorficos (72%) e 52 monomoficos (28%)
(Tabela 2). Para a andlise molecular, foram selecionados apenas os fragmentos
de maior intensidade e que apresentaram repetibilidade. Os iniciadores OPAD11
(Figura 1), OPAA20 e OPAE1 foram os mais informativos, que amplificaram 8
fragmentos polimérficos, enquanto que o iniciador menos informativo foi o OPC4,
amplificando apenas 2 fragmentos polimorficos.

Cada iniciador gerou, em média, 5,1 fragmentos polimérficos. Este valor
ficou acima da média dos valores encontrados por Pereira et al., (2008); Passos
et al. (2005) e Daher et al. (2002). Entretanto, este valor ficou abaixo dos
encontrados por Lowe et al. (2003) e Ram et al. (2009).
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Tabela 2 - Relagcédo dos iniciadores RAPD da Série OPERON Technologies com
0S respectivos numeros totais de fragmentos, numero de fragmentos
monomorficos e polimorficos, gerados em 46 genoétipos de capim-elefante
(Pennisetum purpureum Schum). Campos dos Goytacazes, RJ, 2008/2009.

Iniciadores Total de Fragmentos Fragmentos
Fragmentos Monomorficos Polimorficos

A2 9 4 5
A8 5 1 4
A9 8 2 6
AA 11 9 3 6
AA16 6 3 3
AA 20 10 2 8
AB 2 7 2 5
AB 4 7 1 6
AB 6 8 2 6
AB 9 7 1 6
AC 12 8 1 7
AC 17 8 2 6
AD 11 9 1 8
AE 11 10 2 8
AE 18 6 3 3
AW 15 6 1 5
AW 9 5 2 3
B 17 5 2 3
c1l1 8 1 7
c12 5 2 3
C16 6 3 3
C4 6 4 2
D13 6 2 4
D 20 7 1 6
N 15 6 2 4
N 5 8 2 6

TOTAL 185 52 133

MEDIA 7.1 2 5.1
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Figura 1 — Marcador fago lambda de 250 pb e perfis de fragmentos gerados por
RAPD com o iniciador OPAD11 em gel de agarose a 1,5% envolvendo 46
gendtipos de capim-elefante e 2 gendtipos de espécies distintas.

4.1.2 Diversidade Genética com base nos marcadores RAPD

4.1.2.1 Dissimilaridade genética

O complemento aritmético do indice de Jaccard foi empregado na matriz de
dados binarios formada a partir dos 133 fragmentos polimorficos e 52 fragmentos
monomoficos.

A maxima distancia foi observada entre os acessos Merker S.E.A e
Turrialba (Dij = 0,47) sendo, portanto, os materiais mais divergentes no estudo, e
a minima distancia foi observada entre os acessos Merkeron Comum de Pinda e
Merkeron Comum (Dij = 0,083), sendo assim os mais similares. A média da
distdncia genética obtida entre os acessos, 0,28, foi superior as distancias
relatadas por Pereira et al. (2008) e por Faleiro et al. (2005), que também
estimaram a distancia genética média em 0,21 e 0,24, respectivamente, e abaixo
dos valores encontrados por Lowe et al. (2003), que estimaram uma meédia de
0,31. Foi constatada variabilidade de gendtipos de capim-elefante baseado no
marcador RAPD demonstrando polimorfismo entre os acessos estudados, ndo
sendo detectadas duplicatas.

4.1.2.2 Analise de agrupamento
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O método de agrupamento de Tocher possibilitou a formacéo de 14 grupos
de divergéncia, baseado nas marcas geradas pelo marcador RAPD (Tabela 3).

Os gendtipos Merkeron Comum de Pinda e Merkeron Comum, identificados
como os individuos mais proximos pela matriz de Jaccard, estiveram presentes no
mesmo grupo, grupo |, jA os genotipos mais distantes, Merker S.E.A. e Turrialba,
aparecem em grupos de divergéncia diferentes.

No grupo |, formado pelos acessos Merkeron Comum de Pinda, Merkeron
Comum, Porto Rico, Gramafante, Napier, Mineiro, Taiwan A-144 e Mole de Volta
Grande, foram registradas 101 bandas polimérficas (55,3%)

O grupo Il foi constituido pelos acessos IAC — Campinas, Vrukwona,
Cubano Pinda, Cameroon, Pusa Gigante Napier, Capim-Cana D’Africa,
Vruckwona Africano, Cuba-116, P-241-Piracicaba n® 9, Guacu/lZ.2 e Cameron —
Piracicaba, onde foi observado 55,7% de fragmentos polimaérficos.

O grupo Il reuniu os acessos Merker Santa Rita, Trés Rios, Merker,
Taiwan A-25, Elefante de Colémbia, Elefante Cachoeiro Itapemirim, Hibrido
Gigante da Coldombia e Trés Rios, com 42,8% de polimorfismo

Os acessos Turrialba, Costa Rica, Elefante Hibrido 534-A, Porto Rico,
Napier S.E.A. e Pusa Napier n° 1 ficaram reunidos no grupo IV, com 30
fragmentos polimorficos do total analisado.

O grupo V foi composto pelos acessos Taiwan A-148 e Taiwan A-146.

Ja no grupo VI, reuniu os acessos Merkeron Pinda e Merker-86-México.

No grupo VIl ficaram alocados os acessos 1J 7141 cv EMPASC 306 e
Elefante de Pinda.

Os demais grupos foram formados por acesso unico. Dentre estes,
destaca-se o Roxo, grupo Xlll, acesso de coloracdo roxa, caracteristica Unica

encontrada entre os acessos do estudo.
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Tabela 3. Agrupamento pelo método de Tocher, de 46 gendtipos de capim-
elefante com base em 138 marcas polimérficas de RAPD utilizando-se o
Complemento Aritmético do Indice de Jaccard.

GRUPOS ACESSO

I 4 5 35 18 11 10 13 8
Il 34 44 3 22 39 15 9 41 6 27 33
11 17 19 20 14 26 36 25 32

vV 21 24 7 38 46 40
Vv 12 42
Vi 2 31
VIi 29 30
VIl 37
IX 43

X 45
XI 16
Xl 28
X 23
XV 1

Pereira (1992) prop0s a divisdo da variabilidade do germoplasma de capim-
elefante em cinco grupos morfolégicos: Napier, Merker, Cameroon, Ando e
hibridos interespecificos. Os resultados de agrupamento nesse estudo, com base
nos marcadores moleculares, analisada pelo indice aritmético de Jaccard
utiizando o método de otimizacdo de Tocher, estdo, de certa forma, em
consonancia com a classificagdo morfologica proposta por Pereira (1992).

A literatura relata que no inicio da introducdo do capim-elefante no Brasil,
conheciam-se duas cultivares com caracteristicas bem definidas: Merker e Napier
(Otero, 1961). Acredita-se que o acesso Merker utilizado nesse trabalho n&o seja,
aparentemente um acesso do grupo Merker, mas do grupo Napier, tendo ocorrido,
provavelmente ao longo de sua introducdo no BAG, perda de sua introducao
original (Daher et al. 2002).

Observa-se de um modo geral que houve uma separacdo entre a cultivar
Merker das cultivares do tipo Napier. De acordo com Pereira (2002), os materiais
do grupo Napier sdo mais produtivos, possuindo touceiras abertas, porte alto,
colmos grossos e época de florescimento intermediaria. JA os gendtipos do grupo
Merker possuem o porte um pouco mais baixo, colmos finos e época de
florescimento precoce. Entretanto, observou-se nesse estudo que acessos que

pertenceriam ao grupo Merker ficaram distribuidos em grupos de divergéncia
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distintos. Dessa forma, a distribuicdo dos acessos Merkeron comum no grupo |,
Merker Santa Rita e Merker, grupo Ill, Merkeron Pinda e Merker-86-México no
grupo VI, e Merker SEA no grupo XIV, demonstra a fragilidade da caracterizacao
morfologica para a alocacdo em grupos de divergéncias para esses materiais.

Shimoya et al. (2002), estudando a diversidade entre 99 acessos de capim-
elefante a partir de 17 caracteres morfolégicos, encontraram na composicéo de 18
grupos de divergéncia acessos que pertenciam a diferentes grupos de acordo
com a classificacdo morfologica descrita por Pereira (1992).

Os acessos Merkeron Comum de Pinda, Merkeron Comum, Mineiro,
Napier, Gramafante, Duro de Volta Grande, Mole de Volta Grande e Taiwan A-
144, ficaram. Com relacdo aos padrdes isoenzimaticos obtidos por Daher et al.
(1997a), € possivel observar a unidao dos acessos Napier e Mineiro dentro de um
mesmo padrdo. Resultados semelhantes foram encontrados por Pereira et al.
(2008) e Passos et al. (2005) utilizando marcadores RAPD, e Shimoya et al.
(2002) e Daher et al. (1997b) baseado na caracterizacdo morfolégica. Esses
resultados confirmam a hipétese de que a cultivar Mineiro € oriunda de selecao
entre progénies da cultivar Napier, constituindo-se atualmente em uma das
cultivares que ocupam maior area cultivada, sendo portanto esperado alto grau de
similaridade entre esses acessos (Pereira, 1992).

Observa-se ainda que os acessos Napier Goiano e Napier de Volta Grande
encontram-se em grupos de divergéncia distintos, grupos Il e XIi
respectivamente, contrariando resultados obtidos por Daher et al. (1997a) no qual
observaram estreita similaridade entre o0s acessos utilizando marcadores
isoenzimaticos.

Da mesma forma, a distribuicdo dos acessos Pusa Gigante Napier e Pusa
Napier n°® 1 em grupos distintos estd de acordo com o agrupamento obtido
empregando-se 0os marcadores isoenzimaticos apresentados em Daher et al.
(1997a), no qual tais acessos também posicionam-se em grupos distintos. Ainda
em consonancia entre a composicdo genética, manifestada pelos marcadores
moleculares (isonzimas e RAPD), e a diversidade geogréfica, relacionada com a
procedéncia indiana desses materiais, ratifica o posicionamento com uma
distancia genética entre os acessos Pusa Gigante Napier e Pusa Napier n° 1.
Entretanto, observando-se a procedéncia dos demais acessos do estudo, ndo é

encontrada relacdo entre a diversidade genética e a procedéncia dos materiais.
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Harris et al, (2009) estimando a diversidade genética de 89 acessos de
capim-elefante utilizando marcadores AFLP, também n&o encontraram correlagéo
entre a diversidade genética e a diversidade geogréafica do material estudado. Ja
Lowe et al. (2003), com o uso da ferramenta RAPD, obtiveram uma formacéo de 5
grupos distintos, todos relacionados com a localizagdo geografica do acessos
estudados. Contudo, estes autores trabalharam com trés acessos de P. glaucum
e 50 acessos de P. purpureum de origens diferentes, desde o leste e sul Africano
até os Estados Unidos.

Uma possivel explicacdo para a auséncia de grupos definidos de acordo
com localizacdo geografica seria o intenso intercambio de materiais, podendo ter
surgido modifica¢des na identificacdo dos materiais.

Na analise obtida pelo método hierarquico UPGMA foram distinguidos dez
grupos, considerando o ponto de corte de 0,29 (Figura 2), ilustrando a existéncia
de diferentes niveis de proximidade genética entre 0s acessos analisados. Este
valor se aproxima do valor arbitrado pela metodologia de Tocher igual a 0,27

(maior valor no conjunto envolvendo as menores distancias de cada acesso).
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Figura 2 - Dendrograma obtido pelo método de agrupamento hierarquico UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method Using an Aritmetic Average), com base no
complemento aritmético do indice de Jaccard obtido de marcas RAPD de 46
genaotipos de capim-elefante.

O grupo | foi composto pelos acessos King Grass, Cuba-116, Taiwan A-148
e Taiwan A-146. Fazendo uma comparacdo com Tocher, observa-se que somente
0s acessos Taiwan A-148 e Taiwan A-146 ficaram reunidos formando o grupo V.
Constatou-se nesse grupo a amplificacdo de 34 fragmentos polimérficos, o que
corresponde a 23% do total.

No grupo Il ficou alocado 0 acesso Roxo.

O grupo lll foi formado pelos acessos Pusa Gigante Napier, Cubano Pinda,
Capim-Cana D’Africa, Cameroon, IAC — Campinas, Vrukwona, Vruckwona
Africano, Cameron — Piracicaba, P-241-Piracicaba n® 9 e Guagu/IZ.2. Esse grupo
contabilizou 62% dos fragmentos polimorficos.

O acesso Merker S.E.A. formou o grupo IV.

No grupo V ficaram alocados os acessos Gigante de Pinda, Hibrido
Gigante da Colébmbia e Albano. Foi constatado 48% de fragmentos monomorficos
nesse grupo.

O grupo VI foi formado pelos acessos Napier Volta Grande, Elefante

Cachoeiro de Itapemirim, Taiwan A-25, Elefante de Colémbia, Trés Rios, Merker,
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Merker Santa Rita e Napier Goiano. Foi observado que esse grupo obteve 64%
dos fragmentos polimérficos do total.

No grupo VII os acessos Merkeron Pinda e Merker 86 — México ficaram
reunidos.

Os acessos 1J 7141 cv EMPASC 306, Elefante de Pinda, Elefante Hibrido
534-A, Turrialba, Costa Rica, Napier SEA, Porto Rico e Pusa Napier n°® 1
formaram o grupo VIII, totalizando 54% de polimorfismo.

O acesso Pasto Panaméa formou o grupo IX.

Ja o grupo X alocou os acessos Merkeron Comum de Pinda, Merkeron
Comum, Duro de Volta Grande, Gramafante, Mineiro, Napier, Mole de Volta
Grande e Taiwan A-144. Observou-se que esse grupo contabilizou 49% de
fragmentos polimaorficos.

Na descri¢cdo de caracterizagdo morfologica em Pereira (1992), referente a
época de florescimento de gendétipos de capim-elefante, observa-se que os
acessos que compdem os grupos de divergéncia apresentam épocas de
florescimento distintas, quando foram identificadas em precoce, intermediaria e
tardia. Xavier et al. (1993) estudando a época de floracdo de 60 acessos de
capim-elefante do BAG-CE, observaram que a maioria do acessos constituem o
grupo de florescimento intermediario. Entretanto, os acessos Vrukwona, IAC-
Campinas e Capim Cana d'Africa ndo floresceram, corroborando com a
caracterizacao descrita por Pereira (1992). Em consonancia com os resultados,
esses acessos ficaram agrupados tanto no método UPGMA como no método de
otimizacdo de Tocher desse estudo. Ja em relatos apresentados por Mello et al.
(2002), o acesso Napier apresentou florescimento precoce, ultrapassando 5% da
antese 56 dias ap0s o corte, ndo estando de acordo com os resultados obtidos
por Pereira (1992) e Xavier et al. (1993).

Observa-se que, baseado nos resultados obtidos por Tocher desse
trabalho, os acessos Porto Rico e Mineiro constituiram grupos de divergéncia
distintos, contrastando com resultados relatados por Pereira et al. (2008), que
encontraram entre 0s mesmos acessos distancia genética nula entre si, indicando
serem duplicatas. O que se pode verificar € que, provavelmente, sdo genétipos
com estreito grau de parentesco, entretanto ndo se trata do mesmo material

genético.
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Os acessos Cameron-Piracicaba, Vrukwona e Capim-Cana D’Africa
ficaram agrupados tanto no método de otimizacdo de Tocher quanto na andlise
UPGMA, concordando com resultados obtidos por Pereira et al. (2008). Ainda em
concordancia com esses resultados, Passos et al. (2005) relataram que os
acessos Cameron-Piracicaba e Vrukwona ficaram reunidos em um mesmo grupo
de divergéncia.

Os resultados obtidos por Tocher evidenciaram os obtidos por UPGMA.
Entretanto, ao comparar os grupos formados pelo método de otimizacdo de
Tocher com os dendrogramas, verifica-se que o método UPGMA é o0 que mais se
assemelha na diferenciacdo dos genotipos e, dependendo do ponto de corte
escolhido, pode ser formado um numero de grupos que expliguem a diversidade
do material, enquanto que nos demais, constatam-se diferencas na
hierarquizacao inicial dos genotipos.

Para averiguar se 0 agrupamento dos genoétipos apresentaria melhor
resolucdo empregou-se a técnica de coordenada principal (PCoA). Por meio das
analises, os resultados confirmam parcialmente os resultados obtidos pelo
método de hierarquizacdo UPGMA e de otimizacdo de Tocher.

A representacao grafica da associacdo dos genotipos, a partir da projecéo
em um plano espacial, procura reduzir a dimensionalidade dos espacos
interpontos. Entretanto, a PCoA ndo persegue a maximizacdo da variacdo, nas
projecdes dos pontos no espaco considerado, e requer apenas uma relacao entre
as distancias originais e distancias interpontos.

A projecao das coordenadas principais (Figura 3) reforca a proximidade
entre os acessos Merkeron Comum de Pinda e Merkeron Comum. Entretanto, o
grafico revela que esses acessos ficaram distantes dos acessos Gramafante,
Mineiro, Napier, Mole de Volta Grande e Taiwan A-144, que ficaram reunidos em
outro grupo de divergéncia ndo havendo concordancia com os agrupamentos
obtidos pelo método de Tocher e UPGMA, onde todos esses acessos ficaram em
um mesmo grupo. Ja os acessos Merker-86-México e Merkeron de Pinda ficaram

agrupados em todas as analises.
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Figura 3. Agrupamento por PCOA para marcadores RAPD, com base no
complemento aritmético do Indice de Jaccard, de 46 gendtipos de capim-elefante.

Os acessos Capim-Cana D’Africa, Vruckwona Africano, Guagu/lZ.2,

Cubano Pinda, Cameron — Piracicaba, Cameroon, Vrukwona, IAC — Campinas e

Pusa Gigante Napier ficaram reunidos tanto na otimizacdo de Tocher e UPGMA

quanto PCoA, verificando assim uma concordancia entre todas as analises

realizadas nesse estudo para o marcador RAPD.

De acordo com os resultados, pode-se concluir que, independente da

variabilidade encontrada, a distribuicdo dos pontos no espago permitiu

representar toda a variabilidade existente.

4.2. ISSR (Inter Simple Sequence Repeat)

4.2.1 Produtos da amplificacao
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Utilizando-se os 25 iniciadores do tipo ISSR previamente selecionados,
foram contabilizados 216 fragmentos de DNA, os quais variaram em tamanho de
250 a 3500 pares de base. Desse total, 164 fragmentos foram polimorficos
(75,93%) e 52 monomdficos (24,07%) (Tabela 4). Para esta analise, foram
selecionados apenas os fragmentos de maior intensidade e que apresentaram
repetibilidade O iniciador (AG)8CTA foi o mais informativo, obtendo 11 fragmentos
polimorficos (Figura 4), seguidos dos iniciadores (GA)9T, (GACA)4 e (GAA)GAA,
com 10, 9 e 9 fragmentos polimorficos respectivamente, enquanto que o iniciador
(GT)6CC foi 0 menos informativo, com apenas 2 fragmentos polimaorficos.

Cada iniciador gerou uma média de 6,56 fragmentos polimorficos. Ram et
al. (2009) encontram valores superiores analisando a diversidade genética de
capim-elefante utilizando 10 iniciadores de ISSR, com uma média de 8,8
fragmentos polimérficos por iniciador. Os autores relatam ainda que o uso dos
marcadores ISSR foram empregados pela primeira vez na cultura do capim-
elefante para avaliar a diversidade genética. Xido et al. (2006) utilizaram 12
iniciadores ISSR para detectar a diversidade genética de 30 acessos de D.
glomerata produzindo um total de 88 fragmentos polimérficos, uma média de 7,3

fragmentos por iniciador.
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Tabela 4 - Iniciadores de ISSR utilizados e o numero de marcas monomorficas e
polimérficas geradas no estudo da diversidade genética entre 46 acessos de
capim-elefante. Campos dos Goytacazes — RJ. 2009.

Iniciadores Total Monomorfico Polimérfico % Polimorfismo
(GAGA)3CC 8 1 7 87,5
(GT)eCC 5 3 2 40
(AC)3GC 9 3 6 66,6
(AC)8CT 7 2 5 71,4
(AC)BYG 10 4 6 60
(GGAT)3GA 8 4 4 50
(GAA)6AA 9 0 9 100
(CT8G 9 1 8 88,8
(AC)8T 10 2 8 80
(AG)BYT 9 1 8 88,8
(AG)8YA 9 4 5 55,5
(ATG)6 6 0 6 100
(GACA)4 9 0 9 100
DBD(AC)7 8 3 5 62,5
(GA)BC 9 2 7 77,7
(GA)8T 11 5 6 54,5
(AC)8C 9 2 7 77,7
(ACT)6T 8 2 6 75
(ACT)6C 10 2 8 80
(ATG)6G 7 2 5 71,4
G(CTA)6 6 2 4 57,1
(GA)9T 10 0 10 100
(GA)9AC 9 2 7 77,7
(ACC)4aY 10 5 5 50
(AG)8CTA 11 0 11 100
TOTAL 216 52 164 -
MEDIA 8,64 2,08 6,56 -

Y=CouT;R=AouG
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Figura 4 — Marcador fago lambda de 250 pb e perfis de fragmentos gerados por
ISSR com o iniciador (AG)8CTA em gel de agarose a 1,5% envolvendo 46
genotipos de capim-elefante.

4.2.2 Diversidade genética com base nos marcadores ISSR

4.2.2.1 Dissimilaridade genética

A divergéncia genética entre os 46 acessos foi estimada através da matriz
de dados binarios, formada a partir dos 164 fragmentos polimorficos e 52
fragmentos monomdficos utilizando o complemento aritmético do indice de
Jaccard.

A méaxima distancia foi observada entre os acessos Elefante de Pinda e
Taiwan A-148 (Dij = 0,47) sendo, portanto, 0os materiais mais divergentes no
estudo, e a minima distancia foi observada entre os acessos Merkeron Comum e
Merkeron Comum de Pinda (Dij = 0,06207), sendo assim 0s mais similares. A
média da distancia genética obtida entre os acessos, foi de 0,3350. Esses valores
ficaram abaixo dos obtidos por Ram et al. (2009) utilizando o indice de
similaridade de Nei e Li, no qual encontram uma amplitude de 0,56 a 0,96, com

uma distancia média de 0,64 entre os 30 acessos de capim-elefante analisados.

4.2.2.2 Andlise de agrupamento
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O método de agrupamento de Tocher possibilitou a formacgéo de 12 grupos
de divergéncia, baseado nos marcadores ISSR (Tabela 5).

Os acessos Merkeron Comum e Merkeron Comum de Pinda, identificados
como os individuos mais proximos pela matriz gerada pelo indice de Jaccard,
estiveram presentes no mesmo grupo, grupo . Ja os genétipos mais distantes,
Elefante de Pinda e Taiwan A-148, aparecem em grupos de divergéncia
diferentes.

O grupo I, constituido pelos acessos Merkeron Comum, Merkeron Comum
de Pinda, Porto Rico, Mineiro, Napier, Taiwan A-144, Gramafante, Elefante
Cachoeiro Itapemirim, Duro de Volta Grande, Gigante de Pinda, Mole de Volta
Grande, Napier Goiano, Merker Santa Rita, Elefante de Colémbia e Taiwan A-25,
foram constatados 129 fragmentos polimorficos.

No grupo Il, os acessos IAC-Campinas, Pusa Gigante Napier, Vrukwona,
Cubano Pinda, Cameroon, Vruckwona Africano, King Grass, Capim Cana d’Africa,
Cuba-116, Cameroon Piracicaba, P-241-Piracicaba n°® 9, Guacu/lZ.2, Merker e
Taiwan A-146 ficaram reunidos. Foram contabilizados 122 fragmentos
polimorficos.

Ja o grupo llI foi constituido pelos acessos Turrialba, Costa Rica, Elefante
Hibrido 534-A, Napier SEA e Elefante de Pinda, onde foram obtidos 47% de
fragmentos polimaorficos.

Os acessos Merkeron Pinda, Merker-86-México e Albano ficaram alocados
no grupo IV, sendo amplificados 65 fragmentos polimérficos, o que corresponde a
36,3% do total obtido.

O grupo V foi formado pelos acessos Merker SEA e Trés Rios, onde foi
contabilizado um total de 44 fragmentos polimérficos.

Os demais acessos formaram grupos individuais.
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Tabela 5. Agrupamento pelo método de Tocher, de 46 gendtipos de capim-
elefante com base em 164 marcas polimorficas de ISSR utilizando-se o
Complemento Aritmético do Indice de Jaccard.

GRUPO ACESSOS

I 4 5 38 10 11 13 18 36 35 37 8 19 17 26 14
Il 34 39 44 3 22 9 16 15 41 33 6 27 20 42
I 21 24 7 46 30

v 2 31 45
Vv 1 32
Vi 12

Vi 23
VIli 28

IX 25

X 40

Xl 43

Xl 29

Na andlise de agrupamento por UPGMA, considerando o ponto de corte de
0,31, foram distinguidos dez grupos (Figura 5) ilustrando a existéncia de

diferentes niveis de proximidade genética entre os acessos analisados.
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Figura 5 - Dendrograma obtido pelo método de agrupamento hierarquico UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method Using an Aritmetic Average), com base no
complemento aritmético do indice de Jacard obtido de marcas ISSR de 46
genaotipos de capim-elefante.

O grupo | foi formado pelo acesso IJ 7141 cv EMPASC 306.

No grupo Il os acessos Elefante Hibrido 534-A, Turrialba, Costa Rica,
Elefante de Pinda e Napier SEA ficaram reunidos com 54,2% dos fragmentos
polimorficos.

Os acessos Merkeron Pinda, Merker-86-México, Mole de Volta Grande,
Albano, Taiwan A-25 e Elefante de Coldmbia constituiram o grupo |lll,
contabilizando 58% dos fragmentos polimorficos.

O grupo IV foi formado pelo acesso Pusa Napier n° 1.

Ja o grupo V foi formado pelos acessos Hibrido Gigante de Colémbia,
Taiwan A-144, Elefante Cachoeiro de Itapemirim, Gramafante, Mineiro, Napier,

Porto Rico, Merkeron Comum, Merkeron Comum de Pinda, Duro de Volta Grande
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e Gigante de Pinda. Esse grupo foi contabilizado por 122 fragmentos polimorficos,
0 que representa 56,5%.

Os grupo VI, VI e VIII foram constituidos apenas por um acesso, Pasto
Panama, Napier Volta Grande e Roxo, respectivamente.

No grupo IX ficaram alocados os acessos Merker S.E.A., Trés Rios,
Merker, Merker Santa Rita e Napier Goiano, onde 58% dos fragmentos
amplificados eram monomorficos, demonstrando baixa variabilidade dentro do
grupo.

J& o grupo X reuniu os acessos Guagu 1Z.2, Vruckwona Africano, P-241-
Piracicaba, Cameron Piracicaba, King Grass, Capim Cana d'Africa, Vruckwona,
IAC-Campinas, Pusa Gigante Napier, Cubano de Pinda, Cameroon, Taiwan-148,
Cuba-116 e Taiwan A-146. Registrou-se nesse grupo 65% de fragmentos
polimorficos.

Os acessos Napier e Mineiro ficaram proximos nos grupos de divergéncia
formados, tanto no meétodo de otimizacdo de Tocher quanto UPGMA, em
consonancia com a hipotese de que a cultivar Mineiro € oriunda de selecéao entre
progénies da cultivar Napier.

O acesso Porto Rico se alocou no mesmo grupo de divergéncia que 0s
acessos Napier e Mineiro, entretanto néo se trata do mesmo material genético,
corroborando a andlise obtida para os marcadores RAPD. Contudo, para
sustentar a afirmativa de que os acessos Porto Rico e Mineiro tratam de um
mesmo genotipo com denominagdes diferentes, se faz necessério a utilizagdo de
caracterizacdo morfolégica para diferenciar os gendtipos fenotipicamente,
sobretudo porque nesse estudo, utilizando marcadores RAPD, esses acessos
estiveram presentes em grupos distintos tanto pelo método do Tocher, UPGMA e
PCoA, entretanto, para ISSR ficaram alocados em um mesmo grupo de
divergéncia genética.

De acordo com a descricdo morfologica de Pereira (1992), os acessos do
grupo Merker estariam reunidos em um mesmo grupo, entretanto, ficaram
alocados em grupos de divergéncia distintos. Contudo, foi observada proximidade
entre os acessos Merker-86-México e Merkeron Pinda e entre 0s acessos
Merkeron Comum e Merkeron Comum de Pinda, em todas as analises realizadas

nesse estudo.
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Da mesma forma, foi observado que os acessos Napier Goiano e Pusa
Napier n° 1 constituem grupos de divergéncia distintos, em consonancia com 0s
resultados obtidos por Daher et al. (1997 a).

De acordo com a representacédo grafica a partir da projecdo em um plano
espacial, a analise obtida a partir das coordenadas principais (Figura 5), aponta a
proximidade entre os gendtipos mais similares, Merkeron Comum e Merkeron
Comum de Pinda. Observa-se ainda que o acesso Pasto Panama encontrou-se
separado dos demais acessos, diferente dos resultados obtidos por Tocher e
UPGMA.
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Figura 5 - Agrupamento por PCoA para marcadores ISSR, com base no
complemento aritmético do Indice de Jaccard, de 46 gendtipos de capim-elefante.

E importante ressaltar que a quantificacdo da variabilidade genética é um
dos pilares do melhoramento de plantas, seja para identificar gendtipos
geneticamente distantes, visando a utilizacdo de distintos conjuntos génicos em
cruzamentos para obtencdo de hibridos e segregantes superiores, seja para
avaliar o grau de erosdo genética ou mesmo para conhecer a amplitude da base
genética de formas cultivadas ou em fase de domesticacdo e adaptacao (Miranda
et al., 2003; Dandolini et al., 2008; Munhoz et al., 2009).

4.3 Comparacdao entre os marcadores RAPD e ISSR

A matriz obtida para o RAPD resultou em uma correlacdo cofenética de
0,72. Resultados semelhantes foram obtidos para a matriz gerada com base nos
marcadores ISSR, com uma correlacédo cofenética de 0,73.

Os dendrogramas construidos utilizando os marcadores RAPD e ISSR
foram correlacionados pelo teste de Mantel (Mantel, 1967), significativo a 1 % em

1000 permutacdes, e revelaram um coeficiente de 0,76 (Tabela 6), mostrando
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uma boa correlacdo genética entre os resultados obtidos com o estudo dos dois
marcadores. Em estudo com Humulus lupulus L., foi constatada uma correlacao
entre os marcadores RAPD e ISSR mais alta (r = 0,96) porém o nivel de
polimorfismo do ISSR foi inferior ao realizado no presente estudo (Patzak, 2001).
Entretanto, baixos valores de correlacédo (r = 0,33) foram observados por Ram et
al., (2009) quando compararam as matrizes obtidas por dados oriundos dos
marcadores do tipo RAPD e ISSR para acessos de capim-elefante. Bohn et al.,
(1999) relataram uma correlacao insignificante entre RFLP, AFLP e SSR em trigo

(Triticum aestivum L.).



Tabela 6: Dados obtidos para dois tipos de marcadores de DNA na analise de diversidade genética entre 46 acessos de capim-
elefante. Campos dos Goytacezes — RJ, 2009.

Marcadores

Caracteristicas

N° de Iniciadores

N° total de fragmentos

Fragmentos polimorficos

Fragmentos monomaorficos

Média de frag. polimérficos por iniciador
Maior distancia

Menor distancia
Distancia Média

RAPD
27
185
133
52
51
0,47(Merker SEA e Turrialba)
0,083(Merkeron Comum de Pinda e
Merkeron Comum )

0,28

ISSR
25
216
164
52
6,56

0,47(Elefante de Pinda e Taiwan A-148)
0,062(Merkeron Comum de Pinda e Merkeron
Comum)

0,33

Correlagdo de Mantel entre as duas
matrizes

0,76

9G
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4.3.1 Andlise de agrupamento

Na analise de agrupamento obtida através do método de otimizacdo de
Tocher para a analise conjunta dos marcadores RAPD e ISSR (Tabela 7), foi
observado a formacéo de 14 grupos de divergéncia.

O grupo | foi formado pelos acessos Merkeron Comum de Pinda, Merkeron
Comum, Porto Rico, Duro de Volta Grande, Mineiro, Napier, Gramafante, Taiwan
A-144, Elefante Cachoeiro de Itapemirim e Mole de Volta Grande.

No grupo Il ficaram reunidos os acessos Merker Santa Rita, Napier Goiano,
Merker, Taiwan A-25, Elefante de Colémbia e Trés Rios.

Os acessos IAC — Campinas, Vrukwona, Pusa Gigante Napier, Cubano
Pinda, Cameroon, Capim-Cana D’Africa, Vruckwona Africano, Cuba-116, King
Grass, P-241-Piracicaba n° 9, Cameron — Piracicaba e Guagu/lZ.2 ficaram
reunidos no grupo lll.

Ja os acessos Turrialba, Costa Rica, Elefante Hibrido 534-A, Napier SEA e
Elefante de Pinda se agruparam formando o grupo IV.

O grupo V reuniu os acessos Merkeron Pinda e Merker 86 — México.

Os acessos Taiwan A-148 e Taiwan A-146 ficaram agrupados no grupo VI.

No grupo VII, os acessos Hibrido Gigante da Colombia e Gigante de Pinda
ficaram alocados.

Os demais acessos formaram grupos individuais.

A formacgdo dos grupos foi concordante tanto para analise RAPD, ISSR
quanto para andlise conjunta. E importante ressaltar que os acessos Mineiro e
Napier ficaram reunidos em um mesmo grupo de divergéncia, estando de acordo
com a hipdtese de que provavelmente existe um estreito grau de parentesco entre
0S acessos. Entretanto, o acesso Porto Rico demonstrou ter proximidade com o
acesso Mineiro, mas nao trata do mesmo material, contrariando 0s resultados
obtidos por Pereira et al. (2008).

O agrupamento dos acessos Cameron-Piracicaba, Vrukwona e Capim-
Cana D’Africa confirmam os encontrados por Pereira et al. (2008) e Passos et al.
(2005). Baseados nos estudos relatados por Xavier et al. (1993), esse

agrupamento pode estar associado com a época de florescimento dos acessos.
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Tabela 5: Agrupamento pelo método de Tocher, de 46 gendtipos de capim-
elefante com base em 133 fragmentos polimoérficos de RAPD e 164 fragmentos
polimorficos de ISSR utilizando-se o complemento aritmético do indice de
Jaccard.

GRUPOS ACESSOS

I 4 5 38 35 10 11 18 13 36 8
Il 17 19 20 14 26 32
1] 34 44 39 3 22 15 9 41 16 6 33 27

A% 21 24 7 46 30
\Y, 2 31
Vi 12 42
Vi 25 37
VIl 45
IX 40

X 28
Xl 43
Xl 1
Xl 29
XIV 23

Os acessos Napier Goiano e Napier de Volta Grande também ficaram
alocados em grupos de divergéncia distintos na analise conjunta, da mesma
forma que os acessos Pusa Gigante Napier e Pusa Napier n°® 1. Esse resultado
aponta que para esses materiais, ndo € encontrada relacdo entre a diversidade

genética e a procedéncia dos materiais.

Foi obtido um dendrograma da analise conjunta dos dados gerados pelos
marcadores RAPD e ISSR, que revelou um coeficiente de correlacdo cofenético
de 0,75 (Figura 6). Este valor gerado pela combinacdo dos dados (RAPD + ISSR)
ficou acima do que o encontrado para a correlacdo entre as matrizes geradas por
marcadores RAPD e ISSR. Assim, os marcadores RAPD e ISSR combinados
foram mais eficientes na determinacéo das relagbes genéticas entre 0os genotipos
de capim-elefante, mostrando que os dados RAPD se correlacionaram com
agueles gerados para o marcador ISSR.

De acordo com a andlise obtida por UPGMA (Figura 6), observou-se a

formacao de 10 grupos, com um ponto de corte em 0,29.
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Figura 6 - Dendrograma obtido pelo método de agrupamento hierarquico UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method Using an Aritmetic Average), com base no
complemento aritmético do indice de Jaccard obtido de marcas RAPD e ISSR de
46 gendtipos de capim-elefante.
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Foi observado que acesso Roxo ficou alocado em um grupo individual tanto
para os marcadores RAPD quanto para o ISSR, o que caracteriza uma boa
correspondéncia entre os dois marcadores. Os acessos Merkeron de Pinda e
Merker-86-México também se agruparam para os dois marcadores utilizados
nesse estudo, 0 que caracteriza uma boa correspondéncia entre as andlises dos
dois marcadores

Foi também constatado que os acessos Mineiro e Napier ficaram reunidos
em um mesmo grupo, demonstrando serem 0S acessos mais similares ou de
menor distancia genética, com uma distancia de 0,10. Os acessos que tiveram
uma maior distancia foram Merker SEA e Merkeron Comum de Pinda, com uma
distancia genética de 0,44.

Observa-se também que o0s acessos IAC-Campinas, Vrukwona,
Guacu/l1Z.2, P-241-Piracicaba, Vrukwona Africano, Cameron-Piracicaba, Capim

Cana d'Africa, Pusa Gigante Napier, Cubano de Pinda e Cameroon ficaram
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reunidos, tanto para o marcador RAPD e ISSR quanto para os dois marcadores
em conjunto (RAPD + ISSR).

Para o marcador RAPD foi obtida uma frequéncia de 76% fragmentos
polimorficos, enquanto o marcador ISSR gerou 76 % fragmentos polimorficos,
sendo, portanto, a mesma freqtiéncia de polimorfismo entre os dois marcadores.
Ressalta-se que tanto o marcador RAPD quanto o ISSR possibilitaram identificar
divergéncia genética entre o0os acessos de capim-elefante, demonstrando
eficiéncia nos dois marcadores para o estudo de diversidade genética.

Foi constatada uma ampla variabilidade de gendtipos de capim-elefante,
em ambos os marcadores, RAPD e ISSR, demonstrando polimorfismo entre os
acessos estudados, ndo sendo detectadas duplicatas. Tanto o marcador RAPD
quanto o ISSR tém auxiliado na quantificacdo da variabilidade genética em
diferentes populacbes de plantas e cole¢cdes de germoplasma, identificando
progenitores com caracteristicas desejaveis, 0s quais podem ser utilizados em
cruzamentos visando a exploracdo da heterose hibrida em um programa de
melhoramento de capim-elefante.

E importante ressaltar que tanto o marcador RAPD quanto o ISSR
apresentaram o mesmo nivel de polimorfismo, sendo eficientes na deteccdo da
variabilidade entre os acessos de capim-elefante analisados. Entretanto, ao
combinar os dados analisados, observou-se uma correlacdo mais alta quando
comparado a analise separadamente.

Vale salientar que os métodos de hierarquizagdo UPGMA e otimizacdo de
Tocher devem ser empregados em conjunto, para complementar os resultados e,
caso haja um numero elevado de gendtipos, a dispersdo grafica dos escores
originados pelas coordenadas principais auxiliara em uma melhor distincdo dos

agrupamentos formados.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

O potencial produtivo do capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum.),
associado a outras caracteristicas forrageiras favoraveis, tais como boa
qualidade, palatabilidade e vigor, tem estimulado ndo s6 o cultivo dessa espécie,
como também o seu melhoramento genético visando ao desenvolvimento de
cultivares para utilizacdo sob pastejo e para capineira. Por ser uma espécie de
rapido crescimento e de alta producdo de biomassa vegetal sendo altamente
eficiente na fixacdo de CO, durante o processo fotossintético, o capim-elefante
tem sido utilizado também como fonte alternativa de energia. O conhecimento do
grau de divergéncia genética é de grande importancia em programas de
melhoramento que envolvem hibridacbes, por fornecer parametros para
identificacdo de progenitores que, quando cruzados, possibilitam maior efeito
heterotico na progénie e maior probabilidade de recuperar gendtipos superiores nas
geracOes segregantes. Em vista disso, esse trabalho teve como objetivo estimar a
diversidade genética entre 46 acessos de capim-elefante utilizando marcadores
de DNA RAPD e ISSR verificando a eficiéncia entre os marcadores utilizados e
comparando os meétodos na discriminacdo dos acessos.

Em funcéo dos resultados obtidos, pdde-se concluir que os marcadores RAPD e
ISSR foram eficientes métodos para acessar a variabilidade genética do capim-
elefante. Contudo, foi observada uma boa correlacdo entre os dois marcadores,
demonstrando que na andlise conjunta os resultados foram mais eficientes do que

na analise individual, obtida a partir de cada marcador. Nao foi encontrada
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distancia genética nula, o que indica ndo constituir duplicatas na colecdo em
estudo, observando-se uma boa variabilidade genética entre os acessos, 0 que
possibilita a selecdo de genitores divergentes para programas de melhoramento.
E importante ressaltar que em estudos de diversidade genética, os métodos de
hierarquizacdo UPGMA e otimizacdo de Tocher devem ser empregados em
conjunto, para complementar os resultados e, caso haja um numero elevado de
genotipos, a dispersdo grafica dos escores originados pelas coordenadas
principais auxiliara numa melhor distincdo dos agrupamentos formados.

O conhecimento da relagdo genética sera de grande valor nas diretrizes de
exploracdo do capim-elefante, pois possibilitara a otimizagdo do uso do
germoplasma disponivel afim de explorar a maxima variabilidade na selecédo de
populacdes segregantes que pode ser alcancada pelo uso de gendtipos mais

divergentes.
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