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AVALIACAO DE HIBRIDOS POR MEIO DE
MARCADORES RAPD E IDENTIFICACAO DO
MODO DE REPRODUCAO PELA ANATOMIA DE
SACOS EMBRIONARIOS EM BRACHIARIA
HUMIDICOLA

A identificagdo de um acesso sexual tetrapléide no germoplasma de
Brachiaria  humidicola dessa espécie permitiu a realizagdo de
cruzamentos intraespecificos com a cv. Tupi, apomitica e tetrapldide.
Dessa progénie foram selecionadas 60 plantas com base em caracteres
morfoagrondmicos. O objetivo desse trabalho foi identificar hibridos
por meio de marcadores RAPD e determinar o modo de reproducao,
pela analise dos sacos embrionarios. Para tanto, utilizou-se oito primers
de RAPD previamente selecionados como diferenciadores nos genitores
e 0s sacos embrionarios foram analisados por microscopia de contraste
de interferéncia. Pela técnica de RAPD, 57 plantas foram confirmadas
como hibridas e trés plantas ndo apresentaram nenhuma das bandas
exclusivas do genitor apomitico, indicando autofecundagdo. Na analise
do modo de reproducao das plantas hibridas, 28 plantas apresentaram
sacos embriondrios de origem meiética (plantas sexuais) e 29, sacos
embriondrios apospdricos tnicos e/ou multiplos (plantas apomiticas).
Todas as plantas de autofecundacao eram sexuais como esperado.

Palavras-Chave: hiologia; hibridos;, sacos embrionarios; germoplasma;
Brachiaria humidicola.

The identification of a sexual accession in the germplasm collection of
Brachiaria humidicola allowed for intraspecific hybridization with an
apomictic and tetraploid accession, cv. Tupi. Sixty plants of the progeny
from this cross were selected based on mopho-agronomic traits. The
objective of this project was to verify hybrids using the RAPD
technique and determine the mode of reproduction by the analysis of
embryo-sacs. For that, eight RAPD primers previously selected as
discriminating between the genitors and embryo sac analyses were
conducted using interference contrast microscopy. RAPD technique
identified 57 plants as hybrids and 3 plants did not present any of the
bands from the apomictic genitor thus were classified as self-pollinated.
Analysis of the mode of reproduction of the hybrid plants identified 28
with sacs of meiotic origin (sexual plants) and 29 with single or
multiple aposporous sacs (apomictic plants). All selfed plants were
sexual as expected.

Keywords: Brachiaria; cytoembryology; crossed fertilization; molecular
markers; genetic improvement.
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INTRODUCAO

Brachiaria humidicola (Rendle) Schweick tém como origem do leste e sudeste da Africa. No
Brasil, foi introduzida como forrageira em maior intensidade nas regides norte e centro-
oeste, com ocorréncia predominante em dareas de solos tmidos e seu cultivo é

recomendado para areas com drenagem deficiente (DIAS-FILHO, 2005).

A incontestavel importancia das pastagens de braquidrias para a bovinocultura
na regido dos Trépicos como base da alimentacdo animal. Entretanto, o nimero de
cultivares comercialmente disponiveis é baixo e, especialmente critico, € o caso de B.
humidicola, com apenas trés cultivares registradas no Ministério da Agricultura Pecuéria e

Abastecimento (MAPA, 2007).

Espécies de Brachiaria sdo, na maioria, polipléides e apomiticas. A apomixia é um
modo de reproducdo assexuada por meio de sementes clonais (OZIAS-AKINS; VAN
DIJK, 2007). Esse fato também dificulta o aumento da variabilidade genética desse género,

pois é uma barreira para a fecundacdo cruzada (ASSIS et al., 2003).

Caracteristicas citologicas e moleculares da reproducao apomitica, seu controle
genético e sua relacdo com o mecanismo sexual sdo aspectos que vém sendo explorados
por varios grupos de pesquisa, devido ao seu potencial para revolucionar a produgdo
agricola, maximizando a producdo através da fixacdo do vigor hibrido, facilitando a
producdo de sementes hibridas e acelerando o processo de melhoramento

(DALL’AGNOL; SCHIFINO-WITTMANN, 2005).

Para realizar um programa de melhoramento genético de plantas apomiticas
torna-se necessdria a utilizacao de plantas sexuais que possam ser utilizadas como planta-
mae nos cruzamentos com as plantas apomiticas, que serdo as doadoras de pélen. No caso
de B. humidicola, foi identificado no banco de germoplasma da Embrapa Gado de Corte,
Campo Grande - MS, um acesso sexual polipléide (BOLDRINI et al., 2006) que

possibilitou a realizagdo de cruzamentos intraespecificos.

Um entrave no processo de melhoramento genético de braquidria é a
identificagdo visual de hibridos de cruzamentos, especialmente quando os pais sao
fenotipicamente semelhantes. A continuidade dos trabalhos esbarra na dificuldade em se
diferenciar na progénie as plantas hibridas daquelas oriundas de autofecundacdo, uma

vez que ndo se faz emasculagado prévia ao cruzamento.

Tradicionalmente, os melhoristas utilizam descritores morfolégicos para a
identificagdo de hibridos dentro dos programas de melhoramento. Porém o uso desses

descritores possui diversas limitagdes, como o fato de serem, freqiientemente, afetados
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2.1.

2.2.

pelo efeito ambiental e de que a avaliagdo s6 pode ser feita na planta adulta e, muitas

vezes, apos o florescimento (SILVA et al., 2005).

Os marcadores moleculares vém sendo aplicados com sucesso em varias espécies
de plantas cultivadas (BASTIANEL et al., 2006), especialmente porque acessam
diretamente o gendtipo da planta, evitando, assim, a expressdo do fenétipo e a influéncia
do ambiente sobre este. Além disso, podem ser analisados a partir de amostras de tecidos
de qualquer parte da planta e em qualquer estagio de desenvolvimento. Dentre esses
marcadores, destaca-se o Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) por ser um
marcador de baixo custo, facil execucdo e utilizagdo, utilizam pequenas quantidades de
DNA e, principalmente, por que podem ser utilizados sem o conhecimento prévio do

genoma do organismo que se deseja estudar (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo identificar hibridos por meio
de marcadores RAPD e a determinar o modo de reproducado pela analise anatomica dos

sacos embriondrios em 60 plantas da progénie.

MATERIAL E METODOS

Cruzamentos Artificiais

Os cruzamentos artificiais foram realizados na casa de vegetagdo da Embrapa Gado de
Corte, no més de janeiro de 2005, usando o acesso (H31) sexual, como planta-mae e pélen
da cv. BRS Tupi (H16) apomitico. Desse cruzamento foi obtida uma progénie de 364
plantas. Destas, 60 plantas foram selecionadas com base em caracteristicas morfo-

agrondmicas.

Marcadores RAPD

Material Vegetal: coleta, extracao e quantificacdo de DNA

Folhas jovens das 60 plantas selecionadas foram coletadas no campo de B. humidicola. O
DNA de cada uma foi extraido segundo o protocolo de Bonato et al. (2002). A
quantificacdo foi feita em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio, por

comparagdo com bandas de DNA de concentragao conhecida (100ng/uL e 300ng/uL).

Reacbes de RAPD

As reacoes de PCR foram realizadas em um volume final de 25uL contendo: 2,5uL de

tampdo da Tag DNA polimerase 10X (Invitrogen), 1,0uL de MgCl> 50mM (Invitrogen),
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2.3.

1,10uL de dNTPs 10mM (Invitrogen), 1uL de DMSO (Sigma), 3,0uL de primer 10uM, 0,4uL
de Taq polimerase 500U (Invitrogen) e 6uL de DNA gendémico na concentracao de 5ng/uL
e 10,0uL de H>O milliQ autoclavada. Para todas as reagdes foi feito um controle negativo,

sem a adi¢do de DNA molde.

As amplificacdes foram realizadas em termociclador PTC 100 (M] Research),
programado para uma etapa de 94°C por 5 min, seguida de 40 ciclos de 94°C por 1 min,
40° C por 1,5 min e 72°C por 2 min e para finalizar uma etapa de extensdo a 72°C por 7

min.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%, ja
corados com brometo de etidio (0,5ug/mL). O tampao utilizado para o preparo do gel e

na cuba foi o TBE 1X.

Os resultados foram visualizados em luz UV, fotodocumentados em sistema

digital e analisados.

ldentificacdo dos hibridos

Cinquenta primers foram testados nos genitores (ROCHA et al., 2006), e destes, oito foram
selecionados para a andlise das 60 plantas. A selecao foi feita com base na presenca de
bandas informativas para identificagdo dos hibridos, ou seja, presentes no genitor

masculino e ausentes no feminino.

A identificagdo dos hibridos foi feita diretamente pela andlise dessas bandas
informativas no gel. Foi considerada hibrida a planta que apresentasse pelo menos trés

bandas informativas.

Modo de Reproducéao

Material vegetal: coleta e fixacao de flores

Foram colhidas com o auxilio de pinga, no minimo 50 flores em antese, com os dois
estigmas visiveis, sempre nas primeiras horas do dia, de cada uma das plantas

selecionadas da progénie mantida no campo.

As flores foram fixadas em solucdo de FAA na proporcao 40:14:3:3
respectivamente de Formalina 40%:Agua destilada:Alcool etilico 95%:Acido acético
glacial. Permaneceram neste fixador por 24 horas. Apds esse periodo, trocou-se o fixador

por élcool etilico 70%, e as flores foram armazenadas a 4°C.
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Extracao, clarificagédo de ovarios e andlise de sacos embrionarios

Os ovarios foram retirados do interior das flores com auxilio de lupa e pinca e foram
armazenados em 4lcool etilico 70%. O clareamento dos sacos embriondrios foi feito pela
técnica de Young et al, (1979). Apdés foram montadas ldminas, onde os ovarios
clarificados foram enfileirados em uma lamina com salicilato de metila e analisados por

microscopia de contraste de interferéncia.

A taxa de sexualidade foi calculada com base no ntiimero de ovarios contendo

sacos meidticos em andlise de pelo menos 50 ovarios.

Plantas sexuais sdo as que apresentam ovarios com um unico saco meiético, o
que indica a reproducdo sexual, plantas apomiticas apresentaram ovarios com sacos
embrionarios apospoérico Gnico, ou ovérios com sacos embriondrios multiplos. Sacos

estéreis aparecem normalmente em plantas sexuais.

RESULTADOS E DISCUSSAQO

Foram selecionados oito primers e amplificaram 27 bandas informativas, dos quais o que

mais se destacou foi o primer ABO1 com seis bandas informativas (Tabela 1).

Tabela 1. Seguéncia de nucleotideos dos primers utilizados e o niimero de bandas amplificadas que
permitiram a discriminacéo de hibridos de B. humidicola.

: Seqiiéncia de N° de bandas . Seqiiéncia de N° de bandas
Primer , . . Primer . . .
nucleotideo infor mativas nucleotideo informativas
P14 CCA GCCGAAC 5 AC17 CCTGGAGCTT 2
81 GGA GCGTACT 3 AKO04 AGG GTCGGTC 2
ABO1 CCGTCGGTA G 6 AK19 TCGCAGCGAG 5
ABO2 GGA AACCCCT 1 ALO3 CCCACCCTTG 3

Das 60 plantas analisadas com os primers, 57 apresentaram pelo menos trés
bandas do genitor apomitico, o que confirma a fecundacdo cruzada. Trés plantas foram
consideradas resultantes de autofecundacao, revelando que tal evento pode ocorrer em B.
humidicola, justificando a necessidade de identificar os hibridos em cruzamento

controlados.

A Figura 1 exemplifica os perfis de RAPD em 17 plantas, obtidos com os primers
ABO1 e 81, e os genitores. Os resultados destes primers somados aos demais revelaram que
dessas 17 plantas apenas a planta 51 ndo é hibrida, sendo considerado produto de

autofecundacao.
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24 29 30 36 45 (51)54 6476

MH16H311 2 3 7 8 1112

Figura 1. Perfil de RAPD gerados pelos primers ABO1 (foto superior) e 81 (foto inferior) para os genitores,
H16 e H31, e 17 plantas da progénie. As setas apontam as bandas informativas utilizadas paraidentificagio
dos hibridos e em destague uma das plantas originada de autofecundag&o.

A caracterizagdo molecular permite a identificacdo precoce dos hibridos, na fase
de plantulas, por meio de bandas que estao presentes no genitor masculino (apomitico) e
ausentes no genitor feminino (sexual), acelerando o programa de melhoramento, pois
reduz o tempo, o trabalho e os custos necessarios para a andlise de todas as plantas. As
plantas identificadas como hibridas seguem no programa de melhoramento genético
podendo ser candidatas a novas cultivares (hibridos apomiticos) ou utilizadas como

genitores em novos cruzamentos (hibridos sexuais).

Quanto as andlises do modo de reproducdo, das 57 plantas hibridas, 28
apresentaram ovarios de origem meiética (Fig. 2) e total auséncia de sacos apospdricos,
indicando reproducdo sexual, e 29 apresentaram ovarios contendo sacos embriondrios
aposporicos tnicos (Fig. 3A) e/ou multiplos (Fig. 3B), indicando claramente reproducao

por apomixia.

A determinagdo do modo de reproducdo é baseada nas diferencas estruturais
encontradas entre um saco embrionario meiético e um aposporico. O saco embrionério
meidtico é constituido por trés antipodas, dois ntcleos polares, duas sinérgidas e uma

oosfera. J4 o saco embrionario aposporico, apresenta uma célula central constituida por
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apenas um nucleo polar, e duas sinérgidas e uma oosfera. Este tipo ndo apresentam

antipodas.

Figura 2. Fotomicrografia e desenho esquemético modificado (Carneiro et al., 2006) de ovario clarificado de
B. humidicola, visto ao microscopio de contraste de interferéncia 200X. SEX = Saco embrionario meiético
(Ant = antipodas; Np = nucleos polares; Oo = oosfera; Si = sinérgidas).

Figura 3. Fotomicrografias (A e B) e desenho esquemético modificado (Carneiro et al., 2006) de ovérios
clarificados de B. humidicola, vistos ao microscopio de contraste de interferéncia 200X. A. APO = Saco
embrionério apospdrico; B. Sm =saco embrionério aposporico mdltiplo. (Np = nuicleos polares, Oo =
oosfera; Si = sinérgidas).

Na reproducao sexual em Brachiaria, como na maioria das angiospermas, uma
célula do nucelo se diferencia em célula-mae do megésporo formando quatro megasporos
hapléides apos divisdao meidtica. Trés deles se degeneram e o megdsporo sobrevivente

sofre trés mitoses até formar o saco embriondrio reduzido, esse saco embrionario é

monosporico, ou seja, saco embriondrio meidtico (OZIAS-AKINS; VAN DIJK, 2007).

Em plantas apomiticas, o desenvolvimento do embrido se d4 em um saco
embriondrio ndo reduzido (apomeiose), independentemente da fecundacdo, ou seja,
autonomamente (partenogénese). Dependendo da origem do saco embriondrio, a
apomixia gametofitica pode ser classificada em diplospérica ou apospérica (NOGLER,

1984; ASKER; JERLING, 1992; KOLTUNOW, 1993, 1995).

Ensaios e Ciéncia: Ciéncias Bioldgicas, Agrarias e da Salde e Vol. 16, N°. 2, Ano 2012 e p. 59-70



66

Avaliago de hibridos por meio de marcadores RAPD e identificagéo do modo de reproducéo pela anatomia de sacos embrionérios em Brachiaria humidicola

As células que originam sacos embriondrios sdo designadas como iniciais
apospoéricas que através de mitoses originam apenas um ou varios sacos embriondrios,
denominados de sacos embrionédrios multiplos, em um mesmo 6vulo. As células iniciais
aposporicas podem se diferenciar durante a degeneragdo dos megasporos no processo de
reprodugdo sexual (ARAU]JO et al., 2000) ou, ainda, durante ou apds a meiose da célula-

mae do megésporo (DUSL; WILLEMSE, 1999).

As plantas de Brachiaria com reproducgdo sexual apresentam exclusivamente
sacos embrionarios meidticos (VALLE; SAVIDAN, 1996). Ja as plantas apomiticas, além
dos sacos embrionarios apospodricos tnicos, podem ocorrer em um mesmo 6vulo, a
formagdo de um saco embriondrio meiético, o qual pode ser fecundado. Quando ocorre a
fecundacao e a formacdo do zigoto, pode ser formada uma progénie originada por meio
de sexualidade, caracterizando uma apomixia facultativa, que é a formagdo de sementes

viaveis por meio de um saco embrionario (KOLTUNOW, 1993).

A formacdo do endosperma em Brachiaria depende da fecundacdo do ntcleo
polar da célula central, diferentemente da formagdo do embrido, ou seja, ocorre

pseudogamia (NGENDAHYO, 1988; ALVES et al., 2001).

Foram determinadas 28 plantas com reproducdo sexual. Na tabela 2 pode-se
observar alta variacdo na taxa de sexualidade e de esterilidade. As altas taxas de
esterilidade foram observadas entre os acessos sexuais (46,7%), podendo ser resultado de
incompatibilidades cromossémicas ou problemas de incompatibilidade pds-gamética
entre a cv. BRS Tupi e o acesso sexual H31. As taxas de sexualidade foram em média
38,46%, variando até 92,7%, estando de acordo com outros resultados em Brachiaria

(VALLE, 1990).

As taxas de sexualidade encontradas nas plantas apomiticas refletem a
ocorréncia de elevados niveis de sexualidade, e estas passam a ser consideradas
apomiticas facultativas. As plantas sexuais dependem de uma meiose regular para a
producdo de gametas, portanto apresentaram apenas ovdrios sexuais. Enquanto que
plantas apomiticas sobrepassam a meiose e produzem os gametas ndo reduzidos por
mitose. Por isso normalmente exibem bem menos esterilidade no exame dos sacos

embriondrios.
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Tabela 2. Modo de reproducao e valores médios de sexualidade em hibridos de
B. humidicola analisados por microscopia com contraste de interferéncia.

Modo de Taxade Variacdo na Variacédo na
N° de hibridos renr oducio sexualidade taxade taxade
eproauga média sexualidade esterilidade
28 SEX 38,46% 22,8 —92,7% 0-46,7%
29 APO 13,6% 0-62,1% 0-43,9%

Total 57

APO = apomixia; SEX = sexualidade.

Para testar as proporcdes esperadas e observadas foi realizado o teste do Qui-

quadrado:
x2=(O-Ep/E
X2 = (28-28,5)2/ 28,5 + (29 - 28,5)2 / 28,5 =
0,00877 + 0,00877=0,0175
(ndo significativo, P< 0,01 para 1 grau de liberdade)

Sendo assim, o resultado observado esta de acordo com a proporgdo de 1:1

esperada.

A heranca da apomixia segue a hipétese de heranca monogénica (controlada por
um dnico gene) com a apomixia dominante sobre a sexualidade, onde o gendtipo
apomitico tetraploide pode ser representado por Aaaa e o genétipo sexual tetrapléide por
aaaa. Cruzamentos entre planta apomitica e planta sexual, de acordo com a hipétese de
heran¢a monogénica com dominédncia da apomixia, resultam numa proporcao esperada

de 1:1 de plantas apomiticas e sexuais na progénie (VALLE; SAVIDAN, 1996).

As plantas determinadas como produto de autofecundacdo ndo entram no
computo do calculo da heranca da apomixia, pois sdo resultado do cruzamento: SEX x
SEX (autofecundagdo da planta-mae sexual). No exame de sacos embrionarios, observa-se
apenas sacos embriondrios meidticos e apresentam bem menos esterilidade do que

plantas sexuais hibridas.

CONCLUSOES

Os individuos hibridos, resultantes do cruzamento intraespecifico entre o acesso sexual
tetrapldide de B. humidicola (H31) e a cv. BRS Tupi (apomitico), foram identificados com
base em marcadores RAPD. Trés plantas foram determinadas como produto de

autofecundagdo, revelando que tal evento pode ocorrer em B. humidicola, justificando a
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necessidade de identificar os hibridos em cruzamento controlados. O modo de
reprodugdo de todas as plantas hibridas analisadas foi determinado e a proporgdo de
plantas apomiticas e sexuais foi igual a 1:1. Pelos resultados apresentados a heranca da
apomixia em B. humidicola segue a hip6tese de heranca monogénica e dominante sobre a

sexualidade.
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