69?2 Reunido Anual da SBPC - 16 a 22 de julho de 2017 - UFMG - Belo Horizonte/MG

5.04.04 - Zootecnia / Pastagens e Forragicultura

AVALIACAO DA VARIABILIDADE GENETIC}A DE ERAGROSTIS PLANA NEES
(POACEAE) ATRAVES DE ISSRs

Schumacher, Larissa L.""; Tedesco, Solange B.% Essi, Liliana®; Perez,Naylor BS.
1.Curso de Zootecnia, Universidade Federal de Santa Maria - UFSM;
3.Departamento de Biologia,UFSM
Embrapa Pecuaria Sul.

Resumo:

O capim-annoni-2, Eragrostis plana Nees, é
uma Poaceae perene, estival, exdtica, com
sistema fotossintético C4. Originaria da Africa,
foi introduzida acidentalmente no Brasil com
outras sementes sendo importadas na década
de 1950. Apresenta caracteristicas com
comportamento de planta invasora tais como
a rejeicdo pelos animais, rapido crescimento,
longa fase reprodutiva, longeva presenca de
defesa alelopatica e banco de sementes do
solo persistente. Desta forma esta graminea
vem ocasionando sérios prejuizos ambientais,
econdmicos e sociais ao Bioma Pampa Rio
Grandense. O presente estudo tem por
objetivo compreender a estrutura genética e
determinar sua variabilidade intra e inter-
populacional. Para tal, estdo sendo utilizados
marcadores de DNA denominados ISSR (Inter
Simple Sequence Repeats) que detectam
polimorfismo genético. Foram testados 11
primers, e incluidos no estudo 101 individuos
de 5 populagbes do Rio Grande do Sul.
Destes, 5 primers foram selecionados , os
guais apresentaram polimorfismo e
repetibilidade. Em média, para os individuos
analisados, os tamanhos de banda obtidos
variam de 250 pb até 2300pb com uma
percentagem 59,84 de loci polimérficos.
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Introducdo:

O capim-annoni-2 (Eragrostis plana
Nees, Poaceae) € uma graminea exética e
invasora, introduzida acidentalmente da Africa
para o estado do Rio Grande do Sul (RS) na
década de 1950 juntamente com remessas de
sementes de capim-rhodes (Chloris gayana)
ou capim-chordo (E. curvula). Mais tarde, foi
encontrada na Estacdo Experimental de
Tupaciretd e na fazenda Sarandi no municipio
de Santa Maria.

Com o passar dos anos, foi sendo
considerada uma “praga” do bioma Pampa,

por apresentar caracteristicas de alta
prolificidade, uma grande rusticidade, elevada
resisténcia a tracdo mecénica, baixo valor
bromatoldgico, indice inferior de digestibilidade
por apresentar altos teores de lignina na sua
estrutura, afetando negativamente a producédo
animal e interferindo na sobrevivéncia das 400
espécies de Poaceae e 150 de Fabaceae
conhecidas no Bioma Pampa (BOLDRINI,
1997).

Além disso, sua alta producdo de
semente vidvel de pequeno tamanho,
adaptadas ao enterro, e sua capacidade de
colonizar e se estabelecer em uma ampla
variedade de condicdbes ambientais, a
graminea vem apresentando um impacto
negativo no seu controle, aonde a perda da
riqueza a homogeneizacdo de espécies e a
diminuicdo da biodiversidade do Bioma Pampa
vem causando graves impactos ambientais,
socias e prejuizos econémicos.

NITER (1965) & ROBERTS (1973),
ambos da Africa do Sul, descreveram aspectos
botanicos desta espécie perene: colmos com
30 a 100 cm de altura, eretos ou suberetos,
agrupados em densas e fortes touceiras, e
com inflorescéncia em panicula interrompida
com as glumas muito separadas, as sementes
séo lateralmente comprimidas (1,4 a 1,5 mm),
de cor marrom-escura, com superficie
intumescida quando maduras. Esta graminea
possui a capacidade de resistir a pastejos e
pisoteios, apresenta grande poder de
disseminacdo, tolerancia as flutuacdes do
clima e plasticidade ecoldgica. Estima-se,
segundo Medeiros et al. (2004), que
aproximadamente  20% da  vegetacdo
campestre do Rio Grande do Sul encontra-se
infestada com capim-annoni-2, 0 que
corresponde a uma éarea de 3,1 milhdes de
hectares.

Diversos estudos passaram a ser
conduzidos visando o controle dessa espécie,
mas ainda ndo ha estudos sobre a genética e
estrutura populacional no Brasil. Devido a
estes problemas, o presente estudo tem como
objetivo compreender a estrutura genética de
popula¢gbes de capim-annoni-2 no estado do
Rio Grande do Sul, avaliando a variabilidade
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genética intra e inter-populacional através do
uso de marcadores moleculares do tipo ISSR.

Os marcadores ISSRs (Inter Simple
Sequence Repeats) sao produzidos por
amplificacdo via PCR (reacdo de Cadeia de
Polimerase) com primers (iniciadores) que
anelam em regibes de microssatélites (SSRs).
Os ISSRs sdo marcadores ditos dominantes,
gue apresentam abundante polimorfismo e
repetibilidade superior aos marcadores RAPD.
Nao requerem conhecimento prévio do
genoma e seu custo é relativamente baixo,
comparando-se com outras técnicas de
Biologia Molecular.

Através desses marcadores foi possivel
verificar o grau de polimorfismo genético em
populacbes de capim-annoni, e sua
estruturacdo e distancia genética, o que
devera contribuir na compreensdo de sua
biologia nas areas invadidas pela espécie.

Metodologia:

O projeto conduziu-se no Laborat6rio
de Genética do Departamento de Biologia da
UFSM, em parceria com a EMBRAPA/Bagé.
Foram coletadas amostras a campo de folhas
de E. plana de dois municipios da regiao
central do RS (Santa Maria e Sdo Pedro do
Sul). As amostras foram desidratadas em silica
gel, e em laboratorio foi extraido DNA total das
amostras, utilizando o procedimento descrito
em Doyle & Doyle (1987), adaptado para tubos
de microcentrifuga. Também foram testadas
extracbes de DNA com plantas mantidas em
casa de vegetacdo, coletadas em outros trés
municipios do estado (Mostardas, Bagé e
Tupaciretd), utilizando o mesmo protocolo,
porém com material fresco, onde, totalizou-se
a amostragem de cinco populagoes.

O DNA isolado foi dosado através de
comparagdo com um padrdo (diluicbes do
DNA do fago lambda) em gel de agarose
0,8%, corado com GelRed e visualizado em
transiluminador-UV. Para a amplificacdo dos
ISSRs, foram realizadas reagcbes em volumes
finais de 25ul, contendo 20-25ng de DNA total,
0,25 pl Tag DNA Polimerase (5U/ul), 2,3 pl
MgCI2 (25mM), 2,5 pl de tampédo 10x, 1 pl
primer 10 pmol, 1 pl de mistura de dNTPs 40
mM (cada dNTP a 10mM), 1 yl DMSO (2%), e
agua ultra-pura esterilizada. A amplificacao foi
realizada em termociclador Minicycler, em 40
ciclos de 1 min. a 94°C, 45 seg. a 50°C e 2
min. a 72°C, precedidos de um ciclo de 5 min.
a 92°C e completados com um ciclo de
extensao final de 5 min. a 72°C. Os produtos
de PCR foram separados em gel de agarose

1,5%, visualizados em transiluminador-UV e
fotografados com maquina digital, para
posterior andlise dos padrdes. A analise
preliminar do polimorfismo e indices de
diversidade foi realizada no software GenAlEXx.

Resultados e Discusséao:

O DNA total foi extraido com sucesso
para 101 amostras de cinco populagbes
distintas. Foram testados 11 primers. Destes,
cinco resultaram com bandas polimoérficas e
reprodutiveis para os individuos de Bagé,
Mostardas, Séo Pedro do Sul, Santa Maria e
Tupaciretd: Pl [(AC)8T], P2 [(GA)8T] e
P3;[CTC)4RC], P4 [(CT)sG] e P7 [(CT)gT]. Os
tamanhos de banda obtidos variam de 250pb
até 2300pb. O numero médio de bandas por
primer foi 6.

As andlises realizadas até o momento
mostraram uma média de 59,84% loci
polimoérficos (média de todas as populacbes
analisadas). Ja o indice informagdo média de
Shannon (1) foi de 0,274, e para o indice de
diversidade (H), o valor médio obtido foi de
0,202. J& a andlise Amova evidenciou maior
diversidade genética dentro das populacdes
(95-99%) do que entre populacdes (1-5%)
mostrando que a variabilidade genética
intrapopulacional é alta.

Estdo previstas analises de fluxo
génico e estrutura populacional, para a
compreensdo dos mecanismos que levaram a
espécie a se disseminar tao intensamente nos
ecossistemas campestres no estado do Rio
Grande do Sul.

Conclusdes:

A técnica ISSR é dtil para o estudo da
variabilidade de E. plana, apresentando
polimorfismo satisfatério para andlise intra e
interpopulacional. A variabilidade genética
intrapopulacional pode ser considerada
relativamente alta. Porém principal método
ainda é a prevencao do campo, bem como a
realizacdo de campanhas de esclarecimento
sobre 0s prejuizos econbmicos e as
consequéncias ecologicas e sociais da
degradacdo do bioma Pampa pela rapida
devastacdo do capim-annoni-2.  Serdo
realizadas novas pesquisas com a expansao
das amostras, incluindo o local de origem
(Africa). Ressaltando, que os resultados s&o
preliminares, havendo ainda adicdo de novas,
andlises.
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