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RESUMO: As espécies de aveias
forrageiras, Avena sativa (hexaploide
2n=2X=42), A. strigosa e A. brevis (diploides
2n=2x=14), sdo excelentes para o consumo
animal com elevada qualidade nutricional
e boa adaptabilidade a solos pouco férteis.
Apresentam producdo de pastagens no
periodo de maior déficit de forrageiras no
Sul do Brasil e na América Latina como as
areas temperadas da Argentina, Uruguai
e Chile, além das areas de maior altitude
na Bolivia, Equador e Peru. O objetivo do
estudo foi verificar o polimorfismo molecular
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entre as diferentes cultivares utilizando-se
marcadores microssatélites, uma vez que
acessam as informagdes diretamente no
DNA e tém sido usados como apoio aos
programas de melhoramento genético.
Foram analisadas as cultivares de A.
sativa Fundacep FAPA 43, Fronteira,
URS Flete, FAPA2; A. strigosa GMX
Bagual, GMX Picasso, Agro Quarai, IPR
Cabocla, Agro Esteio e A. brevis, Centauro,
Madrugada, testando-se 50 microssatélites
especificos para o género Avena. Destes,
38 apresentaram amplificacdo, sendo que
18 (47%) foram polimérficos, 16 (42%)
monomoérficos e 4 (11%) ndo amplificaram
fragmentos. Nesses 18 primers, foram
identificados, no total, 29 alelos com variagéo
do tamanho dos fragmentos entre 100 a
350 pares de base. As frequéncias alélicas
variaram de 0,72 a 0,59 entre as cultivares
de A. sativa; de 0,79 a 0,41 para A. strigosa
e 0,48 e 0,45 para A. brevis. Considerando
o Coeficiente do Conteddo de Informagéo
do Polimorfismo (PIC), a média dos valores
foi de 0,47, representando uma estratégia
util para determinar a dissimilaridade e o
polimorfismo molecular entre as cultivares
analisadas.

PALAVRAS-CHAVE: Avena  strigosa.
Avena brevis. Avena sativa. Melhoramento
genético. SSR.
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MOLECULAR POLYMORPHISM IN FORAGE OAT THROUGH MICROSATELLITE
MARKERS

ABSTRACT: The forage oat species, Avena sativa (hexaploid 2n=2X=42), A. strigosa and A.
brevis (diploid 2n=2x=14), are excellent for animal consumption presenting high nutritional
quality and good adaptability to infertile soils. They present pasture production in the period of
greatest forage deficit in southern Brazil and in Latin America regions such as the temperate
areas of Argentina, Uruguay and Chile, in addition to the higher altitude areas in Bolivia,
Ecuador and Peru. The objective of the study was to verify the molecular polymorphism
between different cultivars using microsatellite markers, since they access information directly
in the DNA and have been used to support genetic breeding programs. The cultivars A. sativa
Fundacep FAPA 43, Fronteira, URS Flete, FAPA2; A. strigosa GMX Bagual, GMX Picasso,
Agro Quarai, IPR Cabocla, Agro Esteio and A. brevis, Centauro, Madrugada were analysed,
testing 50 specific microsatellites for the genus Avena. Of these, 38 showed amplification, 18
(47%) were polymorphic, 16 (42%) were monomorphic and 4 (11%) did not amplify fragments.
Eleven alleles were identified, with two or three alleles per locus, and fragment sizes
ranging from 100 to 350 bases pairs. Considering the Polymorphism Information Content
(PIC) coefficient, the mean value was 0.47, representing a useful strategy to determine the
dissimilarity and molecular polymorphism between the analyzed cultivars.

KEYWORDS: Avena strigosa. Avena brevis. Avena sativa. Genetic breeding. SSR.

INTRODUCAO

As aveias forrageiras sdo compostas principalmente pelas espécies diploides
(2n=2x=14) Avena strigosa e A. brevis, comumente designadas pelos produtores como
“aveia-preta”, além de algumas variedades de A. sativa (hexaploide: 2n=6x=42). Essas
espécies sdo de ciclo anual e de estacéo fria, sendo que A. sirigosa é considerada a
espécie mais rustica dentro do género Avena (BONFANTE et al., 2021). Apresentam como
caracteristicas principais a boa adaptabilidade a solos pouco férteis e grande capacidade
de perfilhamento, sendo consideradas espécies forrageiras de elevada qualidade
nutricional aos animais (FONTANELI et al., 2012). Essas espécies possuem significancia
econdmica na América do Sul e na Australia, regides nas quais o forrageamento dos
animais e a conservagdo de solos sdo de extrema importancia. Na América do Sul, A.
strigosa é utilizada especialmente como cobertura de inverno em areas temperadas da
Argentina e do Uruguai, na area temperada do Chile, e nas areas de maior altitude na
Bolivia, Equador e Peru (CHINI, 2017). No Brasil, & largamente empregada na produgao
de pastagens no periodo de maior déficit de forrageiras no Sul do Brasil. Também tem sido
empregada no sistema de plantio direto, onde controla a erosédo, produz grande quantidade
de matéria seca e realiza um expressivo controle de plantas daninhas, em virtude do efeito
alelopatico determinado pela cobertura morta (CARVALHO, 1998). Apresentam, ainda,
producao consideravel de biomassa em comparagado com outras culturas de cobertura néo
leguminosas ou leguminosas (THOMAS, 2007).
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O conhecimento das diferencas genéticas dentro ou entre grupos de genoétipos é
um importante parametro para o melhoramento de uma espécie. De acordo com CHINI
(2017), tais informagbes sao importantes para a elucidagéo da variabilidade existente entre
0s materiais e a caracterizacdo de geno6tipos, o que requer a escolha de variaveis que
identifiquem as diferencas e que permitam a sele¢do dos materiais. Ja que a caracterizacao
delinhagens, cultivares ou espécies € a base para a selecao de formas parentais apropriadas
para o desenvolvimento dos cruzamentos (CIEPLAK et al., 2021).

InUmeras sdo as pesquisas visando elucidar a origem e evolucao das espécies
do género Avena, principalmente comparando-se as analises citogenéticas, tais como a
estrutura dos cariétipos, os padrdes de bandas cromossémicas, 0 comportamento meiético
nos hibridos interespecificos, com as analises moleculares, via diferentes marcadores
moleculares (NIKOLOUDAKIS et al., 2008; OKON; KOWALCZYK, 2012; FU, 2018;
PODYMA et al., 2019) De acordo com Mondini et al. (2009), os marcadores moleculares
que acessam as informacdes diretamente no DNA, apresentam diversas vantagens, pois
sdo estaveis e detectaveis em todos os tecidos, independentemente do crescimento,
diferenciag¢é@o, desenvolvimento ou estado de defesa da célula, além de n&o ter a interagéo
com efeitos ambientais, pleiotropicos e epistaticos.

Os marcadores moleculares do tipo microssatélites, também chamados de SSR
(Simple Sequence Repeats) tém sido escolhidos com grande frequéncia em diversas
pesquisas que empregam analises de similaridade/diversidade genética. Os microssatélites
séo repeticbes em tandem de unidades de DNA de 1 a 6 nucleotideos de comprimento,
flanqueadas por sequéncias Unicas no genoma, mas encontradas mais abundantemente
no genoma de uma espécie (YU et al.,, 2017). Esses marcadores possuem excelentes
vantagens comparados com os demais, pois sdo abundantes, faceis de automatizar,
codominantes, universais, robustos, confiaveis, reprodutiveis e de elevado polimorfismo
(GROVER; SHARMA, 2016).

Em espécies vegetais e especialmente em aveia, tanto as hexaploides quanto
as diploides, os marcadores de DNA sao usados para estimar a similaridade e distancia
genética, selecionar e identificar formas desejaveis, avaliar os genétipos parentais e a
eficiéncia dos cruzamentos, determinar a pureza das sementes e identificar os genes que
determinam caracteristicas funcionais importantes e aumentar a densidade de mapas
genéticos (CIEPLAK et al., 2021).

A partir disso, objetivou-se verificar o polimorfismo molecular em cultivares de aveias
forrageiras, utilizando marcadores moleculares microssatélites, como apoio aos programas

de melhoramento genético.
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MATERIAIS E METODOS

Foram avaliadas as seguintes cultivares de aveias forrageiras e disponibilizadas
pela Embrapa Trigo: Avena sativa Fundacep FAPA 43, Fronteira, URS Flete e FAPA2; A.
strigosa GMX Bagual, GMX Picasso, Agro Quarai, IPR Cabocla e Agro Esteio e A. brevis
Centauro e Madrugada. Os 50 microssatélites testados foram descritos por LI et al. (2000).

Germinacao de sementes de aveias forrageiras

As sementes foram, inicialmente, imersas em hipoclorito de sodio (2%) e agitadas
durante cinco minutos, seguido da substituicdo para agua destilada também por cinco
minutos, repetindo o processo com agua destilada trés vezes para a completa lavagem.
Apds, foram colocadas para germinar em papel germitest, sendo mantidas em camara
de crescimento a 23 °C por seis dias ou até o crescimento adequado das plantulas e
realizagdo da extracédo de DNA.

Extracao de DNA

A extracdo de DNA foi baseada em Doyle & Doyle (1987) e realizada em folhas
de plantulas, as quais foram maceradas separadamente em nitrogénio liquido. Para a
extracdo, utilizou-se 700 pL de tampéao CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio) pré-aquecido
e adicionado as amostras. Estas foram incubadas a 65 °C em banho-maria por 60 minutos,
invertendo os tubos a cada 10 min, seguidas de resfriamento em temperatura ambiente
por cinco minutos. Apéds, foram utilizados 450 pL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1),
invertido por 10 minutos, seguida de centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos. Para
precipitar o DNA, foi retirado o sobrenadante (aproximadamente 700 uL) para novos tubos
e adicionados 550 pL de isopropanol, incubando-se por no minimo 30 min a -20 °C. O
sobrenadante foi retirado e o pellet formado lavado com 600 pL de etanol 96% deixando
secar em temperatura ambiente. Para a ressuspenséo do pellet, foi utilizado o tampéo TE
(Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) 100 pL e adicionado 0,3 uL de RNAse (10 mg/mL),
misturando-se e incubando-se por uma hora a 37 °C. As amostras foram quantificadas,
diluidas e armazenadas a -20 °C, até o momento do uso. A quantificacdo do DNA foi
realizada em espectrofotémetro e também em gel de agarose.

Amplificacao de DNA via PCR utilizando marcadores microssatélites (SSR)

Para a reagéo da PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) foram adicionados os
seguintes componentes: DNAs, oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos para
Avena, DNTPs (nucleotideos livres), enzima Taq DNA polimerase, tamp&o PCR, MgCl,
e agua ultra reativa (MiliQ). A quantidade e concentracdo dos reagentes utilizados estéao
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descritos na Tabela 1. As reag6es foram conduzidas em termociclador GeneAmp Thermal
Cycler 9700 (Applied Biosystems - ABI) utilizando-se a seguinte programagéo bésica:
um ciclo a 94°C por 3min; 5 ciclos de 94°C por 1min, 60°C por 1min (decrescendo 1°C
por ciclo até 55°C), 72°C por 1min; 30 ciclos de 94°C por 1min, 55°C por 1min, 72°C por
1min; e um ciclo de 72°C por 10min. Os produtos da amplificacdo foram separados em
gel de agarose 2% e visualizados em fotodocumentador digital GelDoc XR+ (Bio-Rad). O
marcador ladder utilizado foi o de 100pb. Para cada conjunto de primers (Tabela 2) também
foram observadas as temperaturas de anelamento de acordo com as especificacdes de
LI et al. (2000). Entretanto, embora a reacdo da PCR foi seguida pelo protocolo basico,
descrito anteriormente, ajustes para alguns primers foram feitos considerando a etapa de

anelamento.

Componentes do PCR Con;:nei:;t;ellgéo Concf?:;:agéo pglrolgla‘:;%o Vz:?xr?_fgo
(15uL) reacoes

Agua ultra reativa - - 6,8 88,4
Tampao Buffer (X) 10 1 1,5 19,5
MgCl, (mM) 50 2,5 0,75 9,75
DNTP (mM) 10 1 1,5 19,5
Primer F+R* (uM) 10 0,2 0,3 3,9
Taq polimerase (U/uL) 5 0,75 0,15 1,95
DNA (ng) 25 100 4 4

* F e R — primers Foward e Reverse, respectivamente.

Tabela 1 - Componentes e condi¢Oes ideais para a reagdo da PCR utilizada para analise do
polimorfismo molecular em cultivares de aveias forrageiras.

. . . Motivo de Tamanho % (0
Primer Sequéncia do primer repeticio (pb) TA* (°C)

5’GGATCC TCCACGCTGTTGA (AG)

AM1 21 204 46
5’CTC ATC CGTATG GGC TTTA (CAGAG),
5'TGAATT CGT GGC ATA GTC ACAAGA

AM2 (AG),, 144 49
5'AAG GAG GGC ATAGGG AGG TATTT
5'CTG GTC ATC CTC GCC GTT CA

AM3 (AG),, 280 51
5'CAT TTAGCC AGG TTG CCAGGTC
5'GGT AAG GTT TCG AAG AGC AAAG

AM4 (AG),, 166 48
5'GGG CTATAT CCATCC CTCAC
5'TTG TCA GCG AAATAAGCAGAG A

AM5 (AG),, 172 46
5'GAATTC GTG ACC AGC AAC AG
5’AAT GAA GAAACG GGT GAG GAAGTG

AM6 (AG),, 209 52
5'CCA GCC CAG TAG TTAGCC CATCT
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5'GTG AGC GCC GAA TAC ATA
AM7 (AG),, 156 48
5'TTG GCTAGC TGC TTG AAACT

5'CAA GGC ATG GAAAGA AGT AAG AT
AMS8 (AG),, 254 47
5'TCG AAG CAA CAAATG GTC ACAC

5'CAAAGCATTGGG CCCTTGT

AM9 (AG),, 217 48
5'GGC TTT GGG ACC TCC TTT CC
5’AAAATC GGG GAA GGAAAC C

AM10 (AG),, 186 46
5'GAA GGC AAA ATA CAT GGA GTC AC
5'TCG TGG CAG AGAATC AAAGAC AC (AG)

AM11 12 225 49
5'TGG GTG GAG GCAAAAACAAAAC (AAAG),
5'TGC TGAAGT GAACAATCG C

AM12 (AG),, 310 44
5'CCT TCT CCAACAACT CTAC
5'CGG CGT GAT TTG GGG AAG AAG

AM13 (AG),, 201 54

5'CTA GTAACG GCC GCC AGT GTG CTG

5'GTG GTG GGC ACG GTATCA
AM14 (AC),, 133 48
5'TGG GTG GCG AAG CGAATC

5'GTG ACC GTAAAC GAT AAC AAC

AM15 (AC),, 229 47
5'AAG CAA GAC GCG AGA GTA GG
5'CGG GTT GGC ATC GAC TAT (AG)

AM16 4 114 44
5'TGA CCA GGC TCT AAC ACA (AC),q
5'CGA GAT TTC GGT GTA GAC

AM17 (AC),, 250 44

5'CCG GGAATT AAC GGAGTC
5'CAATGT CGT CGG TGT GAG TTT

AM18 (AC),, 270 47
5'TAC GAG TGT GGC ACG AGC

Ao 5/ATA GAA CGG CAT GAT AAC GAA ATA (AC),(AC), »51 48
5'GCG CGA CAA CAG GAC CTTC (AC),(AC),
5TGT CGATTT CTT TAG GGC AGC ACT

AM20 (TG),,(CG), 258 50
5'TCG CGA GAA AGA TGG AAA GGA GA
5/ACG TTG GTC TCG GGT TGG

AM21 (AT);(AC), 210 46
5’AAATCC TTG ACT TCG CTC TGA (AC),
5’ATT GTATTT GTA GCC CCAGTT C

AM22 (AC),, 138 46

5'AAG AGC GAC CCAGTT GTATG

5TCT TTAAGG ATT TGG GTG GAG

AM23 (AC),, 247 45
5'AAT CTT CGA GGG TGAGTT TCT

5'GTTATT GAT TTC CTG ATG TAG AGA

AM24 (AAG)(TCA), 170 45
5'AGA GCC AAG AAA GCAACT G
5'AGC CTG GAC ATG TAATCT GGT

AM25 (AC)s.fACh 229 47
5’AGC CCT GGT CTT CTT CAACA cen,
5'ATAAAG GGG GCATTG GAT T

AM26 (AAG),, 224 41

5'AAC ATATTG GGC ATT CAC AT
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5'CAAAGG CCAAAT GGT GAG

AM27 (AAG),, 161 45
5'CCG CAAAGT CAT ATG GAG CAT
5'GAC CTC TTG AGT AAG CAA CG

AM28 (GAA), 135 46
5'TGG TCT TCC TAT CCA CAA TG
5'TCC CGC AAA ATC ATC ACG A

AM29 (GAA), 143 43
5'AAG GGA GCATTG GTTTTG TT
5'TGAAGA TAG CCA TGA GGAAC

AM30 (GAA),, 203 43
5'GTG CAAATT GAG TTT CAC G
5'GCAAAG GCC ATA TGG TGA GAA

AM31 (GAA),, 186 47
5'CAT AGG TTT GCC ATT CGT GGT
5'AGT GAA GGC GAT GGC GAA

AM32 (GAA),, 295 47
5'GGATAATGC ACC CGA GTT GC
5'GCAAAG GTT AAATGG TGA GA

AM33 (GAA),, 246 43
5'GCC AAC ATATTG TGC ATA CA
5'GAG TAA GCAAAG GTC AAATG

AM34 (GAA),, 181 44
5'GTT AGC ACT TCC CAC AAAATC A
5'CGT GAC CTT TAT ATC ACC ACT

AM35 (GAA),, 216 47
5'GTG GCT CGT GAT ATT GGC AC
5'CTT CCC GCAAAG TTATCAT

AM36 (GAA), 142 43
5'AGG GGC ATT GGC TTT GTC
5'CTT CCA CAA GGC AAC GAG TC

AM37 (GAA), 213 47
5'GGT TAG CAC TTC CCG CAAA
5'TGATGA CCT CTT GAG TAA GCA

AM38 (GAA), 178 45
5'TGC CTT TCG TGG ACT TAC TA
5'TTG GGC ATG CCC TTG TT

AM39 (GAA), 238 43
5'GCC TTG GAG AGT AAATTC TC
5'CTC TGG GGG TGG TAG TTC CT

AM40 (GAA), 249 49
5'GAA AGA CAG GCC TCC ACA AAT
5'CCAAAG GAAACAAGT CAA TAG

AMA41 (GAA),, 205 42
5'TTC CCG CAAAGT CAT CAT
5'GCT TCC CGC AAATCATCAT

AM42 (GAA),, 193 45
5'GAG TAA GCAAAG GCC AAAAAG T
5’AGC CCC TAC AAA GCC ATC A

AMA43 (GAA),, 162 46
5'CAA GCA AAG GAC GAA CAATAG
5'CGT TGG CCC CTT TTT TCA GTG

AM44 (GAA),, 174 49
5'AGG GGC ATT GGC TTTGTC C
5'AGG GAA AAA CAAAAC GTG AGA GTA

AM45 (AC), 191 47
5'ATG CAA CAG ATA GAC AAG GGA TTA
5'TTG GCAAGG CGA GGT CT

AM46 (AC), 105 46

5'CCAAAA GGC TACAACATCACAC
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5'GCA CCG GTT AAAAAG GAG TCAG
AM47 (AC),, 274 50
5'TTT CTT CTT ACC CAC CCACCAC

5'CTT GAG CGC TAG ATG GTT CC
AMS50 (AT),(AC), 273 47
5'CTC TGT TAC TCAAGT GTT TCAATA

5'GTT TAG ATG GGG GTG GCT TAG

AM58 (CT),(AC), 215 45
5TTT CTT GTTCTT TGG ATT TTATTT
5'TCG GAG CCG GTATGG AAG C

AM61 (TTTTC)4 206 51
5'GGT GGC AAG GGG TGTATG AG (CCT),

*TA — Temperatura de anelamento. Fonte: LI et al. (2000)

Tabela 2 - Descrigdo dos 50 primers microssatélites testados e especificos para Avena, sequéncia,
motivo de repeticdo, tamanho do fragmento amplificado (pb) e temperatura de anelamento (TA) em °C.

Analise do polimorfismo molecular

Os fragmentos amplificados pelos marcadores e visualizados em gel de agarose,
foram, inicialmente, compilados em planilhas Excel e classificados como presente (1) ou
ausente (0). Essas andlises da presenca/auséncia de alelos, obtidos a partir dos marcadores
microssatélites, possibilitaram as analises do coeficiente do Contetdo de Informagdes
do Polimorfismo, conhecido pela sigla PIC (Polymorphism Information Content), o qual é
obtido pela formula: PIC = 1 - Zpij?, onde pij? é a frequéncia ao quadrado do alelo j para o
locus i, cobrindo todos alelos por l6cus (NEI, 1973).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As numerosas andlises de similaridade genética, entre diferentes espécies
pertencentes ao género Avena, podem contribuir para explicar o processo de evolugédo
dentro desse género, servindo, também, de apoio aos programas de melhoramento
genético pelo desenvolvimento de uma determinada espécie (OKON; KOWALCZYK, 2012).

No presente estudo, considerando as espécies A. sativa, A. strigosa e A.
brevis, os primers demonstraram eficiéncia na detecgdo do polimorfismo molecular e,
consequentemente, variabilidade genética entre as cultivares. Dos 50 primers testados,
38 foram considerados efetivos para a analise, ou seja, apresentaram amplificacdo de
fragmentos. Destes, 18 (47%) apresentaram polimorfismo e 16 (42%) foram monomoérficos.
Além desses, 4 (11%) ndo amplificaram os fragmentos. A identificacdo dos primers que
foram efetivos, sejam monomorficos ou polimorficos estao listados na Tabela 3.
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Primers efetivos Primers monomérficos Primers polimorficos
AM1 AM27 AM6 AM1
AM2 AM28 AM9 AM2
AM4 AM29 AM19 AM4
AM5 AMB30 AM26 AM5
AM6 AM31 AM27 AM7
AM7 AM33 AM28 AM13
AM8 AM34 AM29 AM14
AM9 AM36 AM33 AM15
AM13 AM37 AM34 AM20
AM14 AM38 AMB36 AM21
AM15 AM39 AM37 AM22
AM17 AM40 AM39 AM25
AM19 AM42 AM40 AMB30
AM20 AM43 AM42 AM31
AM21 AM45 AM45 AM43
AM22 AM47 AM61 AM47
AM24 AM50 AM50
AM25 AM58 AM58
AM26 AM61

Tabela 3 - Primers efetivos com amplificagcéo de fragmentos, monomoérficos, polimérficos e que nao
amplificaram nenhum fragmento de um total de 50 primers testados na analise do polimorfismo
molecular em cultivares de aveias forrageiras.

No estudo desenvolvido por Li et al. (2000), 62% dos microssatélites foram
polimérficos com média de quatro alelos por l6cus nas espécies do género Avena; ja nas
cultivares de aveia, 36% dos microssatélites apresentaram polimorfismo com média de 3,4
alelos por locus. Entretanto, resultados publicados por Nersting et al. (2006) revelaram a
amplificacéo de sete loci de microssatélites, sendo que seis desses loci de microssatélites
foram polimorficos. Comparando-se os resultados desses ultimos autores com o estudo em
questao, dentre os sete loci que amplificaram, seis deles foram amplificados também no
presente trabalho (AM1, AM2, AM25, AM31, AM38 e AM40). Entretanto, somente trés loci
apresentaram polimorfismo entre os genétipos (AM1, AM2 e AM25).

No total, foram identificados 29 alelos entre todas as cultivares com variacado do
tamanho dos fragmentos de 100 pares de base (pb) a 350 pb (Tabela 4) e com uma média
de um a trés alelos por conjunto de primers. Entretanto, considerando as cultivares dentro
de cada espécie, pode-se observar que houve variagdo na frequéncia alélica, variando de
0,72 a 0,59 entre as cultivares de A. sativa; de 0,79 a 0,41 para A. strigosa e 0,48 e 0,45
para A. brevis (Tabela 4).
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Cultivar Primers efetivos Numero de alelos Frequéncia alélica

Fundacep FAPA 43 16 21 0,72
Fronteira 13 17 0,59
URS Flete 17 21 0,72
FAPA2 17 21 0,72
GMX Bagual 18 23 0,79
GMX Picasso 13 14 0,48
Agro Quarai 13 14 0,48
IPR Cabocla 12 12 0,41
Agro Esteio 13 14 0,48
Centauro 13 14 0,48
Madrugada 12 13 0,45

Tabela 4 - Primers efetivos, nUmero de elelos e frequéncia alélica obtida para cada cultivar,
considerando as espécies Avena sativa, A. strigosa e A. brevis.

Semelhantemente, FU et al. (2003) empregaram 30 marcadores SSR em 96
cultivares de aveias canadenses (A. sativa), cultivadas entre 1886 a 2001, visando acessar
as mudancas da diversidade alélica por longos periodos de tempo. Um total de 62 alelos
foram identificados a partir de 11 loci efetivos para muitas das variedades, sendo que 39
alelos foram detectados com frequéncia menor e igual a 0,15 e apenas dois alelos com
frequéncia maior que 0,95. Destacam que diminui¢des significativas no nimero de alelos
foram identificadas a partir de 1970 e também em alguns programas de melhoramentos
especificos, indicando, ainda, a necessidade de atencdo a conservacao do germoplasma
de aveia.

Outro exemplo pode ser verificado em CIEPLAK et al. (2021), que visaram determinar
o nivel de diversidade de variedades de A. sativa cultivadas atualmente na Europa Central.
Entretanto, nesse estudo foram utilizados os marcadores ISSR (Inter-Simple Sequence
Repeats) e SCoT (Start Codon Targeted Polymorphism), sendo que ambos também foram
adequados e que os coeficientes calculados evidenciaram que as cultivares analisadas
apresentavam alta similaridade genética, embora ha distingdo na condugéo dos programas
de melhoramento genético empregados. Do mesmo modo, tais autores concluiram que é
necessario expandir o pool genético de variedades de aveia e que a estreita variabilidade
genética das variedades cultivadas é um problema muito sério para muitos cereais.
Ressalta-se, contudo, que o nivel de polimorfismo mais baixo para as cultivares revela
um pool genético relativamente estreito, pois 0 melhoramento de uma cultura pode chegar
a um ponto em que uma nova diversidade deve ser adicionada na populacéo inicial para
alcangar os objetivos propostos (NERSTING et al., 2006).

Considerando apenas o0s resultados obtidos dos primers polimérficos, foi
determinado, no presente estudo, o Conteudo de Informagéo do Polimorfismo (PIC), que é
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um indicador da capacidade informativa de um marcador em estudos genéticos. De acordo
com a classificagdo de BOTSTEIN et al. (1980), marcadores com valor de PIC superiores
a 0,50 sdo considerados muito informativos, com valores entre 0,25 e 0,50 medianamente
informativos e com valores inferiores a 0,25, pouco informativos. Dos primers efetivos,
9% foram considerados muito informativos, destacando-se o primer AM14 com valor de
PIC igual a 0,73; 82% considerados medianamente informativos e 9% pouco informativos,
sendo o primer AM41 com o menor valor de PIC (0,18) (Tabela 5). A média dos valores de
PIC foi de 0,47.

Marcador vari?f:;ﬂ?;:ﬁ??:;o de PIC
AMA1 190-220 0,43
AM2 150-190 0,49
AM5 150-220 0,42
AM7 150-190 0,48
AM14 100-150 0,73
AM21 210-350 0,50
AM22 150-350 0,50
AM25 220-270 0,46
AM41 190-200 0,18
AM43 100-190 0,43
AM50 200-300 0,50

Tabela 5 - Variagdao no tamanho dos fragmentos e PIC (Polymorphism Information Content) para
marcadores microssatélites avaliados em cultivares de aveia forrageira.

Os dados obtidos corroboram com Li et al. (2000), no qual a variagcado de PIC foi
de 0,28 a 0,79 com uma média de 0,57. Ja dados publicados por MONTILLA-BASCON et
al. (2013), através da anélise da diversidade genética de uma colec¢éo de aveia, incluindo
variedades crioulas e cultivares, revelou elevada variabilidade entre os acessos, sendo
mais evidente dentro da cole¢éo de variedades de aveia em comparacao com as cultivares.
Para esses ultimos autores, o PIC variou de 0,46 a 0,96 com média de 0,80, sendo que
a maioria dos SSRs foram considerados marcadores informativos, indicando o potencial
uso para identificagdo de genotipos. Da mesma forma, Nersting et al. (2006) verificaram,
nas aveias estudadas, valores de PIC para seis loci de microssatélites, entre 0,49 e 0,88,
indicando também um valor altamente informativo.

Considerando a espécie A. strigosa, resultados interessantes foram evidenciados
por Podyma et al. (2019) que avaliaram diferentes acessos mantidos no Banco de
Germoplasma da Poldnia (National Centre for Plant Genetic Resources/Radzikéw), mas
oriundos de diferentes partes do mundo. Os resultados obtidos das fenotipagens (36
caracteristicas), das isoenzimas (12 sistemas) e dos marcadores moleculares SRAP/
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Sequence-related amplified polymorphism (8 pares de marcadores polimérficos), serviram
para a compreensdo da diversidade genética da espécie. Para essa Ultima andlise, um
total de 589 fragmentos foram amplificados, variando de 50 bp a 828 bp e o PIC de 0,26 a
0,41. Os autores destacam que as analises conjuntas foram essenciais para a descri¢cdo
mais confiavel e completa desses recursos genéticos, o que devem resultar na melhor
utilizagdo em um programa de melhoramento genético. Considerando o presente estudo,
em que empregou 0s marcadores microssatélites, os resultados tornam-se satisfatoérios,
representando excelente ferramenta molecular para diagnéstico do polimorfismo entre as
cultivares de aveias forrageiras.

CONCLUSOES

Ha variabilidade genética entre as cultivares de aveias forrageiras, evidenciada
pelos marcadores microssatélites, o que representa uma estratégia Util para determinar
a dissimilaridade e o polimorfismo molecular entre as cultivares analisadas. Portanto,
esses estudos permitirdo subsidiar o programa de melhoramento genético, principalmente
na identificacdo de gendétipos divergentes e similares, para posterior orientacdo em
cruzamentos e selecéo.
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