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INTRODUGAO

No Brasil as cadeias produtivas de carne e leite tém importante
participacdo no PIB nacional e na pauta de exportagdes brasileiras. Com um rebanho
bovino de aproximadamente 207 milhdes de cabegas (IBGE, 2005), este tem como
principal fonte de alimento as pastagens. Assim, os sistemas de produgdo a pasto
abastecem o mercado interno de carne e leite com pregos acessiveis, além de
propiciar ao pais uma importante vantagem competitiva no mercado internacional
desses dois produtos.

O Brasil € um pais com mais 845 milhdes de hectares. Do total do seu
territério, 28% é considerado area agricultavel. Nesse contexto, as pastagens naturais
e cultivadas aparecem com excepcional destaque, ocupando cerca de 177 milhdes de
hectares, ou seja, 73% da area do setor agropecuario (IBGE, 1996).

As gramineas do género Brachiaria, de origem Africana, foram
introduzidas no Brasil a partir da década de 1950. Entretanto, a verdadeira expanséao
ocorreu nas décadas de 1970 e 1980, principalmente nas regides de clima mais
quente (ZIMMER et al., 1988). Na regido do cerrado, a introdugdo do género
Brachiaria foi, sem duvida alguma, o elemento responsavel pela grande expansao da
pecuaria. Estima-se que, no Brasil, 85% das pastagens implantadas seja do género
Brachiaria (KELLER-GREIN et al., 1996). O Brasil € maior produtor de sementes de
forrageiras tropicais do mundo. Considera-se que anualmente sdo comercializadas
100.000 toneladas de sementes de forrageiras tropicais, com um valor bruto estimado
em US $§ 100 milhdes. O Pais é também o maior exportador, com um volume
aproximado de 5 mil toneladas de sementes exportadas anualmente, principalmente
para suprir os mercados da América do Sul e Central (ANDRADE, 2004).

O género Brachiaria € constituido por cerca de cem espécies. No Brasil,
foram encontradas 15 espécies deste género, sendo sete de introdugao recente: B.
brizantha, B. decumbens, B. dictyneura, B. humidicola, B. arrecta, B. ruziziensis e B.
vittata. As outras espécies foram introduzidas ha varias décadas e sédo consideradas

naturalizadas: B. extensa, B. mutica e B. plantagiena. Além dessas, ocorrem cinco



espécies nativas: B. adspersa, B. fasciculata, B. mollis, B. reptens e B. venezuelae
(SOARES FILHO, 1996).

Porém, somente cinco acessos pertencentes a trés espécies de
Brachiaria (B. brizantha, B. decumbens e B. humidicola) deram origem aos 20
cultivares liberados em diversos paises da América tropical, entre eles: Brasil, Cuba,
México, Venezuela, Costa Rica, Coldbmbia, Panama e Equador. Como consequéncia
desse fato, a base genética dos materiais cultivados de Brachiaria é extremamente
estreita, e os conhecimentos adquiridos sobre o0 género estdo baseados em poucos
genotipos (KELLER-GREIN et al., 1996).

Além disso, as espécies de maior importdncia agronémica
(B.decumbens e B.brizantha) sao predominantemente tetraploides (2n=4x=36) e
apomiticas. A apomixia € caracterizada pelo desenvolvimento do embrido a partir de
uma célula nao-fertilizada, ou seja, a formagao do embrido ocorre sem a fusdo dos
gametas masculino e feminino. Assim, a descendéncia contém exatamente a
constituicdo genética da planta-mae. Esse fato também dificulta o aumento da
variabilidade genética desse género (ASSIS et al., 2003). Entretanto, Valle (1990)
encontrou acessos totalmente sexuais em espécies tidas como apomiticas
obrigatérias (B. decumbens, B. dictyoneura e B. jubata), e sexualidade alta em
espécies de importancia econémica (B. brizantha e B. humidicola). E para Marcos
Filho (2005), a apomixia geralmente ndo é completa, podem ocorrer uma taxa de
variavel de sexualidade, de acordo com a regido e ano de produgédo. Cita como
exemplo, o capim colonido no qual se encontra uma taxa de sexualidade média de
5%

As espécies com maior difusao e importancia econémica no Brasil sao:
B. brizantha, B. decumbens, B. ruziziensis e B. humidicola. B. brizantha apresenta
uma ampla distribuicdo natural em toda a Africa Tropical (KELLER-GREIN et al.,
1996), ocorrendo sob uma precipitagdo anual acima de 800 mm. Nos lugares de
origem, B. brizantha varia consideravelmente, sendo possivel a selegdo de tipos
distintos. Esta espécie diferencia-se de B. decumbens e B. ruziziensis por ser de porte
quase ereto, enraizar muito pouco nos noés, possuir folhas pilosas em forma de canoa

e racemos geralmente mais longos. E uma espécie perene, cespitosa, com colmos
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eretos ou suberetos, pouco radicantes nos nos inferiores, e com porte de 1 a 1,5 m de
altura (SOARES FILHO, 1996).

B. ruziziensis esta mais proximamente relacionada com B. decumbens,
da qual difere, no entanto por ser de porte maior e apresentar a gluma inferior distante
do resto da espigueta (SOARES FILHO, 1996). E originaria da Africa, porém,
apresenta distribuicdo natural bastante restrita (KELLER-GREIN et al., 1996),
ocorrendo em condicdes Umidas e ndo inundaveis. E uma espécie perene, subereta,
com 1-1,5 m de altura, apresenta a base decumbente e radicante nos nés inferiores.
Possui rizomas fortes, em forma de tubérculos arredondados e com até 15 mm de
diametro. As folhas sao lineares e lanceoladas, de cor verde amareladas (SEIFFERT,
1980).

B. decumbens é uma espécie perene, que ocorre de forma nativa no
leste tropical da Africa, restrita a uma estreita faixa de latitude (KELLER-GREIN et al.,
1996) em altitudes acima de 800 m, sob um clima moderadamente Umido, em
pastagens abertas ou em areas com arbustos esporadicos e em solos férteis
(BOGDAN, 1977 apud SOARES FILHO, 1996). No Brasil ha dois tipos bastante
distintos: o primeiro foi introduzido pelo IPEAN (Instituto de Pesquisa Agropecuaria do
Norte) em 1965 sob a denominacgao de cultivar IPEAN; o segundo, por Sdo Paulo em
1970 proveniente da Australia, mas de origem africana, denominado cultivar Basilisk.
Sendo este cultivar o mais plantado na regido dos cerrados, é perene, de 0,6-1 m de
altura, subereto e pouco radicante. As folhas séo linear-lanceoladas, com 150-250
mm de comprimento e 20 mm de largura, rigidas e esparsamente pilosas. A planta

forma relvado com folhas junto ao solo (SEIFFERT, 1984).

B. humidicola é originaria da Africa Equatorial, com ampla distribuicdo
natural (KELLER-GREIN et al., 1996). Apresenta como caracteristicas: alta
capacidade de adaptacdo a varios tipos de solos, especialmente, os de baixa
fertilidade e com alto nivel de umidade; rebrota vigorosa, mesmo com manejo baixo e
intervalos pequenos de cortes sob pastejo; estolées finos e fortes; folhas de cor
verde-palida e fortemente denticuladas nas margens; resistencia ao pastejo e

apresenta boa tolerancia ao encharcamento, podendo ser plantada em varzeas; nao
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tolerante ao fogo e com produgao de pouca semente (até 50 kg/ha); seu principal
atributo sao os fortes estoldes produzidos com a alta habilidade de enraizamento,
promovendo rapida cobertura do solo, que o protege e, ainda, compete com as
pragas (SOARES FILHO, 1996).

B. arrecta, mais conhecida como “Tanner grass”, é originaria da Africa
de locais encharcados e nas margens de lagos e rios. E perene, subereta, fortemente
radicante nos noés inferiores. As folhas s&o lanceoladas, brilhantes de aspecto
suculento e de cor verde-escura. E uma graminea muito agressiva, com preferéncia
para locais umidos ou alagados, exige solos de média fertilidade, porém n&o tolera
solos secos. Nao possui sementes viaveis, sendo a multiplicacao feita através de
material vegetativo (ROCHE et al., 1990 apud SOARES FILHO, 1996).

Brachiaria hibrido cv. ‘Mulato’ é o primeiro hibrido comercial obtido no
Centro Internacional em Agricultura Tropical (CIAT) em Cali, Colédmbia. E originario do
cruzamento de um acesso sexual tetraploidizado de B. ruziziensis com a espécie
tetrapléide B. brizantha cv. ‘Marandu’. O capim Mulato se adapta a solos de boa
drenagem, de fertilidade meédia a alta, com pH acima de 5.0, exigindo uma
precipitacdo anual de pelo menos 600mm em sequeiro. A forrageira suporta bem os
longos periodos de estiagem, entre 7 a 8 meses, devido a seu sistema radicular
profundo (ARGEL et al., 20006).
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RESUMO

Agrupamento de acessos e cultivares de trés espécies de Brachiaria por RAPD.

O propésito deste trabalho foi determinar a similaridade genética de entre acessos de
germoplasma e cultivares comerciais trés espécies de Brachiaria (inter e
intraespecifica), através de marcadores RAPD. Sementes foram utilizadas como fonte
de DNA. 10 primers decameros foram selecionados de 120 primers avaliados,
produzindo 107 bandas polimodrficas, as quais foram utilizados para a analise de
variancia molecular (AMOVA), o coeficiente de similaridade de Jaccard e indices de
fixagdo génica. 24,40% da variabilidade genética total esta contida entre as espécies
e 75,60% dentro destas, com indice de fixagdo génica (FST) 0,24. No dendrograma
houve a formagao de dois ramos, um formado por P. maximum e B. arrecta e o outro
subdividido em trés: todas amostras de B. ruziziensis; todos os acessos de B.
decumbens e trés acessos de B. brizantha e o ultimo com dois acessos de B.
brizantha mais as B. brizantha comerciais e a B. decumbens cv ‘Basilisk’. Foi possivel
agrupar os acessos e cultivares de Brachiaria através de RAPD. O indice de variabilidade
genética entre espécies foi considerado baixo, sendo inferior a valores determinados em
algumas espécies autégamas. B. brizantha apresenta maior variabilidade genética e menor
FST indicando maior fluxo génico intra-especifico do que as outras.

Palavras-chave: Brachiaria, marcadores moleculares, variabilidade genética,
dendrograma, indice de fixagdo génica
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ABSTRACT

RAPD grouping of accesses and cultivars of three Brachiaria species

The aim of this work was the determination of intra and intergenetic similarity between
three Brachiaria species among germplasm accesses and commercial materials
throughout RAPD markers. Seeds were used as DNA source. 10 decamers primers
were selected between 120 primers assayed and 107 polymorphic bands were used to
perform the molecular variance analysis (AMOVA), Jaccard similarity and species
fixation index. 24.4% of the total variability was contained between species and 75.6%
inside the species, with a species fixation index (FST) of 0.24. The tree showed that
two major branches were formed, one with the three outgroup species and other with
the species, this one split in three minor branches one with all B. ruziziensis samples;
other with all B. decumbens accessions and three of B. brizantha and the last with two
B. brizantha accesses, all commercial cultivars and B. decumbens cv. ‘Basilisk’. It
was possible to group, throughout RAPD, Brachiaria accesses and cultivars. The
genetic variability index between species was considered low and somehow low when
faced with autogamous species. B.brizantha showed the highest genetic variability and the
lowest FST what means that there is a higher genetic flux intra specific than the others.

Key-words: Brachiaria, molecular markers, genetic variability, dendrogram, genetic
fixation index
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INTRODUGAO

As espécies de Brachiaria tém alta producido de matéria seca,
apresentam excelente resposta a fertilizantes, sdo perenes, e permanecem verdes
mesmo durante os periodos de baixos indices pluviométricos. Os valores nutricionais
indicam alta palatabilidade, o que proporciona aos animais altos niveis de ingestéo
(NDIKUMANA; LEEUW, 1996).

Sete espécies africanas perenes (B. arrecta, B. brizantha, B.
decumbens, B. dictyoneura, B. humidicola, B. mutica, e B. ruziziensis) tém sido
amplamente utilizadas como forrageiras especialmente na América tropical, e em
menores proporcdes na Asia, no Sul do Pacifico e na Australia. Na América do Sul e
Central as principais gramineas tropicais utilizadas pertencem ao género Brachiaria.
Somente no Brasil existem aproximadamente 40 milhdes de hectares de pastagem de
Brachiaria, sendo que mais de 85% ocupado por B. decumbens cv. 'Basilisk e B.
brizantha cv. '‘Marandu' (KELLER-GREIN et al., 1996).

Todavia, a base genética dos cultivares comerciais de Brachiaria é
extremamente estreita, devido a origens das mesmas estarem ligadas a somente uns
poucos acessos de trés espécies de Brachiaria (B. brizantha, B. decumbens e B.
humidicola; Keller-Grein et al., 1996) e a predominéncia da apomixia, que confere a
descendéncia a mesma constituicdo genética da planta-mae. Todavia, aparentemente
a apomixia parece nao ser completa, permitindo alguma taxa de recombinagao entre
e dentro das espécies de acordo com as condicbes de ano e local de producéo
(MARCOS FILHO, 2005).

Para Shelton (2007) a identificacdo correta entre algumas espécies de
Brachiaria é dificil e até mesmo confusa. Por exemplo na estagcdo de pesquisa de
Kitale, no Kénia, por muito tempo as B. ruzuziensis e B. brizantha nao foram
diferenciadas. Outro problema de identificacdo acontece com o cv ‘Basilisk’
amplamente difundido como sendo uma B. decumbens, mas segundo Maass (1996)

citando Renvoize et al. (1996) a classificacdo correta € uma B. brizantha, sugerindo,
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porém, que nenhuma alteragdo seja feita, antes de uma completa revisdo e
classificagao taxondmica do género.

A taxonomia do género Brachiaria ndo € satisfatoria nem em relagéo a
posicao entre as espécies e nem na inter-relacdo com outros géneros, néo existindo
chave adequada para Brachiaria, embora uma classificacdo setorial tenha sido
proposta por Stapf (1919) para 56 espécies africanas e, em nivel mundial, por Pilger
(1940) para 50 espécies (ambos citados por RENVOIZE et al.,, 1996). Estes
propuseram, para tanto, a aplicagdo de analises estatisticas da morfologia, aliadas a
outras informagdes, como forma de proporcionar um sistema razoavel de
classificagao ainda inexistente (RENVOIZE et al., 1996).

Porém, o conhecimento de variabilidade e divergéncia genética entre
acessos e espécies do género Brachiaria é de fundamental importancia para o
sucesso no melhoramento intra e interespecifico neste género (Assis et al., 2001).
Além disso, o conhecimento da diversidade genética entre os acessos contribui para a
reducdo nos custos de manutengdo dos bancos de germoplasma, pois permitem a
eliminac&o dos acessos similares. (MACHADO NETO et al., 2002).

Com o objetivo de avaliar a variabilidade existente, varios autores
trabalharam com diferentes variaveis como Valle (1990) que utilizou descritores
morfologicos, ndo afetados pelo meio-ambiente, ou seja, caracteristicas de origem
genética para avaliar 73 acessos de B. brizantha, B. ruziziensis, B. jubata e B.
decumbens. B. brizantha, B. decumbens e B. ruziziensis, classificando-as de forma
distinta. Alguns acessos apresentaram pequena distancia filogenética, permitindo o
intercambio génico entre espécies, deste que as ploidias coincidam e exista
sexualidade. B. jubata, contudo, apresentou maior individualidade quando comparado
com as outras trés espécies. Na analise intra-especifica, observou-se que B.
brizantha, com maior numero de acessos, apresentou maior variabilidade nas
caracteristicas estudadas, quando comparadas B. decumbens e B. ruziziensis.

De forma analoga, Assis et al. (2003) analisaram 301 acessos,
pertencentes a seis diferentes espécies de Brachiaria. Entre os grupos de caracteres
estudados, os vegetativos e reprodutivos foram os mais discriminantes para as

espécies. Assim, B. decumbens e B. humidicola s6 foram discriminados pelos
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caracteres de pilosidade; B. jubata e B. dictyoneura foram completamente
discriminadas pelos caracteres vegetativos e B. brizantha e B. ruziziensis foram
discriminadas pelos caracteres reprodutivos. Porém, nenhum caractere foi capaz de
separar em grupos diferentes as espécies B. humidicola e B. dictyoneura.

Machado Neto et al. (2002) utilizando-se de eletroforese de proteina,
extraida de sementes, para verificar a diferenca entre cinco acessos de seis espécies
de Brachiaria concluiram que em B. brizantha, B. decumbens, B. ruziziensis, B.
humidicola e B. nigropedata os acessos apresentaram variagdes suficientes para
separar 0s acessos e que em B. jubata os acessos sao geneticamente muito
homogéneos.

Caracteres morfologicos tém sido utilizados, tradicionalmente, como
assinaturas da identidade, pureza varietal e genética, constituindo-se em uma base
pobre por ser uma medida indireta da composi¢ao genética do material sofrendo forte
influéncia ambiental. Caracteres moleculares revelam diferencas genéticas mais
rapidamente, com maior precisdo e sem o obscurecimento causado pelo efeito
ambiental, oferecendo vantagens significativas em termos de discriminagéo,
confiabilidade, rapidez e custo reduzido (ASSIS et al., 2003). Uma técnica
relativamente nova, o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA; Williams et al.,
1990), tem sido adotada por alguns pesquisadores envolvidos no desenvolvimento de
métodos de identificacdo de cultivares (WEEDEN, 1992; MENEZES et al., 2002)
principalmente por ser uma técnica simples que n&o requer nenhuma informacéao
prévia sobre sequéncias de nucleotideos do genoma da espécie, além de ser
bastante acessivel e de custo relativamente baixo que pode ser utilizado onde as
informagdes moleculares ainda s&o escassas.

Comparando os métodos tradicionalmente utilizados para determinacao
da pureza genética e identificacdo de cultivares, McDonald (1995) defende algumas
vantagens da utilizagdo de RAPDs: (i) marcadores RAPD proporcionam grande
potencial para a discriminagdo de cultivares ja que a composig¢ao de nucleotideos de
um gene esta sendo diretamente determinada em vez do produto da expressédo do
gene, como uma enzima; (ii) a versatilidade da analise de RAPD é maior do que da

eletroforese de proteina. Mais de 700 “primers” estdo disponiveis, contra apenas 20
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sistemas enzimaticos; (iii) a analise de RAPD requer os mesmos equipamentos gerais
e qualidade profissional que a técnica de eletroforese de proteina, apenas alguns
equipamentos adicionais sdo necessarios, como o termociclador; (iv) o custo e o
tempo, para uma analise completa de RAPD, sdo equivalentes aos protocolos atuais
de eletroforese de proteinas.

Esse trabalho teve como objetivos determinar, a similaridade genética
inter e intraespecifica entre acessos de germoplasma e cultivares comerciais de trés

espécies de Brachiaria, através de marcadores RAPD.



20

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratorio de Genética Molecular e
Citogenética da Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE, em Presidente
Prudente — SP. Utilizou-se como fonte de DNA sementes de cinco diferentes acessos
das espécies de B. brizantha, B. decumbens e B. ruziziensis cedidas pela EMBRAPA
— Gado de Corte (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Centro Nacional de
Pesquisa de Gado de Corte) e de cultivares comerciais das mesmas espécies, além
de uma amostra da Brachiaria hibrida cv ‘Mulato’, dois cultivares comercias de
Panicum maximum, ‘Mombacga’ e ‘Tanzania’ e folhas de B. arrecta totalizando 27
amostras (Tabela 1).

Para a extracdo de DNA utilizou-se o método de Doyle e Doyle (1987)
com adaptagdes. Utilizou-se de 6 a 8 sementes por amostra, as quais foram
maceradas em cadinho de porcelana; exceto B. arrecta, da qual aproximadamente
1cm? de folha foi macerado em nitrogénio liquido. Apds maceragao o material foi
transferido para microtubos de 1,5mL contendo 700uL de tampao CTAB 2% a 65°C.
O material foi homogeneizado e mantido a 65°C por 40 minutos. Acrescentaram-se
entdo 700uL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e homogeneizou-se por inverséo.
As amostras foram centrifugadas a 12000 rpm por 15 minutos, sendo a porg¢ao
aquosa recuperada e transferida para outro tubo, | acrescentando-se 8% de acetato
de aménio a 7,5M e 54% do volume total de isopropanol absoluto a -20°C, mantendo-
se nesta temperatura por 24 horas. Posteriormente o material foi centrifugado a
14000rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com
700uL de etanol 70% a 8°C, centrifugando-se novamente a 14000rpm por 1 minuto. O
etanol foi descartado e o precipitado seco em fluxo de ar a temperatura ambiente. O
DNA foi hidratado em 100uL de tampao TE em banho seco por 1 hora a 55°C e
quantificado em espectrofotdometro, a 260 nm, e diluido com TE para a concentracéo
de 10ng pL™".

As condi¢cbes de amplificagdo foram baseadas em Williams et al. (1990)
com modificagdes. O DNA gendmico foi amplificado em um volume de reacédo de
25uL, contendo 10% de tampéao Tris-KCI (Tris-HCI 20mM, pH 8,4 e KCI 50mM), 1,5
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mM MgCl,, 0,4uM de primer (oligonucleotideos), 0,2uM de cada dNTP, uma unidade
de Taq DNA Polimerase e DNA molde. As reagées de RAPD foram amplificadas em
termociclador “MJ — PTC 100" programado para 43 ciclos com passo inicial de
desnaturagédo a 94°C por trés minutos, seguidos por um minuto a 94°C para
desanelamento, um minuto a 37°C para anelamento com primers e 30 segundos a
72°C para elongacao da cadeia, dando-se ap6s 43 ciclos um passo final de extensao

a 72°C por cinco minutos.

Tabela 1. Relacdo dos acessos e dos cultivares comerciais de Brachiaria com o
respectivo codigo, identificagdo (ldent.), registro nacional de germoplasmal/cultivares,
regiao e pais de origem do material catalogado no banco de germoplasma da
Embrapa — Gado de Corte.

Acessos da Embrapa - Regiao de origem -

Gado de Corte Cédigo Ident. Registro Pais
B. ruziziensis ruzi R100 BRAO005541 Trans Nzoia/Quénia
B. ruziziensis ruz2 R106 BRAO005649 Bujumbura/Burundi
B. ruziziensis ruz3 R108 BRAO005584 Cibitoke/Burundi
B. ruziziensis ruz4 R109 BRAO005631 Ruyigi/Burundi
B. ruziziensis ruzs R128 BRA002291 ------
B. decumbens de1 D53 PI355744  -—----
B. decumbens de2 D7 BRA004472 South Nyanza/Quénia
B. decumbens de3 D9 BRA004499 Nakuru/Quénia
B. decumbens ded4 D58 BRA000191 Embrapa- CPATU/Brasil
B. decumbens deb5 D59 BRA000116 E;rcﬁgaer;an')CNPMF [Brasil
B. brizantha Briz1 B158 BRAO003719 Bungomal/Etiopia
B. brizantha Briz2 B23 BRA001945 Embrapa CNPGC/Brasil
B. brizantha Briz3 B67 BRA003336 llubabor/Etiopia
B. brizantha Briz4 B112 BRA002844 Welega/Etidpia
B. brizantha Briz5 B127 BRAO003107 Gamo Gofa/Etiopia
Cultivares comerciais
B. brizantha cv ‘MG4’ brizMG4 02256
B. brizantha cv ‘Marandu’ brizMar 02250
B. brizantha cv "La libertad® brizLaliber
B. brizantha cv ‘Xaraés’ brizXaraes 04509
B. brizantha cv ‘MG5’ brizMG5 04509
B. decumbens cv ‘Basilisk’ decBasi 02277
B. ruziziensis Ruzi-a 02043
B. ruziziensis Ruzi-b 02043
B. arrecta arrecta
Hibrido cv ‘Mulato’ mulat 09669
P.maximum cv ‘Mombaca’ mombacga 01697
P.maximum cv ‘Tanzania’ tanzania 01699
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As amplificagdes foram feitas em duas condi¢cdes, com 25 e 50ng de
DNA molde, sendo consideradas apenas as bandas presentes nas duas
amplificagdes.

Os produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em géis de
agarose 1,5% (p/v) utilizando o tampao de corrida TBE 2X. O ladder AMRESCO
100pb foi utilizado como marcador de peso molecular. Os géis foram corados com
brometo de etideo e visualizados em camara com iluminagao ultravioleta (camara
CCD Alpha-Inmotech) sendo as imagens capturadas pelo software Chemilmager.

Testaram-se 120 primers decameros arbitrarios da OPERON
Technologies Inc dos grupos A, C, D, G, X e Y. Para a primeira fase da selecédo do
primers utilizou-se a amostra de B. brizantha cv ‘MG4’ pela maior disponibilidade de
material. Foram pré-selecionados 43 primers, por apresentarem bandas di, tri e
polimdrficas bem visiveis. Na segunda fase os primers pré-selecionados foram
testados em uma amostra de B. ruziziensis. Seguindo os mesmos critérios,elegeram-
se dez primers para serem utilizados nas reacdes de RAPD em todas as amostras.

A presenga ou auséncia de bandas de tamanhos moleculares idénticos
foi usada para a construgcdo de uma matriz de similaridade com base no calculo do
coeficiente de similaridade de Jaccard, codificando “1” como a presenca da banda no
gel e “0” como sua auséncia. A fim de representar graficamente o padrdo de
divergéncia genética, com a matriz de similaridade, foi construido um dendrograma
com o algoritmo de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using an
Arithmetic Average) utilizando-se para essa analise o programa NTSYS 2.0 (ROHLF,
1998).

A anadlise da variancia molecular (AMOVA) foi calculada através da
decomposicao total nos seus componentes entre e dentro de espécies utilizando-se
as distancias ao quadrado (EXCOFFIER et al., 1992) com auxilio do programa
Arlequim (EXCOFFIER et al., 2006). Foi realizada para os quinze acessos do banco
de germoplasma da EMBRAPA — Gado de Corte e todos os cultivares comerciais e
para B. arrecta, excluidos os Panicum, sendo o hibrido cv ‘Mulato’ analisado junto

com o grupo de B. brizantha.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No dendrograma (figura 1) pode-se observar que a B. arrecta nao foi
classificada no mesmo grupo das demais espécies de Brachiaria estudadas, assim
como as duas amostras de P. maximum. B. arrecta apresentou um baixo coeficiente
de similaridade em relagdo as demais amostras. Essa espécie apresenta um conjunto
de caracteristicas vegetativas e reprodutivas bastante distinto, o que facilmente a
diferencia das outras espécies de Brachiaria. Renvoize et al. (1996) classifica através
daquelas a B. arrecta como pertencente ao grupo 3 e a B. brizantha, B. decumbens e
B. ruziziensis no grupo 5 .

O segundo grupo subdividiu-se em trés subgrupos. O primeiro composto
por todas as amostras de B. ruziziensis; o segundo por todas as B. decumbens e por
trés acessos de B. brizantha, todos eles com origem em banco de germoplasma e o
terceiro reunindo os dois acessos de B. brizantha restantes, as B. brizantha
comerciais, inclusive o hibrido cv 'Mulato' e a B. decumbens cv 'Basilisk'.

Atentando-se para a variabilidade genética dentro dos acessos é
possivel destacar que ha menor variabilidade genética entre os acessos de B.
decumbens e B. ruziziensis quando comparados com 0s acessos de B. brizantha.
Valle (1990) concluiu, através de analises multivariadas, para caracteres
morfolégicos, que as espécies B. brizantha, B. decumbens e B. ruziziensis estao
superpostas, porém, B. brizantha € a que apresenta maior variabilidade nas
caracteristicas estudadas, enquanto as outras duas espécies estdo circunscritas a
areas menores no grafico de distribuicdo, indicando maior homogeneidade
morfoldgica entre os componentes analisados.

Considerando que os cultivares 'MG5' e 'Xaraés' tem a mesma origem
(acesso CIAT 26110), estdo registrados com o mesmo numero (04509) no cadastro
Nacional de Cultivares e sao apomiticas, estes deveriam apresentar alto coeficiente
de similaridade, o que n&o foi observado. Isto pode ser explicado pela extragado de
DNA de um “bulk” de sementes comerciais, sujeito a contaminacdo do material com

outras sementes de Brachiaria, fato comum nos campos de sementes. O mesmo se
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aplica para os cultivares 'MG4' e 'La Libertad'. Todavia, apesar das sementes de
B.ruziziensis (a € b) serem comerciais tal contaminacido, ndo se fez sentir, pois as
mesmas seguiram o padrdo da espécie, ficando todas no mesmo clado. A
confirmagédo desses resultados necessita de confirmagéo utilizando como fonte de
DNA folhas de plantas identificadas morfologicamente.

O cultivar de B. decumbens cv 'Basilisk’ apresentou maior proximidade
genética com o grupo da B. brizantha do que com as B. decumbens, corroborando as
observagbes de Renvoize et. al. (1996) de que o cultivar 'Basilisk’, amplamente
utiizado, e comumente identificado com B. decumbens é na verdade uma B.

brizantha.
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Figura 1. Dendrograma obtido pelo agrupamento UPGMA das amostras de Brachiaria
com base no calculo do coeficiente de similaridade de Jaccard utilizando o programa
NTSYS 2.0.

Na Tabela 2, podem-se observar os dez primers selecionados e a
sequéncia destes, o numero de bandas, o numero de bandas polimérficas e o

tamanho dos fragmentos amplificados. Os fragmentos amplificados variaram de 200
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pb a 1450 pb, encontrando-se dentro dos limites de 200 pb a 1500 pb, nos quais a
técnica RAPD, segundo Liu et al., (1999), apresenta boa reprodutibilidade.

Tabela 2. Sequéncias nucleotidicas dos primers, numero de bandas, numero de
bandas polimérficas e tamanho dos fragmentos amplificados em Brachiaria

Primers Seqiiéncia de N° de N° de bandas Tamanho dos
nucleotideos (5’ — 3’) bandas polimérficas fragmentos (pb)
A5 AGG GGTCTT G 9 8 260 a 1000
A9 GGG TAACGCC 10 10 200 a 1000
D11 AGC GCCATT G 10 8 300 a 900
G5 CTGAGACCGA 12 12 200 a 1000
G9 CTGACGTCAC 11 10 300 a 1300
G10 AGG GCC GTTC 7 7 300 a 1000
G17 ACG ACC GAC A 14 13 200 a 1200
X15 CAG ACAAGCC 11 10 300 a 1450
X17 GAC ACGGACC 13 12 300 a 1000
Y1 GTGGCATCTC 12 12 300 a 1300

Apesar de toda a importancia que a espécie apresenta, pouco se
conhece a respeito da diversidade genética presente entre e dentro das espécies
cultivadas. Este conhecimento € de fundamental importancia para o estabelecimento

das estratégias de melhoramento genético e de conservacao destes materiais.

Através da anadlise de variancia molecular (AMOVA), com base nos
dados de 107 bandas polimorficas verificou-se que 24,40% da variabilidade genética
total esta contida entre as espécies de B. brizantha, B. decumbens, B. ruziziensis e B.
arrecta analisadas e 75,60% do total esta contida dentro das espécies (entre os

acessos e os cultivares comerciais das mesmas espécies) conforme tabela 3.

Estudos sobre estrutura genética ja demonstraram que a distribuicao da
variagdo genética ndo € aleatéria dentro das populagdes. De acordo com Hamrick
(1983) ela é determinada pelas seguintes caracteristicas: sistema reprodutivo,
distribuicdo geografica da espécie, tamanho efetivo das populagbes, modo de

reproducgao e fluxo génico através da dispersao do pélen. Sendo também resultado de
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um conjunto de fatores evolutivos, que atuam na diversidade genética, introduzindo
novos alelos ou modificando as freqiéncias sendo eles: mutagao, migragao, selecao

natural e deriva genética (WEIR, 1990).

Tabela 3: Resultado da analise de varidancia molecular (AMOVA) das espécies
comerciais e acessos de Brachiaria, agrupadas em 4 espécies (B. brizantha, B.
decumbens, B. ruziziensi e B. arrecta) obtidos por marcadores moleculares de RAPD

Fonte de variagdao GL SQ Com‘;/) ai?aegss de Port;‘/ir;;‘:ga?? de
Entre espécies 3 131,998 5,074 24,40%
Dentro de espécies 21 330,162 15,722 75,60%
Total 24 462,160 20,796

Espécies albgamas sdo, por definigdo, muito mais variaveis que as
autégamas (YANAKA, 2005). Em algumas populagdes de espécies alégamas, pode
ser encontrada variabilidade intrapopulacional maior que inter-populacional, como em
Lolium perenne (SWEENEY; DANNENBERGER, 1994), Trifolium pratense
(Kongkiatngam et al.,, 1995), Medicago sativa (CROCHEMORE et al., 1996).
Ferdinandez e Coulman (2002) também detectaram variabilidade por RAPD e AFLP
maior dentro das populagdes que entre as populagdes analisadas de B. inermis e B.
riparius. Dados semelhantes foram obtidos por Vieira et al. (2004) em Lolium
multiflorum, uma alégama cultivada em largas extensdes, 98% da diversidade total
esta contida dentro das populagdes, enquanto que a diversidade genética entre as
populagdes foi de apenas 2%. Isto reduz a possibilidade de deriva genética e de
endogamia, contribuindo dessa maneira para a manutengcdo da alta diversidade
genética dentro das populagdes. Em varias outras espécies de forrageiras observou-
se alta variabilidade dentro das populag¢des, em Bromus innermis, (DIABY; CASLER,
2005); bromegrass (Bromus riparius Rehm.; Ferdinandez et al., 2001), grama azul
(Bouteloua gracilis tion.; Phan, 2000), buffalograss (Buchloe™ dactyloides, Peakall et
al., 199%5); B. auleticus (RIVAS, 2001), Lolium perenne L. (HUFF, 1997; KUBIK ,
2001), Chloris gayana K. (UBI , 2003) e Pascopryum smithii (LARSON , 2003).
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Antagonicamente, alta diversidade genética entre populagcbes €
encontrada principalmente para espécies autdbgamas, desde que as mesmas nao
estejam sobre pressao de selecgao artificial. Em Campanula microdonta Koidz., Oiki et
al. (2001) estabeleceram que 54 % da variancia total estava dentro das populagdes e
46% entre populagdes, por analise de RAPD.

Garris et al. (2005) analisaram 234 acessos de arroz, representando
uma ampla distribuicdo geografica pelo mundo do O. sativa através de microssatélites
e atribuiram 62,5% da varidncia total dentro das populagdes e 37,5% entre
populagdes. Esses resultados podem ser explicados pelo sistema de reprodugao
autégama do arroz.

Liu et al. (2003) analisaram 260 linhas endogamicas de milho, por
microssatélites, que representavam a diversidade genética dos cultivares comerciais
de importancia ao melhoramento de clima temperado e varias linhas tropicais e
subtropicais encontrando apenas 8,3% de variancia entre populagoes.

Para as espécies apomiticas, como € o caso da maioria dos acessos e
cultivares do presente trabalho, espera-se que a variagdo intrapopulacional seja
minima ou nula, quando se utiliza AMOVA para a analise de individuos agrupados em

diferentes populacoes.

O parédmetro FST estima o fluxo génico a partir da variancia das
freqUéncias génicas entre populagdes ou espécies, onde o menor valor indica que ha

fluxo génico entre as populagdes, por consequéncia maior a variabilidade genética.

Lu et al. (2005) estudaram a variabilidade genética em populagdes de
arroz selvagem (Zizania palustris var. palustris), no norte do estado de Wisconsin,
EUA e afirmaram que o FST de 0,30 encontrado esta especialmente alto entre essas
populagdes, sugerindo baixas taxas de fluxo génico entre as populag¢des. Além disso
os autores sugerem que no estudo do fluxo génico entre populacdes deva ser incluido
informagdes sobre a distribuicdo geografica e o tamanho das populagdes. De modo
oposto, um alto nivel de fluxo génico entre as populagdes poderia também
homogeneizar a composi¢cao genética das populagdes, diminuindo a correlagdo entre

distancia geografica e genética e levando a um baixo nivel de FST.
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Os valores absolutos do FST das espécies de Brachiaria variaram de
0,244 a 0,380, com valor médio de 0,244 (tabela 4). B. brizantha apresentou o menor
indice de fixagdo génica, sendo 11,4% inferior ao médio, revelando ainda ter o maior
numero de bandas polimoérficas, indicando um maior fluxo génico e por consequéncia

maior variabilidade genética, fato também observado no dendrograma (figura 1).

Deve-se considerar que das espécies estudadas, B. brizantha apresenta
0 maior numero de amostra (11) sendo 6 de cultivares comerciais, que apesar de
terem uma base genética muito estreita (KELLER-GREIN et al., 1996), foram
selecionados e langados como cultivar nas ultimas décadas. Para Garris et al., 2005,

populagdes que estdo sob pressao de selecdo apresentam menores valores de FST.

Tabela 4: indices de fixacdo génica (FST) médio e dentro das espécies, nimeros de
amostras e o numero de bandas polimérficas de cada espécie, obtidos pela analise
de variancia molecular (AMOVA) dos acessos e cultivares comerciais de B. brizantha,
B. decumbens, B. ruziziensis e B. arrecta.

Nudamero de bandas

Espécies FST (valores FST % Num. polimérficas na

absolutos) amostras <
espécie.

B. brizantha 0,216 -11,4% 11 89

B. decumbens 0,272 11,7% 6 57

B. ruziziensis 0,244 0,0% 7 74

B. arrecta 0,380 55,6% 1 0

Médio 0,244 25 107

FST % - valores relativos em porcentagem comparados com o FST médio de 0,244
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CONCLUSOES

Através dos marcadores moleculares de RAPD foi possivel agrupar os
acessos e cultivares comerciais de Brachiaria, ferramenta que podera auxiliar na
construcao de uma chave taxonémica para o género.

Considerando a maioria das Brachiarias estudadas, como apomiticas ou
com apomixia facultativa, o indice de variabilidade genética entre espécies pode ser
considerado baixo, pois € inferior a valores encontrados para algumas espécies
autdbgamas. Para espécies apomiticas, a escassez de estudos realizados, ndo permite
comparagoes.

Entre as espécies estudadas a B. brizantha apresenta maior variabilidade
genética, maior numero de bandas polimoérficas e menor FST indicando maior fluxo génico
intra-espécies do que as B. decumbens e B. ruziziensis.

A B. decumbens cv ‘Basilisk’ apresenta maior proximidade genética com o
grupo das B. brizantha do que com as B. decumbens.

Sugerimos outros estudos para a confirmagdo desses resultados

utilizando como fonte de DNA folhas de plantas sistematicamente identificadas.
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RESUMO

Dissimilaridade genética em acessos e cultivares de Brachiaria por RAPD

Este trabalho teve como objetivo estudar a dissimilaridade genética entre acessos de
seis diferentes espécies de Brachiaria e 0s principais cultivares comerciais através de
marcadores moleculares de RAPD. Foi extraido DNA de sementes de cinco diferentes
acessos de seis espécies de Brachiaria (B. decumbens, B. ruziziensis, B. nigropedata,
B. humidicola, B. jubata e B. brizantha), cedidas pela EMBRAPA — Gado de Corte, de
doze cultivares comerciais, dois cultivares de P. maximum e de folhas da B. arrecta.
120 primers foram testados e 10 selecionados e amplificados em duas diferentes
concentracdes de DNA molde produzindo um total de 114 bandas polimérficas. Com
auxilio do Programa Genes 2007, foram estimados os indices de dissimilaridade
genética para todos as amostras analisadas. Considerando todas as amostra de
Brachiaria, o intervalo de dissimilaridade observado foi de 0,262 a 0,907 e entre os 30
acessos variaram de 0,262 a 0,880, sendo menor entre dois acessos de B.
decumbens. Os materiais foram agrupados pelo método de agrupamento de ligagéao
média entre grupos (UPGMA) e formaram-se quatro grupos distintos: grupo | com P.
maximum e B. arrecta, grupo |l com todos os acesso de B. jubata; grupo Ill com todos
0s acessos de B. nigropedata e no grupo |V todos os acessos e cultivares comerciais
das espécies B. ruziziensis, B. decumbens, B. brizantha e B. humidicola. Foi possivel
agrupar os acessos e cultivares comerciais de Brachiaria através dos marcadores
moleculares de RAPD, ferramenta que podera auxiliar na solugdo de problemas
taxondmicos no género. Além de verificar uma correlagdo entre a dissimilaridade média
dos acessos de uma mesma espécie e a distribuicdo natural das espécies no
continente Africano. Espécies com distribuicdo natural estreita, como a B. decumbens
e B. ruziziensis apresentaram baixa dissimilaridade genética, enquanto que, espécies
com ampla distribuicdo natural apresentam altas taxas de dissimilaridade.

Palavras-chave: Brachiaria, marcadores moleculares, dissimilaridade genética,

dendrograma,
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ABSTRACT

Genetic dissimilarity among accesses and cultivars of Brachiaria

estimated by RAPD markers.

The main objective of this work was to study the genetic dissimilarity among
germplasm accesses of six Brachiaria species and the most important cultivars
through RAPD markers. DNA was extracted form seed of five different accesses of the
following Brachiaria species (B. decumbens, B. ruziziensis, B. nigropedata, B.
humidicola, B. jubata e B. brizantha) donated by EMBRAPA — CNPGC, and from 12
commercial cultivars, two P. maximum and from leaves of B. arrecta. 120 primers
were tested and 10 were selected and amplified in two different concentrations of
template DNA, producing 114 polymorphic bands. With the aim of GENES program
the dissimilarity indexes were estimated for all samples analysed. The range, for all
samples, was between 0,262 and 0,907; and between the accesses from 0.262 to
0.880. The lowest range was between two B.decumbens accesses. They were
grouped by UPGMA and four groups could be clearly distinct: group | with the out
groups - P.maximum and B. arrecta; group |l all accesses of B. jubata; group III with
the B. nigropedata and group IV with all accesses and commercial materials of
B.ruziziensis, B. decumbens, B. brizantha and B. humidicola. It was possible to group
all accesses and cultivars of Brachiaria, through RAPD markers and it could be helpful to
solve taxonomic problems within the genus and allowed to verify the dissimilarity inside one
species as the natural distribution in the African continent. Species with a narrow range as
B. decumbens and B. ruziziensis showed low levels of dissimilarity and natural widely
spread species showed high dissimilarity levels.

Key-words: Brachiaria, molecular markers, genetic variability, dendrogram, genetic

fixation index
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INTRODUGAO

As gramineas do género Brachiaria abriram novas expectativas para a
pecuaria tropical, devido a sua ampla faixa de adaptacdo, maior quantidade de

forragem e superior qualidade nutricional, além da propagag¢ao por sementes.

Sabe-se que a pastagem é a base da produgao de bovinos de corte no
Brasil, e a area de pastagem com espécies cultivadas situam-se em torno de 115
milhdes de hectares, com a predominancia das Brachiarias (ZIMMER; EUCLIDES
FILHO, 1997; ZIMMER; EUCLIDES, 2000).

Ja é realidade na pecuaria nacional a intensificagdo dos sistemas de
producado, tornando necessario o desenvolvimento de novos cultivares forrageiros,
que combinem elevada capacidade de producdo com alta qualidade e que
apresentem tolerancia a condigdes ecoldgicas adversas. O langamento de cultivares
melhorados é uma demanda constante que requer um processo continuo de

introdug&o e avaliagao.

O sucesso de qualquer programa de melhoramento ou de conservagao
€ dependente do conhecimento da quantidade de variagdo presente na espécie de
interesse. Em relacdo ao género Brachiaria existem sete importantes colegbes no
mundo, que possuem um total de 987 acessos de 33 espécies conhecidas (KELLER-
GREIN et al., 1998). Entre as espécies de Brachiaria existe grande variabilidade
natural, com isso, identificar caracteres realmente discriminantes torna-se uma dificil
tarefa (ASSIS et al., 2003; RENVOIZE et al.,1996).

Além disso, caracteres morfolégicos e agronémicos, usados para a
medi¢cdo da diversidade genética em determinadas populagdes, apresentam uma
grande dificuldade na identificagdo de grupos taxonémicos proximos. Esta dificuldade
deve-se ao fato de que a grande maioria dos caracteres vegetativos ¢é influenciada por
fatores ambientais. Para tentar solucionar este problema, técnicas moleculares tém

sido utilizadas para monitorar a variabilidade genética (PARKER et al.,1998).

Para Vilela-Morales e Valois (2000) é nos acessos de germoplasma que

podem ser encontradas fontes de variabilidade genética para a obtencado de gendétipos
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produtivos, mais adaptados as diversas condigdes ecoldgicas e resistentes a fatores
bidticos e abidticos, em consonancia com as necessidades do desenvolvimento

agropecuario sustentavel.

Para Chiari et al. (2006) a utilizacdo de recursos genéticos, nativos e/ou
exoticos, é estratégica no desenvolvimento de novas variedades de forrageiras e
depende da identificagdo de acessos superiores, tanto do ponto de vista agronédmico
quanto da variabilidade genética, para sua utilizagdo em programas de melhoramento.
O conhecimento da variabilidade genética disponivel no banco de germoplasma é
extremamente relevante para o planejamento de cruzamentos divergentes bem como
para orientar novas coletas ou intercambio de germoplasma para caracteristicas de

interesse especificos.

Cruz (2006) vai além e diz que o sucesso de um programa de
melhoramento reside na existéncia de variabilidade na populagao de trabalho e
recomenda, para a formagao de populagao-base, o intercruzamento entre cultivares
superiores e divergentes. Sendo que essa divergéncia pode ser avaliada a partir de
caracteristicas agronémicas, morfoldégicas e moleculares. As informagdes multiplas de
cada cultivar sao expressas em medidas de dissimilaridade, que representam a

diversidade que ha no conjunto estudado.

A demanda da agropecuaria por recursos genéticos necessita cada vez
mais da utilizacdo de métodos e processos biotecnoldgicos para alcangar o0 sucesso
da agropecuaria sustentavel. Na aplicacdo de biotecnologias para atender as
demandas de recursos genéticos, entre outros, sdo considerados varios processos
entre eles os marcadores moleculares (VILELA-MORALES; VALOIS, 2000).

Dentre os diversos tipos de marcadores atualmente disponiveis, os
marcadores de RAPD destacam-se pela simplicidade, rapidez, baixo custo, demanda
de quantidades minimas de DNA, analise de um grande numero de locos e a
possibilidade de estudo de espécies sobre as quais ndo se tem nenhum tipo de
informagéo genética. Entre as limitagbes da técnica, duas podem ser consideradas as
mais importantes. Uma delas se refere a caracteristica dominante dos marcadores

RAPD, o que nao permite a diferenciagao de individuos heterozigotos. E a, outra, € a
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questdo da baixa repetibilidade de algumas bandas (LACERDA, 2002). Todavia, o

uso destes marcadores nao é invalido (SIMMONS, 2007).

A caracteristica dominante da técnica de RAPD certamente traz alguns
inconvenientes, principalmente do ponto de vista da analise estatistica. Porém, Clark
e Lanigan (1993) e Stewart e Excoffier (1996) sdo alguns dos autores que tém
procurado desenvolver metodologias de analise dos dados visando contornar o
problema da dominancia. Em relacdo a baixa repetibilidade de algumas bandas,
muitos destes estudos destacam que alteragdes nas concentracdes de cloreto de
magnésio, DNA genbmico, primer e Taq polimerase sao as principais causas para o
aparecimento de bandas consideradas artefatuais. De qualquer forma, parece haver
um consenso de que a realizacao de estudos prévios para a escolha dos primers mais
adequados para a espécie alvo do estudo, o estabelecimento das concentragdes
6timas dos reagentes e do programa de PCR e uma cuidadosa ateng¢ao aos detalhes
reduzem bastante a possibilidade de se obter bandas de baixa repetibilidade (HEUN;
HELENTJARIS, 1993; VIRK et al., 1995).

Chiari et al. (2006) destaca a importancia de conhecer a variabilidade
genética entre os acessos de Brachiaria, disponiveis no banco de germoplasma, para
se obter sucesso nos programas de melhoramento, no planejamento de cruzamentos
divergentes e para orientagdo de novas coletas ou intercambio de germoplasma. Para
Rocha et al. (2006) uma aplicagdo dos marcadores moleculares em programas de
melhoramento de Brachiaria esta na determinagdo da variabilidade genética
disponivel, auxiliando na escolha de genitores para programas de hibridagao inter e

intraespecificas.

Recentes trabalhos ja mostraram a alta variabilidade genética existente
entre os acessos de B. humidicola do banco de germoplasma da Embrapa — Gado de
Corte, fazendo deste um germoplasma valioso para o melhoramento e selegcéo de

novos cultivares, justificando a sua manutencéo (CHIARI et al., 2006).

O propodsito deste trabalho foi estudar a dissimilaridade genética entre
acessos de seis diferentes espécies de Brachiaria e o0s principais cultivares

comerciais através de marcadores moleculares de RAPD.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratorio de Genética Molecular e
Citogenética da Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE, em Presidente
Prudente — SP.

Utilizou-se como fonte de DNA sementes de cinco diferentes acessos de
seis espécies de Brachiaria (B. brizantha, B. decumbens, B. ruziziensis, B. jubata, B.
nigropedata e B. humidicola) cedidas pela EMBRAPA — Gado de Corte e de onze
cultivares comerciais das espécies B. brizantha, B. decumbens, B. humidicola, B.
ruziziensis, uma amostra da Brachiaria hibrida cv ‘Mulato’, dois cultivares comercias
de P. maximum (‘Mombacga’ e ‘Tanzénia’) e folhas da B. arrecta totalizando 44
amostras conforme descrito nas Tabelas 1 e 2.

Para a extracdo de DNA utilizou-se o método de Doyle e Doyle (1987)
com adaptacdes. Foram utilizadas de 6 a 8 sementes por amostra, as quais foram
totalmente maceradas em cadinho de porcelana exceto para B. arrecta da qual
aproximadamente 1cm? de folha foi macerado em nitrogénio liquido. Apds a
maceracdo o material foi transferido para microtubos de 1,5mL contendo 700uL de
tampao CTAB 2% previamente aquecido a 65°C. O material foi homogeneizado e
mantido a 65°C por 40 minutos. Em seguida foram acrescidos 700uL de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e homogeneizados por inversdo. As amostras
foram centrifugadas a 12000 rpm por 15 minutos. A por¢gdo aquosa foi recuperada e
transferida para outro tubo, ao qual foi acrescentado 8% do volume transferido de
acetato de amoénio a 7,5M e 54% do volume total de isopropanol absoluto a -20°C e
mantidos nesta temperatura por 24 horas. Posteriormente, o material foi centrifugado
a 14000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado
com 700uL de etanol 70% a 8°C, sendo novamente centrifugados a 14000rpm por 1
minuto. O etanol foi descartado e o precipitado foi seco em um fluxo de ar a
temperatura ambiente. Para a hidratacdo do DNA foram adicionados 100uL de
tampao TE em banho seco por 1 hora a 55°C.

O DNA foi quantificado em espectrofotdbmetro no comprimento de onda

de 260 nm, e diluido em TE para uma concentragdo de 10ng pL™.
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respectivo codigo,

identificacdo (ldent.), o numero no registro nacional de germoplasma, regido e pais
de origem do material catalogado no banco de germoplasma da Embrapa — Gado de

Corte
Acessos da
Embrapa Cédigo Ident. Registro Local de origem - Pais
CNPGC
B. ruziziensis B. ruziz 1 R100 BRA005541 Trans Nzoia/Quénia
B. ruziziensis B. ruziz 2 R106 BRA005649 Bujumbura/Burundi
B. ruziziensis B. ruziz 3 R108 BRA005584  Cibitoke/Burundi
B. ruziziensis B. ruziz 4 R109 BRA005631 Ruyigi/Burundi
B. ruziziensis B. ruziz 5 R128 BRA002291  --—-—--
B. decumbens B.decum 1 D53 PI1355744 Bogota/Colémbia
B. decumbens B.decum2 D7 BRA004472  South Nyanza/Quénia
B. decumbens B.decum3 D9 BRA004499 Nakuru/Quénia
B. decumbens B.decum4 D58 BRA000191 Embrapa- CPATU/Brasil
B. decumbens B.decum5 D59  BRA000116 ,'lzg';ta’;a.;’a CNPMF/Brasil ~ (cv
B. brizantha B. briz 1 B158 BRA003719  Bungoma/Etiépia
B. brizantha B. briz 2 B23 BRA001945 Embrapa CNPGC/Brasil
B. brizantha B. briz 3 B67 BRA003336 llubabor/Etiépia
B. brizantha B. briz 4 B112 BRA002844  Welega/Etiopia
B. brizantha B. briz5 B127 BRA003107  Gamo Gofa/Etiopia
B. jubata B. jubata1 J17 BRA005223  Idamo/Etidpia
B. jubata B. jubata2 J13 BRA005533  Yumba/Ruanda
B. jubata B. jubata3 J8 BRA005461 Trans Nzoia/Quénia
B. jubata B. jubatad J4 BRA005291 Ungoma/Quénia
B. jubata B. jubata5 J30 BRA05380 Ericho/Quénia
B. nigropedata B. nigro 1 N203 CIAT16923 Masvingo/Zimbabwe
B. nigropedata B. nigro 2 N190 BRA001123 -
B. nigropedata B. nigro 3 N191 BRA005916 Hwange/Zimbabwe
B. nigropedata B. nigro 4 N202 CIAT16921 BIKITA/Zimbabwe
B. nigropedata B. nigro 5 N197 CIAT16911 Urungwe/Zimbabwe
B. humidicola B. humi 1 H10 BRA004952 Inyanga/Zimbabwe
B. humidicola B. humi 2 H12 BRA004979 Inyanga/Zimbabwe
B. humidicola B. humi 3 H13 BRA005011 Masvingo/Zimbabwe
B. humidicola B. humi 4 H108 BRA001937  Embrapa CNPGC/Brasil
B. humidicola B. humi 5 H112 BRA002208  CSIRO/Australia

As condi¢cbes de amplificagdo foram baseadas em Williams et al. (1990)
com algumas modificacbes. O DNA gendmico foi amplificado em um volume de
reacao de 25uL, no qual utilizou-se 10% de tamp&o Tris-KCI (Tris-HCI 20mM, pH 8,4
e KCI 50mM), 1,5 mM MgCl, 0,4uM de primer (oligonucleotideos), 0,2uM de cada
dNTP, uma unidade de Tag DNA Polimerase com diferentes concentracbes de DNA

molde (25 e 50ng). As reacdes de RAPD foram amplificadas em um termociclador “MJ
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— PTC 100” programado para 43 ciclos com o passo inicial de desnaturagcdo a 94°C
por trés minutos, 94°C por um minuto para desanelamento, 37°C para anelamento
com primers por um minuto e 72°C para elongacdo da cadeia por 30 segundos. Ao

final de 43 ciclos foi dado um passo final de extensdo a 72°C por cinco minutos.

TABELA 2. Relagao dos cultivares comerciais de Brachiaria com o respectivo codigo
€ 0 numero no registro nacional de cultivares.

Cultivares comerciais Codigo Registro
B. brizantha cv ‘MG4’ B. briz MG4 02256
B. brizantha cv ‘Marandu’ B. briz Mar 02250
B. brizantha cv "La libertad” B. briz Laliber

B. brizantha cv ‘Xaraés’ B. briz Xaraes 04509
B. brizantha cv ‘MG5’ B. briz MG5 04509
B. decumbens cv ‘Basilisk’ B. dec Basilisk 02277
B. humidicola B. hum - a 04189
B. humidicola B. hum-b 04189
B. ruziziensis B. ruzi-a 02043
B. ruziziensis B. ruzi-b 02043
B. arrecta B. arrecta

B. hibrida cv ‘Mulato Mulato 09669
P.maximum cv ‘Mombaca’ Mombaga 01697
P.maximum cv ‘Tanzania’ Tanzania 01699

Os produtos de amplificagao foram submetidos a eletroforose em gel de
agarose 1,5% (p/v) utilizando o tampao de corrida TBE 2X. O ladder AMRESCO
100pb foi utilizado como marcador de peso molecular. Os géis foram corados com
brometo de etideo e visualizados em uma cémara com iluminagdo ultravioleta
(cdmara CCD Alpha-Inmotech) e as imagens capturadas pelo software Chemilmager.

Foram testados 120 primers decameros de combinagdes arbitrarias do
conjunto OPERON Technologies Inc dos grupos A, C, D, G, X e Y. Para a primeira
fase da selecdo do primers optou-se em utilizar a amostra de B. brizantha cv ‘MG4’
pela maior disponibilidade de material. Foram pré-selecionados 43 primers, por
apresentarem bandas di, tri e polimérficas bem visiveis. Na segunda fase os primers
pré-selecionados foram testados em uma amostra de B. ruziziensis e outra de B.
jubata. Seguindo os mesmos critérios, foram eleitos dez primers para serem utilizados
nas reagdes de RAPD em todas as amostras.

Os perfis de RAPD de cada amostra foram analisados, com auxilio do

programa Lablmage, pela presenga (1) ou auséncia (0), de bandas de tamanhos
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moleculares idénticos para cada primer. Foram consideradas as bandas reproduzidas
nas duas diferentes concentracdes de DNA. Em seguida, foi construida uma matriz de
dissimilaridade genética usando o Programa Genes - Aplicativo computacional em
genética e estatistica (CRUZ, 2006), versdo 2007.0.0. Com o mesmo programa foi
possivel representar graficamente o padrao de divergéncia genética, pela construcao
de um dendrograma pelo método de agrupamento de ligagdo média entre grupos
(UPGMA).

UPGMA é o método mais simples de construgcéo de arvores filogenéticas
a partir de dados de distancia. Emprega um algoritmo sequencial de agrupamento, no
qual as relagdes sao identificadas em ordem de similaridade, e a arvore é construida
passo a passo. Primeiro identifica-se entre todas as unidades estudadas as duas mais
similares considerando como se fosse uma unidade. Subsequentemente, do resto do
grupo identifica-se outra unidade com maior similaridade, e assim por diante (BUSO,
2005).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As 42 amostras de varias espécies do género Brachiaria e as 2 amostras
do género Panicum foram amplificadas com 10 primers selecionados, os quais
geraram um total de 114 bandas, perfazendo uma média de 11,4 bandas por primer,
sendo todos polimérficos. Os tamanhos variaram de 200 a 1450 pb como pode ser
observado na Tabela 3. Valores semelhantes foram encontrados por Chiari et al.
(2006) que em 58 acessos de B. humidicola encontraram 10 bandas por primer.
Porém, Rocha et al. (2006) avaliando acessos de B. brizantha, B. decumbens, B.
humidicola e B. ruziziensis, todos do banco de germoplasma da Embrapa — Gado de
Corte, obtiveram maior numero de bandas, 17 por primer, dos quais 98% foram
polimoérficos. Em Brachiaria dictyoneura, Zorzatto et al. (2006) utilizaram 11 primers
em oito acessos, perfazendo uma média de 7,9 bandas por primer, das quais 84%
polimodrficas. O numero de bandas encontrado no presente trabalho, que segundo
Telles et al. (2001) € mais importante que o de primers, esta de acordo com o0 numero
obtido por varios outros autores para a estimativa da diversidade genética pela
técnica de RAPD.

TABELA 3. Sequéncias nucleotidicas dos primers, numero de bandas polimorficas e
tamanho dos fragmentos amplificados em todas as amostras.

Primers Seqiiéncia de N® de loci Tamanho dos
nucleotideos (5° — 3’) polimorficos fragmentos (pb)
A5 AGG GGT CTT G 10 260 a 1000
A9 GGG TAA CGC C 10 200 a 1000
DIl AGC GCC ATTG 10 300 a 900
G5 CTG AGA CCG A 12 200 a 1000
GY9 CTGACGTCAC 11 300 a 1300
G10 AGG GCCGTTC 8 300 a 1000
G17 ACG ACCGACA 16 200 a 1300
X15 CAG ACA AGCC 12 300 a 1450
X17 GAC ACG GACC 13 300 a 1000

Y1 GTGGCATCTC 12 300 a 1300
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Foram estimados os indices de dissimilaridade genética para todos as
amostras analisadas (tabela 4, 5 e 6). Nao considerando P. maximum, o intervalo de
dissimilaridade observado entre as amostras foi de 0,262 a 0,907, demonstrando uma
significativa variabilidade genética entre os acessos e cultivares do género Brachiaria.
Outros trabalhos, que avaliaram a variabilidade genética utilizando RAPD em
gramineas, tiveram resultados similares. Por exemplo, Dong et al. (2003) obtiveram
em Vetiveria zizanioides valores de dissimilaridade genética que variaram de 0,005 a
0,495 e Chandra et al. (2004) em Dichantium annulatum de 0,02 a 0,62.

Para cada espécie foi destacados o maior € 0 menor valor de
dissimilaridade genética encontrado entre os acessos, que podem ser observados na
tabela 7.

Tabela 7. Maior e menor dissimilaridade genética, em porcentagem, entre acessos

de cada espécie estudada e o pais de origem de cada material.

Maior dissimilaridade

Menor dissimilaridade

Espécie Acessos Origem Valor (%) Acessos Origem Valor (%)
] BRAO005533 Ruanda BRAO005291 Quénia
B. jubata 70,2 40,5
BRA05380 Quénia BRAO05380 Quénia
BRAO005649  Burundi BRAO005541 Quénia
B. ruziziensis 55,6 34
BRAO005584  Burundi BRA005649 Burundi
BRA000191  Brasil BRA000191  pBrasil
B. decumbens 53,9 26,2
P1355744 Colémbia BRA0O00116  pBrasil
CIAT16911 Zimbabwe BRA005916 i
B. nigropedata 57,7 Zimbabwe 34,8
CIAT16923 Zimbabwe CIAT16911  Zimbabwe
BRA002208  Australia BRA001937 Brasil
B. humidicola 63,6 ] 40,5
BRA004952  zimbabwe BRA002208 Australia
BRA003336  Etiopia BRA001945 Brasil
B. brizantha 72,3 46
BRA003107  Etiopia BRAO003719 Etiopia

Nao foi possivel estabelecer nenhuma relagdo entre o local de origem
dos acessos e os valores de dissimilaridade. Chiari et al. (2006), através do método
de agrupamento entre acessos de B. humidicola, também nao relacionaram a

formagao dos grupos ao local de origem dos acessos.
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Brachiaria jubata Brachiaria ruzizienze Brachiaria decumbens Brachiaria nigropedata Brachiaria humidicola Brachiaria brizantha
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4
2 0648
2 o 3 050 065l
58 4 op0 0677 042
g3
Q 5 0537 0702 0450 0405
1 0776 0639 0741 0721 0684
oo 2 0807 0662 0727 0729 0667 | 0340
é_% 3 0778 0708 0764 06% 0704|0330 0556
gg 4 088 069 0793 0790 0759|0463 0367 0471
5 0782 06% 072 0746 0732|0453 0481 0490 0451
1 072 0685 0754 060 06% | 0645 0714 0614 0650 0667
@ 2 2 07% 0662 0742 0779 0730|0621 0603 0590 0581 0641 | 0411
%é 3 0793 0707 079 06% 0724|0672 0656 0644 0633 0650 | 0463 0333
gg 4 0833 073 0774 0772 0782|0721 06% 0741 0707 0702|0539 0463 0362
5 081 0690 0741 0741 0750|0714 0678 0690 0632 06% | 0509 0407 0298 0262
1 0818 0757 0759 0800 0768|0571 0649 0636 0717 0667 | 0700 0651 0705 0737 0750
e % 2 080 0740 0712 0800 0763|0730 0717 0684 0758 0774|0742 0651 0683 0759 0729 | 040
%E’_ 3 084 0730 0746 0807 0776|0698 0683 0738 0746 0742|0689 0619 0714 0767 0738 | 0510 0449
g_% 4 088 0716 0727 0810 0737|0661 0644 0762 0710 0726|0734 0667 0719 0729 0762 | 0547 0460 0388
5 08339 0704 0712 0820 0790|0730 06% 0790 0758 0754|0700 0629 0683 0737 0707 | 0577 0458 0348 0362
1 0837 0708 0717 08% 0674|0737 0673 0712 072 0667|0654 06% 0530 0609 0604 | 0778 0731 0764 0746 0755
oo 2 078 07 0774 079 0782|0742 0634 06%6 0634 0679|060 0703 0649 0679 06% | 0737 0714 0787 0729 0780 | 0439
§:§ 3 084 0739 0808 078 0745|063% 0667 0704 0714 0635|0623 0667 0549 0544 0600|0768 0768 0817 0780 0810 | 0581 0511
§§ 4 07% 0754 075 0778 0740|0767 0776 0768 0797 0750|0759 0726 0648 0706 0673 | 0764 0667 0727 07%4 0692|0636 0565 0600
5 080 0831 0840 0875 0800|0776 0764 075 0786 0712|0698 0667 0600 0660 0653 | 0726 0674 0736 0741 0674|0610 0563 0571 0405
1 073 0712 0790 0724 0660|0677 0705 0695 0705 0632|0621 0597 0603 0549 0574 | 0690 0774 0742 0726 0690|0640 0630 0580 0679 0604
T o 2 0778 0743 0764 0763 0750|0672 0655 0712 0678 0574|0726 0613 0597 0623 0593|0707 0750 0797 0781 0750|0686 0623 064 0673 0653 | 0460
%% 3 074 0791 080 0755 0739|072 0755 0720 0731 0700|0686 0702 0612 0702 06%4 | 0714 0765 0839 0800 0789 | 0659 0644 0682 0643 0650 | 0587 0512
g'_'g 4 0772 0803 0800 0758 0724|0819 0794 0824 0829 0791|0797 0750 0727 0738 0750|0746 0785 064 0677 0726|0776 06% 0746 06%6 0727|0672 0710 062
5 0760 0797 0815 0810 0821|0778 0767 0737 0724 0719|0684 0698 0667 0698 0759|0817 0776 0803 0746 0776 | 0789 0647 0653 0700 0681|0623 0691 0723 0643

Em negrito e sublinhado o maior e o menor valor,

respectivamente, de dissimilaridade entre os acessos dentro de cada espécie.
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TABELA 5: Matriz de dissimilaridade genética entre todos os acessos do banco de germoplasma da Embrapa - CNPGC e os cultivares comerciais. Presidente
Prudente/SP, 2007.

Brachiria jubata Brachiria ruzizienze Brachiria decumbens Brachiria nigropedata Brachiria humidicola Brachiria brizantha
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4

BbizMG4 0821 072 0764 0763 0814|0734 0721 0712 0655 0717|0661 0613 0571 0623 0593|0810 0729 0738 0700 0707 [ 0660 05% 0704 072 0653|0672 0643 0769 0689
BbizMar 0827 0811 0811 078 0774|0712 0741 0732 0719 0691|0655 0650 0611 0640 0685|0750 0772 0691 06%6 0727 | 0681 0612 0617 0638 0581|0588 0709 0745 0585
BoecBasik 0810 0769 0797 0813 0763|0727 0672 0705 0650 0667 | 0586 0587 0518 0593 0589 | 0762 0721 0750 0714 0742|0679 0643 0648 0867 0620|0621 0861 0759 0683
Bhum-a 072 0743 0833 0848 07%| 0754 0783 0754 078 0799|0679 0650 0684 0692 0685|0772 0772 0830 0803 0772|0708 0583 0556 0546 0644 | 0642 0660 0659 0634
Bniz-a 072 0629 0732 0794 0783|0708 0714 0746 064 0667 | 0586 0565 0661 0690 0638|0721 0762 0730 0672 0678|0814 0754 0719 0780 0722|0667 0746 0782 0761
Bbrizldber 0803 0750 0750 0769 0738|0625 0629 0593 0607 0576 | 0590 0450 0500 0597 0617 | 0719 0677 0688 0672 0677 | 0702 0597 0600 0643 0569|0500 053 0685 0641
BbrizXarses 08200 0771 0804 0862 0811|0724 0685 0673 0608 0704 | 0737 0564 0648 0680 0647 | 0807 0741 0772 0754 0764|0776 0706 0740 0784 0771|0704 072 0761 0719
Bhum-b 0826 07% 0768 0767 0754|0719 0683 0625 0683 0700|0730 0721 0672 0767 06%5 | 0754 0643 0742 0766 0754|0667 0604 0709 0654 0660|0762 0738 07% 079N
BbizMG5 0828 0798 0750 0771 0800|0779 0769 0742 0750 0746|0773 0706 0698 0729 0700|0738 0625 0705 0710 0738|0810 0750 0800 0817 0807|0746 0700 0800 0633
Bnaz-b 0790 0685 0754 0754 0803 | 0600 0579 054 0554 0597 | 0698 0672 0683 0754 0661|0700 0762 0710 0773 0721|0814 0754 0763 0737 0790|0769 0726 0759 0723
Bareda 0816 0882 083 0818 0830|0783 0871 0807 0853 0839|0797 0870 0875 088 0835|0845 0845 080 0889 0883|0907 0839 0830 0827 0885|0790 087 0857 0714
Muato 0750 075% 0820 0778 0787|0629 0698 0689 0730 0672|0683 0714 0688 0738 0750|0803 0838 0791 0776 0821|0754 06% 0655 06% 0750|0650 0689 078 0667
Mombaca 0814 0788 0780 0758 0807 | 0692 0719 0750 0719 0714|0708 0714 0765 0778 0788|0766 0766 0843 0812 0785|0836 088 0807 0823 0814|0714 0769 0848 0817
Tarzinia 0814 0772 0780 0758 0787|0692 0698 0750 0730 0714|0683 0714 0765 0758 0750|0726 0746 0809 079 0766|0817 0815 0787 0841 0793|0672 0730 0807 0800

0531
0477
0500
0660
0,707
0537
0726
0719
0604
0750
0745
0510
0712
0712

TABELA 6: Matriz de dissimilaridade genética entre os cultivares comericais. Presidente Prudente/SP, 2007.

BbizMG4  BbizMar  BokcBasisk  Bhuma Bnza Bz Laiber BbizXarees Bhumb B bizMG5 Bruzb Bareda Muio Mombega
BbizMG4 0551
B bizMer 0589 0490

B. decBasiisk 0,709 0,680 0,724
Bhum-a 0683 0,702 0,698 0,655
Bnz-a 0518 0471 0404 0678 0613
B. brizLalioer 0563 0638 0667 0,769 0,691 0510
B brizXaraes 0600 0,691 0667 0615 0,750 0667 0,750
Bhum-b 0528 0673 0,650 0,763 0714 0,651 0580 0,661
B bizMG5 0683 0,702 0,698 0724 0561 0697 0714 0,710 0672
Bnz-b 0,764 0,789 0836 0,740 0,776 0,790 0827 0,746 0679 0754
Bareda 0621 0611 0,639 0,636 0723 0,597 0803 0672 0,698 0,661 0667
Muato 0806 077 0,742 0828 0,703 0,721 0803 0773 0,739 0,742 0714 0727

Mombaga 0,788 0,750 0,742 0828 0683 0,702 0803 0754 0,739 0,742 0,737 0727 0,174
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Observando a Tabela 4, os valores de dissimilaridade genética
encontrado entre os 30 acessos analisados variaram de 0,262 a 0,880, sendo
menor entre dois acessos de B. decumbens, o BRA000191 (B. decum 4) e o
BRAO00116 (B. decum 5). A maior dissimilaridade encontrada foi entre o acesso
de B. humidicola BRA002208 (B. humi 5) e o acesso de B. jubata BRA005223 (B.
jubata 1). Um amplo intervalo de dissimilaridade 0,339 a 0,915, também foi
observado por Rocha et al. (2006) em 14 acessos pertencentes ao banco de
germoplasma da Embrapa — Gado de Corte de quatro espécies de Brachiaria, B.
brizantha, B. decumbens, B. humidicola e B. ruziziensis, através de marcadores
RAPD. Igualmente, os dois acessos de maior similaridade, encontrado por Rocha
et al. (2006) foram entre os acessos de B. decumbens.

Outros trabalhos com o género Brachiaria confirmam a alta
variabilidade intra-espécies. Chiari et al. (2006) utilizando marcadores RAPD para
estimar a variabilidade genética em 58 acessos de B. humidicola do Banco de
Germoplasma da Embrapa — Gado de Corte, concluiram que a similaridade
genética variou de 0,14 a 0,97, sugerindo alta variabilidade genética neste grupo
de acesso, apesar da grande similaridade morfoldgica.

Zorzatto et al. (2006), também utilizando marcadores de RAPD, agora
em oito acessos de B. dictyoneura que constituem o banco de germoplasma da
Embrapa - Gado de Corte, determinaram que a similaridade genética inter -
acessos variou de 0,21 a 0,96.

Considerando a dissimilaridade média entre os acessos dentro de
uma mesma espécie o menor valor encontrado (40,47%) foi para a B. decumbens,
sequido da B. ruziziensis (44,52%), ou seja, apresentaram maior semelhanga
genética entre os acessos, sendo que as maiores dissimilaridade, 63,13% e
56,72% foram determinadas para a B. brizantha e B. jubata, respectivamente.
Valores intermediarios de 54,86% e de 45,89 % foram determinados para B.
humidicola e B. nigropedata, respectivamente.

Esses dados confirmam as observagdes de Valle (1990) que através
da analise multivariadas das espécies B. brizantha, B. decumbens e B. ruziziensis,
conclui que a B. brizantha apresenta maior variabilidade nas caracteristicas
estudadas, enquanto as outras duas espécies estio circunscritas a areas menores
no grafico de distribuicdo, indicando maior homogeneidade morfolégica entre os

componentes analisados.
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Neste estudo, pdde-se verificar uma correlacdo entre a
dissimilaridade média dos acessos de uma mesma espécie e a distribuicdo natural
destas no continente Africano. As duas espécies de menor dissimilaridade
genética, B. decumbens e B. ruziziensis, apresentam uma estreita faixa de
distribuicdo natural. Os acessos de B. decumbens que compde o banco de
germoplasma foram coletados no oeste do Quénia, Rwanda e Burundi, nas
latitudes 4°21°S a 1°09'N. E os acessos de B. ruziziensis também foram coletados
em Burundi, Rwanda e Quénia nas latitudes 4°05’S a 2°54’S. Porém, as espécies
com maior dissimilaridade média entre os acessos possuem ampla distribuicao
natural, como exemplo, B. brizantha que €& encontrada em toda a Africa Tropical,
entre as latitudes 25°05’S a 12°36’'N, com distribuicdo semelhante para a B. jubata,
B. humidicola e B. nigropedata (KELLER-GREIN et al., 1996). Pode-se inferir que
as espécies de Brachiaria que apresentam ampla distribuicido natural adaptaram-
se a diferentes condi¢cbes edafoclimaticas gragas a alta variabilidade genética.

Os mesmos acessos de Brachiaria deste trabalho foram utilizados por
Machado Neto et al. (2002) para verificar as diferengas intra-espécies através da
eletroforese de proteina (SDS-PAGE) extraidas das sementes, quando foi possivel
verificar que os acessos de Brachiaria apresentaram variagcdes em quase todas as
espécies, sendo a B. jubata geneticamente mais homogénea que as outras
espécies estudadas, o que diverge do presente trabalho em que a similaridade
média entre os acessos de B. jubata foi inferior a B. decumbens, B. ruziziensis, B.
nigropedata e B. humidicola.

Os valores de dissimilaridade genética para todas as amostras
(Tabela 4, 5 e 6) foram utilizados para as analises de agrupamento pelo método de
agrupamento de ligagdo média entre grupos (UPGMA). Para representar
graficamente o padréo de dissimilaridade genética esses dados foram utilizados na

construgdo de um dendrograma (Figura 1).
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FIGURA 1: Dendrograma obtido pelo método de agrupamento de ligagdo média
entre grupos (UPGMA) com base nas dissimilaridades genéticas entre as 44
amostras, Presidente Prudente/SP, 2007.

Quatro grupos podem ser facilmente distinguidos pela andlise do
dendrograma; o grupo | com trés amostras corresponde aos dois cultivares de P.
maximum e B. arrecta. No grupo |l, separado dos demais, estdo todos os acesso
de B. jubata, no grupo lll todos os acessos de B. nigropedata e no grupo IV todos
0S acessos e cultivares comerciais das espécies B. ruziziensis, B. decumbens, B.
brizantha e B. humidicola.

Valle (1990), que utilizou a analise multivariada em componentes
principais de descritores morfoldgicos, também identificou a individualidade dos

acessos de B.jubata em relagao a B. ruziziensis, B. decumbens e B. brizantha.
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O dendrograma revelou semelhangca com a classificagdao por
caracteres morfologicos proposto por Renvoize et al. (1996), isolando B. arrecta,
pertencente ao grupo 3, das demais espécies de Brachiaria. B. jubata e B.
nigropedata, classificadas nos grupos 6 e 2, respectivamente, foram separadas
das espécies pertencentes ao grupo 5, composto pela B. decumbens, B. brizantha
e B. ruziziensis. Porém, de forma ndo coerente, B. humidicola classificada no
mesmo grupo da B. jubata (grupo 6) por Renvoize et al. (1996) apresentou neste

estudo uma maior proximidade genética com as espécies do grupo 5.
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CONCLUSOES

Através dos marcadores moleculares de RAPD foi possivel estabelecer
que as espécies de Brachiaria estudadas apresentam amplo intervalo de

dissimilaridade (0,262 a 0,907) entre acessos e cultivares comerciais.

Esses dados indicam uma alta variabilidade genética dentro de cada
espécie, o que justifica a manutencéo de todos os acessos estudados no banco de
germoplasma e servem de subsidio para programas de melhoramento no género

Brachiaria.

Pode-se verificar uma correlagdo entre a dissimilaridade média dos
acessos de uma mesma espécie e a sua distribuicdo natural no continente
Africano. Espécies com distribuicdo natural estreita, como B. decumbens e B.
ruziziensis apresentaram menor dissimilaridade genética, enquanto que, espécies

com ampla distribuicdo natural apresentaram altos valores de dissimilaridade.

Foi possivel agrupar os acessos e cultivares comerciais de Brachiaria,
através dos marcadores moleculares de RAPD, ferramenta que podera auxiliar na

construgcao de uma chave taxondmica para o género.
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