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RESUMO. O propésito deste trabalho foi determinar a similaridade genética entre acessos
de germoplasma e cultivares comerciais de trés espécies de Brachiaria (inter e
intraespecifica), por meio de marcadores RAPD. Sementes foram utilizadas como fonte de
DNA. 10 “primers” decimeros foram selecionados de 120 “primers” avaliados, produzindo
107 bandas polimdrficas, as quais foram utilizadas para a anilise de varidncia molecular
(Amova), o coeficiente de similaridade de Jaccard e indices de fixagio génica. 24,40% da
variabilidade genética total estio contidas entre as espécies e 75,60% dentro destas, com
indice de fixa¢io génica (FST) 0,24. No dendrograma, houve a formagio de dois ramos, um
formado por P. maximum e B. arrecta ¢ o outro subdividido em trés: todas amostras de B.
ruziziensis; todos os acessos de B. decumbens e trés acessos de B. brizantha e o Gltimo com dois
acessos de B. brizantha mais as B. brizantha comerciais ¢ a B. decumbens cv. ‘Basilisk’. Foi
possivel agrupar os acessos e as cultivares de Brachiaria por meio 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

fixagio génica.

ABSTRACT. RAPD grouping of accesses and cultivars of three Brachiaria species. The
aim of this work was to determine intra and intergenetic similarity among three Brachiaria species
for germplasm accesses and commercial cultivars using RAPD markers. Seeds were used as
DNA source. 10 decamer ‘primers’ were selected among 120 ‘primers’, and 107 polymorphic
bands were used to perform the analysis of molecular variance (Amova), Jaccard similarity
coefticient and species fixation index. 24.4% of the total variability was contained between species
and 75.6% within 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 another with the species,
the latter split into three minor branches: one with all B. ruziziensis samples; another 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, through RAPD,
Brachiaria accesses and cultivars. The genetic variability index between species was considered
low, and somewhat low when compared with autogamous species. B. brizantha showed the
highest genetic variability and the lowest FST, which means that there is a higher intra specific
genetic flux than the others.

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

Introdugao

As espécies de Brachiaria tem alta produgio de
matéria seca, apresentam excelente resposta a
fertilizantes, sio 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 ingestio (Ndikumana e Leecuw, 1996).

Sete espécies africanas perenes (B. arrecta, B.
brizantha, B. decumbens, B. dictyoneura, B. humidicola, B.
mutica e B. ruziziensis) t¢m sido amplamente utilizadas
como forrageiras, especialmente, na América tropical,
¢ em menores proporgdes na Asia, no Sul do Pacifico
e na Austrilia. Na América do Sul e Central, as
principais gramineas tropicais utilizadas pertencem ao
género Brachiaria. Somente, no Brasil, existem,
aproximadamente, 40 milhdes de ha de pastagem de
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Brachiaria, sendo que mais de 85% ocupados por B.
decumbens cv. ‘Basilisk’ e B. brizantha cv. ‘Marandu’
(Keller-Grein et al., 1996).

Todavia, a base genética das cultivares comerciais
de Brachiaria é extremamente estreita, devido a suas
origens estarem ligadas a somente uns poucos
acessos de trés espécies de Brachiaria (B. brizantha, B.
decumbens ¢ B. humidicola) (Keller-Grein et al., 1996)
e a predominincia da apomixia, que confere 2
descendéncia a mesma constitui¢io genética da
planta-mie. Todavia, aparentemente, a apomixia
parece nio ser completa, permitindo alguma taxa de
recombinag¢io entre e dentro das espécies de acordo
com as condi¢des de ano e local de produgio
(Marcos Filho, 2005).

Para Shelton (2007), a identificacio correta entre
algumas espécies de Brachiaria é dificil e até mesmo
confusa. Por exemplo, na estagio de pesquisa de
Kitale, no Kénia, por muito tempo, as B. ruzuziensis e
B. brizantha nio foram diferenciadas. Outro
problema de identificacio acontece com o cv.
‘Basilisk’, amplamente difundido como sendo uma
B. decumbens, mas segundo Maass (1996), citando
Renvoize et al. (1996), a classificagio correta é uma
B. brizantha, sugerindo, porém, que nenhuma
alteragio seja feita, antes de uma completa revisio e
classificagio taxondmica do género.

A taxonomia do género Brachiaria nio ¢
satisfatéria nem em relagio 2 posi¢io entre as
espécies ¢ nem na inter-relagio com outros géneros,
nio existindo chave adequada para Brachiaria,
embora uma classificagio 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 aplicagio de anilises
estatisticas da morfologia, aliadas a outras
informagdes, como forma de proporcionar um
sistema razodvel de classificacio ainda inexistente
(Renvoize et al., 1996).

Porém, o conhecimento de variabilidade e
divergéncia genética entre acessos ¢ espécies do
género Brachiaria é de fundamental importincia 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 redugio nos custos de
manutengio dos bancos de germoplasma, pois
permitem a eliminacio dos acessos similares.
(Machado Neto et al., 2002).

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

De forma andloga, 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 ¢ B. humidicola s6 foram discriminados
pelos caracteres de pilosidade; B. jubata e B.
dictyoneura foram completamente discriminadas
pelos caracteres vegetativos e B. brizantha ¢ 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 diferenga 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 variagoes
suficientes para separar os acessos ¢ que em B. jubata
0s acessos sio, geneticamente, muito homogéneos.

Caracteres morfoldgicos tém sido utilizados,
tradicionalmente, como assinaturas da identidade,
pureza varietal e genética, constituindo-se em uma
base pobre por ser uma medida indireta da
composigio genética do material sofrendo forte
influéncia  ambiental.  Caracteres  moleculares
revelam diferengas genéticas mais rapidamente, com
maior precisio e sem o obscurecimento causado
pelo  efeito ambiental, oferecendo vantagens
significativas em  termos de  discriminagio,
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 identificagio de cultivares (Weeden,
1992; Menezes et al., 2002), principalmente por ser
uma técnica simples que nio requer nenhuma
informagio prévia sobre sequéncias de nucleotideos
do genoma da espécie, além de ser bastante acessivel
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e de custo relativamente baixo que pode ser utilizado
onde as informagoes moleculares ainda sio escassas.

Comparando os métodos tradicionalmente
utilizados para determinagio da pureza genética e
identificacio de cultivares, McDonald (1995)
defende algumas vantagens da utilizagio de RAPDs:
(i) marcadores RAPD proporcionam grande
potencial para a discriminagdo de cultivares jd que a
composig¢io de nucleotideos de um gene estd sendo
diretamente determinada em vez do produto da
expressio do gene, como uma enzima; (i) a
versatilidade da anilise de RAPD ¢é maior do que da
eletroforese de proteina. Mais de 700 “primers”
estio disponiveis, contra apenas 20 sistemas
enzimdticos; (iil) a anilise de RAPD requer os
mesmos  equipamentos  gerais e  qualidade
profissional que a técnica de eletroforese de
proteina, apenas alguns equipamentos adicionais sio
necessarios, como o termociclador; (iv) o custo e o
tempo, para uma andlise completa de RAPD, sio
equivalentes aos protocolos atuais de eletroforese de
proteinas.

Esse trabalho teve como objetivo determinar a
similaridade genética entre acessos de germoplasma e
cultivares comerciais de trés espécies de Brachiaria (inter
e intraespecifica), por meio de marcadores RAPD.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de
Genética Molecular e Citogenética da Universidade
do Oeste Paulista — Unoeste, em Presidente
Prudente — Estado de Sao Paulo.

Utilizaram-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 Agropecudria — Centro Nacional de
Pesquisa de Gado de Corte) e de cultivares
comerciais das mesmas espécies, além de uma
amostra da Brachiaria hibrida cv. ‘Mulato’, duas
cultivares comercias de Panicum  maximum,
‘Mombaca’ e ‘Tanzinia’ e folhas de B. arrecta,
totalizando 27 amostras (Tabela 1).

Para a extragio de DNA, utilizou-se o método de
Doyle e Doyle (1987) com adaptagdes. Utilizaram-
se de seis a oito sementes por amostra, as quais
foram maceradas em cadinho de porcelana; exceto
B. arrecta, da qual aproximadamente 1 cm? de folha
foi macerado em nitrogénio liquido. Apds
maceragio, o material foi transferido para
microtubos de 1,5 mL, contendo 700 uL de tampio
CTAB 2% a 65°C. O material foi homogeneizado ¢
mantido a 65°C por 40 min. Acrescentaram-se,
entio, 700 uL de cloroférmio:dlcool isoamilico
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(24:1) e homogeneizaram-se por inversio. As
amostras foram centrifugadas a 12000 rpm por 15
min., sendo a porgio aquosa recuperada e transferida
para outro tubo, | acrescentando-se 8% de acetato de
aménio a 7,5 M e 54% do volume total de
isopropanol absoluto a -20°C, mantendo-se nesta
temperatura por 24h. Posteriormente, o material foi
centrifugado a 14000 rpm por 5 min, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado
com 700 uL de etanol 70% a 8°C, centrifugando-se
novamente a 14000 rpm por 1 min. O etanol foi
descartado e o precipitado seco em fluxo de ar 2
temperatura ambiente. O DNA foi hidratado em
100 uL de tampio TE em banho seco por 1h a 55°C
e quantificado em espectrofotémetro, a 260 nm, e
diluido com TE para a concentragio de 10 ng pL™.

Tabela 1. Relagio dos acessos e das cultivares comerciais de
Brachiaria com o respectivo cédigo, identificagio (Ident.), registro
nacional de germoplasma/cultivares, regiio e pafs de origem do
material catalogado no banco de germoplasma da Embrapa —
Gado de Corte.

Acessos da

Embrapa — Gado ~ Cédigo Ident. Registro  Regido de origem — Pais

de Corte

B. ruziziensis ruzl  R100BRA005541 Trans Nzoia/Quénia

B. ruziziensis ruz2 R106 BRA005649 Bujumbura/Burundi

B. ruziziensis ruz3 R108 BRA005584 Cibitoke/Burundi

B. ruziziensis ruz4  R109 BRA005631 Ruyigi/Burundi

B. ruziziensis ruz5 R128 BRA002291 P

B. decumbens del D53 PI355744 e

B. decumbens de2 D7 BRA004472  South Nyanza/Quénia

B. decumbens de3 D9 BRA004499 Nakurw/Quénia

B. decumbens de4 D58 BRA000191 Embrapa- CPATU/Brasil

B. decumbens de5 D59 BRA000116 Embrapa CNPMF /Brasil
(cv. 'Ipean’)

B. brizantha Brizl B158 BRA003719 Bungoma/Etiépia

B. brizantha Briz2 B23 BRA001945 Embrapa CNPGC/Brasil

B. brizantha Briz3 B67 BRA003336 Tlubabor/EtiGpia

B. brizantha Briz4 B112BRA002844 Welega/Etidpia

B. brizantha Briz5 B127 BRA003107 Gamo Gof/Etidpia

Cultivares comerciais

B. brizantha cv. brizMG4 02256

‘MG#

B. brizantha cv. brizMar 02250

‘Marandu’

B. brizantha cv. ~La brizLaliber

libertad®

B. brizantha cv. brizXaraes 04509

Karaés’

B. brizantha cv. brizMG5 04509

‘MG

B. decumbens cv. decBasi 02277

‘Basilisk’

B. ruziziensis Ruzi-a 02043

B. ruziziensis Ruzi-b 02043

B. arrecta arrecta

Hibrido cv. ‘Mulato’  mulato 09669

P.maximum cv. mombaga 01697

‘Mombaga’

P.maximum cv. tanzania 01699

‘Tanzania’

As condigoes de amplificagio foram baseadas em
Williams et al. (1990) com modificagdes. O DNA

gendmico foi amplificado em um volume de reagio
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de 25 pL, contendo 10% de tampio Tris-KCI (Tris-
HCIl 20 mM, pH 8,4 ¢ KCl 50 mM), 1,5 mM
MgCl, 0,4 uM de “primer” (oligonucleotideos), 0,2
uM de cada ANTP, uma unidade de Tag DNA
Polimerase ¢ DNA molde. As reagdes de RAPD
foram amplificadas em termociclador “MJ — PTC
100” programado para 43 ciclos com passo inicial de
desnaturagio a 94°C por 3 min., seguidos por 1 min.
a 94°C para desanclamento, 1 min. a 37°C para
anelamento com “primers” e 30 segundos a 72°C
para elongag¢io da cadeia, dando-se apds 43 ciclos um
passo final de extensio a 72°C por 5 min. As
amplificagdes foram feitas em duas condi¢des com
25 e 50 ng de DNA molde, consideradas apenas as
bandas presentes nas duas amplificagoes.

Os produtos de amplifica¢io foram submetidos a
eletroforese em geis de agarose 1,5% (p v'),
utilizando o tampio de corrida TBE %2 X. O ladder
Amresco 100 pb foi utilizado como marcador de
peso molecular. Os geis foram corados com brometo
de etideo e visualizados em cimara com iluminagio
ultravioleta (cAmara CCD Alpha-Inmotech), ¢ as
imagens capturadas  pelo  software
Chemilmager.

foram

Testaram-se 120 “primers” decAmeros arbitrarios
da OPERON Technologies Inc dos Grupos A, C,
D, G, X ¢ Y. Para a primeira fase da sele¢io 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 polimérficas bem
Na segunda fase, os “primers” pré-

selecionados foram testados em uma amostra de B.

visiveis.

ruziziensis. Seguindo os mesmos critérios, elegeram-
se dez “primers” para serem utilizados nas reacoes de
RAPD em todas amostras.

A presenga ou auséncia de bandas de tamanhos
moleculares idénticos foi usada para a construgio de
uma matriz de similaridade com base no célculo 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 padrio
de divergéncia 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 andlise o programa NTSYS
2.0 (Rohlf, 1998).

A anidlise da variincia molecular (Amova) foi
calculada pela decomposigio total nos seus
componentes entre ¢ dentro de espécies, utilizando-

genética, com a
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se as distincias ao quadrado (Excoffier et al., 1992),
com auxilio do programa Arlequim (Excoftier et al.,
2006). Foi realizada para os 15 acessos do banco de
germoplasma da Embrapa — Gado de Corte e todas
cultivares comerciais ¢ para B. arrecta, excluidas as
Panicum, sendo o hibrido cv. ‘Mulato’ analisado
junto com o grupo de B. brizantha.

Resultados e discussao

No dendrograma (Figura 1), pode-se observar que
a B. arrecta nio foi classificada no mesmo grupo das
demais espécies de Brachiaria estudadas, assim como
as duas amostras de P. maximum. B. arrecta apresentou
baixo coeficiente de similaridade em relagio as demais
amostras. Essa espécie apresenta um conjunto de
caracteristicas vegetativas e reprodutivas bastante
distinto, o que facilmente a diferencia das outras
(1996)
classificam por meio daquelas a B. arrecta como
pertencente ao Grupo 3 ¢ a B. brizantha, B. decumbens e

espécies de Brachiaria. Renvoize et al.

B. ruziziensis no Grupo 5.

O Grupo 2 subdividiu-se em trés subgrupos. O
primeiro composto por todas 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 hi menor
variabilidade genética entre os acessos de B.
decumbens e B. ruziziensis, quando comparados com
os acessos de B. brizantha. Valle (1990) concluiu, por
meio de andlises multivariadas, para caracteres
morfolégicos, que as espécies B. brizantha, B.
decumbens e B. ruziziensis estio superpostas, porém,
B. brizantha é a que apresenta maior variabilidade nas
caracteristicas estudadas, enquanto as outras duas
espécies estdo circunscritas a 4areas menores no
grifico de  distribuigdo, indicando  maior
homogeneidade morfoldgica entre os componentes
analisados.

Considerando que as cultivares 'MG5' ¢ Xaraés'
tem a mesma origem (acesso CIAT 26110), estio
registradas com o mesmo ndmero (04509) no
cadastro Nacional de Cultivares e sio apomiticas,
estas deveriam apresentar alto coeficiente de
similaridade, o que nio foi observado. Isto pode ser
explicado pela extragio de DNA de um “bulk” de
sementes comerciais, sujeito 2 contaminagio do

Acta Sci. Agron.

Maring, v. 30, n. 4, p. 457-464, 2008



Agrupamento de Brachiaria por RAPD

461

briz1

briz2

briz3
briz4

briz5
brizMAR

decBASIL

brizL ALIBER

mulato

brizMG4

brizMG5
brizXARAES

arrecta
| Mombagca

I tanzania

T
024 038 053

Coefficien

1
0.68 0.83

Figura 1. Dendrograma obtido pelo agrupamento UPGMA das amostras de Brachiaria com base no cilculo do coeficiente de similaridade

de Jaccard utilizando o programa NTSYS 2.0.

material com outras sementes de Brachiaria, fato
comum nos campos de sementes. O mesmo se
aplica para as cultivares ‘MG4’ e ‘La Libertad’.
Todavia, apesar das sementes de B. ruziziensis (a ¢ b)
serem comerciais, tal contaminagio nio se fez sentir,
pois as mesmas seguiram o padrio da espécie,
ficando todas no mesmo clado. A confirmagio
desses resultados necessita de confirmagio e utiliza
como fonte de DNA folhas de plantas identificadas
morfologicamente.

A cultivar de B. decumbens cv. ‘Basilisk’
apresentou maior proximidade genética com o
grupo da B. brizantha do que com as B. decumbens,
corroborando as observacoes de Renvoize et. al.
(1996) de que a cultivar ‘Basilisk’, amplamente
utilizada, e comumente identificada com B.
decumbens é na verdade uma B. brizantha.

Na Tabela 2, podem-se observar os dez primers
selecionados ¢ a sequéncia destes, o nimero de
bandas, o numero de bandas polimérficas e o
tamanho dos fragmentos amplificados. Os
fragmentos amplificados variaram de 200 a 1450 pb,
encontrando-se dentro dos limites de 200 a 1500 pb,
nos quais a técnica RAPD, segundo Liu et al. (1999),
apresenta boa reprodutibilidade.

Apesar de toda importincia que a espécie
apresenta, pouco se conhece a respeito da
diversidade genética presente entre e dentro das

espécies cultivadas. Este conhecimento ¢é de
fundamental importincia para o estabelecimento das
estratégias de melhoramento genético e de
conservagao destes materiais.

Tabela 2. Sequéncias nucleotidicas dos “primers”, nimero de
bandas, ndmero de bandas polimérficas e tamanho dos
fragmentos amplificados em Brachiaria.

Primers Sequéncia de N°de N°debandas Tamanho dos
nucleotideos bandas  polimérficas  fragmentos (pb)
(5°—>3)
5 AGG GGT CTTG 9 8 260 a 1000
9 GGGTAACGCC 10 10 200 a 1000
11 AGC GCCATTG 10 8 300 a 900
5 CTGAGACCGA 12 12 200 a 1000
19 CTGACGTCAC 11 10 300 a 1300
10 AGG GCCGTTC 7 7 300 a 1000
17 ACGACC GACA 14 13 200 a 1200
15 CAGACAAGCC 11 10 300 a 1450
17 GACACG GAC C 13 12 300 a 1000
1 GTGGCATCTC 12 12 300 a 1300

Apesar de toda importincia que a espécie
apresenta, pouco se conhece a respeito da
diversidade genética presente entre e dentro das
espécies cultivadas. Este conhecimento ¢é de
fundamental importincia para o estabelecimento das
estratégias de melhoramento genético e de
conservagio destes materiais.

Por meio da anilise de wvaridncia molecular
(Amova), com base nos dados de 107 bandas
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polimérficas, verificou-se que 24,40% da variabilidade
genética total estdo contidas entre as espécies de B.
brizantha, B. decumbens, B. ruziziensis ¢ B. arrecta
analisadas e 75,60% do total estio contidas nas espécies
(entre os acessos ¢ as cultivares comerciais das mesmas
espécies), conforme Tabela 3.

Tabela 3. Resultado da anilise de variincia molecular (Amova)
das espécies comerciais e acessos de Brachiaria, agrupadas em
quatro espécies (B. brizantha, B. decumbens, B. ruziziensi e B. arrecta)
obtidos por marcadores moleculares de RAPD.

Componentes Porcentagem de

Fonte de variagio GL SQ L e
de variacio variagio
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
Estudos  sobre  estrutura  genética  j4

demonstraram que a distribuigio da wvariag¢io
genética nio ¢é aleatéria dentro das populagoes. De
acordo com Hamrick (1983), ela é determinada pelas
seguintes  caracteristicas:  sistema  reprodutivo,
distribuigdo geogrifica da espécie, tamanho efetivo
das populagdes, modo de reproducio e fluxo génico
por meio da dispersio do pdlen. Sendo também
resultado de um conjunto de fatores evolutivos, que
atuam na diversidade genética, introduzindo novos
alelos ou modificando as frequéncias sendo eles:
mutagio, migragio, sele¢io natural e deriva genética
(Weir, 1990).

Espécies alégamas sio, por defini¢io, muito mais
varidveis que as autégamas (Yanaka et al., 2005). Em
algumas populagdes de espécies alégamas, pode ser
encontrada variabilidade intrapopulacional maior
que interpopulacional, como em Lolium perenne
(Sweeney e Dannenberger, 1994), Trifolium pratense
(Kongkiatngam et al., 1995), Medicago sativa
(Crochemore et al., 1996). Ferdinandez ¢ Coulman
(2002), também, detectaram variabilidade por RAPD
¢ 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 estio
contidas em populagoes, enquanto que a diversidade
genética entre as populacdes foi de apenas 2%. Isto
reduz a possibilidade de deriva genética e de
endogamia, contribuindo dessa maneira para a
manutengio da alta diversidade genética dentro das
populacées. Em viérias outras espécies de forrageiras,
observou-se alta variabilidade dentro das populacoes,
em Bromus innermis, (Diaby e Casler, 2005);
bromegrass (Bromus riparius Rehm.) (Ferdinandez
et al., 2001), grama azul (Bouteloua gracilis tion.)
(Phan, 2000), buffalograss (Buchlo¢ dactyloides)

Ambiel et al.

(Peakall et al., 1995); B. auleticus (Rivas, 2001), Lolium
perenne L. (Huft, 1997; Kubik et al., 2001), Chloris
gayana K. (Ubi et al., 2003) e Pascopryum smithii
(Larson et al., 2003).

Antagonicamente, alta diversidade genética entre
populagdes ¢é encontrada, principalmente, para
espécies autégamas, desde que as mesmas nio
estejam sobre pressio de selecio artificial. Em
Campanula  microdonta Koidz., Oiki et al. (2001)
estabeleceram que 54% da variincia total estavam
dentro das populacoes ¢ 46% entre populagoes, por
anilise de RAPD.

Garris et al. (2005) analisaram 234 acessos de
arroz, representando ampla distribui¢io geogrifica
pelo mundo do O. sativa por meio de microssatélites
e atribuiram 62,5% da varidncia total dentro das
populagées e 37,5% entre populagoes. Esses
resultados podem ser explicados pelo sistema de
reprodugio autdégama do arroz.

Liu et al. (2003) analisaram 260 linhas
endogimicas de milho, por microssatélites, que
representavam a diversidade genética das cultivares
comerciais de importincia ao melhoramento de
clima temperado linhas tropicais ¢
subtropicais encontrando apenas 8,3% de variincia
entre populagdes.

Para as espécies apomiticas, como é o caso da
maioria dos acessos ¢ cultivares do presente trabalho,
espera-se que a variagdo intrapopulacional secja
minima ou nula, quando se utiliza Amova para a
andlise de individuos agrupados em diferentes
populagdes.

O parimetro FST estima o fluxo génico, a partir
da variincia das frequéncias génicas entre populagoes
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
estd especialmente alto entre essas populagoes,

e viarias

sugerindo baixas taxas de fluxo génico entre as
populagdes. Além disso, os autores sugerem que no
estudo do fluxo génico entre populagdes deva ser
incluidas informagdes sobre a distribuigio geogrifica
e o tamanho das popula¢des. De modo oposto, um
alto nivel de fluxo génico entre as populagdes
poderia também homogeneizar a composigio
genética das populagdes, diminuindo a correlagio
entre distincia geogrifica e genética e levando a
baixo nivel de FST.

Os valores absolutos do FST das espécies de
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Brachiaria variaram de 0,244 a 0,380, com valor
médio de 0,244 (Tabela 4). B. brizantha apresentou o
menor indice de fixagio génica, sendo 11,413%
inferior ao médio, revelando ainda ter o maior
nimero de bandas polimdrficas, indicando 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 o maior nimero de amostras
(11) sendo seis de cultivares comerciais, que apesar
de terem uma base genética muito estreita (Keller-
Grein et al., 1996), foram selecionadas e lancadas
como cultivar nas tltimas décadas. Para Garris et al.
(2005), populagdes, que estido sob pressio de sele¢io,
apresentam menores valores de FST.

Tabela 4. Indices de fixacio génica (FST) médio e dentro das
espécies, ndmeros de amostras e o ntmero de bandas
polimérficas de cada espécie, obtidos pela anélise de variincia
molecular (Amova) dos acessos e cultivares comerciais de B.
brizantha, B. decumbens, B. ruziziensis e B. arrecta.

EST Num Niimero de bandas
Espécies (valores  FST % ) 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

Meédio 0,244 25 107

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

Conclusao

Utilizando os marcadores moleculares de RAPD,
foi possivel agrupar os acessos e cultivares comerciais
de Brachiaria, ferramenta que poderd auxiliar na
construgio de uma chave taxondmica 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 é inferior a valores
encontrados para algumas espécies autégamas. Para
espécies apomiticas, a escassez de estudos realizados,
nio permite comparagoes.

Entre as espécies estudadas, a B. brizantha
apresenta maior variabilidade genética, maior
ntmero de bandas polimérficas ¢ menor FST
indicando maior fluxo génico intra-espécies do que
as B. decumbens ¢ 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 confirmagio
desses resultados, utilizando como fonte de DNA
folhas de plantas sistematicamente identificadas.
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