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Variabilidade Genética em Populacdes Naturais de Bromus auleticus Trin. ex Nees
(Poaceae) com Base em Isoenzimas e Marcadores RAPD!

Fabiana Yuriko Yanaka2, Miguel Dall’Agnol3, Maria Teresa Schifino-Wittmann3, Paula Menna
Barreto Dias?, Klecius Ellera Gomes#

RESUMO - Bromus auleticus € uma espécie perene, nativa do estado do Rio Grande do Sul, que tem demonstrado adaptabilidade,
potencial para produgdo de forragem de qualidade e alta diversidade morfologica. Neste trabalho, foram analisados padroes de bandas de
sistemas enzimaticos e de marcadores RAPD, com o objetivo de determinar a variabilidade genética em 16 acessos de Bromus auleticus
do Rio Grande do Sul. A variabilidade foi avaliada pelo indice de similaridade de Jaccard, utilizando-se o método UPGMA nas analises
de agrupamento. Os indices de similaridade variaram de 0,0 a 0, 50 com base em isoenzimas ede 0,15a0,71 com base em marcadores RAPD.
Os dados foram eficientes para a formagao de grupos, indicando a variabilidade genética dos acessos analisados. Entretanto, houve baixa
relacdo entre os agrupamentos e os locais de coleta. A variabilidade genética dos acessos é importante sob o ponto de vista do melhoramento
genético, permitindo a sele¢do futura dos gendtipos a partir de seus respectivos desempenhos. A utilizagdo simultdnea de isoenzimas e
RAPD foi eficiente na caracterizag@o da diversidade genética dos acessos analisados.
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Genetic Variability in Natural Populations of Bromus auleticus Trin. ex Nees (Poaceae)
Using Isozymes and RAPD Markers

ABSTRACT - Bromus auleticus is a perennial, native species of the state of Rio Grande do Sul, which has demonstrated adaptability,
potential yield of good quality forage as well as high morphological diversity. This work has analyzed band patterns from enzymatic
systems and RAPD markers, with the objective to access the genetic variability in 16 accessions of Bromus auleticus from Rio Grande
do Sul. The variability was evaluated using Jaccard similarity index. The method of grouping based on the average (UPGMA) was used
in cluster analyses. The similarity index ranged from 0.0 to 0.50 using isozumes and from 0.15 to 0.71 using RAPD markers. The data
have been efficient for the formation of different groups, indicating the genetic variability of the accession analyzed. However, these
groupings have little relationship with the respective collecting places. The genetic variability of the accessions is important to the genetic
improvement, allowing future genotype selection based on their respective performances. The simultaneous utilization of isozymes and
RAPD was efficient in characterizing the genetic diversity of the accessions evaluated.
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Introducao

O género Bromus compreende mais de 100 espécies
anuais e perenes de gramineas tipicamente de estagdo
fria distribuidas pelo mundo e que variam bastante
quanto ao uso ¢ a adaptacdo (Mabberley, 1997). O
género inclui algumas espécies forrageiras importantes
como as perenes B. inermis, B. anomalus,
B. pumpellianus e B. catharticus, e as anuais B. mollis
e B. rigidus, entre outras (Carlson & Newell, 1985). No
Rio Grande do Sul, ocorrem trés espécies nativas
(B. auleticus, B. brachyanthera e B. catharticus) e
duas exdticas (B. commutatus ¢ B. mollis) (Longhi,
1977). Entre as espécies nativas, a aldogama (Rivas,

2001) B. auleticus, popularmente chamada de
“Cevadilha Vacariana” ou “Cevadilha” (Aragjo, 1971),
ocorre comumente em regioes onde a producao animal
depende fortemente das pastagens naturais. A maioria
das espécies deste ecossistema s3o de crescimento
estival e, conseqiientemente, hé escassez de forragem
nos meses de inverno, o que se reflete em menor
produgdo animal. A identificagdo, caracterizagdo, ava-
liagao e utilizagdo posterior das espécies nativas de
crescimento hibernal, como B. auleticus, sdo priorida-
des na pesquisa agrondmica da regido. Todas as popu-
lagoes do Rio Grande do Sul analisadas até o momento
sao hexaploides, com 2n=42 cromossomos (Martinello
& Schifino-Wittmann, 2003).
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A caracterizagdo de germoplasma e a estimativa da
variabilidade genética sdo essenciais em qualquer proje-
to que envolva recursos genéticos. A morfologia tem
sido muito utilizada, mas os marcadores bioquimicos e
especialmente os moleculares fornecem uma aborda-
gem mais proxima do genoma. As isoenzimas, que
refletem os produtos génicos diretos, sdo meios eficien-
tes parase estimar a variabilidade (Soltis & Soltis, 1989)
etém sido amplamente utilizadas em estudos taxonomicos,
genéticos e evolutivos. A natureza co-dominante das
bandas e seus custos relativamente baixos da técnica
tornam a analise de isoenzimas uma técnica atraente e
util na pesquisa. Além disso, sdo especialmente uteis
para a comparacdo de diversos taxons, acessos ou
individuos (Klaas, 1998). Os marcadores moleculares de
DNA sdo recursos muito eficientes para a determinagao
da variabilidade genética, por analisarem diretamente o
material genético. Atualmente, quase todos os trabalhos
de caracterizacdo de germoplasma incluem um ou mais
tipos de marcadores moleculares e, entre os marcadores
de DNA baseados em PCR (Polimerase Chain
Reaction), os RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) tém sido os mais utilizados.

Objetivou-se neste trabalho a caracterizagao de
acessos de cevadilha por meio de analises isoenzimaticas
e de RAPD, a fim de se estabelecerem as relacdes
genéticas entre eles e utilizar essas informacgdes em
programas de melhoramento genético desta espécie.

Tabela 1 - Acessos de Bromus auleticus analisados

Material e Métodos

Sementes de 16 populagdes naturais de
B. auleticus foram coletadas em diversos locais do
Rio Grande do Sul (Tabela 1). Cada amostra foi
considerada um acesso. Os termos acessos € popula-
cdo serao utilizados como sinénimos ao longo do texto.

As sementes foram germinadas em placas de petri
com papel-filtro umedecido. Plantulas com alturas en-
tre 2 e 3 cm foram transferidas para vasos plasticos
com capacidade de 1 kg e mantidas em casa de
vegetacdo. Dezindividuos poracesso foram analisados
para RAPD e cinco para isoenzimas. Dos 16 acessos,
nove foram analisados por meio de marcadores
isoenzimaticos, 12 por meio marcadores RAPD e seis
pelos dois tipos de marcadores.

Foirealizada uma analise preliminar de dez siste-
mas enzimaticos (alcool-desidrogenase, enzimamalica,
[B-esterase, fosfo-glico-isomerase, glicose-desidrogenase,
isocitrato-desidrogenase, peroxidase e superoxido-
dismutase), sendo que os sistemas [-esterase e
peroxidase foram selecionados, em razao do
polimorfismo de bandas, da qualidade e defini¢do de
bandas e da repetibilidade. Foram utilizadas folhas
jovens frescas e a extragao foi feita conforme técni-
cas descritas por Rivas (2001). Os procedimentos de
eletroforese e coloragao dos géis atenderam os proto-
colos de Gonzalez & Schifino-Wittmann (1996) e

Table 1 - Analyzed accessions of Bromus auleticus

Numero Cadigo Local de coleta Latitude Longitude Altitude
Number Code Place of collection Latitude Longitude Altitude
01 GoDu 872 Bagé 31°11°S 53950’ W 300
02 GoRg 1192 Bagé 31°09°S 53°48°W 330
03 OvGoMgGu 642 Livramento 30035°S 56°02°W 220
04 OvGoMgGu 662 Livramento 30°39’S 56°05°W 220
05 OvGoMgGu 692 Livramento 30°34°S 56°04°W 200
06 OvGoMgGu 784 Uruguaiana 29057’ S 56°56°W 190
07 OvGoMgGu972 [taara 29924’ S 53°40°'W 510
08 GoRg 1212 Julio de Castilhos 29°19°S 53°40°'W 490
09 GoOv 592 Pinheiro Machado 31°33°S 53925°W 415
10 GoOv 622 Dom Pedrito 31°04° S 54°30°W 180
11 OvRgVj442 Pinheiro Machado 31°31°S 53931°’W 420
12 GoLe 110* Livramento 30°33’S 56°07°W 196

13 OvGoGu 107* Cruz Alta 28°37’S 53°25°'W 440

14 Freitas Santiago n.d. n.d. n.d.

15 Schlick Livramento n.d. n.d. n.d.

16 Quirino Quarai n.d. n.d. n.d.

2 acessos do banco de germoplasma da EMBRAPA-CPPSul (accessions from the germplasm bank of EMBRAPA-CPPSul).

n.d.- nao disponivel (not available).
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Tabela 2 - Iniciadores utilizados para obtencao dos
marcadores RAPD e respectiva seqliéncia
de nucleotideos

Table 2 - Primers used to obtain RAPD markers and
respective nucleotide sequences

Iniciador Seqiiéncia

Primer Sequence

OPC-01 5>-TTCGAGCCAG-3’
OPC-02 5’-GTGAGGCGTC-3¥
OPC-03 5’-GGGGGTCITT-3
OPC-04 5>-CCGCATCTAC-3
OPC-05 5’-GATGACCGCC-3
OPC-06 5’-GAACGGACTC-3
OPC-07 5>-GTCCCGACGA-3
OPC-08 5’-TGGACCGGTG-3¥
OPC-09 5’-CTCACCGTCC-3’

Lange & Schifino-Wittmann (2000), com adaptagdes.
Para evitar possiveis distor¢des no calculo das taxas
de migragdo (rm = distancia percorrida pela banda/
distancia dalinha de frente) em diferentes géis (Alfenas
etal., 1991), foi feita uma correcdo com base em uma
banda controle, como descrito por Gonzalez & Schifino-
Wittmann (1996) e Lange & Schifino-Wittmann (2000).

Para analise de RAPD, o DNA foi extraido de
folhas jovens frescas, de acordo com Thomson &
Henry (1995), com algumas modificagdes. O tecido
foi macerado em nitrogénio liquido, misturado com
300 uL do tampao de extracdo (Tris HCI 0,1M, KCI
0,86 M e EDTA 0,04M) e incubado a 95°C por 10
minutos. Apos aincubacao, o extrato foi centrifugado
a 13.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um
novo tubo e 0o DNA precipitado pela adigao de 600 uL
de etanol 95% e 90 uL de acetato de sodio 3 M. Foi
feita outra centrifugacdo a 13.000 rpm por 5 min. O
sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi lavado
duas vezes com etanol 70% e misturado com 100 uL
de tampdo de extragdo. A concentragdo de DNA de
cadaamostra foi determinada em um espectrofotometro,
com base na absorbancia a 260 nm. Para cada acesso,
foi feito um “bulk”, misturando-se 2 g de DNA de
cada um dos 10 individuos. Deste “bulk” final, 1 uL
(25ngde DNA) foi utilizado em cada PCR. Além das
25ngde DNA (1 uL), cadareagdo PCR continha 3 pL
de tampao (Tris-HCI 10 mM pH 8,3), 0,39 uL de
MgCl, (50mM), 0,26 uL.de dNTP 10mM, 3 uL. (Sng/uL)
do iniciador, 0,20 UL (1U) de Tag DNA polimerase e
2,15 mL de agua destilada, totalizando 10 L. Foi feito
um teste preliminar de primers (iniciadores) da em-
presa Operon Technologies (Alameda, CA, USA) dos
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quais nove foram selecionados (Tabela 2). As rea-
¢oes foram realizadas em um termociclador PTC-100
(MJ Research Inc., EUA), com 39 ciclos (1 min a
92°C, 1 min a 37°C e 2 min a 72°C) mais 5 minutos a
72°C para finalizar a reacdo. Os produtos amplifica-
dos foram separados por eletroforese em géis de
agarose a 1,5% em tampao TBE (Tris Borato 90 mM,
EDTA 1 mM), géis corados com brometo de etidio e
fotografados sob luz UV. Foi utilizado um padrao de
peso molecular de 100 pb (Gibco RBL) para se
estimar o tamanho das bandas amplificadas.

Os marcadores isoenzimaticos ¢ RAPD obtidos
consistentemente foram codificados como 1 ou O,
para presenga ¢ auséncia da marca, respectivamente,
obtendo-se uma matriz binaria a partir da qual foram
calculados os coeficientes de similaridade de Jaccard
entre os acessos. Esses coeficientes foram utilizados
paraa construc¢ao de dendrogramas adotando-se como
critério de agrupamento o método do UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method of Arithmetic
Averages). Marcadores isoenzimaticos ¢ RAPD fo-
ram analisados separadamente, com o auxilio do
software NTSYS PC (Rohlf, 2001).

Estimativas de distancias geograficas entre locais
de coleta de 13 acessos foram calculadas de
acordo com Steiner & Garciade Los Santos (2001),
utilizando-se as informagdes de latitude e longitude
disponiveis (Tabela 1).

Resultados e Discussao

Nos nove acessos analisados com base em
marcadores isoenzimaticos, foram detectadas 32 ban-
das anodicas para peroxidase e 13 bandas anddicas
para B esterase, todas polimoérficas. Rivas (2001),
analisando progénies de uma populagdo natural de
B. auleticus do Uruguai, encontrou 10 bandas de
peroxidase e trés de esterase em folhas, e cinco e
quatro, respectivamente, em coledptiles. Para
peroxidase, uma unica banda era exclusiva do acesso
06 e, para esterase, duas bandas eram exclusivas do
acesso 03. A matriz de similaridade entre os acessos,
com base nos marcadores isoenzimaticos (Tabela 3),
assim como a analise de agrupamento dos acessos
(Figura 1), mostrou alta variabilidade intra-
populacional. O coeficiente de similaridade médio
entre todos os acessos foi de 0,27, sendo os maiores
(0,50) obtidos entre os acessos4e 6,7¢9e14e 16
e o menor (0,00) entre os acessos 4 e 13. Dalagnol
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Tabela 3 - Matriz de similaridade (coeficiente de Jaccard) entre nove acessos de Bromus auleticus com base em
marcadores isoenzimaticos peroxidase e P-esterase

Table 3 -  Similarity matrix (Jaccard coefficient) among nine accessions of Bromus auleticus based on peroxidase and [-esterase
isozyme markers

Acesso 03 o4 06 07 0 13 14 15 16

Accession

03 -

04 0,09 -

06 0,11 0,50 -

07 0,29 0,29 043 -

09 0,25 0,15 0,24 0,50 -

13 0,26 0,00 0,07 0,29 0,25 -

14 0,21 0,17 0,31 0,26 0,31 0,28 -

15 0,08 0,23 032 0,20 0,22 0,13 038 -

16 0,26 0,26 0,25 0,37 0,43 0,26 0,50 0,16 -
3 média geral 0,27, para ambos os sistemas enzimaticos
! em conjunto (Tabela 3). Isoenzimas foram utilizadas
e com sucesso na determinagdo da diversidade gené-
ik tica e das relagoes filogenéticas em outras espécies
18 de Bromus, como aquelas das seccdes Genea (Oja
13 & Jaaska, 1996; 1998) e Bromus (Oja, 1998). As
4 duas espécies diploides autégamas (B. tectorum e
B B. sterilis) apresentaram maior variabilidade
15 interespecifica que intraespecifica e acessos de di-

obo 0z om  orsam ferentes origens geograficas variaram na quanti-

Jaccard

Figura 1 - Analise de agrupamento de nove acessos de
Bromus auleticus por meio da matriz de simi-
laridade calculada utilizando-se os
marcadores isoenzimaticos. O método do
UPGMA foi utilizado como critério de agrupa-
mento.

Figure 1 - Cluster analysis of nine accession of Bromus
auleticus based on the similarity matrix from
isozymes. UPGMA method was used for clustering.

(2000) analisou nove sistemas enzimaticos em nove
acessos do Uruguai e verificou indices de similaridade
mais altos que os encontrados neste trabalho, variando
de 0,577a0,944, o que pode ser explicado pela origem
semelhante dos acessos analisados, além do possivel
efeito homogeneizador de selecdo, uma vez que
esses eram mantidos ha varios anos em uma estacao
experimental.

A andlise da variabilidade genética dentro de
cadaacesso por meio dos marcadores isoenzimaticos
ndo revelou a presenga de individuos idénticos. Os
coeficientes médios de similaridade entre os indivi-
duos de cada acesso foram em geral menores, média
geral 0,18 (Tabela 4) que aqueles entre os acessos,

R. Bras. Zootec., v.34, n.6, p.1897-1904, 2005

dade de polimorfismo (Oja, 1999).

Nao houve correlagdo entre os grupos de similari-
dade genética (Figura 1) com as distancias geograficas
(Tabela 5), ou seja, acessos com menores distancias
geograficas ndo ficaram agrupados e vice-versa.

Quanto aos 12 acessos analisados por meio dos
marcadores RAPD, foram observados um total de 36
fragmentos, variando de 1.070 a 1.760 pares de bases,
com média de 4,5 fragmentos por iniciador. Dalagnol
(2000) encontrou 136 bandas para 37 iniciadores
entre os 11 acessos analisados de B. auleticus do
Uruguai (médiade 2,7 fragmentos por iniciador). Esse
resultado, juntamente com a alta similaridade encon-
trada no material analisado pelo autor com base em
padrdes de isoenzimas, apdia a hipdtese de que o
material ja havia sofrido algum tipo de estreitamento
da variabilidade genética, em razao da selegao.

Com base na analise realizada pelo método de
“bulk”, reunindo o DNA dos dez individuos de cada
acesso, bandas raras ndo foram detectadas, uma vez
que, normalmente, quando ¢ feito um “bulk”, aqueles
fragmentos com freqiiéncia inferiores entre 10 a 14%
ndo sdo amplificados (Michelmoreetal., 1991; Loarce
etal., 1996). Entretanto, essa desvantagem do método
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Tabela 4 - Coeficiente médio de similaridade (Jaccard)
auleticus calculados por meio de marcadores isoenzimaticos peroxidase e [B-esterase
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entre cinco individuos dentro de nove acessos de Bromus

Table 4 - Mean similarity coefficients (Jaccard) among five individuals within nine Bromus auleticus accessions based on
peroxidase and p-esterase isozyme markers

Sistema enzimatico Acesso
Enzymatic system Accession

03 (7 06 07 09 13 14 15 16
Peroxidase 0,20 0,38 0,03 0,11 0,28 0,11 0,14 0,12 0,08
Esterase 0,17 0,38 0,20 0,18 0,24 0,40 0,32 0,06 0,38
Peroxidase/Esterase 0,17 0,36 0,08 0,14 0,23 0,20 0,20 0,12 0,16
Tabela 5 - Distancias geograficas entre os locais de coleta de 13 acessos de Bromus auleticus
Table 5 - Geographical distances among places of collection of 13 Bromus auleticus accessions
Acesso 01 (1] 03 4 05 06 07 08 (1Y 10 11 12 13
Accession
01 -
0”2 211,62 -
03 25736 257,50 -
4 26549 265,66 111,55 -
05 257,04 257,17 106,72 110,56 -
06 137,74 138,11 2445 2833 23,38 -
07 42,88 4217 15,63 934 1732 174,96 -
08 38,38 37,67 23,04 16,81 24,77 183,36 131,15 -
09 218,78 217,79 28144 290,08 281,10 15598 47,72 4321 -
10 225,85 22588 207,58 21425 207,32 110,61 44,10 39,17 24221 -
11 217,82 21693 277,09 28561 276,76 153,50 4742 4292 221,70 239,05 -
12 257,32 257,44 105,76 109,59 104,76 22,28 19,08 26,58 281,40 207,55 277,07 -
13 4,70 539 9731 9138 9945 272774 174,62 179,13 0,10 8,20 0,11 101,86 -
de “bulk” em nao estimar a variabilidade entre os 1
individuos de uma populagdo ¢é superada pela vanta- B
gem da rapida verificagdo de diferengas entre popu- ?5
lagdes, o que é especialmente importante para progra- 5
mas de melhoramento genético. Mesmo com o “bulk”, 7
os padroes de RAPD das 12 populagdes de cevadilha 12
analisadas demonstraram alta variabilidade genética 1?
interpopulacional (Tabela 6; Figura 2). Os coeficien- .
tes de similaridade entre pares de acessos variaram L
de 0,15a0, 71 e o coeficiente de similaridade médio B

[ T T T T T 1

entre todos os acessos foi de 0,41. .00 025 0.50 075 1.00

. . ., Jaccard
Assim como para os marcadores 1soenzimaticos,

nao foi verificada correlacao entre distancias geogra-
ficas e coeficientes de similaridade calculados por
meio dos marcadores RAPD. A distancia geografica
por si s6 pode ndo ser um padrao confiavel para se

. T f . calculada
estimar a similaridade genética, especialmente em

laridade

uma area relativamente pequena como a do Rio
Grande do Sul. Além disso, fatores ambientais, como
composicdo e umidade do solo, precipitacdo média e
quantidade de radiacdo poderiam ser muito mais

Figure 2 -

clustering.
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Figura 2 - Analise de agrupamento de 12 acessos de
Bromus auleticus com base na matriz de simi-
utilizando-se
marcadores RAPD. O método do UPGMA foi
utilizado como critério de agrupamento.
Cluster analysis of 12 accession of Bromus
auleticus based on the similarity matrix from36
RAPD markers. UPGMA method was used for

36
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Tabela 6 - Matriz de similaridade (coeficiente de Jaccard) entre 12 acessos de Bromus auleticus com base em 36

marcadores RAPD

Table 6 -  Similarity matrix (Jaccard coefficient) among 12 Bromus auleticus accessions based on 36 RAPD markers
Acesso 01 02 03 05 06 07 08 (Y 10 12 15 16
Accession

01 -

02 0,56 -

03 0,43 0,50 -

05 0,44 0,38 0,71 -

06 0,38 0,38 0,40 0,43 -

07 0,15 0,60 0,27 0,31 0,31 -

08 0,60 0,46 0,30 0,37 0,22 0,41 -

09 0,56 0,64 0,50 0,38 0,29 0,33 0,69 -

10 0,27 0,55 0,33 0,47 0,40 0,35 0,27 0,46 -

12 0,17 0,44 0,29 0,44 0,22 0,57 0,33 0,33 0,56 -

15 0,38 0,43 0,36 0,50 0,33 0,50 0,60 0,53 0,45 0,50 -

16 0,15 0,55 0,22 0,24 0,21 0,62 0,32 0,42 0,31 0,63 0,37 -

Tabela 7 - Coeficientes de similaridade de Jaccard entre seis acessos de Bromus auleticus com base em marcadores
isoenzimaticos e em marcadores RAPD (negrito)

Table 7 -  Similarity coefficients (Jaccars) among six Bromus auleticus accessions based on isozymes and RAPD markers (bold)
Acesso 03 06 (Y 15 16
Accession

03 - -

06 0,11 0,40 - -

07 0,29 0,27 0,43 0,31 - -

(0 0,25 0,50 0,24 0,29 0,50 0,33 - -

15 0,08 0,36 0,32 0,33 0,20 0,50 0,22 0,53 - -

16 0,26 0,22 025 0,21 037 0,62 0,43 0,42 0,16 037 - -

determinantes para a similaridade genética que a
simples distancia geografica.

Os dados encontrados, tanto para isoenzimas como
para RAPD, indicam alta variabilidade genética nas
populacdes naturais analisadas de
B. auleticus do Rio Grande do Sul, o que esta de
acordo com relatos prévios de variabilidades
morfologica, fisiologica e agrondmica (Oliveira &
Moraes, 1993; Soares, 1999). B. auleticus é uma
espécie alogama (Rivas, 2001) e de polinizacao
anemofila. Espécies alogamas sdo, por definigdo,
muito mais variaveis que as autdgamas. Por exemplo,
a analise da variabilidade genética em 10 espécies de
Lathyrus comprovou niveis de diversidade maiores
para as espécies alégamas que para as autdgamas
(Bem Brahim et al., 2002). Em espécies alogamas,
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como Lolium perenne (Kéllikeretal., 1999), Trifolium
pratense (Campos-de-Quiroz & Ortega-Klose, 2001)
e algumas de Adesmia (Dias, 2002), as porcentagens
de locos polimoérficos de RAPD foram 64, 80 e 56%,
respectivamente. Entretanto, podem haver excegdes,
como na espécie autdbgama Lathyrus sativus, em que
50% dos fragmentos de RAPD eram polimorficos
(Croft et al., 1999). Em algumas populagdes de espé-
ciesaldogamas, pode ser encontrada variabilidade intra-
populacional maior que inter-populacional, como em
Lolium perenne (Sweeney & Dannenberger, 1994),
Trifolium pratense (Kongkiatngam et al., 1995),
Medicago sativa (Yu & Pauls, 1993; Crochemore et
al., 1996) e llex paraguariensis (Gauer & Cavalli-
Molina, 2000). Ferdinandez & Coulman (2002) tam-
bém detectaram variabilidade para RAPD e AFLP
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maior dentro das populagdes que entre as populagdes
analisadas de B. inermis e B. riparius. Os resulta-
dos obtidos neste estudo para B. auleticus mostram
maior variabilidade média dentro das populagdes que
entre as populagdes, quando dois sistemas
isoenzimaticos foram analisados, embora aamplitude
de variagao tenha sido maior na avaliagao realizada
entre os acessos (Tabela 3). Entretanto, esse resul-
tado ndo foi claramente evidenciado pela analise
com marcadores RAPD, em razdo da utilizacdo do
método do “bulk”. Para os seis acessos examinados
pelas duas técnicas, os indices de similaridade foram
em geral mais altos para RAPD que para isoenzimas
(Tabela 7), sendo a correlagdo simples entre esses
indices de 0,029. Essa baixa correlacdo pode ser
explicada pelo uso de apenas dois sistemas
enzimaticos. Os indices médios de similaridade entre
esses seis acessos foram de 0,38 para RAPD ¢ 0,27
paraasisoenzimas, o que pode ser explicado pela co-
dominancia dos marcadores isoenzimaticos em rela-
¢do a dominancia dos marcadores RAPD. Dalagnol
(2000) encontrou indices de similaridades mais altos
para isoenzimas (0,982) que para RAPD (0,816)
entre os acessos de B. auleticus por ele analisados.
Esta diferenca entre os dados de Dalagnol (2000) e
os deste trabalho pode ser explicada pelo diferente
nimero de sistemas enzimaticos e iniciadores utiliza-
dos e também pelas diferencas genéticas entre os
grupos de popula¢des analisadas.

Conclusoes

Os resultados mostram a variabilidade genética
inter e intra-populacional de Bromus auleticus cole-
tado no Rio Grande do Sul, a qual ¢ importante para
subsidiar acdes futuras de programas de melhora-
mento genético e de programas de conservagdo e o
uso de recursos genéticos. Os resultados comprovam
também a utilidade de marcadores isoenzimaticos e
RAPD na caracterizagcdo da variabilidade genética.
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