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RESUMO

O género Adesmia, leguminosa exclusivamente sul-americana,
possui 17 espécies brasileiras, com distribuicdo restrita ao sul do Brasil. Este
trabalho teve como objetivos: caracterizar através de marcador molecular do
tipo RAPD, as espécies brasileiras de Adesmia, avaliar a variabilidade dos
marcadores RAPD entre espécies e entre diferentes populacdes da mesma
espécie, relacionar dados de diversidade dos marcadores RAPD com dados de
modo de reproducdo e taxondémicos. Foram analisadas populacbes de 15
individuos nas espécies (A. paranensis, A. reitziana, A. sulina e A. vallsii ) e
duas populacdes de 15 individuos com locais de coleta distintos para as
espécies (A. araujoi, A. arillata, A. bicolor, A. ciliata, A. incana, A. latifolia, A.
muricata, A. paranensis, A. psoraleoides, A. riograndensis, A. rocinhensis, A.
securigerifolia, A. tristis). Os resultados obtidos indicaram que a similaridade
genética média intrapopulacional para as 17 espécies variou de 0,35 (indice de
Jaccard) a 0,80. A similaridade interpopulacional para as 13 espécies avaliadas
variou de 0,19 a 0,89. A similaridade genética média entre as 17 espécies foi
de 0,56 (indice de Dice). Os resultados de variabilidade intrapopulacional e
interpopulacional concordaram, de um modo geral, com 0 modo de reproducao
indicado para as especies. Os marcadores RAPD utilizados foram eficientes e
separaram as populacdes e espécies de Adesmia.

! Dissertacéo de Mestrado em Zootecnia — Plantas Forrageiras, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil.
(130p.) Margo, 2003.
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ABSTRACT

Adesmia is a southamerican genus of legumes with 17 species restricted
to the southern of Brazil. This work aimed, molecular characterization, with
RAPD molecular markers, of the genetic variability of Brazilian species of
Adesmia, evaluate the RAPD markers variability within populations and among
species, verify relationships between morfologicals and mode of reproduction
dates with RAPD markers diversity. Thirty populations (15 individuals each)
were analised of A. paranensis, A. reitziana, A. sulina, A. vallsii, A. araujoi, A.
arillata, A. bicolor, A. ciliata, A. incana, A. latifolia, A. muricata, A. paranensis,
A. psoraleoides, A. riograndensis, A. rocinhensis, A. securigerifolia and A.
tristis. The results showed that genetic similarity within populations ranged from
0,35 to 0,80 (Jaccard). Genetic similarity among populations ranged from 0,19
to 0,89. Genetic similarity for 17 species was, in average, 0,56 (Dice). The
results for genetic variability within and among populations agree with data for
mode of reproduction. RAPD markers were able to separate the populations
and species of Adesmia.

! Master of Science dissertation in Forage Science, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (130p.) March,
2003.
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1. Introducéo

Os campos nativos do estado do Rio Grande do Sul apresentam
uma enorme diversidade, com seus ecossistemas heterogéneos, devido ao
grande numero de tipos de solos e a variacdo de altitude e clima. A rigueza da
composicao floristica das diferentes comunidades vegetais é grande, incluindo
cerca de 400 espécies de gramineas e 150 espécies de leguminosas (Boldrini,
1997).

No entanto, apesar desta extensa riqueza em espécies nativas de
gramineas e leguminosas servir como a base alimentar para os rebanhos
gauchos, pouco ainda é conhecido a respeito de muitas dessas espécies.
Associado ao pouco conhecimento, a maioria dessas espécies € de producao
estival, ocasionando uma acentuada flutuacdo na disponibilidade de forragem
nos meses mais frios do ano. O género Adesmia DC. compreende espécies de
leguminosas nativas que sdo adaptadas as condi¢cdes de solo e clima do Rio
Grande do Sul. As espécies do género Adesmia sédo hibernais, vegetando e
permanecendo verdes em baixas temperaturas, e representam deste modo,
uma alternativa para producdo de forragem nos periodos de escassez.
Segundo Valls (1984), para o estudo do potencial das espécies do género,
agora ja com diversas populacdes representativas da maioria das espécies do
sul do Brasil disponiveis em forma propagavel, necessita-se de informacdes
taxondémicas, citogenéticas, reprodutivas, ecoldgicas e agronémicas.

Nesse sentido, diversos estudos tém sido conduzidos recentemente
para avaliacdo das caracteristicas de algumas espécies do género, visando um

possivel uso forrageiro.



Dentre as avaliacdes necessarias nos bancos de germoplasma, das
espécies nativas do género Adesmia, a caracterizacdo e a avaliacdo da
variabilidade genética sdo essenciais para o conhecimento, avaliacdo, manejo,
utilizacao e conservacédo dos recursos genéticos disponiveis. Para as espécies
do género, os estudos de caracterizacdo de germoplasma e avaliacdo da
variabilidade genética, ja realizados, basearam-se principalmente em estudos
citolégicos, aspectos morfologicos e de modo de reproducéo.

Além do estudo das caracteristicas morfologicas para a avaliacao de
germoplasma, em estudos mais recentes, 0s marcadores moleculares também
tém sido amplamente utilizados.

O desenvolvimento exponencial da biologia  molecular,
principalmente apdés o advento da técnica de PCR (Polimerase Chain
Reaction), possibilitou a sua utilizacdo nas mais diversas aplicacdes, tanto no
estudo de genética, quanto em programas de melhoramento de plantas.

Atualmente diversas técnicas da biologia molecular servem como
ferramenta para a deteccéo de variabilidade genética ao nivel de seqiiéncia de
DNA, ou seja, para a deteccao de polimorfismo genético. Dentre as técnicas
disponiveis, e uma das mais utilizadas, esta o marcador molecular denominado
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Williams et al., 1990; Welsh &
Mclelland, 1990), o polimorfismo de DNA amplificado ao acaso.

Dentro do género Adesmia, as técnicas moleculares ainda néo foram
empregadas na caracterizacdo de germoplasma e na analise da diversidade
genética das espécies brasileiras que compdem o género.

Portanto os objetivos deste trabalho foram:



- Caracterizar, com a utilizacdo de marcador molecular do tipo RAPD, as
espécies brasileiras do género Adesmia DC.

- Com base nestas informacdes estabelecer relacdes de diversidade genética
entre as espécies e entre 0os acessos analisados.

- Relacionar dados de diversidade com dados morfolégicos e de reproducéo.



2. Revisdo Bibliografica

2.1 Consideracg0Oes gerais sobre o género Adesmia DC.

Dentre as espécies de leguminosas nativas adaptadas ao solo e ao
clima do estado do Rio Grande do Sul, estdo as espécies do género Adesmia
DC. O género Adesmia pertence a tribo Adesmieae (Benth.) Hutch., familia
Leguminosae-Faboideae, e possui cerca de 230 espécies (Miotto & Leitdo
Filho, 1993) sendo todas sul-americanas. A maior concentracdo de espécies,
ou o centro de diversidade do género, situa-se na cordilheira chileno-argentina
e nas regides semi-aridas argentinas (Burkart, 1967).

A caracterizacdo taxonémica das espécies do género Adesmia DC.
ocorrentes no Brasil foi realizada por Miotto (1991) em sua tese de doutorado.

No Brasil, ocorrem 17 espécies nativas e uma Vvariedade,
distribuidas nos estados do Rio Grande do Sul, Parand e Santa Catarina
(Miotto & Leitdo Filho, 1993). As espécies brasileiras do género pertencem a
quatro séries: Muricatae Burkart, Subnudae Burkart, Bicolores Burkart e
Psoraleoides Burkart.

Estudos dos padrdes fitogeograficos sobre o género, no Brasil,
indicaram que as primeiras trés séries representam uma clara extensdo aos
subtrépicos brasileiros, da distribuicdo relativamente ampla nas provincias
biogeograficas do sul (Patagbnica) e do oeste (Andina), mostrando um nimero
menor de espécies e uma distribuicdo restrita ao sul. A série Psoraleoides &
endémica do sul do Brasil e apresenta um numero relativamente alto de
espécies, algumas das quais estdo restritas a regides montanhosas

particulares (Miotto & Waechter, 1996).



No Brasil, o interesse pela coleta e conservacédo de germoplasma do
género Adesmia foi motivado, além do conhecimento botanico, também pelo
potencial forrageiro de algumas espécies, para as regiées de clima temperado,
com estacdes bem definidas, invernos frios e ocorréncia de geadas. Nestas
condicles, que sao caracteristicas da regido sul do Brasil, muitas das espécies
do género tem sido encontradas vegetando e permanecendo verdes (Miotto &
Leitdo Filho, 1993).

O valor forrageiro das espécies herbaceas de Adesmia tem sido
também mencionado mais recentemente em publicacdes da Argentina, Uruguai
e sul do Brasil.

No Uruguai, Coll & Zarza (1992) avaliaram oito espécies de Adesmia
nativas e consideraram Adesmia bicolor como a espécie mais promissora com
valores de 18% de Proteina Bruta (PB) e 78% de digestibilidade “in vitro” de
matéria organica (DIVMO).

No Brasil, algumas espécies de Adesmia foram avaliadas em
diversos estadios por Dall’Agnol & Gomes (1994) e apresentaram bons valores,
destacando-se Adesmia latifolia com 18,6% de PB e 70,8% de DIVMO, no
estadio de florescimento. Os percentuais de PB no estadio vegetativo foram os
mesmos para Adesmia latifolia, no entanto, os valores de DIVMO tiveram um
acréscimo para 78,1%. Para o sul do Brasil, existem indicacdes de outras
espécies do género que merecem ser investigadas no seu aspecto forrageiro
(Scheffer-Basso, 1999). Dall’Agnol et al. (2002) fazem uma sintese das

caracteristicas que foram estudadas para a avaliacdo do potencial forrageiro de



algumas espécies de leguminosas nativas, incluindo-se nelas, espécies do
género Adesmia.

Com relacédo a caracterizacdo morfofisiologica, Scheffer-Basso et al.
(2002) analisaram A. latifolia, A. tristis e A. punctata, descreveram o padrédo de
crescimento e caracterizaram o modelo de desenvolvimento morfolégico e de
acumulo e reparticdo de biomassa. Seus resultados indicaram que nas
espécies estoloniferas A. latifolia e A. punctata, o padrdo de acumulo e
reparticdo da biomassa é caracterizado, principalmente , pela producdo de
matéria seca de folhas, sendo que o acumulo de forragem, esta diretamente
correlacionado com o indice de area foliar. Na espécie A. tristis, para o padréo
de acumulo e reparticdo de biomassa, as fracdes de caule e raiz demonstram
igual importancia. Scheffer-Basso (1991) indicou ainda A. latifolia como sendo
uma espécie detentora de caracteristicas Unicas que a qualificam, dentre as
espécies estudadas, para a utilizacdo em programa intensivo de
melhoramento.

Outros estudos recentes incluem, ainda, aspectos como superacao
de dorméncia de sementes (Scheffer-Basso & Vendrusculo, 1997; Montardo et
al., 1998;Tedesco et al.,, 2001), modo de reproducdo (Tedesco et al., 1998,
2000), comportamento meidtico e fertilidade de polen (Tedesco et al., 2002),
resposta a adubacédo fosfatada (Dutra et al.,, 1998 a; Ben et al., 1998),
densidade de semeadura (Dutra et al., 1998b), tolerancia ao aluminio (Milan et
al.,1991, Vidor & Pérez, 1998, Scheffer-Basso et al., 2000), ontogenia floral
(Moco & Mariath, 1999), ontogenia de semente (lzaguirre et al., 1994),

comportamento de florescimento e producdo e forragem em A. latifolia



(Menezes, 2001), e finalmente degradabilidade ruminal da matéria seca (MS) e
proteina bruta (PB) (Ribeiro et al., 1996).

Estes estudos ilustram a importancia e a necessidade de
conhecimento dos diversos aspectos de um género ou espécie que se
pretenda utilizar em pesquisas futuras em programas de melhoramento
genético de plantas forrageiras.

2.2 Espécies Avaliadas

A seguir serdo descritas resumidamente, as espécies estudadas
neste trabalho, seguindo a classificacdo nas diferentes séries descritas por
Miotto & Leitdo Filho (1993).

Série Bicolores

As espécies pertencentes a série bicolores sdo : Adesmia bicolor,
Adesmia incana, Adesmia latifolia e Adesmia punctata.

2.2.1 Adesmia bicolor (Poir) DC.

Adesmia bicolor foi citada por Araujo (1940), em seu estudo sobre
leguminosas forrageiras do Rio Grande do Sul, como sendo uma forrageira
bastante utilizada e reconhecidamente atil nos campos finos e baixos da
fronteira sul do Estado e por Valls (1984) como ocorrendo ao longo da fronteira
com o Uruguai.

No Uruguai, das nove espécies de Adesmia existentes, Adesmia
bicolor é citada por Coll & Zarza (1992) como uma das mais amplamente
distribuida e a mais promissora por suas caracteristicas forrageiras, sendo uma
planta com grande habilidade colonizadora de solos degradados ou subsolo

exposto por erosdo ou remogéo mecanica.



2.2.2 Adesmia incana Vog. var. incana

No Brasil esta € a Unica variedade da espécie. A outra variedade
existente (incana var. grisea) ocorre somente na Argentina e no Uruguai
(Miotto, 1991).

Comumente encontrada no litoral, serra do sudeste e campanha do
Rio Grande do Sul (Valls, 1984). Segundo Araujo (1940), € uma excelente
fixadora de dunas propagando-se por talos rasteiros, cobrindo totalmente o
terreno em pouco tempo.

2.2.3 Adesmia latifolia (Spreng) Vog.

Esta espécie que ocorre no Brasil, possui ampla distribuicdo no
estado do Rio Grande do Sul, ocorrendo no litoral, regido da campanha e
depresséo central. Sua ocorréncia também se da no sul do estado de Santa
Catarina, sendo muito frequiente nos municipios de Sao Joaquim e Urubici
(Valls, 1984).

Para o Brasil, € uma das espécies que ocorre em campos
alagadicos e banhados (Miotto & Leitdo Filho, 1993). Adesmia latifolia é
também encontrada na Argentina e no Uruguai.

Devido ao seu grande potencial forrageiro, o que foi demonstrado
recentemente em diversos estudos (Dall’Agnol & Gomes 1994, Scheffer-Basso,
1998; Menezes, 2001), A. latifolia tem sido amplamente analisada, a despeito
de outras espécies de Adesmia, em estudos complementares e de avaliacdes
a campo.

A. latifolia € considerada uma espécie de versatilidade reprodutiva

(Tedesco et al.,, 1998), podendo reproduzir-se tanto pelo mecanismo de



fecundacédo cruzada (alogamia), quanto pelo mecanismo de autofecundacéo
(autogamia).

Estudos de avaliagdo a campo, tanto em cultivo extreme (Menezes,
2001) quanto em melhoramento de campo nativo (Dutra et al., 1998c; Dutra et
al., 1998d) indicaram que A. latifolia € uma espécie com grande potencial para
a producéo de forragem.

Estudos para verificacdo de eficiéncia na utilizacdo de fosforo e
tolerancia ao aluminio (Milan et al., 1991; Scheffer-Basso et al., 2000),
indicaram que A. latifolia apresenta grande eficiéncia na utilizacéo de fosforo e
tolerancia para as doses de aluminio testadas.

Outros estudos recentes, incluem ainda aspectos como efeitos do
condicionamento osmaotico no armazenamento de sementes (Franke et al.,
2001), efeitos da polinizacdo entomdfila na producdo e rendimento de
sementes (Camacho et al. 2002), analise de padrées de desenvolvimento floral
(Moco & Mariath, 1999) e analise de diferentes profundidades de semeadura
(Aguinaga et al., 2002).

Bellaver et al. (1998), em sua analise de crescimento em estadio
inicial de Adesmia latifolia, indicaram que, em relacdo as espécies estudadas,
esta espécie possui grande potencial forrageiro devido ao conjunto de suas
caracteristicas, como por exemplo, habito estolonifero, tamanho das folhas,
quantidade de matéria seca produzida e o rapido estabelecimento apos

germinacao.



2.2.4 Adesmia punctata (Poir.) DC var. punctata

Esta espécie, segundo Valls (1984), € bastante frequente na serra
geral no Rio Grande do Sul e Santa Catarina, estendendo-se ao Uruguai e ao
nordeste da Argentina. Segundo Araujo (1940), € conhecida pelo nome
popular de babosinha e ainda que esta espécie fosse julgada como recusada
pelo gado, devido a sua pilosidade e abundancia de glandulas oleosas, o
mesmo autor faz relatos de exemplares com evidentes sinais de terem sido
pastejados.

Existem duas variedades: A. punctata var. punctata e A. punctata
var. hilariana. Esta ultima ocorre em campos limpos e arbustivos, pedregosos,
em afloramentos de rochas, em locais Umidos, em areas de transicdo entre
campo e mata, sendo mais amplamente distribuida que A. punctata var.
punctata (Miotto, 1991).

Série Subnudae

As espécies pertencentes a série Subnudae sdo: A. riograndensis e
A. securigerifolia.

2.2.5 Adesmia riograndensis Miotto

Adesmia riograndensis foi descrita como uma espécie nova do
género, por Miotto (1993) e sua ocorréncia até o momento, foi relatada
somente no extremo sul do Brasil, no sudoeste do estado do Rio Grande do
Sul. A autora sugere que, com a ampliacdo das coletas, A. riograndensis seja

encontrada no Uruguai, nas regides limitrofes com o Rio Grande do Sul.



Ocorre em ambientes de campo Umido na encosta de cerro; em
morro rochoso, em vegetacdo rupicula, baixa, com colchdo de musgos; em
afloramentos de arenito (Miotto & Leitdo Filho, 1993).

2.2.6 Adesmia securigerifolia Hert.

Adesmia securigerifolia ocorre no Brasil, no sudeste do Rio Grande
do Sul préximo a fronteira com o Uruguai. Na Argentina na provincia de Entre
Rios e no Uruguai (Miotto & Leitdo Filho, 1993).

Esta € uma das espécies de Adesmia, que no Brasil, apresenta
endemismo, ocorrendo somente nos campos secos de Bagé (Boldrini et al.,
2002).

Estudos da ontogenia da semente de Adesmia securigerifolia,
realizados por lzaguirre (1994) e do modo de reproducdo realizados por
Tedesco et al. (2000) indicaram que esta espécie € de autofecundacao.

Série Muricatae

A série Muricatae possui apenas uma Unica espécie: A. muricata

2.2.7 Adesmia muricata (Jacq.) DC.

Encontrada no litoral do Rio Grande do Sul, no Uruguai e na
Argentina (Valls, 1984). Segundo Miotto & Leitdo Filho (1993), esta espécie é
caracteristica das planicies pampeanas e serras da Argentina central e norte,
ocorrendo em campos graminosos a arbustivos; campos arbustivos
perturbados, area de campo e matinha arbustiva; entre rochas no campo;
campos pedregosos, pantanosos ou arenosos; dunas maritimas. Ocorre em

altitudes entre 1300 a 1400m.



Série Psoraleoides

As espécies que pertencem a série Psoraleoides sdo: A. araujoi, A.
ciliata, A. psoraleoides, A. rocinhensis, A. sulina, A. ftristis, A. reitziana, A.
arillata, A. paranensis e A. vallsii. As espécies da série, segundo Miotto &
Leitdo Filho (1993), sdo endémicas do sul do Brasil.

2.2.8 Adesmia araujoi Burk.

Sua distribuicdo geografica, segundo Miotto (1991), no Brasil, é nos
estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Segundo Araujo (1940), A.
araujoi € uma espécie que possui raizes grossas e lenhosas, adaptadas a
terrenos com escassez de agua durante alguns meses do ano. Em seu habitat
produz uma massa de forragem verde muito boa, principalmente durante os
meses frios até fins da primavera.

2.2.9 Adesmia ciliata Vog.

Adesmia ciliata, segundo Miotto (1993), tem distribuicdo continua
nos Estados do sul do Brasil, uma vez que a espécie ocorre desde o centro do
Rio Grande do Sul, distribuindo-se desde Santa Catarina até o estado do
Parana. E também freqliente na borda da Serra Geral e avancando dai para o
oeste de Santa Catarina (Valls, 1984).

2.2.10 Adesmia psoraleoides Vog.

Segundo Miotto & Leitdo Filho (1993) a distribuicdo de Adesmia
psoraleoides € no norte e nordeste do estado do Rio Grande do Sul ocorrendo
também nos estados de Santa Catarina e Parana.

2.2.11 Adesmia rocinhensis Burk.



Adesmia rocinhensis € uma espécie de ocorréncia muito rara e
restrita. Apesar de ser encontrada nos trés estados do sul do Brasil, ocorre
sempre de forma localizada (Miotto & Leitdo Filho, 1993). Ocorre no nordeste
do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e no sul do Parana. Segundo Valls
(1984) esta é uma espécie proxima de A. ciliata, diferindo pelo nimero menor
de foliolos por folha e ainda segundo Miotto & Leitdo Filho (1993), esta espécie
se distingue de A. ciliata principalmente pelo habito e também pelo tamanho
sempre maior dos foliolos.

2.2.12 Adesmia sulina Miotto

Espécie nova de Adesmia descrita por Miotto (1993), tem sua
distribuicdo no noroeste do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e sul do Parana.
Segundo Miotto & Leitdo Filho (1993) esta é uma espécie de distribuicdo
bastante ampla quando comparada a A. araujoi e A. vallsii, que formam um
grupo de espécies aparentemente, muito proximas entre si. No entanto,
quando analisado um namero maior de caracteres, verifica-se que as trés séo
espécies distintas e bem delimitadas.

2.2.13 Adesmia tristis Vog.

Esta espécie, segundo Valls (1984), é bastante difundida em Lages
(SC) e municipios vizinhos, aparentemente ndo alcancando a borda da Serra
Geral, é também frequente no Rio Grande do sul. Miotto & Leitdo Filho (1993)
descrevem esta espécie como sendo amplamente difundida nos trés Estados
do sul do Brasil.

A. tristis é a espécie que tem, junto com A. ciliata, a maior area de

ocorréncia no Brasil (Miotto & Leitdo Filho, 1993).



2.2.14 Adesmia reitziana Burk.

Esta espécie destaca-se das demais pelo seu aspecto particular:
caule sublenhoso, coberto de cicatrizes foliares aproximadas, proeminentes e
restos das estipulas persistentes, folhas relativamente grandes, foliolos
terminando em mducron alongado e racemos subcorimbiformes, contraidos,
densifloros, apicais, inferiormente revestidos por folhas (Miotto & Leitdo
Filho,1993).

A espécie Adesmia reitziana, até o momento, € considerada
endémica do Morro da Igreja, municipio de Urubuci, estado de Santa Catarina,
no entanto segundo Valls (comunicacdo pessoal), ja houve coletas em locais
préximos como o Campo dos Padres. Valls (1984), citou ainda que o local de
ocorréncia conhecido é extremamente diminuto.

2.2.15 Adesmia arillata Miotto

Adesmia arillata foi também descrita por Miotto (1993), e a autora
relatou que esta espécie foi encontrada nos estados de Santa Catarina e
Paran4, em zonas de campos graminosos e arbustivos, campos sobre
afloramentos rochosos, areas perturbadas, em transicdo de campo e mata, em
altitudes que variam em 950 a 1190m.

2.2.16 Adesmia paranensis Burk.

Segundo Valls (1984), esta espécie difere de outras espécies da
série Psoraleoides pelas partes vegetativas completamente glabras e
inflorescéncias setulosas. Miotto & Leitdo Filho (1993) descreveram A.
paranensis como sendo de distribuicdo nos estados de Santa Catarina e

Parana, ocorrendo em campos graminosos a subarbustivos ou com capdes de



mata; campos secos ou brejosos; em vale raso, entre coxilhas; campos com
afloramentos de rocha e areas mal drenadas; barrancos dominados por
caraguatas e gramineas altas.

2.2.17 Adesmia vallsii Miotto

Adesmia vallsii foi descrita por Miotto (1993), tendo sua distribuicéo
nos estados de Santa Catarina e sul do Parana. Segundo Miotto & Leitdo Filho
(1993), esta espécie habita campos secos, graminosos, densos ou altos, sem
pastejo e ndo queimados ou com touceiras altas de Stipa spp. e Bromus spp.;
campos graminosos com estrato herbaceo diversificado; faixa de dominio com
vegetacdo campestre secundaria; em areas de transicdo de campo e mata de
pinheiros; campos com afloramentos de rocha.

3. Caracterizacao de germoplasma no género Adesmia

O Brasil situa-se, hoje, entre os paises com maior variabilidade
genética disponivel para a pesquisa agricola e correlata, mas o uso dessa
variabilidade é ainda incipiente (Valls, 1988).

Uma das principais causas apontadas por Valls (1988), para 0 uso
limitado dos acessos mantidos em bancos de germoplasma, € a falta de
informacdo adequada sobre estes, com relacdo a diversos aspectos de
caracterizacdo de germoplasma, como identificacdo botanica e taxondmica,
caracterizacdo morfolégica de caracteres botanicos de alta herdabilidade e
caracterizacdo do modo de reproducéo.

A caracterizacdo de germoplasma é de extrema importancia para os
programas de melhoramento genético. Além de proporcionar melhor

conhecimento do germoplasma disponivel, essencial para seu uso mais intenso



em etapas subseqientes, a caracterizacdo e avaliacdo bem conduzidas
permitem a identificacdo de acessos duplicados em bancos, o estabelecimento
de colecBes nucleares representativas da diversidade genética reunida em uma
espécie (Valls, 1988).

Os dados de diversidade genética, auxiliam na classificacdo, nos
estudos de distancia genética entre populacdes e ainda no estabelecimento de
relacdes filogenéticas entre espécies (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Atualmente, as espécies do género Adesmia, estdo sendo utilizadas
em varios estudos de caracterizacdo de germoplasma.

Com relagcdo aos aspectos morfolégicos, Tedesco (2000) realizou a
avaliacdo de descritores do desenvolvimento vegetativo e reprodutivo das 17
espécies de Adesmia, verificando que a caracteristica tamanho de foliolos em
comprimento e largura apresenta alta variabilidade intraespecifica no género
Adesmia. Outras caracteristicas como o0 numero de foliolos por folha
apresentou baixa variabilidade intraespecifica, ocorrendo maior variacdo entre
os individuos, dentro de cada acesso examinado.

Os aspectos sobre o modo de reproducéo, nimero cromossémico e
comportamento meiético foram definidos, para diversas espécies, em estudos
recentes. Segundo Tedesco et al. (1998 e 2000), as espécies de Adesmia
apresentam variacbes com relacdo ao modo de reproducdo, sendo que
algumas espécies reproduzem-se por fecundacdo cruzada ou necessitam de
estimulo de polinizador (A. tristis, A. ciliata, A. psoraleoides, A. rocinhensis e A.

sulina), outras permitem tanto a fecundacao cruzada quanto a autofecundacéo



(A. bicolor, A. punctata e A. latifolia) e outras espécies reproduzem-se por
autofecundacéo (A. securigerifolia , A. riograndensis e A. muricata).

Com relacdo ao numero cromossdmico Miotto & Forni-Martins
(1994), realizaram a contagem do numero cromossémico em 11 espécies do
género e indicaram que 0 numero cromossOmico para todas as espécies
estudadas foi 2n=20, sugerindo ainda um numero basico x=10 para o género.

Coelho et al. (1998), realizaram a avaliacdo citogenética para
algumas espécies de Adesmia (A. latifolia, A. bicolor, A. incana var. incana e A.
punctata var. hilariana) e reportaram pela primeira vez para A. latifolia e A.
incana, 0 numero cromossémico de 2n=2x=20, sendo que para as demais
espécies estudadas os resultados obtidos concordaram com as contagens
anteriores.

Os aspectos de comportamento meiético ou fertilidade do polen das
17 espécies foram também estudados por Tedesco et al. (2002). A autora
indicou para as espécies estudadas (A. araujoi, A. bicolor, A. incana, A. latifolia,
A. psoraleoides, A. riograndensis, A. rocinhensis, A. securigerifolia, A. tristis e
A. vallsii) um comportamento meidtico regular e uma alta fertilidade de podlen,
sugerindo que, se essas espécies forem incluidas em programas de
melhoramento ndo ocorrerdo problemas nos cruzamentos devido a
irregularidades meiodticas. No entanto, a autora ressaltou que do ponto de vista
taxondbmico, 0 numero cromossOmico e 0 comportamento meidtico nao
poderiam ser utilizados para se fazer uma distincdo entre os taxa analisados.

Esta afirmacdo concorda com Miotto & Forni-Martins (1994), que afirmam que a



constancia do namero cromossémico dificulta a utilizacdo destes dados para
uma interpretacéo evolutiva do género.

4. Marcador Molecular do tipo RAPD

Os marcadores moleculares, baseados na amplificacdo de
sequéncias polimorficas de DNA com a utilizacdo de sequUéncias iniciadoras,
tém sido amplamente utilizados em diversos estudos de caracterizacdo da
diversidade genética tanto para o estudo de populacdes naturais, quanto para
obtencéo de novas fontes de variabilidade em programas de melhoramento de
espécies cultivadas. Estes marcadores apresentam inumeras vantagens,
destacando-se o fato de ndo serem influenciados pelo ambiente e serem
independentes do estadio de desenvolvimento da planta.

Dentre os marcadores moleculares baseados em amplificacdo de
sequéncias no DNA (PCR), um dos mais utilizados atualmente € o RAPD. Esta
técnica permite a avaliacdo da estrutura e da diversidade genética em
populacdes naturais, populacées melhoradas e germoplasma em bancos, além
disso, permite a obtencéo de “fingerprints” ou “impressdes digitais” gendémicas,
de individuos, variedades e populaces, podendo ainda ser utilizado para o
estabelecimento de relacionamentos filogenéticos entre diferentes espécies
(Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A técnica de RAPD distingue-se das demais técnicas de PCR pelo
fato de utilizar sequiéncias iniciadoras com 10 pares de bases de extensao, cuja
sequéncia nucleotidica € arbitraria, ao contrario das outras que requerem
informacOes a respeito da sequéncia do DNA alvo para o desenho de

sequéncias iniciadoras especificas (Williams et al., 1990).



As principais vantagens do RAPD, com relacdo a outras técnicas,
sdo a sua facilidade, rapidez, a necessidade de quantidades minimas de DNA
e principalmente a grande quantidade de polimorfismo gerado por um Unico
marcador.

O polimorfismo do RAPD é de natureza dominante, ou seja, apenas
sdo detectados os individuos homozigotos, uma vez que ao se observar uma
banda RAPD em gel de agarose, nao € possivel distinguir se aquele segmento
se originou a partir de uma ou duas cépias da seqUéncia amplificada. A
natureza molecular do polimorfismo do RAPD ainda ndo é inteiramente
conhecida. Entretanto, segundo Ferreira & Grattapaglia (1998), evidéncias
experimentais indicam que a diferenca de apenas um par de bases (mutacéo
de ponto) sdo suficientes para causar a ndo complementaridade da sequéncia
iniciadora com o sitio de iniciacdo, o que pode impedir a amplificacdo de um
segmento.

Outras fontes de polimorfismo podem incluir delecdes de sitios de
iniciacdo presentes no DNA alvo ou insercbes que colocam dois sitios de
iniciacdo adjacentes a uma distancia acima daquela em que a enzima DNA
polimerase é capaz de percorrer e amplificar o segmento (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). Deste modo, o polimorfismo RAPD é detectado somente
pela presenca de segmentos de DNA que sdo amplificados em alguns

individuos e em outros nao.



5. Caracterizacdo da variabilidade genética com a utilizagcdo de
RAPD

Diversos trabalhos tém sido publicados, com a utlizacdo de
marcador molecular do tipo RAPD, sobre a avaliacdo de polimorfismo nas mais
diversas culturas e popula¢des naturais ( Michelmore et al., 1991; Lanham et
al., 1992; Haley et al., 1994; Thompson & Randall, 1998; Thompson et al.,
1998; Bartish et al., 1999; Gauer & Cavalli-Molina, 2000; del Rio & Bamberg,
2000).

Em espécies forrageiras, diversos estudos vém sendo conduzidos,
tanto para a caracterizacdo da variabilidade quanto para o estabelecimento de
relacdes entre as diferentes espécies e cultivares. Em trevo-vermelho (Trifolium
pratense L.), marcadores RAPD foram utilizados por Kongkiathgam et al.
(1995), para a caracterizacdo da variacdo genética em dois cultivares sendo
observado um alto nivel de diversidade dentro de cada cultivar e uma menor
variacao entre as diferentes cultivares.

Gustine et al. (2002) avaliaram a variacao genética dos marcadores
RAPD em colecfes e cultivares de trevo-branco (Trifolium repens) e verificaram
similaridades genéticas surpreendentes, segundo o0s autores, para as oito
populacdes derivadas de diferentes regides geograficas e climaticas. Segundo
0s autores, esta similaridade poderia indicar uma origem européia comum para
0s trevos brancos encontrados nas pastagens norte-americanas.

Esta mesma técnica foi também utilizada por Gustine & Sanderson

(2001) para a obtencédo de dados de variabilidade genética em populacdes de



trevo branco, sendo que foi verificado que a diversidade genética foi afetada
pela variacdo espacial e temporal dos clones na populacao.

Mengoni et al.(2000) utilizaram dados de RAPD para verificar as
relacbes genéticas entre populacdes de alfafa (Medicago sativa). Os autores
verificaram que foi possivel a identificacdo de individuos dentro da populacéo e
ainda foram encontrados valores altos de variacdo genética intrapopulacional e
interpopulacional.

Outras espécies forrageiras como as pertencentes aos géneros
Lathyrus, Stylosanthes e Poa tiveram também inumeros estudos com a
utilizacdo de marcadores moleculares do tipo RAPD publicados. Em Lathyrus,
Chtourou-Ghorbel et al. (2002) caracterizaram a variacdo genética em cinco
espécies e verificaram que a variagdo esta proporcionalmente distribuida entre
as espécies e foi ainda possivel estabelecer grupos de maior similaridade entre
as espécies estudadas.

Liu (1997) utilizou a técnica de RAPD para caracterizar acessos
brasileiros, venezuelanos e colombianos de Stylosanthes scabra. Este estudo
mostrou que a variagao genética entre 0os acessos brasileiros foi muito menor
do que aquelas entre os acessos venezuelanos e colombianos. Segundo o
autor, isto sugere que, em comparagdo com 0s acessos brasileiros, a variacédo
genética de S. scabra tanto nos acessos da Coldmbia quanto nos da
Venezuela € menos representada pelas pequenas cole¢cdes existentes.

Em Poa pratensis, Johnson et al. (2002) relataram que, com a
utilizacdo de RAPD e marcadores morfolégicos, foi possivel a caracterizacao

da colecdo de germoplasma da USDA (United States Department of



Agriculture) com 228 acessos de 26 diferentes paises. Os autores verificaram
que os grupos formados ndo foram associados fortemente com regides
particulares de origem, especialmente para os dados de RAPD. No entanto, os
autores ressaltaram que a correlacdo entre os dados morfologicos e os de
RAPD foi altamente significativa e indicaram ainda que, tanto os dados
morfologicos quanto os de RAPD séo importantes para acessar a variabilidade.

N&o existem trabalhos com marcadores moleculares nas espécies
do género Adesmia. A obtencdo deste tipo de dado pode auxiliar no
conhecimento da diversidade genética das populacdes das diferentes espécies
do género e as informacdes obtidas poderiam ser relacionadas com os dados

de modo de reproducéo e distribuicdo geografica que ja estdo disponiveis.



6. Material e Métodos

6.1 Material vegetal

As sementes dos acessos de Adesmia utilizados foram provenientes
da colecdo de Germoplasma do Centro Nacional de Pesquisa de Recursos
Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN) EMBRAPA- Brasilia e de colecfes de
trabalho de pesquisadores de Lages, Bagé e Passo Fundo e também sementes
que foram multiplicadas em outros estudos e encontravam-se disponiveis no
Laboratério de Citogenética e Eletroforese do Departamento de Plantas
Forrageiras e Agrometeorologia (UFRGS). Alguns acessos foram coletados
durante o periodo de realizacdo deste trabalho e tém “voucher” disponivel no
herbario do Departamento de Botanica (ICN), da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul. Os acessos foram numerados de 01 a 44 e sua identificacéo
encontra-se na TABELA 1.

Foram utilizados, sempre que possivel, 15 individuos por acesso e
foram analisados 29 acessos de diferentes espécies do género Adesmia e seis
individuos da espécie A. paranensis. Em alguns acessos, ndo foi possivel
estabelecer 15 individuos para analise devido a problemas com a germinacéo
das sementes. O numero de individuos analisados em cada acesso encontra-
se na TABELA 2. Para A. paranensis, foram utilizados foliolos de seis
individuos provenientes de material de herbario da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul. Somente para 13 das 17 espécies de Adesmia foi possivel

analisar mais de um acesso.



6.2 Preparo das Sementes

As sementes de cada acesso foram escarificadas manualmente com
lixa fina, para superagdo de dorméncia. Apos a escarificacdo, as sementes
foram colocadas em placas de Petri esterilizadas e forradas com papel filtro
umedecido com agua destilada e entdo mantidas em camara de germinacao
com temperatura constante de 25 °C , com 16 horas de luz e 8 horas de
escuro.

6.3 Semeadura em casa de vegetacéao

Apds a germinacdo, as plantulas, com aproximadamente 3 cm,
foram transferidas para copos plasticos com capacidade de 350ml e apds 45
dias foram transplantadas para vasos plasticos com capacidade de 35009 de
solo seco e peneirado. Foi colocada uma planta por vaso com 15 repeticdes

para cada acesso (FIGURA 1).

FIGURA 1 — Vasos instalados em casa de vegetacao.



TABELA 1- Relacdo do material de Adesmia utilizado, seus respectivos

coletores, cédigos de acesso e local de coleta.

Cédigo Espécie Coletor" Cédigo de Acesso” Local

01 A araujoi V10730 BRA-000817 Soledade- RS

02 A. araujoi n BRA- Capingui-RS

05 A bicolor D. Real 559 Uruguai

07 A. bicolor n BRA- Bagé-RS

08 A. ciliata STS 1966 BRA- Sé&o José dos Ausentes -RS
10 A. ciliata STS 1968 BRA- S&o Francisco de Paula- RS
11 Aincana V 9636 BRA-000604 Santana do Livramento-RS
12 A incana Ds/n° BRA- Cacapava do Sul-RS

14 A latifolia Te 003 BRA-001538 Mariluz - RS

16 A latifolia ZM 1777 BRA-001422 Tramandai -RS

18 A muricata V 10289 BRA-001058 Cagapava do Sul - RS

19 A muricata V9570 BRA-000485 Cangucu-RS

20 A. arillata V11318 BRA-000825 Guarapuava -SC

21 A. arillata V11426 BRA-000868 Abelardo Luz- SC

22 A psoraleoides V 8003 BRA-

23 A psoraleoides EEL 57 BRA-001562 Lages-SC

24 A. punctata V6885 BRA-001104 Vacaria-RS

25 A. punctata V10812 BRA-001112 Vacaria-RS

26 Ariograndensis V9590 BRA-000761 Santana da Boa Vista-RS
27 Ariograndensis n BRA- Lages-SC

28 A rocinhensis V10805 BRA-001155 Bom Jesus-RS

29 A rocinhensis V 11507 BRA-001163 Palmas-PR

31 A securigerifolia Vv 10283 BRA-001180 Dom Pedrito-RS

33 A. sulina V11316 BRA- Guarapuava-SC

34 A. tristis STS 1969 BRA- S&o Francisco de Paula-RS
35 A tristis KM 14,3 BRA- Sao Joaquim-SC

37 A securigerifolia VvV 6978 BRA-000060 Bagé-RS

42 A. vallsii V11439 BRA-001368 Palmas-PR

43 A. reitziana Ds/n° BRA- Urubici-SC

44.1 A. paranensis V11246 ICN 92975 Castro —PR

44.2 A. paranensis V10607 ICN 92976 Agua Doce —PR

44.3 A. paranensis V12864 ICN 98854 Santiago-RS

44.4 A. paranensis STS 1605 ICN 120448 Palmeira —PR

445 A. paranensis V11485 ICN 98474 Agua Doce —PR

44.6 A. paranensis ZM 1236 ICN 92974 Sao Francisco de Assis-RS

V= José Francisco Montenegro Valls, STS= Silvia Miotto, DReal= Daniel Real, D= Miguel Dall’Agnol,
Te= Solange Tedesco, ZM=L.A. Zago Machado, n= acessos sem identificagdo do coletor, EEL= Estacdo
Experimental de Lages/SC. BRA?= c6digo de acesso do CENARGEN, ICN= nimero de exsicata do
herbério do ICN.



TABELA 2 — Numero de individuos por acesso de Adesmia

Acesso Numero de Individuos analisados

01 10
02 15
05 15
07 09
08 15
10 15
11 07
12 11
14 15
16 15
18 12
19 15
20 13
21 07
22 13
23 13
24 05
25 04
26 15
27 14
28 05
29 11
31 15
33 10
34 14
35 15
37 15
42 13
43 15

44 06




6.4 Coleta de material e extragdo de DNA

De cada planta, foram coletados foliolos jovens num total de 100mg
de tecido e sempre que possivel, imediatamente processados para extracdo
de DNA. Quando nao foi possivel realizar imediatamente a extracdo, as
amostram foram estocadas em freezer para posterior utilizacao.

Inicialmente foram testados alguns protocolos de extracdo de DNA
(Guidet, 1994; Steiner et al., 1995; Wang et al., 1993; Doyle & Doyle, 1987)
utilizados para diversas espécies de plantas, para realizar a escolha do
protocolo ideal para extracdo de DNA de Adesmia, uma vez foi observada a
presenca de contaminantes que, segundo Fang et al.(1992), podem interferir
na reacdo de RAPD diminuindo ou até mesmo inibindo a acdo da enzima DNA
polimerase. No presente trabalho, o protocolo utilizado para extracdo de DNA
foi o de Doyle & Doyle (1987), com modificacdes.

Juntamente com a analise do DNA de cada individuo, foi realizada a
analise do DNA dos individuos de cada acesso misturados em proporcdes
iguais (bulk) para a verificacdo da robustez e reprodutibilidade dos fragmentos
gerados com a utilizacdo de cada primer ou sequéncia iniciadora. Os individuos
tiveram o DNA extraido e foram misturados em proporcdes iguais e estes
bulks foram submetidos a analise.

6.5 Quantificacdo de DNA

Para o controle da qualidade e estimativa da concentracdo do DNA,
apos a extracdo, foi realizada a quantificacdo com a utilizacdo de
espectrofotometro Espectronic Génesis 2. Para a quantificacdo, foi realizada

uma diluicdo de 5 ul da solucdo de DNA extraido, em 495 ul de agua MilliQ



realizando-se medic6es nos comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm, para
a determinacao da concentracao e pureza respectivamente de DNA e proteina.

A proporcdo destas duas medicfes (OD260/0D280) indica a
qualidade do DNA. Apdés a verificacdo da pureza e concentracao, as amostras
de DNA foram padronizadas em 3 concentracbes de 200ng/ul, 100ng/ul e
50ng/ul. Foram montadas solu¢bes de trabalho de cada uma na concentracéo
final de 3ng/pl.

6.6 Reacdo de Amplificacdo de DNA

Para a reacao de PCR foi utilizado o protocolo descrito por Ferreira
& Grattapaglia (1996), com modificagdes. Os componentes para reacao
consistiram em 5,0 ul da solucdo de DNA (15 ng/ul), 1,30 ul de tampéo PCR
10x, 0,39 ul de MgCl, (50mM), 1,8 ul de primer (5 ng/ul), 0,20 ul de Tag DNA
polimerase (5U/ul) e 0,26 ul de 10 mM dNTP mix contendo os quatro
nucleotideos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), cada um numa concentracédo de 2,5
mM. O volume final dos tubos de reacédo foi completado para 10 ul com agua
MilliQ autoclavada.

As sequéncias de DNA de cada individuo de cada acesso e dos bulk
dos acessos foram amplificadas em termocicladores PTC-100 (Programmable
Thermal Controller MJ Research, INC.) com os diferentes primers (TABELA 3),
do Kit OPA de 20 primers da Empresa Operon Technologies (Alameda, CA).

Cada ciclo de amplificacdo foi composto de 1 minuto a 93°C para
desnaturagdo, 1 minuto a 36°C para anelamento do iniciador com o DNA e 2
minutos a 72°C para extensdo do fragmento. Este processo compreendeu 40

ciclos no total e ao final do 40° ciclo, um ciclo de 5 minutos a 72°C foi realizado



para completar a reagdo. Por fim, a temperatura foi estabilizada em 4°C por
tempo indefinido. Foram testados 20 primers, que foram utilizados para os
estudos de caracterizacdo e avaliacdo da diversidade das 17 espécies de

Adesmia estudadas tanto nos individuos, quanto nos bulks de cada acesso.

TABELA 3 - Relacdo dos primers utilizados para estudo de caracterizacao de
acessos de Adesmia DC.

Primer

Sequencia

Primer OPA-01
Primer OPA-02
Primer OPA-03
Primer OPA-04
Primer OPA-05
Primer OPA-06
Primer OPA-07
Primer OPA-08
Primer OPA-09
Primer OPA-10
Primer OPA-11
Primer OPA-12
Primer OPA-13
Primer OPA-14
Primer OPA-15
Primer OPA-16
Primer OPA-17
Primer OPA-18
Primer OPA-19
Primer OPA-20

5" —-CAGGCCTTC -3
5'-TGCCGAGCTG -3’
5 -AGTCAGCCAC -3’
5 -AATCGGGCTG -3
5 -AGGGGTCTTG -3
5'-GGTCCCTGAC-3
5 — GAAACGGGTG-3’
5 -GTGACGTAGG -3’
5" -GGGTAACGCC -3
5 - GTGATCGCAG-3
5 - CAATCGCCGT-3
5" -TCGGCGGATAG -3
5 - CAGCACCCAC -3
5 -TCTGTGCTGG-3
5 -TTCCGAACCC -3
5'— AGCCAGCGAA-3’
5 - GACCGCTTGT-3
5 -AGGTGACCGT -3’
5'—- CAAACGTCGG-3
5 - GTTGCGATCC-3




6.7 Visualizacao dos fragmentos gerados

As sequéncias amplificadas de DNA foram separadas em gel de
agarose 1,5 %, submetido a uma tenséo elétrica de 100 Volts, em tampao TBE
1x (Tris, Acido bérico, EDTA e agua) padronizando-se a corrida de cada gel em
10cm a partir do ponto de aplicacdo. Os géis foram corados em Brometo de
Etidio (0.15ul/ml) e fotografados sob iluminacdo UV. Os tamanhos dos
fragmentos foram determinados com a utilizagdo do programa Kodak EDAS
290 (Electrophoresis Documentation and Analysis System) comparando-se
com o padréao de 100 pares de base (Gibco BRL).

6.8 Analise dos Dados de RAPD

Os padrbes de bandas gerados pelos RAPDs foram analisados
baseados na presenca (1) ou auséncia (0) de cada banda em todos os acessos
e bulks dos acessos.

O coeficiente para calculo de similaridade utilizado para a andlise
dos individuos e dos diferentes acessos da mesma espécie de Adesmia foi 0
de Jaccard e o coeficiente de similaridade utilizado para a andlise das
diferentes espécies de Adesmia foi o de Dice. Com os dados de similaridade foi
realizada a andlise de agrupamento (moédulo SAHN do NTSYS), utilizando o
método da média das distancias (UPGMA- Unweighted Pair-Group Method
using an Arithmetic Average), e construcdo dos dendrogramas com o auxilio do
programa computacional “Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis
System” NTSYSpc verséo 2.1 (Rohlf, 2001).

Para a verificagdo da consisténcia dos dendrogramas gerados a

partir de cada matriz de similaridade de bulk e das espécies, foi gerada a partir



do moédulo COPH do programa NTSYS, uma matriz cofenética. Foi também
realizado o célculo do coeficiente de correlagdo entre a matriz original de
similaridade e a matriz de distancia cofenética usando o médulo MXCOMP do
programa que verifica de maneira subjetiva a consisténcia dos agrupamentos

gerados nos dendrogramas (Johnson et al. 2002).



7. Resultados e Discusséo

Para a verificacdo dos dados de similaridade genética, foram
realizadas analises intrapopulacionais, ou seja, dentro de cada acesso de cada
espécie de Adesmia; andlises intraespecificas realizadas entre os acessos de
cada espécie; e andlises interespecificas com avaliacdes do conjunto dos
acessos das 17 espécies. Para a andlise em conjunto dos acessos de cada
espécie, 0s genotipos foram reunidos e verificaram-se as bandas de ocorréncia
mutua para 0S acessos.

A analise em bulk de cada acesso foi também realizada para
verificar as relacdes de diversidade entre as espécies e foi utilizada também
para verificar a robustez e reprodutibilidade das bandas. Para a comparacao
dos dados de individuos analisados separadamente e dos bulks, foi realizada
uma andlise intraespecifica comparando os bulks de cada acesso e uma
analise interespecifica com avaliacdes de todos os bulks. Para tanto, foram
utilizados em todas as analises os fragmentos que apresentaram polimorfismo
e agueles que nao apresentaram polimorfismo ou monomorficos.

Os resultados obtidos a partir dos estudos realizados com as 17
espécies brasileiras de Adesmia serdo apresentados em cinco itens: analise
individual dos acessos, analise comparativa entre os acessos de cada espécie,
avaliacdo comparativa dos bulk dos acessos de cada espécie e andlise do
conjunto dos acessos individuais e analise dos bulk das 17 espécies de

Adesmia.



7.1 Analise individual dos acessos

Os resultados obtidos na analise individual de cada acesso das 17
espécies de Adesmia encontram-se na TABELA 4. Observando-se o0s
resultados, verifica-se que para os 30 acessos analisados houve uma variacao
na similaridade genética média intrapopulacional de 0,28 a 0,80 (indice de
Jaccard). O numero de primers utilizados na analise intrapopulacional foi, de
um modo geral, alto variando de 07 a 20 bem como o numero de bandas
analisadas que variou de 20 a 102.

Nos dendrogramas gerados a partir dos dados de similaridade
genética (FIGURAS 2 a 18), a formacao dos grupos, tomando a similaridade
genética média como ponto de corte, ocorreu a partir de valores de similaridade
média acima de 0,50. Os dados de similaridade genética estdo apresentados
nos apéndices (1 a 42).

Nos individuos de A. paranensis (Figura 18) o valor de similaridade
média entre o0s seis genoétipos testados foi de 0,28. O menor valor de
similaridade genética média ocorreu no material proveniente de exsicatas de
herbéario, sendo que o0s seis genotipos testados foram coletados em locais
distintos (TABELA 1). Considerou-se nesse caso, cada individuo da espécie
COMO um acesso.

Em algumas espécies, nos dendrogramas, houve a formacdo de
grupos de individuos que se mantiveram na analise comparativa entre o0s
acessos da espécie. Um exemplo disto foi A. araujoi (acesso n° 01) em que a
similaridade média entre os 10 gendtipos avaliados foi de 0,56 para todos os

possiveis pares de genodtipos e no dendrograma, baseado nos valores de



similaridade genética, os gendtipos separaram-se em dois grupos distintos,
utilizando a similaridade genética média entre todos 0s possiveis pares como
ponto de corte (FIGURA 2). Os gendtipos (1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 1.9) formaram
um grupo (G1) e os gendtipos (1.6, 1.7, 1.8, 1.10) outro grupo (G2). O grupo 1
(G1) manteve-se no dendrograma obtido na analise comparativa dos acessos

(FIGURA 20).

7.2 Analise em conjunto dos acessos de cada espécie

A analise do conjunto dos acessos foi realizada em 13 das 17
espécies de Adesmia, somente para aquelas em que foi possivel estabelecer
dois acessos para comparacao. Os resultados para a analise em conjunto dos
acessos estdo nas TABELAS 5 e 6 e nas FIGURAS 19 a 31. O numero de
primers analisados variou de 05 a 20, o numero de bandas analisadas de 11 a
44 e a similaridade média entre os acessos variou de 0,19 a 0,89.

De um modo geral, os resultados obtidos para a particdo da
variabilidade na anélise comparativa da similaridade genética entre 0s acessos
das diferentes espécies de Adesmia, concordaram com aqueles esperados
conforme o modo de reproducédo de cada espécie. Segundo Stoskopf et al.
(1993) o0 modo de reproducdo leva a distintos atributos em plantas e em
populacdes. Nas plantas a repetida autofecundacdo resulta em plantas
homozigotas, assim como a fecundacéo cruzada geralmente resulta em plantas
hetorozigotas.

Na particdo da variabilidade para as populacdes, as populacdes de

espécies alogamas sao caracterizadas pela grande heterogeneidade, sendo



que cada individuo na populacdo € altamente heterozigético e distinto dos
demais. As espécies aldbgamas sdo consideradas mais flexiveis, por
gradativamente otimizarem sua frequéncia génica para o ambiente onde s&o
cultivadas (Bérem, 1997).

Ja as populacdes de espécies autdgamas, segundo Pinto (1995),
apresentam variabilidade intrapopulacional menor, quando comparadas com as
albgamas. A variabilidade interpopulacional, segundo Pinto (1995),
compreende o conjunto de diferencas genéticas entre plantas de duas ou mais
populacdes distintas. Para as espécies autdbgamas a variabilidade
interpopulacional € maior do que para as espécies alégamas, ou seja, as
populacdes sdo mais distintas uma vez que as espécies autbgamas sao mais
adaptadas ao ambiente existente, imediato, jA que a auséncia de dominancia
(pela auséncia de heterozigose) tende a otimizar o desempenho das plantas
em ambientes especificos (Pinto, 1995).

Tedesco et al. (1998,2000) estudaram o modo de reproducédo de 16
das 17 espécies brasileiras de Adesmia utilizando trés tratamentos (T1-
polinizacdo muatua, T2-estimulo mecéanico e T3-controle) para seis espécies (A.
bicolor, A. incana, A. muricata, A. punctata, A. riograndensis e A. tristis) e
observando o florescimento e frutificacdo de outras nove espécies (A. araujoi,
A. arillata, A. ciliata, A. psoraleoides, A securigerifolia, A. sulina, A. reitziana, A.
rocinhensis e A. vallsii) que foram mantidas isoladas de polinizadores em casa
de vegetacédo. Seus resultados estdo sintetizados na TABELA 7.

A analise comparativa dos acessos, indica que de um modo geral

aguelas espécies que foram sugeridas como possiveis alégamas por Tedesco



et al. (2000), tiveram valores de similaridade genética menores dentro das
populacdes e valores de similaridade genética maiores entre as populacées
comparadas, concordando com o modo de reproducdo alégamo. Como por
exemplo em A. araujoi em que a similaridade intrapopulacional foi de 0,56 para
0 acesso n° 01 e de 0,35 para o acesso n° 02. Na andlise interpopulacional o
valor de similaridade foi de 0,75 (TABELA 6). Em estudo de Andlise de
Variancia Molecular (AMOVA) realizado por Gustine et al. (2002) em trevo-
branco (Trifolium repens) uma espécie aldgama, o0s autores encontraram
valores de variancia genética altos dentro das popula¢des (variando de 88 a
100%) e baixa variancia genética entre pares de populacdes (variando de 0 a
12%). Para alfafa (Medicago sativa), outra espécie aldégama muito estudada,
Mengoni et al. (2000) também encontraram valores de diversidade genética
altos dentro das populacgdes.

Para A. ciliata, Tedesco et al. (2000) indicaram que, como nao foi
observada autofecundacdo espontanea, esta espécie poderia ser alégama
obrigatdria ou necessitaria de estimulo para autofecundacdo. Os dados de
similaridade genética obtidos para A. ciliata, sugerem que para 0S acessos
estudados, a distribuicdo da variabilidade genética esta de acordo com aquela
encontrada em espécies autdbgamas, onde a similaridade intrapopulacional é

maior do que a interpopulacional.



Espécie Modo de Reproducéo
A. ARAUJOI Alogamia ou necessidade de estimulo para autofecundacéo

A. ARILLATA Alogamia ou necessidade de estimulo para autofecundagéo

A.BICOLOR Alogamia preferencial e Autogamia

A ciliata Alogamia ou necessidade de estimulo para autofecundagéao
A. INCANA Autogamia e alogamia
A. latifolia Autogamia e alogamia

A. MURICATA Alogamia preferencial
A. paranensis _

A. psoraleoides  Alogamia ou necessidade de estimulo para autofecundacéo

A. PUNCTATA  Autogamia e alogamia

A. reitziana Alogamia ou necessidade de estimulo para autofecundagao
A. Autogamia preferencial e alogamia

RIOGRANDENS

IS

A. rocinhensis Alogamia ou necessidade de estimulo para autofecundacéo

A.SECURIGERI Autogamia

FOLIA

A. sulina Alogamia ou necessidade de estimulo para autofecundagéao
A. vallsii Alogamia ou necessidade de estimulo para autofecundacéo
A. TRISTIS Alogamia preferencial e autogamia

Tabela 7- Modo de reproducéo das espécies de Adesmia adaptado de Tedesco et al.
(2000)



Para A. incana, 0s mesmos autores indicaram que apesar de nao
haver formacao de frutos nos tratamentos 1 (polinizacdo mutua) e 3 (controle),
a hipdtese de que esta espécie seja de autofecundacdo e que necessita de
estimulo mecéanico ndo pode ser assumida e ndo descartaram a possibilidade
de ocorrer fecundacdo cruzada. Deste modo o modo de reproducédo de A.
incana nao pode ser indicado com precisao.

Os dados de similaridade genética, obtidos para os acessos de A.
incana mostraram uma similaridade de 0,82 entre 0s acessos, sugerindo que
esta espécie poderia ser de fecundacéo cruzada. O dendrograma gerado para
a comparacdo dos dois acessos demonstra que a maioria dos individuos
formou um grupo com alta similaridade genética (0,76) entre 0os genotipos
(FIGURA 22).

Os dados obtidos para A. muricata demonstram uma alta
similaridade intrapopulacional e uma baixa similaridade (0,38) entre 0os acessos
analisados sugerindo que esta espécie seria de autofecundacao. No estudo de
Tedesco et al. (2000) foi sugerido que esta espécie seria de fecundacéo
cruzada preferencial, no entanto o fato de néo ter havido emasculacdo, néo
descarta a possibilidade de alguns frutos terem sido formados por

autofecundacéo.



Em A. rocinhensis os dados de similaridade entre os acessos
sugerem uma alta similaridade e um modo de reproducdo alégamo
concordando com os resultados obtidos por Tedesco et al. (2000) que indicou a
alogamia como uma das possibilidades para A. rocinhensis.,

Os dados de similaridades obtidos em A. tristis, demonstram uma
baixa similaridade entre os individuos das diferentes populacfes, o que sugere
autogamia. Esse resultado, contrasta com o obtido por Tedesco et al. (2000)
que indicaram que A. tristis seria uma espécie de fecundacdo cruzada
preferencial. No entanto, o nimero de primers (05) e bandas (11) que foram
analisados foram os mais baixos entre todos os acessos (TABELA 5).

Para as espécies A. securigerifolia e A. riograndensis os dados
obtidos, concordam com os de Tedesco et al. (2000) e mostraram uma baixa
similaridade entre as diferentes populacdes de cada espécie, o que sugere que
estas espécies seriam de autofecundacdo. Os resultados obtidos concordaram
através dos dados de similaridade genética concordaram, de um modo geral,
com os modos de reproducdo sugeridos para as espécies de Adesmia. No
entanto, cabe ressaltar que diversos fatores, como a selecdo natural, e a
migracdo, influenciam no modo de reproducdo e diversidade genética das
espécies.

No género Lathyrus, que compreende muitas espécies autdgamas,
Chtourou-Ghorbel et al. (2002) em estudo realizado em cinco espécies do
género, encontraram valores de distancia genética interpopulacional que
variaram de 0,138 a 0,774 e que foram maiores do que os valores de distancia

intrapopulacional que variaram 0,01 a 0,141. De modo semelhante, os valores



de similaridade interpopulacionais obtidos neste estudo para as espécies
consideradas como autégamas variaram de 0,31 a 0,47 e foram menores do
gue os de similaridade intrapopulacionais que variaram de 0,58 a 0,75.

Em estudos de diversidade genética, o0 modo de reproducdo é um
fator determinante para a explicacdo da variacdo genética intrapopulacional
(Bartish, et al. 1999).

Em A. araujoi na analise em conjunto dos acessos a similaridade
média entre os dois acessos foi de 0,75 (TABELA 5).
O dendrograma gerado através dos dados de similaridade (FIGURA
19), demonstrou que os 25 gendtipos de A. araujoi analisados, apesar de terem
um valor de similaridade maior do que os acessos individuais, ainda sao
divididos em dois grupos. Nota-se que os genétipos (1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.9),
continuam agrupados a exemplo do que ocorreu na analise individual dos
acessos. O agrupamento dos genotipos (1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.9), tanto na analise
intrapopulacional quanto na analise interpopulacional pode indicar que estes
individuos sé@o geneticamente mais similares, para os padrdes de RAPD
testados, do que o restante dos individuos analisados de A. araujoi.

Os valores dos coeficientes de correlacdo entre a matriz cofenética e a
matriz de similaridade genética (TABELA 5) demonstraram que, de um modo
geral, os dendrogramas gerados para cada analise comparativa dos acessos
das 17 espécies foram consistentes e foram representativos das matrizes de
similaridade genética. A excecdo ocorreu na avaliagdo comparativa entre os

acessos de A. arillata e A. psoraleoides que tiveram valores de correlacéo



abaixo de 0,70 que é considerado por Rohlf (2001) como sendo indicativo de

correlacdo entre as matrizes de similaridade e cofenética.

7.3 Avaliagdo comparativa dos “bulks” dos acessos de cada
espécie

Os resultados das andlises comparativas dos bulk dos acessos de
cada espécie encontram-se na TABELA 8.

De um modo geral, os valores de similaridade média
interpopulacional entre os acessos analisados em bulk, foram menores dos que
agueles obtidos na comparacédo dos individuos de cada acesso. Como por
exemplo, em A. araujoi em que a similaridade média entre os acessos
individuais foi de 0,75 e nos acessos analisados em bulk a similaridade média
foi de 0,13 (TABELA 8).

Houve também, de um modo geral, uma reducdo no numero de
primers analisados e bandas amplificadas nos bulk. No entanto, apesar da
reducdo do numero de bandas nos bulk, em geral houve uma boa
reprodutibilidade de fragmentos mais robustos que também foram encontrados
na analise individual dos acessos. Um exemplo disto, ocorreu no acessos 11 e
12 de A. incana onde uma banda de 900pb, amplificada em ambos 0s acessos
com a utilizacdo do primer OPA0O4, ocorreu também na analise em bulk de
ambos 0s acessos para 0 mesmo primer.

Michelmore et al. (1991) examinaram o limite de deteccéo de bandas
especificas, em amostra de DNA em bulk preparando misturas de DNA que

continham ou n&o o fragmento de interesse. Os autores indicaram que estes



fragmentos especificos tornaram-se ndo confidveis ou nédo foram detectados
quando se reduziu a concentracdo em aproximadamente 30% e indicaram
ainda que alelos raros ndao sdo detectados na analise, quando estes
compreendem menos de 4% da mistura.

Este comportamento dos bulks, também foi demonstrado por
Sweeney & Danneberger (1994), em trabalho realizado comparando a analise
individual e em bulk de cultivares de azevém (Lolium perene). Segundo 0s
autores, os produtos amplificados nos bulks ndo foram simplesmente a soma
dos produtos amplificados nos individuos e néo refletiram toda a diversidade
dentro e entre os cultivares. No mesmo estudo, os autores indicaram ainda a
necessidade de utilizar andlises individuais para avaliar com precisdo a
diversidade de cultivares sintéticos ou populacdes heterogéneas.

A andlise em bulk (14 individuos) de cultivares de Brassica napus
(Dulson et al., 1998), revelou fragmentos que nédo foram reproduzidos em
amostras duplicadas do mesmo bulk. Os autores indicaram que provavelmente
estes fragmentos ndo estavam presentes em numero suficiente de individuos,
para serem amplificados com consisténcia e sugeriram que o ideal para esta
analise seria utilizar mais individuos nos bulks (20 individuos) e bulks
duplicados.

Os motivos que levariam a estas diferencas encontradas na analise
individual e em bulk, foram levantados por diversos autores (Michelmore et al.
1991, Sweeney & Danneberger, 1994, Halldén et al. 1996, Dulson et al. 1998 e
Perez et al. 1998) e um motivo geralmente levantado é que o niumero de sitios

para amplificacdo disponiveis por reacdo varia tanto com a sequéncia do



primer utilizado, quanto com a amostra de DNA utilizada. Isto geraria uma
competicdo entre os sitios para amplificacdo, uma vez que pode alterar as
chances de anelamento de qualquer sitio com o primer e a abundéancia do
fragmento amplificado resultante. Em A. tristis a similaridade média encontrada
na anélise em bulk foi de 0,26 (indice de Jaccard) (TABELA 8) que foi maior do
que o valor encontrado na analise comparativa dos acessos da espécie 0,19
(indice de Jaccard) (TABELA 5). Esta diferenca encontrada entre os valores
pode ser atribuida a diferenca no numero de primers e bandas analisadas uma
vez que na andlise em bulk foram analisados 11 primers e 38 bandas e na
analise comparativa dos acessos foram 05 primer e 11 fragmentos gerados. No
entanto, na analise individual e comparativa dos acessos houveram diversos
problemas na amplificacdo dos individuos dessa espécie e muitas informacdes
foram perdidas. Esses resultados indicam que para A. tristis os padrées RAPD
deverdo ser novamente verificados utilizando-se mais populacdes e individuos
por acesso.

TABELA 8 — Andlise comparativa dos bulks dos acessos.

Espécie Acessos N° de primers N° de bandas Similaridade média entre os

comparados analisados analisadas ~ acessos
(Indice de Jaccard)

A.ARAUJOI BO1 e B02 08 23 0,13

A.BICOLOR BO5 e BO7 11 31 0,19

A CILIATA B08 e B10 10 27 0,07

A. incana Bll e B12 8 27 0,19

A. LATIFOLIA B14 e B16 13 50 0,16

A. muricata B18 e B19 16 51 0,08

A. ARILLATA B20 e B21 10 32 0,16

A. psoraleoides B22 e B23 10 37 0,11

A. punctata B24 e B25 12 35 0,03



A. B26 e B27 12 50 0,08
RIOGRANDENS
IS

A. rocinhensis B28 e B29 09 35 0,14
A. TRISTIS B34 e B35 11 38 0,26
A.securigerifolia B31 e B37 11 37 0,00

7.4 Andalise do conjunto dos “bulks” dos acessos das
diferentes espécies

Para a analise do conjunto dos bulks dos acessos das diferentes
espécies de Adesmia, foram utilizados 19 primers e um total de 92 fragmentos
avalidveis. A similaridade genética média entre os bulk das 17 espécies foi de
0,20 (indice de Dice) e coeficiente de correlacdo foi de 0,63. O dendrograma
gerado demonstra que a formacgao dos grupos, tomando como ponto de corte a
similaridade genética média, ocorreu nos valores de similaridade baixos (0,10)
(FIGURA 32). O coeficiente de correlacao r= 0,63 indicou que o dendrograma
ndo representa satisfatoriamente a matriz de distancias genéticas. Portanto, os
grupos formados ndo foram consistentes pelos baixos valores de similaridade e
por ndo agruparem nem mesmo 0S acessos pertencentes & mesma espécie.

7.5 Analise do conjunto dos acessos individuais

Para as analises entre as diferentes espécies de Adesmia o indice
escolhido foi o de Dice. A escolha de diferentes coeficientes foi devido aos
diferentes objetivos propostos na pesquisa uma vez que o coeficiente de
Jaccard n&o atribui importancia as auséncias (0) compartilhadas e presta-se
melhor para comparar populacfes dentro da mesma espécie, enquanto que o
coeficiente de Dice apesar de também desconsiderar as auséncias

compartilhadas, atribui maior importancia a concordancia positiva. Deste modo,



o coeficiente de Dice, presta-se melhor para comparar itens diversos como
diferentes espécies, em que a probabilidade de ocorréncia de bandas comuns
€ menor (Alfenas, 1998).

Para a analise foram utilizados 20 primers e um total de 147
fragmentos. Os resultados obtidos na analise dos acessos individuais das 17
espécies de Adesmia indicaram uma similaridade média entre as espécies de
0,56 (indice de Dice) com valores variando de 0,19 a 1,00. Os primers
utilizados foram eficientes para separar todas as espécies e diferentes acessos
da mesma espécie. No entanto, a utilizacdo de dados faltantes podem levar a
problemas na analise dos agrupamentos.

O dendrograma, baseado nos valores de similaridade genética,
separou 0s acessos em oito grupos distintos, utilizando a similaridade média
entre todos os possiveis pares como ponto de corte (FIGURA 33).

O grupo 1 (G1) foi formado pelos acessos (01, 11,12, 14, 16, 24, 28,
29, 02, 08, 10, 27 e 18), o grupo 2 (G2) foi formado pelos acessos (22, 26, 23 e
33), o grupo 3 (G3) foi formado pelos acessos (05 e 07), o grupo 4 (G4) pelos
acessos (20, 21, 25), o grupo 5 (G5) pelos acessos (19, 34 e 35), o grupo 6
(G6) pelos acessos (31 e 37), o grupo 7 (G7) pelos acessos (42 e 43) e 0 grupo
8 (G8) pelo acesso 44.

De um modo geral, os grupos formados incluiram o0s acessos
individuais de cada espécie e agruparam as espécies nas quatro categorias
infragenéricas propostas por Miotto & Leitdo Filho (1993). Dentro dos grupos,
no entanto, as seéries foram misturadas. No G1 que foi o que mais incluiu

grupos, estao reunidas espécies das séries Psoraleoides, Bicolores, Muricatae



e Subnudae. No entanto, outros grupos incluiram somente espécies
pertencentes a mesma série (G3, G5, G6, G7) e ainda grupos que incluiram
somente uma espécie (G8).

Para todas as espécies, a formacdo de grupos ocorreu a partir do
valor de similaridade de 0,30 (indice de Dice) e, entre as espécies pode ser
verificado que algumas agruparam com maiores valores de similaridade como
em A. incana e A. latifolia 0,75 (indice de Dice), A. vallsii e A. reitziana que
agruparam com indice 0,56 de similaridade genética e A. psoraleoides e A.
sulina com 0,65 de similaridade genética.

Os outros grupos, em geral, continham somente os dois acessos da
mesma espécie ou acessos que ficaram em grupos separados o que nao
permitiu estabelecer a proximidade entre este com uma espécie ou outra. O
valor de correlacdo entre a matriz de similaridade e a matriz cofenética foi de
0,83 o0 que indica que o agrupamento representou de forma consistente a
matriz original de distancias genéticas.

No entanto, ndo foi possivel estabelecer relagdes entre as espécies
que sejam sustentadas por dados morfolégicos, uma vez que em muitos
grupos estavam relacionadas espécies que pertenciam a séries diferentes.
Muitas indicacdes de similaridade morfolégicas descritas por Miotto & Leitdo-
Filho (1993) ndo foram demonstradas no dendrograma. Miotto & Leitdo-Filho
(1993) indicaram que algumas espécies como A. arillata e A. ciliata apresentam
similaridade morfoldgica, diferindo em algumas caracteristicas e na sua

distribuicdo, o que nédo foi demonstrado no dendrograma, uma vez que as duas



espécies ficaram distantes, indicando que nédo houve relacdo entre a
similaridade morfolégica e genética.

A técnica de RAPD e o método de agrupamento UPGMA ja foram
utilizados para verificar as relagcbes genéticas entre diversos géneros e
espécies (Crochemore et al. 1998, Buso et al. 1998, Bartish et al. 1999,
Mengoni et al. 2000, Geraci et al. 2001, Chtourou-Ghorbel et al. 2002). No
entanto, diversos autores tém sugerido cautela na interpretacdo de resultados
na analise filogenética utilizando a técnica de RAPD. Gillies & Abbott (1998)
avaliaram a técnica de RAPD para a identificacdo de espécies e para analise
sistemética em Stylosanthes e indicaram que a natureza e a origem das
bandas RAPD sdo importantes para a confianca nos resultados de anélise
sisteméatica, uma vez que foi demonstrado por Stammer et al. (1995) que as
bandas podem ser originadas de sequéncias repetitivas dentro do genoma e
estas ndo sdo adequadas para analise sistematica.

Segundo Ferreira & Grattapaglia (1998), na técnica de RAPD, a
homologia entre as seqUéncias de mesmo peso molecular, ocorre apenas na
regido do DNA onde o primer hibridiza. Portanto, dois fragmentos RAPD
amplificados como 0 mesmo primer e que possuam a mesma distancia de
migracao eletroforética podem ou néo apresentar homologia de sequéncia.

Quando se realiza uma analise de distancia genética baseada em
marcadores RAPD a premissa feita é que fragmentos de mesmo tamanho na
eletroforese, sejam de fato homologos na regido de hibridizacdo do primer.
Esta premissa foi comprovada em diversos estudos (Williams et al. 1993,

Gillies & Abbott, 1998).



Na verificacdo da homologia das bandas realizada por Gillies &
Abbott (1998), foi identificado para Stylosanthes uma homologia de 65% para
os fragmentos comigrantes. Dentro das espécies, 85,7% dos fragmentos
comigrantes tiveram homologia de sequéncia, enquanto que a homologia entre
as sequéncias comigrantes foi menor em bandas amostradas para diferentes
espécies 53,8%.

Assim sendo, as bandas comigrantes apresentaram maior
homologia quando estas originam-se de acessos dentro das espécies de
Stylosanthes do que entre espécies. Os autores sugeriram que, embora 0 uso
da técnica de RAPD na andlise filogenética de taxas relacionados mais
distantes pareca néo ser apropriada, a técnica pode ser extremamente Util para
acessar as relacées em niveis taxonémicos menos elevados.

Os dados de RAPD, em Adesmia ndo concordaram totalmente com
a taxonomia classica, uma vez que ndo agruparam as espécies dentro das
categorias infragenéricas. No entanto, a técnica de RAPD foi eficiente na
separacdo dos acessos e das espécies de Adesmia e concordaram (com
algumas excecdes) com a particdo da variabilidade esperada de acordo com o

modo de reproducéo.
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Figura 13 — Dendrogramas acessos 31 e 37 de A. securigerifolia
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Figura 33 - Dendrograma Geral andlise todas as espécies.
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8. Conclusbes
Os marcadores RAPD foram eficientes para detectar a variabilidade

genética existente entre os diferentes acessos e espécies avaliadas.

Os primers e fragmentos utilizados conseguiram diferenciar todos os

acessos e espécies analisados.

A variabilidade genética encontrada dentro de cada acesso e
espécie concorda, em geral, com a particdo esperada para os modos de

reproducdo indicados para as espécies.

A andlise individual demonstrou ser mais indicada para a estimativa

de variabilidade genética do que a analise realizada em bulk.
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