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INTRODUGAO

O género Paspalum representa um importante taxon da
familia Gramineae, sendo o que apresenta maior importancia
economica dentro da tribo Paniceae (Barreto, 1974).
Segundo Parodi (citado por Barreto, 1974), o género Paspalum
pertence A4 tribo Paniceae, subfamilia Panicoideae e familia
Gramineae ou Poaceae. Ocupa um lugar de destaque entre as

gramineas brasileiras por reunir o maior nuimero de espécies

nativas e o maior nltmero de espécies com bom valor
forrageiro (Valls, 1987). No entanto, a falta de estudos
taxonomicos torna diflcil estimar o namero total das

espécies de Paspalum. Este ndimero varia, segundo diferentes
autores, entre 200 a mais de 400 (Chase, 1929; Burkart,
1969; Barreto, 1974; Moraes-Fernandes e cols., 1974; Burson,
1983; Burson, 1985; Stebbins, 1985; Quarin e Norrmann,
1987a).

O geénero ¢é encontrado em regides de c¢lima tropical,
subtropical e temperado guente (Barreto, 1974), sendo a
maioria nativa do Novo Mundo subtropical e regides tropicais
do hemisfério ocidental (Quarin e Norrmann, 1987b). Na

América, encontram-se desde a4s regioes Andinas até A&s costas



do Atlantico e desde o norte tropical dos Estados Unidos 4
regiao norte da Patagénia, no sul da Argentina (Quarin e
Norrmann, 1987b). O género Paspalum & particularmente
abundante no Brasil, Paraguai, Argentina e Uruguai. Pode-se
dizer que praticamente 3\4 das espécies conhecidas ocorrem
no Brasil, em diferentes condigdes ecoldgicas e nas mais
variadas formag¢des vegetais.

As diferentes espécies podem estar adaptadas a ambientes
diversos, podendo ser encontradas em diferentes habitats,
tais como: junto aos grandes rios da Amazdnia e nas regioes
pantanosas prbximas A4s margens destes rios (espécies
tipicamente hidrdfilas), nas regidoes do Cerrado (espécies
xerbfilas), nos estratos inferiores das formagdes selvdticas
(espécies escidfilas), nos campos (espécies heliédfilas),

fazendo parte como componente das primeiras etapas da

sucessao vegetal litoranea (espécies psamdfilas), como
representantes dos xeroseres (espécies casméfilas) e nas
terras altas prbéximas & Cordilheira dos Andes (Barreto,
1974; Quarin e Norrmann, 1987b). Muitas destas

especializagdes podem ser de grande importidncia em programas
de melhoramento genético no sentido de serem aproveitadas

caracteristicas relevantes para regides especificas. Neste



sentido, ha um grande interesse no melhoramento genético do
grupo Plicatula do género Paspalum para sua utilizagdao como
forragem na regiho do cerrado brasileiro, pois as espécies
deste grupo sho resistentes 4 seca, ao frio, alagamento,
fogo e desfolha (Batista e cols, 1987).

Praticamente todas as formagdes vegetais brasileiras
apresentam pelo menos uma espécie de Paspalum entre seus
componentes (Barreto, 1974).

No Estado do Rio Grande do Sul, as espécies de Paspalum
distribuem-se por todas as regides fisiograficas e fazem
parte de todas as formagdes campestres. Das possiveis 400
espécies conhecidas, constatou-se distribuigdao ampla )
també&m particularizadas de 70 entidades taxondémicas.
Praticamente 60% do Estado & recoberto por pastagens
naturais, sendo que os géneros Panicum e Paspalum sao
responsiveis pela maior parte.

O geénero Paspalum apresenta um valor aprecidvel, suas
sementes servem de alimento para um grande nlmero de
pAssaros e a planta em si é o principal alimento para o
gado. Comparando-se com ocutras gramineas nativas do Rio
Grande do Sul, observou-se que espécies de Paspalum

apresentavam melhor desempenho quanto & resisténcia ao frio;



melhor produg¢do anual; melhor produgao de matéria seca; uma
melhor produgao de proteina bruta; maior quantidade de
matéria organica digestivel e carbroidatos soldveis totais
{Prestes, 1976). Espécies do género também apresentam
importancia na indistria de fabrico de papel dado ao elevado
teor de celulose.

Saoc plantas perenes, raras anuais; cespitosas; de pequeno
porte ou robustas; decumbentes; estolhosas ou rizomatosas
(importantes para a fixagao do solo, principalmente em zonas
litoraneas); com folhas tenras ou duras.

Algumas caracteristicas do género Paspalum sao notdveis
para a distingao de seus afins, todas elas relacionadas com
a infloresceéncia, a qual apresenta de um a vidrios racemos;
as espiguetas sao plano convexas, em geral obtusas,
subsésseis e posicionadas com a gluma e lema fértil de
encontro ao rAquis do racemo; a primeira gluma ¢é sempre
ausente; e a textura do antécio com lema e pidlea coriadceos

(Barreto, 1974).

Conforme @Quarin e Norrmann (1987b), cerca de 80% das
espécies deste género sao polipldides e destas,
aproximadamente a metade sao tetrapldides. Os diferentes



Figura 1: Planta mantida na casa de vegetagdo - UFGRS.

Identificagdo = V12018 - P.dilatatum anteras roxas.



taxons demonstram uma uniformidade quanto ao nimero bdsico,
pois a grande maioria das espécies apresentam o nudmero
cromossomico midltiplo de 10, com algumas excegOes: complexo
P.hexastachyvum-P.almum com x=6; P.contractum com x=9 e
P.convexum com x=16, para esta tdltima também encontra-se
n=10, 20 e 30.

A poliploidia e a reprodugao por apomixia sao fatores
importantes na evolu¢dao do género Paspalum. Essas duas
caracterlsticas estiao altamente correlacionadas, pois a
maioria das espécies polipldides reproduzem-se por apomixia
(Quarin e Norrmann, 1987a; Campbell & Dickinson, 1990).
As espécies polipldides sexuais auto-compativeis comportam-
se citologicamente como alopoliplbides. Organismos dipldides
e alopoliplbides auto-compativeis sao propensos a
homozigose, apesar de que os alopolipldbides podem apresentar

heterozigose fixada pela presenga de mais de dois genomas.

Segundo Quarin & Norrmann (1987a), os tetrapldides
apomiticos podem ter se originardo por autopoliploidia. Os
autotetrapldides podem ser gerados por duplicagao

cromossomica espontanea de dipldides aldgamos ou via gametas
femininos nao reduzidos (2n) fertilizados por gametas

masculinos reduzidos (n) para formar um individuo tripldide,



Este tripldide pode produzir gametas femininos nao reduzidos
(2n=3x), o8 quais, se fertilizados por gametas masculinos
reduzidos de wuma populagao dipldide originam organismos
autotetrapldides (4x). Se os ancestrais dipldides sao
aldbgamos, os autotetrapldides apomiticos poderdao apresentar
um alto grau de heterozigose. A variag¢do existente decorre
de eventual reprodugido sexual. A origem do tetrapldide
também pode ser obtida través da fertilizagao de gametas
femininos dipldides nao reduzidos (2n) por gametas
masculinos reduzidos de tetrapldbides apomiticos (2n).

As forrageiras, em geral, sao plantas polipldides e
apomiticas (Di Renzo e cols, 1990). Na reprodugao apomitica,
a meiose & substitulda pelo desenvolvimento de células
somAticas nado reduzidas em sacos embriondrios. Nao ha
redug¢iao meidtica nem fecundagiao, de modo que a pléantula
originada a partir de uma célula somdtica da planta mae &
geneticamente identica 4 mesma e os individuos de sua
progénie sdao igualmente idénticos entre si. Em algumas
espécies, para o embrido se desenvolver, ha necessidade dos
nlicleos polares do saco embriondrio serem fecundados por um
nlicleo do grao de pdlen levando & formagao do endosperma num

processo denominado pseudogamia que nao envolve fecundagao



na formagido do embriao (Bashaw, 1980; Savidan, 1987).

Existem algumas plantas que apresentam apomixia
facultativa. Suas progénies além de apresentarem o padrio
materno predominante, apresentam algumas plantas que diferem
do padrdo, as quais resultam de processo sexual normal.
Entretanto, devido 4s baixas taxas de sexualidade e ao fraco
vigor das plantas resultantes de cruzamento sexuais, as
progénies produzidas sao homogéneas (Savidan, 1987).

No geénero Paspalum, as espécies que se reproduzem
sexualmente, o fazem predominantemente por auto-polinizado
(Burson, 1979).

Desde a década de 30, hd interesse por germoplasmas de
Paspalum no Brasil. Atualmente existem distribuldos por todo
o pals muitos bancos ativos de germoplasma de plantas
forrageiras, especialmente de espécies de Paspalum,
distribuldos desde a regidao norte até a regiao sul.

Em geral, os germoplasmas de Paspalum sao mantidos em
bancos ativos em canteiros estabelecidos a partir de mudas
coletadas na natureza. Uma pequena parte dos acessos sd esté
disponivel por sementes.

Hoje estao disponiveis mais de 800 acessos de germoplasma

envolvendo aproximadamente 110 espécies de Paspalum, sendo



que o grupo Dilatata & o melhor representado quanto & Area
de ocorréncia no Brasil, nimero de espécies amostradas e
média de acessos por espécies (Valls e Pozzobon, 1987).

O genero Paspalum apresenta um total de 20 grupos
({Barreto, 1974), sendo que o grupo Dilatata & o objeto de
estudo do presente trabalho ji que as espécies estudadas
pertencem ou sadao relacionadas a ele.

O grupo Dilatata & um grupo de grande interesse para a
Area subtropical e apresenta trés espécies: P.dilatatum,
P,urvillei e P.pauciciliatum, as quais podem ser sexuais ou
apomliticas. Segundo Valls (1987), pode-se encontrar a
formag¢do de hibridos entre estas espécies, podendo ser de
duragdo efémera ou vigorosos, estes Wdltimos apresentam
aproveitamento agronomico pelo seu aparente potencial
produtivo e boa qualidade forrageira. Burson (1979) também
cita a ocorrencia de hibridizagao natural entre espécies
intimamente relacionadas do genero Paspalum, inclusive as do
grupo Dilatata.

A espécie P.dilatatum consiste de pelo menos seis
bibtipos nativos da América do Sul (Burson, 1991) e
apresenta no minimo trés formas sexuais, com ocorréncia em

Areas distintas no sul do Brasil, Uruguai, Argentina e



Paraguai. Essas formas apresentam anteras amarelas e 40
Cromossomos, com diferen¢as morfoldgicas e comportamentais
distintas quanto & formagadao de hibridos naturais em
ocorreéncia simpatrica com P.urvillei.

Uma das formas intermedidrias que ocorrem & entre
P.dilatatum antera amarela de Vacaria e P,urvillei, Essas
formas sao geralmente encontradas em ambientes modificados
pelo homem, especialmente em beira de estradas (Valls e
Pozzobon, 1987). Parece que a hibridagao, associada com a
apomixia, pode ter sido o principal fator evolutivo
envolvido na origem dos diferentes bidtipos de P.dilatatum
(Moraes-Fernandes e cols, 1974).

P.dilatatum comum apresenta anteras roxas, 50
Cromossomos, reprodugédo apomitica e representa uma
forrageira amplamente adaptada &s condigdes ecoldgicas do
sul da América do Sul. No entanto este bidtipo apresenta uma
qualidade de semente pobre, muito sucetlvel ao ataque do
fungo Claviceps paspali, apomixia obrigatéria com formagao
de sacos embrionirios miltiplos, ao ndmero de ploidia impar
(pentapldide), meiose irregular e baixa viabilidade do pdlen
(Burson, 1991). Todos estes fatores sao causas da fraca

qualidade das sementes.
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Neste bidtipo, ocorre a formagao de sacos embriondrios
apospbricos com produgao de prd embrides anteriores 4
antese, no entanto, hid a necessidade de polinizagao para o
desenvolvimento do endosperma. A apomixia obrigatbria levou
ao fracasso os programas de cruzamentos convencionais para
uma produgao significantemente melhor na qualidade das
sementes.

A barreira apomitica nao tem sido alterada através de
métodos de radiagaoc ou hibridagdao interespecifica. Para
evitar esta barreira, realizaram-se investigagodes
filogenéticas A& busca dos progenitores de P.dilatatum,
objetivando ressintetizar as espécies e permitir sucesso
nos cruzamentos (Bennett e Bashaw, 1960). Acredita-se que a
apomixia em P.dilatatum comum possa ser controlada por genes
nos cromossomos univalentes. A identificagao da origem
destes cromossomos pode ser extremamente importante para
estabelecer a filogenia deste bidtipo (Burson, 1991).

Pesquisadores australianos citam que P.dilatatum comum &
fortemente sucetivel ao fungo Ascochyta paspali, o qual
provoca a doenga denominada PLB (ferrugem nas folhas de
Paspalum) e que bibtipos de P.dilatatum com anteras amarelas

demonstraram uma alta resisténcia a este fungo . Diante



destes resultados, os autores sugerem gque a resisténcia ao
fungo pode estar relacionada com a cor da antera (Williams,
1990).

Un dos bidtipos citados anteriormente, um tetrapldide
sexual de anteras amarelas, parece que estA intimamente
relacionado com o bidtipo de P.dilatatum comum, pois todos
os cromossomos do tetrapldide sdo homdblogos a 40 dos 50
cromossomos do pentapldide.

Sendo assim, o bibétipo de anteras amarelas foi wutilizado
como um substituto citolébdgico de P.dilatatum comum em um
programa filogenético e foi c¢ruzado com duas espécies
diplbides de Paspalum, P.Iintermedium Munro ex.Morong e
P. juergensii Hackel. Estas demonstraram que tinham o genoma
homdlogo a cada um dos genomas de P.dilatatum anteras
amarelas. Aplicaram-se a estas espécies as seguintes
formulas genomicas: I1 para P.intermedium, JJd para
P. juergensii e 11JJ para P.dilatatum, evidenciando desta
maneira que P.intermedium e P.juergensii sido os possiveis
progenitores de P.dilatatum (Burson e bennett, 1972; Burson
e cols, 1973; Burson, 1979; Burson, 1983).

Paspalum x torrense ou P.dilatatum de Torres apresenta

anteras roxas, 60 cromossomos e reprodugao apomitica. Habita
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Areas Umidas e sombreadas do litoral norte do Rio Grande do
Sul. Ocorre em simpatria com P.dilatatum Poir, P,urvillei
Steud e P.virgatum L., podendo ter sido originado por
combina¢gbes de algumas destas espécies. Provavelmente,
trata-se de um hlbrido natural promissor para produgao de

forragem em zonas de climas tropicais e subtropicais. E uma

espécie assindptica, o qual apresenta 60 univalentes na
meiose (Barreto, 1974). Este bibtipo diferencia-se em
P.dilatatum Torres tipico e Torres armado, sendo que

Torres armado apresenta a inflorescéncia mais armada que
Torres tipico, sua espigueta apresenta um formato diferente
e sua distribuig¢ao geografica localiza-se mais ao norte
(estado de Santa Catarina) em relagao & Torres tipico
(J.F.M.Valls, comunica¢ao pessoal).

Paspalum x uruguaianense ou P.dilatatum de Uruguaiana,
constitui-se um hibrido natural bem mais vigoroso que
P.dilatatum comum, apresenta anteras roxas, 60 cromossomos e
reproduz-se por apomixia. Burson (1991) cita que este
bidtipo e um tetrapldide anteras amarelas possam ter dado
origem ao P.,dilatatum comum. Ocorre na campanha sul -
riograndense em condigoes de solos férteis e rasos,

associados com diferentes espécies de baixo e médio porte
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(Barreto, 1974).

Paspalum x riograndense & um provavel hilbrido entre
P.urvillei e P.conspersum por apresentar uma grande
afinidade morfoldgica e ecoldgica com estas espécies. Habita
solos Umidos na regiio da Encosta Inferior do Nordeste do

Rio Grande do Sul. E uma espécie tetrapldide (2n=40),

evidenciando comportamento meidtico irregular (Barreto,
1974).

P.dilatatum ssp flavescens Rosengurtt, Arr. e 1Izag,
reproduz-se sexualmente, & predominantemente autdgama,

apresenta anteras amarelas e 40 cromossomos que pareiam na
meiose formando 20 bivalentes. Esta planta pode ser
utilizada como progenitora feminina em cruzamentos com
outras espécies, formando gametas citologicamente reduzidos
(n=20), o que indica gque se reproduz sexualmente. Verificou-
se que 40% de suas espiguetas formam cariopses em condigoes
de autopoliniza¢ao, indicando autocompatibilidade (Caponio e
Quarin, 1987). Esta subespécie foi descrita para o Uruguai e
para a regiao de Itaqui no Rio Grande do Sul e caracteriza-
se por apresentar um excelente potencial como forrageira
(Barreto, 1974).

P.dilatatum de Vacaria apresenta 40 cromossomos, € um

14



alotetraplbide e reproduz-se sexualmente. Este bidtipo
predomina no planalto catarinense e nos Campos de Cima da
Serra no Rio Grande do Sul, prdximo & borda da Serra Geral.
Como citado anteriormente, produz formas morfologicamente
intermedidrias com P.urvillei. Segundo Burson (1978), sua
constituigao gendmica & IIJJ.

P.dilatatum de Virasoro caracteriza-se por uma
distribuig¢do restrita que envolve a Area de Governador
Virasoro na Argentina e a regiao das Missdes no Rio Grande
do Sul. Este bibdtipo, ao contrario de P.dilatatum antera

amarela de Vacaria, nao forma hibridos com P.urvillei em

zonas de simpatria (Valls, comunica¢ao pessoal), apresenta
40 cromossomos e reprodugao sexual (Hickenbick & cols., no
prelo).

Uma das hipdteses para explicar a auséncia de hibridagao
seria o fato de nao ser P.intermedium e P.juergensii os
genitores do bibétipo Virasoro, no entanto, Caponio e Quarin
(1990) ao cruzarem artificialmente P.urvillei e P.dilatatum
antera amarela de Virasoro, encontraram um elevado grau de
homologia cromossomica nos hibridos obtidos.

P.urvillei Steud & comumente aproveitado em cultivo para

o corte e produgao de feno. Esta espécie pode estar
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envolvida na origem de quatro formas hibridas de P.dilatatum
que _séo: P,dilatatum var.pauciciliatum, P. x riograndense,
P.dilatatum comum e P.dilatatum de Uruguaiana (Moraes-
Fernandes e cols, 1974)., P.urvillei ocorre com frequéncia na
América do Sul subtropical e tropical, sendo nativa do sul
do Brasil e norte da Argentina (Chase, 1929). No Rio Grande
do Sul, encontra-se em locais de solos dimidos em todas as
regides fisiograficas. Seu periodo de florescimento varia de
novembro/dezembro a abril, esta espécie foi introduzida em
outros paises para ser utilizada como forrageira ou na
produgao de feno (Barreto, 1974). P.urvillei reproduz-se
sexualmente, apresenta anteras amarelas, 40 cromossomos e &
alotetraplbdide (Barreto, 1974; Burson, 1979; Moraes-
Fernandes e cols, 1974; Caponio e Quarin, 1990).
P.pauciciliatum era considerado uma variedade de
P.dilatatum (Burton & Jackson, 1962; Moraes-Fernandes e
cols, 1974 e Burson, 1979) e mais tarde foi elevado A&
espécie P.pauciciliatum por Parodi. E uma importante
forrageira cultivada em solos Umidos nos EUA, Austrdlia,
Africa do Sul e Asia. E tetrapldide com 40 cromossomos e
comportamento meibtico anormal, reproduzindo-se por apomixia

(Burton e Jackson, 1962). Segundo Barreto (1974), foi
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posicionado no grupo Livida por comodidade de
caracterizagao, baseado em seu habito vegetativo.

Habita regides de clima temperado e subtropical na
América do Sul. E comum em todas as regides fisiograficas do
Rio Grande do Sul, preferindo solos Umidos e férteis e @&
bastante freqliente em Areas modificadas. B uma espécie
adaptada a condig¢does de pastoreio, costuma formar um tapete
denso, dominando as demais espécies. Verificou-se em suas
sementes, uma menor incidéncia ao ataque do fungo Claviceps
paspali, o que possibilita que suas sementes sejam mais
vidveis que as de P.dilatatum. Floresce de novembro a margo
(Barreto, 1974).

P. juergensii Hackel pertence ao grupo Paniculata e, como
citado anteriormente & um dos ©posslveis genitores de
P.dilatatum e P.urvillei por mostrar o genoma (JJ) homdlogo
a P.dilatatum antera amarela de Vacaria. E uma espécie
dipldide, com comportamento meidtico normal, & sexual e
apresenta 20 cromossomos. Ocorre no Paraguai e estados do
sul do Brasil. No Rio Grande do Sul & encontrada em
condig¢des de solos tmidos e sombreados nos Campos de Cima da
Serra, Encosta Superior e Inferior do Nordeste, Depressao

Central e Litoral (Burson e Bennett, 1972; Burson e cols,
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1973; Barreto, 1974; Burson, 1978; Burson, 1983).
P.intermedium Munro pertence ao grupo Quadrifaria
{Barreto, 1974), e constitui o segundo progenitor de
P.dilatatum e P.urvillei por apresentar o genoma (II)
homblogo a um dos genomas das espécies citadas (IIJJ). R
comum em banhados e locais Umidos da Depressao Central,
Campanha e Litoral do Rio Grande do Sul. Distribui-se também
pelo Paraguai, Uruguai e Argentina. E uma espécie dipldide
com 20 cromossomos, reproduz-se sexualmente e sua meiose &
regular (Burson e cols, 1973; Moraes-Fernandes e cols, 1974;
Burson, 1978; Burson, 1979; Burson, 1983; Norrmann e cols,
1989; Caponio e Quarin, 1990).
O presente trabalho tem por objetivos:
- Avaliar o grau de relacionamento isoenzimidtico entre
diferentes entidades taxonomicas do género Paspalum através
da técnica de eletroforese horizontal de isocenzimas;
- Obter informag¢des éobre a regulagao génica através da
diferenciacao tissular obtidos por padroes isoenzimdticos;
- Realizar inferencias filogenéticas para obtermos dados

sobre a evolug¢ao neste grupo de espécies e seus bidtipos.
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MATERIAL E METODOS

2.1 Material

As entidades do grupo Dilatata foram escolhidas para a
execugao do presente trabalho, por apresentarem boas
caracteristicas forrageiras e boa produtividade associada a
uma ampla distribuig¢ao geografica no sul do Brasil.

De cada entidade taxonomica analisada, procurou-se
abranger uma distribuig¢ao geografica mais ampla possivel,
com o objetivo de detectar uma maior variagao isoenzimdtica
entre os individuos de uma mesma entidade. As coletas foram
realizadas nas regides da serra, litoral e outras do estado
do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Paranh e Mato Grosso
do Sul. A identificagao das entidades taxondémicas a campo
foi realizada pelo engenheiro agronomo José Montenegro
Valls.

Foram estudados um total de oitenta e quatro individuos
para o sistema das peroxidases e oitenta e trés para o
sistema das superdxido dismutases.

Procurou-se analisar dez individuos de cada espécie ou
bibdtipo, no entanto para aquelas de ocorréncia mais rara

nas regioes onde realizamos a coleta do material, tais como:
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P.intermedium e P.juergensii, nao foi possivel coletar o
nimero de individuos desejado.

As plantas analisadas estao listadas na tabela 1, onde
constam os dados de classificag¢do, nlmero do coletor, e

local de coleta. Esta tabela esti listada nas paginas 21-23.

2.2 Métodos

2.2.1 Manuteng¢ao do material

As mudas das plantas coletadas a campo, foram
posteriormente mantidas em casa de vegetag¢ao. O plantio foi
realizado em vasos de barro com terra de mato e cascalho
colocado ao fundo para evitar a umidade excessiva da planta.

Cada individuo foi identificado com a inicial do nome e o
niimero do coletor e cada vaso continha uma placa de acrilico
com sua identificag¢ao. Os vasos foram mantidos dentro de uma
bacia plhstica, onde era colocada Agua ao nivel de trés ou
quatro centimetros aproximadamente, com uma freqliéncia de
uma a duas vezes por semana, dependendo da necessidade de

hidratagao da planta.

20



Tabela 1: Tabela dos individuos amostrados no presente
trabalho. As abreviaturas dos nomes das entidades
taxonomicas serao as apresentadas nas demais tabelas e
figuras do presente trabalho. E indicado o municipio de
origem de cada planta.

e — o — ——— — — — i — T ——— T ————— — i — T — o — ——— ——— i ———— ————
—3—f—fe=t—3— & BB a3 24 0§ 42—

ENTIDADE NeCOLETOR LOCAL ORIGEM
MUNICTIPIO
P.dilatatum V11958 Lages/SC
anteras V11961 Lages/SC
roxas V11967 Sao Joaquim/SC
V11995 Bom Retiro/SC
DIAR V11996 Bom Retiro/SC
vi2018 Alfredo Wagner/SC
V12030 Lages/SC
V12031 Lages/SC
V12037 Lages/SC
V12040 Passo Fundo/RS
P.dilatatum V12044 Lages/SC
Tores V11146 Quatro Barras/PR
tipico V4019 Osdrio/RS
V4020 Osbrio/RS
DITT V4032 Torres/RS
V8262 Lages/SC
P.dilatatum V12000 Alfredo Wagner/SC
Torres V12003 Al fredo Wagner/SC
armado V12005 Al fredo Wagner/SC
v12020 Alfredo Wagner/SC
DITA v12021 Alfredo Wagner/SC
V12023 Rancho Queimado/SC
V8120 Alfredo Wagner/SC
V4441 Sao Joaquim/SC
V11103 Balsa Nova/PR

——— e ——— i —— i —— ——————————— e S e s e M S e . o ——
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—— e e e e e o ——— — — — — —— — ———— — —— — —— i — — —— —— ————— ————

P.dilatatum
de Virasoro

DIVI

—— e e e e e o ———— — — — ———— ———————— ———

P.dilatatum
de Vacaria

DIAA

—— " —— T ——— i —— I . . S S ———— . — ——— —— — | — . ——— — — -

Forma morfo
logicamente
intermediiria
entre
P.dilatatum

o
P.urvillei

DIUR

—— e —— o ————— — o ————————————————————————————————— —

P.urvillei

URVI

V12066
V12068
V12058
V12062
V12063
Vi0o717
V10652
v9809

V12060
V12061

V11966
V11974
V11987
V11977
V11989
Vi1997
V12015
V12032
V12035
V12051
V10811

V11955
V11959
V11962
V11964
V11965
V11968
V11978
V11980
V11991
V12019
V12046

V11960
V11970
V12001
V12004
V12011
V12017
V12028
V12048
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Passo Fundo/RS
Passo Fundo/RS
Passo Fundo/RS
Passo Fundo/RS
Passo Fundo/RS
Passo Fundo/RS
Passo Fundo/RS
Sao Borja/RS

Passo Fundo/RS
Passo Fundo/RS

Sao Joaquim/SC

Sao Joaquim/SC

Bom Jardim da Serra/SC
Sao Joaquim/SC

Bom Jardim da Serra/SC
Bom Retiro/SC

Al fredo Wagner/SC
Lages/SC

Lages/SC

Lages/SC

Bom Jesus/RS

Lages/SC

Lages/SC

Lages/SC

Saec Joaquim/SC
Sao Joaquim/SC
Sao Joaquim/SC
Sao Joaquim/SC
Sao Joaquim/SC
Bom Jardim da Serra/SC
Alfredo Wagner/SC
Lages/SC

Lages/SC

Sao Joaquim/SC
Alfredo Wagner/SC
Alfredo Wagner/SC
Al fredo Wagner/SC
Alfredo Wagner/SC
Lages/SC

Lages/SC



V12057
V12067
V12079

Passo Fundo/RS
Passo Fundo/RS
Passo Fundo/RS

continuagao

— . —————— ——— i —— W —— M — e e G W S SN S em e S G S o ———

Forma morfo-
logicamente
intermedilria
entre
P,urvillei

e

P. juergensili

V12016
V12014
V12040
V12007
V12047
V12064
V12008
V11234
V12075

Alfredo Wagner/SC
Alfredo Wagner/SC
Vacaria/RS

Al fredo Wagner/SC
Lages/SC

Passo Fundo/RS
Alfredo Wagner/SC
Ponta Grossa/PR
Passo Fundo/RS

i —— — o —— ———— ————————— i — o — o — i — i ——

P, juergensii

JUER

V11963
V12054
V12065
V4383

V12043

Lages/SC
Lages/SC
Passo Fundo/RS
Ivoti/RS
Lages/SC

INTE

V11840
V11849

Novirai/MS
Iguatemi/MS

—— i ———————— o ——— ——— —— T —— T — ————— — ——— ———— — i — i ——— i — o ——— ———— —
e e e e e T e e R R ——

2.2.2 Coleta do material para a anidlise eletroforética

A primeira

eletroforética

2 realizamos

coleta

diferentes

de folhas

foi realizada em margo de 1989

coletas para os

adultas para

a anAlise

(ver tabela

diferentes

sistemas enzimaticos com o objetivo de evitar que o material

ficasse estocado por muito tempo.

cada individuo,

folha nos

procurando sempre pegar o

diferentes individuos. Para isso

Retirou~-se tres folhas de

mesmo tipo de

coletou-se as



folhas mais periféricas e evitando aquelas com pontas
queimadas. As folhas eram enroladas separadamente e
colocadas em potes plasticos com a identificagao do
individuo e data de coleta, e imediatamente colocadas em um
isopor com gelo seco para o congelamento a -90°C.

Na tabela 2 constam a data de coleta dos individuos e
também a data de andlise para os dois sistemas enzimdticos.
Os individuos seguem a mesma ordem apresentada na tabela 1.

Em laboratério, as plantas foram armazenadas em freezer a

-16°C.

2.2.3 Sistemas enzimAticos-testes e escolha

Previamente, tinhamos como proposta a andlise de trés
sistemas isoenzimAdticos, mas a andlise sbé foi possivel com
dois sistemas devido ao fato de nadao termos conseguido outro
com condig¢des de migragao e resolugao satisfatdrios para uma
anhAlise segura.

Foram realizados varios testes com as folhas adultas
congeladas ou vivas, envolvendo os seguintes sistemas:
peroxidase (PER); amilase (AMI); glutamato oxalacetato
transaminase (GOT); Alcool desidrogenase (ADH); leucina

amino peptidase (LAP); esterase (EST); malato desidrogenase
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(MDH); superdxido dismutase (SOD) e glutamato desidrogenase
{GDH) .

Tabela 2: Apresentagao da data de coleta e de andlise de
cada individuo amostrado. A ordem apresentada & a mesma da
tabela 1.

- ———————————— o — i — i — — —  ——— — — — —————— —— ————————————————— —
e e e e e

DATA DE COLETA

PER SOD PER SOD

28.03.89 10.10.90 02.05.89 27.12.90

28.03.89 10.10.90 16.05.89 20.12.90

28.03.89 10.10.90 30.05.89 12.12.90 30.01.91
28.03.89 10.10,90 11.09.89 06.12.90 12.12,90
28.03.89 10.10.90 11.09.89 20.12.90

28.03.89 10.10.90 25.09.89 20.12.90

28.03.89 10.10.90 03.10.90 21.11.90

28.03.89 10.10.90 03.10.90 21.01.91 30.01.91
28.03.89 10.10,90 06.11.89 16.01.91 21.01.91
28.03.89 10.10.90 21.11.89 05.02.,91

28.03.89 10.10.90 10.10.89 20.12.90 07.02.91
28,03.89 10.10.90 06.11.89 12.12.90 30.01.91
28.03.89 10.10.90 06.11.89 27.12.90

28.03.89 10.10.90 06.11.89 30.01.91

28.03.89 =28 21.11,.89 o

10.10.90 10.10.90 25.01.91 05.02.91

28.03.89 10.10.90 11.09.89 25.01.91

28,03.89 10.10.90 25.09.89 05.02.91

28.03.89 10.10.90 11.09.89 16.01.91 21.01.91
28.03.89 10.10.90 25.09.89 07.02.91

28.03.89 10.10.90 25.09.89 17.12.90

28.03.89 10.10.90 25.09.89 12.12.90 30.01.91
28.03.89 10.10.90 06.11.89 05.12.90

28,03.89 10.10.90 27.11.89 09.11.90

10.10.90 10.10.90 16.01.91 21.11.90

28.03.89 10.10.90 03.10.89 27.12.90

28.03.89 10.10.90 10.10.89 12.12.90 30.01.91
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28.03.89 10.10.90 23.10.89 05.12.90

28.03.89 10.10.90 23.10.89 05.02.91 e 07.02.91
28.03.89 10.10.90 23.10.89 27.12.90,16.01.91 e 21.01
10.10.90 10.10.90 16.01.91 05.12.90 e 12.12.90
10.10.90 10.10.90 16.01.91 21.01,91 e 30.01.91 cont.
10.10.90 10.10.90 26.01.91 17.12.90

10.10.90 10.10.90 30.01.91 17.12.90

10.10.90 10.10.90 30.01.91 07.12.90

28.03.89 10.10.90 30.05.89 21.01.,91 e 30.01.91
28.03.89 10.10.90 17.08.89 e 11.09.89 05.02.91

28.03.89 10.10.90 22,08.89 07.02.91

28.03.89 10.10.90 22.08.89 27.12.90

28.03.89 10.10.90 22.08.89 e 05.09.89 27.12.90

28.03.89 10.10.90 11.09.89 17.12.90

28.03.89 10.10.90 26.09.89 25.01.91

28.03.89 10.10.90 03.10.89 20.12.90

28.03.89 10.10.90 06.11.89 05.12.,90,12.12 e 17.12 90
28.03.89 10.10.90 06.11.89 17.12.90 e 27.12.90
28.03.89 10.10.90 27.11.89 20.12.90

28.03.89 10.10.90 02.05.89 28.11.90,05.12 e 12.,12.90
28.03.89 10.10.90 02.05.89 25.01.91

28.03.89 10.10.90 16.05.89 09.11.90

28.03.89 10.10.90 16.05.89 07.02.91

28.03.89 10.10.90 16.05.89 05.02.91

28.03.89 10.10.90 30.05.89 e 17.08.89 09.11.90

28.03.89 10.10.90 22.08.89 25.01.,91

28.03.89 10.10.90 22.08.89 05.02.91

28.03.89 10.10.90 11.09.89 05.02,91

28.03.89 10.10.90 25.09.89 09.11.90

28.03.89 10.10.90 23.10.89 16.01.91 e 21.01,91
28.03.89 Bt 02.05.89 =

28.03.89 10.10.90 30.05.89 e 17.08.89 27.12,90

28.03.89 10.10.90 11.09.89 05.02.91

28.03.89 10.10.90 11.09.89 05.12.90 e 12.12.90
28.03.89 10,10.90 25.09.89 05.12.,90

28.03.89 10.10.,90 25.09.89 27.12.90

28.03.89 10.10.90 03.10.89 09.11.90

28.03.89 10.10.90 10.10.89 21.11.90

28.03.89 10.10.90 06.11.89 17.12.90

28.03.89 10.10.90 06.11.89 17.12.90

28.03.89 21.11.89
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28.03.89 10.10.90 02.05.89 05.12.90

28.03.89 10.10.90 256.09.89 20.12.90

28.03.89 10.10.90 10.10.89 05,02 .91

28.03.89 10.10.90 11.09.89 27.12.90 continuagao
28.03.89 10.10.90 21.,11.89 20.12.90

10.10.90 10.10.90 26.01..91 05.12.90

10.10.90 10.10.90 30.01.91 17,12 .90

10.10.90 10.10.90 30.01.91 20.12.90

10.10.90 10.10.90 30.01.91 30.01.91

28.03.89 10.10.,90 16.05.89 26.01:91

28.03.89 10.10.90 10.10.89 16+:01:91+e 21:01:91
28.03.89 10.10.90 23.10.89, 27.11 e 4.12 21.01.91

28.03.89 10.10.90 06.11.89 28.11.90

28.03.89 10.10,90 04.12.89 12.12.90 e 30.01.91
10.10.90 10.10.90 16.01.91 21.01 .91

10.10.90 10.10.90 25,01,91 20.12.90

Apesar da analise de isoenzimas por eletroforese em

plantulas apresentar padroes de resolugao mais

satisfatdrios,

execugao

classificagao da planta que estdvamos trabalhando.

de plantulas poderia nos levar a erros de classificagao

vez

entre

desse

trabalho

aquelas entidades que apresentam

como modo de reprodugao.

Para

tampoes,

diferentes

cada sistema testado,

concentragoes de

27

para

foram

termos

que poderiamos ter sementes resultantes de

gel

maior

utilizados

fecundagdo

escolhemos a andlise de folhas adultas para a
certeza da

A andlise

uma

cruzamentos

cruzada

diferentes

e diferentes



condi¢does de coloragao.

Para os sistemas GOT, LAP, EST, ADH e GDH nao obtivemos
atividade em nenhuma das condigdes testadas. MDH apresentou
atividade, mas uma migracao muito difusa em varias condigoes
testadas nao permitindo uma andlise segura. Em AMI, apenas
pequena parte dos individuos apresentaram atividade desta
enzima. Sendo assim, somente PER e SOD puderam ser

analisados.

2.2.4 AnAlise eletroforética

Para o sistema das peroxidases, foram analisados trinta e
sete géis, com um total de setecentas e guarenta aplicagodes,
e para superdxido dismutases, analisamos quarenta e trés

géis com oitocentos e sessenta aplicagoes.

a) Preparo dos géis:

A anilise de ambos os sistemas foi feita por eletroforese
horizontal em gel de poliacrilamida. Os gkis eram
preparados, em geral, com dezoito horas de antecedéncia.

Para o sistema das peroxidases, utilizamos os tampodes
descritos por Scandalios (1969) modificado. No gel foram

utilizadas uma parte do tampdo A e nove partes do tampdo B,
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e nas cubas utilizou-se somente o tampao A (1 litro).

Tampao A: tampao borato de 1litio 0,2 M pH 8,3

hidrbxido de litiollll‘.......'."‘l..
deido borieo Lanidro ) cve s s e e ore s v e

Apun doatiladl Vv e s iv NP anna s BN e

Tampao B: tampao tris-citrato 0,06M pH 8.3

Para

triS ........ ® 8 8 B S R OF SR NS SRR A AR

écido Citricolll‘llli.'l.'....‘.....'l

é,gua destilada..’l.....l....l'-...l...

--01320 g

.'.11’898

++.1000ml

v+6,208

!0.1’608
++.1000ml

me lhor andlise das bandas, utilizamos duas

concentra¢des dos gédis, 6% e 8%. Na preparagao de cada gel

utilizava-se solug¢des estoques detalhadas a seguir:

solugao estoque para gel a 6%:

tamp'éo de Scandalios lA:gBl...“".ll.l...'....l‘lll

acrilamida

lllllll 2 8 4 % % B B8 8RR Y

bisacrilamida....l.c!.ll.....‘ IIIIIIIIII @ 8 " 8 8 88 e

diamina de

N'N’N,N’tetra_metiletileno (TMED)."III!

solugao estoque para gel de 8%:

tampao de Scandalios 1A:9B........1000ml

acrilamida

lllll ll......."lllli..'?ﬁg

HisRerI L amiAn e e veseswvrs e evases o S8
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TMED.... IIIII 8 " & & & % & B P e NN ‘l'.l.!lml
Para cada gel, utilizava-se 75ml da solugao estoque, a

qual adicionava-se 1% de persulfato de amonia (AP 10%) que
correspondia &4 0,75 ml. Agitava-se esta solugao e colocava-
se em uma canaleta de vidro de dimenstes 17cm x 15cm x 0,2cm
e tampava-se com uma tampa de vidro, na qual adicionava-se
silicone para evitar a aderéncia do gel na tampa quando
polimerizado. Esperava-se aproximadamente vinte minutos para
que o gel polimerizasse e levava-se 4 camara de 4°C,

Para o sistema das superdxido dismutases, utilizou-se as
concentra¢oes de 6% e 7% para os géis e tampdes descritos

por Roose e Gottlieb (1970).

Tampdo para as cubas: citrato de sddio 0,4M........117,64g/1
agua destilada.::isidesessssel000ml
O pH era somente medido, sem necessidade de ajusti-lo; em

geral, media 8,3.

Tampdo de Roose e Gottlieb (R-G) para os géis:
hiStidina 0,005M--uuou--uoo-coo.oo-looto0-0000,7?58g/1
agta-destiledais oo vivovrs as e T S S e < < +.1000ml

pH 8,0 (ajustado com NaOH)

Para o gel na concentragao de 6%, utilizou-se as mesmas
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substancias e medidas citadas para o sistema das
peroxidases, substituindo-se somente o tampao de Scandalios
pelo tampao de Roose e Gottlieb. Para o gel a 7% utilizava-

se a seguinte solugdo estoque:

solu¢ao estoque para gel a T7%:

TamPao B=G, i veoins vy s eniosse s bOOONML
acrilamigdsy s us s s smeevesssseDbyDE
Bleserilamlidf.ces o s » vcorves oD pDE
EMED e v a il aaaies b0 s s s was e v DL

Os demais procedimentos foram os mesmos relatados para o

sistema das peroxidases.

b) Preparo das amostras e distribuigao nos gédis:

A homogeneizagao das amostras sempre foi realizada em
contato com o gelo, para evitar a degradagdo das enzimas.
Para tanto, utilizou-se placas de acrilico com orificios, as
guais eram colocadas sobre gelo mantido em caixas de isopor.
Os potes de plastico que continham as amostras a serem
analisadas ficavam imersos em gelo. Em cada gel, foram
feitas vinte aplicagdes, sendo que o controle era aplicado

nas posig¢des 1, 2, 9, 19 e 20 e eram amostrados mais quatro



individuos com trés aplicagOes para cada um, correspondendo
4 ponta, meio e base da folha, mantendo sempre esta ordem.

Cada amostra de folha media aproximadamente 2mm2, e a
cada uma, adicionava-se 0,01 ml de tampao de homogeneizagao:
1,211 g de tris HC1 50 mM, pH 7,6
0,21 ml de B mercaptoetanol 14 mM (este produto era
utilizado para evitar a oxidag¢ao)

0,149 g de KC1 10 mM
0,406 g de cloreto de magnésio 10 mM
0,67 g de EDTA 1 mM

completava-se até 200 ml de Agua destilada

A homogeneizagao era feita com um bastio de vidro até se
obter uma substancia liquida. Apds isso, colocava-se, acima
do homogeneizado, um disco de papel "Plumatex" previamente
tratado e acima deste colocava-se dois papéis Whatman
nimero 3 com dimensoes de 4 mm x 1 mm, os quais ficavam
embebidos com o homogeneizado. 0O disco de papel funcionava
como filtro para evitar que residuos sdlidos ainda presentes
no homogeneizado ficassem aderidos nos papéis de aplicagao,
levando & formagao de rastros na migragao de cada amostra.
Este papel era previamente tratado para retirar posslveis

impurezas que prejudicassem a migrag¢ao eletroforética.
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tratamento:

- lavagem em solugcao de bicarbonato de séddio a 0,1 N
durante duas horas;

- lavagem em Agua destilada;

- lavagem em Acido acético 0,056 M + EDTA 0,01 M durante duas
horas;

-~ lavagem em agua destilada trés vezes;

- secagem ao ar ou estufa,

Nas aplicagdes 1, 9 e 20 adicionava-se uma gota de azul de
bromofenol para proporcionar o acompanhamento da migragao
da linha de frente no gel.

Apds a preparagao deste material, perfurava-se os géis
com um pente de aluminio. Para o sistema das peroxidases,
perfurava-se a uma distancia de aproximadamente dois
centimetros da borda do gel e para o sistema das superdxido
dismutases, perfurava-se o gel a cinco centimetros da borda.

Feitas as aplicagdes das amostras em cada orificio,

cobria-se o gel com plastico tipo zap para evitar a

evaporagao e o contato com sujeira.

c) Migragdo:

As cubas em que se colocava os géis ji estavam no balcao
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refrigerado a uma temperatura de no maximo 42C. Em geral
colocava-se os dois géis na mesma cuba, com duas pontes de
papel filtro por gel fazendo o contato dos géis com o tampido
das cubas. As pontes de papel sofriam o mesmo tratamento
dado ao papel usado na filtragem do homogeneizado.

Para o sistema das peroxidases, a ponte catbdica ficava a
um centimetro do ponto de aplicagao e para as superdxido
dismutases, a quatro centimetros do ponto de aplicagao. A
distancia mantida entre as duas pontes foi sempre de doze
centimetros. Aplicava-se uma diferenga de potencial de 10
V/em e deixava-se a amostra migrar até que a linha de frente
atingisse nove centimetros (para as peroxidases) ou oito

centimetros e meio (para as superdxido dismutases).

d) Sistema de Revelagdo e Fixagao dos Géis:

Ao atingir a migrag¢ao desejada, desligava-se a fonte de
corrente continua e preparava-se a coloragao para a
revelagdo das isoenzimas.

A revelag¢ao das bandas isoperoxidasicas foi feita segundo
a técnica descrita por Gottlieb (1973):

0,065 g de 3 amino 9 etil carbazola dissolvido em 5 ml de

dimetil formamida



2 ml de cloreto de cilcio 0,1 M
4 gotas de perdxido de hidrogénio 30%

95 ml de tampado acetato de sddio 0,2 M pH 5,0.

A mistura desta colorag¢do era agitada manualmente para

evitar a precipita¢ao do material.

Retirava-se o gel do balcao refrigerado e da canaleta

de

vidro. Colocava-se o mesmo em um prato de vidro sobre o qual

derramdvamos a solugao de coloragao. Deixdvamos incubar
temperatura ambiente durante uma hora e depois fixAvamos
gel no fixador descrito por Ayala durante quinze minutos.
Fixador de Avala: 900 ml Alcool metilico
220 ml A4cido acético
completar até 2 1 Agua destilada
Para o sistema das superdbxido dismutases, utilizava-se

colorag¢do descrita por Brewer (1970), modificada:

em

o]

Tampao fosfato de sddio dibadsico 0,125 M pH 8,2....100 ml
NADe¢svoourssswvoscsassnsssnasnnssnsesssnsssscssasnses0,04 &
BT e o oo we o ool 6 R o oo R o svowessnsens D502 &
PMS ¢ eio e R e R o At latle ol & ‘8 Jeze et w inia w weinl 5 w0 L B8

As drogas eram adicionadas em um becker, nesta ordem,

agitadas em um agitador magnético.

e

A solug¢dao de coloragao era adicionada ao prato de vidro
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que continha o gel, e incubava-se o mesmo por trinta minutos
em estufa a 379C. Apbs isso, deixava-se o gel durante uma
hora sob luz intensa: duas lampadas de 15Wl cobertas por
papel aluminio para concentrar a luz.

A fixagdao do gel foi a mesma descrita para o sistema das

peroxidases.
e) Andlise dos Géis:

Para o sistema das peroxidases, os géis eram fotografados
e analisados no dia seguinte e para o sistema das superdxido
dismutases, a fotografia e a andlise eram realizadas, em
geral, no mesmo dia da migra¢do, apesar de que a precisdo
das bandas nao modificava caso deixAssemos para analisar
mais tarde.

Foram feitos esquemas dos padrdes isoenzimdticos para
cada individuo. As distancias migradas por cada banda eram
medidas e procurou-se esquematizar fielmente a intensidade
relativa de cada banda.

A Mr (Migrag¢do Relativa) de cada banda foi calculada a
partir da distancia migrada pela banda dividida pelo valor
da banda de Mr 1,00, que & uma banda presente no controle e

na maioria dos individuos, e de facil detecgdo.
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Quando havia duvidas quanto A resolugao e homologia das
bandas de um individuo, repetia-se este indivlduo em outro

gel, quantas vezes fosse necessirio.

f) Andlise Fenética e Cladlstica:

O grau de similaridade entre os individuos e as entidades
taxonomicas analisadas foi estimado através do 1Indice de
similaridade de Jaccard. Também foram calculadas as
distancias Manhattan e Euclidiana.

A partir dos dados obtidos pelos indices de similaridades
e distancias genéticas, foram construidos fenogramas pelo
método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic
Averages), o qual & um método de agrupamento bastante

utilizado para taxonomia numérica.

Para o sistema das peroxidases, quando comparamos
individuos, wutilizamos estes como OTUs e a presenga e
auseéncia de bandas como caracteres binarios. Foram

construidos fenogramas a partir do Indice de similaridade de
jaccard e das distancias Manhattan e Euclidiana. Para a
comparag¢ao entre diferentes entidades taxondomicas, cada
taxon foi utilizado como OTU e a freqliéncia de cada banda na

entidade foi utilizada como caracter. Foram calculados os
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coeficientes de similaridade de Jaccard entre diferentes
espécies e bidtipos e construidos fenogramas utilizando as
distancias Manhattan e Euclidiana.

Para o sistema das superdxido dismutases, foi utilizada a
mesma metodologia e o mesmo foi feito para os dados gerais,
incluindo os dois sistemas enzimaticos analisados.

Realisamos uma anllise cladistica, através do método de
parcimonia de Wagner, utilizando o programa HENNIG86
(S.J.Farris, 1989).

Para esta analise, utilizamos os caracteres de presenga e
ausencia de bandas nas diferentes entidades taxondmicas,
como resultou mais de uma Arvore, utilizamos o método de
consenso de Nelson.

Também foram construldas Arvores filogendticas,
utilizando a distancia Manhattan com o método de agrupamento
Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987), sendo que a presenga
e auséncia de bandas e também a freqligncia de cada banda na

entidade foram utilizadas como caracter.
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RESULTADOS
3.1. Peroxidases

Para o sistema das peroxidases, foram analisadas somente
bandas anbdicas, pois as poucas catddicas que eventualmente
surgiram apresentavam um padrao bastante indefinido.

Como JjA citado, utilizamos diferentes partes da folha
(ponta, meio e base) para a anldlise isoenzimidtica, as quais
foram analisadas separadamente, pois conforme serh discutido
mais adiante, as bandas presentes em cada parte da folha
variaram de individue para indivliduo. Assim, analisando
estas trés partes, acreditamos ter detectado todos os loci
ativos na folha, evitando diferencgas individuais
conseqlientes de regulagao tissular.

Para este sistema iscenzimltico, foram detectadas um
total de 34 bandas, das quais 28 estavam presentes nas duas
condigoes de migragao e as demais sd foram detectadas em uma
das condig¢does. Nao se detectou bandas claramente secunddrias
para nenhum tecido analisado.

Na figura 2 & apresentado um gel de poliacrilamida
revelado para o sistema das peroxidases. Neste gel, foram
utilizadoes seis indivliduos pertencentes a diferentes

entidades taxonomicas do género Paspalum. Ao lado direito do
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6% 8%
— 248 320
— 2,32 3,08
— 200 2,55
— 192 2,45
— L,79 2,36
— 1,08 110
— 1,00 1,00
— 0,64 0,80
— 0,56 0,64
— 0,22 030

Figura 2) Isoenzimas de peroxidases de seis individuos do
género Paspalum: V12028 = P.urvillei (aplicagdes 3-4-5),
V12030 = P.dilatatum anteras roxas (6-7-8), V12031 =
P.dilatatum anteras roxas (10-11-12), V12032 = P.dilatatum
Vacaria (13-14-15), V12066 = P.dilatatum de Virasoro (16-17-
18). As aplicagdes 1-2-9-19-20 correspondem ao controle(c):
V12016 = forma morfologicamente intermediiria entre
P.urvillei e P.juergensii.

A ordem das trés aplicagdes de cada individuo & ponta,
meio e base da folha. Migrag¢iao em gel de poliacrialamida 8%
e tampdes descritos por Scandalios (1969) pH 8,3. Ao lado
direito do gel estdo indicadas as Mrs (migrag@do relativa)
das bandas detectadas nas duas condig¢des de migragao. '
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gel estadao indicadas as Mrs (migragao relativa) das bandas
detectadas. Pode-se verificar as diferengas regulatdrias
marcantes entre as trés partes analisadas de um mesmo
individuo e o alto grau de similaridade no padréao
isoenzimitico entre os individuos, mesmo pertencendo a
espkcies distintas. Podemos também, comparar dois
individuos, V12030 (aplicagdes 6-7-8) e V12031 (aplicagdes
10-11-12) diferentes pertencentes ao me smo bibdtipo:

P.dilatatum anteras roxas.

3.1.1. Variagao Intrataxondomica

Nas figuras 3 a 12 estao representados, para cada espécie
ou bibtipo separadamente, os padrdes peroxiddsicos de cada
individuo. Ao 1lado de <cada banda estd indicado o(s)
tecido(s) em gque a mesma foi detectada. As Mrs de cada
banda, nas duas condigdes de migragio em que a andlise foi
realizada, estao indicadas A& esquerda de cada figura. Foi
construide o padrao geral para cada entidade taxondmica
analisada, reunindo todas as bandas presentes em seus
individuos, nao importando a parte da folha em que a mesma

foi detectada nem sua freqliéncia. O padriao geral e a
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freqliencia em que cada banda ocorreu estido indicados 4
direita da figura, A partir dos padréeé apresentados nestas
figuras foram calculados os coeficientes de similaridade de
Jaccard (83) entre os individuos comparados dois a dois.
Esses coeficientes sao apresentados nas tabelas 3 a 12 junto
com o coeficiente médio para cada entidade taxondémica.
P.dilatatum anteras roxas e P.dilatatum Torres armado
foram as entidades taxondomicas que apresentaram os maiores
niveis de similaridade entre seus individuos (5J=0.70;
tabela 3). Isto significa que, em média, cada dois
individuos compartilham setenta por cento de suas bandas
peroxidhsicas. Um par de individuos de P.dilatatum anteras
roxas V11995 e V11996) apresentou, inclusive, coeficiente de
similaridade igual a 1,00, ou seja, apresentaram uma
similaridade total em seus padrdes peroxiddsicos. Cabe
salientar que estes dois individuos foram coletados de
pontos muito prbéximos de uma mesma localidade (Bom Retiro -
SC), podendo assim ser plantas irmds. Como P.dilatatum
anteras roxas se reproduz por apomixia, & esperada a
ocorréncia de clones de individuos geneticamente idénticos

coexistindo lado a lado,
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V11.958 V11.961 .V11.967 VI11.995 V11.996 V12018 V12030 V12031 V12037 V12070

Figura 3: Padrdes peroxiddsicos dos individuos de Paspalum
dilatatum anteras roxas. Ao lado de cada banda estl indicada
a parte da folha (p= ponta, m= meio, b= base) em que a mesma
foi detectada. As Mrs de cada banda, nas duas condigdes de
migragao em que a andlise foi realizada, estdo indicadas 4
esquerda da figura. O padrao geral do bidtipo, que consiste
na reunidao de todas as bandas ativas que o mesmo apresentou,
e a freqliéncia de cada banda no bidtipo estio indicados &
direita da figura. A largura de cada banda & proporcional 4
sua intensidade no gel: .... fraquissima;

) fraca,
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Figura 4: Padrdes peroxidasicos dos individuos de

P.dilatatum Torres tipico. Detalhes:

ver legenda da figura
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Figura 53 Padrdes peroxidasicos dos individuos de
P.dilatatum Torres armado. Detalhes: ver legenda da figura
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Figura 61 Padrdes peroxidésicos dos individuos de

P.dilatatum de Virasoro.

Detalhes:

ver legenda da figura 3.
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Figura & Padrdes peroxididsicos dos indivlduos de
P.dilatatum de Vacaria. Detalhes: ver legenda da figura 3.
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Figura 8: Padrdes peroxidasicos dos individuos pertencentes

4 forma morfologicamente intermedidria entre P.dilatatum

P.urvillei. Detalhes: ver legenda da figura 3.
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Figura 9 Padrdes peroxiddsicos dos individuos de

P.urvillei. Detalhes: ver legenda da figura 3.



Mr

Padrdo
6% 8% Geral
2,48 3,20 - === pmb === pmb — pmb — mb — — TR o === mb —_—
2,52 3,08 — === b —_ b — b —
2,20 2,80 - — P — P e I —
2,08 2,70 = — P"h —— pmb — P — DI — ’-b — Pﬂh _p.b A—
2,00 2,685 - — o b e omb — o mb — pmb = pmb — b —pmb e —pmb —_—
1,92 2,45 — —_— mb ——pmb —_ — mb _—
1,39 1 .35 - — pm o —
s 098 Lo = —pmb — pmb —_— om ——pmb — pmb ; -—— === pb e
0/981:00 i ,00_= _ w— Db — Db — b mb — pmb — b o— pmb —‘-’:h — pm b — pmb [=——
TEH LT | =vwm, | =T — o = = —
0,80 0,85 — b b b nb d "
= = == — ] A
0,70 0,83 - < ¥ - 4 -_—p — —
0,67 — - -_ ) e
0,64 0,70 — ~==pmb —_ — b — b — — —_—p —_—
0,566 0,64 __— s pib S— pmb = pmb — pmb ——pmb =—=pmb S pmb m—1P ——-pmb —
0,845’50 0l64—= —T"h » . £ —pmb? —pmb? '’ . —
0,44 0,49 - -— b —_ b " P -
+ 0,22 0,33 - —_ e —_—

O —

Freq.
8/9

3/9

3/9

T/9
9/9
4/9

179

w o

-~
oo

W WD =phN ==y
(7]
b
L]

~ o L N .
0 VO PYYROY VOW

2/79

V12016 V12007 Vi2014 V12040 V12047 V12064 V12008 V11234 V12075

Figura 10: Padrdes peroxidasicos dos individuos pertencentes
4 forma morfologicamente intermedidria entre P.urvillei e

P.juergensii. Detalhes: ver legenda da figura 3.
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Figura 12: Padrdes peroxiddsicos dos individuos de

P.intermedium. Detalhes: ver legenda da figura 3.



Tabela 3: Relacionamento dos individuos analisados de

P.dilatatum anteras roxas baseado nos indices de
similaridade de Jaccard a partir dos padrdes peroxiddsicos.
Sy = Indice médio de similaridade de Jaccard
intrataxonémico,
1 2 3 4 b 6 7 8 9

1)v1i19858 -

2)v1l1i961 0,77 = -

3)viigoe7 0,82 0,77 = Sy = 0,70

4)v11995% 0,73 0,567 0,568 =

5)V11996 0,73 0,57 0,58 1,00 =

6)vi2018 0,71 0,93 0,71 0,53 0,53 =

7)v1i2030 0,69 0,92 0,69 0,62 0,62 0,86 .

8)v12031 0,73 0,57 0,58 0,64 0,64 0,53 0,62 =
9)viz2070 0,83 0,92 0,83 0,62 0,62 0,86 0,85 0,62 *

P T N T N N T E T E E E E C o o o o o o T T T N I I e T T T T e Tt T T T TN T T M T T T T s mm e e e mm e e e e

Tabela 4: Relacionamento entre os individuos pertencentes 4
P.dilatatum Torres tipico. Detalhes: ver legenda da tabela

——a—f—f— a0 — S}

V12044 V11146 V4019 V4020 V8262

e — o — o — i — i ——— — i — ——

V12044 = Sy = 0,55

V11146 0,73 %

V 4019 0,71 0,85 =

V 4020 0,60 0,60 0,57 2

V 8262 0,36 0,27 0,31 0,55 a2
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Tabela 5: Relacionamento entre os individuos pertencentes 4
P.dilatatum Torres armado. Detalhes: ver legenda da tabela
3.

s i il | i S e i < D W W T S A . S . b W S o iy o i ) | | B, e i O W G W U Wy s B
e o T o T o= o o e e e T e e e e e e S M M e S ew S e e o S e e e e e . em e e . e = e e e e e e o e

— - — — - ————— v — . o T - " Ty . . T . -k Sy S . " S - vy S -~
L L S L L S S S S S S S EE S E s mE m s e m e e e s e e e e e e e e om n o o o o o o o o o ==

1)v12000 "

2)v12005 0,60 =
3)vizo03 0,87 0,60 =
4)vizoz2o 0,79 0,40 0,79 - Sy = 0,70
5)vizoz21 0,64 0,73 0,64 0,54 -

6)viz2o23 0,86 0,57 0,86 0,77 0,75 -

T)vV8120 0,69 0,64 0,80 0,60 0,68 0,79 -

8)v4441 0,80 0,64 0,93 0,71 0,69 0,79 0,86 -
9)viiio3 0,60 0,54 0,71 0,62 0,58 0,69 0,64 0,64 -

L A " oy i W . I S W A A e . e S A S o e . . s s~y o i~ e, i i, N, W e " s e e S . W ool . by S .
T e e o T e e e e e e e e e B R e M e o e e e e e e e e o e e e e e e e e e e e e e

Tabela 6: Relacionamento entre os individuos de P.dilatatum
de Virasoro. 1)V12066; 2)V12068; 3)v12058; 4)V12062;
5)v12063; 6)V10717; 7)V10652; 8)VI9809; 9)V12060 e 10)V12061.
Detalhes: ver legenda da tabela 3.

— v ———— T . T . T — S W — —— — — T —————— i ———— -
=g . L T R R T TR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1) -
2) ,71 - T
3) ,69 ,76 - Sy = 0,53
4) ,67 ,65 ,86 -
8% 17 .89 68 5} -
6) ,56 ,40 ,53 ,50 ,69 -
7) ,33 ,35 ,40 46 ,42 486 -
8) ;36,28  A¥F 550,45 " ,50 - ,86 -
TR R ) R D, | S (S T Sa—" ) S -
10).50 ,50 ,56 ,64 ,50 ,53 ,50 ,55 ,45 -

——3—f———4——4——f 80— — NGB i e S e et — S —
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Tabela 7: Relacionamento entre os individuos pertencentes 4
P.dilatatum de Vacaria. 1)V11966; 2)V11974; 3)V11987;
4)V11977; 5)V11989; 6)V11997; 7)V12015; 8)Vv1i2032; 9)V12035;

10)vV12051 e 11)V10811. Detalhes: ver legenda tabela 3.

e e e A S e e e S e e M M e e e e e e e e b e
== i R — A= - — - —

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1y -

2) ,60 -

3) +86 76 =

L) 668 78 1,00 = Sy = 0,65

B)LolT oLy B0 V5t oy O A

BY =787 =264 13 ST =enpiR e

7) ,69 y 64 y 60 , 60 y50 y62 -

8) ,50 s 67 ,» 91 y 91 , 80 s 64 1953 -

9) ,65 y 60 y 67 , 67 ' 8.7 y 47 199 y 71 =
10),73 69 ,64 , 64 y 54 s 67 y92 307 ,63 &
11),50 y 95 , 64 , 64 y 67 67 154 y 70 y 50 y 68 =

——— i —— i —— o M e e A e  —  — — ——— — — — —— - — o —
el g T R . T T
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Tabela 8: Relacionamento entre os individuos pertencentes 4
forma morfologicamente intermedihria entre P.dilatatum e
P.urvillei. 1)V11955; 2)V11959; 3)V11962; 4)V11964;
5)V11965: 6)V11968; 7)V11978; 8)v11980; 9)V11991; 10)V12019
e 11)V12046. Detalhes: ver legenda da tabela 3.

—— e e e e e e e S S R e e e b e S e e e e e G e e S —— - —————————— ————
B R R N L L N L L L L E e E E m E Em E E m m m e m Em e o o o o o o o o e o o o o S o o o o o o -

e e e e e e

4) S BO0%EE64 ;75 - Sy = 0,57
B) RS AN AE 4567 ;50 -

6) 4,46 ,62 ,57 ,44 V517 -

TISURAp it 62,47 ,50  ,53 -

8) ,50 ,54 ,62 ,57 ,40  ,44 4T -

gysuRea Al 62,57 ,40  ,63  ,57  ,83 -

10, B0 e 62 47 ,50 ,64 ,83 ,57 69 -

11) %80 4,64 75 : ,67 ,75 ,583 ,69 ,57 ,57 ,69 -

—— i ——— o ————————— ———————————————————————
it e i e

Tabela 9: Relacionamento entre os individuos de P.urvillei.
Detalhes: ver legenda da tabela 3.

—— - —————— o ——————————————————— —— —— i — — —— — o ——— ——
e e e T e e e e e e e e e e

o = e e e e e e e e San A ——— i —— i ———
b et = — A B e B - g — 4 G- Tt

V11970 =

v1i2001 0,53 = -

V12004 1,00 0,53 - Sy = 0,64

vizoi1r 0,56 0,67 0,56 <

V12017 0,53 0,56 0,53 0,88 =

V12028 0,47 0,58 0,47 0,78 0,88 =

viz048 0,54 0,67 0,54 0,59 0,56 0,59 -

v12057 0,57 0,50 0,57 0,71 0,80 0,81 0,71 =
viz2067 0,53 0,65 0,53 0,76 0,75 0,67 0,67 0,69 -

e R R e e e e e e .
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Tabela 10: Relacionamento os individuos pertencentes 4 forma
morfologicamente intermediiria entre P.urvillei o

P. juergensii. Detalhes: ver legenda da tabela 3.

— i —— — — ——— i —— i — — o — T — ——— i —
L L S T S S S S S S S S LSS oS-SS EEE=E=mEE===

e b b S v e o S S e e e " —— - i — i ———
e R e e T i e e e e e e e e e e ey

V12016 =

v1i2007 0,54 -

v1i2014 1,00 0,54 =

v1i2040 0,73 0,60 0,73 - EJ = 0,53

V12047 0,64 0,62 0,64 0,59 =

vi2064 0,38 0,43 0,38 0,37 0,53 -

v1i2008 0,21 0,25 0,21 0,17 0,20 0,31 =

vi1234 0,33 0,40 0,33 0,25 0,31 0,23 0,22 =

V12075 0,46 0,55 0,46 0,35 0,54 0,58 0,17 0,30 =

-~ —— — i —— — T ————_ T S e " i ——— — i ——— i —— T ——
——— -t ==
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Tabela 11: Relacionamento entre os individuos pertencentes

P. juergensii. Detalhes: ver legenda da tabela 3.

el e e e e e e —

e — o — i — T — ot — —
i . e S e fee e e e o = e = = —

V11963 -

V12054 0,47 = Sy = 0,52
V12065 0,70 0,64 =

V4383 0,29 0,47 0,44 -

v1i2043 0,54 0,63 0,62 0,44 -

o ————— T ————— T ——— i ——————————— T

Tabela 5 0P Relacionamento entre os individuos

P.intermedium. Detalhes: ver legenda da tabela 3.

V11840 V11849

—— e — ——— i ——

V11840 - S; =0,23

V11849 0,23

o8
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O menor Iindice de similaridade entre pares de individuos
deste bidbtipo foi de 0,53, que & ainda bastante alto se
compararmos com os demais valores obtidos pelas entidades
analisadas. Como pode ser visto na figura 3, P.dilatatum
anteras roxas apresenta seis bandas (Mrs 0,56-0,70; 1,00-
1,00; 1,08-1,10; °"2,00-2,66; - 2,08-2,70 e 2,48-3,20) gue
apareceram em todos os individuos analisados, sendo que
estas mesmas aparecem, em geral, nos trés tecidos
analisados. Outras bandas (Mrs 0,64-0,70; 0,80-0,85 e 1,92-
2,45) também aparecem em freqléncias altas, refletindo o
alto grau de similaridade entre os individuos deste bidtipo.
P.dilatatum anteras roxas apresentou somente trés bandas
raras (Mrs 0,50-0,54 ; 1,79-2,36 ¢ 2,20-2,80) dentre as
dezessete analisadas.

P.dilatatum Torres armado, como Jj& citado, também
apresentou o maior indice médio de similaridade de
Jaccard(§J=0,70; tabela 5), variando de $3=0,93 a §3=0,40
entre pares de individuos, sendo que estes indices
contrariam a correlag¢do que ocorre em geral, quanto & menor
distribuig¢io geografica, maior a similaridade entre os
organismos, pois S3= 0,93 ocorre entre V4441 e V12003, sendo

que estes individuos sSao coletados de municipios
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relativamente distantes e o Indice 0,40 ocorre entre V12020

e V12005, individuos coletados no mesmo municipio (ver
tabela 1). Como pode ser visto na figura 5, das dezesseis
bandas analisadas para este grupo taxonomico, cinco (Mrs

0,56-0,64; 1,00-1,00; 1,08-1,10; 2,00-2,55 e 2,48-3,20)
apresentaram uma frequéncia de 100% entre seus individuos.
Varias outras (Mrs 0,64-0,80; 0,80-0,85; 0,95-0,97; 1,15~
1,17 e 2,08-2,70) tambdém apresentaram freqliéncias bastante
altas. Para este bibdtipo, somente duas bandas foram raras
(Mrs 0,54-X e 0,70-0,83). Este dado aliado ao grande nlmero
de bandas bastante freqlientes, demonstra uma alta
similaridade entre os individuos deste bidtipo.

P.dilatatum de Vacaria apresentou um alto Iindice de
similaridade de Jaccard(§J=0,65; tabela 7). Conforme pode
ser observado na figura 7, das vinte bandas detectadas para
o grupoy ' c¢inco (Mrs 0,56-0,64; 1,00-1,00; 1,08-1,10; 2,00~
2,55 e 2,08-2,70) apareceram em todos os individuos e outras
tres {Mrs 0,64-0,80; 0,80-0,85 e 2,48-3,20) também
apresentaram uma freqliéncia alta. Este bidtipo apresentou
sete bandas raras (Mrs 0,22-0,30; 0,48-0,51; 0,50-0,54;
0,87-0,95; " 0,95-0,;,97; 1,18-1,24 e 2,10-2,74),  com  excegao

das bandas de Mrs 0,50-0,54 e 0,95-0,97, as demais aparecem
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uma tinica vez, o que demonstra diferengas entre 0s
individuos, apesar do alto indice de similaridade de Jaccard

encontrado para este bibtipo.

P.urvillei apresentou um Indice de similaridade
relativamente alto(S3;=0,64). Dois individuos (V11970 o
V12004) apresentaram padrdes idénticos, me smo sendo

originArios de municlpios diferentes. O menor 1ndice de
similaridade encontrado entre os individuos foi de $3=0,47.
Quatro das vinte e cinco bandas analisadas para esta espécie
apresentaram uma frequencia total entre seus individuos (Mrs
0,56-0,70; 1,00-1,00; 1,08-1,10 e 2,48-3,20) e outras quatro
ocorrem em altas freqliéncias (Mrs 0,80-0,95; 1,92-2,45;
2,00-2,556 e 2,08-2,70). Oito bandas sao raras (Mrs 0,48-X;
0,70-0,83¢ 1,3186-1,17; 1,72-2,293 1,76-2,33; 1,86=X; 2,01-
2,68 e 2,10-2,74), sendo que cinco destas pertencem a um
tnico individuo (V12079). Estes dados podem ser observados
na tabela 9 e na figura 9.

A forma morfologicamente intermedidria entre P.dilatatum
e P.urvillei apresentou um indice médio de similaridade de
Jaccard intermedirio (§J=O,57; tabela 8), com uma variagao
de 0,83 a 0,38 entre pares de individuos. Conforme pode ser

visto na figura 8, das onze bandas detectadas para este
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grupo taxonomico, somente trés (Mrs 0,56-0,64; 1,08-1,10 e
2,00-2,55) apareceram em todos os individuos, mas outras
quatro bandas apresentaram uma alta freqliéncia (Mrs 0,80-
0,85; 1,00-1,00; 2,08-2,70 ¢ 2,48-3,20), o que demonstra uma
similaridade relativamente alta entre os individuos
amostrados. Das dezenove bandas analisadas, seis foram raras
(Mrs 0,50-0,54; 0,70-0,83; 0,96-0,87; '1,;15-1,17; 1,39-1,35 e
2,10-2,74).

P.dilatatum Torres tipico obteve um indice de
similaridade de valor médio(gJ=0,55; tabela 4), variando de
0,85 a 0,27 entre pares de individuos, sendo que o indice de
0,85 foi encontrado para os individuos V4019 e V11146,
plantas coletadas em localidades diferentes. De dezesseis
bandas analisadas, quatro (Mrs 0,56-0,64; 1,00-1,00; 2,00-
2,55 e 2,48-3,20) estiveram presentes em todos os seus
individuos e na maioria dos casos presentes em todos os
tecidos e outras trés (Mrs 0,54-X; 1,08-1,10; 1,15-1,17)
apareceram em quase todos os individuos analisados.
Apresentou duas bandas raras (Mrs 0,44-0,49 e 0,50-0,64).
(Ver figura 4).

P.dilatatum de Virasoro apresentou um indice de

similaridade de Jaccard de valor intermediirio (83=0,53;
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tabela 6). Encontrou-se uma grande varia¢do nas comparagoes
entre as plantas, com os limites de 0,86 a 0,29. Como
demonstra a figura 6, de vinte bandas analisadas para este
grupo; c¢inco (Mrs 0,56-0,64; 1,00-1,00; 2,00-2,55; 2,08-2,70
e 2,48-3,20) apareceram em todos os individuos estudados.
Este bidtipo apresentou cinco bandas raras (Mrs 0,54-X;
0,70-0,83; 1,165-1,17; 2;20-2,80 ¢ 2,26-3,00).

A forma morfologicamente intermedidria entre P.urvillei e
P, juergensii apresentou um indice de similaridade também
intermedihArio (S;=0,53; tabela 10). Na comparagao entre as
plantas duas a duas, encontrou-se uma similaridade total nos
padrdes de V12014 e V12016, provenientes de uma mesma
localidade, e apresentou similaridades muito baixas entre
outros pares de individuos. Destaca-se a planta V12008 que
apresentou baixos 1indices de similaridade com todos os
outros individuos analisados (S53=0,31 a 0,17), inclusive com
V12007 a qual pertence & mesma populagao. Conforme pode ser
observado na figura 10, das vinte e duas bandas analisadas
para este grupo, somente uma (Mrs 2,00-2,55) apareceu em
todos os individuos e seis (Mrs 0,56-0,64; 0,64-0,80; 1,00~
1,00; 1,08-1,10; 2,08-2,70 e 2,48-3,20) apareceram na

maioria dos individuos analisados para esta entidade. 0



bidbtipo apresentou quatro bandas que sd apareceram em um
tnico individuo (Mrs 0,67-X; 0,98-X; 1,05-X e 1,39-1,35),
sendo que trés delas sd apareceram em uma condigao de
revelagao, e outras trés bandas também raras (Mrs 0,22-0,30;
0,70-0,83 e 0,87-0,95). Este menor niumero de bandas com
freqiiencias altas e alto nidmero de bandas raras retrata uma
menor similaridade entre os individuos desta entidade
taxonomica.

P. juergensii apresentou um Indice de similaridade médio
de (§J=0,52}, com uma variagao de 0,29 a 0,70 quando
comparou-se o8 indivliduos dois a dois, como pode ser visto
na tabela 11. Conforme demonstra a figura 11, das vinte e
duas bandas analisadas para esta espécie, cinco (Mrs 0,56~
0,705 0,64-0,80; 2,01-2,68; 2,10-2,74 e 2,48-3,20)
apresentaram-se em todos os individuos e outra trés (Mrs
0,80-0,85; 1,05-X e 1,10-X) apresentaram uma alta freqliéncia
entre os individuos. O bidtipo apresentou o maior nimero de
bandas raras, num total de 11 (Mrs 0,45—0,51; 0,54-X; 0,95-
0,97; 1,00-1,00; 1,08-1;10; 1,15-1,17; 1,92-2,45; 2,20-2,80}
2,22-X; 2,26-3,00 e 2,32-3,12). Estes dados retratam uma
alta variagao génica entre os individuos desta espécie,

P.intermedium apresentou o menor indice de similaridade
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de Jaccard [§J=0,23; tabela 12), mas este resultado pode ser
devido ao pequeno numero de individuos da amostra analisada.
Pelo mesmo motivo, nao consideramos nenhuma banda rara para
esta espécie, pois o aparecimento de uma banda em apenas um
individuo implicaria em 50% da amostra. A divergéncia
isoenzimitica entre os dois individuos analisados foi
bastante grande, pois das onze bandas analisadas para esta
espécie, apenas quatro (Mrs 0,56-0,64; 1,00-1,00; 2,00-2,55
e 2,08-2,70) apareceram nos dois individuos. Estes dados
podem ser observados na figura 12.

Para poder comparar melhor o grau de relacionamento entre
os individuos de cada entidade taxondémica, foram construldos
fenogramas, Para isto, além do coeficiente de similaridade
de Jaccard, foram calculadas duas medidas de distancia entre
os indivliduos analisados: distancia Manhattan e distidncia
Euclidiana. Foram construldos trés fenogramas, wutilizando
para cada um, uma destas medidas. A unidade operacional,
OTU, foi o individuo, e os caracteres (bindrios) foram as
bandas peroxididsicas com dois estados: presente (1) e
ausente (0). Os agrupamentos foram feitos pelo método UPGMA.
Como os fenogramas obtidos com as diferentes anlAlises foram

muito semelhantes, & apresentado apenas o fenograma obtido
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com a distancia Manhattan e os demais sdo citados em casos
em que hi interesse. Este fenograma foi escolhido para ser
apresentado por ter sido o que promoveu maior nlmero de
agrupamentos entre individuos pertencentes 4 uma mesma
entidade taxonomica, Mesmo assim, conforme pode ser visto na
figura 13, observa-se uma grande dispersao entre individuos
da mesma espécie ou bidtipo.

P.dilatatum anteras roxas e P.dilatatum Torres armado,

apresentaram o maior Iindice médio de similaridade de
Jaccard (SJ = 0,70), e apresentaram bastante agrupamentos
entre seus individuos nos fenogramas. Entretanto, mesmo

estas entidades nao formam agrupamentos envolvendo apenas
individuos de seu préprio taxon. P.dilatatum anteras roxas
apresenta seus individuos concentrados em dois grandes
agrupamentos. Um deles relne trés individuos deste bidtipo
junto com outros trés de P.dilatatum de Vacaria, um de
P.dilatatum de Virasoro e dois da forma morfologicamente
intermedidria entre P.dilatatum e P.urvillei. O segundo
agrupamento reline seis individuos de P.dilatatum anteras
roxas e-dois da forma morfologicamente intermediAria entre
P.urvillei e P,juergensii. Confirmando os resultados do

coeficiente de similaridade de Jaccard para o bidtipo
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anteras roxas, alguns pares de individuos apresentaram

distancia Manhattan e Euclidiana igual a gzero, ou seja,
apresentaram uma similaridade total em seus padroes
peroxidisicos. P.dilatatum Torres armado formou um grande
agrupamento de sete individuos, no total dos oito

analisados, reunidos junto com um de P.dilatatum de Virasoro

e um de P.dilatatum Torres tipico.

P. juergensii, apesar de ter apresentado um baixo 1ndice
médio de similaridade de Jaccard (Sy3y = 0,52), formou wum
agrupamento englobando quatro dos cinco individuos

amostrados. Este agrupamento foi o llltimo a se reunir aos
demais grupos, indicando um maior afastamento de
P. juergensii com relagao As demais entidades analisadas.
Outros agrupamentos envolvendo um nlmero considerdvel de
individuos do mesmo bidtipo foram formados por cinco
individuos de P.urvillei, um outro formado por também cinco
individuos da forma morfologicamente intermedidria entre
P.dilatatum e f.urvillei e P.dilatatum anteras amarelas de
Vacaria formou dois agrupamentos envolvendo trés e quatro
individuos. Entretanto, em nenhum destes houve a reuniao
exclusiva de individuos de uma mesma entidade taxonomica. O

maior agrupamento de P.dilatatum de Virasoro envolveu quatro
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individuos Jjuntos com outros de diferentes entidades e as

demais seis plantas analisadas ficaram dispersas no
fenograma, Os individuos de P.dilatatum Torres tipico, bem
como da forma morfologicamente intermediiria entre

P.urvillei e P.juergensii, praticamente ndo se agruparam.
Também P.intermedium nao agrupou seus dois individuos em
nenhum dos fenogramas feitos, ficando os mesmos juntos com
individuos morfologicamente intermedidrios entre P.dilatatum
e P.urvillei e entre P,urvillei e P.juergensii.

Os fenogramas construidos a partir da distancia
Euclidiana e pelo coeficiente de similaridade de Jaccard,
apresentaram o mesmo padriao de agrupamentos entre oS
individuos amostrados, mantendo a caracteristica de nao
agrupar somente individuos pertencentes a uma tdnica entidade

taxonomica.

3.1.2. Diferenciagao Intertaxondémica

Para melhor avaliar as diferengas entre as espécies e
bibtipos analisados do género Paspalum, reunimos os padrdes
gerais de cada entidade taxonomica com a freqiéncia de cada

banda na figura 14.
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No sistema isoenzimbdtico das peroxidases, o numero de
bandas por entidade variou de onze a vinte e cinco,
correspondendo respectivamente & P.intermedium e P.urvillei,
com um total de trinta e quatro bandas no género,
considerando as entidades analisadas.

A partir destes padrdes foi elaborada a tabela 13, a qual
caracteriza cada uma das entidades taxondmicas quanto 4
presenga (+) ou auséncia (-) de cada uma das bandas
peroxidisicas detectadas neste estudo. Estdo em destaque (%)
as bandas que foram presentes em todas as entidades.

Como pode ser visto na tabela 13 e figura 14, dentre as
34 bandas existentes para o sistema das peroxidases, somente
quatro bandas (Mrs 0,44-0,49; 0,56-0,64; 0,80-0,85 e 1,00-
1,00) foram comuns a todas as entidades. No entanto,
nenhuma destas bandas ocorreu em todos os individuos
analisados. A linica banda que apareceu em praticamente todos
os individuos (com excegao de um) foi a banda de Mrs 0,56-
0,64.

Algumas bandas como: Mrs 0,22-0,30; 0,50-0,54; 0,64-0,80;
0,95-0,97; 1,08-1,10; 1,92-2,46; 2,00-2,55; 2,08-2,70; 2,32-
3,08 e 2,48-3,20 apresentaram uma alta freqlléncia entre as

entidades taxonomicas, aparecendo em pelo menos oito
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espécies ou bidtipos analisados. (Vide tabela 13 e figura
14).

Do total de dez espécies, bidtipos ou formas
morfologicamente intermediArias estudadas, apenas cinco
entidades mostraram bandas especificas. As bandas de Mrs
0,67-X e 0,98-X sb ocorreram na forma morfologicamente
intermediAria entre P.urvillei e P.juergensii; as bandas de
Mrs 1,10-X e 2,22-X foram especificas de P. juergensii; as de
Mrs 1,72-2,29 e 1,85-X sb ocorreram em P.urvillei; a de Mrs
1,79-2,36 ocorreu em P.dilatatum anteras roxas e a de Mrs
1,18-1,24 em P.dilatatum de Vacaria (ver tabela 13 e figura
14). Entretantoe essas bandas nao caracterizam cada uma
dessas entidades porque sempre ocorreram em apenas um Unico
individuo da mesma. A dnica excegao & a banda de Mr 1,10-X
que ocorreu em quatro dos cinco individuos de P. juergensii.

Outras bandas, tais como: Mrs 1,05-X; 1,39=1,35; 1,76~
2,33; 2,01-2,68 e 2,26-3,00) também saoc bandas raras no
género mas estas aparecem em pelo menos duas ou trés
entidades taxonomicas. Estes dados também podem ser

observados na figura 14 e na tabela 13.
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6% 8%
2,48 3,20 - —10/10 —g /G —9/9 —_—10/10 —0/1 —lo/11 —111 —8/9 —5/8
2,32 3,08 - —B/0 —3/8 —4/10 —4 /11 —8/11 —e/1 —_—3/9 -=-1 /B
228 3,00 - -==1 /10 —1 /8
2,22 — - e /B
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2,10 2,74 - —_—i s/ —n11 1SN —
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Figura 14: Padrdes peroxidasicos gerais das espécies e
bibtipos analisados do género Paspalum. Ao lado de cada
banda & dada a freqiéncia em que a mesma ocorreu em cada
entidade taxonomica. A abreviatura das entidades estido
conforme a tabela 1 e demais detalhes, ver legenda da

figura 3.



Tabela 13: Caracterizagao das espécies e bidtipos analisados

do geénero Paspalum quanto & presenga (+) ou auséncia (-) das
bandas peroxidisicas detectadas nas trés partes da folha de
individuos adultos de cada entidade taxonomica. A
abreviatura dos nomes das entidades estdo conforme a tabela
1. (¥) = bandas presentes em todas as entidades.

Bandas(Mrs) Entidades Taxonomicas

6% 8% DIAR DITT DITA DIVI DIAA DIUR URVI URJU JUER INTE
0,22-0,30 + + + + + - + + + -
0,44-0,49 + + + + + + + + +
0,48-0,51 = = - - + - + = + +
0,50-0,54 + + + + - + + + K -
0,54-X - + + + - - + + + -
0,56-0,64 + + + + + + + + + +
0,64-0,80 + * + + + + + + + -
0,67-X = - = - - - - + - -
0,70-0,83 + - + + = + + + - +
0,80-0,85 + + + + + + . + - -
0,87-0,95 = - - - + + + + - +
0,95-0,97 - + + + + + + + & &
0,98-X = = = = = - = + = -
1,00-1,00 + = + + + + + + + +
L305=X - = = = = - ~ + + +
1,08-1,10 = + + + + + + + + -
1;310=X = - = - - - - - + -
1, 18=1.,17 = + + + + + + = + =
1,18=1,24 = ~ - - + - - - ~ -
1,38=1.,35 = - ~ - - + - - - -
1,72=2,29 = = = - = - + - - -
1,76-2,33 + - - + - - + - - -
1,79=2,36 + - - - - - - - - -
1,85-X = - - - - - e - - -
1,92-2,45 + + + + + + + + + -
2,00-2,55 + + + + + + + + - +
2,01-2,68 = = = - = - + - + -
2,08-2,70 - + - i + + - B - +
2,10-2,74 = = = - + + + - + -
2,20-2,80 + o = + + + + + + -
2,22-X - - - - - - - - - -
2,26-3,00 - - - + - - - - S -
2,32-3,08 + + = + + + + + + -
2,48-3,20 * + + + + + + + + -
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Na tabela 14 sao apresentados os coeficientes de
similaridade mé&édios de Jaccard (EJ) entre as diferentes
entidades taxonomicas analisadas, obtidos pela média dos
coeficientes de similaridades entre pares de individuos de
entidades taxonomicas distintas, duas a duas. O 1ndice de
similaridade médio entre os bidtipos de P.dilatatum foi de
§J=0,56. com uma variagao de SJ=OTSO entre P.dilatatum de
Virasoro o P.dilatatum Torres tilpico a 0,65 entre
P.dilatatum de Vacaria e P,dilatatum anteras roxas.

A similaridade entre os dois bidtipos de P.dilatatum de
Torres (Torres tipico e Torres armado) foi alta (§J=0,59),
mas dentro dos limites encontrados para os demais bibtipos
de P.dilatatum.

0O indice médio de similaridade de Jaccard intertaxonémico
dos bibtipos de P.dilatatum com as demais entidades
estudadas & de §J=0,44 e o indice médio de todo o género &
de §J=O,45. Como pode ser visto na tabela 14, todos os pares
de espécies e bidtipos apresentam Indices de similaridade
bastante altos, excetuando-se as duas espécies dipldides,
P. juergensii e P.intermedium gque sao nitidamente as mais

diferenciadas.

Estes dados foram reorganizados na tabela 15, na qual sdo
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apresentados, para cada espécie, em ordem decrescente, o0s
tres maiores & oS trés menores coeficientes
de similaridades, além do coeficiente médio (EJ) gque cada
entidade apresenta com todas as demais analisadas do geénero.

Os maiores Indices de similaridade obtidos entre pares de
entidades taxonomicas analisadas envolvem o) bidtipo

P.dilatatum anteras roxas, sendo que o maior S35 foi entre

este e P.dilatatum de Vacaria (Sy = 0,65). O menor Indice de

similaridade de Jaccard foi entre P. juergensii e
P.intermedium (Sj = 0,14), seguido por Sj3; = 0,24 para
P. juergensii e a forma morfologicamente intermedidria

entre este e P.urvillei,

Como pode ser visto na tabela 15, P.dilatatum anteras
roxas apresentou o maior 1indice de similaridade médio
intertaxondomico (gJ = 0,52) e P.juergensii apresentou o
menor (EJ = 0,26). Também pode-se observar que P.urvillei
apresenta altos Indices de similaridade c¢om praticamente
todos os bibtipos de P.dilatatum, sendo &4s vezes mais
similar com eles do que alguns pares de bibtipos da espécie
P.dilatatum entre si. A forma intermedidria entre
P.dilatatum e P.urvillei apresentou grande similaridade

tanto com P.dilatatum de Vacaria (0,61) como com P.urvillei
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{(0,566).

A forma intermediaria entre P.urvillei e P.juergensii foi
bastante similar & P.urvilleil (SJ=0T52}, mas foi com
P. juergensii que apresentou o menor Indice de similaridade
(55=0,24).

Foram feitos fenogramas das diferentes entidades
taxonomicas analisadas, utilizando como OTU, a espécie ou
bidtipo comparados pela freqliéncia das bandas peroxiddsicas
detectadas em cada entidade. As medidas utilizadas foram
distancia Manhattan e distdncia Euclidiana.

Na figura 15 & apresentado o fenograma obtido através de
distancia Manhattan. Neste fenograma, P.dilatatum de Vacaria
agrupou-se com a forma morfologicamente intermediliria entre
P.dilatatum e P.urvillei e a este agrupamento ligou-se
P.dilatatum anteras roxas, seguido por P.urvillei, a forma
morfologicamente intermediiria entre P.urvillei e
P. juergensii, P.dilatatum de Virasoro e o agrupamento Ja
formado entre P.dilatatum Torres tlpico e Torres armado.

P,intermedium e P.,juergensii foram os UuUltimos a se
ligarem a todo o grupo com distancias genéticas bastante

elevadas, como podemos verificar na figura 15.
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Tabela 14: Coeficientes de similaridade médios de Jaccard
(gJ} intertaxondémico, obtidos pela média dos coeficientes
entre pares de individuos pertencentes a entidades
taxonomicas distintas para os dados das peroxidases. Em
destaque, & dado o coeficiente de similaridade médio
intertaxonomico para o género como um todo, o 1ndice de
similaridade médio entre os bidtipos de P.dilatatum, e o
indice de similaridade entre os mesmos e as demais espécies

estudadas.

—— e e e e s M e G e e M SEm e S e S e S e - — o —  w  —  —  — —— —— i —
——3—f— St — -t ——f—f—

DIAR DITT DITA DIVI DIAA DIUR URVI URJU JUER INTE

iy e e i i iy e .| W, O W A W | S | S S W b - O s W s i s i e NS W W, W Uy Sl Y e W D s oy Sl e S o il iy A
e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ==

DIAR - =3

DITT 033 = SJ(1]=0,56

DITA 058 0,569 - o

DIAA 0,656 -0,53' 0,54 0,565 =

DIUR 0,61 0,48 0,63-0285F 0761 =

URVI 0,63 0,64 0,60 ©;&67 0,60 0,56 -

URJU 0554 0,46 0,45 @47 04,:56217°0,50 0,52 -

JUER 0,28 0,27 0532 0,286 0,29 0,28 0,30 0,24 -

INTE 0531 0,37 "3, 8 Gl @ 32 033 0,300,291 0514 =
gJ do género = 0,45

éJ(l} = coeficiente de similaridade médio entre os bidtipos

de P.dilatatum.

Sy(2) = coeficiente de similaridade médio entre os bidtipos
de P.dilatatum e demais entidades do género.
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Tabela 15: Relacionamento entre as espécies e bidtipos de

Paspalum baseado nos maiores e menores indices de

similaridades apresentados na tabela 14, Sj; = coeficiente de

similaridade médio global da entidade com todas as demais

analisadas. As abreviaturas dos nomes das entidades

taxonomicas estao conforme a tabela 1.

s e " .y WD W S S i > - — —— - —— " i S ] " — O~ S —— —— T — ;- — " - - - -
e e R i e e e e e

ENTIDADE Sj; ENTIDADES MAIS RELACION. ENTIDADES MENOS RELACION.

DIAR 0,52 ,65:DIAA ,63:URVI ,61:DIUR y03:DITT ,31:INTE ,28:JUER
DITT 0,46 ,59:DITA ,54:URVI ,53:DIAA y46:URJU ,27:JUER ,27:INTE
DITA 0,50 ,60:URVI ,59:DITT ,58:DIAR y45:URJU ,32:JUER ,31:INTE
DIVI 0,48 ,58:DIAR ,57:URVI ,55:DIAA y47:URJU ,31:INTE ,25:JUER
DIAA 0,51 ,65:DIAR ,61:DIUR ,60:URVI y92:URJU ,32:INTE ,29:JUER
DIUR 0,49 ,61:DIAA ,61:DIAR ,56:URVI ,48:DITT ,33:INTE ,28:JUER
URVI 0,51 ,63:DIAR ,60:DIAA ,60:DITA y52:1URJU ,30:JUER ,30:INTE
URJU 0,44 ,54:DIAR ,52:DIAA ,52:URVI +»45:DITA ,29:INTE ,24:JUER
JUER 0,26 ,32:DITA ,30:URVI ,29:DIAA y25:DIVI ,24:URJU ,14:INTE
INTE 0,29 ,33:DIUR ,32:DIAA ,31:DIVI y29:URJU ,27:DITT ,14:JUER
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Figura 15: fenograma obtido através de freqlléncias de bandas
isoperoxidisicas apresentadas pelas entidades taxondmicas
analisadas do género Paspalum. Andlise feita a partir de

distancia Manhattan e método de agrupamento UPGMA.
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3.1.3 Regulagao Tissular

Quanto & regulagao tissular, observou-se uma grande
variagao no padrao de atuagao dos loci que controlam as
isoperoxidases nas trés partes analisadas da folha. Assim
sendo, uma mesma banda pode estar presente sb na ponta da
folha em um determinado individuo e sd na base de outro.
Para melhor quantificar esta variabilidade na regulagao
génica, construlmos a tabela 16 na qual mostramos a
freqliencia de individuos em que cada banda ocorreu sd na
ponta da folha, sb no meio e sd na base ou simultaneamente
na ponta e no meio, na ponta e na base e no meio e na base
ou ainda estava totalmente ausente no individuo ou presente
nos trés tecidos simultaneamente. Como pode ser visto na
tabela 16, a variagdo & muito grande. Cinco bandas (Mrs
0,56-0,64; 1,00-1,00; 1,08-1;10; 2,00-2,55 e 2,40-3,20)
ocorreram simultaneamente nas trés partes da folha em_EO% ou
mais dos individuos analisados. Mas mesmo nesses caSos,
alguns outros individuos apresentaram estas mesmas bandas
restritas a um ou dois tecidos. Assim, por exemplo, a banda
de Mrs 2,00-2,55, uma banda forte e de facil detecgao,

ocorreu nas trés partes da folha em 78% dos individuos
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analisados, mas sb ocorreu na base de 4% dos individuos, na
ponta e meio de outros 4%, na ponta e base de 1%, no meio e
base simultaneamente de 6% e ndo foi detectada em 7% dos
individuos analisados.

Com excegao das bandas raras, as quais apareceram uma
inica vez, nao obtivemos bandas que nio tenham aparecido nos
trés tecidos pelo menos uma vez. Sendo assim, ndo foi
possivel detectar alguma banda especifica de um determinado
tecido, apesar de que as bandas 0,22-0,30; 0,44-0,49; 0,64-

0,80 e 2,20-2,80 apareceram preferencialmente na ponta.
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Tabela 16: Apresentagdo de todas as bandas isoperoxiddsicas
detectadas nas entidades taxondmicas analisadas do género
Paspalum com suas respectivas freqgliéencias obtidas a partir
do nlimero de vezes que cada banda apareceu em determinado(s)
tecido(s) pelo nlmero total de individuos analisados. P =
ponta; M =meio e B =base.

—— i —————— T ——————————— i ——————————— ——— - - — . ———— " — i —————— " oo —
- RN s N S S S S S S S S S S S S S S S S S S SR SRS EEEEEEDEDEEmEEmEm=ZmzmzDmz=z==

Banda P M B P-M Pw=B M-B P-M-B Ausente
0,22-0,30 0,24 0,01 00k 8,01 0,05 i - 0,68
0,44-0,49 0,17 0,01 0,08 0,04 0,07 0,01 = 0,61
0,48-0,51 - = = ... 0,04 = 0,01 0,96
0,50-0,54 0,05 0,02 0,08 0,01 0,01 0,04 0,13 0,65
0,54-X : 5 0,05 = 0,01 0,04 0,07 0,83
0,56-0,64 — = 0,01 e — 0,12 0,86 0,01
0,64-0,70 0,43 0,05 0,02 0,07 0,08 0,04 0,05 0,26
0,67-X 5 = 0,01 = = = &= 0,99
0,70-0,83 0,04 ~ 0,06 &= 0,02 0,05 0,01 0,82

0,80-0,85 0,17 0,01 0,06 0,05 0,13 0,05 0,30 0,24
0,87-0,95 0,01 0,04 0,02 0,01 0,01 0,04 0,02 0,84
0,96<0,97 0,04 0,02 0,02 0,04 0,04 0,05 0,12 0,69

0,98-X = = = = 0,01 = — 0,99
1,00-1,00 = 0,0 0,04 0,01 0,01 0,07 0,77 0,08
1,06-X 0,01 = E = = 0,01 0,05 0,93
1,08-1,10 0,05 0,02 0,01 0,08 0,01 0,08 0,60 0,14
1,10-X = e = = - 0,01 0,04 0,95
15 18=13 17 0,086 0,01 0,01 0,01 - 0,04 0,13 0,74
1,18-1,24 0,01 = = = = = = 0,989
1,39-1,35 0,01 = 4 0,01 0,01 = & 0,97
1,72-2,29 0,01 = - = = e = = 0,99
1, 76=-2;33 0,02 = 0,02 0,01 - 0,01 = 0,94
1,79-2,36 = = 0,01 ™ = = = 0,99
1,85-X 0,01 = i " - - - 0,99
1,92-2,45 0,09 0,04 0,08 0,06 0,01 0,11 0,17 0,44
2,00-2,55 = = 0,04 0,04 0,01 0,06 0,78 0,07
2,01-2,68 0,01 - = 0,01 - 0,01 0,04 0,93
2,08-2,70 0,13 0;02 0,01 0,21 0,02 0,08 0,36 0,15
2+:30-2; T4 0,01 - 0,04 0,01 = 0,01 0,04 0,89
2,20-2,80 0,14 0,02 0,04 0,04 < % = 0,76
2422-X = 0,01 = = = = = 0,99
2,26-3,00 = - = 0,01 0,01 - - 0,98
2332-3,08 - 0,056 0,09 - 0,04 0,14 0,06 0,61

2,48-3,20 0,02 0,02 0,09 0,04 0,04 0,23 0,50 0,06

Sl | S N i i i A L Al -kt R, g T P D | S S s Sl e A iy At~ = ok il |y e i s i i | i i~ i, s | i . | e
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3.2 Superdxido dismutases

Para o sistema das superdxide dismutases, analisamos
bandas anbdicas e catddicas. Foram detectadas um total de
vinte e seis bandas, no entanto analisamos somente vinte e
duas, pois as demais nao permitiram uma definigao segura de
sua homologia, impossibilitande uma anilise segura das
mesmas. Vinte destas bandas, apresentaram-se nas duas
condigoes de revelagao do gel e as outras duas sd se
separavam na migrag¢do em gel de 6%. Assim como para o
sistema das peroxidases, foram analisadas separadamente tres
partes da folha adulta (ponta, meio e base).

Na figura 16 & apresentado um gel de poliacrilamida
revelado para o sistema de superdbxidec dismutases. Neste gel
utilizamos gquatro individuos pertencentes a duas entidadés
taxonomicas do género Paspalum. Ao lado direito do gel estido
indicadas as Mrs das principais bandas detectadas neste gel.
Pode-se observar algumas diferengas regulatdrias entre os
diferentes tecidos analisados, e poucas diferengas entre os
individuos, mesmo fazendo parte de entidades taxondmicas

diferentes.
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—03% 0,45
=031 0,33
==0,i3 o,
—0,42 059

Figura 16: Isoenzimas de superdbxido dismutases de quatro
individuos do género Paspalum: V12019 (controle) = forma
morfologicamente intermediiria entre P.dilatatum S
P.urvillei (aplicag¢des 1-2-3-10-11-12-19-20); V11968 = forma
morfologicamente intermediiria entre P.dilatatum e
P,urvillei (4-5-6-13-14-15); V4383 = P, juergensii (7-8-9) e
V11955 £ forma morfologicamente intermedidria entre
P.dilatatum e P.urvillei (16-17-18). A ordem das trés

aplicagdes de cada individuo & ponta, meio e base da folha.
As Mrs das principais bandas analisadas neste gel encontram-—
se ao lado direito da figura. Migragao em gel de
poliacrilamida 7% e tampdes descritos por Roose e Gottlieb

(1970).
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3.2.1 Variagao Intrataxondédmica

Nas figuras 17 a 26 estaoc representados para cada
entidade taxonomica, os padroes de superdxido dismutases de

cada individuo. Ao lado de cada banda estd indicado of(s)

tecido(s) em que a mesma foi detectada. As Mrs de cada
banda, nas duas condigdes de migragao estdo indicadas 4
esquerda da figura e ao lado direito, estao presentes o

padrao geral da entidade e a freqlléncia da banda na mesma. A
partir dos padrdes apresentados nestas figuras, foram
calculados os coeficientes de similaridade de Jaccard entre
os individuos comparados dois a dols. Estes coeficientes sao
apresentados nas tabelas 17 a 26, mostrando em destague o

indice médio de similaridade de Jaccard intrataxondémico.

P.dilatatum de Vacaria apresentou o mais
alto indice médio de similaridade de Jaccard (835=0,69;
tabela 21), com uma variag¢ao de 0,40 a 1,00, ou seja,

comparando os individuos dois a dois, estes compartilham no
minimo 40% de suas bandas isoenzimaticas, houve um caso em
que dois individuos (V12015 e V11987) compartilham todas as
suas bandas. O Iindice 0,40 ocorreu entre V11974 e V11977,
plantas coletadas no mesmo municipio. Conforme mostra a

figura 21, das quinze bandas analisadas, trés apareceram em

85



Padrdo
6% 7% Geral Freq
1,00 1,00 — = pmb —_— P —pmb —_— ) = pmb -—-pn: — :::z
i s — pmb —pmb i — pmb — pmb —pm e 1710
ciage oo DI = e Ml == = s
0:54 0’.60 — —_—m — mb — mb — b === b — psi
o058 2= - s B —
- p— 6/ 10
o3y o35 = T — b = =t s = —_— mb —pmbd —_ 9710
273:?13 g',ﬁc@-" :;:: — pmpPP :3:: = 0" — pb = = =0 o — R — 107104/
-0,14 -0,17 — —_ b — 1710
088 P38 == == Bols
V12030 V11995 V11967 V11961 V11996 V12018 V11558 V12037 V12031 V12070

Figura 17: Padrdes de superdxido dismutases dos individuos
de P.dilatatum anteras roxas. Ao lado de cada banda esth
indicada a parte da folha em que a mesma foi detectada
(p = ponta, m = meio e b = base). As Mrs de cada banda, nas
duas condigdes de migrag@o em que a andlise foi realizada
estao indicadas 4 esquerda da figura. O padrio geral do
bibtipo, o qual retdne todas as bandas analisadas e a

~freqliéncia em que cada banda ocorre no bidtipo sio indicados

& direita da figura. A largura de cada banda & proporcional
& sua intensidade no gel: .....fraqulssima,

fraca, s
média e sy fOTte.
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Figura 18: Padrdes de superdxido dismutases dos individuos

analisados de P.dilatatum Torres

legenda da figura 17.

tipico.
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legenda da figura 17.

Padrdo
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Figura 19: Padrdes de superdxido dismutases dos individuos
pertencentes & P.dilatatum Torres armado. Detalhes: ver
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Figura 20: Padrdes de superdxido dismutases dos individuos
de P.dilatatum de Virasoro. Detalhes: ver legenda da figura
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Figura 21: Padrodes de superdxido dismutases dos individuos

pertencentes A P.dilatatum de Vacaria.

da figura 17.

Detalhes:

ver legenda
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Figura 22: Padroes de superdxido dismutases dos individuos
pertencentes &4 forma morfologicamente intermedidria entre

P.dilatatum e P.urvillei. Detalhes: ver legenda da figura
17,



analisados de P.urvillei. Detalhes: ver legenda da figura 17.
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Figura 23: Padrdes de superdxido dismutases dos individuos
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Figura 24: Padrdes de superdxido dismutases dos individuos
pertencentes & forma morfologicamente intermedidria entre

P,urvillei e P.juergensii. Detalhes: ver legenda da figura
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Figura 25: Padrdes de superédxido dismutases dos individuos

analisados de P.juergensii. Detalhes: ver legenda da figura

17.
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Figura 26: Padrdes de superdxido dismutases dos individuos

analisados de P.intermedium. Detalhes: ver legenda da figura
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Tabela 17: Coeficientes de similaridade de Jaccard (8Sj3)
entre os individuos analisados de P.dilatatum anteras roxas
baseados nos padroes de superdxido dismutases. Em destaque é
apresentado o coeficiente médio do bidtipo (Sj;).

———————————— —— i ————— o — —— i — e o e e e e
=g e — et

-ttt T rrrrrr Tt r T T

V11958 -

V11961 0,57 - 5

V11967 0,43 0,29 - S; = 0,46

V11995 0,40 0,30 0,33 -

V11996 0,71 0,38 0,67 0,40 -

vizo1s 0,71 0,57 0,43 0,56 0,50 -

V12030 0,50 0,60 0,40 0,22 0,29 0,50 -

vi2031 0,44 0,20 0,57 0,36 0,63 0,44 0,25 -

vi2070 0,63 0,50 0,57 0,36 0,63 0,44 0,43 0,40 =

- e e S e e e i e S e SN " ——— i —————— ——— . — i — . —— — ——— - ————— ——
o o e o 0 i B s e em e T e e e e S S e e e S T e e e e e e e e e e e T S S R M S R e e e mm m e e e M e e e S e e = e . ———

Tabela 18: Coeficientes de similaridade de Jaccard (SJ]
entre os individuos pertencentes &4 P.dilatatum Torres
tipico. Detalhes: ver legenda da tabela 17.

S S v ———————— —
=g T e

e e o e a —— —  — ———— —— —— T — o — —
g T T

V12044 - Sy = 0,54
V11146 0,36 -

V 4019 0,55 0,27 -

V 4020 0,68 0,33 0,75 -

v 8262 0,58 0,45 O R TR
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Tabela 19: Coeficientes de similaridade de Jaccard entre os
individuos amostrados de P.dilatatum Torres armado.

Detalhes: ver legenda da tabela 17.

e G e e S N S A S S e e e S e — o ————— T —— . —— i —— i —— -
o e ot o o e e e e e e e e e S e M e R Em R G M e R M e e e e e e e S S TR R S M S D SR MDD B M TR e G e e — o ————

T — o — o — — — —— ———— — —— —— ———— —— — — —— —— — — ——  ——— — —— ————— o — o — —
T T S S e e T e I GID S D S SR D M S e M S - — S See S SIS SN e S S S SEE WIS TS SED GEE R M MR e i M e e S G s i S = e Sk S e et

V12000 -
V12005 0,71 -
V12003 0,80 0,57 - o
Sy = 0,63
V12020 1,00 0,71 0,80 -
vi2021 0,63 0,88 0,50 0,63 -
¥12028 0,63 0,67 - 0,50"-"0,65 0,78 -
v 8120 0,63 0,88 0,50 0,63 0,78 0,60 -
vV 4441 0,50 0,70 0,40 0,50 0,64 0,50 0,64 -
V11103 0,42 0,58 0,33 0,42 0,67 0,54 0,67 0,69 -

e e o T — ———————— —— o — o — o ——
- e E E R R R R R S R R S R S EmE E S N mE e e E e e m e e e e E e E e e E e T e = ——
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Tabela 20: Coeficientes de similaridade de Jaccard entre os
individuos pertencentes A P.dilatatum de Virasoro. 1)V12066;
2)Vv12068; 3)V12058; 4)V12062; H)V12063; 6)V10717; 7T7)V10652;

8)V9809; 9)V12060 e 10)V12061, Detalhes: ver legenda da

tabela 17.
1 2 3 4 § 6 7 8 =T
1) -
2) 0,33 -
3) 0,46 0,25 -
4) 0,30 0,29 0,33 < Sy = 0,38
5) 0,70 70530 o, 0538" 0,27 -
§) 0,27 0743 @ 05917, 50,52 750,88 -
7Y 0,87 0,43 - 07485 50,3050, 86 6,50 =
8) 0,33 0,60 0,36 0,50 0,30 0,25 0,67 =

8) 0,25 0,50 0,18 0,40 0,22 0,33 0,33 0,50 -

— o — A i - — " — —— - - —" ——— " . —— . ——— - W G G ww G S G WS SN W S A W — i — i, . - -
P e e e e e e e e e e i e e e e e e
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Tabela 21: Coeficientes de similaridade de Jaccard entre os
individuos analisados de P.dilatatum de Vacaria. 1)V11966;
2)V11974; 3)V11987; 4)V11977; 5)V11989; 6)Vv11997; T)V12015;
8)v12032; 9)V12035; 10)V1i2051 e 11)V10811. Detalhes: ver

legenda da tabela 17.

e i — — o —  — —  —  — — — ——— ——— — — — — —— —— — — — — —— — —  fa
EEE S S S S S S S T S S S L L L L LS S S-S S ST EEEEEEEEE === E=E=m=m===

e e  — — —  — — —— — ——— — — —  — — — — — — ———— —————— — i — i —— i ————
S S S S S S S o oo - T o L L LSS S SEEEEEEEEEEEE S EEE S EEEEEEEDEEmEmEEEE====

3) 0,86 0,71 =

4) 0,50 0,40 0,60 -

5) 0,67 0,56 0,78 0,50 = Sy = 0,69
6) 0,7 0,63 0,88 0,55 0,89 =

7y o0,86 0,71 1,00 0,60 0,78 0,88 -

8) 0,60 0,50 0,70 0,58 0,73 0,80 0,70 e

9) 0,60 0,50 0,70 0,58 0,73 0,80 0,70 0,67 -

e
e e e e e e e e e e el B e s s i e L S R A ] i i e ol e i . g . i WA i ity et MR, ey e B i e s i W e o
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Tabela 22: Coeficientes de similaridade de Jaccard entre os
individuos pertencentes A forma morfologicamente
intermediaria entre P.dilatatum e P.urvillei, 1)V11955;
2)V11959; 3)V11962; 4)V11964; 5)V11965; 6)V11968; T)V11978;
8)Vv11980; 9)V1i1991; 10)V12019 e 11)V12046. Detalhes: ver

legenda da tabela 17.

— i ———— i — - —— " G S . — —— | — — — T ——— . — A G —— - — o — " -
L S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S e EE s e EEDEEEDEEEmEEmEEmEmE=mEzZmE=EEE=

1 2 3 1 5 6 7 8 9 10 A 1
1) &
2) 0,75 =

3) 0,33 0,38 -

4) 0,75 1,00 0,38 =

5) 0,75 1,00 0,38 1,00 - Sy = 0,66
6) 0,64 0,60 0,47 0,60 0,60 =

) 0,88 0,86 0,36 0,86 0,86 0,70 -

8) 0,60 0,75 0,43 0,75 0,75 0,64 0,67 e

9) 0,67 0,86 0,46 0,86 0,86 0,70 0,75 0,88 =

S e S e e Sem e e e G e S e . e ey e e s e — ——————— T ————— i — ———— i ——
R R R eeee————————— . .
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Tabela 23: Coeficientes de similaridade de Jaccard dos
individuos analisados de P.urvillei. Detalhes: ver legenda
da tabela 17.

T T T T T T T

—— e S S . A ———— i ————— - ————— - -
e e e e e e e e e R e e e

V11970 =

V12001 0,25 -

V12004 0,38 0,30 = -

V12011 0,30 0,36 0,60 - Sy = 0,44
V12017 0,25 0,50 0,44 0,50 =

V12028 0,27 0,45 0,42 0,46 0,45 -

V12048 0,23 0,29 0,46 0,62 0,38 0,57 -

V120567 0,43 0,33 0,86 0,67 0,50 0,45 0,50 =

V12067 0,33 0,27 0,50 0,56 0,40 0,50 0,43 0,56 =

e e S S —————————————————— T ————————— - -

Tabela 24: Coeficientes de similaridade de Jaccard entre os
individuos pertencentes A forma morfologicamente
intermediadria entre P.urvillei e P. juergensii. Detalhes: ver
legenda da tabela 17.

S P, S S T A T T " — " " " f— . — " — " T, - — T - — i o S i

e e e  m m mm m m ——  w  — ——  — m  — ————
g S0 —h R il

V12016 =

V12007 0,36 e

V12014 0,50 0,67 = g

V12040 0,40 0,83 0,56 = Sy = 0,45
V12047 0,36 0,71 0,67 0,57 =

V12064 0,42 0,08 0,13 0,08 0,17 -

V12008 0,45 0,44 0,60 0,50 0,30 0,07 -

V11234 0,36 0,71 0,67 0,587 0,71 0,08 0,44 =

V12075 0,50 0,50 0,67 0,57 0,50 0,17 0,44 0,50 =

S —— i — o ——— o ———— i —— i — e — i —— — ——
e e R R R R R R R R R I R R R E R R R R E R R R R R e e e e o o e me i o o i i o o o o o o o i o S s e e s e o o e e P — — - -
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Tabela 25: Coeficientes de similaridade de Jaccard dos
individuos analisados de P.juergensii. Detalhes: ver legenda

da tabela 17.

e e g e e S o  — — — —— — — — — ——— — — —— — -

V11963 V12054 V12065 V4383 V12043

S S L S S S L L o L oL - L s s S E S EsEEsEEsEEEEEEEEemEmEmE== =

V11963 ~

V12054 0,33 : Sy = 0,44

V12065 0,29 0,57 -

V 4383 0,50 0,55 0,27 -

V12043 0,42 0,46 0,33 0,69 -
Tabela 26: Coeficientes de similaridade de Jaccard dos
individuos analisados de P.intermedium. Detalhes: ver

legenda da tabela 17.

— i —— i — T —— — ——
e

— i — i — i — — i — — i — — —
_—— e e e E E E e e e e = = = ——

V11840 - 85 = 0,50

V11849 0,50 -

—— e — i —— — — — i — — — — —— —
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todos os individuos (Mrs 0,13-0,11; 0,90-0,88 ¢ 1,11-1,13),
sendo que estas foram detectadas em geral nos trés tecidos
analisados. Outras quatro bandas também apresentaram uma
alta freqliéncia entre os individuos (Mrs -0,14_-0,17;
0,31-0;33; 0,39-0,45 e 1,00-1,00): O bibtipo apresentou
sete bandas raras (Mrs -0,42 -0,53; 0,27-0,23; 0,45-0,54;
0,64-0,60; 0,82-0,80; 0,96-0,91 e 1,21-1,30).

A forma morfologicamente intermediAria entre P.dilatatum
e P.urvillei apresentou um alto indice médio de similaridade
de Jaccard intrataxonomico (gJ = 0,66), sendo que trés pares
de individuos apresentaram similaridade total (estes dados
sao apresentados pela tabela 22 e figura 22). Pouco menos de
30% do total de bandas analisadas para este grupo taxonomico
apareceram em todos os individuos (Mrs 0,31-0,33; 0,39~
0,45; 0,90-0,88; 1,00-1,00 e 1,11-1,13) e apresentou uma
outra banda também ocorreu em alta freqléncia (Mrs 0,13-
0,11). Foram presentes neste grupo, oito bandas raras (Mrs -
0,42_-0,53; -0,24 -0,33; 0,27-0,23; 0,58-X; 0,64-0,60; 0,82-
0,80; 1,21-1,30 e 1,40-1,50), sendo que quatro delas
apareceram uma unica vez.

P.dilatatum Torres armado também apresentou um alto

indice médio de similaridade de Jaccard (Sj3; = 0,63), sendo

103

—



que estes Indices variaram de 0,33 a 1,00 entre pares de
individuos (ver tabela 19). Conforme a figura 19, das
quatorze bandas presentes nesta entidade, quatro apareceram
em todas os individuos (Mrs 0,13-0,11; 0,31-0,33; 0,74-0,74
e 1,00-1,00) e uma outra banda também ocorreu com freqiléncia
alta (Mrs 0,90-0,88). O bibdtipo apresentou seis bandas raras
(Mrs. =04,69 =0,78; =0;42: =0,533: =0,24_-0,383; =0,14.-0,17;
0,82-0,80 e 1,07-X).

P.dilatatum Torres tipico apresentou um indice médio de
similaridade de Jaccard de valor intermediirio (gJ = 0,840
variando de 0,27 a 0,78 (ver tabela 18). Conforme demonstra
a figura 18, das quinze bandas analisadas, somente duas
apareceram em todos os individuos (Mrs 0,31-0,33 e 1,00-
1,00), sendo que uma delas (Mrs 1,00-1,00) apareceu
preferencialmente nos trés tecidos analisados. 0O bidtipo
também apresentou duas bandas com fregliéncias altas (Mrs
0,13-0,11 e 0,90-0,88). Encontrou-se um alto nlmero de
bandas rarags: 8. (Mrs =0,69 -=-0,78; -0,24 ~-0,33; -0,14 =
0175 0,27-0,23;  03456-0,5435"0,84-0,60; 0+82-0,80 e 1,21~
1,30).

P.intermedium apresentou um valor médio de 0,50 para o

indice de similaridade de Jaccard, como pode ser visto na
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tabela 26. Das seis bandas analisadas nesta espécie, a
metade apareceu nos dois individuos analisados (Mrs 0,13-
0,11; 0,64-0,60 e 0,74-0,74). Como sb analisamos dois
individuos, nao consideramos nenhuma banda rara, pois o
aparecimento em uma ltnica planta significaria aparecer em
50% da amostra (ver figura 26).

P.dilatatum anteras roxas, ao contrdrio dos resultados
obtidos para o sistema das peroxidases, apresentou um indice
médio de similaridade de Jaccard relativamente baixo (gJ =
0,46; tabela 17), mostrando uma variagao bastante ampla
entre os Indices apresentados pelos pares de individuos
($35=0,20 a 0,71). De acordo com a figura 17, apresentou
apenas uma banda (Mrs 0,13-0,11) que ocorreu em todos os
individuos dentre as +treze analisadas para este grupo
taxonomico, sendo que esta apareceu, na maioria dos casos,
em todos os tecidos analisados e apresentou duas bandas com
freqliiencias altas (Mrs 0,31-0,33 e 0,90-0,88). Encontrou-se
para este bibtipo, cinco bandas raras (Mrs -0,96_-1,00; -
0,69 -0,78; -0,14_ -0,17;'0,68-X ¢ 0,82-0,80).

A forma morfologicamente intermedidria entre P.urvillei e
P. juergensii apresentou um baixo indice médio de

similaridade de Jaccard (SJ = 0,45), variando de 0,07 a
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0,83, demonstrando uma alta variag¢do isoenzimdtica entre os
individuos (ver tabela 24). Conforme pode-se verificar na
figura 24, a entidade nao apresentou nenhuma banda que tenha
aparecido em todos os individuos, dentre as quinze
analisadas e apenas quatro bandas em fregqliéncias altas (Mrs
0,13-0,11; 0,31-0,33; 0,39-0,45 e 0,90-0,88). Apresentou
seis bandas raras (Mrs 0,27-0,23; 0,45-0,54; 0,82-0,80;
0,96-0,91;-1,21-1,30"'¢.1,40-1,50).

P.urvillei obteve um baixo indice médio de similaridade
de Jaccard (Sy = 0,44), variando de 0,23 a 0,86, mostrando
uma grande variabilidade entre seus individuos (ver tabela
23). Conforme a figura 23, dentre as dezoito bandas
anal isadas para esta espécie, somente duas apareceram em
todos os individuos (Mrs 0,13-0,11 ¢ 0,31-0,33) e trés
outras bandas ocorreram com freqliéncias altas entre os
individuos analisados (Mrs 0,39-0,45; 0,74-0,74 e 0,82-
0,80). Encontrou-se para esta espécie, onze bandas raras
(Mrs -0,96.--1,003 +~0,69.-0,78; ~0,42_-0,53; =-0,24.-0,33;
-0,14_-0,17; 0,27-0,23; 0,45-0,54; 0,82-0,80; 0,96-0,91;
$;11-1,13 e 1,21-1,30).

P. juergensii apresentou um baixo 1ndice médio de

1l

similaridade de Jaccard intrataxonomico (8 05,44,
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variando de 0,27 a 0,69 (ver tabela 25). Conforme a figura
25, das treze bandas analisadas para esta espécie, somente
duas apareceram em todos os individuos (Mrs 0,13-0,11 e
1,00-1,00) e também outras duas bandas (Mrs 0,31-0,33 e
0,39-0,45) apresentaram freqliéncias altas entre os
individuos. A espécie apresentou duas bandas raras (Mrs
0,45-0,54 e 1,21-1,30).

P.dilatatum de Virasoro apresentou o mais baixo 1Indice
médio de similaridade de Jaccard (EJ = 0,38), variando de
0,18 a 0,70, demonstrando uma grande variag¢do nos padrdes de
superdxido dismutases entre os individuos (ver tabela 20).
Segundo a figura 20, de dezessete bandas analisadas, somente
duas apareceram em todos os individuos (Mrs 0,13-0,11 e
0,90-0,88). O bibtipo apresentou oito bandas raras (Mrs
1,2 =1,4; «0,42_-0,53; ~-0,24 -0,33; -0,14_-0,17; 0;45-0;54;
0,868=-X3 1511-1,13 e 1521~1:30),

Foram construidos fenogramas, utilizande o 1ndice de

similaridade de Jaccard, distancia Manhattan e distédncia

Euclidiana, utilizando cada individuo como um OTU. Os dados
utilizados para a construgao destes fenogramas foi a
presenga (1) e auséncia (0) de bandas para o sistema de
superdxido dismutases. Conforme nos mostra o fenograma
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ilustrado na figura 27, este sistema quase ndo formou

agrupamentos envolvendo individuos de uma mesma entidade

taxonomica.
Os maiores agrupamentos de plantas da mesma entidade
englobaram seis individuos da forma morfologicamente

intermediiria entre P.dilatatum e P.urvillei e outros dois
agrupamentos reuniram em cada um, gquatro individuos de
P.dilatatum de Vacaria. P.dilatatum Torres armado forma dois
agrupamentos com trés indivliduos em cada um. P. juergensii e
a forma morfologicamente intermediAria entre P.urvillei e
P. juergensii também formam dois agrupamentos envolvendo dois
individuos em cada grupo. mas estes agrupamentos sempre
envolveram individuos de outras entidades taxonémicas. Pode-
se também verificar um certo agrupamento de plantas de
P.dilatatum de Vacaria com as da forma morfologicamente
intermedidria entre P.dilatatum e P.urvillei. P;dilatatum
Torres tlpico, P.dilatatum anteras roxas, P.dilatatum de
Virasoro e P.,urvillei praticamente nao formaram nenhum
agrupamento entre seus individuos.

0 fenograma ilustrado na figura 27 foi construldo a
partir de distancia Manhattan. Escolhemos este por ter

apresentado um maior nlmero de agrupamentos entre individuos
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de uma mesma entidade taxonomica.

3.2.2 Diferenciag¢ido Intertaxondmica

Para se poder avaliar as diferengas entre as entidades
taxondomicas analisadas, reunimos os padrdes gerais de cada
entidade e a freqliéncia de cada banda na figura 28.

Para superdxido dismutases, o nlmero de bandas por
entidade variou de seis para P.intermedium a dezoito para
P.urvillei, sendo que o total de bandas analisadas no género
foi de vinte e duas,

A partir dos padrdes apresentados na figura 28, foi
elaborada a tabela 27, caracterizando cada entidade
taxonomica quanto 4 auséncia ou presenga de cada banda
analisada. Nesta tabela, estiao em destaque (*) as bandas que
apareceram em todas as entidades.

Como pode ser visto na figura 28 e na tabela 27, de vinte
e duas Dbandas analisadas, quatro estiveram presentes em
todas as entidades taxonomicas (Mrs 0,13-0,11; 0,64-0,60;
0,74-0,74 e 0,90-0,88), no entanto, nenhuma destas esteve
presente em todos os individuos.A banda mais freqliente foi a
de Mrs 0,13-0,11, a qual nao apareceu em somente c¢inco

individuos.
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Tabela 27: Caracterizag¢io das espécies e bidtipos analisados
do género Paspalum quanto A presenga (+) ou auséncia (-) das
bandas de superdxido dismutases detectadas nas trés partes
da folha de individuos adultos de cada entidade taxonémica.
A abreviatura dos nomes das entidades estido conforme a
tabela 1. (*) = bandas presentes em todas as entidades.
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Outras bandas, tais como: Mrs -0,14 -0,17; 0,31-0,33;
,39-0,45; 0,82-0,80; 1,00-1,00 € 1,11-1,13 foram bastante
freqlientes, sendo detectadas por pelo menos oito entidades
taxonomicas diferentes.

Dentre os dez grupos taxonomicos estudados, apenas dois
bibtipos apresentaram bandas especificas para este sistema
isoenzimitico: P.dilatatum Torres armado (Mr 1,07-X) e
P.dilatatum de Virasoro (Mrs -1,20_-1,40), mas a banda de Mr
1,07-X apareceu em apenas dois individuos e a de Mrs -1,20_
-1,40 uma tnica vez, ndo caracterizando o grupo taxondmico.

O sistema das superdxido dismutases, apresentou mais duas

bandas raras no geéenero, aparecendo em somente duas
entidades taxonomicas distintas (Mrs -0,96_-1,00 e 1,40-
1,80},

Todos os individuos analisados foram comparados dois a
dois através do teste de similaridade de Jaccard e os
coeficientes de similaridade mé&dios de Jaccard obtidos pela
média destas comparagdes sao apresentados na tabela 28, onde
cada entidade taxondmica & comparada com as demais. Sao
dados em destaque o indice médio de similaridade de Jaccard
intertaxondomico no género, entre os bidtipos de P.dilatatum

e entre estes e as demais espécies analisadas. Conforme
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demonstrado na tabela, o indice médio de similaridade entre
os bibtipos de P.dilatatum e as demais entidades taxondmicas
foi igual ao indice médio intertaxondomico do género.

Na tabela 29, estes coeficientes de similaridade médios
de Jaccard foram reorganizados e apresentados em ordem
decrescente, os trés maiores e os trés menores coeficientes
de similaridade, além do coeficiente médio (gJ) da entidade
em relagdo &s demais,

Os maiores coeficientes de similaridade médios de Jaccard
obtidos entre pares de espécies ou bidtipos sdo entre
P.dilatatum de Vacaria e a forma morfologicamente
intermediiria entre este e P.urvillei (EJ = 0,67); entre
P.dilatatum de Vacaria e o bibdtipo Torres tilpico (EJ = 0,60)
e entre este Ultimo e a forma morfologicamente intermedidria
entre P.dilatatum e P.urvillei (EJ = 0,60).

Os menores Iindices médios de similaridade de Jaccard
intertaxonomico foi entre P.intermedium e a forma
morfologicamente intermediaria entre P.dilatatum e
P.urvillei (EJ = 0,22) e entre P.intermedium e P. juergensii
(gJ = 0,24), Estes dados podem ser observados nas tabelas 28

e 29.
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_Tabela 28: Coeficientes de similaridade médios de Jaccard
(S3) intertaxonomico, obtidos pela média dos coeficientes

entre pares de individuos pertencentes a entidades
taxonomicas distintas para o8 dados de superdxido
dismutases, Em destaque, & dado o coeficiente de

similaridade médio intertaxonémico para o género como um
todo e o coeficiente médio entre os bidtipos de P.dilatatum.
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SJ(l) = coeficiente de similaridade médio entre os bidtipos
de P.dilatatum.

Sy(2) = coeficiente de similaridade médio entre os bidtipos
de P.dilatatum e demais entidades do género,
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Tabela 29: Relacionamento entre as espécies e bidtipos de

Paspalum baseado nos maiores € menores indices de
similaridade Jaccard intertaxonomico apresentados na

tabela 28. As abreviaturas das entidades estado conforme a

tabela 1.

e PP T R T S E R R TR I R T L R e i e T T P S R e e e e L e
ENTIDADE gJ ENTIDADES MAIS RELAC.(3) ENTIDADES MENOS RELAC.(3)
DIAR 0,43 y60:DITA ,47:URJU ,45:DITT ,42:DIVI ,40:JUER , 33;:INTE
DITT 0,48 ,60:DIAA ,60:DIUR ,59:DITA ,45:DIAR ,41:DIVI ,25;INTE
DITA 0,50 y99:DITT ,59:DIAA ,59:DIUR ,48:JUER ,43:DIVI ,33:INTE
DIVI 0,39 +v43:DITA ,42:DIAR ,42:DIAA ,39:URJU ,34:JUER ,34:INTE
DIAA 0,50 y67:DIUR ,60:DITT ,59:DITA ,44:DIAR ,42:DIVI ,26:INTE
DIUR 0,49 y67:DIAA ,60:DITT ,59:DITA ,44:DIAR ,40:DIVI ,22:INTE
URVI 0,44 y50:DITA ,48:DITT ,48:DIAA ,40:DIVI ,41:JUER ,31:INTE
URJU 0,43 »49;DITT ,49:DITA ,48:DIUR ,39:DIVI ,39:JUER ,26:INTE
JUER 0,42 y54:DIAA ,52:DIUR ,48:DITA ,39:URJU ,34:DIVI ,24:INTE
INTE 0,28 y34:DIVI ,33:DIAR ,33:DITA ,25:DITT ,24:JUER ,22:DIUR
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0 1indice médio intertaxondomicoe entre os bidtipos de

P.dilatatum foi de 83 = 0,49, variando de 0,41 para a

comparagaoc entre os bidtipos de Virasoro e Torres tipico a

0,60 entre os bibtipos de Vacaria e Torres tilpico (ver
tabela 28).
Como nos sistemas das peroxidases, também para as

superdxido dismutases, os bidtipos Torres tipico e Torres
armado apresentaram um alto grau de similaridade {5& -
0,59), mas nao superior ao de outros pares de bidtipos de
P.dilatatum. O grau de similaridade de P.urvillei com todos
os bidtipos de P.dilatatum é tdco alto gquanto entre os
referidos bidtipos. Como pode ser visto nas tabelas 28 e 29,
P.intermedium & a espécie mais diferenciada com wum i1Indice
médio de similaridade com relagao 4s demais entidades
analisadas de apenas 0,28.

A forma morfologicamente intermedidria entre P.dilatatum
e P.urvillei apresenta grande similaridade com P.dilatatum
de Vacaria (EJ=0,67) e uma similaridade baixa (EJ=0,48) com
P.urvillei. E a forma intermediiria entre P.urvillei e
P, juergensii apresentou uma baixa similaridade com relag¢ao &
P.urvillei (§J=0,461 e foi um pouco mais diferenciada de

P. juergensii (SJ=O,39). Ver tabelas 28 e 29.
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Assim como para o sistema das peroxidases, foram feitos
fenogramas para comparar as diferentes espécies e bidtipos.
A entidade taxonomica foi utilizada como OTU e a freqiliéncia
das bandas nas entidades, como caracteres. Para a construgao
dos fenogramas, foram utilizadas as distancias Manhattan e
Euclidiana e os agrupamentos foram feitos pelo método de
agrupamento UPGMA.

Na figura 29 & apresentado o fenograma obtido através de
distancia Manhattan. Como podemos observar neste fenograma,
P.dilatatum Torres tlipico e o bidtipo Torres armado estao
intimamente relacionados e o mesmo ocorre com P.dilatatum de
Vacaria e a forma morfologicamente intermedidria entre
P.dilatatum e P.urvillei. P.intermedium parece ser a espécie
menos relacionada com as demais. Estes dados sao confirmados

no fenograma construlde a partir de distancia Euclidiana.

3.2.3 Regulagdao Tissular

As isoenzimas de superdbxido dismutases, em geral, nao
atuaram especificamente em uma parte da folha. Dentre os
oitenta e trés individuos analisados, uma mesma banda pode

ter sido detectada na ponta de um individuo, na base ou no
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Figura 29: Fenograma obtido através dos dados de freqiéncia
de bandas de superdbxido dismutases apresentadas pelas
entidades taxondmicas analisadas do género Paspalum. Andlise

feita a partir de distancia Manhattan e método de

agrupamento UPGMA.
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meio de outro, ou simultaneamente na ponta e meio, ou ponta
e base, ou meio e base, ou nas trés partes analisadas da
folha, ou ainda pode ter sido ausente nos trés tecidos.

Na tabela 30, podemos visualizar esta variabilidade na
regulagiao génica demonstrada pelas superdxide dismutases.
Esta tabela foi construlda a partir da freqlléncia de
individuos <que apresentaram uma determinada banda que
ocorreu somente na ponta da folha, sb no meiec ou sd na base,
ou simultaneamente na ponta e no meio, na ponta e na base,
no meio e na base, ou ainda nas trés partes da folha ou
ausente nos trés tecidos. Podemos destacar nesta tabela,

tres bandas (Mrs 0,13-0,11; 0,90-0,88 ¢ 1,00-1,00) que foram

detectadas na maioria das vezes, nos tres tecidos
analisados. Outras bandas (Mrs -0,24 -0,33; -0,14 -0,17 e
0,39-0,45) foram detectadas preferencialmente na ponta da

folha e outras (Mrs 0,64-0,60 e 0,74-0,74) apareceran
preferencialmente na base da folha.
Mas como pode ser observado na tabela 30, nenhuma banda

apresentou um padrao de atuagao tissular especifico.
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Tabela 30: Apresentagaoc de todas as bandas de superdxido
dismutases detectadas nas entidades taxonomicas analisadas
do género Paspalum com suas respectivas freqlléncias obtidas
a partir do nlmero de vezes que cada banda apareceu em
determinado(s) tecido(s) pelo nlimero total de individuos
analisados.

BANDA P M B P-M P-B M-B P-M-B
-1,20_-1,40 - - - - - - 0,01
=0, 96 =1,00 = 0,01 - - = 0,01 -
-0,69 -0,78 - - 0,01 0,01 - 0,02 0,07
-0,42_-0,53 0,02 = 0,05 0,01 - 0,02 0,02
-0,24_-0,33 0,12 ™= = - 0501 - 0,02
=-05314 =0,17 04523 0,02 0,01 0,04 - - 0,02
Q13 = @y,11 0,086 0,02 0,14 0,02 0,11 0,08 0,51
0,27 <1023 0,0k - 0,05 0,01 0,04 0,02 0,06
(370, 12 et e 0 (R 0 ¢ ) - 0,21 0,01 0,06 0,17 0,42
0,39 - 0,45 0,30 0,02 0,04 0,01 0,01 0,01 0,23
0,45 - 0,54 0,05 0,01 0,01 0,02 - - 0,01
0,58.= X = 0,01 0,04 = 0,02 - -
0,64 ="0,60" 0,02 Q01 030 0,01 0,01 0,08 0,08
0,74 - 0,74 0,04 = 0,25 0,04 0401 0,05 0423
0,82 - 0,80 0,04 0,02 0,04 - 0,01 - 0,04
0,90 - 0,88 - 0501 0,08 0,01 0,01 0,06 0,69
0,96 - 0,91 - - - - - - 0,05
1,00 - 1,00 0,07 - 0,01 0,05 - 0,02 0,60
1,07 - X - 0,01 - - - - 0,01
Ls31 — 513 0510 - 0,01 0,02 0,02 0,02 0,34
1421 - 14+30 0,;07 - - - = - 0,02
1,40 - 1,60 0O 02 - - - 0,01 = =

P = ponta; M = meio; B = base
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Tabela 30: Apresentagao de todas as bandas de superdxido
dismutases detectadas nas entidades taxondmicas analisadas
do género Paspalum com suas respectivas freqglléncias obtidas
a partir do nlmero de vezes que cada banda apareceu em
determinado(s) tecido(s) pelo ntmero total de individuos
analisados.

BANDA P M B P-M P-B M-B P-M-B
-1,20_-1,40 - - - - = - 0,01
=0,96_-1,00 = 0,01 = = = 0,01 =
-0,69_-0,78 - - 0,01 0,01 = 0,02 0,07
-0,42_-0,53 0,02 - 0,05 0,01 = 0502 0,02
-0,24_-0,33 0,12 - - - 0,01 - 0,02
=03 34 =037 0y 23 0,02 0,01 0,04 = - 0,02
0,13 =0,11 0,058 0,02 0,14 0,02 013 0,08 0,51
0,27 . =:10523 0,01 - 0,05 0,01 0,04 0,02 0,06
043% =10,33 0,02 = 0,21 0,01 0,06 0,19 0,42
0,39 = 0345:10;30 0,02 0,04 0,01 0,01 0,01 0,23
0,45 = 0,54, 0,056 0,01 0,01 0,02 - - 0,01
058t X - 0,01 0,04 - 0,02 - -
0,64 - 0,60 0,02 0,01 0,10 0,01 0,01 0,08 0,08
0,74 - 0,74 0,04 - ON2s 0,04 0,01 0,05 0523
0,82 - 0,80 0,04 0,02 0,04 - 0,01 - 0,04
0,90 - 0,88 - 0,01 0,08 0,01 0,01 0,06 0,69
0,96 - 0,91 - - = - - - 0,05
1500 =1,00 0,07 - 0,01 0,05 - 0,02 0,60
1,07 - X - 0,01 - - - - 0,01
1151 -21518 0,10 - 0,01 0,02 0,02 0,02 0,34
1,21 - 1.30 0,07 e = - - - 0,02
1,40 - 1,80 0 02 - - - 0,01 - -

P = ponta; M = meio; B = base
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3 AnAlise Geral: Peroxidases e Superdxido dismutases

3.3.1 Variagao Intrataxondémica

Para avaliarmos o grau de diferengas a nivel dos dois
sistemas enzimhticos analisados, calculamos os coeficientes
de similaridade de Jaccard entre os individuos comparados
dois a dois a partir dos sistemas das peroxidases e das
superdxido dismutases. Os resultados sao apresentados nas
tabelas 31 a 40, onde & dado em destaque,o 1ndice médio
intrataxonomico de cada entidade.

P.dilatatum Torres armado apresentou o maior indice médio
de similaridade de Jaccard (gJ=O,67), sendo que oS
coeficientes entre pares de individuos variaram de 0,50 a
0,85, apresentando pouca variabilidade entre os individuos
analisados (ver tabela 33). Este resultado foi o mesmo
apresentado pelo sistema das peroxidases isolado; e também
nos dados obtidos através do sistema de superdxido
dismutases, este bibtipo apresentou um dos mais altos
coeficientes de similaridade de Jaccard intrataxondmico.

P.dilatatum de Vacaria, conforme a tabela 35, também
apresentou um alto indice médio de similaridade de Jaccard

(S5=0,66), variando de 0,52 a 0,83, mostrando que os
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Tabela 31: Coeficientes de similaridade de Jaccard entre os
individuos analisados de P.dilatatum anteras roxas a partir
dos padroes de peroxidases e superdxido dismutases. Sy
coeficiente de similaridade médio de Jaccard da entidade.

— T e e A S e S S T e — T — e ————— i —— - ——
e i e B k& e e e e e e s e s e e et

—— . — —— —— D W —— . — o ——— — T —————— " ——— i — . S S . . o— .
o S S L T o S S L L S S S S S-S SRR EEEEEE e EEEEDnEEEEEEEEEEEmEEEEmEmE=EmEE=E====

V11868 -

vii961 0,70 -

V11967 0,67 0,60 - .

V11995 0,57 0,46 0,48 = Sy = 0,61
V11996 0,72 0,50 0,61 0,68 <

v1i2018 0,71 0,81 0,62 0,54 0,52 =

v12030 0,63 0,83 0,61 0,45 0,50 0,75 -

V12031 0,60 0,42 0,50 0,50 0,63 0,50 0,48 -

V12070 0,75 0,76 0,74 0,50 0,62 0,70 0,70 0,52 =

e — m  — — ——— ——— — — — — — — — — — ——— — —  ————— —
e e e e R R E E E B R CE E e T e o o o o o o o o o e o o e e ot e e e TER e M T e N M S e e e S e T e v S s MR T M R M e e M S e e o —

Tabela 32: Coeficientes de similaridade de Jaccard entre os
individuos analisados de P.dilatatum Torres tipico.
Detalhes: ver legenda da tabela 31.

—— i — i — —— — o — — — —— —— — ———— ——
e

e — i ———— T — i — o — — T — i — ] ——— o ———— - — ——
e fpip— g — S i — D —

V12044 - s
V11146 0,55 = Sy = 0,54
V 4019 0,64 0,58 .-

V 4020 0,59 0,48 0,64 =
V 8262 0,46 0,35 0,48 0,65 =

——— o — —— —— — —— i —— T — i o ——
e e e
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Tabeéla 33: Coeficientes de similaridade de Jaccard dos

individuos analisados de P.dilatatum Torres armado.

Detalhes: ver legenda da tabela 31.

e S T — T — o ————— i ——— i ——— T ———— i ——— —— T ———————————
R R R T e m o o e i o o o o o o o o o o o T e e e e = - = - e ——_EmEEEEEmm_m TS EZ=S=E=S ==

—— e — —— T — i ————————————— o —— W T W e - ———— -
e o o R R R E E E E m E E Em e e e o o e o o o o o o ——— i —————————————————— — - -

V12000 -

V12005 0,64 M

V12003 0,85 0,59 -
V12020 0,84 0,50 0,79 - Sy = 0,67
V12021 0,64 0,79 0,59 0,57 -

vi2023 0,77 . 0,61 0,73 0,71 0,76 -

v 8120 0,67 0,73 0,70 0,61 0,73 0,71 -

V 4441 0,68 0,67 0,71 0,63 0,67 0,65 0,76 =

V11103 0,52 0,56 0,54 0,52 0,63 0,62 0,65 0,67 =

e . — ———— i ———— i ——— o ———— v —— —————— - ———— ——
e o o e o o o e o R R e E o = o o v = = o e in e e e e e e T e e e e e P M e M e e e e e e o e = e = o
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Tabela 34: Coeficientes de similaridade de Jaccard entre os
individuos analisados de P.dilatatum de Virasoro. 1)V12066;
2)v1i2068; 3)v12058; 4)v12062; 5)v12063; 6)V10717; 7)V10652;

8)V9809; 9)V12060 e 10)V12061. Detalhes: ver legenda da

tabela 31.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1) o
2) 0,58 ~
3) 0,59 0,55 -
4) 0,52 0,54 0,62 - Sy = 0,46
5) 0,74 0,44 0,47 0,44 -
6) 0,44 0,41 0,39 0,40 0,54 -
7) 0,31 0,38 0,41 0,43 0,39 0,48 -
8) 0,35 0,36 0,40 0,50 0,38 0,40 0,77 E
9) 0,33 0,35 0,28 0,41 0,37 0,39 0,64 0,70 :
10) 0,50 0,46 0,59 0,52 0,48 0,44 0,55 0,56 0,39 .

- —— - ——— e e T —— i — i — i ——— i ———————— ———
e =g g J T T T T T T R — R
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Tabela 35: Coeficientes de similaridade de Jaccard entre os
individuos analisados de P.dilatatum de Vacaria. 1)V11966;
2)v11974; 3)v11987; 4)v11977; 5)v11989; 6)Vv11997; 7)V12015;
8)v12032; 9)V12035; 10)Vi2051 e 11)V10811. Detalhes: ver

legenda da tabela 31.

e iy S — e —————

3) 0,65 0,74 -

4) 0,54 0,59 0,81 £

5) 0,54 0,52 0,75 0,61 = Sy = 0,66
6) 0,64 0,63 0,79 0,64 0,83 =

7y 0,74 0,67 0,73 0,60 0,61 0,71 -

8) 0,54 0,59 0,81 0,74 0,76 0,71 0,60 -

9) 0,63 0,56 0,68 0,63 0,64 0,60 0,63 0,69 -

- —— T ——— =t e e e e A e e e e e e e s e e e e e s e e
e e e e e e e e e e e e e e e e e e S
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Tabela 36: Coeficientes de similaridade de Jaccard entre os
individuos pertencentes A forma morfologicamente
intermediiria entre P.dilatatum e P.urvillei. 1)V11955;
2)V11959; 3)V1i1962; 4)V1i1i864; 5)V119656; 6)V11968; T7)V11978;
8)V11980; 9)V11991 10)V12019 e 11)V12046. Detalhes: ver

legenda da tabela 31.

B T e ——
g T

1 2 3 4 o 6 7 8 9 10 11
1) i
2) 0,67 -

3) 0,42 0,54 =

4) 0,60 0,68 0,56 —-

6) 0,66 0,63 0,62 0,65 - Sy = 0,59

6) 0,54 0,61 0,52 0,50 0,58 e

7y 0,57 0,65 0,48 0,59 0,62 0,60 =

8) 0,55 0,62 0,52 0,64 0,52 0,562 0,54 =

9) 0,65 0,74 0,54 0,67 0,55 0,60 0,64 0,85 -

10) 0,566 0,56 0,53 0,46 0,48 0,70 0,68 0,59 0,62 =

11) 0,57 0,57 0,60 0,59 0,70 0,60 0,71 0,61 0,64 0,62 2

—— - — i ———————————————— ———————————————— i ————————————— —— i — ————_——
e e e e e e e Y T T e ey
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Tabela 37: Coeficientes de similaridade de Jaccard entre os
individuos analisados de P.urvillei. Detalhes: ver ledenda
da tabela 31.

——— - e e e R et e T ——————— i — o ——— —
e — R R

i ——— — i ————; T —— " T — o T -~ —— i { — ——— o — T - . —— o —————— . ——_ -
S R e

V11970 -

V12001 0,43 -

V12004 0,71 0,44 o =

V12011 0,46 0,55 0,58 = Sy = 0,55
V12017 0,43 0,54 0,50 0,73 =

v1i2028 0,39 0,53 0,45 0,65 0,70 =

V12048 0,38 0,48 0,50 0,60 0,48 0,58 >

V12057 0,52 0,44 0,67 0,69 0,70 0,67 0,62 =

V12067 0,46 0,50 0,52 0,68 0,62 0,60 0,55 0,64 -

e i — — — — — ———————— — — — —— — — —— ———— —————— i —— i ——— — ——
R R R R o L e R e R e e E R S E R R R N R R R R TR e Tn T i e e s o e W -

Tabela 38: Coeficientes de similaridade de Jaccard entre os
individuos pertencentes A forma morfologicamente
intermediAria entre P.urvillei e P.juergensii. Detalhes: ver
legenda da tabela 31.

——— ——————————— — i ———— i —— . e e o ——— T — -
=ttt - T T T

—————— T — —— — S — . ——— o —— T —_— O it M v S —— " ——— i S — . . -
R L L E E E E E C E E R s E E s m E Em E e e e e o o o s o o e o o o o S o o S A ——— - -

V12016 o

v1i2007 0,46 s

V12014 0,74 0,59 - -

V12040 0,60 0,67 0,67 - Sy = 0,43
V12047 0,52 0,65 0,65 0,58 -

V12064 0,39 0,26 0,26 0,26 0,37 =

V12008 0,32 0,33 0,38 0,27 0,24 0,19 -

V11234 0,35 0,583 0,48 0,35 0,45 0,15 0,33 =

V12075 0,48 0,563 0,556 0,42 0,52 0,38 0,29 0,39 =

i e iy iy W S W WD s S i i Al ey S | e AW U WD S - G A S A, W ey S| Wi S O N SO VD | S " S, . W, g s i S i it iy o
== e e e e R

128



Tabela 39: Coeficientes de similaridade de Jaccard entre os

indivliduos analisados de P. juergensii. Detalhes: ver legenda

da tabela 31.

s S — . W . — i S T A o S Wy ot i W, i i -, s S
o o o E o E E e e e o e e o o o o o o o o — ——— - — —

e | i i O ——, ——— — | T W — W o " | - . - - -
e e o R e o o e E E w7 o o o o o o o e fom o P o e e - =

V11963 -

V12054 0,42 s Sy = 0,49
V12065 0,53 0,62 =

v 4383 0,37 0,50 0,37 -

v1i2043 0,48 0,55 0,48 0,55 =

P e e i e e e e

Tabela 40: Coeficientes de similaridade de Jaccard dos
individuos analisados de P.intermedium. Detalhes: ver

legenda da tabela 31.

—— . — —— —— — — —
=P e

V11840 — B Sl 22

V11849 0,32 -

=R — g et e} =
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individuos analisados também apresentaram pouca
variabilidade entre eles. Para o sistema das peroxidases,
este bidtipo também apresentou o segundo mais alto
coeficiente de similaridade médio de Jaccard e para o
sistema de superdxido dismutases, foi a entidade taxondmica
que apresentou o mais alto indice médio de similaridade de
Jaccard intrataxonomico.

0O terceiro mais alto indice médio de similaridade de

Jaccard foi apresentado por P.dilatatum anteras roxas {SJ

0,61), variande de 0,42 a 0,83, indicando uma maior
variabilidade isoenzimdtica entre pares de individuos do que
os bibtipos citados anteriormente (ver tabela 31). Para o
sistema das peroxidases, este bibtipo apresentou o mais alto
indice médio de similaridade intrataxondémico, no entanto,
para o sistema das superdxido dismutases, apresentou um
baixo indice de similaridade de Jaccard.

A forma morfologicamente intermedilAria entre P.dilatatum
e P.urvillei apresentou um valor intermedilrio para o 1Indice
médio de similaridade de Jaccard (gj = 0,59), com uma
variag¢ao de 0,42 a 0,85, ou seja, uma grande variabilidade

entre os Iindices apresentados pelos pares de individuos

analisados (ver tabela 36). Para as peroxidases, esta
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entidade também apresentou um valor médio para o 1indice
médio de similaridade de Jaccard intrataxondmico, mas para o
sistema das superdxido dismutases, apresentou um alto Indice
de similaridade médio.

Conforme a tabela 37, P.urvillei tamb&m apresentou um
indice médio de similaridade de Jaccard de valor médio (gJ =
0,55), variando de 0,38 a 0,73, com uma grande variagao
entre os Indices apresentados pelos pares de individuos.
Para as peroxidases, esta espécie apresentou um 1indice de
similaridade alto e para as superdxido dismutases,

apresentou um baixo coeficiente de similaridade médio.

P.dilatatum Torres tipico apresentou um valor
intermedidrio para o 1ndice médio de similaridade de
Jaccard intrataxonomico (EJ =.0y84; tabela 32). Este
indice variou de 0,35 a 0,65,

As peroxidases apresentaram praticamente o mesmo valor (EJ =
0,55) e as superdxido dismutases apresentaram praticamente o
mesmo indice.

P. juergensii apresentou um baixo 1ndice médio de
similaridade de Jaccard (gJ = 0,49), com uma variagao de
0,37 a 0,62 (ver tabela 39). Para o sistema das peroxidases,

a espécie apresentou um valor médio para o Indice de
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similaridade médio e para as superdxido dismutases,
apresentou um baixo indice médio de similaridade de Jaccard.
P.dilatatum de virasoro também apresentou um baixo indice

médio de similaridade de Jaccard (Sjy = 0,46; tabela 34),

variando de 0,28 a 0,77, correspondendo a uma grande
variabilidade entre os individuos amostrados. Para as
peroxidases, o bidtipo apresentou um valor médio para o

indice de similaridade e para as superdxido dismutases,
apresentou o mais baixo iIndice médio de similaridade de
Jaccard intrataxonomico.

Conforme a tabela 38, a forma morfologicamente
intermediiria entre P.urvillei e P. juergensii também
apresentou um baixo Indice médio de similaridade de Jaccard
(gJ = 0,43), variando de 0,15 a 0,74, correspondendo a uma
variagao muito grande entre os Indices apresentados pelos
pares de individuos. O sistema das peroxidases apresentou um
médio Iindice de similaridade para esta entidade taxondmica e
as superdxido dismutases apresentaram um valor baixo para
este Indice.

P.intermedium apresentou o mais baixo indice de
similaridade de Jaccard (gJ = 0,32; tabela 40). Para o

sistema das peroxidases, esta espécie apresentou um baixo
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indice de similaridade de Jaccard entre os individuos, mas
as superdxido dismutases apresentaram um valor médio para
este indice.

Na figura 30 & apresentado um fenograma feito através de
distancia Manhattan a partir do método de agrupamento UPGMA,
para os dois sistemas enzimiticos, onde a OTU foi o
individuo, e os caracteres (binArios) foram as bandas
isoenzimiAticas com dois estados: presente (1) e ausente (0).
Podemos observar nesta figura e nos demais fenogramas feitos

(com o coeficiente de similaridade de Jaccard e distancia

Euclidiana, nao apresentados no presente trabalhe) para a
comparagao dos individuos dois a dois, os seguintes
resultados:

Como JjA observado nos dois fenogramas anteriores, o
resultado que mais chama a ateng¢ao & a quase total auséncia
de reuniao de individuos pertencentes a uma mesma entidade
taxondomica. De uma maneira geral, os agrupamentos
apresentaram individuos das mais diferentes espécies ou
bibtipos.

Alguns agrupamentos podem ser destacados. P.dilatatum
anteras roxas apresentou sete de seus individuos num Jdnico

agrupamento que também reuniu plantas de P.dilatatum de
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Virasoro, de P.urvillei e da forma morfologicamente
intermedi&ria entre P.urvillei e P, juergensii. Seis
individuos de P.dilatatum Torres armado formaram um
agrupamento que mistura-se com apenas uma planta de Torres
tipico. P.dilatatum anteras amarelas de Vacaria apresentou
seis de seus indivliduos presentes em um grande agrupamento
junto com outros sete individuos da forma morfologicamente
intermediAria entre P.dilatatum e P.urvillei e ainda uma
planta de P.dilatatum Torres tlipico e outra da forma
intermedidria entre P.urvillei e P.juergensii, Os resultados
obtidos nesse fenograma ji haviam ocorrido no sistema das
peroxidases analisado isoladamente, diferentemente das
superdxido dismutases que, de um modo geral, propiciou uma
maior dispersac dos individuos de cada entidade taxondmica.
P. juergensii apresentou um agrupamento envolvendo quatro
dos cinco individuos analisados nos fenogramas construidos a
partir das distancias Manhattan e Euclidiana, e no fenograma
feito através do coeficiente de similaridade de Jaccard,
apresentou um Unico agrupamento englobando todos 0s
individuos desta espécie. Nos fenogramas feitos através dos
dados de peroxidases, a espécie apresentou um agrupamento

com gquatro individuos e naqueles construldos a partir de
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superdxido dismutases, P. juergensii apresentou um
agrupamento envolvendo dois individuos nos fenogramas
obtidos por distancia Manhattan e Euclidiana e naquele
feito a partir do coeficiente de similaridade de Jaccard,
nao houve agrupamentos para esta espécie.

P.intermedium nao apresentou nenhum agrupamento em
nenhum dos fenogramas, assim com naqueles feitos por dados

parciais de peroxidases e superdxido dismutases.

3.2 Diferenciag¢iao Intertaxondmica

Na tabela 41 sio apresentados os coeficientes de
similaridade médios intertaxondomicos, comparando todas as
entidades taxonomicas analisadas através da média dos
indices de similaridades entre ©pares de individuos
pertencentes a taxons distintos, considerando os dados dos
dois sistemas isoenzimdticos simultaneamente. E apresentado
também, o indice de similaridade médio entre os bidtipos de
P.dilatatum, o indice de similaridade entre os mesmos e as
demais espécies e o indice médio para o género.

Na tabela 42, os mesmos coeficientes apresentados na

tabela 41 sdao ordenados de tal maneira que mostre as
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Tabela 41: Coeficientes de similaridade médios de Jaccard
intertaxondomico obtidos pela média dos indices entre pares

de individuos pertencentes a entidades taxonémicas
distintas, para os dados de peroxidases e superdxido
dismutases. Em destaque, & dado o indice médio de

similaridade de Jaccard intertaxonomico do género e o indice
de similaridade médio entre os bidtipos de P.dilatatum. As
abreviaturas dos nomes estao conforme a tabela 1.

—— e e e e ———— - - — ———————————— T —— -
= === — e et

DIAR DITT DITA DIVI DIAA DIUR URVI URJU JUER INTE

T A S — — " — | — — . a | — —— L — " ————— " S . W . —— - =" -
e,

DIAR =

DITT 0,49 - Sy(1) = 0,53

DITA 0,54 0,59 = ,

DIVI 0,51 0,46 0,50 =

DIAA 0,65 0,56 0,59 0,49 -

------------------------------------ thz) = 0,44

DIUR 0,53 0,52 0,55 0,46 0,63 -

URVI 0,66 0,51 0,856 0,50 0,56 0,52 -

URJU 60,50 o©0,47 0,48 0,43 0,49 0,48 0,49 i

JUER 0,32 0,34 0,38 0,28 0,38 0,36 0,34 0,29 =

INTE 0,32 0,26 0,32 0;32 0,29 0,28 0,30 0,28 0,18 =
gJ do género = 0,44

thlj = coeficiente de similaridade médio entre os bidtipos

_ de P.dilatatum.
s¥(2) = coeficiente de similaridade médio entre os bidtipos
de P.dilatatum e demais entidades do género.
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Tabela 42: Relacionamento entre espécies e bidtipos

nos maiores e menores Indices apresentados
coefiente de similaridade médio global
relagio a todas as demais baseado na
individuos dois a dois. As abreviaturas

conforme a tabela 1.

baseado

na tabela 41. SY=

da entidade em
comparag ao dos
dos nomes estao

————— i —————————————— T ————————————— o ————— — ————————— o ———— — — — — " —
- e e e e e e e = e e R R e

ENTIDADE SY ENTIDADE MAIS RELAC,(3)

g e e el

DIAR 0,48 +96:URVI ,55:DIAA ,54:DITA
DLPT 0,47 y59:DITA ,56:DIAA ,56:URVI
DITA 0,50 y99:DITT ,59:DIAA ,56:URVI
DIVI 0,44 ;51:DIAR ,50:DITA ,50:URVI
DIAA 0,50 y83:DIUR ,59:DITA ,56:DITT
DIUR 0,48 ,63:DIAA ,55:URVI ,55:DITA
URVI 0,48 ,56:DIUR ,56:DITA ,55:DIAA
URJU 0,43 +50:DIAR ,49:URVI ,49:DIAA
JUER 0,32 ,38:DITA ,38:DIAA ,36:DIUR
INTE 0,28 y32:DIAR ,32:DITA ,32:DIVI

y43

y49:

;46

,49:

;43

:URJU

:URJU

DIVI

DIVI

y 32 : JUER

y 34 : JUER

,38:JUER

3y 32; INTE

y 38 : JUER

,36:JUER

»34:JUER

y29:JUER

328:DIVI

s 28 DT

y 26 : INTE
y 32: INTE
y 28 : JUER
, 29:INTE
y 28 : INTE
3 30: INTE
y 28 : INTE
y» 18 : INTE

y18: JUER
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entidades taxondomicas que mails se relacionam e as que menos
se relacionam.
Conforme mostra a tabela 41, o indice médio de

similaridade de Jaccard intertaxonomico para o género foi de

gJ = 0,44, wvariando de 0,18 entre P.intermedium e
P. juergensii a 0,63 para a comparacao entre P.dilatatum de
Vacaria e a forma morfologicamente intermediiaria entre
P.dilatatum e P,urvillei. O coeficiente médio de Jaccard
entre os bibtipos de P.dilatatum foi de 0,53, wvariando de
0,45 para a comparag¢do entre os bidtipos Torres tipico e o
de Virasoro a 0,59 entre os bibdtipos de Vacaria e Torres
armado e entre Torres tipico e Torres armado.

Se compararmos os valores acima com os dados parciais de
peroxidases e superdxido dismutases, percebemos que o Indice
de similaridade médio de Jaccard intertaxondmico para o
género apresentou o mesmo valor obtido para o sistema das
superdxido dismutases, e praticamente o mesmo para as
peroxidases (§J=0,45).

Na tabela 42, observa-se que os bidtipos de P.dilatatum,
junto com P.urvillei e a forma morfologicamente
intermediaria entre P.dilatatum e P.urvillei apresentaram os

maiores indices médios globais de similaridade

139



intertaxonomico em relagao a todas as demais entidades
taxonomicas. Com relagao aos dados obtidos pelas superdxido
dismutases, somente os bibtipos de Vacaria e Torres armado
apresentaram os maiores valores para o indice médio global
de similaridade de Jaccard intertaxondmico. Quanto aos
valores obtidos para o sistema das peroxidases, os bibtipos
anteras roxas e de Vacaria, juntamente c¢om P.urvillei,
apresentaram os maiores valores para o indice de
similaridade médio global.

Conforme Jj4& mencionado, os dois bidtipos de Torres
apresentaram o maior coeficiente intertaxonomico (§J=0,59)
das comparagoes entre os bidtipos de P.dilatatum.
P.urvillei apresentou um alto grau de similaridade genética
com todos os bibtipos de P.dilatatum, com indices similares
aos encontrados entre os prbprios bidtipos. A forma
morfologicamente intermediAria entre P.dilatatum e
P.urvillei apresentou uma grande similaridade com
P.dilatatum de Vacaria (§J=0,63) e uma similaridade
intermediaria com P.urvillei (§J=O,55). E a forma
intermediAria entre P.urvillei e P.juergensii se mostrou
bastante similar a P.urvillei (gJ=0,49) mas apresentou uma

similaridade muito baixa (SJ=O,29} com P. juergensii.
P. intermedium e P. juergensii foram as espécies que
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apresentaram o maior grau de diferenciag¢fio em relagao 4ds

demais.

Foram feitos fenogramas, utilizando a entidade taxonémica

como OTU, e a freqliéncia das bandas isoenzimdticas nas
entidades como caracteres. Para a execugio destes
fenogramas, wutilizamos a distancia Manhattan e distédncia

Euclidiana. Estas anAlises foram feitas através do método de
agrupamento UPGMA,

Na figura 31 & apresentado o fenograma construido a
partir das freqliéncias das bandas nas entidades analisadas
através de distancia Manhattan pelo método de agrupamento
UPGMA. Observa-se nesta figura, que o bibdtipo de Vacaria
esthA intimamente relacionado com a forma morfologicamente
intermediidria entre P.dilatatum e P.urvillei. Também os
bibtipos Torres tipico e Torres armado estao bastante
relacionados.

P.dilatatum anteras roxas agrupa-se com P.urvillei,
mostrando um relacionamento intimo e a estes agrupam-se
sequencialmente o bidtipo de Virasoro,. a forma
morfologicamente intermedilria entre P.urvillei &

P. juergensii, o agrupamento entre P.dilatatum de Vacaria e a
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Figural31: Fenograma obtido a partir da freqliéncia de bandas
isoperoxidAsicas e das de superdxido dismutases apresentadas
pelas espécies e bidtipos analisados do género Paspalum.
AnAlise feita a partir de distidncia Manhattan pelo método de
agrupamento UPGMA. As abreviaturas dos nomes das entidades

estao conforme a tabela 1.
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forma intermediAria entre P.dilatatum e P.urvillei, e o
agrupamento JjA formado entre os dois bidtipos de Torres.
P.intermedium e P. juergensii reunem-se a distancias
gentticas bastante elevadas aos demais grupos taxondmicos.

Todos os demais fenogramas apresentaram os resultados
muito semelhantes aos demonstrados na figura 31,

O fenograma feito a partir dos dados de peroxidases,
utilizando as entidades como OTUs, estd muito semelhante a
agqueles construidos a partir dos padroes gerais. Uma
diferenga marcante & que P.dilatatum anteras roxas ndao se
liga diretamente a P.urvillei, mas sim a um agrupamento
formade pelo bidtipo de Vacaria e a forma morfologicamente
intermediAria entre P.dilatatum e P.urvillei.

Quanto ao fenograma feito a partir dos dados de
superdxido dismutases, P.dilatatum anteras roxas agrupa-se
primeiro ao bibtipo de Virasoro, os quais agrupam-se &
P,urvillei. Mas os demais agrupamentos sao muito semelhantes
aos obtidos nos fenogramas construidos a partir dos padrdes

gerais.
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3.4. Anilise Cladistica

Para completar as anhlises entre as espécies e bidtipos
analisados do genero Paspalum, fizemos uma andlise
filogendética a partir dos dados de presenga e auséncia de
bandas peroxidhsicas e superdxido dismutdsicas. Para isto,
utilizamos o método de parcimdénia de Wagner.

A partir desta anhlise obteve-se uma Arvore de concenso
formada a partir de trés Arvores iniciais. A Arvore de
consenso mostrou que P.dilatatum de Virasoro, P.dilatatum de
Vacaria, forma morfologicamente intermediaria entre
P.dilatatum e P.urvillei, P.urvillei, forma morfologicamente
intermedidria entre P.urvillei e P.juergensii e P.juergensii
encontram-se numa politeomia, que P.intermedium e P.dilatatum
anteras roxas localizam—-se em posigdes bastante prdximas, e
P.dilatatum Torres tlipico e o bidtipo Torres armado divergem
de pontos diferentes, mas muito prbximos (ver figura 32).

Fizemos esta mesma anilise retirando as duas formas
morfologicamente intermediarias, pois este método &
apropriado para o estudo da divergencia de entidades
evolutivas ao longo do tempo. Como as formas intermedilrias

supostamente se originaram de uma hibridizag¢ao, a
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Figura 32: Arvore de consenso (sem raiz) obtida através do
método de parciménia de Wagner a partir dos dados de

presenga e auséncia de bandas isoperoxiddsicas e superdxido

dismutisicas.
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utilizag¢do destas poderia prejudicar a andlise. Esta andlise
também levou & formacao de uma Arvore de concenso, obtida a
partir de trés Arvores filogenédticas iniciais. A Arvore de
consenso mostrou que os bibtipos de Virasoro e de Vacaria,
P.urvillei e P.juergensii continuam numa posigao nao
resolvida e a posicao dos demais permaneceram iguais 4s
apresentadas pela primeira anhlise (ver figura 33).

Também foi feita uma andlise com os dados de presenga e
auseéncia das bandas iscenzimdticas em que foram atribuidos
pesos sucessivos a caracteres distintos. A Arvore
filogenética obtida mostra que o grupo Dilatata do género
Paspalum & nao-monofilético devido a inclusao de
P. juergensii entre os bibtipos de P.dilatatum e P.urvillei.
També&m as demais espécies reunem-se com os bidtipos de
P.dilatatum, mostrando a nao-monofilia desta espécie. Estes
resultados podem ser observados na figura 34.

A partir dos dados de presenga e auséncia de bandas e

também a freqgiléncia das bandas nas entidades, calculou-se
uma matriz de distancia Manhattan entre as entidades
taxonomicas, e a partir desta matriz foram feitas duas

anhlises pelo método de agrupamento Neighbor-Joining. O

resultado da anilise feita a partir dos dados de fregllencias
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Figura 33: Anlhlise filogenética a partir do método de
parcimonia de Wagner das entidades analisadas do género
Paspalum, com exceg¢dao das duas formas morfologicamente

intermediirias. Detalhes: ver legenda da figura 32,
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Figura 34: Anilise filogenética das entidades taxondmicas do
género Paspalum a partir do método de parcimdnia de Wagner,

com diferentes pesos por cada caracter.
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sao ilustrados na figura 34. P. juergensii e P.intermedium
sao nitidamente afastados das demais entidades taxondmicas e
também muito distanciadas entre si. P.dilatatum anteras
amarelas de Vacaria e a forma morfologicamente intermediiria
entre P.dilatatum e P.urvillei sao muito relacionadas
divergindo de um ponto comum. Tambdém P.dilatatum Torres
tipico e Torres armado mostram-se muito relacionados,
divergindo de um ponto prbximo. P.urvillei incluiu-se junto
aos bibtipos de P.dilatatum, o que torna esta dltima espécie
nac-monofilédtica. A forma morfologicamente intermedidria
entre P.urvillei e P.juergensii encontra-se prbximo de

P.urvillei, mas muito afastado de P. juergensii,
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Figura 35: Arvore filogenética calculada a partir da matriz
de distancia Manhattan, a qual foi executada através dos
dados de freqliencia de bandas nas entidades, e agrupada pelo

método Neigbor- Joining. Detalhes: ver no texto.

150



DISCUSSAO

Atualmente, o conceito de espécie tem sido motivo de
revisao e discussao (Rosen, 1979; Eldredge & Cracraft, 1980;
Nelson & Platnick, 1981; Wiley, 1981; Cracraft, 1983, 1989;
Mishler & Donogue, 1982; Hill & Crane, 1982; Ridley, 1989;
de Queiroz & Donogue, 1988, 1990; Nelson, 1989; Wheeler &
Nixon, 1990). Nem sempre a analise morfoldgica isolada
permite a diferenciag¢ao precisa de espécies, Jordan &
Evermann (1902) citam um exemplo de trés espécies de salmio
que sao indiferencidveis morfologicamente. Rajora & cols.
(1991) citam em seus estudos que a variag¢ao alozlmica
(incluindo dados de peroxidases) ndac & concordante com a
varia¢ao morfoldgica. Wolff (1991) coloca que em muitos
casos nao hd correlagio entre variabilidade morfoldgica e
eletroforética.

Larsen (1965) salienta que todas as manifestagbes
morfoldgicas de variedades diferentes podem apresentar
diferengas bioquimicas, mas nem todas as diferengas
bioquimicas sao refletidas morfologicamente. Por isso,
sugere-se que o uso de técnicas como cromatografia e
eletroforese para ajudar a caracterizar e identificar

variedades. Segundo Larsen (1969), existem pelo menos trinta
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sistemas enzimdticos com miltiplas formas moleculares e que
a anilise isoenzimdtica de dois ou mais sistemas parecem
apresentar considerivel potencial para a caracterizagao de
variedades. A eletroforese destinada ao estudo de isoenzimas
¢ muito importante para a sistemdtica. (Boulter & cols.,
1966; Tanksley & Orton, 1983; Micales & cols., 1986;
Conicella & cols., 1990; Sen, 1990).

Esta metodologia permite analisar nlveis de variabilidade
génica populacionais e interpopulacionais (Allard & Kahler,
1971; Gottlieb, 1971; Johnsen, 1974; Scandalios, 1974; Roy &
Rieseberg, 1989) e inferir o ¢grau de relacionamento
filogenético entre diferentes espécies animais (Jonhson &
cols., 1966; Kanapi & Wheeler, 1970; Nair & cols., 1971;
Ayala & cols., 1974) e vegetais (Cavalli, 1976).

Segundo Johnson (1975), a eletroforese permite o acesso
direto a niveis de variabilidade gendtica em populagdes
naturais e ainda as causas de cada variabilidade. Os dados
eletroforédticos sdo comumente utilizados em avaliagao de
distancias genéticas e em questdes sobre a fungao da
variabilidade genética na diversidade de espécies.

Desenvolveram-se uma série de coeficientes para sumarizar

os dados de presenga e auséncia de isocenzimas ou de
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freqliéncias genotlpicas e alélicas em uma figura simples que
valoriza o grau de similaridade, ou estes mesmos dados s3ao
convertidos em distancias entre cada par amostral (Cavalli-
Sforza & Edward, 1967; Hedrick, 1971; Nei, 1971; Rogers,
1972; e outros). Para melhor visualizar e sumarizar os dados
obtidos das matrizes com coeficientes de similaridade e
distidncias genéticas, desenvolveram-se dendogramas para
agrupar populagdes.

Wolf e cols. (1991) estudaram o relacionamento gendtico e
o padrao de diversidade alozimica em um grupo de espécies da
familia Polemoniaceae, utilizando a técnica de eletroforese.
Neste trabalho, o relacionamento genético baseado na
jdentidade genética de Nei nao corresponde ao relacionamento
taxondmico inicialmente proposto. Os resultados demonstraram
uma baixa diversidade entre taxons, agrupando diferentes
espécies. Os autores citam que este padrio de relacionamento
genético & o esperado para modelos de especiagao recente e
incipiente.

Oudemans & Coffey (1991) separaram espécies e subespécies
através de dados isozimicos, as quais eram intimamente
relacionadas morfologicamente.

Com base nas afirmagdes acima, o presente trabalho
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procurou fazer uma analogia entre os dados de relacionamento
isoenzimatico e a taxonomia baseada em caracteres
morfoldgicos das diferentes entidades taxondémicas analisadas
do género Paspalum.

Como JjA citado (Burson & cols., 1991), a espécie
P.dilatatum apresenta pelo menos seis bibtipos diferentes e
estes apresentam uma semelhanga muito gfande com relagao 4
P.urvillei. Estudos ji realizados (Burson & Bennett, 1972;
Burson, 1978; Burson, 1979) demonstraram que esta Ultima
espécie e um bidtipo de P.dilatatum (anteras amarelas de
Vacaria) apresentam a mesma fbrmula gendmica (IIJJ) e a
semelhanga morfoldgica entre estas duas entidades
taxonomicas & muito grande.

Os dados obtidos pelo presente estudo mostraram que
P.urvillei apresenta um coeficiente de similaridade mais
alto com relagio A maioria dos bidtipos de P.dilatatum do
que os prdprios individuos de P.urvillei entre si e também
de muitos bibtipos de P.dilatatum entre si. Nos fenogramas,
P.urvillei estihA sempre junto com os demais bidtipos.
Levando-se em conta que nao existe uma barreira reprodutiva
nem geogrAfica de P.urvillei com muitos bidtipos de

P.dilatatum, talvez esta espbcie ndo seja uma espécie
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distinta, mas sim uma variag¢do de P.dilatatum.

Com excegao das espécies dipldides (P.Jjuergensii e
P.intermedium), encontrou-se uma alta similaridade génica
entre todas as demais entidades taxonomicas estudadas, tanto
para o sistema das peroxidases como para o sistema das
superdxido dismutases.

Excluindo-se estas duas espécies dipldides, o 1Indice de
similaridade médio de Jaccard & de 0,475. Esta similaridade
& ainda mais alta que a similaridade encontrada para dezoito
espécies do género Relbunium (5J=0,39) que foi considerada
muito alta pela autora (Cavalli, 1976). Hubby & Throckmorlon
{1968) encontraram que pares de espécies cripticas do género
Drosophila compartilham 50% de suas protelnas, enquanto que
as espécies ndo cripticas compartilham apenas 18%. Martinez
(1975) encontrou um indice médio de similaridade de 23% para
espécies do grupo Cardini de Drosophila, Estas similaridades
sao bastante inferiores que as encontradas em Paspalum,
especialmente entre os bibdtipos de P.dilatatum, e entre
estes e P.urvillei, mostrando uma baixa reformula¢ido génica
entre estes taxons, sugerindo tratar-se de entidades
taxonomicas sub-especificas.

Na anilise fenética, as espécies dipldides apresentaram
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- as menores distancias em relagado As demais entidades
taxondomicas analisadas e entre si, e também apresentaram os
menores coeficientes de similaridade intertaxondmico. Sendo
as espécies citadas, os posslveis progenitores do grupo
Dilatata (Burson & Bennett, 1972; Burson & cols., 1973;
Barreto, 1974; Fernandes & c¢cols., 1974; Burson, 1978;
Burson, 1979; Burson, 1983; Norrmann & cols., 1989; Caponio
& Quarin, 1990), parece que os dados obtidos no presente
trabalho estao plenamente concordantes.

A anhlise cladistica mostrou gque o grupo Dilatata €& nao-
monofilético, pois as espécies P. juergensii e P.intermedium
estdo muito prdximos e até juntas com as demais espécies e
bidtipos de P.dilatatum. Como a andlise cladistica pressupde
modificag¢des graduais ao longo do tempo e nao origem por
hibridagdes, a inclusdo das espécies dipldides parentais
entre espécies polipldides derivadas pode ser decorrente de
um programa técnico.

Espécies dipldides apresentam um menor nimero de
isocenzimas em relagao &s polipldides (Gottlieb, 1982;
Menancio & Hymowitz, 1989). Os dados apresentados no
presente trabalho, demonstraram gque para o sistema das

superdxido dismutases, P.juergensii e P.intermedium foram as
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entidades taxondomicas que apresentaram o menor numero de
baﬁdas isozimicas, diferenciando-se do sistema das
peroxidases, no qual somente P.intermedium apresentou um
pequeno numero de bandas; P. juergensii foi um dos grupos
taxondmicos que apresentou um alto niimero de isoenzimas.

F.J.M.Valls (comunicag¢ao pessoal) diferenciou o bidtipo
de Torres em P.dilatatum Torres tipico e P.dilatatum Torres
armado devido a caracteristicas morfoldgicas Jja citadas
anteriormente., Na anllise isoenzimdtica, os individuos
pertencentes a estas entidades taxonomicas apresentaram-se
sempre bastante prdximos, com os coeficientes de
similaridade bastante altos. Estes dados parecem demonstrar
que a divergéncia destes bidtipos foi bastante recente na
escala evolutiva, ou nao existe esta diferenciagao, sendo
que as diferengas morfoldgicas possam ser conseqliéncias de
adaptagdo ambiental.

A forma morfologicamente intermediAria entre P.dilatatum
e P.urvillei, como ji citado, decorrente de hibridizagao
natural entre P.dilatatum de Vacaria e P.urvillei,
demonstrou uma alta similaridade isozlmica com relagio 4
P.dilatatum de Vacaria e uma baixa similaridade quanto &

P,urvillei. Nos fenogramas, P.dilatatum de Vacaria esteve
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sempre agrupado & forma intermedidria, enquanto que esta
ltima nunca agrupou-se com P.urvillei.

Estes dados colocam uma interroga¢ao se esta entidade
realmente & um hibrido natural, ou possa fazer parte da
prbpria variabilidade de P.dilatatum de Vacaria. Outra

colocagao importante & o fato destes individuos pertencentes

a forma intermedidria entre P.dilatatum e P.urvillei
apresentarem meiose regular (Hickenbick e Kersting, nao
publicado). No entanto, um fato que reforga a idéia desta

entidade ser um hibrido natural & a alta percentagem de
sementes vazias que apresenta (Souza-Chies e Cavalli-Molina,
nao publicade), fato comum em espécies hilbridas.

Caso esta forma intermediiria seja realmente um hibrido,
os dados obtidos sugerem a ocorreéncia de uma introgressdo
muito grande em diregao A P.dilatatum de Vacaria.

A forma morfologicamente intermedihAria entre P.urvillei e
P. juergensii também mostraram resultados semelhantes. Esta
entidade taxonomica demonstrou uma similaridade muito grande
com relagao & P.urvillei e uma similaridade muito baixa com
P. juergensii, inclusive um dos menores indices de
similaridade obtido por esta forma intermediiria foi com

relagao & P. juergensii. Nos fenogramas, a forma
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morfologicamente intermediAria normalmente encontra-se junto
A P.urvillei, e nunca agrupado & P. juergensii.
Estes dados parecem mostrar que esta forma intermedilria

pode fazer parte da prbpria variabilidade de P.urvillei.

Dados de Hickenbick e Kersting (comunicagdo pessoal)
mostraram que alguns individuos classificados (com base
somente na morfologia) como pertencentes A forma
morfologicamente intermediiria entre P.urvillei e

P. juergensii apresentam 40 cromossomos, e naoc 30 como o
esperado.

Os resultados obtidos neste trabalho e demais dados
citados acima demonstram que a anllise morfoldgica ndo &
suficiente para a sistemAtica vegetal.

A baixa diferenciag¢do genica obtida entre as espécies e
bibtipos analisados pode ser decorrente do prdprio processo

de especiag¢do que lhes originou. Conforme salientado por

Moraes-Fernandes (1974), diferentes espécies e bidtipos de
Paspalum surgiram por hibridac¢ao interespecifica e
poliploidizagao. Assim sendo, a barreira reprodutiva

decorrente da ocorréncia de nimeros cromossomicos diferentes
levou ao isolamento reprodutivo sem uma necesshria

divergeéncia génica que construlsse outros mecanismos de
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isolamento reprodutivo.

Um outro fator que pode estar contribuindo para a baixa
diferenciagao intertaxondmica entre os grupos analisados sdo
os sistemas isoenzimAticos estudados. Estes caracterizam-se
pelo alto polimorfismo e baixa diferenciag¢ido (Benito &
cols., 1980). Uma razao para este alto polimorfismo & o fato
destas enzimas estarem envolvidas no metabolismo do oxigeénio
em todos os organismos aerbdbicos.

Diferentes autores (Allen & Hall, 1973; Asada & cols.,
1973; de Jesus & cols., 1989; Scandalios, 1990; Zhen-Chang &
McClure, 1990) relacionaram o gistema das superdxido
dismutases e o das peroxidases ao "stress" oxidativo, estas
enzimas sa@o capazes de remover, neutralizar ou reaproveitar
os radicais livres em oxigeénios intermedidrios. Para
desenvolver esta fungao, SOD normalmente encontra-se no
cloroplasto ou mitocdndria, PER encontra-se na parede
celular. Esta Gltima também apresenta um importante papel no
processo de lignificac¢ao (Lagarimini & cols., 1987; Cassab &
Varner, 1988; Ferrer & cols., 1990) e no "stress" mecanico e
patogénico (Adams & Galston, 1974).

Rajora & cols, (1991) mostraram em seus estudos que nao

hh relagdo entre padrao isozimico com latitude e longitude,
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entre os onze sistemas isoenzimidticos analisados por estes
autores, incluindo PER. Scandalios (1974) cita que as
peroxidases constituem um grupo de enzimas determinadas
temporalmente e espacialmente. No entanto Boulter & cols.
(1966) colocam que os padroes enzimdticos variam de acordo

com a distribuigao geogrdfica.

Nossos dados baseados no sistema das peroxidases,
demonstraram para a maioria das entidades taxonomicas
estudadas, que existe uma relag¢do muito pequena quanto 4
variag¢ao isoenzimadtica e a amplitude da distribuigao

geogriAfica da amostra analisada. P. juergensii foi a dnica
espécie que aparentemente demonstrou diferenga isozimica
relacionada & diferenga espacial. Nesta espécie, um idnico
individuo coletado na regidao da campanha rio-grandense
apresentou os menores coeficientes de similaridade em
relagao aos demais origindrios de regides de serra.
Observamos que a variagao temporal apresenta um efeito
bastante importante para este sistema enzimitico. Metade da
amostra de P.dilatatum de Virasoro, um individuo de
P.dilatatum Torres armado e poucas plantas pertencentes A&
forma morfologicamente intermediiria entre P.urvillei e

P. juergensii foram coletados e analisados em uma &poca
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posterior aos demais. Estes individuos apresentaram os
coeficientes de similaridade muito baixos em relagdo aos
primeiros, apesar de que para a forma intermedihria, o
relacionamento entre os prdprios individuos da segunda
amostragem & bastante baixo.

Os dados obtidos através da analise de superdxido
dismutases mostraram que nao existe relagiao entre variagao

isozimica e distribuigao geografica para este sistema.
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RESUMO E CONCLUSOES

0 presente trabalho analisou diferentes entidades
taxonomicas do geénero Paspalum gquanto ao relacionamento
isocenzimitico, utilizando dois sistemas enzimidticos (PER) e
(SOD). A partir dos padrdes de bandas isocenzimdticas dos
dois sistemas, foram calculados coeficientes de similaridade
de Jaccard intra e intertaxondmico. Foram construidos
fenogramas a partir destes coeficientes e distancias
Manhattan e Euclidiana e também foram feitas andlises
cladisticas utilizando o programa filogendtico de HENNIGS86 e
o método de agrupamento Neighbor-Joining.

Os resultados obtidos no presente trabalho, bem como as
conclusdes gque os mesmos permitiram, podem ser assim

sumarizados:

-~ A andlise isoenzimdtica realizada neste trabalho nao foi
concordante com a taxonomia baseada em somente anlhlise
morfolbgica, requerendo uma revisdo taxondmica do grupo

Dilatata e espécies relacionadas do género Paspalum,.

- P.urvillei mostrou-se intimamente relacionado com os

bidtipos de P.dilatatum, colocande ddvidas do porqué
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P.urvillei constitui-se uma espécie A parte e nio um bidtipo
de P.dilatatum.

- P.,dilatatum Torres tipico e Torres armado mostraram-se
intimamente relacionados, sugerindo tratar-se de uma {Unica

entidade taxonomica.

- A forma morfologicamente intermedihria entre P.dilatatum e
P.urvillei nao se comportou como uma espécie intermedidria,
mostrando alta similaridade com P.dilatatum de Vacaria, mas

muito diferenciado de P.urvillei.

- A forma morfologicamente intermediiria entre P.urvillei e
P. juergensii também nao demonstrou ser uma espécie
intermediiria, sendo que parte dos individuos classificados
pela morfologia comprovadamente fazem parte da variabilidade

de P.urvillei.

- Foi verificada uma grande similaridade entre as espécies e
bibtipos analisados, superior a obtida por outros autores,
para outras espécies, revelando uma baixa reformulagao
génica entre os mesmos, pelo menos no que se refere aos
genes que codificam as isoenzimas estudadas.

- As espécies dipldides tendem a apresentar um menor nudmero
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de bandas isozlimicas em relagaao aos grupos polipldides.

- De uma maneira geral, os dados de variabilidade
isoenzimdtica nao saco diretamente proporcionais com a
amplitude da distribuig¢do geografica das amostras das

entidades taxonomicas estudadas.
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ABSTRACT AND CONCLUSIONS

Different taxonomic entities of gennes Paspalum have been
analysed in this work concerning their isoenzymatic
relationships using two enzymatic systems (PER) and (SOD).
Similarity coefficient of Jaccard were calculated, intra and
intertaxonomic, from the isocenzymatic banding patterns of
the two systems. Fenograms were constructed wusing these
coefficients and Manhattan and Euclidian distances and also
cladistic analyses utilizing the filogenetic program
HENNIG86 and the clustering Neighbor-Joining method were
performed.

the results and conclusions obtained in this work may be
summarized as fallows:

- The isoenzymatic analysis done is not in agreement with
the taxonomy based on the use of morfological data only,
thus, requiring a taxonomic review of the Dilatata group and
related species of gennes Paspalum.

- P.,urvillei showed to be very closely related with the
P.dilatatum biotypes, raising doubts about the reasons why
P.urvillei 1is considered an outsider specie and not a
biotype of P.dilatatum.

- P.dilatatum Torres tipico and Torres armado showed to be
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very closely related sugesting to represent Jjust one
taxonomic entity.

- The intermediate morfological form between P.dilatatum and
P,urvillei did not behave like an intermediate species,
showing high similarity with P.dilatatum Vacaria, and being
very different from P.urvillei.

- The intermediate morfological form between P.urvillei and
P. juergensii also did not show +to be an intermediate
species. A number of the individuals classified by the
morfology, were proved +to be part of the P.urvillei
variability.

- A great similarity between the species and biotypes
analysed were verified showing to be even stronger than the
results of other authors, for other species, demonstrating
low genetic reformulation between them, at least,
considering the gennes that code isoenzymes studied in this
work.

- The diploid species have a tendency to present a lower
isoenzymatic band number compared to poliploid groups.

- As a whole, the isocenzymatic variability data are not
directly proporcional with the width of the geographic

distribution from samples of the studied taxonomic entity.
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